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ABSTRACT

Atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) is part of a group of pathogens
capable of forming a characteristic lesion in epithelial cells called Attaching and Effacing
(A/E). Genes required for A/E lesion formation are located on a pathogenicity island called
Locus of Enterocyte Effacement (LEE). The regulation of LEE gene expression is a
complex process and involves several factors and regulatory pathways, including the
quorum sensing system Al-3/Epinephrine/Norepinephrine. The histidine kinase sensor
QseC is responsible for detecting AI-3 produced by other bacteria and
epinephrine/norepinephrine produced by the host, starting a regulatory cascade that
induces the expression of virulence genes. In order to evaluate the influence of this system
in the regulation of virulence factors of aEPEC, a gseC mutant has been generated, and
transcriptional and phenotypical analyses were performed. Motility, ability to secrete
proteins and induce A/E lesion, in the presence and/or absence of the epinephrine signal
were analysed. qRT-PCR assays demonstrated reduced transcriptional levels of the LEE
operons, and flhD, fliC and nleA genes in the mutant strain, suggesting that QseC
regulates the expression of these virulence factors. Motility assays, secreted proteins and
FAS have shown that motility, protein secretion and A/E lesion formation were decreased
in the mutant, confirming the participation of QseC regulating these phenotypes in aEPEC.
The same tests were performed in the presence of epinephrine, and demonstrated that
this signal plays an important role in LEE gene regulation of aEPEC and this regulation
does not occur exclusively via QseC, but involves other receptor for this hormone.
Epinephrine regulates the expression of LEE genes, however, does not seem to be an
important signal in the regulation of NleA and flagella/motility gene expression.
Transcriptome analysis of the mutant strain has shown that, besides having a central role
in the regulation of aEPEC virulence, QseC also acts as an important global regulator of
gene expression in this strain, regulating, directly or indirectly, the expression of
approximately 1505 genes, including genes related to metabolism, transport, chemotaxis,
ion uptake, resistance to stress, biofilm formation, transcriptional regulation, and other. We
proposed a simplified general model of virulence gene regulation of aEPEC through the
Al-3/Epi/NE system and its sensor QseC. This is the first work describing the quorum
sensing gene regulation modulating the virulence expression in atypical EPEC.

KEY WORDS: Atypical enteropathogenic Escherichia coli, Quorum sensing, Virulence
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RESUMO
Escherichia coli enteropatogénica atipica (aEPEC) faz parte de um grupo de patégenos

capazes de formar um tipo de lesdo em células epiteliais denominada Attaching and
Effacing (A/E). Os genes requeridos para a formagéao da lesdo A/E estdo localizados em
uma ilha de patogenicidade denominada Locus of Enterocyte Effacement (LEE). A
regulacao da expressao dos genes de LEE é um processo complexo e envolve inUmeros
fatores e vias regulatérias, incluindo o sistema de quorum sensing Al-
3/Epinefrina/Norepinefrina. O sensor histidina-quinase QseC é responsavel por detectar
Al-3 produzido por outras bactérias e epinefrina/norepinefrina produzidas pelo hospedeiro
e iniciar uma cascata regulatéria que induz a expressao de genes de viruléncia. Para
avaliar o papel desse sistema na regulagédo de fatores de viruléncia de aEPEC, um
mutante para o gene gseC foi gerado e analisado a nivel transcricional e fenotipico quanto
a sua motilidade, capacidade de secretar proteinas e induzir lesdo A/E, na presencga e/ou
auséncia do sinal epinefrina. Ensaios de qRT-PCR demonstraram niveis transcricionais
diminuidos para LEE e para os genes flhD, fliC e nleA no mutante, sugerindo que QseC
regula a expressdao desses fatores de viruléncia. Ensaios de motilidade, proteinas
secretadas e FAS evidenciaram que a motilidade, a secregao de proteinas e a formagao
da lesdo A/E estavam diminuidas no mutante, comprovando a participacdo de QseC na
regulacao desses fenétipos em aEPEC. Os mesmos ensaios realizados na presenca de
epinefrina demonstraram que esse sinal tem papel importante na regulacdo dos genes de
LEE de aEPEC e que essa regulagdao nao ocorre exclusivamente via QseC, mas envolve
outro receptor para esse horménio. Epinefrina regula a expressao dos genes de LEE,
porém, parece ndao ser um sinal importante na regulacdo da expressdao de NleA e
flagelo/motilidade. A andlise do transcriptoma da linhagem mutante demonstrou que, além
de ter uma importancia central na regulacao da viruléncia de aEPEC, QseC age também
como um importante regulador global da expressao génica nessa linhagem, regulando,
direta ou indiretamente, a expressao de, aproximadamente, 1505 genes, entre eles genes
relacionados ao metabolismo, transporte, quimiotaxia, captagdo de ions, resisténcia a
stress, formagao de biofilme, regulagdo transcricional, etc. Um modelo geral simplificado
da regulacao génica da viruléncia de aEPEC através do sistema Al-3/Epi/NE e seu sensor
QseC foi proposto. Esse trabalho descreve pela primeira vez a regulagao do tipo quorum
sensing na modulagao da expressao da viruléncia em uma EPEC atipica.

PALAVRAS CHAVE: Escherichia coli enteropatogénica atipica. Quorum sensing.
Viruléncia
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1. INTRODUCAO

1.1. Escherichia coli

Escherichia coli sao bacilos gram-negativos, facultativos, ndo mdveis ou moveis por
flagelos peritriquios. E o principal habitante do intestino de humanos e outros animais, sendo
parte importante da microbiota intestinal de hospedeiros saudaveis. E membro da familia
Enterobacteriaceae, género Escherichia, o qual foi nomeado em referéncia ao pediatra alemao
Theodor Escherich, que isolou espécies do género pela primeira vez em 1885.

E. coli é um organismo bastante diversificado em seus aspectos bacterioldgicos,
ecolbgicos e patogénicos. Pode crescer em meio com glicose como unico constituinte organico,
na presenca ou auséncia de O,. Em anaerobiose pode crescer por fermentagao, produzindo
acidos e gas como produtos finais, mas pode também crescer por respiracao anaerébia, pois é
capaz de utilizar NO3;, NO, ou fumarato como receptor final de elétrons (TORRES; ARENAS-
HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA, 2010). Essa versatilidade é o que permite E. coli colonizar
0 ambiente intestinal, bem como ambientes extraintestinais no homem e em outros animais.

Linhagens comensais de Escherichia coli co-evoluem com seu hospedeiro em uma
relagdo de beneficio mutuo. Apesar da maioria das linhagens nado serem consideradas
patogénicas, elas podem tornar-se patdégenos oportunistas e causar infeccbes em hospedeiros
imunocomprometidos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; TORRES; ARENAS-HERNANDEZ;
MARTINEZ-LAGUNA, 2010). Sob condigbes especificas, elas podem superar as respostas
protetoras do hospedeiro e causar patologias. Isso ocorre, por exemplo, quando a barreira
gastrointestinal € rompida ou quando a aquisi¢cao de fatores de viruléncia, através de elementos
genéticos moveis, tornam linhagens comensais de E. coli um patdégeno altamente adaptado,
capaz de causar um amplo espectro de doengas, que vao desde infecgdes intestinais, até

infeccdes do trato urinario, septicemia e meningites (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).



Escherichia coli causadoras de infecc¢ao intestinal sdo de particular importancia em saude
publica e sdo denominadas E. coli diarreiogénicas (DEC). Esses patdgenos sdo classificados
atualmente em seis categorias ou patétipos, com base em seus mecanismos de patogenicidade
comuns, sindromes clinicas, caracteristicas epidemiologicas e padrdo de adesdo as células
epiteliais em cultivadas. Esses patétipos sdo: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E.

coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderéncia difusa (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998).

1.1.1. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC)

O termo Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) foi criado em 1955 por Neter para
designar linhagens de E. coli epidemiologicamente associadas a casos de diarreia em criangas
e distinguir essas linhagens de linhagens presentes na microbiota (TORRES; ARENAS-
HERNANDEZ; MARTINEZ-LAGUNA, 2010).

E. coli enteropatogénica tem sido identificada como um dos principais patégenos
associados a diarreia nos paises em desenvolvimento, afetando especialmente criangas
(NATARO; KAPER, 1998), sendo considerado um grave problema de saude publica. Surtos de
infeccdo por EPEC eram frequentes em paises desenvolvidos nas décadas de 1940 e 1950
(ROBINS-BROWNE, 1987) mas se tornaram cada vez mais raros em paises como Estados
Unidos e Reino Unido.

No inicio da década de 90, inumeros estudos epidemiolégicos em diferentes regides
geograficas detectaram amostras de E. coli que eram capazes de formar a lesdo histopatoldgica
no epitélio intestinal denominada Attaching and Effacing (A/E), porém, eram desprovidas do

plasmideo EAF e ndo produziam toxina de Shiga (Stx). O patétipo EPEC foi entdo subdividido em



duas categorias: EPEC tipica (tEPEC) e EPEC atipica (aEPEC), tendo por base a presenca ou
auséncia do plasmideo EAF (KAPER, 1996).

Em um evento internacional sobre EPEC, realizado em S&o Paulo no ano de 1995, as
EPEC tipicas foram definidas como E. coli diarreiogénicas que possuem o gene EPEC attaching
and effacing (eae) e séo, portanto, capazes de formar lesdo A/E, ndo expressam a toxina de
Shiga (Stx) e possuem o plasmideo EAF (EPEC adherence factor), que contém 0s genes que
codificam a fimbria BFP (Bundle-Forming Pilus). As EPEC atipicas formam lesdo A/E, mas ndo
possuem o plasmideo EAF (KAPER, 1996).

EPEC tipica e atipica também sao diferenciadas de acordo com o padréo de adesao em
cultura de células epiteliais. Enquanto amostras de tEPEC apresentam somente o padrao de
adesdo a células epiteliais LA (localized adhesion), caracterizado pela formacdo de
microcol6nias bacterianas compactas sobre a superficie de células epiteliais apdés 3 horas de
contato bactéria-célula (SCALETSKY et al., 1984), amostras de aEPEC geralmente apresentam
um padrao de aderéncia denominado adesao localizada-like (LLA), visualizado ap6s ensaios de
6 horas e caracterizado pela presenga de microcolénias menos compactas e menos densas que
as microcolénias da adesdo localizada das tEPEC (SCALETSKY et al., 1999; TRABULSI;
KELLER; GOMES, 2002).

As tEPEC sao causas importantes de diarreia em paises em desenvolvimento, mas raras
nos paises industrializados, onde as aEPEC constituem a principal causa de diarreia (OCHOA et
al., 2008). Enquanto a infec¢ao por tEPEC ocorre principalmente em criangas menores de um ano
(NATARO; KAPER, 1998), sendo a diarreia aguda seu principal sintoma clinico (FAGUNDES-
NETO, 1996), aEPEC acomete individuos em diversas faixas etarias, havendo estudos que
sugerem a sua associagao com diarreia persistente (HERNANDES et al., 2009). No Brasil, até a
década de 90, uma elevada frequéncia de tEPEC era observada, no entanto, estudos recentes

demonstraram um aumento na incidéncia da aEPEC como causa de diarreia (ARAUJO et al.,



2007; BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005; MORENO et al., 2008; SCALETSKY et al.,
2009).

EPEC atipica aparentemente emergiu recentemente e ja esta entre os principais agentes
de diarreia em muitos paises, inclusive no Brasil (ARAUJO et al., 2007; BUERIS et al., 2007;
FRANZOLIN et al., 2005; SCALETSKY et al., 2009; TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Esse
grupo é altamente heterogéneo e pouco se conhece ainda sobre a patogénese do mesmo,
entretanto, sua significativa prevaléncia em surtos de diarreia em diferentes regides geograficas

confirma que aEPEC é um patégeno causador de diarreia (Hernandes et al., 2009).

1.2. Alesao Attaching and Effacing (A/E)

E. coli enteropatogénica pertence a um grupo de patdgenos que possui a habilidade de
formar uma lesao histopatoldgica denominada Attaching and Effacing (A/E) em células epiteliais
intestinais, apds sua adesao ao tecido. A lesdo A/E é essencial para a patogenicidade de EPEC
e uma histopatologia similar é associada a outros patdégenos de mucosa como a Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatogénica de coelhos (REPEC), Citrobacter
rodentium e Escherichia albertii (ou Hafnia alveiil) (CROXEN; FINLAY, 2010).

A leséo A/E foi observada pela primeira vez por MOON et al. (1983) e se caracteriza pela
aderéncia intima da bactéria a membrana da célula epitelial, destruicao das microvilosidades
(effacement), acumulo de altas concentragdes de filamentos de actina e outras proteinas do
citoesqueleto celular abaixo do sitio de ades&o da bactéria, induzindo a formacado de uma
estrutura em forma de pedestal onde a bactéria se encontra aderida (KNUTTON et al., 1989;
MCDANIEL et al., 1995; NATARO; KAPER, 1998; KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

EPEC coloniza o intestino delgado e as interacdes que ocorrem entre EPEC e o enterécito
e resultam na estrutura lesdo A/E podem ser divididas em 3 estagios: (i) aderéncia inicial a
célula hospedeira, (ii) expressao e translocacao de proteinas bacterianas através do sistema de

5



secregao do tipo Il (TTSS) e (iii) aderéncia intima e formagao da estrutura em pedestal (CHEN;
FRANKEL, 2005; GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005; NATARO; KAPER, 1998;
VALLANCE; FINLAY, 2000).

A aderéncia inicial da bactéria ao epitélio intestinal envolve a participacao da fimbria BFP
(em tEPEC), que ajuda na interagao bactéria- bactéria formando microcolénias na superficie do
tecido infectado (NATARO; KAPER, 1998.) Além disso, ha a participagdo de outras adesinas,
além de fatores ambientais que regulam a expressao de genes de viruléncia de EPEC (KENNY
etal., 1997).

Proteinas do sistema de secrecdo do tipo Ill sdo expressas e proteinas efetoras sao
translocadas para o citoplasma da célula hospedeira através dessse sistema (FRANKEL et al.,
1998, VALLANCE; FINLAY, 2000), o que induz uma variedade de vias de transducao de sinais
na célula eucariética.

A aderéncia intima da bactéria & célula do hospedeiro € mediada pela adesina intimina e
seu receptor Tir. A intimina € inserida na membrana externa da bactéria e interage com Tir
translocado na membrana do enterdcito. EPEC utiliza o TTSS para injetar Tir no citoplasma da
célula hospedeira. Tir é entdo inserido na superficie da célula eucaridtica e age como receptor
para a intimina (KENNY et al, 1997). A interagdo Intimina/Tir desencadeia uma cascata de
eventos que culmina na formagao da estrutura em pedestal na membrana do enterdcito. Apés a
insergdo na membrana da célula eucarittica, Tir de EPEC é fosforilada em seu residuo de
tirosina 474, permitindo a ligacao a proteina adaptadora Nck. Nck recruta a proteina N-WASP
(neural-Wiskott-Aldrich syndrome protein), que por sua vez, ativa o complexo protéico Arp2/3
(actin-related protein 2/3) e induz o rearranjo de proteinas do citoesqueleto, levando a
polimerizacdo de filamentos de actina que véo formar o pedestal (NOUGAYREDE et al., 2003).
A polimerizacao de actina pode também ocorrer independentemente da ligacdo a Nck, apenas

pela fosforilagao dos residuos de tirosina 454 e 474 (CAMPELLONE; LEONG, 2005).



EPEC e EHEC mostram diferengas interessantes no desencadeamento da polimerizagao
da actina. Em EHEC O157:H7, o recrutamento de N-WASP é realizado por uma proteina
efetora denominada EspFU, também conhecida como Tir-cytoskeleton coupling protein
(Teep/Teep2) que faz o papel de Nck (CAMPELLONE; LEONG, 2003; LOMMEL et al., 2004).
Entretanto, o gene tccP foi detectado também em amostras de EPEC tipica e atipica e de outros
sorotipos de EHEC (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005), indicando a presenga da via de

ativacao de actina independente de Nck em EPEC.

Figura 3: Lesao A/E induzida por EPEC e EHEC e a estrutura em pedestal resultante na célula
epitelial. Fonte: KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004.

O fendtipo A/E pode ser detectado em células epiteliais cultivadas in vitro através de um
teste denominado FAS (Fluorescent Actin Staining), que foi desenvolvido por KNUTTON et al.
(1989). Nesse teste, as bactérias sdo incubadas com as células cultivadas por 3 a 6 horas e
entdo fixadas, permeabilizadas e tratadas com faloidina marcada com isotiocianato de
fluoresceina. Esse material se liga especificamente aos filamentos de actina polimerizada nas
células epiteliais, evidenciando os locais de adesdo bacteriana e dos pedestais quando
examinados em microscépio de fluorescéncia. O fen6tipo A/E pode também ser identificado por
microscopia eletronica em tecido intestinal humano cultivado in vitro ou células epiteliais

cultivadas e incubadas com a bactéria (KAPER et al., 1998).



1.3. A llha de Patogenicidade LEE e o Sistema de Secrecao do Tipo lll (TTSS)

A maioria dos genes requeridos na formacdo da lesdo A/E estdo localizados em uma
regiao de 35.6 Kb no cromossomo bacteriano denominada regidao LEE (Locus of Enterocyte
Effacement). LEE foi descrita primeiramente na linhagem de EPEC E2348/69 por MCDANIEL et
al. (1995), mas também esta presente nos outros patégenos indutores de lesao A/E.

LEE é uma ilha de patogenicidade, pois contém genes de viruléncia, esta ausente em
linhagens nao-patogénicas, se encontra inserida em sitios especificos do genoma bacteriano e
possui conteudo de G+C de 38%, menor que o restante do genoma, indicando a sua aquisicao
por transferéncia horizontal de genes a partir de uma outra espécie (FRANKEL et al., 1998).

LEE é altamente regulada e codifica o sistema de secrecdo do tipo Il (TTSS), que
transloca proteinas efetoras bacterianas no citoplasma da célula. Estd organizada
funcionalmente em cinco operons, denominados LEE-1, LEE-2, LEE-3, LEE-4, LEE-5 (MELLIES
et al,, 1999). Os genes de LEE codificam os componentes estruturais do sistema de secregéao
do tipo lll, reguladores, chaperonas e proteinas efetoras secretadas pelo TTSS. LEE-1, LEE-2 e
LEE-3 abrigam os gene esc e sep, que codificam a maioria dos componentes do sistema de
secrecao tipo Il (JARVIS et al., 1995). Em LEE-1 encontra-se o gene ler, que codifica Ler (LEE
encoded-regulator), uma proteina ligante de DNA que age como regulador transcricional
principal da regiao LEE, modulando a expressao dos demais operons dessa regido (ELLIOTT et
al., 2000). O operon LEE-5 contém os genes eae (EPEC attaching and effacing) e tir
(translocated intimin receptor), que codificam a adesina intimina e o seu receptor Tir, envolvidos
na aderéncia intima da bactéria as células epiteliais e cesT, que codifica a chaperonina CesT
das proteinas Tir e Map (Mithocondrial-associated protein) (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN,
2005). LEE-4 abriga os genes das proteinas EspA, EspB e EspD, SeplL, EspF, EscF, que sédo
translocadas via sistema de secregao do tipo Ill e da chaperona CesD (DONNENBERG et al.,

1993; KNUTTON et al., 1998, GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005).



LEE esta ausente em E. coli K-12 e E. coli comensais (MCDANIEL et.al., 1995). Porém,
quando E. coli K-12 foi transformada com LEE de E2348/69, essa foi capaz de induzir lesdo
AJE, sugerindo que LEE ndo é apenas necessaria, mas também ¢é suficiente para conferir a

capacidade de produzir o fenétipo A/E a essa amostra (MCDANIEL; KAPER, 1997).
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Figura 4: Representacdo esquematica da regidao LEE e seus operons. Fonte: GARMENDIA;

FRANKEL; CREPIN, 2005.

Diversos patdgenos utilizam o sistema de secrecdo do tipo Il (TTSS) para secretar
proteinas através das membranas interna e externa da bactéria e transporta-las para a
superficie ou diretamente para o citoplasma das células do hospedeiro (LEE, 1997; HUECK,
1998). Essas proteinas sdao capazes de modular processos celulares, facilitando a colonizagéao
e a patogénese. EPEC utiliza o TTSS para translocar as proteinas codificadas em LEE (Esps),
incluindo EspA, EspB, EspD e Tir (NATARO; KAPER, 1998), essenciais para a formacao da
lesdo A/E.

A translocagdo de proteinas para o citoplasma da célula hospedeira ocorre a partir da
formagédo de uma estrutura protéica, semelhante a uma seringa, denominada translocon. Essa
estrutura se estende da membrana interna da bactéria até o meio extracelular, formando um
canal pelo qual as proteinas sao translocadas (GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). O
translocon é constituido por varias proteinas. EscC e EscV sdo os componentes principais das
estruturas em anel que se inserem nas membranas externa e interna, respectivamente

(GAUTHIER; FINLAY, 2003). Escd é uma lipoproteina que forma uma estrutura cilindrica que
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atravessa o periplasma, atuando como ponte entre os anéis das membranas interna e externa
(CREPIN et al.,, 2005). A estrutura em “agulha” da seringa é constituida pela proteina EscF
recoberta por filamentos da proteina EspA, formando um canal filamentoso entre a bactéria e o
interior da célula hospedeira, através do qual as proteinas sado secretadas (GAUTHIER, 2002).
A partir de EspA, o efetor EspB é translocado para o citoplasma da célula hospedeira
(KNUTTON et al., 1998) e EspD é inserido na membrana da célula epitelial (KRESSE;

GUZMAN, 1999), formando um poro de translocagao (Figura 5).
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Figura 5: Representagdo esquematica do TTSS de EPEC, cujos genes se encontram na ilha

de patogenicidade LEE. Fonte: GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005.
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O sistema de secrecao do tipo Il também transloca para a célula do hospedeiro outras
proteinas efetoras que séo codificadas em LEE e estdo envolvidas nas alterag¢des celulares que
resultam na lesdo A/E. A proteina Map age no controle da divisdo celular e na regulacdo da
dindmica da actina, o que resulta na formacao dos filopédios que cercam as microcol6nias
bacterianas (ALTO et al., 2006). Age também na desestabilizagao do potencial de membrana da
mitocéndria e provoca desestabilizagao da barreira intestinal e alteragées nas juncdes oclusivas
(DEAN; KENNY, 2004). EspF esta envolvido na morte de mitocdndrias (NOUGAYREDE et al.,
2004), na inibigcao da fagocitose (QUITARD et al., 2006) e perturbagéo das jungdes oclusivas e
do trafico de membranas (GUTTMAN et al, 2006; ALTO et al, 2007). EspG induz a
fragmentagcdo dos microtubulos e a degradacdo da tubulina (TOMSON et al., 2005). EspH é
secretada para a membrana da célula hospedeira de onde modula a estrutura da actina,
afetando a formacéao do pedestal (TU et al., 2003).

Através do sistema de secregao do tipo Ill, EPEC secreta também alguns outros efetores
que nao sao codificados na regido LEE, mas que possuem papel importante na patogenicidade.
Entre essas proteinas estdo EspFu/Tccp e os non-LEE effectors NleA, NleB, NleE e NleH.
EspFu/Tccp estimula a polimerizagdo de actina e formacdo do pedestal (CAMPELLONE;
ROBBINS; LEONG, 2004; GARMENDIA et al., 2004). NleA é um importante fator de viruléncia
requerido na infecgao de Citrobacter rodentium em camundongos (GRUENHEID et al., 2004),
que age rompendo as jungdes oclusivas das células intestinais (THANABALASURIAR et al.,
2010) e inibindo a secrecao de proteinas pela célula do hospedeiro (KIM et al., 2007). NleB é
um fator importante na colonizacdo de C. rodentium em camundongos enquanto que NIeE e

NleH interferem com as vias de sinalizagao inflamatérias (WONG et al., 2011).
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1.3.1. Aregulacao da regiao LEE

Diversos estudos tem relatado que a regulagao da expressao génica da regidao LEE é um
processo extremamente complexo e coordenado, envolvendo diversas proteinas e vias
regulatérias.

O regulador central que controla a expressdo dos genes de LEE é Ler, a proteina de 15
KDa codificada pelo primeiro gene do operon LEE-1, que pertence a famiilia de proteinas
associadas ao nucleo6ide, H-NS (MELLIES et al., 2007; FRIEDBERG et al., 1999; MELLIES et
al., 1999; ELLIOTT et al., 2000; SPERANDIO et al., 2000; BUSTAMANTE et al.,, 2001). A
expressdo de Ler é fortemente regulada por outras proteinas reguladoras, bem como por
fatores ambientais.

A ativacao da transcricdo de LEE por Ler ocorre ap6s a diminuicdo da repressao dos
promotores de LEE mediada pela proteina ligante de DNA, H-NS (BUSTAMANTE et al., 2001),
que age formando complexos estaveis de nucleoproteina com as regides regulatérias dos
genes reprimidos (BUSTAMANTE et al., 2011). Por sua vez, a proteina IHF interrompe a
repressao de LEE por H-NS por se ligar especificamente a regido upstream do promotor de lere
ativar diretamente a expressao de ler, orf3, orf5 e orf2 (FRIEDBERG et al.,.1999).

MELLIES et al. (1999) demonstraram que o regulador Per (plasmid-encoded regulator),
presente no plasmideo EAF de EPEC tipica, ativa os operons LEE1, LEE2 e LEE3 e,
modestamente, aumenta a expressao de LEE4 em tEPEC. PerC, o terceiro gene do operon
perABC, foi descrito como um regulador positivo da expressao de intimina e outras proteinas
codificadas em LEE por ativar a expressao de ler (BUSTAMANTE et al, 2001; GOMEZ-
DUARTE; KAPER, 1995; KENNY et al, 1997). PerC atua juntamente com IHF na
desarticulagé@o do silenciamento mediado por H-NS (BUSTAMANTE et al., 2011).

Além de Ler, LEE codifica outros dois reguladores: GrlA (global regulator of LEE activator)
e GrIR (global regulator of LEE repressor). GrlA atua regulando positivamente a expressao de
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LEE por se ligar no promotor de LEE-1 que, por sua vez, aumenta a transcricao de ler. Ja GrIR
interage com GrlA e suprime a ligacao especifica de GrlA no promotor de LEE-1 (HUANG et al.,
2008; RUSSELL et al., 2007).

A proteina regulatéria Fis também esta envolvida na regulacao de LEE e atua regulando
positivamente a expressao de ler e LEE-4. Porém, em altas concentragdes, se liga ao promotor
de tir e atenua sua expressao (GOLDBERG et al., 2001).

As proteinas BipA e CsrA regulam positivamente a transcricao de ler (BHATT et al., 2009;
GRANT et al., 2003) de EPEC. Ja Hha se liga ao promotor de /er e atua como um repressor da
transcrigdo desse gene em EHEC O157:H7 (SHARMA et al., 2004).

Recentemente, FLOCKHART et al. (2012) identificaram um novo regulador de LEE,
denominado RgdR, que é codificado no profago CP-933 de EHEC O157:H7 e ativa a
transcricdo do promotor LEE-1 na presencga e auséncia de Ler.

O fator de stress sigma, RpoS também foi descrito como envolvido na cascata regulatéria
que controla a expressao de LEE (IYODA; WATANABE, 2005; SPERANDIO et al., 1999). RpoS
age ativando a transcricao de ler através de uma via diferente da via usada por H-NS, ligando-
se ao promotor de ler. RpoS atua de uma maneira dose-dependente dos niveis de DsrA
(LAABERKI et al., 2006). DsrA é um RNA néo codificador (ncRNA) que modula a expressao de
H-NS e RpoS. Concentragdes elevadas de DsrA promovem a traducdo de RpoS e levam a
ativacao de Ler.

ncRNAs foram reconhecidos recentemente como reguladores importantes envolvidos no
controle da expressao de genes reguladores e efetores (GOTTESMAN, 2004). Hfqg é uma
chaperona indispensavel para uma grande classe de pequenos ncRNAs (sRNAs) em diversas
espécies bacterianas. Hfq estabiliza os sRNAs e promove a formagdo dos complexos
sRNA/mRNA. Hfq foi descrito como regulador negativo da expressao dos 41 genes de LEE,
agindo diretamente no mRNA de ler, uma vez que a tradugdo desse mRNA aumentou na
auséncia de Hfqg em EHEC EDL 933 (SHAKHNOVICH et al., 2009). HANSEN; KAPER (2009)
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também demonstraram a participacdo de Hfq na regulagdo negativa da expressado de LEE,
através da regulacéo de GrlA e GrIR a nivel pos-transcricional em EHEC. Entretanto, KENDALL
et al. (2011) demonstraram o fenétipo oposto para EHEC 86-24, com Hfq agindo como um
regulador positivo da expressao de LEE.

O mecanismo de quorum sensing também esta envolvido na regulacdo da expressao
génica da regidao LEE em EPEC e EHEC. SPERANDIO et al. (1999) demonstraram que, na
presenca de meio pré-condicionado, os operons de LEE-1 e LEE-2 apresentavam a transcricao
aumentada, sugerindo que EHEC secreta o autoindutor 2 (Al-2), que age ativando esses
operons e, portanto, regulando positivamente a expressao dos genes do TTSS. Posteriormente,
Quorum sensing E. coli regulator A (QseA), um regulador transcricional do tipo Lys-R, foi
relacionado com a ativagéo da transcricdo de LEE-1 e dos demais operons em EHEC pela
ligacédo direta com o promotor P1 de ler, atuando como parte da cascata regulatéria que regula
LEE através do sistema de quorum sensing Al-2/luxS (SPERANDIO et al, 2002b, SHARP;
SPERANDIO, 2007). QseA e LuxS também estao envolvidos na regulacéo de LEE em amostras
de EPEC tipica. Utilizando mutantes de tEPEC para esses genes, SIRCILI et al. (2004)
demonstraram que ambos os mutantes apresentaram diminuicdo na secrecado de tipo lll,
diminuicdo da capacidade de adesado a células epiteliais cultivadas, além de motilidade e
produgéo de flagelo alteradas.

Quorum sensing E. coli regulator D (QseD), outro regulador do tipo Lys-R, foi identificado
por HABDAS et al. (2010) e relacionado com a regulagdo negativa de LEE pelo sistema Al-
2/LuxS em EHEC.

O sistema de quorum sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina esta envolvido na regulagéo
da regidao LEE em EHEC O157:H7. Ele foi descoberto por SPERANDIO et al. (2003), que
observaram que o autoindutor 3 (Al-3) é o verdadeiro sinal que ativa a transcricao de LEE,
assim como os horménios epinefrina e norepinefrina, que sinalizam cruzadamente com Al-3 na
ativacao de LEE. Esse sistema esta descrito mais detalhadamente no item 1.4.1.4.
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1.4. Quorum sensing

As bactérias possuem mecanismos que as permitem detectar, processar e traduzir
informacbes ambientais e mudar seu comportamento a fim de sobreviver. (PARKER,;
SPERANDIO, 2009). As respostas as alteracdes nas condigbes ambientais sdo sempre
modificagdes programadas dos padrdes de expressdo génica, que resultam em uma maior
chance de sobrevivéncia.

Muitos microrganismos utilizam-se da comunicagado célula-célula (ou quorum sensing)
para acessar a sua densidade celular local (CHOUDHARY; SCHMIDT-DANNER, 2010). Essa
comunicacdo baseia-se na produgdo, secrecao e detecgdo de pequenas moléculas
sinalizadoras liberadas no meio, cuja concentracdo esta correlacionada com o numero de
células na populagdo. Essas moléculas, semelhantes a hormdnios, sdo denominadas
autoindutores (Als). Als sado produzidos em niveis basais e suas concentracdes no meio
aumentam conforme aumenta o numero de células em uma populagdo. Através desse
mecanismo, 0s microrganismos detectam quando um numero minimo de células, ou quorum, é
atingido e iniciam uma resposta coordenada (BASSLER; LOSICK, 2006).

Quando o sinal atinge uma concentracao critica, entende-se que 0 quorum esta presente.
As moléculas sinalizadoras se ligam e ativam receptores nas células bacterianas, o que permite
0s microrganismos iniciarem modificacbes coordenadas em seus perfis de expressao génica.
Como resposta, eles iniciam, em escala populacional, atividades complexas que nao seriam
benéficas em uma populagdo pequena, como por exemplo: competéncia, esporulagao,
formacdo de biofilme, bioluminescéncia, producdo de metabdlitos secundarios, entre outras
(BASSLER; LOSICK, 2006), passando a se comportar como um organismo multicelular
(ANTUNES et al., 2009; BASSLER; LOSICK, 2006; FUQUA et al., 1994; FUQUA et al., 2001;

FUQUA; GREENBERG, 2002).
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A descoberta do mecanismo de quorum sensing € atribuida ao trabalho pioneiro de trés
microbiologistas marinhos — Nealson, Platt e Hastings. Enquanto trabalhavam com a bactéria
marinha bioluminescente Vibrio fischeri, que coloniza os érgaos da lula Euprymna scolopes,
Nealson e colaboradores observaram que o fendmeno de bioluminescéncia, que € o resultado
da transcrigdo do operon da luciferase, apenas ocorria a uma densidade populacional limite de
células bacterianas e que sobrenadantes de culturas induziam a bioluminescéncia em baixa
densidade populacional (NEALSON; PLATT; HASTINGS, 1970). Eles sugeriram que
autoindutores eram liberados e que a concentragdo desses autoindutores podia ser detectada
pelas células bacterianas, transmitindo informacbes sobre a densidade populacional. Esse
autoindutor foi posteriormente isolado, caracterizado e identificado como N-3-(oxohexanoil)
homoserina lactona (EBERHARD et al., 1981). A andlise dos genes envolvidos no QS de Vibrio
fischeri iniciou-se com o trabalho de ENGEBRECHT, NEALSON; SILVERMAN (1983), que
propuseram um modelo para a regulagdo da expressao dos genes de bioluminescéncia.

Quorum sensing tem papel vital na regulagdo génica de uma vasta gama de fendtipos
bacterianos em muitas espécies. Sistemas de quorum sensing controlam formacao de biofilme,
resisténcia a antibiéticos, transferéncia de DNA, autdlise, tolerancia a stress oxidativo, atividade
metabdlica, motilidade, competéncia, associagcbes mutualisticas, producdo de metabdlitos
secundarios, interacdo com o hospedeiro, entre outros.

No caso de microrganismos patogénicos, quorum sensing controla a expressao de fatores
de viruléncia (CAMARA; WILLIANS; HARDMAN, 2002; GREENBERG, 2003; KELLER;
SURETTE, 2006; MILLER; BASSLER, 2001; PARSEK; GREENBERG, 2005). Por exemplo, o
patégeno Pseudomonas aeruginosa possui dois sistemas de quorum sensing que participam da
regulacdo da producéo de elastase, protease LasA, endotoxina A, ramnolipideos, sider6foros e
lectinas citotoxicas (LATIFI; WINSON; FOGLINO; 1995; PEARSON et al., 1995). Dessa forma,
P. aeruginosa é capaz de coordenar a expressao de determinantes de viruléncia e evadir a
resposta imune do hospedeiro, desenvolver biofilmes e resisténcia a antibidticos
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(BJARNSHOLT et al., 2005; HENTZER et al., 2003; JENSEN et al., 2007). Staphylococcus
aureus utiliza quorum sensing para alternar seus padrées de expressao de genes de viruléncia,
reduzindo a expressao de adesinas que promovem o attachment e a colonizagdo quando a
populacao se encontra em baixa densidade celular para aumentar a expressdo de capsula,
toxinas como hemolisinas, toxina da sindrome do choque toxico e serino-proteases requeridas
para a invasao e disseminacao quando em alta densidade celular (NOVICK; GEISINGER, 2008;
ROUX et al., 2009).

O patogeno intracelular Brucella melitensis utiliza quorum sensing para coordenar a
expressao génica do flagelo polar e sistema de secrecao do tipo IV que sdo requeridos na
patogénese e ciclo de vida intracelular: (DELRUE et al, 2005). Ja o fitopatogeno Erwinia
carotovora utiliza quorum sensing para regular a expressao de genes que codificam pectinases,
celulases e proteases empregadas na degradacao da parede celular da célula vegetal (JONES

et al.,1993).

1.4.1. Sistemas de quorum sensing

Uma variedade de moléculas sinalizadoras podem funcionar como autoindutores em
bactérias gram-negativas e gram-positivas. Estes sinais moleculares e os seus receptores sao

agrupadas em quatro sistemas de quorum sensing.

1.4.1.1. Sistema Al-1/LuxIR

Esse sistema foi descrito em Vibrio fischeri, como o responsavel pela bioluminescéncia
nessa espécie. Duas proteinas, Luxl e LuxR, controlam a expressdo do operon da luciferase
(luxICDABE), requerido para a producdo de bioluminescéncia. Luxl cataliza a sintese do
autoindutor acil-homoserina lactona (AHL) 3-oxo-C6-HSL (EBERHARD et al., 1981,
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ENGEBRECHT; SILVERMAN 1984) e LuxR é o receptor citoplasmatico e ativador transcricional
(ENGEBRECHT, NEALSON; SILVERMAN, 1983). Apbs ser produzido, AHL se difunde para
dentro e fora da célula e aumenta sua concentracdo no meio com o aumento na densidade
populacional (KAPLAN; GREENBERG. 1985). Quando a sua concentragcao atinge o nivel critico,
se liga ao receptor no citoplasma da célula bacteriana e esse complexo ativa a transcrigao do
operon da luciferase (STEVENS et al., 1994).

Homélogos do sistema Luxl/LuxR foram identificados em mais de 70 espécies de
bactérias gram-negativas (HENKE; BASSLER, 2004). Luxl e seus homdélogos sintetizam Al-1
por transferir uma cadeia de acido graxo de uma proteina carreadora de acil (ACP) para S-
adenosilmetionina (SAM), liberando AHL e metiladenosina (SCHAEFER et al.,1996). AHLs
produzidos por homélogos de Luxl possuem diferentes motivos de acidos graxos e cada sensor
tipo LuxR é bastante especifico em detectar uma molécula de AHL em particular, resultando em
uma transdugéao de sinais espécie-especifica.

Exemplos de sistemas homoélogos a Luxl/LuxR séo os sistemas LasR/Lasl e RhIR/Rhll de
Pseudomonas aeruginosa. A AHL-sintase Lasl produz o sinal N-(3-oxododecanoil)-homoserina
lactona (3-oxo0-C12-HSL), que € reconhecido pelo regulador de resposta LasR. (WILLIANS;
CAMARA, 2009). Rhll produz o sinal N-(butanoil)-homoserina lactona (C4-HSL), que ativa o
receptor cognato RhIR. Juntos, esses dois sistemas regulam a expressao de 6 a 10% de todos
0os genes de P. aeruginosa, incluindo fatores de viruléncia como a lectina PA-I (WILLIAMS;

CAMARA, 2009).

1.4.1.2. Sistema de peptideos auto-indutores (AIP)

Espécies de bactérias gram-positivas utilizam predominantemente pequenos peptideos na
sinalizagdo célula-célula (BASSLER, 2002). Sua secregao é mediada por uma maquinaria de
transporte de proteinas. AlIPs secretados pelas bactérias sdo reconhecidos por um sensor
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histidina-quinase transmembrana, que ativa um sistema de dois componentes de transducéao de
sinal consistindo no sensor quinase e um regulador de resposta citoplasmatico. O regulador de
resposta fosforilado controla a transcricdo, se ligando a promotores e iniciando a cascata
transcricional que altera o perfil de expressao génica (XAVIER; BASSLER, 2003).

Um exemplo desse tipo de sinalizagdo é o sistema Agr de Staphylococcus aureus (PENG
et al., 1988). AIP é sintetizado pelo gene agrD. O propeptideo AgrD é direcionado para a
membrana por uma sequéncia sinal N-terminal. Uma vez na membrana, AgrB, uma
endopeptidase de membrana, cliva o propeptideo C-terminal e a por¢cao N-terminal é removida
pela peptidase SpsB e a porcao C-terminal processada se liga a uma cisteina. Apds ser
secretado para o meio, o AIP é detectado pelo receptor AgrC. AgrC fosforila o regulador de
resposta AgrA, que entao ativa a transricdo de genes selecionados por se ligar diretamente em

regides promotoras (NOVICK et al., 1995).

1.4.1.3. Sistema Al-2/LuxS

Esse sistema foi inicialmente descoberto na regulagédo da bioluminescéncia em Vibrio
harveyi e é mediado pelo gene luxS e homoblogos (BASSLER et al,, 1993; BASSLER et al.,
1994; MILLER; BASSLER, 2001; BASSLER, 2002).

Al-2 é sintetizado a partir de um produto do metabolismo de S-adenosilmetionina (SAM),
onde a enzima LuxS converte S-ribosil-homocisteina em homocisteina e 4,5-dihidréxi-2,3-
pentanodiona (DPD), um composto que reage com agua formando compostos ciclicos e
originando o Al-2 (CHEN et al., 2002; SCHAUDER et al., 2001).

As estruturas de dois Al-2 foram determinadas e as moléculas foram descritas como
sendo um furanosil borato diéster utilizado por Vibrio harveyi para regular a bioluminescéncia e
uma furanona [(2R,4SL)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofuran (R-THMF)] utilizado por S.
enterica Typhimurium (CHEN et al., 2002; MILLER et al., 2004). A detecgéao desse autoindutor
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por V. harveyi é feita pela proteina LuxP, que se liga ao Al-2 no periplasma. O complexo Al-
2/LuxP interage com o sensor quinase LuxQ, iniciando a cascata de fosfotransferéncia que
resulta na desativagcao do regulador de resposta negativo, LuxO e produgédo da luminescéncia
nessa espécie (XAVIER; BASSLER, 2003).

O sistema LuxS/Al-2 tem sido detectado em inUmeras espécies gram-positivas e gram-
negativas e um papel para esse sistema na sinaliza¢éo intra e interespécie vem sendo sugerido
(BASSLER 1999; FEDERLE; BASSLER, 2003; HENKE; BASSLER, 2004; KAPER;
SPERANDIO, 2005; SCHAUDER et al., 2001; XAVIER; BASSLER, 2005).

Diversos fenétipos tem sido associados com a inativagao de /uxS em diferentes bactérias,
porém ainda nao esta claro se eles sao causados pela auséncia da sinalizagdo dependente de
Al-2 ou por perturbagdes metabdlicas associadas com a interrup¢cdo da via metabdlica da
metionina, da qual LuxS faz parte (VENDEVILLE et al., 2005; WINZER et al., 2002).

Estudos utilizando mutantes de EHEC para o gene /uxS ou meio pré-condicionado
relataram aumento na expressao de flagelos e da maquinaria de secrecao do tipo Il apenas sob
condi¢cdes em que o autoindutor estava presente (SPERANDIO et al.,, 1999; 2001). Porém, a
influéncia direta desse sinal fosforilado ou ligado a um regulador nunca foi relatada. De fato, a
descoberta de um terceiro autoindutor, descrito a seguir, demonstra que a ativagdo dos genes

de viruléncia nesse patégeno se deve a presenca de um outro sinal que néo o Al-2.

1.4.1.4. Sistema Al-3/Epinefrina/Norepinefrina

O sistema de quorum sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina foi descoberto por
SPERANDIO et al. (2003) durante a investigacdo da regulagdo da expressao de genes de
viruléncia em EHEC. Nesse trabalho, os autores observaram que a comunicagao célula-célula
envolvia a detecgdo de um novo autoindutor, diferente de Al-2, que estava presente em meios
pré-condicionados e que ativava a transcrigcao de genes do sistema de secregao do tipo Ill. Esse
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autoindutor foi denominado Al-3 (SPERANDIO et al, 2003). Inicialmente sua sintese foi
associada ao gene luxS, pois AluxS eram deficientes em produzir Al-3. Entretanto, estudos
posteriores demonstraram que a auséncia da sintese de Al-3 em AluxS era causada por uma
mudanca no metabolismo celular, que passava a usar oxalacetato no lugar de SAM, como
precursor de metionina e que a adicdo de L-aspartato no meio de crescimento atenuava a
demanda por oxalacetato restaurando a producao de Al-3, mas sem efeito na produgao de Al-2.
(WALTERS; SIRCILI; SPERANDIO, 2006).

Até o momento, a estrutura e a sintese do Al-3 permanecem desconhecidas, porém
acredita-se que ele seja um composto aromatico aminado, semelhante as catecolaminas.

Al-3 é produzido por bactérias comensais como E. coli nao patogénica e Enterobacter
cloacae, bem como por bactérias patogénicas como Shigella, Salmonella e Klebsiella.
Entretanto, esse sinal ndo foi ainda detectado em espécies gram-positivas (PARKER;
SPERANDIO, 2009; WALTERS; SIRCILI; SPERANDIO, 2006).

SPERANDIO et al., 2003 observaram também que o hormonio epinefrina poderia substituir
o sinal Al-3 na regulacdo da expressao de genes de viruléncia em EHEC e que Al-3, Epi e NE
sdo sinais agonistas, podendo ter seus efeitos bloqueados por antagonistas adrenérgicos
(CLARKE et al., 2006; SPERANDIO et al., 2003; WALTERS; SPERANDIO, 2006).

Ao atingir o trato gastrointestinal, EHEC é capaz de detectar: 1) o sinal bacteriano Al-3,
produzido e liberado no meio por bactérias da microbiota intestinal; 2) norepinefrina (NE), que é
sintetizada nos neurdnios adrenérgicos do sistema nervoso entérico (FURNESS, 2000) e 3)
epinefrina (Epi), sintetizada no sistema nervoso central e medula adrenal e transportada ao
intestino pela corrente sanguinea (PURVES et al., 2001). Ao detectar os sinais, EHEC inicia a
expressao dos fatores de viruléncia requeridos para a colonizagdo. A detecgcao desses sinais
demonstrou-se importante para a expressao in vivo da viruléncia em modelos de infeccdo em

coelhos e bovinos (CLARKE et al., 2006; VLISIDOU et al., 2004).
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Nas células de mamiferos, epinefrina e norepinefrina sdao reconhecidas pelos receptores
ligados a membrana complexados com proteinas heterotriméricas ligantes de guanina
(proteinas G), os GPCRs, com os quais esses horménios se ligam e iniciam uma cascata
regulatéria (GILMAN, 1987; HUGHES et al., 2008; NJOROGE; SPERANDIO, 2012). Porém, as
bactérias ndo possuem receptores homoélogos aos receptores adrenérgicos de mamiferos.
Nesses organismos, os horménios sdo detectados através de sensores histidina-quinase (HK)
(CLARKE et al., 2006; READING et al., 2009). Os sensores HK sao as proteinas sinalizadoras
predominantes em bactérias e atuam em conjunto com reguladores de resposta (RR) em um
sistema de dois componentes. Ap6s detectarem o sinal ambiental, os HK sofrem
autofosforilagdo em um residuo conservado de histidina e entdo transferem fosfato para um
residuo de aspartato no dominio receptor do RR cognato. RR sao fatores transcricionais
ativados por fosforilagdo que iniciam uma cascata regulatéria que culmina na transcricdo de
genes especificos (STOCK et al., 2000).

O sensor histidina-quinase Quorum sensing E. coli regulator C (QseC) foi descrito por
SPERANDIO et al. (2002). Esse sensor esta envolvido na regulagdo por quorum sensing da
expressao de genes flagelares em EHEC e E. coli K-12 e foi identificado como o sensor que
detecta Al-3, epinefrina e norepinefrina em EHEC (CLARKE et al., 2006), sendo considerado
um analogo funcional bacteriano dos receptores adrenérgicos GPCRs.

QseC é parte do sistema regulatério de dois componentes QseBC. Esse sistema, que
possui homologia com o sistema PmrAB de Salmonella enterica Typhimurium, € codificado no
operon gseBC (SPERANDIO et al., 2002). QseC é uma proteina de 50 KDa altamente
conservada entre diferentes espécies bacterianas (CLARKE et al., 2006) e que esta localizada
na membrana das bactérias. E formada de dois dominios transmembrana (TM) e um dominio
conservado histidina-quinase. Possui um dominio sensor extracitoplasmatico, responsavel por

detectar o estimulo ambiental e transmitir o sinal através da membrana (MASLENNIKOV et al.,
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2010). Além disso, QseC possui um dominio EAL e um dominio ATPase, o0 que permite a sua

atividade de fosfatase (CLARKE; SPERANDIO, 2005, WANG et al., 2011).

QseC

Transmembrane domain :
| His

- | Periplasm

Figura 6: Esquema representando os dominios do sensor histidina-quinase QseC. Fonte:

WANG et al. (2011).

Ao detectar os sinais Al-3, epinefrina e norepinefrina, QseC autofosforila seu préprio
residuo conservado de histidina e transfere o grupo fosfato ligado para trés reguladores de
resposta distintos: a) QseB (Quorum sensing E. coli regulator B), que regula os genes do
operon flagelar através de sua ligacao direta com a regido promotora do gene do principal
regulador do operon flagelar, FIhD (CLARKE; SPERANDIO, 2005, CLARKE et al., 2006;
SPERANDIO et al., 2002), e também autorregula a transcricdo de seu prdprio operon, ligando-
se diretamente a seu préprio promotor (CLARKE; SPERANDIO, 2005b); b) KdpE, que, em
EHEC, regula a transcricao dos genes da ilha de patogenicidade LEE, através da sua ligacao na
regido promotora do gene que codifica Ler, o regulador principal de LEE (HUGHES et al., 2009,
NJOROGE; SPERANDIO, 2012) e ¢) QseF (Quorum sensing E. coli regulator F), que regula a
expressao da toxina de Shiga (Stx) e do efetor EspFu de EHEC (READING et al., 2007). QseF é
o RR cognato do sensor QseE, outro sensor capaz de detectar os sinais epinefrina e
norepinefrina, além de sulfato (SO,) e fosfato (PO,) e regular a expressdao de EspFU e Stx

(READING et al., 2007).
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Figura 7: Esquema do sistema de Quorum sensing Al-3/Epi/NE em EHEC. Fonte: NJOROGE;
SPERANDIO (2012).

Homodlogos de QseC estédo presentes em pelo menos 25 importantes patogenos humanos
e vegetais (RASKO et al., 2008) e muitos trabalhos tem evidenciado a importancia de QseC e
do sistema AI-3/Epi/NE na patogenicidade bacteriana in vitro e in vivo. BEARSON; BEARSON,
(2008) demonstraram que Salmonella enterica Typhimurium AgseC apresentou motilidade
reduzida e diminuigcao da colonizagao do trato gastrointestinal de suinos. MOREIRA et al. (2010)
relataram a diminuicdo da motilidade, da capacidade de invasdao de células epiteliais e
sobrevivéncia em macréfagos, além da atenuacdo da infeccdo sistémica in vivo em
camundongos por Salmonella enterica Typhimurium AqseC. Francisella tularensis AqseC
apresentou a sobrevivéncia em macrofagos comprometida e viruléncia atenuada (MOKRIEVICH
et al., 2010). WANG et al. (2011) relataram que Edwardsiella tarda AqseC foi capaz de

prejudicar a expressao intracelular de elementos do sistema de secrecédo do tipo Il (TTSS) e
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diminuir assim a capacidade de sobrevivéncia intracelular e as habilidades competitivas desse
patdégeno in vivo. CLARKE et al. (2006) demonstraram a atenuacao da viruléncia de EHEC
0157:H7 AgseC no modelo animal de coelho.

Segundo KOSTAKIOTI; PINKNER; HULTGREN, (2009), a delecdo de gseC em
Escherichia coli uropatogénica (UPEC) resultou em uma significante atenuagao da viruléncia e
da formagao de comunidades intracelulares em células de bexiga durante a infecgao in vivo.

Em Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a inativacao de gseC levou a uma reducao
do crescimento do biofilme oral e atenuagao da viruléncia in vivo (NOVAK et al., 2010). UNAL et
al. (2012) relataram a participacdo de QseC no controle da formacdo de biofiime em
Haemophilus influenzae sob condi¢des de fluxo e estatica apds observarem que a delegao de
gseC levou a uma significativa diminuicdo da biomassa do biofilme.

Devido ao papel central do sistema de quorum sensing Al-3/Epi/NE e do sensor quinase
QseC na ativagdo da expressdo génica de fatores de viruléncia em diversos patdgenos
importantes, um estudo para melhor entender o papel desse sistema na regulagéo da ilha de
patogenicidade LEE e outros fatores de viruléncia de EPEC atipica poderia contribuir para uma
maior compreensao das interagées entre esses microrganismos e a microbiota intestinal, bem
como entre esse patdogeno e seu hospedeiro. Esse trabalho é o primeiro estudo sobre a
regulacdo génica dos fatores de viruléncia em uma amostra de Escherichia coli

enteropatogénica atipica pelo mecanismo de quorum sensing.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo central investigar o papel do sistema de quorum sensing Al-

3/epinefrina/norepinefrina  na regulacdo de fatores de Vviruléncia de Escherichia coli

enteropatogénica atipica (aEPEC).

Os objetivos especificos foram:

1. Construcao de um mutante de aEPEC para o gene do sensor histidina quinase QseC

2. Avaliacéao do papel de QseC na regulacéo génica dos principais fatores de viruléncia de

aEPEC.

3. Avaliacao do papel de QseC na regulacao génica global em aEPEC.

4. Avaliacdo do efeito do sinal epinefrina na regulacao génica global e de fatores de

viruléncia em aEPEC na presenca e auséncia de QseC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens bacterianas e plasmideos

As amostras bacterianas e os plasmideos utilizados nesse estudo estao descritos na Tabela

|. A amostra de EPEC atipica BA320 foi escolhida como alvo do estudo por ser uma linhagem

previamente bem estudada. Essa amostra pertence ao sorotipo O55:H7 e foi isolada de

paciente com quadro clinico de diarreia. Pertence a colecao de culturas do Prof. Dr. Luiz Rachid

Trabulsi, abrigada no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

TABELA I: Linhagens e plasmideos utilizados nesse estudo.

Linhagem/ Plasmideo

Genétipo/
Descricao

Referéncia/ Fonte

Linhagem
BA 320

FFO1
FF02

Plasmideo
pVS155

pKD3

pKD46

pCP20

eae’, EAF, adesao ALL, sorotipo O55:H7
BA320 AgseC
FFO1 complementada com o plasmideo
pVS155

Vetor de clonagem pBADMycHisA
contendo o gene gseC
Molde para a amplificacéo do cassete de
recombinacgao (sistema A- Red)
Plasmideo auxiliar contendo os genes das
enzimas de recombinacao (sistema A-
Red)
Plasmideo auxiliar contendo o gene da
FLP (sistema A- Red)

BUERIS et. al, 2007
Este estudo
Este estudo

SPERANDIO et al,
2002
DATSENKO;
WANNER, 2000
DATSENKO;
WANNER, 2000

DATSENKO;
WANNER, 2000
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Todas as amostras foram mantidas a — 80° C em meio LB (10% de Triptona, 10% de NaCl e

5% de Extrato de levedura) com glicerol 2,5 M.

3.2. Obtencao das linhagens mutante e complementada

3.2.1. Desenho dos iniciadores para delecao e verificacao da delecao de qseC

Para a delecdo do gene gseC foram confeccionados iniciadores que foram utilizados na
construcdo do cassete de recombinagdo e na deteccdo da presenca do gene de resisténcia
inserido no lugar de gseC, além de um par de iniciadores homoélogos a regiao flanqueadora do
gene gseC para a confirmacdo da recombinagdo/delegcdo na posicdo correta. Todos os
iniciadores utilizados nessa metodologia estdo descritos na Tabela Il e foram confeccionados

utilizando-se o programa Primer 3 (http:/frodo.wi.mit.edu/).

TABELA lI: Iniciadores utilizados na delecéo e confirmacao da delegéo do gene gseC.

Iniciadores Sequéncia (5’-3’) Referéncia

gseC-f GGCTACACATTAGGTGAGAAATGAAATTTACCCAAC  Este estudo
GTCTGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

gseC-r ATGTGCAAAGTCTTTTGCGAATTTAGCAAAAATCTTA  Este estudo
CCCCATATGAATATCCTCCTTAGTTC

catDT - f GAACTTCGGAATAGGAACTTCA Este estudo
catDT -r TGTGACGGAAGATCACTTCG Este estudo
qseCDT-f GCAAACTCGGCAGTGATTTT Este estudo
qseCDT-r ACAGAGCGGTACGGTGAAAT Este estudo
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3.2.2. Mutagénese de qseC

A metodologia utilizada para realizar a delecdo do gene gseC foi a recombinagéao
homéloga mediada pelas enzimas de recombinacdo do bacteri6fago A-Red. Essa estratégia foi
descrita por DATSENKO; WANNER (2000) e, basicamente, consiste em substituir uma
sequéncia cromossomal (no caso 0 gene gseC) por um gene de resisténcia a antibibtico, que é
gerado por PCR utilizando iniciadores com 40 pb de homologia com a regiao flanqueadora da
regiao a ser deletada. A recombinacgéo é feita pelas enzimas do sistema Red. Apds a selecao
em meio com antibiético, o gene de resisténcia pode ser eliminado pelo uso do plasmideo
auxiliar que expressa uma FLP recombinase. Essa enzima age nos sitios FRT que flanqueiam o

gene de resisténcia.
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Passo 1: Amplificagdo do gene de resisténcia flanqueado por FRT
Pf Pr

Passo 2: Transformacado da linhagem expressando as recombinases A-Red
Pf Pr

Passo 3 : Selecionar os transformantes resistentes ao antibiético

Passo 4 : Eliminar o cassete de resisténcia utilizando o plasmidio expressando FLP

Figura 6: Estratégia de delegao génica baseada nas enzimas de recombinagéao do bacteri6fago
A-Red. Adaptado de DATSENKO; WANNER, 2000.

3.2.2.1. Obtencao de DNA plasmidial
Para empregar o sistema A-Red na delegcdo do gene gseC, primeiramente foi necessario
obter os plasmideos do sistema: pKD3, pKD46 e pCP20. Esses plasmideos foram extraidos

pelo método de lise alcalina através do kit PureYield Plasmid Miniprep System (Promega, CA,

EUA) para preparacdes em pequena escala, segundo as recomendagdes do fabricante.
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3.2.2.2. Construcao do cassete de recombinacao

Para construir o cassete de recombinagéao (o produto de PCR composto pelo gene de
resisténcia flanqueado por sitios FRT e a sequéncia complementar a sequéncia que flanqueia o
gene gseC no cromossomo bacteriano) que foi recombinado no lugar de gseC, foi realizada
uma PCR utilizando como DNA molde o plasmideo acessério pKD3. Esse plasmideo possui 0
gene cat (chloramphenicol acetyl transferase), que confere a resisténcia ao antibittico
cloranfenicol aos recombinantes. Os iniciadores utilizados foram gseC-f e gseC-r (Tabela |), que
possuem 60 pares de bases, sendo os 40 primeiros complementares a sequéncia génica
flanqueadora de gseC e os outros 20 pares de bases complementares a sequéncia do gene cat
no plasmideo pKD3. A PCR ocorreu nas seguintes condigdes: em volume final de 50 uL
contendo 10 pmol de cada iniciador, 20 a 30 ng de DNA molde, 1 mM de cada dNTP, 1 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, CA, EUA), 2 mM de MgCl, e tampao apropriado provido com a
enzima. O DNA plasmidial foi desnaturado a 94°C por 2 minutos e a amplificacdo realizada em
35 ciclos com os seguintes passos: (1) desnaturagcao a 94°C por 2 minutos; (2) anelamento a
51°C por 2 minuto; (3) extensdo a 72°C por 2 minutos. Procedeu-se uma extensao final por 10
minutos. As reacgdes foram feitas no termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied

Biosystems, CA, EUA).

3.2.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos gerados na PCR foram denominados gseC::cat e foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose UltraPure (Invitrogen, CA, EUA ) a 1% preparado com tampao
TBE 1X (45 mM Tris-borato e 1mM EDTA) em sistema horizontal (Horizon 58 Gel

Electrophoresis Apparatus, Life Technologies, CA, EUA). Os produtos foram ressuspendidos em
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tampao de amostra para DNA 6x (azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%, glicerol 30%)
e como marcador do peso molecular foi utilizado o 700 pb DNA ladder ou 1 Kb DNA ladder
(Invitrogen, CA, EUA). A corrida foi conduzida a 80V, em tampao TBE 1X. Apés a corrida, o gel
foi corado em solugcédo de brometo de etidio a 0,5ug/mL e o DNA visualizado em transiluminador
de U.V. UVP (UVP, CA, EUA), sendo os resultados registrados com o auxilio do sistema de

imagem Alphaimager (Alphalnnotech, CA, EUA).

3.2.2.4. Purificacao do cassete gseC::cat em gel de agarose

Os fragmentos de DNA correspondentes ao cassete de recombinagédo gseC::cat foram
analisados em gel de agarose (item 3.2.2.3) e entdo purificados do gel utilizando-se o kit

QIAquick Gel Extraction (Qiagen, EUA), de acordo com as especificagdes do fabricante.

3.2.2.5. Transformacéao da linhagem BA320 com o plasmideo acessorio pKD46

Para que a recombinagdo homologa ocorresse seria necessaria a presenga das enzimas
responsaveis por esse evento. Dessa forma, o plasmideo pKD46 foi inserido na linhagem
BA320, escolhida para a delecdo de gseC. Esse plasmideo, parte do sistema A-Red, possui 3
genes: y, B e exo, que codificam, respectivamente, as enzimas Gam, Bet e Exo. Gam inibe a
exonuclease V do sistema RecBCD do hospedeiro para que Bet e Exo tenham acesso ao DNA
e promovam a recombinacdo de fragmentos lineares no DNA alvo (DATSENKO; WANNER,
2000). pKD46 possui a sequéncia que confere resisténcia a ampicilina e origem de replicacdo
termossensivel. Para transformar BA320 com pKD46 foram preparadas células
eletrocompetentes dessa linhagem de acordo com a metodologia descrita em SAMBROOK;

RUSSEL (2001). BA320 foi inoculada em 3 mL de meio LB e incubada a 37° C por 16 horas. 1
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mL dessa cultura foi entdo inoculado em 100 mL de meio LB. A cultura foi incubada a 37° C,
250 rpm, até atingir a DOgpo nm 0,6 € entdo incubada em banho de gelo por 10 minutos. O
volume total da cultura foi centrifugado a 4.000 g por 15 minutos a 4° C e o sobrenadante
desprezado. O sedimento foi lavado com 20 mL de agua ultrapura esterilizada e gelada e
centrifugado novamente. O mesmo procedimento foi repetido mais uma vez e em seguida o
sedimento foi ressuspendido em 1mL de agua ultrapura esterilizada e gelada. As células foram
distribuidas em aliquotas de 50uL e uma proporcédo de 10:1 de células e plasmideo pKD46
foram misturadas e imediatamente submetidas a eletroporagéo. Para isso, o eletroporador Gene
Pulser Il (Bio-Rad, CA, EUA) foi ajustado para 1,5 KV, 25 uF e 200 ohms e utilizou-se cubetas
de eletroporacao de 0,1 cm (Bio-Rad, CA, EUA). Imediatamente ap6s o pulso, as células foram
recuperadas em 1mL de meio SOC (0,5% de Extrato de Levedura, 2% de Triptona, 10 mM de
NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO, e 20 mM de glicose) e incubadas a
302 C por 1 hora. Nesse passo, € necessaria a incubagao em temperaturas menores que 37° C
para evitar a perda do pKD46 devido a sua origem de replicagdo termossensivel. Apds esse
periodo, 100 pL das culturas foi plaqueado em meio LB agar com 100 pug/ mL de ampicilina
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) e incubado a 30° C por 16 horas. Trés colénias recombinantes foram
selecionadas e denominadas 320pKD46. Essas colonias foram crescidas e estocadas,

conforme descrito anteriormente.

3.2.2.6. Recombinacao do gene gseC pelo cassete de recombinacao gseC::cat.

Os transformantes de BA320 carregando o plasmideo pKD46 foram utilizados para a
transformacao com o cassete de recombinacédo gseC::cat. Para isso, células 320pKD46 foram
crescidas em 3 mL de meio LB, a 37° C por 16 horas. 1 mL dessa cultura foi inoculado em 100
mL de meio LB com 100 pg/ mL de ampicilina (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e 1 mM de L-arabinose

(Sigma-Aldrich, MO, EUA), usado como indutor da expressdo dos genes do sistema A-Red. A
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nova cultura foi incubada a 30° C, 250 rpm, até atingir a DOgyo nm 0,6 € as células foram
preparadas, conforme descrito no item anterior. As células foram distribuidas em aliquotas de
50 uL e 5 pL produto de PCR purificado (gseC::cat) foi adicionado. As células foram submetidas
a eletroporacdo, conforme descrito no item anterior. As amostras eletroporadas foram
recolhidas em meio SOC, incubadas a 30° C por 2 horas e posteriormente plaqueadas em meio
LB agar com 25 pg/ mL de cloranfenicol (Sigma-Aldrich, MO, EUA). As placas foram incubadas
por 16 horas a 37° C. Cerca de 10 colbnias foram selecionadas e testadas quanto a
sensibilidade a ampicilina para testar a perda do plasmideo pKD46, que possui origem de
replicacado termosensivel e é facilmente eliminado a 37¢ C. Trés colbnias sensiveis a ampicilina

foram selecionadas para a continuidade dos experimentos e foram denominadas AgseC::cat.

3.2.2.7 Confirmacao da recombinacao por PCR

Foram realizadas duas reagcées de PCR para confirmar se os mutantes AgseC::cat
apresentavam a estrutura correta. Em uma delas utilizou-se os iniciadores com homologia ao
gene de resisténcia cat, denominados catDT-f e catDT-r para detectar a presenca desse gene
no cromossomo bacteriano. As reacdes foram realizadas em volume final de 50 uL contendo 10
pmol de cada iniciador, 20 a 30 ng de DNA molde, 1 mM de cada dNTP, 1 U de Tagq DNA
polimerase (Invitrogen, CA,EUA) e 2 mM de MgCl, em tampdo apropriado. O DNA foi
desnaturado a 94°C por 5 minutos e a amplificacdo realizada em 35 ciclos com os seguintes
passos: (1) desnaturacdo a 94°C por 2 minutos; (2) anelamento a 55°C por 1 minuto; (3)
extensdo a 72°C por 1 minuto. Procedeu-se uma extensao final por 10 minutos. A segunda
reacao utilizou iniciadores homdlogos a regiao flanqueadora do gene gseC no cromossomo
bacteriano, denominados gseCDT-f e gseCDT-r, para verificar simultaneamente a perda de

gseC e a aquisi¢cao do novo fragmento, cat. A PCR ocorreu sob as mesma condi¢des descritas
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acima e foi repetida com os mutantes apds a eliminacdo do gene de resisténcia. Os produtos

das duas PCRs foram analisados em gel de agarose 1%, conforme descrito no item 3.2.2.3.

3.2.2.8. Eliminacao do gene de resisténcia cat.

O ultimo passo da mutagénese consistiu em eliminar o gene de resisténcia na linhagem
mutante AgseC::cat. Para isso, o plasmideo acessério pCP20 foi empregado. pCP20 € um
plasmideo que contém os genes de resisténcia a ampicilina e cloranfenicol, com replicacdo
termosensivel e indugao térmica da expressao da enzima FLP, que reconhece e cliva os sitios
FRT. Células eletrocompetentes do mutante AgseC::cat foram preparadas e eletroporadas com
o plasmideo pCP20, conforme descrito anteriormente. Os transformantes foram selecionados
em LB agar com 100 pg/ mL de ampicilina por 16 horas a 30°C. Algumas colénias foram
selecionadas, crescidas na auséncia de ampicilina por 16 horas a 42°C e testadas para a perda
de todas as resisténcias a antibioticos. Dessa maneira, as col6nias que perderam o gene de
resisténcia e o plasmideo acessério pCP20 foram escolhidas e estocadas, sendo denominadas

AgseC.

3.2.3. Sequenciamento de DNA

A mutagénese de gseC também foi confirmada através do sequenciamento de DNA das
linhagens selvagem, AgseC::cat e AqseC. Para isso, foram utilizados os iniciadores qseCDT-f e
gseCDT-r para amplificar a regido flanqueadora de gseC nessas linhagens. A reagao foi a
mesma descrita no item 3.2.2.7 e os produtos de PCR foram purificados, conforme descrito no
item 3.2.2.4. O sequenciamento foi realizado utilizando-se o kit BigDye Terminator v.3.1
(Applied Byosistems, CA, EUA) e a plataforma ABi 3500, capilar de 50 cm, POP7 (Applied

Byosistems, CA, EUA). Os produtos de sequenciamento foram purificados com o kit BigDye
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Xterminator (Applied Byosistems, CA, EUA), de acordo com as especificagdes do fabricante. As
sequéncias foram analisadas no software Sequence Scanner v.1.0 (Applied Biosystems, CA,

EUA) e alinhadas através do programa ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/).

3.2.4. Complementacao

Para construir a linhagem complementada, foram utilizados a linhagem mutante AgseC
e o plasmideo pVS155. Esse plasmideo, gentiimente cedido pela Dra. Vanessa Sperandio, foi
construido pela amplificagédo do gene gseC da linhagem K-12 MG1655, que foi clonado no sitio
EcoRI-Kpnl do vetor comercial de expressao pBADMycHisA (Invitrogen, CA, EUA) (Figura 7) e
esta descrito em SPERANDIO et al, (2002). As células eletrocompetentes da linhagem AgseC
foram preparadas conforme descrito no item 3.2.2.5 e eletrotransformadas com o plasmideo
pVS155. Os transformantes foram selecionados em LB agar contendo 100ug/ mL de ampicilina
e trés colbnias foram escolhidas, estocadas e nomeadas gseC+. Todos os testes nos quais 0
mutante complementado foi utilizado tiveram a adicao de 0.2% de L-arabinose para ativagcao do

promotor indutivel P, presente no plasmideo.

! pBAD/Myc-His %
g A,B,C S
4.1 kb

PBR32) ori /

Figura 7: Mapa ilustrando o plasmideo pBADMycHisA. Fonte: www.invitrogen.com.
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3.3. Analises transcricionais

3.3.1. Extracao de RNA

Para a realizagdo das analises transcricionais, o RNA total das amostras selvagem,
AgseC e gseC+ foi extraido. Para isso, as amostras foram cultivadas inicialmente em 3 mL de
LB a 372 C sob agitacdo por 16 horas. Em seguida, as culturas foram diluidas 1:100 em 50 mL
de meio DMEM ou LB, na presenga ou auséncia de 50 uM de epinefrina, em triplicatas, e
incubadas a 37° C e 150 rpm. O crescimento foi monitorado por leitura da absorbéncia a 600 nm
no espectrofotdmetro Ultrospec 2100 Pro (GE Healthcare, EUA) até atingir a D.Ogy nm 0,5 OU
1,0. As culturas foram entado centrifugadas a 4.000 g e 4° C por 15 minutos. Os sedimentos
foram ressuspendidos em Trizol (Ambion, Life Technologies, EUA) e o RNA total foi extraido
com o kit RiboPure Bacterial RNA Isolation (Ambion, Life Technologies, EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante. A quantificacdo do RNA foi feita em NanoDrop (ThermoScientific,

EUA), por leitura da absorbancia em comprimento de onda 260 nm e 280 nm.

3.3.2. PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR)

Analises transcricionais foram feitas com a utilizagdo do sistema SYBR Green (Applied
Biosystems, EUA), numa reagao de passo Unico utilizando a plataforma ABI 7500 Fast (Applied
Biosystems, EUA). Para cada 20 uL de reacao foi utilizado 10 uL de 2x SYBR Green Master
Mix, 0,1 uL de MultiScribe Reverse Transcriptase (Life Technologies, EUA), 0,1 uL de RNase
Inhibitor (Life Technologies, EUA), 8,4 uL de agua nuclease-free. (Ambion, Life Technologies,
EUA), RNA na concentracao final de 5 ng/ uL e 50 nM do mix de primers (forward + reverse) As
condi¢cdes para gerar e amplificar o cDNA foram: 1 ciclo a 48° C por 30 minutos, 1 ciclo a 95° C
por 10 minutos e 40 ciclos a 95° C por 15 segundos e 60° C por 1 minuto. O gene rpoA
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(subunidade A da RNA polimerase) foi utilizado como controle endégeno. Os niveis de
transcricdo foram analisados em software SDS v.2.0.1 (Applied Biosystems, EUA). Os dados
foram normalizados com os niveis de transcricio de rpoA e analisados utilizando um
comparativo critico threshold (CT) conforme descrito no Applied BiosystemsBulletin number 2.
Os niveis transcricionais dos genes estudados foram quantificados pelo método de
quantificacao relativa e expressos como diferengas comparadas com o0s niveis da amostra
selvagem. Barras de erros representam os desvios padrdes dos valores de Ct nas trés
replicatas analisadas (WALTERS; SPERANDIO, 2006). Os iniciadores utilizados nos ensaios de

gRT-PCR estéo descritos na Tabela lll:

Tabela lll: Sequéncia dos iniciadores utilizados nos ensaios de qRT-PCR.

Iniciadores Sequéncia (5’- 3’) Referéncia

escC_RT_F1 GCGTAAACTGGTCCGGTACGT WALTERS; SPERANDIO,
2006

escC_RT_R1 TGCGGGTAGAGCTTTAAAGGCAAT  WALTERS; SPERANDIO,
2006

escV_RT_F1 TCGCCCCGTCCATTGA WALTERS; SPERANDIO,
2006

escV_RT_R1 CGCTCCCGAGTGCAAAA WALTERS; SPERANDIO,
2006

espA_RT_F1 TCAGAATCGCAGCCTGAAAA WALTERS; SPERANDIO,
2006

espA RTR GAAGGATGAGGTGGTTAAGCT WALTERS; SPERANDIO,
2006

eae_RT_F1 GCTGGCCCTTGGTTTGATCA WALTERS; SPERANDIO,
2006

eae_RT_R1 GCGGAGATGACTTCAGCACTT WALTERS; SPERANDIO,
2006

ler_RT_F1 CGACCAGGTCTGCCCTTCT WALTERS; SPERANDIO,
2006
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ler_RT_R1 GCGCGGAACTCATCGAAA WALTERS; SPERANDIO,

2006
fliCRTF TCCATCGACAAATTCCGTTCT HABDAS et al., 2010
fliCRTR TGGTGACTGCGGAATCCA HABDAS et al., 2010
fIHDrtF TTTCGTCTCGGCATAAATGAAG HUGHES et al., 2009
fIHDrtR TCATTCAGCAAGCGTGTTGAG- HUGHES et al., 2009
rpoA RTF GCGCTCATCTTCTTCCGAAT WALTERS; SPERANDIO,
2006
rpoA RTR CGCGGTCGTGGTTATGTG WALTERS; SPERANDIO,
2006
nleArt549F AGCCACTACTTCGACGGTAACC HUGHES et al., 2009
nleArt624R ACGAACCACTTGAGCTGTTAATCC HUGHES et al., 2009

3.3.3. DNA Microarray

O ensaio de DNA Microarray foi realizado no intuito de comparar de forma global o
transcriptoma das linhagens selvagem e AqgseC. Para isso, foi utilizado o RNA extraido
dessas amostras crescidas em meio DMEM até D.O. g0 nm 0,5 na presenca ou auséncia de
50 uM de epinefrina (item 3.3.1) e o chip GeneChip E. coli Genome 2.0 array (Affymetrix,
EUA), que contém aproximadamente 10.000 sondas direcionadas para genes presentes em
quatro linhagens de E. coli MG1655 (K-12), CFT073 (linhagem uropatogénica), EDL933
(O157:H7) e Sakai (O157:H7). As reagdes foram feitas de acordo com as instrugdes descritas

no manual Affymetrix Gene Expression Technical Manual (http:/www.affymetrix.com). O

cDNA de cada amostra foi sintetizado a partir do RNA total, na reacao contendo 10 uL de
RNA total (0,33 pg/mL, 10 pL (75 ng/pL) de random primers (Invitrogen, Life Technologies,
EUA), 2 uL de poly-A RNA control (Affymetrix, EUA) e 8 uL de &gua livre de DNase e RNase
(Ambion, Life Technologies, EUA). A reagéao foi submetida a um ciclo de 10 minutos a 70° C e
10 minutos a 25° C em termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ Research, EUA). A essa

reacao adicionou-se 12 uL de First Strand Buffer (Affymetrix, EUA), 100 mM de DTT
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(Invitrogen, CA, EUA), 10 mM de dNTP (Invitrogen, CA, EUA), 20 U/uL de SUPERase
(Affymetrix, EUA), 200 U/ uL de SuperScript Il (Affymetrix, EUA) e volume final de 60 pL.
Essa reacao foi entdo submetida ao ciclo de 25° C por 10 minutos, 372 C por 60 minutos, 42°
C por 60 minutos, 70° C por 10 minutos e resfriada até 4° C. Para a remogao do RNA foi
adicionado a reacao 20 pL de NaOH 1 N e esta foi incubada a 65° C por 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se 20 pL de HCI 1N para neutralizar a reagdo. A reacao foi entdo
purificada com o kit MinElute PCR Purification Columns (Qiagen, EUA) e quantificada com
NanoDrop (Thermo Scientific, EUA). O cDNA produzido foi fragmentado utilizando-se a
seguinte reacado: 2 puL de tampao DNAse | 10x (Invitrogen, CA, EUA), 3 a 7 ug de cDNA, 0,6
U/ug de DNasel (Invitrogen, CA, EUA) e agua livre de nuclease g.s.p. 20 yL (Ambion, Life
Technologies, EUA), incubada a 372 C por 8 minutos e 98° C por 10 minutos em
termociclador PTC-200 Thermo Cycler (MJ Research, EUA). A fragmentagéao foi analisada em
gel de poliacrilamida com gradiente de concentragdo entre 4% e 20% (BioRad, CA, EUA)
corado com SYBR Gold 1X (Invitrogen, CA, EUA) onde 200 ng do cDNA apresentou
mobilidade eletroforética na faixa de 50 pb a 200 pb. Para a marcacéao 3’ terminal do cDNA
fragmentado foi preparada a seguinte reacdo: 10 uL de Reaction Buffer 5x (Affymetrix, EUA),
7,5 mM de GeneChip DNA Labeling Reagent (Affymetrix, EUA) 2 ug de cDNA fragmentado e
agua nuclease-free g.s.p. 50 uL. A reacao foi incubada a 372 C por 60 minutos e interrompida
com 2 uL de EDTA 0.5 M. A eficiéncia da marcacao foi verificada por ensaio de Gel Shift,
para o qual o 200 ng do cDNA fragmentado e marcado foi adicionado a 5 pL de uma solugao
de 2 mg/ mL de NeutrAvidin (Sigma Aldrich, MO, EUA) em PBS 1X e essa reagéo foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. A reagéo foi submetida a eletroforese em gel
de agarose de gradiente de concentragao entre 4% e 20% durante aproximadamente 1 hora
a voltagem constante de 150 V em cuba vertical (BioRad, CA, EUA), com tampéao TAE 1X. O
gel foi corado com SYBR Gold (Invitrogen, CA, EUA) e observado em luz UV, com filtro

apropriado. As amostras marcadas foram enviadas ao Core Affymetrix UT Southwestern
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Medical Center at Dallas para reagao de hibridizagdo com o chip E. coli Genome 2.0 array
(Affymetrix, EUA). A andlise dos dados foi feita conforme descrito anteriormente por
KENDALL; RASKO; SPERANDIO (2007). Os dados foram analisados utilizando o software
GCOS v1.4, de acordo com as instrugdes do fabricante. A normalizacdo dos dados foi feita
utilizando-se o software Robust Multiarray Analysis (BOLSTAD et al., 2003; IRIZARRY et al.,

2003) disponivel na pagina RMAExpress (http://www.rmaexpress.bmbolstad.com). Os dados

foram analisados comparando-se as diferencas de transcricdo génica na auséncia de QseC

e/ou na presenca de epinefrina.

3.4. Analises de Expressao Génica

3.4.1. Extracao de proteinas totais

As proteinas totais das amostras selvagem, AgseC e gseC+ foram obtidas de culturas
crescidas aerobicamente em 50 mL de meio DMEM a 37° C, sob agitacdo até D.O.g00nm 0,5 0oU
1.0. As culturas foram centrifugadas a 4.000 g por 15 minutos a 4° C e o preciptado foi
ressuspendido em tampdo de lise (8M uréia, 100mM NaH,PO,, 100mM Tris) pH6.3
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001) e incubado a temperatura ambiente por 16 horas. As amostras
foram entao centrifugadas em rotacdo maxima por 30 minutos. O sobenadante foi descartado e

o sedimento transferido para um novo tubo.

3.4.2. Extracao de proteinas secretadas

As proteinas secretadas das amostras selvagem, AgseC e gseC+ foram obtidas por

centrifugacao e filtracdo, segundo metodologia descrita por JARVIS et al. (1995), a partir de

44



culturas crescidas aerobicamente em 50 mL de meio DMEM a 372 C, sob agitagao até D.O.g00 nm
0,5 ou 1.0. As culturas foram centrifugadas a 4.000 g por 15 minutos a 4° C. O sobrenadante
das culturas foi filtrado utilizando-se filtros de 0,22 um (Millipore, EUA) e adicionou-se a ele 10
mg/ mL de PMSF (Sigma—Aldrich, MO, EUA), 20 mg/ mL de aprotinina (Sigma—Aldrich, MO,
EUA), 1 mL de EDTA 0,5 M e 10 pug de BSA. O sobrenadante foi concentrado até o volume final
de aproximadamente 300 pL por centrifugacdo a 4.000 g utilizando filtros Centricon 3.000

MWGCO (Millipore, EUA).

3.4.3. SDS-PAGE

As proteinas extraidas foram submetidas a separacdo eletroforética em gel de
poliacrilamida a 15% em condi¢cdes denaturantes, segundo descrito por LAEMMLI (1970), em
sistema Mini Protean 3 Cell — Vertical Gel Electrophoresis System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules — CA, EUA). As amostras de proteinas totais e secretadas foram solubilizadas em
tampdo de Laemmli 2x (4% SDS, 10% pB-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.004% azul de
bromofenol, 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8), aquecidas a 100° C por 5 minutos e aplicadas no gel. A
corrida eletroforética foi conduzida a 100 V em tampao Tris-Glicina (1% Tris, 3% SDS, 14%
glicina). Apéds a corrida, os géis foram incubados em solugéo fixadora (40% metanol, 70% acido
acético, 53% éagua) por 2 horas e em seguida corados com Coomassie blue R250 (Bio-Rad,
Richmond — CA, EUA), conforme descrito em SAMBROOK; RUSSEL (2001), para a
visualizacao do controle de proteinas secretadas (BSA), ou submetidos a eletrotransferéncia
para membrana de nitrocelulose para os experimentos de Immunoblotting. Para inferir a massa
molecular das bandas protéicas foi utilizado o marcador de peso molecular para proteinas

Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad,CA, EUA).
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3.4.4. Immunoblotting

Para as analises de expressao por Immunoblotting as proteinas foram separadas por
SDS-PAGE e eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond™ C extra
membrane, GE Healthcare). As transferéncias ocorreram a 90 V por 90 minutos a 4° C em cuba
Mini Protean 3 Cell — Vertical Gel Electrophoresis System (Bio-Rad, CA, EUA) contendo tampéao
de transferéncia. As interagdes inespecificas foram blogueadas incubando-se as membranas
com PBS contendo 0,5% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e 3% de leite desnatado por
16 horas. O antissoro policlonal de coelho anti- EspA e o anticorpo monoclonal de camundongo
anti-RpoA (Neoclone) foram diluidos 1:5000 em PBS contendo Tween 20 a 0,5% e incubados
com as membranas eletrotransferidas por 1 hora. As membranas foram lavadas 3 vezes com
PBS Tween 20 a 0,5% e incubadas com os anticorpos secundarios conjugados anti-lgG de
camundongo (para RpoA) e anti-IlgG de coelho (para EspA) diluidos 1:25000 em PBS contendo
Tween 20 a 0,5% por 1 hora. As membranas foram novamente lavadas com PBS contendo
Tween 20 a 0,5% e as reagdes foram reveladas por quimioluminescéncia utilizando-se o kit

Amershan ECL Plus (GE Healthcare, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.5. Analises Fenotipicas

3.5.1. Teste de FAS (Fluorescent Actin Staining)

Células HelLa foram cultivadas em garrafas de 50ml com 12ml de meio DMEM (Gibco, Life
Technologies, CA, EUA) alta glicose com antibiético (penicilina 1000 U/ml; estreptomicina 1
mg/ml — Sigma Aldrich, MO, EUA), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, CA,

EUA) e mantidas por 2 a 3 dias a 37C sob atmosfera de 5% de CO,. A cada dois dias as
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células foram lavadas trés vezes com PBS 1x (Tampao Fosfato Salina - NaCl 137 mM, Fosfato
10 mM, KCI 2,7 mM, e pH de 7,4) a 37C e o meio DME M substituido por um novo. Assim que
as células atingiram uma confluéncia de 75%, foram adicionados 2 ml de tripsina (GIBCO — Life
Technologies, CA, EUA) e deixados por 5 minutos a temperatura ambiente. As células foram
homogeneizadas e 1 mL de células foi inoculado em placas de cultura celular de 12 orificios
contendo laminulas de vidro. As placas foram incubadas por 16 horas sob as mesmas
condi¢des anteriores. As amostras selvagem, AgseC e gseC+ foram inoculadas em 3 ml de
meio LB e incubadas a 37<C por 16 horas e foram usa das para infectar as células por 6 horas.
O teste de FAS foi realizado conforme descrito por KNUTTON et al. (1989). Apds incubacao as
laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1x, fixadas por 20 minutos com 2% de
formaldeido em PBS e permeabilizadas com 0,2% de Triton X-100 em PBS por 6 minutos. O
acumulo de actina foi corado com faloidina marcada com isotiocianato fluorescente (FITC) a 37°
C por 20 minutos. As laminas foram lavadas duas vezes com tampao SSC 2x (0,3 M NaCl, 0,03
M citrato de sédio) e tratadas com 100 ug/mL de RNAseA livre de DNAse diluida em SSC 2x
por 10 minutos. Bactérias e nucleos das células HelLa foram corados com 500 nM de iodeto de
propidio em SSC 2x por 5 minutos. As laminulas foram lavadas com SSC 2x para retirada do
excesso de corante, secas em temperatura ambiente e montadas em laminas para microscopia
com reagente Antifade (Invitrogen, CA, EUA). Para os estudos com epinefrina, 50 uM dessa
molécula foram adicionados a cada orificio da placa e a placa foi incubada sob protecéo da luz.
As laminas foram analisadas através de microscopia de fluorescéncia em microscopio Zeiss
Axiovert 200 HAL 100 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) em objetiva de 100X. Fotos foram tiradas
com a camera digital AxioCam acoplada ao microscopio. Imagens foram adquiridas utilizando o
software AxioVision 4.1 software (Carl Zeiss). Para a quantificacdo, no minimo 100 células

infectadas foram contadas.
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3.5.2. Teste de Motilidade

Para verificar se QseC participa da regulacdo da motilidade em aEPEC, foi realizado o
ensaio de motilidade conforme descrito em HUGHES et al. (2009). Placas com meio triptona
(triptona a 1%, NaCl a 0,25% e 0,3% de agar) foram preparadas e inoculadas com 2 uL de
indculo crescido por 16 horas a 37° C sob agitacdo. As placas inoculadas com as linhagens
selvagem, AgseC e qseC+ foram incubadas a 37° C. Foram feitas medidas do diametro dos
halos, bem como fotos do tamanho dos halos ap6s 6 e 8 horas de incubacao. Para os ensaios
utilizando a linhagem complementada, adicionou-se 0,2% de arabinose e para os ensaios feitos

na presencga de epinefrina adicionou-se 50 uM dessa molécula.

3.6. Avaliacao do efeito do sinal epinefrina

Para todos os experimentos realizados na presenca de epinefrina, a concentracao final
utilizada foi de 50 uM. As culturas incubadas na presenca dessa molécula foram crescidas até
a D.O.g00nm 0.5. Todos os testes realizados na presenca desse sinal foram feitos sob protecao

da luz.

3.7. Analises Estatisticas

Os dados foram mostrados como médias e desvios padrdes das repeticées. Em todos os

testes, 0os grupos bacterianos foram comparados e a significancia estatistica foi determinada

utilizando-se o teste t- Student para amostras independentes. Um valor de P < 0.01 foi

considerado significativo. As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism 6.
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4. RESULTADOS

4.1. Construcao do mutante AgqseC

Para a construgdo da linhagem de EPEC mutante para o gene gseC, utilizou-se a
metodologia de recombinagdo homdloga mediada pelas enzimas do sistema de recombinacao
do bacteri6fago A-Red. Inicialmente foi realizada a extragao dos plasmideos que fazem parte do
sistema. O plasmideo pKD3 foi utilizado como molde para amplificar uma regido de
aproximadamente 1.100 pb correspondente ao gene cat flanqueado pelas regides FRT, numa
PCR com os iniciadores qgseC-f e qgseC-r, que resultou no cassete de recombinagao

denominado gseC::cat, representado na Figura 8.
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Figura 8: Gel de agarose a 1% demonstrando o cassete de recombinagao gerado por PCR com

os iniciadores gseC-f e gseC-r.
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A amostra selvagem BA320 foi transformada com o plasmideo pKD46, que contém as
enzimas de recombinacao de A-Red. 320pKD46 foi submetida a eletroporagdo com o cassete
de recombinacdo. A expressao induzida dos genes y, B e exo inibiu a degradagéo da fita linear
de DNA e permitiu a recombinacao do cassete a partir do reconhecimento das sequéncias FRT.
Esta recombinacao obedece a homologia de DNA conferida pelas sequéncias flanqueadores de
tal forma que a recombinagéo ir4 envolver somente sequéncias homélogas. As recombinantes
foram entdo selecionados utilizando a marca de resisténcia ao cloranfenicol carreada pelo
moédulo de recombinagdo. O gene de resisténcia foi posteriormente removido pela
transformacao do mutante com o plasmideo pCP20, que contém o gene da FLP, que reconhece
as sequencias FRT e cliva o cassete de recombinacao. A retirada do cassete constitui um passo
importante na constru¢cdo de mutantes, pois evita a polarizagdo da mutacao (efeito da mutacéo

em genes downstream ao gene recombinado).

4.1.1. Caracterizacao da mutacao

A ocorréncia da mutacgéo foi verificada por duas PCRs diferentes. A primeira PCR utilizou
iniciadores desenhados internamente ao gene cat e confirmou a presenga deste na linhagem
recombinante e sua auséncia na linhagem selvagem, como pode ser observado na Figura 9A. A
segunda PCR utilizou iniciadores externos ao gene gseC de EPEC, no intuito de verificar a
localizacao correta da insercdo do gene cat e sua posterior remogcao. Como pode ser observado
na Figura 9B, essa PCR gerou na selvagem, um fragmento de 1.300 pb correspondente a gseC;
no mutante, um fragmento de 1.100 pb correspondente ao gene cat e na mutante com os genes
gseC e cat removidos um fragmento de aproximadamente 200 pb, demonstrando a auséncia de
ambos os genes. A diferenga de tamanho dos produtos de amplificacao evidenciou a ocorréncia

da mutagénese no sitio correto.
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Figura 9: Confirmagédo da mutagénese de gseC em aEPEC por PCR utilizando primers internos
(A) e externos (B) a regido mutada. A: gel de agarose a 1% demonstrando a amplificagao por
PCR do gene cat presente na linhagem recombinante portando o cassete de resisténcia
(AgseC::cat) utilizando-se os iniciadores catDT-f e catDT-r. A linhagem selvagem néo apresenta
amplificagéo para esse gene. B: gel de agarose a 1% demonstrando, por diferenga de tamanho
do produto amplificado, a troca de gseC pelo cassete de recombinagéo e posterior remogao do

mesmo, originando assim a linhagem mutante AgseC.

As etapas de recombinacao e posterior remocado do gene cat no locus de gseC foram
também confirmadas através de sequenciamento de DNA. As sequéncias obtidas a partir da
amplificagdo desse locus com os iniciadores qseCDT-f e qseCDT-r nas linhagens selvagem,
recombinante AgseC:.cat e mutante AgseC evidenciaram a presenca do gene gseC intacto na
linhagem selvagem, sua troca pelo gene cat na recombinante e a auséncia de ambos os genes
na mutante, conforme pode ser observado na Figura 10. Para melhor visualizacdo estao
destacadas em cores as regides de anelamento dos iniciadores qseCDT-f e gseCDT-r (rosa) € a

sequéncia FRT deixada ap6s a remogao do gene cat (azul).
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Selvagem - gene gseC

GAAATGAAATTTACCCAACGTCTTAGTCTGCGTGTCAGGCTGACGCTAATCTTTTTAATTCTG
GCCTCGGTGACCTGGCTGCTTTCCAGCTTTGTCGCCTGGAAACAAACAACGGATAACGTCG
ATGAATTGTTCGACACCCAACTGATGCTGTTTGCCAAGCGGTTAAGTACGCTCGATCTCAAC
GAAATCAACGCGGCGGATCGCATGGCACAGACGCCAAATAAATTAAAACACGGTCATGTTG
ATGACGATGCGCTGACCTTTGCCATCTTTACCCACGACGGCAGAATGGTCCTTAACGATGGC
GATAACGGAGAAGATATTCCCTATAGCTATCAACGGGAAGGTTTTGCTGACGGGCAACTGGT
GGGCGATAAAGATCAATGGCGTTTTGTCTGGATGACCTCACCTGATGGCAAATATCGCATCG
TTGTTGGTCAGGAATGGGAATACCGTGAAGACATGGCGCTGGCGATTGTTGCCGGGCAATT
GATCCCGTGGTTGGTCGCACTGCCGGTTATGTTAATCATCATGATGGTACTACTGGGTCGTG
AACTCGCGCCGCTGAACAAACTGGCGCTGGCACTACGTATGCGTGACCCTGACTCGGAAAA
ACCACTAAACGCGACTGGCGTACCCAGCGAAGTGCGACCACTGGTTGAGTCGCTAAATCAA
CTGTTCGCCCGCACACATGCGATGATGGTTCGTGAACGACGCTTTACCTCCGACGCAGCTC
ACGAACTTCGTAGCCCGTTAACGGCGCTGAAAGT

Recombinante - gene cat

TTcT AGAHIEEEEEEEEEEEEEEEE . 1 T AAATGGCGCGCCTT*ACGCCCCGC
CCT*GCCACTCATCGCAGTAT*TGTTGTATTCATTAAGCA*TCT*GCCGACATGGAAGCCATCA
CAAACGGCAT*GATGAACCTGAATCGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCT*GCGTATAAT
ATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAAAA
CTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGG
GAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCACATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCC
GGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACG
GTGTAACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGTAAT
TCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAAAGGCCGGATAAAACTTGTGCTT
ATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACA
TTGAGCAACTGACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGT
GGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCTCGACAACTCA
AAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGA
TCAACGTCTCATTTTCGCCAAAAGTTGGCCCAGGGCTTCCCGGTATCAACAGGGACACCAG
GATTTATTTATTCTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGTAGGCGCGCC
GGAATAGCA BINACEREERIANICANNNG

Mutante AgseC

GGTATTGGCTACACATTAGGTGAGAA
GGGTAAGATTTTTG
CTAAATTCGCAAAAGACTTTGCACATTTTGCTAATTTCAC

Figura 10: Locus do gene gseC sequenciado utilizando os iniciadores qseCDT-f e gseCDT-r.
Na linhagem selvagem esta representada a sequéncia obtida, correspondente ao gene gseC;
na linhagem recombinante, a sequéncia obtida correspondente ao gene cat e na linhagem
mutante, a auséncia da sequencia de ambos os genes. Em rosa, esta representada a regiao de
anelamento dos iniciadores e em azul as sequéncias FRT do cassete de recombinacao.

4.1.2. Complementacao

O mutante complementado gseC+ foi construido no intuito de garantir que as alteragées
observadas no mutante AgseC nos testes subsequentes se deviam a auséncia de QseC. Para
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a obtencao do complementado a amostra AgseC foi transformada com o plasmideo pVS155
(SPERANDIO et al., 2002) e selecionada em meio LB agar com ampicilina. A presenga do
plasmideo pVS155 foi confirmada através de extragao plasmidial por lise alcalina e digestao
enzimatica com as enzimas de restricdo EcoRl e Kpnl, que resultou em dois fragmentos, um
de aproximadamente 4.1 Kb correspondente ao plasmideo e outro de aproximadamente 1.2

Kb correspondente ao gene gseC (dados nao mostrados).

4.2. Analises da regulacao da expressao génica por QseC

A segunda etapa deste estudo constituiu em analises transcricionais e fenotipicas para
avaliar o papel de QseC na regulacao da expressao génica em aEPEC. Essas analises foram
feitas comparando-se os resultados obtidos com a linhagem AgseC com os resultados obtidos

com a linhagem selvagem.

4.2.1. Analises transcricionais por qRT-PCR

Inicialmente, foram escolhidos genes de viruléncia representando os cinco operons da ilha
de patogenicidade LEE (ler, escC, escV, espA e eae), um gene de viruléncia ndo- codificado em
LEE (nleA) e genes do operon flagelar (flhD e fliC) para a quantificagdo da transcricao através
da técnica de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Os efeitos da auséncia de QseC em
LEE foram investigados comparando-se os niveis transcricionais dos operons em AgseC com
os niveis selvagem. A linhagem gseC+ foi avaliada através da observacao da complementacao
do fenétipo selvagem. Para esse experimento, as amostras foram incubadas em meio DMEM, a
37° C sob agitacado, até atingir a D.O.g00 nm 1.0 € 0s RNAs totais de cada amostra foram

extraidos e avaliados. Na Figura 11 estao representados os niveis transcricionais dos operons
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de LEE nas amostras selvagem, AgseC e gseC+. O operon LEE-1 foi avaliado através da
quantificacdo da transcricdo do gene ler. Observou-se que a transcricdo de /ler diminuiu cerca
de 10 vezes em AgseC comparado com a transcricdo na selvagem. LEE-2 foi avaliado pela
quantificacdo da transcricdo do gene escC. Observou-se que houve uma diminuicdo de
aproximadamente 3 vezes na linhagem AgseC em comparagao com a linhagem selvagem. O
mesmo resultado foi observado para o operon LEE-3, através da quantificagdo da transcricao
do gene escV (diminuicdo de aproximadamente 3 vezes). LEE-4 foi avaliado através da
quantificagcdo da transcricdo do gene espA. Assim como nos outros operons, observou-se uma
reducdo da transcricao nesse operon, porém, ela foi menor que 2 vezes. O mesmo resultado foi
observado na avaliagdo do operon LEE-5, através da quantificagdo do gene eae (reducao
menor que 2 vezes). A quantificacdo da transcricdo desses genes na linhagem qgseC+

demonstrou que, para todos eles, os niveis selvagens foram complementados.

Byt BAQseC BgselCH+

0,6 - E B B

0.4 4

Relative mfold transcription

0,2 1 I . Z:ZZ Rl | R

ler escC escV espA eae

Figura 11: Analise da transcricdo dos operons da regido LEE por gRT-PCR nas
linhagens selvagem, gseC e gseC+. Os niveis transcricionais dos genes foram quantificados
como diferengas normalizadas com os niveis transcricionais selvagens. Os niveis transcricionais

de rpoA foram utilizados como controle interno para normalizar os valores de C; Os dados
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representam ao menos 3 replicatas de crescimento independentes. Significancia estatistica
calculada pelo teste t Student (*** P<0.0001).

Fatores de viruléncia ndo codificados em LEE também participam da viruléncia de aEPEC,
por isso a transcricdo do gene nleA foi analisada. NleA é um efetor secretado pelo TTSS que
interfere nas juncgdes oclusivas das células intestinais por interromper o trafico de proteina
celular (GRUENHEID et al., 2004). A expressao dessa molécula é ativada por QseC em EHEC
86-24 (HUGHES et al.,, 2009). Na Figura 12 estao representados os niveis de transcricao de
nleA nas amostras selvagem, AgseC e gqseC+. Observou-se que a transcricao de nleA diminuiu

aproximadamente 12 vezes em relagdo ao selvagem.
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Figura 12: Andlise da transcricdo do gene de viruléncia ndo codificado em LEE, nleA por qRT-
PCR nas linhagens selvagem, AgseC e gseC+. Os niveis transcricionais dos genes foram
quantificados como diferengcas normalizadas com os niveis transcricionais selvagens. Os niveis
transcricionais de rpoA foram utilizados como controle interno para normalizar os valores de C..
Os dados representam ao menos 3 replicatas de crescimento independentes. Significancia
estatistica calculada pelo teste t Student (*** P<0.0001).
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Na Figura 13 estdo representados os niveis transcricionais dos genes flagelares fliC, que
codifica a proteina flagelina, e flhD, que codifica o regulador principal do operon flagelar. Para a
analise da transcricdo desses genes, as amostras foram crescidas em meio LB a 37° C, sob
agitacado, até atingir a D.O.g0 nm 1.0, devido a melhor expressao dos genes flagelares nesse
meio de cultivo. Observou-se uma diminuicdo de cerca de 50 vezes na transcricdo do gene fliC
em AgseC quando comparado com a transcricdo na linhagem selvagem. Em relacdo ao gene
flhD, observou-se um decréscimo na transcricdo de aproximadamente 3 vezes em AgseC

quando comparado com a transcricdo na amostra selvagem.

1.2 4 mselvagem mAgseC mgseC+

0,8 -
0,6
04 -

0,2

Relative mfold transcription
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Figura 13: Andlise da transcricdo de genes flagelares por qRT-PCR nas linhagens selvagem,
AgseC e gseC+. Os niveis transcricionais dos genes foram quantificados como diferencas
normalizadas com os niveis transcricionais selvagens. Os niveis transcricionais de rpoA foram
utilizados como controle interno para normalizar os valores de C;. Os dados representam ao

menos 3 replicatas de crescimento independentes. t-Student (*** P< 0.0001).

4.2.2. Analise da expressao e secrecao da proteina efetora translocada EspA

As proteinas totais e secretadas foram isoladas nas linhagens selvagem, AgseC e qseC+
e a expressao e secrecdo do filamento EspA foram analisadas por immunoblotting. A expressao

constitutiva da subunidade a da RNA polimerase (RpoA) foi utilizada como controle para a
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expressdo de EspA. BSA foi utilizada como controle da quantidade de proteinas secretadas
analisada. A Figura 14 representa os resultados obtidos para a expressao (proteinas totais) e
secrecao (proteinas secretadas) de EspA. Comparando-se o nivel de expressao de EspA em
AgseC com a amostra selvagem, observou-se que este se manteve inalterado. Porém, ao
comparar a capacidade de secretar essa proteina, AgseC demonstrou ter sua capacidade de
secrecao prejudicada em relacao & selvagem. Em ambos os casos, o fen6tipo selvagem foi

complementado em gseC+.

Proteinas Totais Proteinas Secretadas

selvagem AgseC (qseC+

EspA -‘ ~ M EspA
RpoA — E-——~ BSA

Figura 14: Andlise por immunoblotting da expressao (proteinas totais) e secregao (proteinas

selvagem AgseC gqseC+

secretadas) da proteina efetora EspA nas linhagens selvagem, AgseC e qseC+.

4.3. Testes Fenotipicos

4.3.1. Formacao da lesao A/E in vitro

A partir da observacao de que a auséncia de QseC reflete mudancgas na transcricao de
genes de LEE, o teste de FAS (Fluorescent Actin Staining) foi realizado para verificar o
potencial de formagcdo da lesédo A/E em AgseC. Esse teste detecta o acumulo de actina
polimerizada no sitio de adesao da bactéria a célula eucarittica, que é evidenciado pela ligagao
da faloidina marcada com isotiocianato de fluoresceina a essa proteina. As amostras selvagem,
AgseC e gseC+ foram analisadas por FAS em ensaio de interacdo de 6 horas com células HelLa

e os resultados estao representados na Figura 15. Observou-se que AgseC foi capaz de formar
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lesdo A/E (Figura 15 A), porém a uma taxa menor que a selvagem. 36% das células HelLa que
foram incubadas com a linhagem selvagem apresentaram formacgéao de pedestal, enquanto que,
21% das células incubadas com AgseC apresentaram pedestal (Figura 15 B). Essa diferenca
porém, nao foi estatisticamente significativa. O fenétipo selvagem foi complementado na gseC+,

com formacéao da lesdao em 28% das células.

A

% células infectadas

selvagem AgseC qseC+

qseC+

Figura 15: Teste de FAS para a deteccao de actina polimerizada na formagdo do pedestal
(lesdo A/E) pelas amostras selvagem, AgseC e gseC+ A: Microscopia de fluorescéncia. Células
HelLa foram coradas em verde com FITC-faloidina, enquanto que, o nucleo das células Hela e
as bactérias foram coradas em vermelho com iodeto de propidio. Os experimentos foram
conduzidos em triplicata. B: Representacao grafica da porcentagem de células Hela infectadas.
Para cada lamina, 100 células foram avaliadas. Teste t- Student baseado na comparacao com a
linhagem selvagem (ns = n&o significativo).
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4.3.2. Motilidade

A partir da observagao de que a auséncia de QseC reflete mudangas na transcricdo de
genes flagelares, o teste em placa de agar 0.3% foi realizado para verificar a motilidade de
AgseC em comparagao com a amostra selvagem. Nesse teste, as linhagens selvagem, AgseC e
gseC+ foram inoculadas na placa e incubadas a 37° C. Os halos foram medidos e fotografados
apos 6 e 8 horas de incubacado. A Figura 16 representa os resultados obtidos onde demonstrou-
se que a motilidade foi menor em AgseC em comparac¢ao com a selvagem. O fenétipo selvagem

foi complementado em gseC+ (Figura 16 A e 16 B).

A B
45 -
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35 -
3_

Diametro do halo (cm) apés 8h

selvagem AgseC qseC+

Figura 16: Teste de motilidade com as linhagens selvagem, AgseC e gseC+. A: Imagem da
placa de agar motilidade demonstrando o tamanho do halo em cada amostra apés 8 horas de
incubacgéo. B: Grafico representando as medidas do diametro do halo em cm apés 8 horas de
incubagao. Significancia estatistica foi determinada pelo teste t Student baseando-se na
comparagao com a linhagem selvagem (*** P< 0.0001).

60



4.4. Efeitos do sinal epinefrina
4.4.1. Transcricao dos operons de LEE

QseC foi descrito como o sensor quinase responsavel por detectar os hormdnios
epinefrina e norepinefrina em EHEC. Os efeitos da epinefrina na regulagédo da expressao génica
da regido LEE de aEPEC foram investigados comparando-se os niveis transcricionais dos cinco
operons nas linhagens selvagem e AqgseC crescidas na presenca de epinefrina, com as
mesmas linhagens crescidas na auséncia de epinefrina. Para isso, as amostras foram crescidas
em meio DMEM acrescido ou ndo de epinefrina, a 37° C sob agitacao, até atingir a D.O.gp0 nm 0.5
e os RNAs totais de cada amostra foram extraidos e avaliados por qRT-PCR. Na Figura 17
estao representados os efeitos da epinefrina nos niveis transcricionais do gene ler (LEE-1) nas
linhagens selvagem e AgseC. Para esse gene, a presenga de epinefrina regulou positivamente
a transcricdo, aumentando-a cerca de 10 vezes na amostra selvagem e cerca de 18 vezes em

AgseC.
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Figura 17: Efeito da epinefrina na regulagédo de LEE-1. A transcricdo do gene ler foi avaliada
por gqRT-PCR nas linhagens selvagem e AgseC crescidas até a D.O.goonm- 0,5. Os niveis
transcricionais dos genes foram quantificados como diferencas normalizadas com o0s niveis
transcricionais selvagens. Os niveis transcricionais de rpoA foram utilizados como controle
interno para normalizar os valores de C; Os dados representam ao menos 3 replicatas de
crescimento independentes. Significancia estatistica calculada pelo teste t- Student (*** P<
0.0001, ** P< 0,001, * P< 0,01, ns = ndo significante).

Na Figura 18 estdo representados os efeitos da epinefrina nos niveis transcricionais dos
genes escC (LEE-2), escV (LEE-3), espA (LEE-4) e eae (LEE-5) nas linhagens selvagem e
AgseC. Os resultados obtidos demonstraram que, ao contrario do que ocorreu em LEE-1, a
transcricdo de LEE-2, LEE-3, LEE-4 e LEE-5 foi regulada negativamente na presenca de
epinefrina tanto na linhagem selvagem como em AgseC. Na linhagem selvagem, o gene mais
afetado foi escV, que apresentou niveis de transcricdo 33 vezes menor que a selvagem na
auséncia de epinefrina, seguido de eae (6 vezes menor), espA (5 vezes menor) e escC (3 vezes
menor). Na linhagem AgseC, o gene mais afetado foi eae, que apresentou niveis transcricionais
9 vezes menor que a AgseC crescida na auséncia de epinefrina, seguido de espA e escV, que
apresentaram niveis transcricionais 3 vezes menor. A presenca de epinefrina ndo afetou

significativamente a transcrigcdo de escC em AgseC.
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Figura 18: Efeito da epinefrina na regulacdo de LEE-2, LEE-3, LEE-4 e LEE-5 por QseC. A
transcricdo dos genes escC, escV, espA e eae foi avaliada por qRT-PCR na presenga e
auséncia de epinefrina nas linhagens selvagem e AgseC. Os niveis transcricionais dos genes
foram quantificados como diferengas normalizadas com os niveis transcricionais selvagens. Os
niveis de rpoA foram utilizados como controle interno para normalizar os valores de C; Os
dados representam ao menos 3 replicatas de crescimento independentes. Significancia
estatistica calculada pelo teste t- Student (*** P< 0.0001, ** P < 0,001, * P < 0,01, ns = ndo-
significante).

4.4.2. Transcricao do gene nleA

O efeito da epinefrina na regulacdo da expressdo génica do gene nleA também foi
investigado. Comparou-se os niveis transcricionais das linhagens selvagem e AgseC crescidas
na presenca de epinefrina com as mesmas linhagens crescidas na auséncia de epinefrina. Os
resultados estdo representados na Figura 19 e demonstraram que ndo houve alteragéo

significativa nos niveis transcricionais de nleA na presenca de epinefrina.
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Figura 19: Efeito da epinefrina na regulacao de nleA por QseC. A transcricao do gene nleA foi
avaliada por gRT-PCR na presenga e auséncia de epinefrina nas linhagens selvagem e AgseC.
Os niveis transcricionais dos genes foram quantificados como diferengas normalizadas com os
niveis transcricionais selvagens. Os niveis transcricionais de rpoA foram utilizados como
controle interno para normalizar os valores de C; Os dados representam ao menos 3 replicatas
de crescimento independentes. Significancia estatistica calculada pelo teste t- Student (** P <
0,001, * P<0,01).

4.4.3. Expressao da proteina EspA

A expressao e secrecdo do filamento EspA foram também avaliados na presenca do
sinal epinefrina. As proteina totais e secretadas foram extraidas de culturas crescidas em meio
DMEM, acrescido ou nao de epinefrina, a 37° C sob agitacdo até a D.O.g00 nm 0.5 € analisadas
por immunoblotting. Os resultados obtidos estao representados na Figura 20. Observou-se que
a presenca de epinefrina ndo afetou expressao de EspA, que continuou a ser expressa a niveis
semelhantes na selvagem e em AgseC, bem como a secrecao dessa proteina, que também se

manteve em niveis menores em AgseC em relagéo & selvagem.
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Figura 20: Analise por Immunoblotting da expressao e secrecao da proteina efetora EspA nas

"

linhagens selvagem e AgseC, na presencga do sinal epinefrina.

4.4.4. Formacao da lesao A/E

O teste de FAS foi realizado na presenga de epinefrina para avaliar o potencial de
formacdo da lesdo A/E nas linhagens selvagem e AgseC nessa condigcdo. As amostras
selvagem e AgseC foram submetidas ao ensaio de interagéo de 6 horas com células HelLa na
presenca e auséncia do sinal. Os resultados estdo representados na Figura 21 A e 21 B.
Observou-se que, quando a interacdo da linhagem selvagem com as células ocorreu na
presenca de epinefrina, houve a formagéo da leséo A/E em 53% das células, enquanto que, na
auséncia do sinal, a formacao da lesao ocorreu em 29% das células. Um aumento de cerca de
1,8 vezes no numero de células que formaram lesdo. Quando a linhagem AgseC interagiu com
as células na presenca de epinefrina, houve a formagéao da lesdo A/E em 40% das células,
enquanto que, na auséncia de epinefrina, a lesdo se formou em 22% das células, novamente

um aumento de 1,8 vezes.
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Figura 21: Teste de FAS para a deteccao de actina polimerizada na formagdo do pedestal
(lesdo A/E) pelas amostras selvagem e AgseC na presenca do sinal epinefrina. A: Microscopia
de fluorescéncia. Células HelLa foram coradas em verde com FITC-faloidina, enquanto que, o
nucleo das células Hela e as bactérias foram coradas em vermelho com iodeto de propidio. B:
Representagdo grafica da porcentagem de células Hela infectadas. Para cada lamina, 100
células foram avaliadas. Os experimentos foram conduzidos em triplicata. Significancia
estatistica avaliada pelo teste t- Student baseado na comparacéo com as linhagens testadas na
auséncia do sinal (*** P<0.0001, * P< 0,01, ns = ndo significativo).
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4.4.5. Transcricao de genes flagelares e a motilidade

Avaliou-se o efeito da epinefrina também na transcricdo de genes do operon flagelar e na
motilidade. Os resultados estdo representados na Figura 22. Observou-se que, na presenga
desse sinal, o gene flhD apresentou sua transcricdo regulada negativamente cerca de 5 vezes
na selvagem e 6 vezes em AgseC. Ja o gene fliC, apresentou a transcricdo regulada

positivamente, aumentando 2 vezes na selvagem e 3 vezes em AgseC.

Eselvagem m®selvagemepi =AgseC  AgseC epi

Relative mfold transcription
(6]

Figura 22: Efeito do sinal epinefrina na transcricdo dos genes flagelares f/iC e flhD avaliada por
gRT-PCR nas linhagens selvagem e AgseC. Os niveis transcricionais dos genes foram
quantificados como diferengcas normalizadas com os niveis transcricionais selvagens. Os niveis
transcricionais de rpoA foram utilizados como controle interno para normalizar os valores de C..
Os dados representam ao menos, 3 replicatas de crescimento independentes. Significancia
estatistica calculada pelo teste t- Student (*** P < 0,0001, ** P< 0,001. * P < 0,01).

Quando a motilidade foi verificada através do teste em placa de agar a 0.3%, observou-se
gue na presenga do sinal ndo houve alteragdo da motilidade em ambas as linhagens analisadas

(Figura 23).
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Figura 23: Efeito do sinal epinefrina na motilidade. A: Imagem da placa de agar motilidade
demonstrando o tamanho do halo em cada amostra apds 8 horas de incubacao, na presenca e
auséncia de epinefrina. B: representacao grafica do diametro dos halos de motilidade medidos
apoés 8 horas de incubacdo. Dados representam 3 replicatas de crescimento independentes.
Significancia estatistica calculada pelo teste - Student (* P < 0,01, ns = ndo significativo).

4.5. Analise global da regulacao por QseC através de DNA Microarray

Apds a analise especifica da transcricdo de alguns genes por qRT-PCR, foi realizada
uma andlise global do papel de QseC na regulacao génica em aEPEC através da técnica de
DNA Microarray, no intuito de identificar quais outros genes estavam sob a regulagao por esse
sensor. Para isso, as amostras foram crescidas em meio DMEM acrescido ou néao de epinefrina,
a 37° C sob agitagéo, até atingir a D.O.g00 nm 0.5. Os RNAs totais de cada amostra foram
extraidos, transformados em cDNAs e marcado com uma fluorescéncia. Estes foram
hibridizados com Affymetrix E. coli 2.0 microarray chip para comparar o transcriptoma das
linhagens selvagem e AgseC e o efeito da presenga do sinal epinefrina na transcrigao global em
ambas. Affymetrix E. coli 2.0 microarray chip contém aproximadamente 10.000 sondas, que
correspondem a todos os genes das linhagens de EHEC EDL933 e Sakai; da K-12 MG1655;

UPEC CFTO073 e 700 sondas para regides intergénicas. Os resultados obtidos na comparacao
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entre o trancriptoma de AgseC e selvagem estdo descritos na Tabela IV e revelaram 1505
genes com transcricao alterada, dos quais, 355 apresentaram aumento e, 1150 apresentaram
reducdo da transcricdo. A maioria desses genes (55%) sao derivados de MG1655, que contém

um genoma conservado entre linhagens de E. coli.

Tabela IV: Papel de QseC na regulagao génica global em aEPEC O55:H7. Comparagao entre o
transcriptoma de AgseC e selvagem.

Aumentados Diminuidos Sem Total
alteracoes

selvagem MG 1655- 181 659 3230 4070

X especificos
AgseC

Patégeno- 174 491 5278 5943
especificos

Total 355 1150 8508 10013

Dentre os genes que apresentaram alteragbes da transcricdo encontram-se genes
relacionados com fungbes como: motilidade, metabolismo e transporte de agucares,
metabolismo de lipideos, metabolismo de nitrogénio, transporte e captacao de ions, sintese de
aminoacidos, divisdo celular, resisténcia a stress, quimiotaxia, bombas de efluxo multidrogas,
formagcéo de biofilmes, reparo de DNA, ativadores e repressores transcricionais, genes de
viruléncia, entre outros, além de regides intergénicas, que podem conter sequéncias para RNAs
ndo codificadores (dados ndo mostrados). A porcentagem dos genes com alteragdes

transcricionais de acordo com algumas fungdes, estd demonstrada na Figura 24.
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Figura 24: Classificacdo dos 1505 genes afetados pela auséncia de QseC em aEPEC,
baseada na analise de DNA Microarray. Cada gene esta representado uma unica vez,
classificado na categoria mais relevante. A porcentagem indica o numero total de genes

afetados em cada categoria, relativo ao numero total de genes afetados no array.

Os resultados obtidos da comparacao dos efeitos da epinefrina nos transcriptomas das
amostras selvagem e AgseC estdo demonstrados na Tabela V. Observou-se um total de 1057
genes com transcricdo alterada na linhagem selvagem. Desses genes, 818 apresentaram
reducdo na transcricao e 239 apresentaram aumento, sendo a maioria deles (54%) derivados
das linhagens patogénicas. Para AgseC, 1308 genes apresentaram altera¢des, sendo 947 com
a transcricdo aumentada e 361 com a transcricao reduzida. A maioria deles, (53%) derivados de

M1655.
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Tabela V: Efeito do sinal epinefrina na regulagcao génica global de aEPEC O55:H7 Comparacao
entre os transcriptomas selvagem e AgseC na presenca e auséncia do sinal.

Aumentados Diminuidos Sem Total
alteracao
selvagem MG 1655- 162 316 3592 4070
X especificos
selvagem epi
Patogeno- 77 502 5364 5943
especificos
Total 239 818 8956 10013
AgseC MG 1655- 550 150 3370 4070
X especificos
AgseC epi
Patogeno- 397 210 5336 5943
especificos
Total 947 361 8706 10013

A partir dos resultados obtidos através de DNA Microarray, alguns grupos especificos de
genes foram escolhidos para a construcdo de heat-maps. Os heat-maps sao representacoes
graficas onde valores individuais de transcricdo em uma matriz sdo representados por cores.
Valores altos, que representam uma transcricdo aumentada, sao representados em vermelho.
Valores baixos, que representam uma transcricdo reduzida, sao representados em verde.
Valores ndo modificados sé@o representados em preto. Para todos os heat-maps construidos
comparou-se AgseC com amostra selvagem, AgseC na presenga e auséncia de epinefrina , e
amostra selvagem na presenca e auséncia de epinefrina. A Figura 25 demonstra o heat-map
para os genes fim, que codificam componentes das fimbrias do tipo I. Observou-se que em
AgseC, os genes fim apresentaram a transcricdo reduzida, com excessao apenas de fimZ e
fimE, que apresentaram transcricdo discretamente aumentada. Na presenca do sinal epinefrina,
para ambas as linhagens, todos os genes fim apresentaram a transcrigdo discretamente

aumentada.
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Figura 25: Representacao gréafica por heat map da transricao dos genes fimbriais do tipo | (fim)
nas linhagens selvagem e AgseC, na presenga ou auséncia de epinefrina. Em verde,

transcrigéo reduzida, em vermelho, transcricdo aumenta e em preto, transcricdo ndo modificada.

A Figura 26 representa o heat-map de genes de fatores translocados ndo-codificados em
LEE (Nles). Observou-se que em AgseC, o gene do fator EspF2-1 foi o que apresentou
transcricdo mais aumentada, enquanto os genes de EsplL2, EspX4 e NleG7 apresentaram
transcricdo reduzida. Os demais genes apresentaram nenhuma ou discreta modificagdo na
transcricdo. Na presenca de epinefrina, os mesmos genes apresentaram nenhuma ou discreta
modificacdo. Na amostra selvagem, o sinal epinefrina induziu uma reducdo na transcricao

principalmente dos genes de NleD, EspX2, EspY4, EspX5 e EspX6.
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Figura 26: Representacdo grafica por heat map da transricdo dos genes de fatores
translocados nao-codificados em LEE (Nles) nas linhagens selvagem e AgseC, na presenga ou
auséncia de epinefrina. Em verde, transcricdo reduzida, em vermelho, transcricdo aumenta e

em preto, transcricdo ndo modificada.

Outros dois grupos de genes avaliados por heat-map foram 0s sensores quinase e 0s
reguladores de resposta pertencentes a sistemas de dois componentes e estdo representados
na Figura 27. Observou-se que em AgseC, os genes de sensores quinase cheA, narQ, envZ e
evgS apresentaram transcricao reduzida, assim como os genes de reguladores de resposta
arcA, uspA e ypdA. Quando o sinal epinefrina estava presente, os genes narQ e envZ
apresentaram a transcricdo aumentada, bem como os genes cusS, rstB e torS. Os genes de
reguladores de resposta gseB, arcA e ypdA apresentaram aumento da transcricao, assim como
0s genes dpiA, kdpE, yedW, arcB, zraR, z0463 e z0462. A linhagem selvagem nao apresentou

alteracdes nesses dois grupos de genes quando sob sinalizagcao da epinefrina.
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Figura 27: Representacao grafica por heat map da transricdo dos genes de sensores quinase e
reguladores de resposta nas linhagens selvagem e AgseC, na presengca ou auséncia de
epinefrina. Em verde, transcricdo reduzida, em vermelho, transcricdo aumenta e em preto,

transcricdo nao modificada.

A andlise dos genes relacionados com quorum sensing de E. coli por heat-map
demonstrou que, em AgseC, o gene gseD apresentou transcricdo reduzida e 0s genes gseA,
gseE e gseF nao apresentaram alteracao. Na presenca de epinefrina nenhum gene analisado

apresentou mudangas na transcrigao.
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Figura 28: Representacao grafica por heat map da transricao dos genes de quorum sensing de
E. coli (gse) nas linhagens selvagem e AgseC, na presenga ou auséncia de epinefrina. Em
verde, transcricdo reduzida, em vermelho, transcricdo aumenta e em preto, transcricdo nao

modificada.

74



DISCUSSAO

75



5. DISCUSSAO

Bactérias constantemente reconhecem e se ajustam a situagcées ambientais através do
reconhecimento de sinais quimicos e alteragdo da sua expressao génica para se adaptar e
obter sucesso em colonizar o ambiente em que se encontram. Os mecanismos para detecgéo e
resposta a esses sinais sdo amplamente difundidos entre espécies bacterianas e conduzem a
regulacdo de fendtipos apropriados a uma determinada situagdo, como por exemplo:
bioluminescéncia, formacao de biofilme, mudangas na motilidade e producdo e secrecéo de
fatores de viruléncia.

Diante do vasto repertério de sinais ambientais, populagdes bacterianas empregam
quorum sensing para sincronizar suas respostas de forma eficiente. Sistemas de quorum
sensing funcionam através da producdo e detecgdo de moléculas sinalizadoras difusiveis, os
autoindutores. Quando uma concentragdo critica desses autoindutores € alcangada, uma
mudanga coletiva no comportamento da populagao ocorre através da ativagdo de um sensor
e/ou proteina regulatéria (FUQUA et al., 1994; WILLIAMS, 2007).

O sistema Al-3 (SPERANDIO et al., 2003) é um exemplo de como as bactérias detectam
0s sinais ambientais e, em resposta, modulam sua expressao génica. Esse sistema permite aos
patégenos detectar moléculas sinalizadoras de outras bactérias (Al-3) e do hospedeiro
(hormdnios neuroenddcrinos de stress epinefrina e norepinefrina), sinalizando para a bactéria
qgue ela se encontra em seu local de colonizagdo e deve, nesse momento, iniciar a expressao
dos fatores de viruléncia que irdo participar do estabelecimento da infecgdo (CLARKE;
SPERANDIO, 2006; HUGHES et al., 2009, MOREIRA et al., 2010; SPERANDIO et al., 2003).
Os horménios do hospedeiro epinefrina e norepinefrina foram descritos como sinais que
substituem o autoindutor Al-3, participando de uma comunica¢do cruzada entre patdégeno e
hospedeiro (SPERANDIO et al, 2003) que ir4 regular a expressdo génica de fatores de

viruléncia. Epi/ NE apresentam efeitos sistémicos e um papel importante no balango energético,
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comportamento, termoregulacdo e resposta a stress (LEVI-MONTALCINI; ANGELETTI, 1966).
Dessa forma, a capacidade de detectar estes sinais pode perrmitir aos patégenos modular
precisamente a expressdao de genes de viruléncia em resposta ao estado fisioldgico do
hospedeiro (MOREIRA et al., 2010) .

Durante a patogénese, as bactérias se deparam com diversos microambientes diferentes
no hospedeiro (BEIER; GROSS, 2006) e varias bactérias, incluindo EPEC, se adaptam
utilizando sensores quinase. QseC é o sensor quinase que detecta o sinal bacteriano Al-3 e os
hormdnios hospedeiro Epi/NE (CLARKE et al., 2006).

No intuito de melhor compreender a rede regulatéria que modula a expressao dos fatores
de viruléncia envolvidos na colonizagao e estabelecimento da infec¢cdo por EPEC atipica, neste
trabalho, foi investigado o papel do sistema de quorum sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina in-
vitro. Esse estudo fundamentou-se nos trabalhos do grupo de pesquisa da Dra. Vanessa
Sperandio, que relatou como esse sistema de sinalizagdo atua na regulagdo génica da
viruléncia de E. coli enterohemorragica (EHEC) O157:H7. Sabendo que EHEC O157 e EPEC
055:H7 sao patotipos evolutivamente muito proximos, com EHEC O157 tendo possivelmente se
originado a partir de uma precursora de EPEC O55:H7 (FENG et al., 1998; WHITTAM et al.,
1993; ZHOU et al., 2010), neste trabalho verificou-se se esse sistema de regulacado atua de
maneira semelhante em ambos os pat6tipos.

Para caracterizar o papel de Al-3/Epi/NE na regulacédo da viruléncia de aEPEC construiu-
se um mutante nulo para o gene do sensor quinase QseC na linhagem de EPEC atipica BA320.
O mutante AgseC foi construido por recombinacdo homdloga utilizando a metodologia descrita
em DATSENKO; WANNER (2000) na qual o gene gseC foi substituido pelo gene cat, que,
posteriormente foi removido. AgseC foi analisado por PCR e sequenciamento, confirmando que
a mutacao havia ocorrido. O gene gseC deletado foi complementado em trans para confirmar as

alteracdes fenotipicas obtidas para o mutante nos testes subsequentes.
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SPERANDIO et al. (2002), CLARKE; SPERANDIO (2005), HUGHES et al. (2009) e
NJOROGE; SPERANDIO (2012) descreveram previamente que QseC participa da regulacao da
motilidade e da formacéo da lesdo A/E na linhagem de EHEC 86-24.

Para verificar os efeitos de QseC na regulacdo dos genes da regidao LEE de aEPEC, a
transcricdo de cinco genes representando os cinco operons dessa ilha de patogenicidade foi
analisada em AgseC e comparada com a transcrigao na linhagem selvagem. LEE abriga os
genes que expressam os componentes do sistema de secrecao do tipo Ill, um importante
aparato responsavel por secretar proteinas cruciais para viruléncia e sobrevivéncia bacteriana
dentro do hospedeiro (MCDANIEL et al., 1995).

Nessa andlise, observou-se que a transcricao do gene ler, o regulador principal de LEE
localizado em LEE-1, apresentou niveis bastante reduzidos em AgseC em comparagao com a
transcricdo na linhagem selvagem (Figura 11). Assim como em LEE-1, os demais operons
também demonstraram niveis reduzidos na auséncia de QseC, com redugdes significativas para
os operons LEE-2 e LEE-3 (escC e escV). Os operons LEE-4 e LEE-5 (genes espA e eae)
apresentaram niveis transcricionais levemente reduzidos, porém, esses valores nao sao
considerados significativos do ponto de vista de mudancas nos padrées de expressdo. Para
todos o0s genes analisados, houve a complementagéao do fenétipo selvagem, demonstrando que
os efeitos observados se devem a auséncia de QseC.

Esse primeiro resultado evidencia que os operons LEE-1, LEE-2 e LEE-3 de aEPEC séao
ativados por QseC ou seja, sao regulados positivamente por esse sensor apds esse detectar os
sinais ambientais. Entretanto, LEE-4 e LEE-5 ndo estao sob a regulacao direta por QseC em
aEPEC, ao contrario do que ocorre em EHEC, onde QseC regula positivamente esses dois
operons (NJOROGE; SPERANDIO, 2012). Esses achados demonstram uma regulagao
diferencial de alguns genes alvo em LEE para esses patétipos.

Os resultados transcricionais foram comprovados pelos achados de expressdo e
secrecao da proteina EspA (LEE-4). EspA faz parte do aparelho de secregdo, sendo o
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componente que forma o canal pelo qual as proteinas sdo secretadas da célula bacteriana para
a célula hospedeira. Através de immunoblotting (Figura 14) foi possivel observar que a
producdo dessa proteina ndo foi afetada na auséncia de QseC, visto que o0s niveis de
expressao sao semelhantes nas linhagens selvagem, mutante e complementada. Porém,
quando analisou-se os niveis de secre¢do dessa proteina, observou-se que no mutante AgseC,
a secregao ocorreu em niveis menores em comparagao com as linhagens selvagem e
complementada. Essa reducédo da capacidade de secretar EspA na auséncia de QseC pode ser
explicada pela diminuicdo nos niveis transcricionais dos genes escC e escV (Figura 11). As
proteinas EscC e EscV sao os componentes principais das estruturas em anel que se inserem
nas membranas externa e interna da bactéria para formar o sistema de secrecao do tipo Il
(GARMENDIA; FRANKEL; CREPIN, 2005). A diminuicdo da transcricdo desses genes em
AgseC resulta em uma deficiéncia na habilidade de montar o aparato de secrecédo, resultando
em uma secre¢ao deficiente de proteinas efetoras e translocadas nessa linhagem.

Além de ativar a expressdo dos genes do TTSS codificados em LEE, QseC também
parece estar envolvido na regulagdo dos genes que codificam efetores translocados pelo TTSS
e que estdo fora da regido LEE. E o caso de NleA, o primeiro efetor secretado pelo TTSS
descoberto fora da regidao LEE, é regulado positivamente por QseC uma vez que mutantes
AgseC apresentaram niveis transcricionais reduzidos (HUGHES et al., 2009; NJOROGE;
SPERANDIO, 2012). Em aEPEC, o gene nleA foi analisado a nivel transcricional por qRT-PCR.
Os resultados demonstraram que AgseC apresentou a transcrigdo de nleA diminuida em
relacdo a selvagem (Figura 12), demonstrando que, assim como descrito em EHEC, em aEPEC

NleA faz parte dos efetores regulados positivamente pelo sensor QseC.

Sustentando os dados de qRT-PCR para os genes de LEE, a regulagdo do TTSS por
QseC pbde ser comprovada fenotipicamente. A capacidade de induzir o acumulo de filamentos
de actina polimerizada no sitio de adeséo pbde ser detectada nas linhagens selvagem, AgseC e
gseC+ através do teste de FAS, como um indicativo da formacédo da lesdao A/E in vitro
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(KNUTTON et al., 1989). As amostras foram analisadas em ensaio de interacdo de 6 horas com
células HelLa (Figura 15), no qual observou-se a ocorréncia da formacédo de pedestais por
AgseC, porém com uma taxa menor que a observada para a linhagem selvagem. 35% das
células HelLa que foram incubadas com a linhagem selvagem foram infectadas, enquanto que
21% das células incubadas com AgseC foram infectadas. Essa diminuicdo na taxa de infeccao
na auséncia de QseC corrobora com os achados de qRT-PCR e analise de EspA secretado,
onde AgseC apresenta transcricdo reduzida para alguns genes essencias a formacado do
aparato de secrecgao. Entretanto, esse decréscimo na capacidade de formar lesdo A/E nao foi
estatisticamente significativo, demonstrando que, mesmo niveis menores de expressao e
secrecao das proteinas efetoras e translocadas ainda sao suficientes para permitir a formagao
da lesao A/E por aEPEC. Em EHEC, a deleg¢éao de QseC diminui significativamente a formacgao
de lesdo A/E em células HeLa (NOJOROGE; SPERANDIO, 2012).

Flagelo é outro importante fator de viruléncia em EPEC, requerido para a motilidade e
colonizacdo do hospedeiro. A expressao e sintese de flagelo e a motilidade requerem a
expressao de mais de 50 genes divididos em, pelo menos 17 operons, constituindo um regulon
flagelar grande e coordenado (SPERANDIO et al., 2002). A expressao dos genes flagelares é
regulada em resposta a diversos sinais ambientais, entre os quais se encontra a densidade
celular bacteriana (SPERANDIO et al.,, 2001b). Dentro do regulon, os operons sao regulados
temporalmente e divididos hierarquicamente em classe. (KUTSUKAKE; OHYA; IINO,1990). Os
genes de classe | codificam o regulador principal, FIhDC, que ativa a transcricao dos genes de
classe I, incluindo genes que codificam as estruturas de gancho e os reguladores
transcricionais FIgM e FliA. FliA, por sua vez, regula a transcricao dos genes de classe lll, que
incluem fliC, que codifica a flagelina e o operon mot (CHILCOTT; HUGHES, 2000). Em EHEC e
E. coli K-12, mutantes AgseC expressam menos flagelo e sdo menos méveis que as linhagens
selvagem, com os genes flhD, fliA, fliC e motA apresentando transcri¢cdo reduzida (SPERANDIO

et al., 2002).
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A andlise da transcricdo de genes flagelares em aEPEC AgseC demonstrou que o gene
flagelar de classe |, flhD, apresentou transcricdo reduzida em relacao a selvagem. Ja o gene de
classe lll, fliC, apresentou transcricdo extremamente reduzida em relagdo a selvagem, como
pode ser visto na Figura 13. Esses resultados evidenciam que a regulacao do operon flagelar de
aEPEC também ocorre por densidade celular bacteriana, através do sistema Al-3/Epi/NE. Assim
como em EHEC (CLARKE; SPERANDIO 2005), o sensor QseC tem papel fundamental nessa
regulacao, provavelmente reconhecendo o sinal ambiental e ativando o regulador transcricional
QseB, que vai agir diretamente no promotor de flhDC, regulando positivamente sua transcricao.
Fenotipicamente, esses resultados foram comprovados pela analise da capacidade moével de
aEPEC AgseC em placa de agar 0.3% (Figura 16). Foi possivel observar que a motilidade em
AgseC foi muito menor em comparacao com as linhagens selvagem e complementada. Dessa
forma, foi possivel afirmar que, assim como ocorre em outras bactérias como EHEC (HUGHES
et al, 2009, NJOROGE; SPERANDIO 2012), Edwardsiella tarda (WANG et al., 2011),
Salmonella enterica Tiphymurium (MOREIRA et al., 2009) e UPEC (KOSTAKIOTI; PINKNER,;
HULTGREN, 2009), em aEPEC a motilidade é modulada por Al-3/Epi/NE via o sensor QseC.
QseC inicia a cascata que ir4 ativar o regulon flagelar, levando a motilidade, o que, no trato
gastrointestinal, provavelmente permite a aEPEC se aproximar do epitélio intestinal, onde
iniciara a formagao da lesdo A/E e sera exposta aos horménios Epi/NE presentes nesse sitio
(CLARKE et al., 2006; SPERANDIO et al., 2003).

SPERANDIO et al. (2003) observaram que o sinais eucariéticos eram capazes de ativar a
expressao de genes do TTSS de EHEC quando bactéria e célula estavam em contato, ou
quando a bactéria era incubada com meio que havia sido incubado com células eucariotica.
Eles reportaram que os hormoénios epinefrina e norepinefrina, em concentragdes fisioldgicas,
ativavam a expressdo de TTSS e LEE-1, indicando que ambos os hormoénios estavam

envolvidos na sinalizagao celular bactéria-hospedeiro, regulando genes de viruléncia.
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Os efeitos da sinalizagédo bactéria-hospedeiro através do horménio epinefrina foram
estudados na linhagem aEPEC BA320. Primeiramente, a transcricao dos genes ler, escC, escV,
espA e eae foi analisada nas amostras selvagem e AgseC incubadas na presenca de 50 uM de
epinefrina por qRT-PCR. Observou-se que, na presenca do sinal, a linhagem selvagem
apresentou o gene ler 10 vezes mais transcrito comparado com a mesma linhagem na auséncia
do sinal. Surpreendentemente, na linhagem AgseC, esse mesmo gene apresentou-se 18 vezes
mais transcrito em comparagdo com a auséncia do sinal (Figura 17). Sendo QseC o receptor
responsavel por reconhecer Epi/NE e transduzir esse sinal para ativar a transcricdo da regiao
LEE em EHEC, era esperado ndo haver o reconhecimento e transdugdo desse sinal na
auséncia do sensor. Entretanto, o mutante AgseC de aEPEC ainda foi capaz de detectar a
epinefrina do meio e elevar consideravelmente os niveis transcricionais de ler. Esse resultado
sugere que, em aEPEC, ao contrario do que foi observado para EHEC (NJOROGE;
SPERANDIO, 2012), a regulagao positiva da expressao do gene ler em resposta & sinalizagao
Epi/NE, ndo é completamente dependente do sensor QseC, havendo um outro receptor, que
reconhece 0s sinais ambientais e participa da regulagéo desse operon.

Como ler é um regulador positivo da expressao de LEE, era esperado que niveis
transcricionais elevados desse gene refletissem um aumento da transcricdo dos demais
operons. Entretanto, os resultados obtidos demonstraram que os niveis transcricionais de LEE-
2, LEE-3, LEE-4 e LEE-5 eram menores na presenca de epinefrina em ambas as amostras,
selvagem e AgseC (Figura 18). Na linhagem selvagem, o gene escV (LEE-3) foi o mais afetado,
seguido de eae (LEE-5), espA (LEE-4) e escC (LEE-2). Em AgseC, eae foi o gene mais afetado,
seguido de escV, e espA. Esses resultados sao intrigantes e sugerem que a sinalizagcao Epi/NE
pode estar agindo como repressora da transcricdo desses operons de LEE, atuando de maneira
diferenciada (ativadora ou repressora), dependendo do gene alvo analisado. Além disso, a
observacao de que o sinal continua a ser interpretado mesmo na auséncia do receptor QseC
suporta o fato do envolvimento de um outro receptor para Epi/NE nessa complexa rede
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regulatéria. Entretanto, ao contrario de QseC, esse receptor parece ter um papel repressor na
transcricdo do operons LEE-2 a LEE-5. De fato, a existéncia de um segundo receptor para o
sinal epinefrina em EHEC foi relatado por READING et al. (2007). Esse receptor, denominado
QseE faz parte do sistema de dois componentes QseEF, que foi descrito como um regulador
indireto da formagédo do pedestal, atuando na modulagdo da expressao do fator EspFu. De
acordo com NJOROGE; SPERANDIO (2012), em EHEC, QseE reconhece epinefrina, sulfato e
fosfato e regula negativamente a expressao de LEE e formacéao da lesdo A/E. Nesse patégeno,
a delecdo de ambos, QseC e QseE, resulta na incapacidade de EHEC de detectar epinefrina,
sugerindo que esses dois sensores quinases sao 0s Unicos responsaveis pelo reconhecimento
desse sinal nesse patétipo bactéria (NJOROGE; SPERANDIO, 2012). Os resultados obtidos
para aEPEC sugerem que, assim como em EHEC, QseE pode estar atuando como um
regulador negativo para alguns genes da regido LEE em resposta a epinefrina, entretanto, um
estudo detalhado do papel desse sensor na regulagao génica de aEPEC se faz necessario para
poder confirmar que os resultados observados nesse trabalho estdo relacionados com a
atuagao de QseE e ndo de um outro receptor, ainda nao descrito e relacionado com o sistema
Al-3/Epi/NE de sinalizagéo.

A expressao e secrecao do filamento EspA foram também avaliados na presenca de
epinefrina. Notou-se que, em concordancia com os resultados de qRT-PCR, a expressao de
EspA apresentou uma discreta diminuicdo em ambas linhagem, selvagem e AgseC quando o
sinal estava presente. Porém, a secre¢cdo dessa proteina continuou deficiente na auséncia de
QseC, mesmo na presenca de epinefrina.

A capacidade de formar lesdo A/E na presenca de epinefrina foi avaliada nas linhagens
aEPEC selvagem e AgseC através de FAS, em ensaio de interacdo de 6 horas com células
HelLa (Figura 21). Observou-se que, quando a linhagem selvagem interagiu com as células na
presencga de epinefrina, houve um aumento de aproximadamente duas vezes na capacidade de
formacédo da lesdao A/E. O mesmo resultado ja havia sido observado em EHEC (NJOROGE;
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SPERANDIO, 2012; SPERANDIO et al., 2003). Porém, quando a linhagem AqgseC interagiu com
as células na presencga de epinefrina, o mesmo aumento de aproximadamente duas vezes na
taxa de formacao de lesdo A/E foi observado. Esse resultado contrasta com os resultados
obtidos para EHEC, onde a suplementacdo do teste com epinefrina ndo afetou a taxa de
infeccdo na auséncia de QseC (NJOROGE; SPERANDIO, 2012) e reafirma a hipotese da
participagdo de outro sensor que pode detectar epinefrina e atuar na modulagdo da expressao
dos genes essencias para a formacao da lesdo A/E em aEPEC.

Apesar da diminuicdo na transcricdo de genes importantes do aparato de secregcédo do
tipo Ill na presenca de epinefrina, esse sinal ainda foi capaz de modular positivamente a
formacao do fenotipo A/E por aEPEC. Uma possivel explicagdo para isso € que outros fatores
podem estar contribuindo para a formagao da lesao A/E por aEPEC e que a expressao desses
fatores esta sendo positivamente regulada pelo sinal epinefrina. Além disso, esses resultados
refletem a presenca de uma complexa rede regulatéria que participa do reconhecimento de
epinefrina e controla a expressao de LEE em aEPEC, com a participagéo integrada de QseC e
outras vias adicionais, que podem estar agindo em nivel transcricional e/ou poés-transcricional
para regular a expressao da viruléncia desse patdgeno.

Ao avaliar a regulacao da transcrigcao do efetor NleA por QseC (Figura 19), notamos uma
forte regulacdo por esse sensor ativado apds o reconhecimento do sinal bacteriano Al-3 no
meio. Quando o efeito da epinefrina na transcricdo de nleA foi avaliado, pudemos observar que
nao houve alteracao nos niveis transcricionais de nleA na presenca desse sinal em nenhuma
das linhagens, selvagem ou mutante. Esse dado sugere que a regulacdo da expressao génica
de nleA em aEPEC ocorre preferencialmente via QseC e que a epinefrina ndo tem papel
importante na regulagao do efetor NleA em aEPEC. Em EHEC, a expressao de NleA parece ser
regulada de maneira diferente. NOJOROGE; SPERANDIO (2012) reportaram que, na presenca
de epinefrina, selvagem e AgseC apresentavam a transcricao do gene nleA aumentada e, que a
regulacao desse gene ocorre através de uma agao conjunta entre QseC e QseE, sendo que,
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apds o reconhecimento do sinal epinefrina, esse processo ocorre preferencialmente via QseE
nesse patoétipo.

Os efeitos da epinefrina foram avaliados também na transcricdo de genes flagelares e na
motilidade de aEPEC (Figura 22). Quando o sinal estava presente, o gene flhD apresentou a
transcricdo reduzida na selvagem e em AgseC. Ja o gene da flagelina, fliC apresentou
transcricdo aumentada em ambas as linhagens. Essas diferengas nos niveis transcricionais de
flhD e fliC de aEPEC nao refletiram em alteracées na motilidade em nenhuma das linhagens,
quando essa foi analisada na presenga de epinefrina e comparada com a auséncia do sinal
(Figura 23).

Os dados obtidos evidenciam a complexa regulagéo do operon flagelar, que pode ocorrer
diferencialmente entre os patétipos de E. coli. Dessa maneira, podemos supor que a motilidade
em aEPEC é regulada positivamente por QseC, mas o horménio epinefrina parece nao ser um
sinal importante para induzir o fenétipo de motilidade. Ao contrario, ele parece sinalizar para um
aumento do fenétipo de attachment nesse patégeno, o que é coerente com a modulacédo
temporal da expressao dos genes de viruléncia durante a infecgao por aEPEC.

Além de participar da regulacao da viruléncia em diferentes patdégenos, QseC atua como
um regulador geral da expressdo génica (HUGHES et al, 2009; KOSTAKIOTI; PINKNER,;
HULTGREN, 2009, NJOROGE; SPERANDIO 2012). Para se ter uma visdo global da
transcricdo de todos os genes de aEPEC que poderiam estar sendo regulados por QseC e
pelos sinais Al-3/Epi/NE foi utilizada a técnica de DNA Microarray. Essa abordagem permitiu
comparar todo o transcriptoma da linhagem AgseC com a linhagem selvagem. A comparagao
revelou alteragdes nos niveis transcricionais de 1505, dos quais, 355 apresentaram aumento e
1150 apresentaram redugédo. 55% dos genes alterados derivam da amostra MG1655, que
contém um genoma conservado entre linhagens de E. coli. Utilizando o mesmo procedimento,
HUGHES et al. (2009) identificaram em EHEC AgseC 668 genes com transcricdo aumentada e
479 genes com transcricao reduzida.
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Uma classificacdo dos genes que apresentaram transcricdo alterada de acordo com a
funcdo permitiu observar que a maioria dos genes com perfil alterado (32%) s@o genes
considerados hipotéticos. Em uma analise semelhante, HADJIFRANGISKOU et al. (2011)
encontraram 37,7% de genes hipotéticos regulados por QseC em UPEC. 25% dos genes
afetados em aEPEC foram classificados em genes de metabolismo. Entre eles, genes que
participam do metabolismo de carboidratos, lipideos, nitrogénio, nucleotideos e aminoacidos
apresentaram transcricao deficiente. Na mesma analise para UPEC, HADJIFRANGISKOU et al.
(2011) encontraram 23,3% dos genes afetados pela auséncia de QseC classificados em genes
de metabolismo, principalmente genes relacionados com sintese e catabolismo de carboidratos,
amino&cidos e nucleotideos.

Apesar de ndo serem considerados determinantes de viruléncia, fatores metabdlicos
exercem um papel vital durante o estabelecimento da infecgdo. Por isso, muitos trabalhos tem
conectado metabolismo com a viruléncia bacteriana (DALEBROUX et al., 2010; KOSTAKIOTI et
al., 2011; NJOROGE et al., 2012; WOLFE, 2010), argumentando que a regulagdo do estado
metabdlico € um requerimento geral durante a infecgao, sugerindo que genes de metabolismo e
viruléncia apresentam regulacdo coordenada, independentemente do local da infeccdo ou
estratégia patogénica. No caso de aEPEC, QseC parece ser um fator que participa dessa
regulacdo e as mudangas metabdlicas mediadas por esse sensor podem ter papel importante
na patogénese dessa bactéria.

A classificagéo dos genes afetados em AgseC ressaltou ainda a importancia de QseC na
regulacao de ativadores e repressores transcricionais, que representaram 3% desses genes.
Interessante é o fato de que todos os reguladores analisados tiveram a transcri¢cdo reduzida. O
unico regulador que demonstrou transcricdo aumentada foi o repressor GrIR, que é codificado
na regido LEE e reprime a ativacao de ler pelo regulador positivo GrlA. Esse resultado indica

que uma das vias pelo qual QseC pode estar agindo na ativagao da regiao LEE é através da
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repressao da regulagdo negativa do ativador GrlA por GrIR, levando a uma ativagdo da
expressao de ler.

QseC ainda esta relacionado com a regulagdo da expressdao de genes importantes
relacionados a transporte (10% dos genes afetados), constituintes de membrana (3%), além de
regides intergénicas (8%), genes relacionados a motilidade, quimiotaxia, biofilme, captagéo de
ions, resisténcia a stress, viruléncia, entre outros. Esses resultados suportam ainda mais o fato
de que QseC tem um papel importante na regulacao global de genes em aEPEC.

A participagdo da epinefrina na regulacdo génica em aEPEC também foi analisada
globalmente através de DNA Microarray. 1057 genes apresentaram a transcricdo alterada em
aEPEC selvagem na presenca do horménio. A transcri¢do foi reduzida em 77% desses genes e
aumentada em 23% deles. Interessantemente, a maioria das alteracdes (54%) foi observada em
sondas para genes patdégenos-especificos. Na auséncia de QseC, 1308 genes foram afetados
pela presenca de epinefrina, 72% com transcricdo aumentada e 28% reduzida, sendo que a
maioria deles, (53%) sao derivados de E. coli K-12. Esses resultados suportam a hipétese do
envolvimento de outro receptor para Epi/NE em aEPEC, visto que o sinal ainda atua na
regulacao diferencial global de genes, mesmo quando QseC esta ausente. De fato, no caso da
auséncia de QseC, esse receptor parece ter um papel bastante importante na regulacao génica
global, visto o grande numero de genes afetados nessa condi¢cdo. Como citado anteriormente, o
papel do sensor QseE em aEPEC deve ser investigado, para que a sua participacdo nessa
regulacdo em conjunto com QseC seja melhor compreendida.

Em EHEC, os resultados do DNA Microarray revelaram um numero maior de genes com
niveis transcricionais alterados na linhagem selvagem tratada com epinefrina em comparacao
com AgseC tratada com esse hormoénio (NJOROGE; SPERANDIO, 2012), diferindo do
observado para aEPEC. Porém, para ambos os patotipos, epinefrina possivelmente possui

duplo papel (sinal ativador ou repressor), dependendo do gene alvo.
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Através da construgao de heat-maps, comparou-se a transcricdo de alguns grupos de
genes na auséncia de QseC e/ou presenca de epinefrina em aEPEC.

A fimbria tipo |, produzida por muitas linhagens de E.coli, € um apéndice que promove a
aderéncia bacteriana a células eucariéticas. Em UPEC, a fimbria tipo | € um importante fator de
viruléncia (JOHNSON, 1991) envolvido na invasdo celular de células epiteliais de bexiga
humana (MARTINEZ et al., 2000). Em E. coli K-12 e EAEC, as fimbrias tipo | sdo responsaveis
pela adesao inicial a superficies abibtica e células epiteliais no estabelecimento do biofilme
(MOREIRA et al., 2003; PRATT; KOLTER, 1998). Constitui-se de um filamento protéico,
codificado pelo operon fim, o qual € composto pelos genes fimA, fimB, fimC, fimD, fimE, fimF,
fimG, fimH, fiml (MOL; OUDEGA, 1996), responsaveis pela sua expressao e montagem.

KOSTAKIOTI; PINKNER; HULTGREN, (2009) reportaram que QseC regula a expressao
da fimbria do tipo | em UPEC através de QseB e que a auséncia desse sensor implica em
atenuacado da viruléncia desse patdgeno in vivo. O heat-map para os genes fim de aEPEC
(Figura 25) evidenciou transcricao reduzida em AgseC, com excessao apenas de fimZ e fimE,
que apresentaram transcricao discretamente aumentada. Esses dados sugerem que QseC esta
envolvido na regulagdo do operon da fimbria tipo | também em aEPEC. Na presenga do sinal
epinefrina, todos os genes fim apresentaram a transcri¢cao discretamente aumentada em ambas
as linhagens.

Além de NleA, outros efetores translocados néo-codificados em LEE (Nles) participam do
processo de patogénese de aEPEC, principalmente por interferirem com vias de sinalizagao na
célula eucariotica. A transcricao de alguns desses fatores de aEPEC foi analisada em um heat-
map (Figura 26). Foi possivel observar que, em AgseC, o fator EspF2-1 apresentou niveis
transcricionais elevados, enquanto os genes de EsplL2, EspX4 e NleG7 apresentaram niveis
transcricionais reduzidos. Epinefrina ndo foi reconhecida como sinal para a transcricdo desses
efetores em AgseC. Na linhagem selvagem, a epinefrina induziu uma reducdo na transcrigao
principalmente dos genes de NleD, fator que inibe a apoptose (BARUCH et al., 2011) EspX2,
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EspY4, EspX5 e EspX6. As proteinas EspX e EspY ndo possuem fungé@o conhecida. No caso
dos Nles, os resultados observados sugerem um papel duplo para a sinalizacao Al-3/Epi/NE via
QseC, que pode agir como ativador ou repressor, dependendo do gene alvo.

Sistemas de dois componentes sao dispositivos de transducao de sinais que permitem as
bactérias iniciar uma resposta adaptativa a um estimulo ambiental através de mudangas na
expressdo de genes (BEIER; GROSS, 2006). A analise global por microarray indicou que
alguns sistemas de dois componentes parecem ser regulados por QseC e Al-3/Epi/NE em
aEPEC. A comparagédo por heat-map (Figura 27) revelou que, na auséncia de QseC, os
sensores quinase CheA, NarQ, EnvZ e EvgS apresentaram transcricdo reduzida. CheA é o
sensor quinase do sistema de dois componentes CheA-CheY e esta envolvido no
reconhecimento e transducdo de sinal na quimiotaxia (DEFRANCO; KOSHLAND, 1981,
PARKINSON, 1978). NarQ, juntamente com o regulador NarP, atua no controle da expressao
génica durante a respiracao anaerdbia em resposta a nitrito e nitrato (STEWART; RABIN, 1995,
DARWIN, STEWART, 1996). EnvZ atua com o regulador OmpR no complexo mecanismo de
regulagdo osmotica (MJZUNO; MIZUSHIMA, 1990). J& EvgS, junto com o regulador EvgA
compde o principal sistema que confere resisténcia a acido as bactérias na fase exponencial
(MASUDA; CHURCH, 2002; MASUDA; CHURCH, 2003). Na presenca de epinefrina, os genes
narQ e envZ apresentaram niveis transcricionais aumentados.

Esses resultados sugerem a participacao indireta de QseC em uma rede regulatéria que
controla a expressao génica nos processos citados acima. De fato, sabe-se que QseC regula e
interfere com outras vias e sistemas de sinalizagédo, formando um sistema integrado, com niveis
adicionais de regulagdo que controlam o gasto energético da expressao génica para promover a
sobevivéncia e um processo infeccioso de sucesso.

Um sensor quinase pode ativar multiplos reguladores de resposta. Ao analisar o papel de
QseC na regulagéo de fatores transcricionais (Figura 27) por heat map, observou-se que, em
AgseC, os genes de reguladores uspA, arcA e ypdA apresentavam transcri¢cdo reduzida. ArcA é
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o regulador de resposta no sistema de dois componentes ArcB-ArcA. Esse sistema tem um
importante papel na regulacdo do metabolismo energético a nivel transcricional em bactérias
(IUCHI; LIN, 1993). YpdB-YpdA é um sistema recém-descrito e parece estar envolvido na
eliminacdo de nutrientes antes da entrada na fase estacionaria (FRIED; BEHR; JUNG, 2013).
Na presenga de epinefrina, esses mesmos genes apresentaram aumento da transcricdo, assim
como 0s genes adpiA, kapE, yedW, zraR, z0463 e z0462, o que sugere que, nao apenas QseC é
capaz de regular a expressao desses reguladores em resposta a epinefrina.

E interessante notar que os resultados observados para o regulador QseB corroboram
com os achados de KOSTAKIOTI; PINKNER; HULTGREN, (2009) que relataram que, na
auséncia de QseC, a fosforilagdo de QseB ainda ocorre, o que culmina na transcricao
aumentada de QseB. Isso ocorre porque, na auséncia de QseC, QseB nao tem sua atividade
reprimida, regulando positivamente a sua prépria expressao e mediando de maneira direta ou
indireta, a repressao de genes alvo.

Outro fato interessante que se pode observar é que, na presenca de epinefrina, o
regulador KdpE apresenta sua transcricdo aumentada, mesmo na auséncia de QseC. KdpE é
um regulador transcricional que, assim como QseB e QseF é ativado por QseC (HUGHES et al.,
2009) e esta envolvido na regulacao da regiao LEE de EHEC, por ser ligar ao promotor de ler. O
fato de esse regulador apresentar a transcrigdo aumentada na presenca de epinefrina pode
sugerir que KdpE tem papel na regulacao da regidao LEE de aEPEC em resposta a esse sinal,
mesmo na auséncia de QseC, sendo dessa forma, ativado também por outro sensor quinase
que esta envolvido no reconhecimento de epinefrina e age em conjunto com QseC para entao
regular os genes de LEE.

Os resultados encontrados ao analisar genes de sistemas de dois componentes, indicam
que QseC esta envolvido na regulacdo de alguns desses sistemas em aEPEC,e que, outro

receptor que detecta epinefrina pode atuar em conjunto na regulagdo desses sistemas, fazendo
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parte de uma complexa rede que culmina em uma cascata regulatéria que pode ocorrer de
maneira hierarquica, iniciando-se com a fosforilagdo de QseC.

Os genes relacionados com quorum sensing em E. coli (Qse) também foram analisados
por heat-map. Nessa andlise, observou-se que o0 gene gseD foi o Unico que apresentou
transcrigcao reduzida em AgseC. QseD é um regulador transcricional do tipo Lys encontrado em
enterobactérias. Em EHEC, QseD foi relacionado com a regulagado negativa da transcricédo de
LEE e alteracdo da formacgao da lesdao A/E (HABDAS et al., 2010). Em aEPEC, esse fator
transcricional parece estar envolvido na rede de integracao de sinais regulados por QseC e que
culminam na regulacdo da expressao génica de LEE.

A andlise em conjunto dos resultados obtidos nesse trabalho levou a proposta de um
modelo simplificado da regulacdo da viruléncia de aEPEC por QseC AI-3/Epi/NE.
Provavelmente, apds alcangar o intestino delgado, aEPEC primeiramente detecta Al-3
produzido pela microbiota gastrointestinal no limen. QseC inicia entdo uma cascata de
sinalizagdo que ira ativar o regulon flagelar induzindo a motilidade, que permite aEPEC se
aproximar do epitélio intestinal. Nesse local, aEPEC provavelmente detecta epinefrina e
norepinefrina presentes no intestino hospedeiro através de QseC, que inicia a cascata
regulatéria que age nos genes da regido LEE e leva a formacdo da lesdo A/E nas células
intestinais. Muito provavelmente, a formagao de lesédo A/E e o inicio de diarreia causada por
aEPEC podem aumentar a exposicao dessa bactéria a Epi/NE, devido ao estado fisiolégico do
hospedeiro, 0 que poderia aumentar ainda mais a expressao dos genes de viruléncia desse

patdégeno entérico.
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Figura 29: Modelo geral simplificado da regulacdo da viruléncia pelo sistema de quorum

sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina em EPEC atipica O55:H7.

Em conjunto, os resultados deste trabalho sugerem que a regulacdo génica da viruléncia
em patégenos entéricos como EPEC atipica € um processo extremamente complexo e envolve
a integracao de multiplos sinais e niveis hierarquicos de vias de transdugao que convergem com
proteinas regulatérias intracelulares para alterar os padrées de expressao génica. Além disso,
as inumeras diferengas observadas na regulacao de EHEC e aEPEC, principalmente no que diz
respeito aos efeitos da sinalizagdo por epinefrina, sugerem que, apesar da proximidade
genética entre essas linhagens, a importancia relativa dessa via regulatéria pode variar entre os
diferentes patétipos. Talvez essas diferencas estejam ligadas ao fato de que essas bactérias
colonizam sitios intestinais diferentes (EHEC coloniza o célon e aEPEC, o intestino delgado)
onde os niveis de sinalizagdo podem variar e afetar cada patégeno de maneira distinta.

Neste trabalho descreveu-se, pela primeira vez, a regulacdo génica do tipo quorum

sensing em uma amostra de EPEC atipica e o papel central de QseC Al-3/Epi/NE em promover
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a viruléncia desse patdgeno. Novos questionamentos foram apresentados e necessitam ser
investigados para que o papel desse sistema na integracdo de redes regulatérias de viruléncia
seja esclarecido, 0 que seria de extrema importancia para se obter o conhecimento essencial
para a compreensdo da patogénese de aEPEC e desenvolvimento de novas ferramentas

terapéuticas e profilaticas no combate & infecgdes por esse patégeno.
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CONCLUSAO

1.

O sistema de quorum sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina, através do sensor
quinase QseC, participa da regulacdo da expressdo de genes da ilha de
patogenicidade LEE de EPEC atipica. Essa regulacao reflete na capacidade de

formacao da lesdo A/E por aEPEC.

Em aEPEC, o horménio epinefrina tem papel importante na regulacdo de genes de
LEE e essa regulagdo parece nao ocorrer exclusivamente através de QseC, mas

também por outro receptor capaz de detectar esse sinal.

O sistema de quorum sensing Al-3/Epinefrina/Norepinefrina, através do sensor
quinase QseC, estd envolvido na regulacdo da expressao génica flagelar e na
motilidade de aEPEC. Entretanto, a sinalizacdo por epinefrina parece nao ser

importante para a expressao da motilidade.

Além do papel central na regulagéo da viruléncia de aEPEC, QseC atua também
como um importante regulador global da expressao génica em aEPEC, regulando, de
maneira direta ou indireta, a expressao de genes envolvidos em diversos processos

fisiolégicos.
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O Presidente da Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio, no uso de suas
atribuigcbes e de acordo com o artigo 14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 5°, inciso XIX do
Decreto 5.591/05, torna publico que na 1122 Reunido Ordindria, ocorrida em 17 de abril de
2008, a CTNBio apreciou e emitiu parecer técnico para o seguinte processo:
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