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RESUMO

RUIZ, R. M. Papel de Hfg na regulac&o dos fatores de viruléncia de Escherichia
coli enteropatogénica (EPEC) 2014. 84 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Amostras de Escherichia coli Enteropatogénica fazem parte de um importante grupo
de patdégenos capazes de causar diarréia. As EPEC podem ser classificadas em
tipica e atipica, com base na presenca do plasmideo EAF. As amostras de EPEC
apresentam em seu genoma uma ilha de patogenicidade denominada regidao LEE,
na qual estdo contidos os genes relacionados a formacédo da lesdo (A/E). A
regulacé@o génica da regido LEE & multifatorial e um dos seus principais reguladores
€ 0 gene ler. Até o momento, ndo existem trabalhos analisando a participacdo de
Hfqg em EPEC. O presente estudo analisa o papel de Hfg na regulagdo dos fatores
de viruléncia de EPEC tipica (0127:H6) e atipica (O55:H7). A mutagénese do gene
hfq foi obtida através do sistema A Red de recombinagdo alélica. As amostras
mutantes apresentaram uma diminui¢cdo na capacidade de adeséo e formar a lesao
A/E. Analise transcricional dos mutantes revelou uma significativa diminuicdo na
transcricdo do gene espA e do gene eae. Foi possivel evidenciar uma diminuicao da
motilidade das amostras mutantes. A andlise in silico revelou a possibilidade do
dobramento natural do mRNA ler, bloqueando o sitio de ligacdo do ribossomo. Aqui
demonstramos a necessidade de Hfg para a transcricdo dos genes responsaveis
pela lesdo A/E.

Palavras-chave: Escherichia coli. EPEC. Hfg. Regulacéo.



ABSTRACT

RUIZ, R. M. Role of Hfg in the regulation of virulence factors in
Enteropathogenic Escherichia coli. 2014. 84 p. Ph. D. thesis (Biotechnology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2014.

Enteropathogenic Escherichia coli strains are part of an important group of
pathogens responsible for causing diarrhea. EPEC can be classified as typical and
atypical, based on the presence of the EAF plasmid. EPEC strains have in their
genome a pathogenicity island known as LEE region, where it harbours genes
related to the formation of a lesion A/E. LEE regulation is multifactorial, and ler gene
Is the main regulator. Until now there are no studies on the role of Hfg in EPEC, thus,
the present study analyzes the function of Hfq on the regulation of virulence factors in
typical EPEC (O127:H6) and atypical (O55:H7) strains. hfq gene mutagenesis was
obtained utilizing the allelic recombination A Red system. The mutant strains
demonstrated a decrease in the capability of adherence and formation of A/E lesion.
Transcriptional analysis showed a decrease on the espA gene and eae gene
transcription. It was possible to notice a decrease in motility of the mutant strains. In
silico analysis revealed the possibility of a natural folding of ler mRNA, blocking the
ribosome binding site. With this study we could demonstrate the need of Hfq for the
transcription of genes responsible for the A/E lesion.

Keywords: Escherichia coli. EPEC. Hfg. Regulation.



1 INTRODUCAO

As doencas bacterianas infecciosas estdo entre as principais causas de
morbidade e mortalidade (COHEN, 2000) e, dentre elas, destacam-se as infec¢des
intestinais, responsaveis por cerca de 2 milhées de mortes por ano, principalmente
entre criangas de paises em desenvolvimento (O'RYAN et al., 2005). A Escherichia
coli é o agente de uma grande proporcdo desses processos infecciosos,
classificados como diarreia ou disenteria (CLARKE, 2001).

A Escherichia coli € uma bactéria facultativa da familia Enterobacteriaceae,
componente da microbiota intestinal humana e também responséavel por importantes
processos patologicos. Alguns clones especificos de E. coli sdo causadores de
infecgbes intestinais e nao fazem parte da microbiota intestinal residente. Essas
amostras sdo denominadas E. coli diarreiogénicas ou DEC (NATARO; KAPER,
1998).

As amostras de DEC sdo de grande importancia para a saude publica e
podem ser classificadas em seis patétipos ou categorias, considerando 0s seus
mecanismos de viruléncia especificos, as sindromes clinicas causadas, 0s sorotipos
O:H, os aspectos epidemioldgicos e/ou os tipos de interagdo com linhagens
celulares in vitro (NATARO; KAPER, 1998). Esses patétipos de DEC séao: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
gue adere difusamente as células epiteliais (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998).

1.1 Escherichia coli Enteropatogénica

Escherichia coli Enteropatogénica foi descrita em 1955 por Neter durante um
surto de diarréia no Reino Unido, sendo considerada uma importante categoria de
DEC que tem sido associada a casos de diarreia em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (AFSET et al.,, 2004, TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Em
1978, Levine realizou estudos com voluntarios humanos utilizando a amostra
0127:H6 e demonstrou o potencial patogénico das EPEC. Baseado nesse estudo, a
amostra 0127:H6 (E2348/69) se tornou a amostra prototipo de EPEC (LEVINE et al.,
1985; SCHMIDIT, 2010)



O diagnéstico das EPEC pode ser realizado através de métodos soroldgicos,
com base na deteccdo de um dos antigenos O definidos para essa categoria pela
Organizacdo Mundial da Saude. Sdo esses sorogrupos: 026, 055, 086, O111,
0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 e 0158 (TRABULSI et al., 1996;
WHO, 1987). Entretanto, essa metodologia pode levar a deteccdo de outros
patétipos de DEC, uma vez que alguns desses sorogrupos sao constituidos por
sorotipos O:H que correspondem a outros patotipos (TRABULSI; KELLER; GOMES,
2002). A deteccdo por métodos moleculares ou imunoldgicos dos genes de
viruléncia ou dos seus produtos, que estdo envolvidos no estabelecimento da lesdo
A/E, também pode ser empregada (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

As EPEC foram subdivididas nos grupos EPEC tipica e atipica. O termo
EPEC atipica foi sugerido durante o Simpésio Internacional de Escherichia coli
Enteropatogénica, realizado na cidade de S&o Paulo em 1995, para denominar
amostras de EPEC que possuem a regiao LEE (locus of enterocyte effacement) e
gue néo transportam o plasmideo EAF (KAPER, 1996).

Enquadra-se na definicdo de EPEC atipica uma vasta série de amostras de E.
coli, que aparentemente emergiram recentemente e ja estdo entre os principais
agentes de diarréia em nosso meio e em outros paises (AFSET et al., 2003; BUERIS
et al., 2007; COHEN et al., FRANZOLIN et al., 2005; 2005; SMITH et al., 1996;
TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002). Estudos epidemioldgicos realizados nos
ultimos dez anos tém demonstrado uma sobreposicdo do nimero de EPEC atipicas
em relacdo as EPEC tipicas em numeros de casos (AFSET et al., 2003; AFSET et
al., ARAUJO et al.,, 2007; 2004; BUERIS et al., 2007; FRANZOLIN et al., 2005;
MORENO et al., 2008, SCALETSKY et al., 2009), posicionando as EPEC atipicas
como patdgenos emergentes.

As EPEC atipicas descritas em varios estudos epidemioldgicos sao muito
heterogéneas em termos de sorotipos, padrdes de adesao e fatores de viruléncia
adicionais (AFSET et al.,, 2008; ARAUJO et al.,, 2007; DULGUER et al., 2003;
GOMES et al.,, 2004; NGUYEN et al., 2006; ROBINS-BROWNE et al., 2004;
SCALETSKY et al., 2002; VIEIRA et al., 2001), caracteristica bastante distinta das
EPEC tipicas (TRABULSI; KELLER; GOMES, 2002).

Diversos estudos utilizando a amostra de EPEC atipica O55:H7 foram
realizados nos ultimos anos, o que levou a escolha desta amostra para este estudo
(BUERIS et al., 2007; FRANZIN, 2013; ROCHA, 2010).



1.2 Regiao LEE

As amostras de EPEC tipica e atipica ttm em comum a capacidade de causar
a lesdo histopatol6gica denominada leséo attaching and effacing (lesdo A/E). Esta
lesdo é caracterizada pela destruicdo das microvilosidades intestinais, aderéncia
intima da bactéria a membrana apical da célula epitelial e formacédo de estruturas
celulares semelhantes a pedestais (figura 1), sendo considerada responsavel pela
causa da diarreia (MOON et al., 1983). Além de EPEC, outros patégenos possuem a
regido LEE funcional como: E. coli Enterohemorragica (EHEC) do sorotipo 0157:H7,
gue causa diarreia sanguinolenta e Sindrome Hemolitica Urémica (HUS); Hafnia
alvei, que causa diarreia em criancas; Citrobacter rodentium, patégeno de ratos; e
REPEC (“Rabbit Enteropathogenic E. coli”), que causa diarreia em coelhos
(MELLIES et al.,1999).

Figura 1 — Microscopia eletronica de varredura da lesao A/E (SCHMIDT, 2010)

As proteinas envolvidas na formacdo da lesdo A/E sdo codificadas pelos
genes presentes em uma ilha de patogenicidade de 35,6 kb, denominada regiéo
LEE (locus of enterocyte effacement) (CHEN; FRANKEL, 2005). Os genes que
fazem parte da regido LEE estdo organizados em cinco operons de funcbes
conhecidas: LEE 1, LEE 2, LEE 3, LEE 4 e LEE 5 (MELLIES et al.,, 1999;
SANCHES-SANMARTIN et al., 2001).

A regido LEE 5 contém os genes eae (E. coli attaching and effacing), que
codifica a adesina intimina que medeia a aderéncia intima da bactéria ao epitélio
intestinal; tir (translocated intimin receptor), que codifica o receptor da intimina (Tir),
o qual é translocado para a célula hospedeira através do sistema de secrecéo do
tipo 111l e inserido na membrana da célula hospedeira; map (mitocondrial associated

protein), que atua na membrana da mitocondria causando uma disfungcdo no



potencial de membrana; e cesT que € a chaperonina de Tir e Map (SANCHES-
SANMARTIN et al., 2001).

As regibes LEE 1, LEE 2 e LEE 3 contém os genes que codificam as
proteinas necessdrias para o sistema de secrecado do tipo Ill, chamadas Esc (EPEC
secretion) e Sep (secretion of EPEC proteins), além do regulador ler (LEE-encoded
regulator) (MELLIES et al., 1999a). As EPEC utilizam o sistema de secrec¢édo do tipo
[ll para injetar proteinas efetoras na membrana plasmatica e no citoplasma da célula
hospedeira (HUECK, 1998). Um complexo protéico formado pelas EscD, R, S, T e U
sao responsaveis por formar um poro ha membrana interna da bactéria; EscJ forma
uma estrutura no espaco periplasmatico conectando a membrana externa a
membrana interna; EscF se projeta pela membrana externa, formando uma estrutura
a qual EspA liga-se diretamente, formando um canal até a célula hospedeira; EscN
esta relacionada com a conversdo da energia para a secrecdo (GAUTHIER,;
FINLAY, 2002). A maioria dos genes que codificam o sistema de secrecéo tipo Il de
E. coli tem homologia com os genes do aparato de secrecdo de Yersinia spp,
Shigella spp e Salmonella spp (FRANKEL et al., 1998).

A regidao LEE 4 contém os genes que codificam as proteinas Esp (EPEC-
secreted proteins), que s&o produzidas durante o curso da infeccdo (NATARO;
KAPER, 1998) e sdo secretadas pelo sistema de secre¢ao do tipo Ill. ESpA é uma
proteina estrutural filamentosa de 25 kDa localizada na superficie bacteriana, que
interage com o epitélio celular nos primeiros estagios da lesdo A/E, formando um
canal para translocacdo de efetores para a célula hospedeira (FRANKEL et al.,
1998). EspB (38 kDa) e EspD (40 kDa) formam um complexo poroso no epitélio
celular através do qual as proteinas serdo translocadas (MAIRENA et al., 2003).
EspF, que é secretada para o interior da célula hospedeira, atua na destruicdo das
juncdes oclusivas do epitélio intestinal (McNAMARA, et al., 2001). Essas proteinas
podem ser separadas em dois grupos funcionais: efetores translocados (Tir, EspF,
EspG) e componentes do aparato de translocacao (EspA, EspB, EspD).

Recentemente, Yerushalmi et al. (2014) descreveram que a regido LEE
possui 12 regides intergénicas e que cada regido contém seu proprio promotor.
Essas regides foram, entdo, classificadas da seguinte forma: LEE6 (espG e rorfl),
LEE1, rorf3, LEE7 (operon grlA), LEE2, LEE3, cesF, map, LEE5, cesT, escD e
LEE4. A figura 2 mostra o esquema representativo da regido LEE com seus

promotores.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da regido LEE, indicando seus operons e promotores
(YERUSHALMI et al., 2014)

A proteina Ler (LEE Encoded Regulator), codificada pelo gene ler presente na
regido LEE1, é considerada o principal regulador da regido LEE. E uma proteina da
familia H-NS de 15 kDa, que contém em sua regido carboxi um dominio de ligacao
ao DNA. Os reguladores globais H-NS reprimem a expresséo dos genes LEE e Ler
atua na expressao dos mesmos, competindo pela disponibilidade dos promotores
(BARBA et al., 2005; WINARDHI et al., 2014).

Os genes grlAR tem papel importante na regulacéo de ler e estdo inseridos na
regido LEE, no operon recentemente denominado LEE7 (YERUSHALMI et al.,
2014). Esses genes atuam de maneira positiva sobre ler através de GrlA (Gobal
Regulator LEE Activator), e negativamente através de GrlIR (Gobal Regulator LEE
Repressor). GrlA e GrIR séo co-expressos e GrIR atua inibindo GrlA (BARBA et al.,
2005; BUSTAMANTE et al., 2011; PADAVANNIL et al., 2013).

Além da regido LEE, as EPEC tipicas apresentam um plasmideo denominado
EPEC adherence factor (EAF), cujo tamanho varia entre 50 a 70 MDa (BALDINI et
al., 1983), e que contém os genes envolvidos com a biogénese da fimbria bundle-
forming pilus (BFP) e do operon plasmid encoded regulator (per), o qual codifica um
complexo regulador dos genes de viruléncia de EPEC (TRABULSI; KELLER,;
GOMES, 2002).

A adesina BFP é uma fimbria do tipo IV organizada na forma de feixes,
relacionada & ades&o localizada das EPEC a célula hospedeira (GIRON et al.,

1991), que participa da formagdo de microcolonias bacterianas em pontos



especificos da superficie celular in vitro e in vivo (KNUTTON et al., 1987,
SCALETSKY et al., 1984).

O complexo regulador PerABC, homologo da familia AraC de ativadores
transcricionais, ativa a transcricdo do operon bfp e da regido LEE, através da
ativacdo de LEE1 (MELLIES et al., 1999). Sua importancia é discutida, devido sua
auséncia em amostras de EHEC, EPEC atipica e Citrobacter rodentium, que séo
capazes de formar a lesdo A/E (BUSTAMANTE et al.,, 2011). Entretanto, foi
demonstrado que amostras de EPEC atipica complementadas com perABC,
estabelecem a lesdo A/E mais rapidamente (BUERIS, 2008).

O mecanismo de quorum sensing também esta envolvido na regulacdo da
regido LEE de EPEC tipica e atipica. Quorum sensing € um processo de sinalizacao
celular baseado na producéo e deteccdo de moléculas denominadas autoindutores
(Al), capazes de sincronizar a expressdo de genes relacionados a viruléncia e a
resisténcia a antibioticos (LENZ et al.,, 2005; NOVAK et al., 2010; SPERANDIO;
TORRES; KAPER, 2002a). Em EHEC, quorum sensing esta relacionado com a
formacédo da lesdo A/E, producdo da toxina Stx, crescimento celular, producédo do
flagelo e motilidade (SPERANDIO; TORRES; KAPER, 2002). Recentes estudos
descreveram a existéncia de sistemas de dois componentes relacionados ao quorum
sensing; Al-1/luxIR, luxS/Al-2 e Al-3/adrenalina/noradrenalina, sendo que, até o
momento, os sistemas Al-1 e Al-3 foram descritos em bactérias Gram-negativas, e
Al-2 foi encontrado em ambas (PARKER; SPERANDIO, 2009).

As acil homoserina lactonas sintetizadas por luxl sdo secretadas para o meio
extracelular e reconhecidas por IuxR, que ativa a transcricdo génica (PARKER;
SPERANDIO, 2009). Al-2 é secretado para 0 meio extracelular e seu
reconhecimento pode ocorrer através de 2 vias, LsrR e LuxQ, que ativam LsrK e
LuxO respectivamente, disparando uma cascata de sinalizacdo que envolve genes
relacionados com a sintese, captura e catabolismo de aminoacidos para a geracéo
de piruvato e succinato, e fatores de viruléncia (BACA-DELANCEY et al., 1999;
WALTER; SPERANDIO, 2006). O sistema AI-3, além de reconhecer moléculas
secretadas pelas proprias bactérias, é capaz de reconhecer e desencadear a
transcricdo de genes através de moléculas secretadas pelas células hospedeiras,
como adrenalina e noradrenalina. Essas moléculas sao reconhecidas pelo sistema
de dois componentes QseBC. O gene gseC codifica um sensor histidina quinase

responsavel por ativar a transcricdo do regulador gseB, cujo produto esta envolvido



na ativagcdo do flagelo e da motilidade (CLARKE et al., 2006; SPERANDIO;
TORRES; KAPER, 2002a).

As EPEC tipicas e atipicas também diferem com relacdo ao padrdo de
adesdao em células epiteliais in vitro. As EPEC tipicas apresentam o padrdo de
adesao localizada (AL), caracterizado pela adeséo bacteriana em pontos localizados
da célula formando grupos compactos (SCALETSKY et al., 1984). As EPEC atipicas
podem aderir ou ndo as células HEp-2. As amostras aderentes expressam
predominantemente o padrdo localizado-like (AL-L), caracterizado pela adesao
bacteriana em pontos isolados da célula epitelial formando microcolénias frouxas
(PELAYO et al., 1999; RODRIGUES et al., 1996; SCALETSKY et al., 1999), podem

também apresentar o padréo agregativo e difuso (ABE et al., 2009).

1.3 Flagelo

A colonizacdo bacteriana é um processo multifatorial que envolve diversas
adesinas. O flagelo contribui ndo s6 com a motilidade, mas também na formacéao de
biofilme, ligacdo & proteinas do hospedeiro, aderéncia, invasdo e colonizagdo
(ERDEM et al., 2007).

Amostras de E. coli possuem flagelo peritriquio que podem ser classificados
em diferentes tipos H, com base na variabilidade do dominio antigénico de FIiC
(HAIKO; WESTERLUND-WIKSTROM, 2013).

Figura 3 — Microscopia eletronica de transmisséo do flagelo (ERDEM et al., 2007)



A sintese flagelar é um sistema complexo que envolve mais de 60 genes
localizados em diversos operons, responsaveis pela motilidade e quimiotaxia. A
regulacdo destes genes ocorre em niveis transcricionais e pos transcricionais (LAY;
GOTTESMAN, 2012). Na base da hierarquia flagelar estd o operon flhDC. FIhD e
FIhC sdo proteinas regulatérias necessarias para a transcricdo dos demais operons
flagelares, participando da regulacdo do fator sigma flagelar (6% ou FliA). Mutantes
em flhDC perderam a atividade do fator transcricional 0®® (ARNOSTI, 1990; LIU;
MATSUMURA, 1994).

A formagéo do flagelo se da através de uma estrutura semelhante ao anel nas
membranas interna e externa do sistema de secre¢ao do tipo lll, formado por 26
copias da proteina FliF. A haste proxima ao anel é formada por subunidades de
FlgB, FIgC e FIgF e a regido distal formada por 26 subunidades de FIgG. A proteina
FIIE € necesséaria para a eficiente secrecdo dessas subunidades. As proteinas
integradas MotA e MotB formam o complexo necessario para a rotacdo do flagelo. A
rotacdo do motor pode ter seu sentido alterado (horario ou anti-horario) através da
fosforilagdo do sistema quimiosensor (CheY) e da participacdo de trés proteinas:
FliG, FIiN e FIiM. FIiG esta diretamente relacionada com a rotacdo do motor e
interage com MotA e FIliF (anel transmembréanico); FliM tem importante papel na
troca do sentido da rotac&o por se ligar em CheY fosfatado; e FIiIN desempenha um
papel na rotacdo e motilidade do tipo switching, além disso, parece contribuir para a
exportacao de energia apos sua interacdo com a proteina ATPase FliH. O gancho é
formado por cerca de 120 cépias de FIgE e o seu tamanho é controlado pelas
proteinas FIhB e FIiK. O filamento flagelar é constitutido por cerca de 20.000
subunidades, formando um tubo oco, constituido por uma Unica proteina, a flagelina
FIiC. A ponta do flagelo é recoberta por 5 moléculas de FliD, em forma de uma
estrutura anelar pentamérica, constituindo o cap flagelar (CHEVANCE; HUGHES,
2008; CHILCOTT; HUGHES, 2000).
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Figura 4 — Esquema representativo dos componentes do flagelo (HAIKO; WESTERLUND-
WIKSTROM, 2013)

A participacdo do flagelo na patogenicidade, incluindo os processos de
adesdo, invasdo e respota pré-inflamatéria, tem sido relatada em diversos
patdgenos como: Salmonela enterica serovar Typhimurium (GEWIRTZ et al., 2001),
Vibrio cholerae (CORREA et al., 2000) e Proteus mirabilis (MOBLEY et al., 1996).
Em amostras de EPEC do sorotipo O127:H6, o flagelo participa do processo de
adesédo. Mutantes em fliC foram deficientes na adesdo e amostras deletadas em
genes do sistema de secrecao do tipo Il (escN, espA, espB e escN) e no regulador
perA apresentaram a adesdo mediada pelo flagelo (GIRON et al., 2002). Erdem et
al. (2007) demonstraram a capacidade de falgelinas do sorotipo H6 e H7 se ligarem
a componentes de matriz extracelular. Amostras de STEC do sorotipo O113:H21
mutantes em fliC, apresentaram reducdo da invasao (HAIKO; WESTERLUND-
WIKSTROM, 2013)

1.4 HFQ

Hfq é uma proteina 11 kDa que tem participacdo na regulacado génica, foi

primeiramente descrita como fator para a transcrigdo do fago QP e a sua auséncia



acarreta em diversos impactos nos processos celulares, tais como: reducdo do
crescimento, resposta ao estresse, diminuicdo da viruléncia e quorum sensing
(CHIANG et al., 2011; M@LLER et al., 2002). Esse papel desempenhado por Hfg na
regulacdo poés transcricional estd relacionado ao pareamento imperfeito de
moléculas de small RNA (sRNA - pequenos fragmentos de RNA nao codificadores)
ao RNA mensageiro (MRNA) alvo (CHIANG et al., 2011; FROHLICH; VOGEL, 2009;
M@LLER et al., 2002; VOGEL; LUISI, 2011). Estima-se que micro-organismos como
a Salmonela sp e Escherichia coli possuam aproximadamente 100 diferentes
sRNAs, com tamanhos que podem variar entre 50 a 400 nucleotideos (FROHLICH;
VOGEL, 2009; VOGEL; LUISI, 2011).

Os sRNAs podem atuar de duas maneiras: em cis, quando o sRNA encontra-
se na fita oposta ao MRNA que sera regulado; e em trans, quando o sSRNA encontra-
se em um loci diferente do mMRNA regulado. A maioria dos sRNAs que atuam em
trans necessitam da associacdo a proteina Hfg (SALIM et al., 2012; WAGNER,
2013).

Hfg é um hexamero cuja porg¢ao proximal possui afinidade a regides ricas em
Adenina e Uracila e se liga ao sRNA; a porcéo distal se liga a regides ricas em
Adenina, como o mMRNA (FANER; FEIG, 2013).

Hfq
proximal di;}al

Figura 5 — Estrutura de Hfg (A) (VOGEL; LUISI, 2011), e interacdo de Hfg ao SRNA e ao mRNA, e

consequentemente a formacéo do complexo regulatério (FANER; FEIG, 2013).

Estima-se que o niumero de hexameros por célula varia de 400 a 10.000. O
motivo desta variabilidade permanece desconhecido. A disponibilidade de Hfg pode
ser um fator limitante para a regulacdo por sRNAs e, em certas circustancias, o
SRNA e 0 mRNA podem competir por Hfg (HUSSEIN; LIM, 2011).

As formas de atuacdo da proteina Hfq associada ao sRNA séo: liberacao ou
bloqueio do sitio de ligacdo do ribossomo (RBS), protecdo dos sRNAs da agédo da
RNAseE e degradacdo do mRNA pela RNAseE. Hfg ainda pode estar associado ao



MRNA levando a formacdo de uma cauda poli A pela PAP (Polimerase Poli A) e a

subsequente degradacao por uma Exonuclease (VOGEL; LUISI, 2011).
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Figura 6 — Esquema de atuagéo de Hfg (VOGEL; LUISI, 2011)

Diversos processos sdo regulados por sRNAs. RpoS é o fator sigma (c°)
associado ao estresse, expresso durante a fase estacionaria e que serve como
modelo de regulacdo por sRNA. Estudos tém demonstrado que, direta ou
indiretamente, o fator sigma o° regula 10% dos genes de E. coli. Em baixas
temperaturas, o SRNA DsrA junto com a chaperona Hfq, se liga ao mRNA de rpoS,
impedindo o blogqueio do RBS, favorecendo a traducdo (GOTTESMAN, 2004;
SOPER; DOXZEN; WOODSON, 2011; VECEREK et al., 2010a). O sRNA OxyS se
liga a0 MRNA de rpoS bloqueando sua traducao (GOTTESMAN, 2004).



A regulacéo do quorum sensing por SRNA esta bem estabelecida com relacéo
a Vibrio cholerae e Vibrio harveyi. A proteina Hfg juntamente com o sRNA, forma um
complexo denominado Qrr (quorum sensing regulatory RNA). Em baixa densidade, e
consequentemente com pouca disponibilidade de Al, LuxO é fosoforilado e ativa a
transcricdo de 5 Qrr. Os Qrr ativam a traducdo do regulador global AphA, que
controla aproximadamente 300 genes relacionados a baixa densidade bacteriana
(fase Lag). Na presenca de maior concentracdo de Al, LuxO nao é fosoforilado e,
consequentemente ndo ocorre a transcricdo de Qrr. Esse fendmeno ocasiona a
traducdo de LuxR, que regula a transcricdo de aproximadamente 700 genes
relacionados a alta densidade bacteriana (fase Log) ( BASSLER, 2012; LENZ et al.,
2004, 2005; SHAO; TU; BASSLER, 2007).

Recentes estudos associando Hfg e quorum sensing em amostras de
Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) foram realizados. Na amostra protétipo
EDL 933, a regulacédo da ilha de patogenicidade LEE (locus of enterocyte
effacement) ocorre de forma negativa, sugerindo que Hfg e possivelmente sRNAs
atuam no bloqueio do RBS com participacédo dos reguladores Ler e GrlA (HANSEN,;
KAPER, 2009; SHAKHNOVICH; DAVIS; WALDOR, 2009). Entretanto, em outra
amostra protoétipo de EHEC (86-24), a regulacdo de LEE por Hfg é positiva, assim
como de QseBC. A toxina Stx,, por sua vez, € regulada negativamente (KENDALL et
al.,, 2011). A participacdo de Hfg, bem como de sRNAs em Escherichia coli

Enteropatogénica (EPEC) ainda permanece desconhecida.



6 CONCLUSAO

As amostras mutantes em hfgq de Escherichia coli Enteropatogénica tipica (sorotipo
0127:H6) e atipica (sorotipo O55:H7) obtidas neste estudo, apresentaram uma
reducdo na capacidade de adesao e formacédo da lesdo attaching and effacing em

relacdo as amostras selvagens.

A analise de transcricdo de genes envolvidos na lesdo attaching and effacing

corroborou os resultados obtidos nos ensaios fenotipicos.

Foi observada uma reducao de motilidade das amostras mutantes em hfq.

Foi proposto um modelo da participacdo de Hfg na regulacdo dos fatores de

viruléncia das amostras estudadas.
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Figura 33 — Papel de Hfg na regulacdo dos fatores de viruléncia de Escherichia coli Enteropatogénica.
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