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RESUMO

Bactérias do género Aeromonas sdo Gram-negativas com forma de bastonetes e
que nao formam esporos. S&o anaerodbias facultativas e quimiorganotroficas. Desde
1992 formam a nova familia Aeromonadaceae, ordem Aeromonadales, classe
Proteobacteria e subclasse gammaProteobacteria. Sdo ubiquas de ambientes
aquaticos e apresentam alto grau de patogenicidade, causando infecgdes
oportunistas. Produzem fatores de viruléncia que constituem foco do interesse
clinico. Em bactérias, os RNAs nao codificantes com fungao regulatéria (ncRNAs)
podem modular respostas fisioldgicas, principalmente através da interagdo ncRNA-
MRNA. A predicdo de ncRNAs em bactérias do género Aeromonas pode ampliar o
conhecimento sobre a regulagdo dos mecanismos de patogenicidade. Neste
trabalho utilizamos a abordagem bioinformatica para obter sequéncias candidatas a
NcRNAs e seus provaveis alvos nas espécies A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A.
trota e A. veronii. Para isso foram utilizadas as ferramentas Infernal versdo 1.1.1.
(inference of RNA alignments) e TargetRNA2, respectivamente. Segundo o banco de
familias de RNA Rfam, dentre os 231 candidatos preditos, 50 deles foram
classificados como ncRNAs com propriedades regulatéria. Foram também
encontrados 175 RNAs curtos (smallRNAs) e 6 riboswitches. |dentificamos ncRNAs
reguladores que atuam in cis e ncRNAs que atuam in trans, sendo estes ultimos
frequentemente dependentes da proteina Hfg, uma chaperona de RNA. Dentre os
eventos regulados estdo viruléncia, formacao de biofilmes e sobrevivéncia celular.
Em A. veronii bv sobria 312M, a expressao de alguns ncRNAs foi confirmada por
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) extraido de células cultivadas na presencga ou
auséncia de desoxicolato de sodio, que mimetiza a exposigao da bactéria a um sal
biliar secundario. Foi verificado o aumento da expressdo do RNA curto 6S (200%) e
a diminuicdo da expressao dos ncRNAs CsrB1(81%), CsrB2 (56%) e PrrB_RsmZ
(23%). O 6S RNA é comumente expresso na fase estacionaria e regula a atividade
da holoenzima RNA Polimerase. Os ncCsrB fazem parte do sistema regulatério
CsrA/CsrB que tem um efeito regulador negativo sobre a sintese de glicogénio,
gliconeogénese e catabolismo de glicogénio e um efeito regulador positivo na
glicdlise. E, aparentemente, o ncPrrB_RsmZ poderia formar um complexo regulatério
ncPrrB_RsmZ/mRNAcsrA. Também foi investigada a existéncia de ilhas genbmicas
em A. veronii B565. Foram empregados as ferramentas GIPSy, Zisland e
IslandView. Destaca-se a presenca do gene nudF, que é alvo do ncRNA CsrB, em
uma das ilhas gendmicas preditas pelo Zlsland. A proteina NudF esta envolvida na
regulacao da sintese do glicogénio. Utilizando o IslandView foi possivel visualizar os
genes lysR, CheW, bvgS que também sdo alvos de ncRNAs. Finalmente, os
resultados alcangados apontam uma nova linha de investigacdo para a
compreensao do metabolismo e da patogenicidade de Aeromonas spp.

Palavras-chave: Aeromonas, RNA nao codificador, viruléncia, bactérias.
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ABSTRACT

Bacteria of the genus Aeromonas are gram-negative rod-shaped and do not form
spores. They are facultative anaerobes and chemororganotrophic. Since 1992 they
form the new family Aeromonadaceae, order Aeromonadales, class Proteobacteria
and subclass gama-Proteobacteria. They are ubiquitous in aquatic environments and
present a high degree of pathogenicity, causing opportunistic infections. Produce
virulence factors are the focus of clinical interest. In bacteria, non-coding RNAs with
regulatory function (ncRNAs) may modulate physiological responses, primarily
through the ncRNA-mRNA interaction. The prediction of ncRNAs in bacteria of the
genus Aeromonas can increase the knowledge about the regulation of pathogenicity
mechanisms. In this work we used the bioinformatic approach to obtain candidate
sequences for ncRNAs and their probable targets in the species A. hydrophila, A.
caviae, A. sobria, A. trota and A. veronii. For this, the Infernal 1.1.1 tools were used.
(Inference of RNA alignments) and TargetRNA2, respectively. According to the RNA
Rfam family bank, among the 231 candidates predicted, 50 of them were classified
as ncRNAs with regulatory properties. There were also 175 small RNAs and 6
riboswitches. We identified regulatory ncRNAs that act in cis and ncRNAs that act in
trans, the latter often being dependent on the Hfgq protein, an RNA chaperone.
Among the regulated events are virulence, formation of biofilms and cell survival. In
A. veronii bv sobria 312M, the expression of some ncRNAs was confirmed by RNA
sequencing (RNA seq) extracted from cells cultured in the presence or absence of
sodium deoxycholate, which mimics the exposure of the bacterium to a secondary
bile salt. Were observed increased expression of small 6S RNA (200%) and
decreased expression of N\cCRNAs CsrB1 (81%), CsrB2 (56%) and PrrB_RsmZ (23%).
6S RNA is commonly expressed in the stationary phase and regulates the activity of
the holoenzyme RNA polymerase. The ncCsrB make the regulatory system
CsrA/CsrB that has a negative regulatory effect on glycogen synthesis,
gluconeogenesis and glycogen catabolism and a positive regulatory effect on
glycolysis. And, apparently, ncPrrB_RsmZ could form a regulatory complex
ncPrrB_RsmZ/mRNAcsrA. We also investigated the existence of genomic islands in
A. veronii B565. The GIPSy, Zlsland and IslandView tools were used. We highlight
the presence of the nudF gene, which is the target of ncRNA CsrB, in one of the
genomic islands predicted by Zlsland. The NudF protein is involved in the regulation
of glycogen synthesis. Using IslandView it was possible to visualize the lysR, CheW,
bvgS genes that are also targets of ncRNAs. Finally, the results show a new line of
research to understand the metabolism and pathogenicity of Aeromonas spp.

Key-words: Aeromonas, non-coding RNA, virulence, bacterium.
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1 INTRODUGAO

Aeromonas spp. sao bactérias gram-negativas, anaerobias facultativas,
quimiorganotroficas e que ndo formam esporos. Compdem a microbiota autdctone
de ecossistemas aquaticos, mas estdo amplamente disseminadas pela natureza, e
sdo mais frequentemente isoladas no verdao. Algumas espécies sao patogénicas
para humanos e as infecgbes decorrem principalmente da ingestdo de agua ou
alimentos contaminados, e contato com agua contaminada, causando infec¢des
locais, intestinais, ou sistémicas. Aeromonas spp. foi identificada como o agente
responsavel por 90% das infec¢des de pele e tecidos adjacentes observadas apos
desastres ambientais na Tailandia e Estados Unidos. Segundo a Organizagéo
Mundial da Saude, Aeromonas spp. € um dos importantes agentes de infecgdes
gastrointestinais, que tem a diarréia como principal manifestagdo. Estas infec¢des
estdo associadas ao alto indice de mortalidade infantil no mundo.

O objetivo deste trabalho foi predizer RNAs néo codificadores (ncRNAs) e
seus alvos em bactérias do género Aeromonas, por meio de abordagens de
bioinformatica. Foram utilizados as ferramentas preditoras Infernal versao 1.1.1 (para
NcRNAs) e TargetRNA2 (para ncRNAs/alvos). A expressao de alguns preditos foi
observada em sequenciamento de RNA obtido de Aeromonas veronii bv sobria
312M cultivada em meio BHI adicionado de desoxicolato de sddio, um composto
presente na bile. A anotagao das sequéncias e a sugestdo de fungdo dos ncRNAs
preditos foi obtida na base de dados Rfam 12.1, que contém uma colecdo de
familias de ncRNA. Foi investigada a presenca de alvos relacionados com viruléncia
e alvos presentes em ilhas genbmicas. Através destas anadlises pretende-se
contribuir para o entendimento do papel dos ncRNAs na regulagdo dos mecanismos

fisiologicos da bactéria, incluindo os mecanismos de viruléncia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aeromonas spp.

Bactérias do género Aeromonas sao bacilos Gram-negativos que nao formam
esporos (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005). Sao quimiorganotroficas;
anaerdbias facultativas que realizam metabolismo oxidativo e fermentativo da D-
glicose; expressam as enzimas citocromo-oxidase e catalase e realizam a redugao
de nitrato a nitrito. As condigdes 6timas de temperatura compreendem 22 a 37 graus
célsius e o pH varia entre 5,5 a 9,0 (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005).

Os primeiros isolados de Aeromonas spp. datam o final do século XIX, mas s6
em 1936 o género foi proposto por Kluyven e Van Niel e, inicialmente, foi incluido na
familia Pseudomonadacea (SCHUBERT, 1967). Em 1974 o género foi incluido na
familia Vibrionaceae. Porém, estudos de hibridizacdo rRNA-DNA dos membros
desta familia indicaram que havia bactérias com diferencas suficientes para criar
uma nova familia. Estudos subsequentes, realizados por Colwell e colaboradores em
1986, e confirmados em 1992 por Martinez-Murcia e colaboradores, através de um
estudo filogenético baseado na analise da sequéncia do gene rRNA 16S, verificaram
que esses microrganismos sao evolutivamente diferentes do género Vibrio, o que
levou a descricao da familia Aeromonadaceae, ordem Aeromonadales, classe
Proteobactéria e subclassse GammaProteobacteria (MARTIN-CARNAHAN &
JOSEPH, 2005).

Aeromonas spp. faz parte da microbiota de ecossistemas aquaticos, estado
amplamente disseminados na natureza (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005;
PALU et al., 2006; WU et al., 2007, FIGUEIRA et al., 2011) e tem capacidade de
tolerar ambientes poluidos, como esgoto, e de sobreviver em agua tratada com cloro
(NEYTS et al.,, 2000; PALU et al., 2006; DASKALQOV, 2006; KINGOMBE et al.,
2010). Sua proliferagao € inibida pela presenca de bactérias heterotréficas, o que
sugere que a competicao por nutrientes € um fator limitante para a sua manutencéao
no meio ambiente (MARY et al., 2001). As células podem se agrupar e formar um
biofilme para, desta forma, resistirem a alteracées ambientais bem como a ag¢ao do
cloro (SINHA et al., 2004).
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A proliferacdo de Aeromonas spp. € maior em temperaturas médias a
elevadas, e estas bactérias sao mais frequentemente isoladas no verdao (EDBERG et
al., 2007). Como estdo amplamente disseminadas nos ambientes aquaticos, é alta a
possibilidade de transmiss&o aos seres humanos por ingestdo de agua ou alimentos
contaminados, bem como a infeccdo da pele por contato direto com agua
contaminada (SEN & RODGERS, 2004, SCOARIS et al., 2008, JANDA & ABBOTT,
2010). As infecgbes causadas por Aeromonas spp. em seres humanos incluem
septicemia, celulite, gastroenterite, peritonite, endocardite, meningite, infec¢gdes do
trato urinario, doencas hepatobiliares, infecgdes oculares e pneumonia (SEN &
RODGERS, 2004, WU et al., 2007, KHAJANCHI et al., 2010). Também ja foram
identificadas complicagdes como sindrome hemolitico-urémica (BOGDANOVIC et
al., 1991 in SESHADARI, 2006) e fascite necrotizante (ANGEL et al., 2002; FOSSE
et al., 2004) além de infecgdes oportunistas em pessoas imunocomprometidas
(MERINO et al., 1995; CHOPRA & HOUSTON, 1999, KINGOMBE et al., 1999,
SCOGLIO et al., 2001). Portanto, o género Aeromonas representa uma ameaca
importante a saude publica, e, além disso, também apresenta resisténcia a
antibiéticos (SCHRAG & WIENER, 1995; CONWAY & ROPER, 2000; DASZAK et al.,
2001).

O primeiro caso de infecgdo pelo género Aeromonas foi observado em 1954
em uma mulher Jamaicana e desde 1961, quando uma espécie de Aeromonas spp.
foi isolada de fezes humanas, diferentes espécies vém sendo identificadas como
agentes causadores de diarréia (VON GRAEVENITZ, 2007). Casos de diarreia
provocados por Aeromonas spp. tem sido descritos em todo o mundo, incluindo
regides desenvolvidas como a América do Norte e Europa (SVENUNGSSON et al.,
2000; JANDA & ABBOT, 2010) e em especial nos paises em desenvolvimento
(NOJIMOTO et al., 1997; ALBERT et al., 2000; ASSIS et al., 2014). Aeromonas spp.
também € uma das causas da “diarréia dos viajantes”. Isto foi bem documentado em
estudo realizado com pacientes internados em um hospital na Espanha, devido a
“diarreia do viajante”. Aeromonas spp. foram isoladas de parte dos pacientes, com
prevaléncia das espécies A. caviae e A. veronii biovariedade sobria (VILA et al.,
2003).

Posteriormente, em 2004 quando houve o tsunami na Tailandia, bactérias do
género Aeromonas foram identificadas como patégenos majoritarios, representando
mais de 20% dos isolados de ferimentos (DIXON, 2008).
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Com relagao as vias de infecgao por Aeromonas spp, ja foram demostradas
as vias por ingestdo de agua e alimentos contaminados, por contato de ferimentos
com agua contaminada, e raramente por mordida de cobras e outros répteis, e
também de animais como ursos (KUNIMOTO et al., 2004; JANDA & ABBOTT,
2010).

O género Aeromonas compreende 27 espécies (Quadro 1), sendo que
algumas espécies tem um impacto mais relevante na saude humana. Cerca de 90%
dos isolados clinicos pertencem a trés espécies: A. hydrophila, A. caviae e A. veronii
sobria. Elas estdo associadas principalmente com gastroenterite em individuos
saudaveis, septicemia, geralmente em individuos imunodeprimidos, e infeccbes em
ferimentos (FARMER Il et al., 2006). Mas também sdo capazes de provocar outras
infecgdes (MARTIN-CARNAHAN & JOSEPH, 2005; JANDA & ABBOTT, 2010).

O crescente numero de casos e a gravidade das infec¢gdes causadas por
Aeromonas spp. documentadas em todo o mundo levou a inclusdo dessas bactérias
na lista dos patogenos emergentes (BORCHADT et al., 2003).

Aeromonas spp. € também um agente causador de hemorragia bacteriana e
septicemia em peixes e esta se tornando um grande problema para a industria de
piscicultura (LI et al., 2011).

Véarios mecanismos de viruléncia das bactérias do género Aeromonas,
caracteristicas que as tornam capazes de causar doengas em humanos, ja sao
conhecidos (GRIM et al., 2013, 2014), mas a patogénese das infecgbes ainda néo
foi bem esclarecida e nem foi estabelecido um modelo de infecgao animal adequado
para todas elas (EDBERG et al., 2007; JANDA & ABBOTT, 2010).
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QUADRO 1 - ESPECIES ATUALMENTE INCLUIDAS NO GENERO Aeromonas.

ESPECIES ORIGEM AUTORES

A. hydrophila Leite Stainer, 1943

A. salmonicida Salméao Griffin ef al, 1953

A. sobria Peixe Popoff e Veron 1976

A. media Agua (rio) Allen et al_, 1983

A. veronii Muco Hickman-Brenner ef af., 1987
A. caviae Cobaia Schubert & Hegazi, 19588

A schubertii Abscesso cutineo Hickman-Brenner ef al_, 1988
A. eucrenophila Peixe de agua doce Schubert e Hegazi, 1988

A. jandaef Fezes humanas Carnahan et al., 1991a

A frota Fezes humanas Camahan et al_, 1991b

A. allosaccharophila  Enguia Martinez-Murcia et al., 1992b
A. encheleia Enguia Esteve etal., 1995b

A. bestiarum Peixe doente Ali ef al., 1996

A. poporfii Agua potavel Huys et al., 1997

A. simiae Fezes de macaco Harf-Monteil ef al., 2004

A. molluscorum Molusco bivalve Mifiana-Galagis ef al., 2004
A. bivalvium Molusco bivalve Mifiana-Galagis et al., 2007
A aguarionium Agua (Aquario) Martinez-Murcia et al., 2008
A fecta Isolado clinico e ambiental Demarta ef al, 2008

A. piscicola Peixe Beaz-Hidalgo et al., 2009

A fluvialis Agua (Rio) Alper ef al., 2010a

A. sanarellii Ferida Alperi et al,, 2010b

A. taiwanensis Ferida de queimadura Alperi ef al., 2010b

A diversa Ferida Mifiana-Galagis et al., 2010
A nivuli Agua (riacho) Figueras et al., 2011a

A. cavernicola Agua (riacho de caverna) Martinez-Murcia et al., 2013
A. australiensis Agua(sistema de imigacdo)  Aravena-Roman ef al,, 2013

FONTE: ADAPTADO DE ALVES DA SILVA, 2015.

2.2 RNAs NAO CODIFICADORES

O RNA é a macromolécula que tem funcdo de manutengao e transmissao da

informagéo génica e de catalise durante a transcrigdo e a tradugédo, respectivamente

(ZAHA et al., 2014). Todos os tipos de RNAs, exceto os RNAs virais, sdo transcritos

a partir do DNA gendmico. Ha trés tipos mais conhecidos de RNAs:

a) RNA ribossomal (RNAr): associa-se a proteinas para formar os ribossomos.

Representa 95% do RNA total da célula formando fitas duplas por pareamentos

internos.

b) RNA mensageiro (RNAm): molécula de tamanho variavel e vida curta, que

contém informacgao para a sintese de peptideos e proteinas-

c) RNA transportador (RNAt): responsavel por transportar e acoplar os

aminoacidos ao mRNA, pelo pareamento codon/anticédon, durante a sintese

proteica (ZAHA et al., 2014).
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Os genes codificadores de peptideos e proteinas, ou seja, genes
codificadores de mRNA, estdo presentes nas regides codificadoras do genoma, e
sao identificados durante a anotacdo como fases de leitura abertas ou open reading
frames (ORFs). No entanto, o genoma também contém genes codificadores de
outros tipos de RNAs além dos ribossomais e transportadores, localizados em
regides conhecidas como regides intergénicas ou intergenic regions (IRs). Essas
moléculas sao referidas como RNAs n&o codificadores (ncRNAs) e por muito tempo
ficaram ocultas nos genomas ou nao receberam a devida importancia. Porém, a
partir da década de 90 varios pesquisadores passaram a relatar a sua presenga nos
genomas e a sua participacdo em diversos processos essenciais para a manutengao
das fungdes celulares (WASSARMAN et al., 1999). Atualmente, é consenso que o0s
ncRNAs formam uma classe de moléculas importantes que estdo presentes nos
dominios Archaea, Bacteria e Eukarya e estdo envolvidos em varios processos
celulares (Quadro 2) (ZAHA et al., 2014).

QUADRO 2- CLASSE DE RNAs E SUAS RESPECTIVAS FUNGCOES

Tipo Classe Procarioto Eucarioto  Fungao
Codificador ~ mRNA Presenca Presenca Sequencias sintese de proteinas
(mensageiro)
Nao Codificador rRNA Presenca Presenca Sintese de Proteinas
(robossomico) 70S(50S+30S) 80S(60S+40S)
tRNA Presenca Presenca  Transportador de aminoacido ao local de sintese proetinas
(transportador)
snoRNA Auséncia Presenca Maturagéo de ribossomos e RNAs transportadores
(RNA nucleolar)
SnRNA Presenca Presenca  Sintese do mRNA eucariétioco
(RNA nuclear)
SRNA Presenca Presenca Modula a transcri¢o e a estabilidade de mRNAs
(RNA pequeno)
CRISPR Presenca Auséncia Sistema de defesa bacteriana
(RNA CRISPR)
miRNA Auséncia Presenca Silenciamento génico pela inibigdo da tradugéo e cliva mRNAs
(micro RNA)
siRNA Auséncia Presenca Silenciamento génico
(RNA interferéncia)
piRNA Auséncia Presenga  Silenciamento génico em células germinativas
(RNA liga-se PIWI)
IncRNA Auséncia Presenca Regulagéo bioldgica e processos de desenvolvimento de doengas
(RNA longo)

FONTE: MODIFICADO DE ZAHA et al., 2014.
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Em procariotos e arquéias, os ncRNAs podem ser classificados quanto a
posicao no genoma em relagdo ao seu alvo, o que reflete seu mecanismo de agao
(SHARMA & VOGEL, 2009). Os cis-encoded ncRNAs sao transcritos in cis antisenso
em relagcédo ao alvo e os trans-encoded ncRNAs sao transcritos a partir de regides
intergénicas distantes do gene alvo (WATERS & STORZ, 2009). O pareamento
antisenso entre o ncRNA regulatoério e o alvo € o mecanismo de agdo mais comum
(MASSE & GOTTSMAN, 2002; SHARMA & VOGEL, 2009). Essa interacdo ocorre
em regides curtas e de complementariedade perfeita, no caso dos cis-encoded
antisense ncRNAs, ou imperfeita, no caso dos trans-encoded ncRNAs (ELLIS et al.,
2015). O tamanho desses ncRNAs pode variar de 50 até 600 pares de bases e eles
correspondem a maior parte dos ncRNAs regulatérios em procariotos (PICHON &
FELDEN, 2008).

Os primeiros ncRNAs identificados em uma bactéria datam da década de 70 e
essas moléculas foram nomeadas de 6S e 4.5S, respectivamente (WASSARMAN et
al.,, 1999). Foram localizadas utilizando eletroforese de gel de poliacrilamida
(WASSARMAN et al., 1999). A partir desta descoberta, centenas de genes
candidatos a codificadores de ncRNAs com funcéo regulatéria tem sido descritos
(MEYER et al., 2011; TOHMASON et al., 2015).

Cis-encoded antisense ncRNAs

Essa classe de ncRNA, também denominada cis-asRNAs, é encontrada tanto
em bactérias como em arquéias (DENNIS & OMER, 2005). Os genes sao expressos
como sequéncias complementares de mRNAs que correspondem aos seus alvos, no
mesmo locus génico, e a fungao regulatéria € exercida através do pareamento, com
alto grau de complementariedade, com o0 mRNA alvo (Figura 1) (PRASSE, 2013).
Por isso, a ligagcdo cis-asRNA/mRNA alvo produz um duplex, alterando a
estabilidade do mRNA, induzindo a estabilidade ou degradagdo do duplex. Essas
moléculas participam da indugdo ou inibicdo da expressdo génica, da inibigdo da
tradugao, da regulacéo da replicagao de plasmideos e da conjugacado (GEORGE;
HESS, 2011).
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FIGURA 1 - PAREAMENTO DE UM CIS-ENCODED ncRNA COM O SEU ALVO.

O ncRNA ¢ transcrito in cis antisenso em relagdo ao mRNA alvo, no mesmo locus génico. Por isso,
ocorre o perfeito pareamento de bases entre o par ncRNA/mRNA alvo.

FONTE: PRASSE et al., 2013.

Trans-encoded ncRNAs

Os trans-encoded ncRNAs sao transcritos no sentido trans e a partir de genes
localizados em regides afastadas dos seus alvos (Figura 2). O pareamento de bases
NncRNA/mRNA alvo, ao contrario dos cis-encoded antisense ncRNAs, é parcialmente
complementar e geralmente dependente da proteina Hfg, uma chaperona de RNA
(WATERS & STORZ, 2009). Por esses motivos esta classe de ncRNAs pode parear
com diversos alvos (GOTTESMAN, 2005; PREVOST et al., 2007).

O pareamento de bases entre um trans-encoded ncRNA e seu mRNA alvo
geralmente leva a inibicdo da traducgdo, degradagcao do mRNA, ou ambos. Ele ocorre
principalmente na regido 5’UTR do mRNA, bloqueando o sitio de ligagdo ao
ribossomo (Figura 3) (HOE et al., 2013). O duplex ncRNA/mRNA alvo é entédo
degradado pela RNaseE.
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FIGURA 2 - LOCALIZAGAO DE UM TRANS-ENCODED ncRNA EM RELAGAO AO ALVO E SEU
MODO DE ACAO

O pareamento de um trans encoded ncRNA com o seu mRNA alvo nio é perfeito uma vez que os
genes estado alocados em regides distantes no genoma.

FONTE: PRASSE et al., 2013.

FIGURA 3 - DETALHE DO PAREAMENTO DE UM TRANS-ENCODED ncRNA COM SEU ALVO
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Pareamento geralmente oclui, total ou parcialmente, o sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS) e isso
impede a sintese da proteina. Na figura, o RBS do mRNA MM2441 de arqueia esta bloqueado pelo
pareamento com o frans encoded ncRNA.

FONTE: PRASSE et al., 2013.

Riboswitches

Riboswitches sao sequéncias localizadas na regido 5 UTR ou, menos
frequentemente, na regido 3' UTR de um dado mRNA (BREAKER, 2012). Séo
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capazes de regular a transcricdo do gene a jusante ao servirem como receptores de
metabdlitos especificos que modificam sua estrutura secundaria. Estas sequéncias
apresentam dois dominios distintos, o aptamero e a plataforma de expressdo que
estdo parcialmente sobrepostos. No inicio da transcricdo ocorre o dobramento do
dominio aptédmero a potencial ligacdo do metabdlito, e isso leva o dominio
plataforma de expressao a assumir a forma de um grampo antiterminador ou de um
grampo terminador rho-independente (Figura 4) (BREAKER, 2012, WATERS &
STORZ, 2009). A expressao génica € controlada pela terminagdo da transcrigao,
pela inibicdo da tradugdo, quando ha sequestro do RBS, ou pela degradagédo do

RNA mensageiro.

FIGURA 4 - RIBOSWITCH
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Riboswitches sdo classificados como elementos cis-encoded, podem estar localizadas na regiéo 5’
UTR e menos frequente na regido 3' UTR. S&o utilizados para a terminagao da transcrigdo do mRNA
e na iniciagdo da traducdo, podem inibir a expressdo génica e impedir a tradugdo, quando ha o
sequestro do RBS.

FONTE: PRASSE et al., 2013.

RNAs nao codificadores Hfq dependendes

A proteina Hfg foi descoberta em 1968 como um fator hospedeiro de
Escherichia coli que era essencial para a replicagdo do bacteriéfago QB. Hoje se
sabe que Hfg € uma proteina de ligacdo de RNAs bacterianos e que esta envolvida
em papéis fisiologicos importantes que sado geralmente mediados pela interagcédo da
Hfg com o RNA n&o codificador (DAVIS & WALDOR, 2007).


https://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://en.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteriophage_Q%CE%B2
https://en.wikipedia.org/wiki/Hfq_binding_sRNA
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A interacao entre Hfqg e RNA nao codificador facilita a regulagao traducional
do mRNA em resposta ao stress ambiental e mudangas nas concentragdes de
metabolitos. Esta interagdo esta envolvida também na regulagdo de respostas ao
stress mediado pelos fatores sigma RpoS, sigma-E e sigma-32 (ZHANG et al.,
2003).

RNAs nao codificadores que regulam a atividade de proteinas

Existem ncRNAs capazes de se ligar a proteinas para regular a sua fungao
(MOREIRA, 2010). Um exemplo desse tipo de ncRNA é o RNA 6S que foi
identificado por Hindley em 1967, em Escherichia coli (MIKULIK, 2003). A Partir dos
anos 2000 o RNA 6S foi predito através de ferramentas computacionais e
experimentalmente analisado em diversas espécies bacterianas (STEUTEN et al.,
2014).

Esse RNA regula a atuacdo da RNA polimerase (RNAP), e é altamente
expresso na fase estacionaria. Ele sequestra quase toda 6’° RNAP holoenzima na
fase estacionaria tardia e com isso contribui para adaptagdo transcricional
bacteriana nessa fase, em que ha aumento da transcricdo de promotores o°-
dependentes (TROTOCHAUD & WASSARMAN, 2004; WENHER et al., 2014;
STEUTEN et al., 2014). Quando as células reencontram um ambiente nutricional
favoravel elas podem reativar a atividade metabdlica. Uma vez que o 6S RNA ocupa
o sitio ativo da RNA polimerase ele pode ser usado como molde para a sintese
abortiva de fragmentos de 6S RNA com 14 a 20 nucleotideos, os pRNA (RNA
products), especialmente na retomada da atividade metabdlica (WASSARMAN,
2007). Os complexos formados por 6S RNA:RNAPol:pRNA sdo muito instaveis e
provocam a liberagcao do duplex 6S RNA:pRNA da RNA polimerase e a consequente
retomada da capacidade de transcricdo (WASSARMAN, 2007).

2.3 PREDICAO E VALIDAGCAO DE ncRNAs

Alguns ncRNAs atuam como potentes reguladores da expressao génica ou da
atividade proteica (WATERS & STORZ, 2009). Podem regular diversos eventos,
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variando do sensoriamento ambiental a patogénese (TJADEN et al., 2006;
BACKOFEN & HESS; 2009). Em bactérias patogénicas, participam de eventos
relacionados com a viruléncia, com a resposta a antibiéticos bem como com a
expressdo génica induzida pelo hospedeiro (PAPENFORT & VOGEL, 2010). A
disponibilidade de aproximadamente 2.200 genomas procariéticos em bases de
dados publicos tem facilitado a busca computacional por estes ncRNAs que deve ser
seguida de validagéo experimental (HUTTENHOFER et al., 2005).

A maioria das ferramentas computacionais € aplicada para localizar genes
putativos e essa triagem simplifica o processo de identificagdo de ncRNAs em
bactérias (JOHANSSON & COSSART, 2003). A bioinformatica tem colaborado para
0 aumento significativo da descoberta de RNAs curtos n&o codificadores em
bactérias patogénicas ou ndo. Tecnhologias como microarray e sequenciamento
massivo de RNA (RNAseq) também tem contribuido para o aumento significativo do
namero de ncRNAs (SHARMA & VOGEL, 2009). A esses estdo sendo atribuidos
muitos papéis funcionais (PAPENFORT & VOGEL, 2010), mas alguns, até o
momento, permanecem desconhecidos.

Em paralelo, foi necessaria a criacdo de plataformas computacionais
eficientes para o armazenamento e anotacdo desta categoria de moléculas. A
maioria das sequéncias de ncRNAs conhecidos, validada ou ndo, esta depositada
no banco de dados Rfam, que contém uma colecao de familias de RNAs e esta
hospedado no European Bioinformatics Institute. Escherichia coli e Salmonella
typhimurium figuram como organismos de referencia nos bancos de dados.

Com o advento das mais novas tecnologias para predigdo de ncRNAs, viu-se
a necessidade de confirmar esses preditos, o0 RNAseq surgi entdo com essa
abordagem de propor uma nova tecnologia que confirmasse os ncRNAs preditos

pelas ferramentas.

2.3.1 PREDICAO DE RNAs NAO CODIFICADORES

Os genes que codificam proteinas sao identificados por meio de diversos
algoritmos concebidos para identificar um conjunto de sinais nas sequéncias de DNA
que caracterizam uma ORF (ZAHRA et al., 2014). No caso dos genes codificadores

de ncRNAs, os principais conceitos usados em preditores de ORFs nao puderam ser
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utilizados, pois nédo existem, por exemplo, coédons de inicio e término de tradugéao e
sitio de ligagao ao ribossomo. Os primeiros preditores de ncRNAs basearam-se na
busca por sequéncias promotoras e sitio de ligacdo para fator de transcrigdo
conservados e terminador Rho-independente, em regides intergénicas (RIVAS et. al,
2001). Com o passar do tempo, as ferramentas passaram a incorporar algoritmos
para anotacdo génica, estatistica de composi¢ao de bases, e predigdo de estrutura
secundaria em sequéncias de RNA n&o conservadas e estabilidade termodinamica
(PICHON & FELDEN, 2008).

Sao exemplos de ferramentas preditoras de ncRNAs em bactérias:
sRNAPredict (LIVNY et al., 2005), TransTermHP (KINGSFORD et al., 2007; TRAN et
al., 2009), sRNAPredict3, SIPHT, sRNAscanner e sRNAfinder (LIVNY et al., 2008;
SRIDHAR et al., 2010)

Uma ferramenta bastante utilizada é o Infernal versao 1.1.1 que utiliza um
modelo de covariancia baseado na construgdo de estruturas secundarias de uma
familia de RNA e pesquisa base de dados de sequéncia de estrutura de RNAs
semelhantes. Realiza uma pesquisa de homologia, seguido pela estrutura
secundaria com base em alinhamentos multiplos, a ultima versdo utiliza 4
ferramentas — CMBUILD, para construgdo das estruturas secundarias;
CMCALIBRATE, calcula parametros para o e-valor;, CMSEARCH, para buscar
sequéncias e estruturas semelhantes e CMALIGN, para alinhar as sequéncias. O e-
valor é atribuido para alinhamentos de RNA e prever, assim, os locais do RNA nao
codificante (TOLEDO-ARANA et al., 2007).

Com a popularizagdo do método RNAseq, surgiu a ferramenta Cufflinks que
combina analise de sequéncias de DNA e resultados do sequenciamento de RNA.
(TRAPNELL et al., 2010).

2.3.2 VALIDAGCAO DE RNAs NAO CODIFICADORES

A validagdo experimental de candidatos preditos por bioinformatica € uma
etapa importante para confirmar que uma molécula candidata esta envolvida na
regulacdo de processos bioldégicos. Como ja mencionado, os ncRNAs estdo
envolvidos na modulagao da transcricao e da traducéo, na estabilidade do mRNA e

também no estabelecimento da viruléncia em bactérias patogénicas, entre outros. A
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literatura esta repleta de artigos referentes a deteccdo de ncRNAs, em procariotos e
arquéias, por abordagem bioinformatica e muitos dos candidatos permanecem sem
validacdo ou com fung&do desconhecida. Dentre os métodos experimentais para a
validagcao deste grupo de moléculas tem destaque o Northern blotting e o Reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) (PALADON-BRAUCH et al, 2008;
LOPES-GOMOLLON, 2011; KHOO, et al, 2012). No primeiro método, o RNA
purificado € submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida e o ncRNA é
detectado pelo uso de oligonucleotideos sonda. No segundo método, o RNA
purificado é utilizado como molde para a sintese do DNA complementar (cDNA) que
€ entdo usado como molde para o PCR quantitativo, com oligonucleotideos
iniciadores (primers) que dever&o alinhar com as sequéncias de ncRNAs candidatas.

Os avancos recentes na preparacdo de bibliotecas de RNA e a
disponibilidade de plataformas de sequenciamento de nova geragao popularizaram o
método de sequenciamento massivo de RNA (RNA-seq). Esta se tornou a estratégia
preferencial para analise do perfil de expressdao de mRNA e também de ncRNAs
(transcriptoma).

E um método baseado no sequenciamento de fragmentos de cDNA (DNA
complementar), obtidos de uma biblioteca de RNA purificado de células mantidas em
condigdes fisiologicas especificas. Desta forma, o transcriptoma representa o perfil
de expressao génica de um organismo em um dado momento metabdlico (WANG et
al., 2009). No que se refere aos ncRNAs, diversas moléculas deste grupo ja foram
detectadas em diferentes organismos por essa abordagem (D'ANTONIO et al., 2015;
NEUHAUS et al., 2017).

2.3.3 PREDICAO DE ALVOS DE RNAs NAO CODIFICADORES

Uma consequéncia natural da descoberta dos ncRNAs que interagem com
MRNAs alvos foi a necessidade de saber quem sao essas moléculas. Testes e
validagdes experimentais de alvos s&o laboriosos, caros e, em alguns casos,
carecem de modelos biolégicos adequados. A aplicacdo da abordagem
bioinformatica tornou-se importante para minimizar o esforco em laboratério e nos
anos 2000 comegaram a aparecer ferramentas para predicdao de alvos de ncRNAs.

Tinha-se a expectativa de se obter redes de interagdo entre ncRNAs e mRNAs e de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neuhaus%20K%5bAuthor%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neuhaus%20K%5bAuthor%5d
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se poder fazer correlagbes entre espécies geneticamente nao relacionadas. A
previsao in silico de mRNAs alvo, no entanto, mostrou-se ser um desafio devido a
elevada heterogeneidade dos ncRNAs em tamanho e estrutura e, também, ao fato
da complementaridade com o alvo ser imperfeita (VOGEL & WAGNER, 2007).

As ferramentas preditoras de alvos mais em evidéncia sdo: CopraRNA,
IntaRNA, RNAplex, RNAup, TargetRNA2, RNAhybrid, RNAduplex, RNAcofold,
Pairfold (PAIN et al., 2015).

O TargetRNA2 é um servidor web que identifica alvos de ncRNAs trans-
encoded em bactérias e arquéias. Ele calcula scores de hibridizagdo 6timos para
pares ncRNAs\ mRNA alvo e fornece uma lista de mRNAs alvos candidatos (VOGEL
& WAGNER, 2007). O TargetRNA2 trabalha com as possibilidades das regiées mais
estaveis, ou seja, as regides mais propensas a serem regides alvo (KERY et al.,
2014). Neste projeto optou-se pelo uso do TargetRNA2 pois ele apresenta uma

plataforma acessivel ao usuario e fornece dados de alinhamento.

2.4. ESTRUTURA SECUNDARIA DOS ncRNAs BACTERIANOS

A estrutura secundaria do RNA é um passo intermediario na formacao da
estrutura tridimensional. Ela é formada por regides de fita dupla formada pelo
dobramento da molécula sobre si propria. Para que essas regides ocorram, uma
subsequéncia de bases em um sentido precisa ser complementar a outra
subsequéncia de bases no sentido oposto. Os principais pares formados sdo G/C
(trés ligagdes de hidrogénio), A/U (duas ligacbes de hidrogénio) e G/U (duas
ligacbes de hidrogénio) (AMABIS & MARTHO, 2004).

Além disso, também existem interacdes terciarias no RNA que sdo interagdes
entre estruturas secundarias, que nao sao previsiveis por ferramentas de predigao
secundaria, mas podem ser encontradas por andlise de covaridncia (GRIFFIHS-
JONES, 2006).

Um método para predicdo da estrutura secundaria do RNA consiste em
escolher os conjuntos de pares de bases complementares que resultam nas
moléculas energeticamente mais estaveis. A partir disso, estruturas com energias

quase tao estaveis quanto a mais estavel podem ser produzidas, e as regides cujas



28

predicdbes sdo as mais confidveis podem ser identificadas (SANTOS & CASTRO,
2000).

O RNAfold, ¢ uma ferramenta que prevé estruturas secundarias de
sequéncias de DNA ou RNA de cadeia simples (LOREN et al., 2011).
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2.5SISTEMAS DE SECRECAO EM BACTERIAS

Bactérias apresentam nanomaquinas moleculares altamente especializadas,
que secretam uma ampla variedade de substratos que desempenham fungdes
importantes na resposta ao ambiente e também em processos fisioldgicos tais como
adesao, patogenicidade, adaptacdo e sobrevivéncia (COSTA et al., 2015). Em
bactérias gram-negativas estes aparatos podem se localizar na membrana externa
ou abranger membrana interna e externa, atravessando-as e formando um canal
extracelular (DUONG & WICKNER 1997; REMAUT & WAKSMAN, 2004). Os
sistemas de secrecao sao classificados em 6 tipos diferentes (Figura 5):

- Tipo |: sua fungcao € secretar uma variedade de proteinas do citoplasma para o
meio extracelular (HUECK 1998; REMAUT & WAKSMAN 2004). Em bactérias gram-
negativas patogénicas, os produtos secretados frequentemente estdo associados
com a aquisicéo de nutrientes ou viruléncia (COSTA et al., 2015).

- Tipo Il: faz a secre¢cdao de proteinas dobradas do periplasma para o meio
extracelular, seus substratos incluem varias enzimas hidroliticas importantes para a
sobrevivéncia bacteriana e exoenzimas relacionadas a degradacado de tecidos do
hospedeiro (PUGSLEY 1993, COSTA et al., 2015).

- Tipo lll: promovem a transferéncia de proteinas efetoras da bactéria diretamente
para dentro do citoplasma das células do hospedeiro, onde modulam diversas
funcdes bioldgicas, como expressdo génica, progressado do ciclo celular e fungdes
bioquimicas. S&o importantes fatores de viruléncia em bactérias gram-negativas
como Salmonella, Yersinia entre outras (HE, 2004).

- Tipo IV: complexos proteicos que atravessam o envelope bacteriano promovendo a
translocacdo de proteinas ou DNA para o interior de células-alvo ou para o meio
extracelular. Membros desta familia s&o responsaveis pelo processo de conjugacéo
ou exercem papel essencial na viruléncia em varias espécies de bactérias
(CHRISTIE, 2004).

- Tipo V: localizados na membrana externa, incluem os autotransportadores. S&o
sintetizadas como grandes precursores contendo um dominio translocador e um
dominio passageiro, que constitui o dominio funcional secretado da proteina. O
dominio translocador é dirigido ao sistema Sec e apds atravessar a membrana

interna € montado na membrana externa e entdo o dominio passageiro é
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transportado. Muitas dessas proteinas tém fungdes associadas com viruléncia
(THANASSI et al., 1998; GRIJPSTRA et al., 2013).

- Tipo VI: apresenta uma estrutura, que se assemelha a cauda de bacteriéfagos,
ancorada no envelope celular através de complexos proteicos associados as
membranas bacterianas (CIANFANELLI et al., 2016). Transporta diversas proteinas
efetoras diretamente nas células alvo de uma maneira contato-dependente. As
proteinas secretadas desempenham fungdes nas interagdes entre bactérias e
hospedeiro, interacdo com outras bactérias e interacbes com o ambiente
(CIANFANELLI et al., 2016; GREEN & MECSAS, 2016).

FIGURA 5 — SISTEMAS DE SECRECAO BACTERIANOS

Estrutura dos sistemas de secrecdo bacteriana. HM: membrana do hospedeiro; OM: membrana
externa; MM: micomembrana; OMP: membrana externa proteina; MFP: proteina de fusdo de
membrana. ATPases e chaperonas sdo mostradas em amarelo.

FONTE: MODIFICADO TSENG et al., 2009

Um sistema de secrecéo do tipo VII foi descrito em 2007 em Mycobacterias
(ABDALLAH et al., 2007) e um sistema do tipo VII-like em S. aureus, que secreta a
toxina EsaD que tem como alvo bactérias competidoras, foi recentemente reportado
(ANDERSON et al., 2011 & CAO et al., 2016).

2.6 ILHAS DE PATOGENICIDADE EM PROCARIOTOS

Segundo Hacker e colaboradores (1990) ilhas de patogenicidade (PAI's) sao
grandes conjuntos génicos que apresentam propriedades diferentes do restante do
genoma e contem pelo menos um gene que possa ser associado a um processo

patolégico. Dentre as propriedades conferidas pelas ilhas de patogenicidade,
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destacam-se a capacidade do organismo aderir e invadir o epitélio das células
hospedeiras, produzir toxinas, captar ferro do meio ambiente e sintetizar o sistema
de secregéo do tipo Il (GROISMAN & OCHMAN, 1996).

As PAI's podem codificar varios fatores de viruléncia importantes: as
adesinas, que possibilitam aos microrganismos a colonizagdo dos tecidos, as
toxinas, as invasinas, os sistemas de captacao de ferro e os fatores que abolem as
defesas do hospedeiro. Além disso, a aquisicdo de genes que permite a resisténcia
a drogas antimicrobianas tornou-se um elemento adicional ao arsenal de viruléncia
das bactérias (MOTA; SORG & CORNELIS, 2005; JUHAS et al., 2009).

Em geral, quando sistemas de secrecao estdo presentes em ilhas de
patogenicidade, as proteinas exportadas causam, ou ajudam a causar, danos as
células hospedeiras, em favor da sobrevivéncia e multiplicagdo bacteriana (DEAN;
MERESCA &KENNY, 2005).

As regides ocupadas pelas PAl's tem entre 10.000 a 20.000 pares de bases,
apresentam conteudo GC diferente do restante do genoma, estdo associadas a
genes que codificam tRNA e\ou a fagos temperados. Nas extremidades das ilhas
podem ser observadas sequéncias de inser¢ao de integrases (elementos envolvidos
na mobilidade genética), indicando a presenca de hot spots, ou seja, locais no
genoma onde a inser¢cdo ou delecdo € facilitada. Isso fornece pistas de que a
transferéncia horizontal de grandes fragmentos de DNA seja provavelmente o meio
para aquisicdo de novos fatores de viruléncia pelas bactérias (LLOYD; RASKO &
MOBLEY, 2007).

2.6.1 PREDICAO DE ILHAS DE PATOGENICIDADE EM PROCARIOTOS

As ferramentas de predicdo de ilhas gendmicas abordam diferentes
metodologias. O Zlsland utiliza um método baseado no perfil GC cumulativo, que
detecta a variagao significante do conteudo GC entre a ilha e o restante do genoma.
Como resultado obtém-se um grafico mostrando os picos de GC% que delimitam as
ilhas (WEI et al., 2016). A ferramenta GIPSy se baseia no conteudo GC, uso de
cédons, presenca de genes de transposase; fatores de viruléncia, metabolismo,
resisténcia a antibioticos ou simbiose; proximidade a genes de tRNA e auséncia em

outros organismos do mesmo género ou espécies intimamente relacionadas



32

(SOARES et al.,, 2015). Como resultado obtém-se dados estatisticos do conteudo
GC, desvio do uso de cédons e porcentagem dos fatores de viruléncia. A ferramenta
IslandViewer utiliza trés ferramentas: IslandPick, que avalia a precisdo do método de
predicdo de ilhas genémicas; IslandPath-Dimob, que avalia a presenga de genes e
elementos funcionais moveis presentes nas ilhas e SIGI-HMM que mede o uso de
cédons para identificar possiveis ilhas (LANGILLE et al., 2008). Como resultado

obtém-se, um genoma circular indicando as provaveis regides de ilhas.



33

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

RNAs nao codificadores regulatorios e seus alvos em bactérias do género

Aeromonas

Jean Carlos M. da Costa, Alexandre R. Paschoal, Cyntia Maria T. F. Picheth,

Karoline Prediger, Maria Berenice R. Steffens

Abstract

Background: The Aeromonas spp are Gram-negative bacteria that do not form
spores and are chemoorganotrophic and facultative anaerobes. The first genus
description dates from the late nineteenth century, however the genus was only set
after a phylogenetic analysis of 16S rRNA in 1992, establishing a new Aeromonas
genus, which comprises the Aeromonadaceae family, Aeromonadales order,
Proteobacteria class and subclass gammaProteobacteria. This bacterium has a high
degree of pathogenicity causing opportunistic infections. In Bacteria, non-coding
RNAs with regulatory function (ncRNAs) can modulate physiological responses and
act by different mechanisms such as RNA-RNA pairing bases and RNA-protein
interactions. Technologies for non-coding RNA prediction analysis such as the
Infernal program (Inference RNA Alignment), can predict different types of ncRNAs,
indicating that the amount of regulatory ncRNAs can be higher than previously
thought. Traditionally, these approaches and more advanced technologies, such as
RNA-Seq, allows to identify ncRNAs involved with the virulence process, biofilm
formation, resistance to antibiotics and survival.

Results: The aim of this study was to identify ncRNAs present in the Aeromonas
strains: A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. trota and A. veronii. The genomes
deposited in the NCBI database were used as input data for the Infernal 1.1.1 tool.
The output data were separated into ribosomal RNAs, transfer RNAs and ncRNAs.
The ncRNAs were classified as smallRNAs, regulatory ncRNAs and riboswitches.
The identity of ncRNAs was determined on the Rfam database. The TargetRNA2
software was used for target prediction. A total of 231 ncRNAs were found. Fifty
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ncRNAs were assigned as regulatory, 6 as riboswitches, and 175 as ribosomal and
transfer RNAs.

Conclusions: We identified regulatory ncRNAs that acts in cis, ncRNAs that
associates with Hfg, ncRNAs involved in virulence, pathogenicity, responsible for
biofilm formation and cell survival. We also predicted the mRNAs targets for
Aeromonas spp. and analyzed the transcription profile of the of A. veronii sobria
312M in the presence of sodium desoxicolate. The expression of 6S smallRNA was
higher than control and the expression of CsrB and PrrB_RsmZ was lower than

control. These results indicate the metabolic adaption of A. veronii bv sobria 312M.

Keywords: Aeromonas, ncRNA regulatory, bacterium, pathogenicity, non-coding.

BACKGROUND

Aeromonas spp. sao bactérias gram-negativas patogénicas, ubiquitarias de
ambientes aquaticos e amplamente disseminadas na natureza, anaerdbias
facultativas, quimiorganotréficas e ndo formam esporos1. Essas bactérias sao mais
frequentemente isoladas no verdo e estdo distribuidas universalmente?. As infeccdes
podem ocorrer através da ingestdo de agua ou alimentos contaminados, causando
infeccdes locais, sistémicas e extra-intestinais®.

Os primeiros isolados do género Aeromonas spp. datam o final do século XIX,
mas s6 em 1992 depois de uma analise filogenética do rRNA 16S levou a descrigao
de uma nova familia Aeromonadaceae, do género Aeromonas, ordem
Aeromonadales, classe Proteobactéria e subclasse GammaProteobacteria®.

O primeiro caso de infeccdo por Aeromonas spp. foi observado em 1954 em
uma mulher na Jamaica®, desde entdo este patdgeno se sobressai em diversas
catastrofes, como o tsunami que atingiu a Tailandia em 2004, em que houve a
prevaléncia de isolados do género Aeromonas’, assim como no episédio da “diarréia
dos viajantes” que acometeu cidaddos espanhdis em 2001, acometendo
principalmente pessoas imunocomprometidas. Por isso, bactérias desse género

passaram a ser consideradas patégenos emergentes e oportunistas®.
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llhas genbOmicas sao grandes elementos genéticos que apresentam
propriedades diferentes do restante do genoma, e tem pelo menos um gene que
possa estar associado a algum processo patolégicog. Dentro das ilhas de
patogenicidade além de genes e proteinas relacionados com a viruléncia sao
encontrados sistemas de secregcdo que transportam substancias de dentro do seu
organismo para fora ou vice-versa'. Dentre os seis tipos bem descritos destacam-se

os do tipo Il e tipo VI’

. O sistema do tipo Il € o mais importante fator de viruléncia
em bactérias gram-negativas. Esse sistema permite que proteinas efetoras
bacterianas sejam transportadas para dentro do citoplasma das células do
hospedeiro, onde modulam diversas fung¢des bioldgicas, como expressao génica,
progressao do ciclo celular e funcdes bioquimicas'?. Sistemas de secrecéo do tipo VI
transportam diversas proteinas efetoras diretamente nas células alvo de uma
maneira contato-dependente. As proteinas secretadas desempenham fung¢des nas
interacdes entre bactérias e hospedeiro, interagdo com outras bactérias e interagbes
com o ambiente’. Ambos representam importantes fatores de viruléncia em
bactérias enteropatogénicas.

RNAs nao codificadores (ncRNAs) estdo presentes nos dominios Bacteria,
Archaea e Eukarya, podendo ter fungao regulatéria, podem atuar in cis (cis encoded
NcRNAs) ou in trans (trans-encoded ncRNAs). Os cis encoded ncRNAs sé&o
transcritos antisenso ao seu mRNA alvo e a regulagao ocorre através do perfeito
pareamento de bases. Isso influencia no tempo de meia-vida e estabilidade dos
mRNAs alvos'™. Os trans-encoded ncRNAs sdo transcritos em regides gendmicas
distantes do seu mMRNA alvo com quem tem pouca complementariedade de bases.
Comumente se ligam a sequéncias préximas ou sobrepostas ao sitio de ligacdo do
ribossomo do mRNA e regulam o processo de tradugdo, aumentando ou diminuindo
a estabilidade do mRNA""®. Durante a interagdo com o alvo podem necessitar de
uma chaperona, mais comumente a proteina Hfq'’. Outra classe de ncRNAs s3o os
riboswitches que constituem dominios complexos e enovelados de RNA localizados
na regiao 5-UTR do mRNA e promovem a regulagao transcricional apds ligarem
metabolitos especificos e sofrerem mudancas estruturais'®. Alguns ncRNAs também
podem estar associados a proteinas, como é o caso do ncRNA 6S que sequestra
quase toda RNA polimerase holoenzima na fase estacionaria tardia e com isso

contribui para adaptac&o transcricional do crescimento da fase estacionaria®.
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Nesse sentido, os ncRNAs estdo envolvidos em variados processos como:
viruléncia, metabolismo, resisténcia a antibioticos e simbiose®

Neste trabalho investigamos a existéncia de ncRNAs regulatérios no género
Aeromonas espécies A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. veronii e A. sobria,
utilizando abordagens de predi¢cdo de bioinformatica e confirmacao da expressao por
sequenciamento de RNA. Como resultado da predicdo e analise da expressao
encontramos ncRNAs envolvidos em atividade regulatoria e riboswitches, ambos
envolvidos em mecanismos de viruléncia, através da atuagdo dos seus alvos

preditos. Alguns desses alvos foram visualizados em ilhas gendmicas.

MATERIAIS E METODOS

Conjuntos de dados

As sequéncias usadas neste projeto foram coletadas do NCBI no dia 18 de
Janeiro de 2016. Foram utilizados os genomas completos das seguintes espécies de
Aeromonas:

- Aeromonas hydrophila ATCC 7966 NC_008570.1;

- Aeromonas veronii B565 NC 015424 1;

- Aeromonas veronii bv sobria PRJEB7051 contig F329 e contig 25;

- Aeromonas veronii bv sobria;

- Aeromonas trota 1999 LCR;

-Aeromonas caviae: NZ_CDBK01000014.1 PRJEB7024; NZ_JTBHO01000001.1
FDAAR605-75; NZ_LFH01000022.1 8LM; NZ JOVP010000028.1  YL12;
NZ_JWP0100006.1 L12; NZ_LFX001000026.1 A23; NZ_CACP01000025.1 Ae 398 e
NZ_CDB501000012.1 PRJEB7046.

Identificagao/anotagcao de ncRNAs e predi¢cao de alvos

Os conjuntos de dados extraidos do GenBank foram processados na

1?° versdo 1.1.1 com bitscore minimo de 24% e com modelos de

ferramenta Inferna
covariancia extraidos do banco de dados Rfam 12.1. Para identificagcdo e anotacao
de ncRNAs foi utilizado o aplicativo Artemis, assim como o BlastN para o

alinhamento das sequéncias de ncRNAs.
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Para a predicao dos alvos dos ncRNAs regulatérios foi utilizado a ferramenta
TargetRNA2%. Para a predicdo de ilhas gendmicas foram utilizadas as ferramentas
GIPSY®®, IslandView® e Zlsland®. Para a construgdo das estruturas secundarias

utilizou-se a ferramenta RNAfold”".
Analise de dados de RNA-seq

Para o RNA seq®' foi utilizada uma condigdo controle em meio de cultura
BHI**?® e uma condicdo experimental que consistiu em adicionar desoxicolato de
sodio a 0,1% ao meio de cultura. O RNA foi extraido utilizando o “Hight Pure RNA
Isolation Kit” (Roche) conforme as instru¢des do fabricante. A quantificacdo de RNAs
nas amostras foi realizada no Nanodrop e Qubit (Fluorometer Qubit R2.0.
Invitrogen). Para a analise da integridade do RNA as amostras foram submetidas a
eletroforese desnaturante em gel de agarose 1%, em tampé&o borato de soédio uma
vez, pH 8,0 e os géis foram corados com brometo de etideo. Para a sintese de
cDNA utilizou-se o kit “High capacity RNA-to-cDNA"**. O sequenciamento do cDNA
foi realizado na plataforma ION PROTON tm system®. A analise de qualidade foi
feita pela ferramenta FASTQC e as sequéncias foram analisadas pela ferramenta
CLC.

RESULTADOS
RNAS nao codificadores preditos
Empregando a ferramenta Infernal versao 1.1.1 foram obtidos 50 ncRNAs e 6

riboswitches que desempenham algum papel regulatério (Figura 6). Além disso,

foram preditos 175 ncRNA sem fungédo regulatéria, tais como rRNAs e tRNAs.
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FIGURA 6 - ncRNAs PREDITOS EM Aeromonas spp.

Riboswitch; 6

ncRNAs
regulatdrios; 50

ncRNAs sem
atividade
regulatdria; 175

FONTE: O AUTOR, 2016

No quadro 3 contém os ncRNAs regulatérios preditos e em quais espécies de
Aeromonas spp. foram identificados. Observa-se que somente alguns ncRNAs estao
presentes em todas as espécies (Quadro 3A) enquanto outros estdo presentes sé
em algumas delas (Quadro 3B). Existem ainda ncRNAs que sdo exclusivos de

algumas espécies (Quadro 3C).
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QUADRO 3 - LISTA DE ncRNAs REGULATORIOS ENCONTRADOS EM CADA ESPECIE DE
Aeromonas spp.

1A

C-di-gmp-l CrisPRDR48 CspA CsrB/C HpnOD260 Isr]  MicC/¥ RsmX Ser5 SpoT 42 SrafAfel SuhB SX6 tPP RyhB/Eb
1 1 1 1 1 1 1 1

A. veronii

1 1 1 1 1 1 1

A. hydrophila 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A. trota 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A. caviae 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
A. veronii bv sobria 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Total 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
1B

SX13 SXg9 T44 RimP_ ShraA SX14 IstR PsRNALZ RsmY RyeA S5X11 SH4 SXS
A. veronii 1 1 1 1 1 1 1 1 o o o 1 1
A. hydrophila 1 1 1 v] 1 o o] o 1 1 o o o
A. trota o] o] o] 1 o o o] o o] 1 1 o o
A. caviae 1 1 1 v] o 0 1 0 1 0 1 o o
A. veronii bv sobria 1 1 1 1 1 1 1 1 o o o 1 1
Total 4 4 4 3 3 2 3 2 2 2 2 2 2
ic

CrisPRDR47 Fask FinP FsrA  GahT GavB GyrA  Isrk 5X12 Prrf RprA RpsB RsaE RseX SiX30s1-4SroB TarB Yfrl
A. veronii o] v] v] v] o o o] o v] 0 o o o o o o 0 o
A. hydrophila 1 o o o o 1 o o o o o o 1 o 1 1 0 1
A. trota o] 1 v] 1 1 o 1 o 1 0 1 1 o 1 o o 1 o
A. caviae o] o] 1 o] o o o] 1 o] 1 o o o o o o 0 o
A. veronii bv sobria 1] o o o o 0 1] 0 o 0 o o o o 0o 0 o
Total 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Lista de ncRNAs regulatérios e os riboswitches presentes nas diferentes espécies de Aeromonas spp.
3A ncRNAs encontrados em todas as espécies, 3B ncRNAs encontrados em até quatro espécies e
3C ncRNAs exclusivos de uma uUnica espécie. No genoma de Aeromonas veronii bv sobria foi
encontrado duas copias do ncRNA CsrB.

FONTE: O AUTOR, 2016

O CspA estd envolvido em processos de homeostase e regulagdo da
temperatura®’. O C-di-gmp-l é um ncRNA que precisa da chaperona Hfq para
desempenhar suas funcdes de viruléncia, motilidade e formagdo de biofilme®®. O
CrisPRDR ¢é necessario para os mecanismos de protecdo da bactéria, uma vez que
ele atua expulsando os DNAs invasores da bactéria®. O SpoT42 regula o
metabolismo de hidratos de carbono, sua sintese € aumentada na presenga de
glucose e inibida na presenca de AMP (adenosina mono fosfato)*. O PrrF esta
envolvido em processos de homeostase do ferro®'. O RprA é regulado pelo RpoS
(em situacao de stress), a sua regulacéo pelo RpoS impede o bloqueio do RBS junto
com a Hfg*%. O SgrS é um ncRNA que precisa da associagdo com a Hfq, ele auxilia
a célula a se recuperar de situagdes de stress>®. O FasX regula negativamente a
expressao da pilis e de proteinas de ligacao da fibronectina na superficie celular
bacteriana®. O RsaE regula a expressdo de varias enzimas envolvidas no
metabolismo, através da ligacdo anti-sentido do mRNA alvo®. O Yfr1 esta
relacionado com o crescimento bacteriano em situacdes de stress®®. O CsrB age
como regulador negativo da biossintese de glicogénio®. Os SX4, SX5, SX6, SX9,

SX11, SX12, SX13 e SX14 codificam fatores de viruléncia em Xantomonas, porém
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sua fungdo em Aeromonas spp. ainda é desconhecida®. O MicC e o MicX*® atuam
reprimindo o mRNA alvo ompC. O SuhB atua in cis e sua fungao ainda ndao é bem
esclarecida®. O IstR inibe a tradugdo da toxina TTSB*'. O SraA e Srel s&o analogos
e atuam como reguladores da transcricdo e sua sintese esta aumentada em
concentracdes elevadas de magnésio42. RsmX e RsmY atuam na formacgado do
biofilme e motilidade®.

O riboswitch tPP tem uma estrutura secundaria conservada e se liga ao
pirofosfato de tiamina e regula a expressdo de seus genes através de uma
variedade de mecanismos**. tPP é a forma ativa de tiamina, uma coenzima
essencial sintetizada por meio de acoplamento de pirimidina e tiazol em bactérias®.
O SbrA auxilia a bactéria a tolerar situagdes de stress*®. O RimP regula a proteina
NUSA*. O RseX é dependente de Hfq e regula o ompA e ompC*. O FsrA regula a
biodisponibilidade de ferro®®. O GyrA é um cis-encoded ncRNA envolvido no
mecanismo de resisténcia ao antibidtico ciprofloxacina®®. O RpsB esta relacionado
com a regulagéo da temperatura®. O TarB inibe a expressdo de toxinas e é co-
regulador da proteina pilus®®. O IsrK & um regulador transcricional e o RyhB e RyeB

sd0 reguladores do metabolismo do ferro®.
Predicdo de alvos pela ferramenta TargetRNA2

Os alvos dos ncRNas foram preditos pela ferramenta TargetRNA2. O numero
de alvos foi variavel e foram considerados somente aqueles que apresentaram valor
de energia minima de pareamento de -8 (Quadro 4). Foram obtidos o nome do
MRNA alvo e a posigdo das bases envolvidas no pareamento entre o mRNA e o
NcRNA. O menor valor de energia minima de hibridizacdo foi de -8.31 do par
CspA/FLGL (flagelina) e o maior valor de energia minima de hibridizacao foi de -
27.44 do par SX13/PNUC (Nicotinamide riboside transporter). A energia minima de
hibridizagao reflete o valor de energia necessaria para desfazer o pareamento, por
isso, quanto mais negativo o valor mais estavel é o pareamento estabelecido entre o
ncRNA e seu alvo®. Como ja observado em outras bactérias, alguns sitios de
pareamento entre os NcCRNAs e os mMRNAs estao proximos ou sobrepostos ao RBS,
uma sequéncia importante para o acoplamento do mRNA no ribossomo®. Assim, a
formagao do par ncRNA/mRNA bloqueia o RBS e impede a sintese da proteina. Em

Aeromonas spp. foram encontrados 12 ncRNAs regulatérios que hibridizam na
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regido do RBS com valor de energia minima de hibridizagao variando de -10.53 para
o par ncRNA FinP/FLIL e -20.07 para o par ncRNA SgrS/MAP (Quadro 5). Nota-se
que para um mesmo NncRNA podem ser observados valores de energia minima de
hibridizagdo diferentes para cada um de seus alvos. Entretanto, estes valores nao

diferem muito entre si.

QUADRO 4 - ncRNAs REGULATORIOS DE Aeromonas spp. E SEUS POSSIVEIS ALVOS PREDIOS
PELA FERRAMENTA TargetRNA2

ncRNA regulatério mRNAs Alvos

FasX

msrA, sapB, menB, ppC, gmaha-2, holA, luxR, ppiB, nadB, secC, hemK, nagC, tetR

CrisPRDR cusA, rhlE, pyk-1, smpB, livH, flgB, fabA, fabG, mutT, imcF, dsbA, dapE

fliS, mglC, treC, holA, cobD, murP, cyoE, cyaA, galU, sfsA, gltB, yipB, msbB

SX13 sprT, pnuC, radC, hlyU, putP, malt-1, yibP, secD, hslU, yehT, phnE, qacE, uniB
fIhF, eutE, rnfE, tetR, alsS, ginP, pepQ, apbE, nifj-1, aspC, apaG

SroB mshA,lysR, hemY, hrpA, chew-2, hslU

SpoT42 IpxH, miaB, rpoH, radC, ccoS, glyQ, pepsY, cysN, deoA, nplC, dapa-2, atpE, nqrA, cyaA

RprA yjdF, gspO, ruma-2, metN, kefA, yicE, lysR, ptsH, dapa-1, IpxD, fliA, gntR,
pap2, secd-1, thif, coaA, lesA, dppD, romC

SgrS maP, treC, gmha-2, mazG, iadA, srmB, sbccD, IpxH, creB, fkpB, bvgs, lysR, xdhb, yqgbC,
vqiA, luxR, lepA, pvcB, roml, nolR

taa dppD, pumP, araC, mscS, grpE, tehB, motY, kdpA, araB, folA, argG, cueR, sugk, lepA,
kdkA, redF

SX9 fumC, hisD, mukB, torC, mmsa-2, cinA, gltB, tonb2, mutT, hmgA, pyrE, nudX

CsrB sanA, hyfA, dinB, phnX, thiC, pap2, kdkA, nuoF, pheA, dnaX, dppD, treC, cysA, eutE,
kdpC, trps-2, amrB, tonB, nupC, mshA, mutT, greA, parA, nudX, nudF, mipA,

MicC uuP, rbsB, tpiA, mdtH, gntR, sprT, nlpD, recD, coaE, csgA

FsaE chea-1, asps, rplA, asd-2, dnaX, trps-1, hslO, rpsl, hutU, secY, loID, ompR, asmA

CspA pepsY, fliK, hrfF, ftsA, ompR, gntR, thiQ, csgaB, ycjZ, finV, nrtC, fliL, gloA, flgL

FinP omlA, fliL, fleQ, minC, rpsD

RimP dinB, fbpC, pilQ, mdtH, gldA, greB, recR, gabT, phzF, cinA, minE, osmC, oppA, fadJ, pank, ilvE

RNAs ndo codificadores regulatérios de importancia para o trabalho e seus alvos preditos pela
ferramenta TargetRNA2. Os ncRNAs foram escolhidos aleatoriamente para ilustrar quais sdo os seus
alvos.

FONTE: O AUTOR, 2016
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QUADRO 5 - ALVOS DOS ncRNAs E SUAS CARACTERISTICAS

ncRNA ALVO ENERGIA LOCALIZACAO LOCALIZACAOD FUNCAD
CRSIPRDR FABG -12,25 -d 10 3-quetoacil-ACT-redutase
FNR -10,91 -2 9 regulacdo de fumarato/ nitrato - regulador transcricional
SX13 MALT-1 -19,67 -19 1 repressor transcricinal
UNIB -12,76 -9 9 biossintese de ubiquinona
SGRS MAP -20,07 -11 8 metionina aminopeptidase
TREC -18,49 -6 9 alfa-fosfotrealose
GMHA-2  -17,51 -10 11 fosfoheptose isomerase
LPXH -12,21 -5 13 udp-2,3-diacilglucosamina hidrolase
SPOT42 RPOH -11,74 -12 3 fator sigma alternativo
RPRA DAPA-1 -10,81 -6 13 sintese de dihidropicolinato
Ta4 KDPA -10,91 -7 12 transportador de potéssio
5X9 FUMNC -15,04 -4 12 fumarato hidratase
MUKB -12,99 - 10 proteina de divisdo celular
CSRB UDK -15,6 -22 -2 uritidina guinase
NUOF -12,749 -24 -5 NADH
PHEA -12,09 -6 10 ?
MICC RBSB -13,24 -13 -d transportador da D-ribose
FSAE ASD-2 -10,97 -1 13 aspartato semialdeido desidrogenase
CSPA FTSA -12,99 -11 3 proteina de divis8o celular
THIQ -10,78 -13 1 tiamina/ transportador de ATP
FINP RPSD -11,59 -5 9 proteina ribossomal
FLIL -10,53 -9 10 proteina flagelar basal
RIMP GLDA -13,12 -21 -3 glicerol desidrogenase
RECR -11,21 -15 5 proteina recombinante

O quadro ilustra e caracteriza o alvo do ncRNA, como: a funcdo, a sua localizagdo em relagcédo ao
codon de inicio da tradugdo AUG e a sua energia minima de hibridizagao. Os alvos foram escolhidos
de acordo com a sua energia e a sua localizagao (preferencialmente préximos ao RBS).

FONTE: O AUTOR, 2016

Os alvos dizem respeito a genes como MSHA, alvo do ncRNA SroB, que é
responsavel pela colonizagdo da bactéria no organismo do hospedeirose. Genes
responsaveis pelo sistema de secrecgao tipo Ill e IV, que dao o carater de viruléncia
as bactérias gram-negativas e que sao alvos do ncRNA RimP. Genes responsaveis
pela formagéao e rotagao dos flagelos que permitem a bactéria motilidade e invasao
no tecido hospedeiro sdo alvos dos ncRNAs FinP e CspA. Genes que auxiliam a
bactéria na formacdo do biofilme, alvos do C-di-gmp-1°". Genes como CHEW que
estdo envolvidos na transmissdo de sinais sensoriais, alvos dos ncRNAs SroB e
RsaE®®.

No geral os alvos de ncRNAs regulatérios identificados tem fungédo de:
proteina receptor de AMP ciclico, proteina de ligacdo de acido nucléico,
transportador aerobico, absorgdo de ferro, proteinas de membrana, proteinas de
adesdo como MSHA, FLP, PILI, proteinas de motilidade como os FLAGELOS,

riboenzimas que catalisam reag¢des quimicas e regulam genes em respostas a



43

concentracdo de determinados metabdlitos como glucose-6-fosfato, proteinas de
transmissao de sinais sensoriais, quimiotaxia, formacdo de biofilme, sistemas de
secrecao e producao de toxinas que favorecem os mecanismos de viruléncia da
bactéria. Como exemplo temos o PILQ, responsavel pelo sistema de secregao tipo
I°%; o FLIL que é uma proteina flagelar basal®®; o MINC proteina septar®® e o
CHEW-2 proteina quimiotaxica®’. O quadro 4 mostra como alguns dos ncRNAs
regulatorios agem sob seus alvos.

Os ncRNAs induzem, reprimem ou degradam os seus alvos, no entanto
alguns ncRNAs dependem de uma chaperona de RNA, nesse caso a proteina Hfq,
para que a ligagdo com o mRNA alvo aconteca (Quadro 6). Os seus mecanismos de
regulagdo variam, alguns sao regulados por grupos de dois componentes como o
CsrB, que é regulado pelo BarA-UvrY e age reprimindo a proteina CsrA, ja o IstR
reprime os mRNAs alvos, assim como o MicC, o RprA e o RseX. O ncRNA SgrS é
regulado de acordo com a concentragcao de glucose-6-fosfato e atua reprimindo o
seu mMRNA alvo (Quadro 4). Alguns dos alvos dos ncRNAs s&o responsaveis por
codificar fatores de viruléncia, esses fatores estao relacionados com a habilidade do
organismo em causar doengas, € o conjunto desses fatores resulta em mecanismos

de viruléncia (Quadro 7).

QUADRO 6 - ncRNAs REGULATORIOS DE Aeromonas spp. E SEUS MECANISMOS DE ACAO

Exemplos de como os ncRNAs agem sobre seus alvos e como séo regulados.
FONTE: O AUTOR, 2016
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QUADRO 7 — FATORES DE VIRULENCIA ALVOS DE ncRNAs EM Aeromonas spp. E SEUS
MECANISMOS DE VIRULENCIA

ncRNA Fatores de viruléncia Mecanismos de viruléncia
SroB mshA Colonizagao bacteriana no tecido hospedeiro
RimP pilQ Sistemas de secregéo
FinP e CspA fliL, figB, figL e fliS Motilidade e invasao
SroB e RsaE cheW Transmiss&o de sinais sensoriais
FinP minC Formagéao de septos
SroB cheW-2 Transmiss&o de sinais sensoriais
RseX ompA Proteinas de membrana
MicC ompC Proteinas de membrana
IstR tisA Toxina

Os RNAs ndo codificadores regulatorios que tem como alvos fatores de viruléncia, e quais
mecanismos esses fatores desencadeiam.

FONTE: O AUTOR, 2016

Predicdo de ilhas genémicas e localizagdo de alvos de ncRNAs em ilhas de

patogenicidade

Os alvos dos ncRNAs regulatérios podem estar presentes em ilhas de
patogenicidade no genoma de Aeromonas spp. Neste estudo foi investigada a
presenca de ilhas genémicas na espécie A. veronii B565 que é considerada uma das
espécies mais virulentas®®. Para predicdo de ilhas gendmicas foram empregados 3
ferramentas: GIPSy, IslandView e Zlsland. Pela ferramenta GIPSy®® foram preditas 8
ilhas putativas de patogenicidade, 6 ilhas putativas de resisténcia, 3 ilhas putativas

de metabolismo e 8 ilhas putativas de simbiose (Quadro 8).
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QUADRO 8 - PREDICAO DE ILHAS GENOMICAS EM A. veronii B565 — FERRAMENTA GIPSy

ILHAS Desvio G+C Desvio uso de cddons Fatores de viruléncia Proteinas hipotéticas
Putative Pathogenicity Island 1 42% 57% 42% 14%
Putative Pathogenicity Island 2 0% 33% 50% 33%
Putative Pathogenicity Island 3 69% 78% 78% 21%
Putative Pathogenicity Island 4 16% 30% 64% 38%
Putative Pathogenicity Island 5 18% 90% 63% 27%
Putative Pathogenicity Island 6 4% 8% 40% 40%
Putative Pathogenicity Island 7 57% 71% 50% 21%
Putative Pathogenicity Island 8 33% 55% 55% 33%
Putative Resistance Island 1 25% 25% 25% 25%
Putative Resistance Island 2 69% 78% 13% 21%
Putative Resistance Island 3 14% 14% 14% 42%
Putative Resistance Island 4 4% 8% 12% 40%
Putative Resistance Island 5 37% 12% 37% 37%
Putative Resistance Island 6 33% 55% 11% 33%
Putative Metabolic Island 1 42% 57% 57% 14%
Putative Metabolic Island 2 78% 78% 57% 21%
Putative Metabolic Island 3 33% 55% 44% 33%
Putative Symbiotic Island 1 0% 33% 16% 33%
Putative Symbiotic Island 2 0% 10% 30% 30%
Putative Symbiotic Island 3 25% 25% 25% 25%
Putative Symbiotic Island 4 69% 78% 21% 21%
Putative Symbiotic Island 5 18% 90% 18% 27%
Putative Symbiotic Island 6 4% 8% 40% 40%
Putative Symbiotic Island 7 37% 12% 25% 37%
Putative Symbiotic Island 8 33% 55% 22% 33%

llhas gendmicas preditas pela ferramenta GIPSy, que mede uso de cddons e o desvio do contetido
GC da ilha em relagao ao genoma, assim como os fatores de viruléncia em ilhas de patogenicidade.

FONTE: O AUTOR, 2016

Pela ferramenta IslandView® foi predita a presenca e a posi¢do de ilhas

gendmicas no genoma circular de Aeromonas veronii B565 (Figura 7)
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FIGURA 7 - GENOMA CIRCULAR DE A. veronii B565, MOSTRANDO PROVAVEIS REGIOES DE
ILHAS GENOMICAS

Os retangulos de diferentes cores, como o circulado na imagem, representam a localizagao dos
genes relacionados a diferentes fungdes, como metabolismo, viruléncia e resisténcia. As regides em
verde sdo resultado da ferramenta auxiliar IslandPick. As regides em azul sdo resultado da
ferramenta auxiliar IslandPath-Dimob e nelas estdo presentes proteinas flagelares e proteinas de
membrana. As regides em amarelo sido resultado da ferramenta auxiliar SIGI-HMM e nelas
encontramos proteinas de pilus, flagelares e quimiotaxicas. Os circulos de cor rosa representam
fatores de viruléncia e os circulos em laranja representam genes associados a outros patdégenos
como Xantomonas spp.

FONTE: ISLANDVIEW, 2016

No mapa, as regides vermelhas s&o ilhas genbmicas com alto grau de
confiabilidade uma vez que foram preditas por mais de uma ferramenta
computacional®. Dentre os genes componentes das ilhas preditas foram

encontrados o lysR que codifica regulador transcricional®

, 0 cheY que codifica uma
proteina de membrana®, o bvgS que codifica um fator de viruléncia®” e o rumA cujo
produto ainda é desconhecido®. Esses mRNAs s3o alvos dos ncRNAs SroB e RprA

respectivamente. Além disso, foram identificados dois genes codificadores de
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proteinas flagelares flgN e motY, que foram preditos como sendo alvos do ncRNA
SgrS.

A ferramenta Zlsland®® também foi empregado na predicdo de ilha de
patogenicidade em A. veronii B565 (Figura 8). As ilhas podem ser identificadas
através do desvio do uso de codons e da quantidade de fatores de viruléncia
presentes em ilhas de patogenicidade, e também podem ser preditas através da
variagdo do conteudo GC. Como resultado obtém-se um grafico mostrando os picos
de GC%® (Figura 8). Foram preditas 11 ilhas gendmicas (regides vermelhas do
grafico) sem, no entanto, distincdo entre elas. O gene nudF esta nesta ilha e seu
MRNA ¢é alvo predito do ncRNA CsrB (Figura 9). O gene nudF codifica uma ADP-
ribose pirofosfatase que regula negativamente a sintese do glicogénio em E. coli’®.
Ressalta-se que no genoma de A. veronii B565 foram encontradas 2 copias do gene
codificador do ncRNA CsrB, anotadas como CsrB1, CsrB2, que apresentam 79% de

similaridade.

FIGURA 8 - ILHAS GENOMICAS PREDITAS PELA FERRAMENTA ZISLAND EM A. veronii B565

O grafico mostra regides putativas de ilhas gendmicas, através da varicdo do conteudo GC. Ele
informa o numero de ilhas preditas, a localizagéo, a quantidade de genes e o score.

FONTE: ZISLAND, 2016
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FIGURA 9 — LOCALIZACAO DO GENE nudF EM ILHA GENOMICA PREDITA EM A. veronii B565

O

O gene nudF (circulado em vermelho) esta presente em uma ilha gendmica de A. veronii B565 predita
pela ferramenta Zlsland. Ele esta co-localizado com o gene to/C e mais 4 genes ainda
desconhecidos.

FONTE: CAPTURA DE TELA, ARTEMIS, 2016

Estruturas secundarias dos ncRNAs

Os ncRNAs podem ter suas estruturas secundarias preditas pela ferramenta
RNAfold”", disponivel em versdo web que prevé estruturas secundarias de
sequéncias de DNA ou RNA de cadeia simples. Neste trabalho foram preditas as
estruturas secundarias dos ncRNAs 6S, PrrB_RsmZ, CsrbB1 e CsrB2 de A. veronii
bv sobria. Uma vez que foram esses nRNAs que apresentaram expressao diferencial
na presencga de desoxicolato de sddio. (vide proximo item).

A estrutura secundaria do 6S em Aeromonas spp. tem alteragdes estruturais
em relagdo a estrutura secundaria do 6S em E. coli (Figura 10). A estrutura
secundaria do 6S consiste numa regido central caracterizada por uma dobra interna
de cadeia simples, que €& seguida de uma dupla cadeia longa e irregular,

descontinuada por pequenas dobras’?.
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FIGURA 10 - ESTRUTURA SECUNDARIA DO ncRNA 6S de A. veronii bv sobria e de E. coli

As regides com diferentes tons de coloragdo mostram o grau de conservagéo do ncRNA, variando de
0 (roxo) a 1 (vermelho). As estruturas secundarias foram obtidas pela ferramenta RNAfold.

FONTE: O AUTOR, 2016

Em E. coli o ncRNA Prrb_ RsmZ possui uma estrutura secundaria complexa
apresentando provaveis multiplos lagos de tronco com as sequéncias consenso
posicionadas predominantemente nas regides de cadeia simples nas extremidades
dos lagos-tronco. Esta estrutura foi dita semelhante aos ncRNAs reguladores CsrB e
RsmB, sugerindo que este ncRNA também interagisse com uma proteina
semelhante a CsrA em E. coli”>. Novamente, a estrutura secundaria deste ncRNA
em Aeromonas veronii bv sobria tem uma grande mudanga estrutural quando
comparada com a estrutura secundaria deste ncRNA em E. coli, embora se

observem regides preditas como conservadas pelo RNAfold (Figura 11).


https://en.wikipedia.org/wiki/Stem-loop
https://en.wikipedia.org/wiki/Stem-loop
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FIGURA 11 - ESTRUTURA SECUNDARIA DO ncRNA CsrB DE A. veronii bv sobria e E. coli

As regides com diferentes tons de coloragao mostram o grau de conservagdo do ncRNA, variando de
0 (roxo) a 1 (vermelho). As estruturas secundarias foram obtidas pela ferramenta RNAfold.

FONTE: O AUTOR, 2016

Os ncRNAs CsrB1 e CrcB2 de A. veronii bv sobria apresentam estruturas
secundarias semelhantes, mas diferentes do ncRNA CsrB de E. coli (Figura 12). O
NcRNA CsrB de E. coli pode ligar cerca de 9 a 10 dimeros da proteina CsrA uma vez
que possui até 22 motivos GGA expostos nas alcas da estrutura secundaria (Figura
12). Enquanto CsrB1 possui 3 motivos GGA, o CsrB2 possui 22 motivos e isso pode
ser um indicio de que o CsrB2 seja mais eficiente na regulagao exercida sobre CsrA.
O sistema regulatério CsrA/CsrB tem um efeito regulador negativo sobre a sintese
de glicogénio, gliconeogénese e catabolismo de glicogénio e um efeito regulador
positivo na glicolise™.

FIGURA 12 - ESTRUTURA SECUNDARIA DOS ncRNAs CsrB1 e CsrB2 de A. veronii bv sobria e
CsrB de E. coli

As areas com diferentes tons de coloragdo mostram o grau de conservagao do ncRNA, variando de 0
(roxo) a 1 (vermelho). As estruturas secundarias foram obtidas pela ferramenta RNAfold.

FONTE: O AUTOR, 2016


https://en.wikipedia.org/wiki/CsrA_protein
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycogen
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycolysis

51

Perfil de expressao dos ncRNAs em Aeromonas veronii bv sobria 312M

A expressao diferencial de alguns ncRNAs regulatérios preditos para A.
veronii bv sobria 312M foi confirmada através do sequenciamento de RNA obtido de
células cultivadas em meio BHI adicionado ou ndo de desoxicolato de sddio a 0,1%
e alguns ncRNAs apresentaram expressao diferencial. A expressdo do ncRNA 6S
aumentou em 200% enquanto a expressao dos ncRNAs CsrB1, PrrB_RsmZ e CsrB2

diminuiu em 81%, 23% e 56% respectivamente (Figura 13).

FIGURA 13 — PERFIL DE EXPRESSAO DOS ncRNAs EM A. veronii bv sobria 312M
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O grafico mostra os valores de expressao dos ncRNAs em RPKM (eixo y) e os picos de expressao
dos ncRNAs (eixo x). Somente valores iguais ou maiores que 1000 RPKM foram considerados
valores de expressio. As bactérias foram cultivadas em meio BHI contendo ou ndo desoxicolato de
sodio 0,1%.

FONTE: O AUTOR, 2016

Os outros ncRNAs preditos em A. veronii bv sobria 312M foram considerados
como sendo expresso na condicao controle uma vez que seus valores de expressao
em RPKM foram superiores a 1000 RPKM, no entanto a presenca do desoxicolato

de sodio n&o interferiu na sua expressao (Figura 13).
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DISCUSSAO

RNAs nao codificadores foram preditos em bactérias do género Aeromonas
spp. Foram encontrados 231 ncRNAs candidatos, sendo a maior parte (175)
classificada como small RNAs e os demais divididos em 50 ncRNAs regulatérios e 6
riboswitches. Esses ultimos, aparentemente desempenham algum papel regulatério
relacionado a viruléncia. Alguns ncRNAs regulatérios s&o exclusivos de apenas
algumas espécies de Aeromonas spp. 0 que pode estar relacionado com seu
potencial de viruléncia.

Os ncRNAs regulatérios foram identificados como participantes de diferentes
fungdes fisioldgicas como viruléncia e patogenicidade. Atuam regulando a formacéao
de biofilme, para que a bactéria consiga sobreviver em ambientes de concorréncia
mutua (C-di-gmp-l riboswitch), formacéo de flagelos que s&o utilizados para
locomogéao, aderéncia e invasdo no tecido do hospedeiro (RsmX, RsmY e FasX).
Através da interagdo ncRNA/mRNA ou ncRNA/proteina, regulam a sintese ou
funcdo de fatores de viruléncia, como o0 mshA e os componentes dos sistemas de
secrecao tipo lll, IV e VI, responsaveis pela colonizagao do tecido hospedeiro (SroB
e RimP). Estdo envolvidos também na regulacdo da sintese de proteinas de
membrana e de flagelos (RsaE) e na regulagao positiva ou negativa do metabolismo
de carboidratos, ferro e magnésio (CspA e SpoT42).

Alguns dos ncRNAs foram preditos como exclusivos de algumas espécies,
essa exclusividade se concentrou em 3 espécies; A. hydrophila, onde foram preditos
6 ncRNAs exclusivos entre eles o CrisPRDR47; A. trota, onde foram preditos 8
NcRNAs exclusivos, entre eles o GyrA, responsavel pela resisténcia a antibidticos e
A. caviae, onde foram preditos 3 ncRNAs exclusivos, entre eles, reguladores
transcricionais como o RprA e o IsrK. Nao se sabe ao certo o motivo dessa
exclusividade de determinados ncRNAs.

A maioria dos ncRNAs regulatérios analisados atuam in trans, como 0 ncRNA
MicX que pareia com mRNA nudF, responsavel por codificar proteinas de membrana
e 0 ncRNA SX4 que pareia com mRNA recR, um regulador transcricional. O ncRNA
SuhB predito para Aeromonas spp. ja foi identificado em a-Proteobacterias’® e foi
considerado um provavel ncRNA que atua in cis, mas sem funcdo regulatoria
estabelecida. O mini-YKKC foi predito em todas as espécies de Aeromonas e é

considerado um riboswitch sensor de guanidina, amplamente distribuido em
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bactérias, associado com genes de bombas de efluxo para a resisténcia a drogas e
de transportadores ABC (ATP-binding cassette)’®.

Os ncRNAs MicC e RprA sao dependentes da proteina chaperona de RNA
Hfq para desempenhar sua fungdo. Em E. coli, o MicC foi identificado como um
repressor da sintese da porina OmpC, através da formagcdo do par
MicC/ompCmRNA e consequente bloqueio da regido proxima ao codon de inicio de
traducdo’’. Em Salmonella entérica o RprA ativa a traducdo do mRNA rpoS, que
codifica o fator sigma alternativo 0° "®. Ao parear de forma antisenso com o mRNA
rpoS abre a regido 5’UTR, permitindo o inicio da tradugéo.

O ncRNA CsrB compde o sistema de regulacédo de estoque de carbono e sua
expressdo é ativada pelo sistema de dois componentes BarA/UvrY™®. E interessante
ressaltar que a A. veronii bv sobria 312M apresenta duas cépias do ncRNA CsrB em
seu genoma, com elevado grau de conservagao (79%) mas, que tanto na auséncia
como na presenca de desoxicolato, apresentaram diferentes niveis de expressao.
Como ja exposto, o CsrB2 possui 22 motivos GGA que sdo possiveis sitios de
interacao para dimeros CsrA e isso pode ser considerado um indicio de que o CsrB2
seja mais eficiente na regulacédo do metabolismo do carbono em A. veronii bv sobria
312M. Na presenga de desoxicolato de soédio foi observada uma redugdo da
expressao do CsrB2 de 56% enquanto que para o CsrB1 houve uma reducéo de
81%. Percebe-se entdo que o CsrB2 ainda pode estar exercendo um efeito
regulatorio sobre o metabolismo do carbono no inicio da fase estacionaria (Figura 8).

Outro ncRNA expresso diferencialmente em A. veronii bv sobria 312M foi o
PrrB_RsmZ. Esse ncRNA, por sua vez, também €& regulado por um sistema de
transducao de sinal de dois componentes, o GacS-GacA, que controla a produgao
de metabdlitos secundarios e enzimas extracelulares envolvidos na
patogenicidade®. Em E. coli a semelhanca de estrutura secundaria entre
PrrB_RsmZ e CsrB e a presenca de trés sequéncias GGA nas algas, levou Aarons e
colaboradores (2000) a sugerirem que este RNA pode interagir com uma proteina
semelhante a CsrA. Em A. veronni bv sobria 312M se observou queda da expressao
do ncPrrB_RsmZ (23%) na presenga de desoxicolato de sédio (Figura 8). Esse
ncRNA apresenta uma sequéncia GGA em uma das quatro alcas e esse poderia ser
um fator regulatério na tradugdo do mRNA csrA, embora ndo tenhamos evidencia da

ocorréncia da formagao do par regulatério ncPrrB_RsmZ /mRNAcsrA.
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O ncSgrS é ativado pelo ncSgrR em E. coli durante o stress de glucose
fosfato e esta correlacionada com o acumulo intracelular de glicose-6-fosfato®’. O
SgrS ajuda as células a recuperar-se através da regulagéo negativa da traducédo do
MRNA ptsG, um componente do sistema transportador de fosfotransferase glucose
especifico®®. A regulacdo se da por emparelhamento de bases ncRNA/mRNA,
dependente de Hfq, causando a degradacdo do mRNA pela RNaseE. A
incapacidade das células que expressam sgrS para traduzir novos transportadores
de glicose leva a menor absorgéo de glicose e niveis reduzidos de glicose-6-fosfato
intracelular. SgrS é um ncRNA incomum, que também codifica um peptideo
funcional de 43 aminoacidos, o SgrT®®. Este peptideo localiza-se na membrana
impedindo atividade do transportador de glicose®. Em A. veronii bv sobria 312M n&o
foi observada expressao do ncRNA SgrS.

Finalmente, em relagdo ao 6S RNA, é comum observar o aumento 200% da
expressdo desse ncRNA na fase estacionaria, quando as células reduzem sua
atividade metabdlica e ha a regulagdo da transcri¢do pela formagédo do par 6S/RNA
polimerase'®. Em A. veronii bv sobria 312M, uma vez o RNA foi coletado de uma
cultura de células com D.O.g00 nm = 1 (Figura 1 Material Suplementar) esperava-se
expressao ja acentuada do ncRNA 6S em ambas as condi¢gdes ensaiadas, uma vez
que ele pode estar relacionado com o fator sigma S, responsavel pela aumento da
expressao do 6S RNA em situacdes de stress. Aparentemente, as células cultivadas
na presenca do desoxicolato estdo regulando mais intensamente a transcrigao,
mesmo no inicio da fase estacionaria, uma vez que houve aumento de duas vezes
no nivel de expressao desse RNA.

No género Aeromonas, utilizando a ferramenta TargetRNA2, foi possivel obter
diferentes numeros de alvos para ncRNA candidato analisado. A ferramenta fornece
resultados de probabilidade de pareamento entre o ncRNA e o mRNA que cobre
diferentes sequéncias de bases na regido a montante ou a jusante do sitio de
ligagcao do ribossomo. Durante a formagao do par ncRNA/mRNA, as sequéncias alvo
que estdo sobrepostas no RBS tem a caracteristica de bloquear este sitio,
impedindo o acoplamento no ribossomo e consequentemente o processo de
tradugdo. Nos casos em que o pareamento acontece em regido afastada do RBS,
nao se descarta a possibilidade de um efeito regulatério, pois ha casos em que a
ligacdo do ncRNA ao seu alvo expdée o mRNA ao efeito de enzimas como a

RNaseE. A analise computacional para a predicdo de alvos considera a energia
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minima de hibridizagéo, independente da distancia da sequéncia alvo em relagcédo ao
RBS?®. Em Aeromonas spp. foram considerados os alvos com a energia minima de
hibridizagdo mais negativa e que estdo sobrepostos no RBS, pois estes dois
aspectos conferem um maior grau de confiabilidade que os alvos podem ser
verdadeiros. A confirmagao depende de analise experimental.

Para a predicédo de ilhas de patogenicidade, foram utilizados trés ferramentas
com metodologias diferentes, o GIPSy identificou oito ilhas de patogenicidade
fundamentado em desvio do uso de cédons, desvio do GC% e presencga de fatores
de viruléncia, o IsladView identificou ilhas de patogenicidade com base em genes e
elementos funcionais e o0 uso de cédons. Em uma das ilhas foram identificados o
lysR, um regulador transcricional e fatores de viruléncia como proteinas de
membrana (CHEY), o fator de viruléncia bvgS, o pilus FLP e proteinas flagelares do
grupo motY. As analises feitas pela ferramenta Zlsland sdo embasadas em conteudo
GC, no entanto ele nao distingue as ilhas genémicas preditas. Em uma das ilhas
preditas identificamos o gene nudF cujo produto regula negativamente a sintese de
glicogénio’™.

Os resultados deixam evidente que no género Aeromonas os ncRNAs estao
envolvidos em processos regulatérios complexos, atuando sobre alvos, presentes ou
ndao em ilhas gendbmicas e que podem estar envolvidos nos mais variados
processos, que vao desde de regulagdo transcricional a regulacéo de fatores de

viruléncia que implicam em mecanismos patogénicos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

FIGURA 1 - CURVA DE CRESCIMENTO de A. veronii bv sobria NA AUSENCIA OU PRESENCA DE
DESOXICOLATO
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Cem microlitros de uma cultura de A. veronii bv sobria cultivada em meio BHI, overnight a 351£1°C,
foram utilizados como inéculo em dois frascos contendo meio BHI. Quando as culturas atingiram
D.O.s00 nm = 0,5, foi adicionado desoxicolato de sédio 0,01% a um dos frascos. Aliquotas de 5 ml
foram coletadas nos tempos indicados para a determinagdo da densidade dtica.

FONTE: KAROLINE PREDIGER (DADOS NAO PUBLICADOS)
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

A predicdo de RNAs nao codificadores em bactérias do género Aeromonas
baseou-se na utilizacdo da ferramenta computacional Infernal 1.1.1 e foi possivel
identificar RNAs n&o codificadores em cinco espécies de Aeromonas spp.,
principalmente os RNAs n&o codificadores regulatérios. Partindo desta abordagem
de predicao foram descritas as funcdes dos ncRNAs regulatérios identificados. Nas
cinco espécies de Aeromonas spp. (A. sobia, A. veronii, A. hydrophila, A. trota e A.
caviae) foram identificados 231 RNAs curtos (smallRNAs), sendo 50 ncRNAs
regulatorios, 6 riboswitches e o restante RNAs ribossomais e RNAs transportadores.
Os ncRNAs foram descritos como envolvidos em processos virulentos, que implicam
na patogenicidade do organismo como, formagao de biofilme para sobrevivéncia,
regulagcédo e formacéo dos flagelos para invasdo e motilidade da bactéria, atuam em
resposta ao stress de diferentes metabdlitos como a glucose, o ferro e o magnésio.

Para a predicdo dos mRNA alvos dos ncRNA candidatos selecionados foi
empregada a ferramenta TargetRNA2. Considerando que o género Aeromonas
abriga espécies patogénicas como A. veronii B565, foi detectada a existéncia de
regides putativas de ilhas gendémicas no genoma desta espécie pela utilizagéo de
trés ferramentas computacionais. Quanto a funcdo, os alvos dos ncRNAs
regulatorios apresentaram-se bastante diversos como, por exemplo, proteinas de
quimiotaxia, locomocéao, invasao de tecidos e sistemas de secrecédo. Destaca-se a
presenca do gene nudF, que é alvo do ncRNA CsrB, em uma das ilhas genémicas
preditas pelo Zlsland. A proteina NudF esta envolvida na regulagdo da sintese do
glicogénio. Utilizando o IslandView foi possivel visualizar os genes lysR, CheW,
bvgS que também s&o alvos de ncRNAs.

A expressdo de alguns ncRNAs preditos foi confirmada através de
sequenciamento de RNA (RNA seq) na presenga ou auséncia de desoxicolato de
sodio. Foi observado aumento da expressao do 6S RNA, um resultado esperado
uma vez que esse € expresso em fase estacionaria. No caso do ncCsrB, que possui
duas copias génicas, ambas tiveram expressao reduzida na condi¢gado experimental.
O mesmo foi observado para o ncRNA Prrb_ RsmZ, um ncRNA que também
apresenta uma sequéncia motivo GGA e tem estrutura secundaria semelhante ao
ncCsrB. Isso poderia ser considerado um indicio da ligagdo do ncRNA Prrb_RsmZ
no mRNA CsrA.
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Os resultados descritos mostram que os ncRNAs estdo envolvidos em
processos regulatérios complexos, alguns desses processos resultam na regulagao
de fatores de viruléncia, que podem desempenhar mecanismos patogénicos em uma
possivel interagdo patdégeno-hospedeiro, no intuito de aprofundar-se nessas
interagdes o trabalho deixa um leque de possibilidades futuras para investigagao dos
mecanismos fisiolégicos que propiciam um carater virulento e extremamente

patoldgico a certas bactérias.
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