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RESUMO

Sinalizagd quimica em bactérias patogénicas € um mecanismo empregado para
interagir com o hospedeiro e sua respectiva microbiota. Através desta interacdo patdgeno-
hospedeiro ocorre a regulacéo da viruléncia em bactérias. Salmonella Typhimurium é uma
bactéria de grande importancia clinica muito utilizada no estudo da interagdo patdgeno-
hospedeiro. O estudo da sinalizagdo quimica via QseBC e demais sistemas de dois
componentes € essencial na compreensdo das vias regulatorias que compdem O processo
patogénico. O objetivo do trabalho é investigar o papel do sensor quinase QseC e demais
mecanismos moleculares na regulagcdo da viruléncia de S Typhimurium, e elucidar o
conjunto de genes essenciais para a sobrevivéncia de Salmonella ao estresse &cido. Desta
forma, andlises transcriptomica (RNA-seq) e computacionais foram direcionadas para
andlise da expressdo de genes alvos via gRT-PCR, mutagénese via Lambda Red, ensaio de
estresse acido, sequenciamento via insercdo de transposon dirigida (TraDIS), ensaio de
motilidade, ensaio de resisténcia a peptideos antimicrobianos e andlise da eficicia do
composto LED209 em camundongos. O RNA-seq evidenciou a ateragcdo na expressao de
1371 genes ap0s a delecdo de gseC (cerca de 29% do genoma), sendo que 766 genes tiveram
sua expressao reduzida e 605 genes tiveram expressdo aumentada. Entre os principais
resultados estavam processos de regulacdo de genes de viruléncia, metabolismo anaerdbico,
modificacbes de membrana, montagem flagelar e secrecdo das flagelinas, motilidade,
resisténcia a polimixina B, além de evidéncias de sua interacdo com o sistema de dois
componentes PmrAB. A motilidade swarming apresentou reducéo na cepa mutante, apesar
do aumento da secrecdo de flagelina detectada via Western blot. Também foi detectada a
interacdo da proteina QseB com sua prépria regido regulatéria e do gene ygiV. A andlise via
TraDIS revelou um conjunto de genes essenciais de resisténcia ao estresse écido de
Salmonella distinto dos descritos previamente para Escherichia coli, com destague para
genes que participam da resposta a0 estimulo de temperatura. Desse modo, é notavel a
participacdo do sistema QseBC na regulacdo do metabolismo e viruléncia em S
Typhimurium, bem como a utilizagdo de andlises robustas tém sido promissoras para

investigacdo de novos alvos e terapias anti-viruléncia.

Palavras-chave: Sinalizacdo quimica. Viruléncia. Patogenicidade. Sistemade dois
componentes.
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ABSTRACT

Chemical signaling in pathogenic bacteria is a mechanism employed for
communication with the host and microbiota. The bacterial virulence regulation occurs
through host-pathogen interaction. Salmonella Typhimurium is a bacterium of clinical
relevance, considered a model in host-pathogen interaction studies. The study of chemical
signaling via QseBC, and other two-component systems is essential to understand the
regulatory pathways that are part of the pathogenic process. The aim of the study was to
investigate the role of QseC kinase sensor and molecular mechanisms in S. Typhimurium
virulence regulation and elucidate the genes that are essential for Salmonella acid survival.
Thus, transcriptomic (RNA-seq) and computational analysis were done, followed by gene
expression via gRT-PCR, Lambda Red mutagenesis, acid stress resistance, transposon-
directed insertion site sequencing (TraDIS), motility assays, antimicrobial peptides
resistance assays and efficacy analysis of the compound LED209 in mice. The RNA-seq
have shown changes in gene expression after the deletion of gseC, (around 29% of the
genome), in which 766 genes were downregulated and 605 were upregulated. The main
processes involved were virulence, anaerobic metabolism, membrane modification, flagella
assembly and flagellin secretion, motility, polymyxin B resistance and evidence of
interaction with PmrAB system. The swarming motility was reduced in the mutant stran,
even with the increase in flagellin secretion detected by Western blot. The QseB interaction
with both ygiV regulatory region and its own regulatory region was detected. The TraDIS
analysis revealed a group of essential genes of Salmonella acid resistome that is different
from the previous described in Escherichia coli, with a highlight in genes involved with
temperature stimuli response. Thus, it is notable the QseBC participation in S Typhimurium
metabolism and virulence regulation, as well as the use of robust analyses have been

promising for the investigation of new targets and antivirulence therapies.

Keywords: Chemical signaling. Virulence. Pathogenicity. Two-component system.
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1 INTRODUCAO

Doencas diarreiogénicas representaram a oitava maior causa de mortes no mundo no
ano de 2016, matando 1,4 milhdo de pessoas segundo a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) (WHO, 2017b). A sailmonelose € uma das doencas diarreiogénicas transmitidas por
alimentos mais comuns, sendo um dos quatro maiores fatores globais, com cerca de dez
milhdes de casos ocorridos mundia mente todos os anos (WHO, 2018). O género Salmonella
€ composto por um grupo de bactérias Gram-negativas, moveis, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e predominantemente patogénicas. Atualmente compreende duas
espécies. Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo a primeira isolada com maior
frequéncia em animais de sangue frio, e a segunda comumente associada a gastroenterite em
humanos e outros mamiferos (FOOKES; SCHROEDER; LANGRIDGE; BLONDEL et al.,
2011). S enterica foi classificada inicialmente em 6 subespécies (enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica), mas estudos recentes descrevem até 10
subespécies (ALIKHAN; ZHOU; SERGEANT; ACHTMAN, 2018). S. enterica subsp.
enterica compreende mais de 2500 sorovares descritos (classificados por antigenos O,
flagelar, capsular e variacéo de fase de flagelinas) entre tifoidais (S. Typhi e S Paratyphi A)
e ndo-tifoidais (S Enteritidis e S Typhimurium) (ALIKHAN; ZHOU; SERGEANT;
ACHTMAN, 2018; LAROCK; CHAUDHARY; MILLER, 2015). Salmonella € amplamente
distribuida tanto em animais domésticos como em animais de criacdo, tal como caes, gatos,
tartarugas, aves, bovinos, suinos, equinos, entre outros. Sua transmissdo para humanos
ocorre através destes animais, pelo consumo de agua e alimentos contaminados (em especial
ovos, leite e carne) ou mesmo via transmisséo fecal-ora (WHO, 2018). O tratamento em
gera é feito pela reposicdo de eetrdlitos, e os antimicrobianos s6 sdo recomendados em
casos graves, febre tifoide e grupos de risco como criangas, idosos e imunocomprometidos
(WHO, 2018).

Recentemente, diversos estudos acerca do metabolismo de S Typhimurium
mostraram que a diversidade de processos catabdlicos e anabdlicos que ocorrem no
hospedeiro esta diretamente relacionada a patogénese intestinal. S. Typhimurium € um
patogeno versdtil, pode sobreviver semanas em ambientes secos e meses em agua (WHO,
2018). O modo como S. Typhimurium se adapta aos seus diversos hospedeiros é crucia para
0 sucesso da infec¢do. Grande parcela dos estudos tém sido voltados & salmonel ose humana
utilizando modelos de camundongos, no entanto outros modelos permitiriam compreender
as diferencas metabdlicas entre os sorovares e consequentemente sua patogénese em cada
hospedeiro (HUANG; HERRERO-FRESNO; THZFNER; SKOV et al., 2019).
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Diversos sorovares sdo conhecidos por causarem prejuizos na producdo pecuaria. S,
Dublin é adaptada ao trato gastrointestinal de bovinos, podendo causar gastroenterite em
bezerros ou mesmo doenca sistémica em bovinos adultos (FENSKE; THACHIL;
MCDONOUGH; GLASER et al., 2019). S. Choleraesuis € frequentemente isolada de suinos
e estd associada a doenca sistémica (LUK-IN; CHATSUWAN; PULSRIKARN;
BANGTRAKULNONTH et al., 2018), tanto S. Dublin como S. Choleraesuis podem causar
infecc8o sistémica severa também em humanos. Outro sorovar, desta vez restrito a suinos, S.
Typhisuis pode causar gastroenterite assim como S. Typhimurium (BERRI; HOGAN;
SAADE; ROCHE et al., 2020) S Gallinarum é responsavel por causar tifoide aviaria em
aves de granja, o que levou a producdo de uma vacina viva contra o patégeno (WIGLEY,
2017). Ja S. Abortusequi € responsavel por provocar aborto, orquite, sepse e poliartrite em
equinos (BUSTOS; MORONI; CAFFER; IVANISSEVICH et al., 2020). Por fim, S. Typhi €
0 sorovar adaptado a humanos capaz de causar a febre tifoide, além de se alojar na vesicula
biliar e muitas vezes gerar uma infeccdo assintomatica (LAROCK; CHAUDHARY;
MILLER, 2015). A Figura 1 ilustra a versatilidade de S. Typhimurium aém de aguns

sorovares de interesse para salide humana e animal.

Figural. Prevaléncia de alguns sorovares de S. enterica em humanos e animais
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Figura 1. Prevaléncia de alguns sorovares de S. enterica em humanos e animais. Diversos sorovares de
S. enterica sdo responsaveis por doenca sistémica em animais e humanos. S. Typhimurium é capaz de se

adaptar e transitar entre estes hospedeiros, causando um quadro de diarreia autolimitante.

S. Typhimurium é considerado um modelo de estudo da interagdo patdgeno-
hospedeiro, podendo causar gastroenterite nos hospedeiros supracitados (LAROCK;
CHAUDHARY; MILLER, 2015). Além disso, possui uma grande variedade de mecanismos
de patogenicidade e evasdo do sistema imune, assim como estratégias para obter vantagem

no crescimento e replicagdo no trato gastrointestinal que seréo abordados a seguir.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Patogénese

S Typhimurium é um patdégeno capaz de crescer em diferentes ambientes e
hospedeiros. Os mecanismos de viruléncia associados a salmonelose tém sido estudados
desde entdo, com diversas ilhas de patogenicidade descritas, participacdo de proteinas
efetoras, adesinas, flagelos, proteinas de membrana, lipopolissacarideo e demais estruturas
celulares (HACKER; KAPER, 2002; HARAGA; OHLSON; MILLER, 2008).

2.1.1 Ilhas de patogenicidade

Diversas proteinas estruturais e efetoras importantes para 0 processo patogénico sdo
codificadas em regides denominadas “ilhas de patogenicidade” (SPI). Essas regides foram
caracterizadas inicialmente por possuirem um tamanho acima de 30 kilobases (Kb),
inseridas em regides moveis do DNA devido a sua aquisicdo horizonta (HACKER,;
KAPER, 2002). Entretanto estudos recentes tém descrito SPI com tamanhos reduzidos como
é 0 caso de SPI-16 (KROGER; COLGAN; SRIKUMAR; HANDLER et al., 2013). Esses
clusters podem ser encontrados em cepas patogénicas de E. coli e outras enterobactérias, no
entanto est@o ausentes em E. coli comensal K-12 (GOODALL; ROBINSON; JOHNSTON,;
JABBARI et al., 2018). As SPI s80 associadas a transposases, integrases e possuem
contedo GC atipico quando comparadas ao restante do genoma (HACKER; KAPER,
2002). Até o momento foram descritas 16 SPl em Salmonella enterica, no entanto nem todas
estdo presentes em S Typhimurium, algumas sendo exclusivas de sorovares sistémicos
(SRIKUMAR; KROGER; HEBRARD; COLGAN et al., 2015). SPI-1 e SPI-2 foram as

primeiras ilhas descritas e sd0 conservadas na maioria dos sorovares por possuirem papel
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fundamental na patogénese. SPI-1 esta ligada a0 processo de invasdo celular e SPI-2 é
relacionada a sobrevivéncia e replicacdo intracelular em células epiteliais, macréfagos e
infecgdo sistémica em camundongos (CIRILLO; VALDIVIA; MONACK; FALKOW, 1998;
DETWEILER; MONACK; BRODSKY; MATHEW et al., 2003).

SPI-1 e SPI-2 codificam diferentes Sistemas de Secregdo do Tipo 3 (T3SS, do inglés
Type Three Secretion System) que sdo estruturas em forma de agulha molecular,
responsaveis pela insercdo de proteinas efetoras essenciais durante os dois momentos do
processo patogénico (SHEA; HENSEL; GLEESON; HOLDEN, 1996; ZHOU; CHEN;
HERNANDEZ; SHEARS et al., 2001). SPI-1 codifica proteinas estruturais do T3SS-1 e
efetores como SopE, SopE2 e que juntamente a SopB (codificado em SPI-5), interagem com
as Rho GTPases Racl, Cdc42 e RhoG do hospedeiro. Esta interacdo nas células do
hospedeiro culmina em reorganizacdo dos filamentos de actina e facilita a internalizaco via
macropinocitose (FRIEBEL; ILCHMANN; AEPFELBACHER; EHRBAR et al., 2001).
SopB codifica uma enzima inositol-fosfato fosfatase, aumentando os niveis intracelulares de
D-mio-inositol-1,4,5,6-tetraquisfosfonato, o que resulta em secrecéo de cloreto e caracteriza
0 quadro de diarreia (AZIMI; ZAMIRNASTA; SANI; SOLTAN DALLAL et al., 2020).
SipA também é codificado em SPI-1 e auxilia no processo de polimerizagdo no ponto
especifico de contato da célula bacteriana com a célula hospedeira (HIGASHIDE; DAI;
HOMBS; ZHOU, 2002). Apos a secrecdo de efetores e a internaizagdo de Salmonella,
ocorre a formac&o do vacuolo (Salmonella-containing vacuole — SCV). Uma vez dentro da
célula hospedeira, Salmonella consegue evitar a acdo de células imunoldgicas no lumen
intestinal, protegendo-se de citocinas secretadas durante a inflamagd (HERRERO-
FRESNO; OLSEN, 2018).

Ainda neste processo, SPI-2 é ativada na sequéncia quando Salmonella esta dentro
do SCV. A acidificagdo do microambiente do SCV promovida pela fusdo de lisossomos
desencadeia a transcricdo de genes que codificam para T3SS-2, formando uma nova
estrutura de agulha que injeta novos efetores para neutralizacdo do pH (LAROCK;
CHAUDHARY; MILLER, 2015). O sistema CadAB (lisina descarboxilase) também foi
descrito como importante na acidificacéo do citoplasma de S. Typhimurium necessaria para
ativacéo de SPI-2 (KENNEY, 2019). SPI-2 também codifica para chaperonas de montagem
(SscA, SscB), assm como proteinas de manutencdo do SCV (SseF, SseG) e proteinas de
utilizacdo do tetrationato (TtrA, TtrC, TtrB) (KROGER; COLGAN; SRIKUMAR;
HANDLER et al., 2013). Dessa forma, efetores codificados fora de SPI-2 e outros presentes

em SPI-5 sdo ativados e participam do processo de forma orquestrada. Outro efetor de SPI-2
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e SifA, importante para a inducdo da tubulacdo do SCV e se liga a proteina SKIP de
mamiferos, bem como mimetiza as GTPases da familia RhoA. Sua atividade é controlada
por SseJ, que quando co-expresso antagoniza seu efeito (LAROCK; BRZOVIC; LEVIN;
BLANC et al., 2012; NAWABI; CATRON; HALDAR, 2008). SopD2 é outro efetor
ativado dentro do SCV, que interage com Rab7 e torna o ambiente mais favoravel a
replicacdo celular (AZIMI; ZAMIRNASTA; SANI; SOLTAN DALLAL et al., 2020).

SPI-3 é outra ilha presente em S. Typhimurium e codifica alguns genes importantes
para a captacdo e transporte de magnésio (mgtCBA) regulados por PhoPQ, além de outros
fatores de viruléncia como a adesina MisL e o regulador transcricional MarT, sendo
necessarios para replicacdo e sobrevivéncia de Salmonella (AMAVISIT; LIGHTFOOT;
BROWNING; MARKHAM, 2003). SPI-4 codifica para um Sistema de Secrecdo do Tipo 1
(T1SS), uma chaperona e uma adesina considerada a maior proteina do proteoma de
Salmonella (SiiE), com cerca de 600 kDa. Acredita-se que SIiE seja necesséria para
estabilizar o contato da bactéria com a superficie da célula hospedeira, no momento de
invasdo celular (WAGNER; BARLAG; GERLACH; DEIWICK et al., 2014). SPI-5 codifica
diversos efetores ativados tanto por SPI-1 (SopB, PipC) como por SPI-2 (PipA, PipB) aém
de um sistema de dois componentes para deteccdo e resisténcia ao cobre (CopRS)
(SRIKUMAR; KROGER; HEBRARD; COLGAN et al., 2015).

SPI-6 € um locus grande contendo 42 genes e codifica para um Sistema de Secrecéo
do Tipo 6 (T6SS), dém da fimbria PapD e da invasina PegN (AZIMI; ZAMIRNASTA;
SANI; SOLTAN DALLAL et al., 2020). Ja SPI-9 é uma regido peguena e ainda pouco
estudada, codifica para a proteina associada a biofilme BapA e algumas proteinas associadas
a T1SS (KROGER; COLGAN; SRIKUMAR; HANDLER et al., 2013). SPI-11 codifica
para algumas proteinas relacionadas ao envelope celular, como EnvE, PliC, CspH e outras
que participam da viruléncia como PagC, PagD e MsgA, também importantes na
sobrevivénciaintracelular (WANG; QAZI; WANG; ZHOU et al., 2020). SPI-12 por suavez
codifica proteinas de modificagdo do antigeno O denominadas locus Oaf, além de proteinas
de fagos e um regulador transcricional da familia LexA (TOMLJENOVIC-BERUBE;
HENRIKSBO; PORWOLLIK; COOPER et al., 2013).

SPI-13 tem 19 Kb e codifica para proteinas importantes na viruléncia, como foi visto
para S. Enteritidis onde SPI-13 medeia as vias do acido D-glicurénico e da tiramina para
melhorar a aptidéo de Salmonella (ELDER; PAUL; BURIN; GUARD et al., 2018). SPI-14 é
especifica de S. Typhimurium e codifica para uma regido de 9 Kb que contém genes

associados a hiofilme (bssR) e pode ser ativado em condi¢Ges de anaerobiose (WANG,;
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QAZI; WANG; ZHOU et al., 2020). Por fim, SPI-16 codifica para uma pequena regiao
encontradaem S. Typhimurium e S, Typhi, localizada & jusante do operon de fimbriatipo 1,
contendo 4 regides abertas de leitura (ORF) proximas ao tRNA argU. Verificou-se sua
participacdo na persisténcia da infeccdo em camundongos e também na soroconversdo do
antigeno O (WANG; QAZI; WANG; ZHOU et al., 2020).

2.1.2 Sstemas de secrecdo

O transporte de transmembrana de moléculas em gram-negativos ocorre desde a
membrana interna, passando pela membrana externa e muitas vezes atravessando a
membrana da célula avo (GREEN; MECSAS, 2016). Os sistemas de secrecdo sdo
complexos multiproteicos que possuem algumas proteinas em forma de barril beta, e que
formam um cana de transporte essencial para a viruléncia de bactérias patogénicas
(GREEN; MECSAS, 2016). Em Gram-negativos, foram descritos 7 tipos de sistemas de
secrecao, classificados de acordo com o tipo de funcéo desempenhada por cada um deles. O
T3SS é 0 mais estudado dos sistemas pois a maioria deles tem como avo a célula do
hospedeiro. Em S Typhimurium a montagem e funcdo correta dos T3SS € crucia para
invasdo celular e replicacdo, aém da presenca de um T3SS exclusivo para montagem do
flagelo, (F-T3SS) (CHEVANCE; HUGHES, 2008; DOS SANTOS; FERRARI; CONTE-
JUNIOR, 2020). A estrutura em forma de agulha molecular do T3SS necessita de um
tranglocon funcional, para criar um poro na célula hospedeira apds o primeiro contato. Sem
esse translocon e o tip (ponta do injectissoma) ndo € possivel concluir a passagem de
efetores pelo tubo (GREEN; MECSAS, 2016). A estrutura € basicamente composta por 3
segmentos. componentes extracel ulares, o corpo basal — que atravessa a dupla membrana em
gram-negativos — e 0s componentes citoplasméticos ancorados a membrana interna (DOS
SANTOS; FERRARI; CONTE-JUNIOR, 2020). A montagem da estrutura ocorre
inicidlmente pelo anel citoplasmatico, 0 aparato de exportacdo, seguido pelo anel de
membrana interna e 0s anéis que se ancoram a membrana externa (todos Sec-dependentes).
Apbs esta etapa, 0 proprio T3SS secreta as demais proteinas e monta sua estrutura final: a
agulha, as proteinas da haste interna e por Ultimo os efetores (DOS SANTOS; FERRARI;
CONTE-JUNIOR, 2020).

2.1.3 Flagelo

O flagelo € uma estrutura essencial para movimentagdo celular e também é
considerado um fator de viruléncia que contribui para a patogénese de S. Typhimurium
(CHEVANCE; HUGHES, 2008). O estudo da macroestrutura molecular do flagelo e de sua
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montagem deu origem ao estudo dos T3SS, devido a similaridade do corpo basal da
estrutura formado por SctD e SctJ (homdlogos a FliP e FliR) (KIMBROUGH; MILLER,
2002). Mais de 60 proteinas estdo envolvidas na estrutura e funcionamento flagelar, sendo
produzidas através da transcricdo de genes em uma cascata ordenada, classificada em genes
de classes I, Il e lll, mediados por reguladores transcricionais e fatores sigma. O regulador
mestre flagelar flhDC est4 no topo da cascata, sendo parte da classe | de regulagdo. Na
sequéncia os genes de classe || s30 ativados através do fator sigma 628 (FliA), e seiniciaa
transcricdo e montagem do corpo basal, contendo os anéis citoplasmético, periplasmatico
assim como as membranas interna e externa. Apos o corpo basal, ocorre a montagem do
gancho flagelar e, por fim, os genes classe Ill sdo ativados e iniciam a montagem do
filamento composto por flagelinas de fase 1 e 2 (FIiC e FljB) e também de proteinas
associadas ap motor (MotAB) e a quimiotaxia (CheY Z, CheAB, Tar, Tap, Aer) (BAKER,
O'TOOLE, 2017).

A transcricdo do flagelo esta relacionada a busca de novos nutrientes e de novos
nichos de colonizacdo dentro do lUumen intestinal. A motilidade se destaca em momentos que
antecedem o primeiro contato com o epitélio e da invasdo celular, e também é citada como
mecanismo essencial na fuga répida de citocinas e células imunol égicas do hospedeiro (DE
MAAYER; COWAN, 2016). A flagelina é reconhecida rapidamente como um Padr&o
Molecular Associado a Patégeno (PAMP) e por isso acredita-se que S. Typhimurium alterne
a secrecdo de FliC e FljB para evitar o recrutamento de receptores do tipo Toll (TLR5)
(BONIFIELD; HUGHES, 2003). E importante que a montagem flagelar siga um tempo
correto e a secrecdo de substratos ocorra de acordo com a transcricdo de cada classe de
genes, mantendo assim um padrdo sincronizado da montagem de diferentes flagelos ao
mesmo tempo (ALTEGOER; BANGE, 2015).

2.1.4 Lipopolissacarideo

O lipopolissacarideo (LPS) é o componente mais externo do envelope celular em
bactérias Gram-negativas, sendo 0 primeiro contato que a bactéria tem com a céula do
hospedeiro. E formado pelo lipidio A, também chamado endotoxina, uma por¢io
intermedidria oligossacaridica e o polissacarideo distal (antigeno O) (RAETZ; WHITFIELD,
2002). O LPS também é reconhecido como um PAMP pelo sistema imunolégico, através
dos receptores do tipo Toll TLR4, ativando macréfagos na sintese do fator de necrose
tumoral (TNF-a) e interleucina IL-1B (RAETZ; REYNOLDS; TRENT; BISHOP, 2007). O
lipidio A de enterobactérias passa por diversas modificacfes em sua estrutura a fim de evitar

a acdo de peptideos catidnicos antimicrobianos (CAMP) e essas ateracfes sGo mediadas por
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enzimas, como LpxO (miristoilacdo 2-hidroxil das cadeias acil), LpxT (adicéo de fosfato na
posicdo 1), LpxR (inibidor de LpxT), PagL (deacilase), PagP (pamitoil transferase), EptA
(ou PmrC, adiciona fosfoetanolamina na posicdo 1), ArnT (adicdo de amino arabinose na
posicdo 4), entre outras (HONG; CHEN; GROISMAN, 2018; RAETZ; REYNOLDS;
TRENT; BISHOP, 2007). As modificacbes do lipidio A levam a uma maior resisténcia a
polimixina B, devido a uma alteragdo na carga da membrana, impedindo a ligagdo do
antimicrobiano (HONG; CHEN; GROISMAN, 2018).

O antigeno O esta envolvido na resisténcia a fagocitose, CAMP e sistema
complemento, e isto depende diretamente do seu tamanho e sua distribuicdo ao longo da
membrana. S. Typhimurium possui uma distribuigéo tri-modal (incluindo as cadeias curtas),
inicialmente associadas as co-polimerases Wzz, onde WzzST (ou WzzB) sintetiza cadeias
longas com cerca de 35 unidades de repeticdo (RU) e WzzfepE (ou FepE) sintetiza cadeias
muito longas com mais de 100 RU (HOLZER; SCHLUMBERGER; JACKEL; HENSEL,
2009). Tais RU polissacaridicas variam de acordo com a espécie bacteriana, e em S
Typhimurium o antigeno O consiste em cadelas de ramnose, galactose e manose
(DELGADO; MOUSLIM; GROISMAN, 2006). Em trabalhos anteriores feitos pelo grupo
foi visto que as co-polimerases do antigeno O sdo importantes durante a colonizagdo em
camundongos C57BL/6, além de promoverem o processo inflamatorio (necessario em
sorovares intestinais de Salmonella), e aumentam a resisténcia ao sistema complemento (DA
SILVA; MANIERI; HERRERA; TRENT et al., 2018; HOLZER; SCHLUMBERGER,;
JACKEL; HENSEL, 2009).

2.1.5 Adesinas

De forma geral, adesinas sdo proteinas de membrana que possuem um papel
fundamental na viruléncia inicial de diversas enterobactérias. E. coli patogénicas possuem
em média 14 adesinas fimbriais e a0 menos 10 adesinas ndo-fimbriais (CHAHALES,
THANASSI, 2015). Yersinia pestis tem a0 menos 13 adesinas autotransportadas e 8
adesinas fimbriais (CHAUHAN; WROBEL ; SKURNIK; LEO, 2016), enquanto que analises
gendmicas mostraram gque Salmonella Typhimurium possui 12 adesinas do tipo chaperona-
usher, 1 fimbria curli, 2 adesinas secretadas por T1SS, 3 adesinas autotransportadas e 2
adesinas atipicas (HANSMEIER; MISKIEWICZ; ELPERS; LISS et al., 2017; WEENING;
BARKER; LAARAKKER; HUMPHRIES et al., 2005). A expressdo de adesinas é
hospedeiro-dependente, 0 que explica o fato de a maior parte delas ndo apresentar expressao
em condigOes laboratoriais — as Unicas adesinas de Salmonella ja detectadas em laboratorio
sdo0 a fimbria tipo |, fimbria curli e SiE, secretada via T1SS (HANSMEIER,
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MISKIEWICZ; ELPERS; LISS et al., 2017). Como consequéncia, pouco se sabe sobre sua

estrutura, ligantes e seu papel na patogénese.

As adesinas podem ser montadas por diferentes sistemas. a via da chaperona-usher, a
viada nucleagdo extracel ular, adesinas autotransportadas e um sistema especia para pili tipo
IV, semelhante ao Sistema de Secregdo do Tipo 2 (T2SS) (WAGNER; HENSEL, 2011). A
via da chaperona-usher foi estudada detalhadamente e consiste no envio de subunidades
proteicas direcionadas ao periplasma através da via de secrecdo geral (GSP), com aclivagem
da regido N-termina durante o processo (WAGNER; HENSEL, 2011). No periplasma
ocorre interagdo com chaperonas seguida da interagdo com o usher, que sdo proteinas de
membrana externa que coordenam a montagem fimbrial. No topo da estrutura ha o tip, a
subunidade distal que ira interagir com a célula do hospedeiro. As fimbrias pertencentes ao
grupo das chaperona-usher sdo Fim, Bcf, Stf, Sth, Stb, Stj, Saf, Pef, Lpf, Sti, Stc e Std
(HANSMEIER; MISKIEWICZ; ELPERS; LISS et al., 2017; WAGNER; HENSEL, 2011).
A via de nucleacdo extracelular € responsavel por montar adesinas fimbriais também
denominadas “fimbrias finas agregativas” (Tafi ou curli). As subunidades fimbriais séo
transportadas pela GSP e, com auxilio de uma lipoproteina codificada no mesmo operon
fimbrial, sdo enviadas através da membrana (BARNHART; CHAPMAN, 2006). A principal
diferenca entre a via da chaperona-usher e a via de nucleacdo extracelular é que na primeira
as subunidades sdo montadas no periplasma, enquanto na segunda a montagem ocorre fora
do envelope celular. As adesinas fimbriais que sdo montadas por este sistema sdo também
conhecidas como fimbria curli (csgGFED e csgBACEFG) (BARNHART; CHAPMAN,
2006).

As adesinas autotransportadas (também caraterizadas como um T5SS) sGo montadas
através de um sistema de substrato proteico que possui um sina N-termina de
reconhecimento, que ativa o transporte pela GSP. Em seguida, o segmento C-termina
(dominio beta) forma um barril beta na membrana externa, que permite a passagem até o
espaco extracelular (DAUTIN; BERNSTEIN, 2007). SdhA e MisL sdo adesinas
monomeéricas enquanto SadA é um auto transportador trimérico de adesinas (WAGNER,;
HENSEL, 2011). As adesinas secretadas por T1SS (SiiE e BapA) sdo as maiores proteinas
de Salmonella e sdo secretadas através do tunel formado pela montagem do T1SS, que
conecta o citoplasma e a membrana externa e permite a secregdo das proteinas gigantes, bem
como enzimas e outras moléculas (WAGNER; BARLAG; GERLACH; DEIWICK et al.,
2014). O sistema especia de montagem para pili tipo IV é encontrado em S Typhi e é

codificado em SPI-7 (ilha presente apenas em sorovares tifoidais) e possui 11 genes
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dedicados a montagem da estrutura: as subunidades de pilina PilS sdo enviadas ao
periplasma pela GSP, onde ocorre clivagem da regido N-terminal e projegdo da pilina por
uma secretina (ZHANG; TSUI; YIP;, FUNG et al., 2000). Por fim, as adesinas atipicas sdo
compostas de lipoproteinas de membrana externa (PagN e Rck) que possuem algum papel
de aderéncia, embora esta ndo sgja sua funcdo principa (HANSMEIER; MISKIEWICZ;
ELPERS; LISSet al., 2017).

2.1.6 Resposta ao estresse

S. Typhimurium coloniza o trato gastrointestina de diversos mamiferos e, para atingir
a regido ileo terminal, deve resistir a diferentes condicdes como acido estomacal, sais
biliares, suco pancredtico e prevaecer no lumen intestina (KENNEY', 2019). Ap6s ganhar o
epitélio, Salmonella utiliza diversos mecanismos citados anteriormente para sobreviver e se
replicar no SCV, deparando-se com a acidificagdo do microambiente. Em E. coli, aguns
sistemas de resposta acida ja foram descritos e sdo bem elucidados, como os sistemas
consumidores de prétons dependentes de aminoacidos. Entre eles, estdo o sistema GadABC
(glutamina), AdIAC (arginina), SpeF/PotE (ornitina, putrescina) e CadAB (lisina,
cadaverina) (PORTER, 2016). Também foram descritos sistemas fisiolégicos de resposta
acida em E. coli, como as enzimas arginina desaminase (ArcA), ornitina transcarboxilase
(ArcB) e carbamato quinase (ArcC), a proteina ligadora de DNA Dps e as chaperonas HdeA
e HdeB, codificadas pelailha de aptiddo &cida (AFI) (CHOI; BAUMLER; KASPAR, 2000;
TAPLEY; FRANZMANN; CHAKRABORTY; JAKOB et al., 2010).

Em Salmonella, o sistema de dois componentes OmpR/EnvZ controla a expressdo do
sistema SsrAB, codificado em SPI-2, através da acidificacdo citoplasmética em resposta a
acidificacéo do meio, e assim ativando a transcricdo de SPI-2 (CHAKRABORTY;
MIZUSAKI; KENNEY, 2015). O sistema CadAB/CadC também foi descrito como parte da
adaptacdo e resposta &cida de Salmonella, por meio da repressdo via OmpR que impede a
neutralizagéo citoplasmética dentro do SCV (CHAKRABORTY; MIZUSAKI; KENNEY,
2015). Entretanto, Salmonella ndo possui 0 sistema GadABC e n&o possui uma variedade de
sistemas especificos de resposta &cida como é visto em E. coli. Ao invés disso, parece contar
com diversos genes de tolerancia ao estresse, como o regulador global RpoS (FOSTER,
1995; RICHARD; FOSTER, 2003).
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2.2 Salmonella e 0 hospedeiro

A estratégia utilizada por S. Typhimurium de colonizac&o do trato gastrointestinal €
baseada em fatores de viruléncia que permitem invasdo celular e replicacdo em fagocitos, o
que resulta em um quadro de diarreia aguda inflamatéria (KEESTRA-GOUNDER; TSOLIS;
BAUMLER, 2015). As diversas proteinas reconhecidas como PAMPs (flagelina, antigeno
O, lipoproteinas, fimbria curli) ativam uma cascata imunol 6gica e recrutam diversas células
para o lumen intestinal, um verdadeiro arsena para combater a infeccdo (KEESTRA-
GOUNDER; TSOLIS; BAUMLER, 2015). Porém, sequéncia de eventos mostrou ser
benéfica para sorovares intestinais de Salmonella, permitindo competicdo com demais
membros na microbiota e maior abundancia do patégeno devido ao uso de rotas metabdlicas
aternativas (THIENNIMITR; WINTER; BAUMLER, 2012). A Figura 2 ilustra a interagdo
de S. Typhimurium com a célula epitelial do hospedeiro e seus mecanismos principais de
colonizagdo. Dessa forma, a viruléncia esta diretamente associada a0 metabolismo do
patdgeno e a resposta do hospedeiro, tornando cada vez mais dificil de se estudar os dois

processos separadamente, pois este também é fator crucia para o sucesso dainfecgao.
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Figura 2. Os mecanismos utilizados por S. Typhimurium na colonizagdo da mucosa
intestinal do hospedeiro
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Figura 2. A colonizagd promovida por S. Typhimurium na mucosa intestinal: os diversos meios de
promover crescimento no limen intestina e a interagdo de efetores secretados com as proteinas da célula
eucariotica favorecem o processo infeccioso.

2.2.1 Imunidade inata

Apbés a chegada ao trato gastrointestinal, Salmonella vai em busca de locais
especificos para iniciar a invasdo da célula hospedeira, preferencialmente células M. As
cdulas M atuam como apresentadoras de antigeno, e transportam aguns antigenos
bacterianos ao tecido linfoide subjacente onde a resposta imune se inicia (TAKAYA,;
YAMAMOTO; TOKOYODA, 2019). Concomitantemente, Salmonella Typhi e
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Typhimurium exploram estas células como um nicho de colonizago via T3SS de SPI-1
(WANG; QAZI; WANG; ZHOU et al., 2020). A resposta imune no limen é dominada por
TLR5 que reconhecem a flagelina e ativam células apresentadoras de antigeno, levando a
producdo de linfocitos T CD4+ (KEESTRA-GOUNDER; TSOLIS; BAUMLER, 2015). Ao
contrario do gque se imaginava, macréfagos intestinais ndo possuem o receptor CD14 para
LPS, logo a resposta imune no lumen ndo ocorre via TLR4 (SMITH; SMYTHIES;
MOSTELLER-BARNUM; SIBLEY et al., 2001). A fimbria curli também é reconhecida e
pode ativar TLR2, que por sua vez ativa a producéo de fator nuclear (NF-xf) e leva a
transcricdo de genes pro-inflamatérios (TUKEL ; WILSON; NISHIMORI; PEZESHKI et al.,
2009). Ja na célula epitelial, a secrecdo de efetores como SopE leva a ativagéo de receptores
tipo NOD1-RIP2 através de Racl-GTP (forma ativa da Racl). Estes por sua vez levam a
producdo de NF-kxf que leva a transcri¢do de pro-interleucina-18 (ProlL-18). A 1L-18 entdo
atua como sinalizadora no recrutamento de células T e natural killer, que também ativam a
producdo de NF-xB e posteriormente a producdo de interferon (IFN-y) (KEESTRA-
GOUNDER; TSOLIS; BAUMLER, 2015). SipA também ¢ capaz de ativar a via de
sinalizacdo NOD1-NOD2, que monitoram o citoplasma em busca de fragmentos de parede
celular bacteriana (KEESTRA; WINTER; KLEIN-DOUWEL ; XAVIER et al., 2011). A lise
do SCV, que pode ocorrer apés replicacdo intracelular ou através de proteinas ligadoras de
guanilato (GBP), libera as bactérias no citoplasma da célula hospedeira e assim ativam avia
do inflamassoma (via das caspases). O LPS de Salmonella ativa a producéo de caspase, que
leva a piroptose para liberar as bactérias da célula. A associagdo de caspases (em
camundongos caspase 11; em humanos caspases 4 e 5) com a caspase 1 também eleva a
producdo deinterleucinas IL-18 e IL-1B (MIAO; LEAF;, TREUTING; MAO et al., 2010).

O sistema complemento também participa da resposta inata, e sua ativacdo se inicia
apos a reacdo de cadeias hidroxil do LPS com o fator C3b. Este se liga ao fator B, e
posteriormente € clivado em C3a e C3b, promovendo fixacdo do C3b a célula bacteriana e
levando a sua opsonizagdo. Além disso, também pode ocorrer a ativagdo de C5a que, além
de ativar citocinas via TLR4, é um quimioatrativo para neutrofilos (DENSEN; MACKEEN,;
CLARK, 1982; KEESTRA-GOUNDER; TSOLIS; BAUMLER, 2015). A bacteremia
provocada em alguns casos por S. Typhimurium invasiva (ST313) pode estar relacionada
com a reducdo no numero de neutrofilos em pacientes imunocomprometidos, uma vez que
essas células formam uma barreira protetiva (TUMBARELLO; TACCONELLI;
CAPONERA; CAUDA et al., 1995). Além disso, sabe-se que S. Typhi consegue causar
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doenca sistémica pois impede a ativacdo do sistema complemento e demais quimiocinas que
recrutam neutrofilos (KEESTRA-GOUNDER; TSOLIS; BAUMLER, 2015).

2.2.2 Imunidade adaptativa

A migracdo de S Typhimurium para fora de células fagociticas ou para células
epiteliais adjacentes é fundamental para persisténcia do patdgeno, no entanto ha o contato
com neutréfilos e fluidos que contém anticorpos. A imunidade adaptativa (celular e
humoral) é parte de uma resposta imune tardia, que segundo estudos anteriores, ndo seria
importante para o processo infeccioso de Salmonella ou mesmo que ndo faria parte da
resposta ao patdégeno (TAKAYA; YAMAMOTO; TOKOYODA, 2019). No entanto, estudos
recentes identificaram que S. Typhimurium inibe a secrecéo de anticorpos 1gG por células
do plasma na medula 6ssea de camundongos (principal fonte de 1gG), através da secrecéo da
adesina SIHE (MANNE; TAKAYA; YAMASAKI; MURSELL et al., 2019). A proteina SiiE
possui 53 RU de imunoglobulina bacteriana (Blg), e prejudica a persisténcia de células do
plasma secretoras de 1gG de um modo antigeno-especifico (WAGNER; BARLAG;
GERLACH; DEIWICK et al., 2014). O gene siiE em S. Typhi possui duas ORFs distintas,
sugerindo ser um pseudogene e dessa forma n&o seria essencial na colonizagdo por sorovares
tifoidais (MAIN-HESTER; COLPITTS, THOMAS; FANG et al., 2008). H& ainda outra
evidéncia da participacdo da imunidade adaptativa no processo infeccioso: foi demonstrado
que SteD interfere na expressdo de MHC Il na superficie da célula, o que leva a um atraso
ou falha na resposta adaptativa do hospedeiro (WANG; QAZI; WANG; ZHOU et al., 2020).

2.2.3 Metabolismo

Além dos mecanismos préprios para evasdo do sistema imunolégico, S
Typhimurium também possui diversas estratégias para competir com a microbiota intestinal
e causar a infeccdo, sendo que boa parte delas esta associada a seu metabolismo in vivo
(HERRERO-FRESNO; OLSEN, 2018). S Typhimurium precisa resistir a diferentes pH,
desde o0 ambiente géastrico até o suco pancreético e sais biliares para entdo atingir o limen
intestinal. A gastroenterite provocada por S Typhimurium é resultado de um processo
inflamatorio da mucosa intestinal, e é através da inflamagdo que Salmonella consegue
liberar aguns fatores que podem ser usados como fontes de nutrientes, gerando uma
vantagem de crescimento em relagdo a microbiota (NUCCIO; BAUMLER, 2014). O
tetrationato pode ser utilizado como fonte de energia, através da reacdo do tiossulfato
(produto da respiragdo da microbiota) com espécies reativas de oxigénio (ROS) liberada por
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neutrofilos (LAROCK; CHAUDHARY; MILLER, 2015). O operon ttr ACBSR € codificado
em SPI-2 e confere vantagem a Salmonella j& que membros da microbiota intestinal ndo
conseguem utiliz&lo para obtencdo de energia (WINTER; THIENNIMITR; WINTER,;
BUTLER et al., 2010). A presenca de aceptores de elétrons alternativos permite o
crescimento de S Typhimurium em fontes de carbono ndo-fermentévels, como a
etanolamina, que é produzida pela degradacdo microbiana de fosfatidiletanolamina
(HERRERO-FRESNO; OLSEN, 2018). O operon eut, bem como o0 operon de sintese de
vitamina B12 (cbi e cob) sdo necessarios para utilizacdo de etanolamina em condicdes
anaerdbicas. A vitamina B12 também é necesséria para utilizacdo do 1,2-propanodiol, um
produto da microbiota produzido apds fermentagdo da fucose ou da ramnose (FABER,;
THIENNIMITR; SPIGA; BYNDLOSS et al., 2017; HERRERO-FRESNO; OL SEN, 2018).

Salmonella também possui um sideréforo proprio denominado salmoquelina, uma
versdo glicosilada da enterogquelina presente em enterobactérias (BISTER; BISCHOFF,;
NICHOLSON; VALDEBENITO et al., 2004). Desse modo, Salmonella consegue evitar a
acdo da lipocalina 2 e obter o ferro necessario para seu crescimento (LAROCK;
CHAUDHARY; MILLER, 2015). Além disso, diversos acidos graxos de cadeia curta
acumulam no lumen quando anaerébios estritos degradam carboidratos complexos, e
Salmonella consegue redlizar a beta-oxidagdo na presenca de aceptores de elétrons
alternativos como nitrato, 6xidos de enxofre ou éxidos de amina (BRONNER; FABER,;
OLSAN; BYNDLOSS et al., 2018). Como ja evidenciado anteriormente por Deatherage
Kaiser e colaboradores, o crescimento de Salmonella no lumen intestinal também é
favorecido por comensais do género Bacteroides devido a quebra da mucina e liberacéo de
fucose, que pode ser utilizada por Salmonella como fonte de carbono (DEATHERAGE
KAISER; LI; SANFORD; KIM et al., 2013). Dessa forma, os filos Bacteroidetes e
Firmicutes séo reduzidos em populagdo, enquanto Salmonella e Enterococcus predominam
no ambiente inflamado (DEATHERAGE KAISER; LI; SANFORD; KIM et al., 2013).

2.3 Sinalizagdo quimica

Procariotos e eucariotos utilizam a comunicagdo célula-célula através de sinais
quimicos, sendo que essa sinalizagdo pode ser intra-espécie e interespecifica, ou mesmo
intra e inter-Reinos (SPERANDIO; TORRES; JARVIS, NATARO et al., 2003). A
sinalizacdo quimica (ou quorum sensing - QS) faz com que bactérias compartilhem a

informac&o sobre a sua densidade celular e gjustem a expressdo génica de acordo com o



33

ambiente. A deteccdo de sinais quimicos tanto do hospedeiro como de outras popul agdes
bacterianas permite a execucdo de diversas atividades que sdo benéficas para as bactérias
quando executadas em grupo, levando a uma agdo sincronizada (RUTHERFORD;
BASSLER, 2012). Entre estes processos destacam-se biofilme, bioluminescéncia,
esporulacdo, producdo de agentes antimicrobianos e ativacdo da viruléncia (NG; BASSLER,
2009). Gram-positivos e gram-negativos utilizam diferentes tipos de sistemas de sinalizacéo
quimica: enquanto gram-positivos utilizam peptideos autoindutores (AlP), gram-negativos
produzem autoindutores (Al) do tipo acil homoserina lactona (AHL) ou moléculas que
dependem de S-adenosilmetionina como substrato (RUTHERFORD; BASSLER, 2012). Os
principais circuitos candnicos de sinalizacdo quimica bacterianos dependentes de AHL em
gram-negativos sdo compostos por sistema de dois componentes.

2.3.1 Sstema QseBC

Um dos sistemas de dois componentes previamente caracterizado em enterobactérias
foi denominado QseBC (Quorum sensing proteins B and C) (SPERANDIO; TORRES;
KAPER, 2002). A sinalizagdo quimica via QseBC ocorre via 0 sensor histidina quinase
(HK) QseC, que detecta epinefrina, norepinefrina e autoindutor 3 (Al-3) (KIM; GATSIOS;
CUESTA; LAM et al., 2020), e em seguida se autofosforila e transfere o grupo fosfato ao
seu regulador de resposta (RR) QseB, que uma vez fosforilado ativa a transcricdo génica
(SPERANDIO; TORRES; JARVIS; NATARO et al., 2003). O sistema QseBC foi descrito
inicialmente em Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) como um dos ativadores de
genes de viruléncia como o Locus of Enterocyte Effacement (LEE), motilidade, biofilme e
expressdo de Shiga toxina (Stx) (CLARKE; HUGHES; ZHU; BOEDEKER et al., 2006).
Em seguida, verificou-se a presenca do mesmo sistema de dois componentes em outras
enterobactérias, como E. coli enteropatogénica (EPEC) (SIRCILI; WALTERS; TRABULSI;
SPERANDIO, 2004), E. coli uropatogénica (UPEC) (HADJFRANGISKOU:;
KOSTAKIOTI; CHEN; HENDERSON et al., 2011), Salmonella enterica (MOREIRA;
WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010; PATEL; GALAN, 2006), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans  (JUAREZ-RODRIGUEZ; TORRES-ESCOBAR; DEMUTH,
2013), Haemophilus influenzae (UNAL; SINGH; FLEURY; SINGH et a., 2012),
Aeromonas hydrophila (KHAJANCHI; KOZLOVA; SHA; POPOV e d. 2012),
Edwardsiella tarda (WANG; WANG; YANG; XIAO et d., 2011), Francisella tularensis
(MOKRIEVICH; KONDAKOVA; VALADE; PLATONOQV et al., 2010), entre outros.

Outro sistema de dois componentes regulado por epinefrina, porém abaixo na cascata
regulatoria € o sistema QseEF, visto em EHEC e S Typhimurium (MOREIRA;
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SPERANDIO, 2012; READING; TORRES; KENDALL; HUGHES et al., 2007). A HK
QseE detecta epinefrina e ions sulfato e fosfato, enquanto o RR QseF regula a ilha de
patogenicidade LEE em EHEC (NJOROGE; SPERANDIO, 2012) e SPI-1 em Salmonella
(MOREIRA; SPERANDIO, 2012). Também foi encontrada a evidéncia de regulacéo
cruzada entre sistemas de dois componentes, como é o caso da interacdo entre QseEF e
QseBC em S Typhimurium (MOREIRA; SPERANDIO, 2012) e também a interacdo entre
QseBC e PmrAB em UPEC (BRELAND; ZHANG; BERMUDEZ; MARTINEZ €t al.,
2017).

Durante a caracterizagdo de QseC na patogénese de S. Typhimurium (MOREIRA;
WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010), foi identificada uma proteina periplasmética
previamente denominada YgiW, e atuamente VisP (Virulence and stressrelated
periplasmic protein), que demonstrou participar tanto de funcBes celulares bésicas e
manutencdo de membrana, como também na viruléncia e sobrevivéncia em macrofagos
(MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et al., 2013). A locaizagdo gendmica de
VisP revela que esse gene faz parte do regulon de gseBC, codificado em um operon

adjacente e de diregdo oposta como ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Organizacéo gendmica de visP/ygiV e qseBC

Fonte: adaptado de (MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et al., 2013)

Figura 3. Organizag8o gendmica de visP/ygiV e qseBC. A locaizagdo gendmica de visP revela que
este gene faz parte do regulon de gseBC, codificado em um operon adjacente e de dire¢éo oposta.

Em um estudo protedmico comparativo da chaperona SecB em E. coli, verificou-se
que VisP era SecB-dependente (BAARS; Y TTERBERG; DREW; WAGNER et al., 2006), e
também estava relacionada ao estresse em um estudo de E. coli ambiental (LEE; HIIBEL,;
REARDON; WOOD, 2010). Em S Typhimurium foi visto que essa proteina responde a
agentes antimicrobianos como a polimixina B (MERIGHI; SEPTER; CARROLL-
PORTILLO; BHATIYA et al., 2009). Em A. actinomycetemcomitans, verificou-se a
presenca de ygiW e sua co-expressdo com gseBC, no entanto ygiW — ao contrério do que é
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visto em S Typhimurium na Figura 3 — € codificada na mesma direcéo de qseBC, enquanto
que ygiV é ausente (JUAREZ-RODRIGUEZ; TORRES-ESCOBAR; DEMUTH, 2013).
Y giV é uma proteina de funcéo ainda desconhecida, e possui dominios de ligagdo ao DNA e
também hélice-volta-hélice, 0 que a classificaria como um regulador transcricional da
familia AraC/XylS (YANG; TAUSCHEK; ROBINS-BROWNE, 2011). Em E. coli, YgiV
foi citado como repressor transcricional de mcbR, gene que regula a expressio de biofilme
(ZHANG; GARCIA-CONTRERAS; WOOD, 2008).

A proteina VisP pertence a familia BOF e liga-se a oligossacarideos abundantes no
peptideoglicano, como a N-acetil-glicosamina (NAG) e o N-acetilmuramico (NAM)
(MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et al., 2013). Também foi evidenciada a
participacdo de VisP na replicacdo intracelular e no modelo de infeccdo in vivo de S
Typhimurium, na motilidade, resisténcia a H20. e modificagbes do lipidio A via LpxO
(MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et al., 2013). Também foi verificada a
superexpressio de VisP no mutante AgseC de S Typhimurium em um microarray
(MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et al., 2013) e também via qRT-PCR
(MANIERI, dados ndo publicados) , semelhante ao que foi visto em EHEC e outro estudo
anterior de Salmonella (CIRILLO; VALDIVIA; MONACK; FALKOW, 1998).

Em EHEC, foi evidenciado que o RR QseB ativa a transcricdo de flnDC em duas
regides regulatérias distintas. um dos sitios de ligagdo mais proximo do inicio da transcricao
de flhDC, de menor afinidade (entre -300 pb e +50 pb) e outro sitio mais distante, de maior
afinidade (entre -650 e -900 pb), possivelmente saturando ambos os sitios. Esse padréo de
ligacdo também foi descrito para o proprio promotor de gseB em EHEC, porém o sitio de
maior afinidade neste caso seria 0 mais proximo do inicio da transcricdo (CLARKE;
SPERANDIO, 2005a). A interagio de FliA (5%®) com aregido regulatoria de flhDC também
foi descrita, indicando uma possivel ligagdo de FliA em sua regido promotora (CLARKE;
SPERANDIO, 2005b). FliA faz parte da classe |l da cascata de transcricéo flagelar, e atua
principalmente como um feedback para a mudancga de transcri¢ao e consequente secregdo de
substrato (CHEVANCE; HUGHES, 2008). Apos a montagem completa do gancho flagelar,
FIgM deixa de se ligar a FliA e é exportado via T3SS do flagelo, deixando este fator
transcricional livre para ativar a secregcdo de genes de classe |11, como as flagelinas e genes
responsavel pelo sistema de quimiotaxia (CHEVANCE; HUGHES, 2008).

Em S Typhimurium, foram mapeados 6 promotores na regido regulatoria de flhDC,
incluindo sitios de ligacdo da proteina receptora de AMP ciclico (cCAMP-CRP)
(YANAGIHARA; IYODA; OHNISHI; IINO et al., 1999). QseC foi descrito como um
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sensor quinase atuante em ambas as ilhas SPI-1 e SPI-2, dém de afetar a motilidade, a
invasdo em células epiteliais, sobrevivéncia em macréfagos e infecgdo sistémica no modelo
de camundongos Swiss (MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010). Também foi
constatado que a delecdo de gseC reduziu a expressdo de sifA, e o blogueio do sensor
quinase através da molécula LED209 também reduziu a expresséo de flhDC (RASKO;
MOREIRA; LI; READING et a., 2008). A motilidade mediada por norepinefrina em S
Typhimurium também foi reduzida com a delecéo de gseC em agar semi-solido LB e
DMEM (BEARSON; BEARSON, 2008; MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO,
2010), bem como a colonizacdo e excrecdo de Salmonella nas fezes de leitdes e a contagem
de unidades formadoras de colénia (UFC) em sitios diversos, como tonsilas, placas de Peyer
e ceco (BEARSON; BEARSON, 2008).

2.3.2 QseC como alvo terapéutico

A resisténcia microbiana é hoje um dos maiores problemas de salide publica, com
um numero cada vez maior de infecces multidroga-resistentes ndo responsivas ao
tratamento com antimicrobianos. Os antimicrobianos mais utilizados podem ser bactericidas
ou bacteriostéticos, dessa forma novas estratégias precisam ser exploradas para combater o
processo infeccioso (WHO, 20174). De acordo com a OMS, as enterobactérias séo nivel
critico de prioridade no combate a infecgbes multirresistentes, principa mente as resistentes
a carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo, e Salmonella resistentes a
fluoroguinolonas também se encontram na lista como prioridade ata (WHO, 2017a). A
estratégia de inibi¢do da viruléncia exerce uma pressdo muito menor ao desenvolvimento da
resisténcia, pois ndo interfere no crescimento bacteriano e através da atenuacado do patdgeno,
permite 0 combate da infeccdo pelas células imunoldgicas (CURTIS, RUSSELL;
MOREIRA; ADEBESIN €t al., 2014). QseC € um avo atrativo, pois esta presente em ao
menos 25 patdgenos de importancia clinica em humanos, animais e plantas, principalmente
em enterobactérias (CURTIS; RUSSELL; MOREIRA; ADEBESIN et al., 2014).

Em um estudo anterior, foi identificada a molécula LED209 [N-fenil-4-(3-
feniltioureido) benzenosulfonamida] como um inibidor de QseC ap0s uma triagem de alto
desempenho de 150 mil pequenos compostos (RASKO; MOREIRA; LI; READING et al.,
2008). O tratamento in vitro com LED209 reduziu a viruléncia QseC-dependente de S.
Typhimurium, EHEC e F. tularensis. Além disso, administracdo de LED209 durante
infeccdo em camundongos mostrou ser eficaz para conter a viruléncia de S, Typhimurium
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(RASKO; MOREIRA; LI; READING et al., 2008). Em outro estudo foi verificado que o
LED209 age como uma pro-droga e interage com QseC através de modificacdo alostérica e
inativacdo, agindo também contra E. coli enteroagregativa O104:H4 e P. aeruginosa
(CURTIS; RUSSELL; MOREIRA; ADEBESIN et al., 2014). Importante destacar que
sistemas de dois componentes como QseBC ndo sdo encontrados em células de mamiferos,
sendo um mecanismo essencial de sinalizacdo em procariotos e eucariotos inferiores
(RUTHERFORD; BASSLER, 2012).

Em um trabal ho recente, Dichtl e colaboradores verificaram que a dopamina aumenta
a captacao de ferro em S. Typhimurium, e essa sinalizagdo € dependente de QseC, tanto in
vitro como in vivo. E importante ressaltar que, desse modo, a administracio de
catecolaminas em pacientes com sepse pode ser perigosa (DICHTL; DEMETZ; HASCHKA,;
TYMOSZUK et al., 2019). A utilizacdo do LED209 para combater a infeccdo ou mesmo de
modo profilético pode ser benéfico por bloguear o sitio do sensor quinase e assim impedir
que moléculas como a epinefrina, norepinefrina e o Al-3 ativem a cascata de sinalizagdo
quimica (CURTIS; RUSSELL; MOREIRA; ADEBESIN et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

O sensor quinase QseC possui papel central na regulacdo da viruléncia e
metabolismo de S Typhimurium, e sua inativacdo acarreta a perda da regulagcédo da
expressdo de diversos processos, incluindo a gliconeogénese, o ciclo do &cido citrico, o
crescimento anaerdbico, a cadeia de aceptores de eétrons, o funcionamento adequado dos
citocromos, o transporte de acUcares, a captacdo de aminoacidos e transporte de
ribonucleotideos. Além disso, também afeta a expressdo de genes contidos em fagos e ilhas
de patogenicidade, com maior destaque para SPI-1, SPI-2, SPI-4, SPI-5, SPI-11, SPI-14 e
SPI-16, aém de estruturas celulares como flagelos e adesinas, genes que regulam
modificacbes da membrana, montagem do LPS e participacdo na colonizagdo em modelo in
vivo. Seu regulador cognato QseB demonstrou similaridade ao regulador PmrA, e as anélises
evidenciaram sua participacdo em patogénese, motilidade, quimiotaxia e metabolismo, com
a possibilidade de regulacdo cruzada entre esses sistemas. A estratégia de utilizacdo do
sistema QseBC como alvo terapéutico é ideal para o desenvolvimento de novas moléculas
antiviruléncia e consequente atividade bacteriostética. A andise via TraDIS revelou o
resistoma acido de S. Typhimurium em pH 3.0, e os resultados indicaram genes essenciais
inéditos a serem mais bem explorados em futuros estudos, muitos dos quais ainda néao
descritos em Escherichia coli ou mais especificamente em UPEC. O presente estudo
detalhado da resposta ao estresse acido de S. Typhimurium permite a compreensdo de seus
mecanismos de sobrevivéncia e multiplicagdo, tanto na cadeia aimenticia como na
colonizagdo de diversos hospedeiros em casos de samonelose, assim como detalhes
especificos da patogénese de S. Typhimurium. A partir desses dados, novas estratégias de
controle do crescimento e disseminagcdo microbianos podem ser adotadas nos diferentes
setores da cadeia produtiva.
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