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1. INTRODUCAO

Quorum Sensing é um termo que vem sendo utilizado para designar um
sistema de sinalizacdo entre as bactérias, as quais produzem substancias
denominadas auto-indutores (Al). Quando estes atingem uma determinada
concentracdo em decorréncia do aumento da densidade celular, a bactéria
detecta estas moléculas sinais e responde alterando a sua expressdo génica.
Estudos tém utilizado este sistema de sinalizacdo Quorum Sensing para melhor
entender a patogenicidade das bactérias (WALTERS & SPERANDIO, 2006;
SPERANDIO et al., 2002).

Até o momento, trés tipos de auto-indutores tém sido descritos em bactérias
Gram-negativas. O Al-1 esta primariamente envolvido na comunicacio
intracelular, o Al-2 na comunicacao entre as espécies e, ha a producao de um
terceiro auto-indutor, denominado Al-3, sendo também responsavel por ativar a
expressao génica em Salmonella (SPERANDIO et al., 2003; JESUDHASAN et al.;
2010; BEARSON & BEARSON, 2008).

Adrenalina e noradrenalina sdo catecolaminas produzidas pelos mamiferos e
utiizam a mesma via de sinalizacdo do Al-3 das bactérias (SPERANDIO et al.,
2003). Neste sentido, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando as
catecolaminas para melhor entender as bactérias patogénicas, como Salmonella.
Bactérias do género Salmonella estdo entre os principais micro-organismos
patogénicos veiculados por alimentos. A patogenicidade desta bactéria esta
relacionada a uma série de fatores de viruléncia e dentre estes podemos citar os
flagelos (TOYOTA-HANATANI et al., 2008). Este € uma estrutura complexa que
fornece mobilidade ao micro-organismo, sendo necessarios mais de 50 genes
para essa estrutura ser expressa (McQUISTON et al.,, 2008). A expressao do
flagelo esta entre os fatores de viruléncia induzidos por Quorum Sensing
(BEARSON & BEARSON, 2008; MOREIRA et al., 2010).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o sistema de sinalizacao
“Quorum Sensing (Al-3)” na expressdao dos genes envolvidos na motilidade de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium em resposta a exposicdo deste micro-
organismo ao meio condicionado.

2. MATERIAL E METODOS
Bactérias e Meios de Cultura
No experimento foi utilizado uma cepa de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (ST) isolada pelo Laboratério de Produtos de Origem Animal
(LIPOA-UFPel-Pelotas-RS) e sorotipada pela FIOCruz - RJ. O caldo Infusao
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Cérebro e Coracao (BHI, Acumedia), agar Infusdo Cérebro e Coracao (BHA,
Acumedia) e caldo Minimum Essential Medium Eagle (MEM, Sigma) foram
utiizados como meios de cultivo. Adrenalina (CgH13NO3;, E1635, Sigma) foi
utilizada na concentragéo de 500 uM.

Preparo do Meio Condicionado

Salmonella Typhimurium (ST) foi semeada em caldo BHI (Acumedia) por 18h
a 37°C. A densidade 6dtica do cultivo foi ajustada para 1 (Asgonm) e aliquotas
foram semeadas em MEM e incubadas em agitador orbital (Certomat”™ BS-T) a
37°C por 7 h a 130 rpm. Apds este periodo, o cultivo foi centrifugado a 13.000 g
por 10 minutos e o sobrenadante filtrado (filtro de 0,22 um, Millipore). O meio
condicionado (mc) foi preparado com 50% de sobrenadante + 10 % (500 uM) de
adrenalina + 30% de agua destilada + 10% MEM concentrado 10 vezes.

Ensaios Moleculares

ST foi cultivada a 37°C por 7 horas a 130 rpm em meio MEM. Apds este
periodo, este cultivo foi centrifugado e o pellet utilizado para inocular o meio MEM
(controle) e o meio condicionado. A partir do inéculo nos cultivos, amostras foram
coletadas a cada trinta minutos, totalizando quatro coletas. Estas foram
centrifugadas e o pellet ressuspendido em Trizol (Invitrogen) para fazer extracéo
de RNA e sintese de cDNA. A sintese de cDNA foi realizada, segundo instru¢des
do fabricante (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems
AB) e quantificado em espectofotometro (Nanovue) e estocado a -20°C até
posterior uso.

A expressao dos genes foi determinada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR), comparando as células induzidas com as
células controle. Os primers usados na quantificacdo da expressao de cada gene
por RT-PCR encontram-se listados na Tabela 1. As reacdes foram realizadas em
duplicatas no equipamento Real-Time PCR System 7300 Applied Biosystems e
com o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMixUDG (Applied Biosystems),
seguindo instru¢des do fabricante.

A reacao de PCR em tempo real consistiu em 236 ng de cDNA (sintetizado
conforme descrito na secao anterior), 6,25 uL de Platinum® SYBR ® Green, 0,25
UL de Rox Reference Dye, 0.5 uM de cada primer e agua em quantidade
suficiente para um volume final de 12,5 pL. As amostras foram submetidas a
45 ciclos nas seguintes condigdes de termo-ciclagem: 94° C por 30 segundos, 55°
C por 30 segundos e 72° C por 60 segundos, sendo que a andlise dos dados
gerados foi feita com o auxilio do software Real-Time MxPro - Mx3005P.

Amostras com uma concentragdo inicial maior de mRNA do gene alvo
alcancam um limite significante na deteccao por tempo real em menores nimeros
de ciclo na reacdo de PCR que as amostras que apresentam um mRNA inicial
com uma menor concentracdo, desta forma é possivel obter uma medida
quantitativa da magnitude da expressao (A Ct) de cada gene de interesse,
normalizado pela expresséo do gene 16S RNA ribossomal em cada amostra para
corrigir a variacao do conteudo de cDNA da amplificagdo entre as amostras.

Tabela 1: Primers usados neste estudo.

Gene Sequéncia do Primer (5 — 3’) Referéncia

16S AGGCCTTCGGGTTGTAAAGT Nosso grupo
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GTTAGCCGGTGCTTCTTCTG
GGTTATCGGTACAGTTTTCG
mot A TAGATTTTGTGTATTTCGAACG FINK et al., 2007
B ATGAAAAATCAGGCTCATCCCA N r
o CATAAAATCGGCGTAGGCAATT 0SSO grupo
. CGGAGTATCGTCAGATGTTG
fii A TTGATGTTCTTCAGTCACCAG BEARSO'\‘zgogEARSON’
: GGCACAAGTCATTAATACAAACAGC
fli C TCTTTCGCGCTGTTGATACG Nosso grupo

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O ensaio de RT-PCR foi utilizado para verificar a expressao dos genes
envolvidos na montagem e funcionalidade do flagelo durante a exposicao de
Salmonella Typhimurium a adrenalina e ao sobrenadante de um cultivo de ST,
através do uso do meio condicionado. A partir dos resultados obtidos, podemos
observar que os genes mot A, mot B, fli C e fli A de ST, tiveram um aumento na
sua expressao em relacao ao tratamento controle. Observamos uma inducéao de
16 vezes na expressdao do gene mot A, sendo isso verificado duas horas apés
adicao do mc (Figura 1). Proteinas como Mot A, assim como, Mot B, Fli G, FliM e
Fli N, tém sido identificadas como componentes da rotagdo do motor presentes na
membrana citoplasmatica e envolvidas em dirigir o flagelo bacteriano
(NAKAMURA et al., 2009).

Figura 1: Expressao dos genes flagelares de Salmonella Typhimurium quando
expostos ao meio condicionado.
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4. CONCLUSOES

Em resumo, este estudo demonstrou que adrenalina associada ao
sobrenadante de uma cultura de Salmonella Typhimurium induziu uma maior
expressao de genes envolvidos com a montagem e funcionalidade do flagelo de
Salmonella.
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