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RESUMO

Klebsiella pneumoniae € uma bactéria patogénica gram-negativa que causa uma
variedade de infeccdes, tais como pneumonia, meningite, septicemia, entre outras. O
ferro € um nutriente-chave para a maioria dos organismos, tendo papel importante no
metabolismo celular e na expressdo de inUmeros fatores de viruléncia em bactérias
patogénicas. Por outro lado, niveis excessivos de ferro no ambiente intracelular podem
causar um estresse oxidativo as ceélulas. Por esta razdo, as bactérias tém desenvolvido
um sistema homeostatico que mantém os niveis intracelulares de ferro em um limite
toleravel. O sistema de homeostase de ferro envolve uma série de genes cuja
expressdo é controlada principalmente pelo regulador Fur (do inglés, ferric uptake
regulator). Em ambientes ricos em ferro, o regulador Fur forma um complexo com o ion
ferroso e este complexo se liga a sequéncias especificas, chamadas boxes Fur,
localizadas na regido promotora dos genes alvos, levando a repressédo da transcricdo
destes genes. Assim, Fur controla a homeostase de ferro ao regular os sistemas de
captacdo e de estocagem de ferro. Neste trabalho foram identificados, por analises de
bioinformética, provaveis boxes Fur na regido promotora de genes do sistema de
captacdo de ferro em Klebsiella pneumoniae. Estes provaveis boxes Fur foram
validados pelo ensaio FURTA e por EMSA, e 0s genes tiveram o0 padrdo de expressao
investigado em condicdo repleta e de privacdo de ferro. Todos os genes investigados
apresentaram a expressao induzida em condi¢cbes de privacéo de ferro, e reprimida na
condicdo repleta de ferro. Considerando que o ferro € um importante elemento de
regulacédo de diversos fatores de viruléncia, torna-se importante o estudo dos sistemas
de captacéao de ferro e sua regulacao, para um melhor entendimento da patogenicidade

de Klebsiella pneumoniae.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae; Regulador Fur; Captacao de ferro.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative pathogenic bacterium that causes a variety of
infections such as pneumonia, meningitis, septicemia, among others. Iron is a key
nutrient for most organisms, having an important role in cell metabolism and expression
of many virulence factors of pathogenic bacteria. In addition, excessive levels of
intracellular iron on the environment can cause oxidative stress to cells. For this reason,
bacteria have developed a homeostatic system which maintains the level of intracellular
iron on a tolerable limit. The system of iron homeostasis involves a number of genes
whose expression is mainly controlled by Fur regulator (ferric uptake regulator). In
environments rich in iron the Fur regulator forms a complex with ferrous ion and the
complex binds to specific sequences, called boxes Fur, these located in the promoter
region of target genes, leading to transcriptional repression of genes. Thus, Fur controls
iron homeostasis by regulating the mechanism responsible for capture and storage of
iron. In this work box Fur-like sequences were identified, by bioinformatic analysis, in the
promoter region of genes of iron uptake system in Klebsiella pneumoniae. These box-
Fur-like assays were validated by EMSA and FURTA assays, and gene expression was
investigated in conditions of excess and deprivation of iron. All genes exhibited an
increased expression during iron deprivation, and were repressed in iron saturated
conditions. Whereas the iron is an important element for regulating several virulence
factors, so it is important to study the systems responsible for iron uptake and their

regulation, for a better understanding of the pathogenicity of Klebsiella pneumoniae.

Keywords: Klebsiella pneumoniae; regulator Fur, iron uptake.
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1. INTRODUCAO

1.1. Captagdo e homeostase de ferro controlado pelo regulador Fur.

A proliferacdo de bactérias no tecido do hospedeiro é limitada ndo sé por
mecanismos de defesa, mas também pela disponibilidade de ferro, ja que o ferro é fator
de crescimento bacteriano (ESCOLAR et al.,, 1999). Em ambientes anaerobios, o ion
ferroso (Fe?*) é prevalente, e este por sua vez é importado para o citoplasma bacteriano
através de porinas e um sistema de transporte ABC (KAMMLER et al., 1993). No
entanto, em condicdes aerdbicas e nos tecidos de mamiferos (in vivo), a maior parte do
ferro encontrado é fon férrico (Fe**) (WANDERSMAN & DELEPELAIRE, 2004). Embora
o ferro seja 0 quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, a disponibilidade de
ferro no hospedeiro € bastante reduzida, uma vez que este elemento é ligado
intracelularmente com proteinas tais como a hemoglobina, a ferritina, hemosiderina e
mioglobina, e extracelularmente com proteinas de alta afinidade por ferro como a
lactoferrina e transferrina. A disponibilidade de ferro também é afetada por conta de sua
insolubilidade em pH fisioldgico (BRAUN, 1997; CAZA et al., 2008). Apesar do ferro ser
um micronutriente essencial para a maioria dos microorganismos, tendo importante
papel no metabolismo celular, altos niveis deste elemento no meio intracelular podem
causar um estresse oxidativo para as células, uma vez que o ferro catalisa a producéo
de espécies reativas de oxigénio que causam danos celulares (WOODMANSEE &
IMLAY, 2002). Por esta razao, as bactérias tém desenvolvido um sistema homeostético
gue mantém os niveis intracelulares de ferro em um limite suficiente para as funcdes
essenciais da célula (ESCOLAR et al., 1999).

As bactérias possuem diversos mecanismos para captacdo de ferro, sobretudo
guando estdo em ambientes onde este nutriente é escasso. Uma das estratégias
utilizadas € a sintese e secrecdo para o meio externo de uma variedade de moléculas
de baixo peso molecular chamadas de sideréforos (do grego sideros= ferro, foros=
transportador). Os sideréforos possuem alta afinidade a fons férricos (Fe*"), sendo que
essa afinidade € 10 vezes maior que aquela exibida pelas transferrina ou lactoferrina
(WANDERSMAN & DELEPELAIRE, 2004). Os sideréforos sao essenciais a

sobrevivéncia, ao crescimento e para a viruléncia de muitas bactérias patogénicas,
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sendo que ja foram caracterizados quimicamente cerca de 500 tipos de sideroforos
(SCHALK et al., 2004).

Os complexos sideréforo-Fe** sdo demasiado grandes para entrar diretamente
na célula e, portanto, as bactérias dependem de sistemas de proteinas especificas para
absorcdo de ferro. O transporte deste complexo para dentro das células depende da
energia préton-motora fornecida pelo sistema TonB, que é formado pelas proteinas
TonB, ExbB e ExbD ancoradas na membrana citoplasmatica. A interacdo de TonB com
proteinas de membrana externa TonB-dependentes provoca uma alteracéo
conformacional que permite a passagem do complexo sideréforo-Fe®*" do meio externo
para o periplasma (KIM et al.,, 1997; GARCIA-HERRERO et al., 2007). Uma vez no
periplasma, o complexo sideréforo-Fe®* é associado a proteina de ligacdo periplasmica
e transportado ativamente para dentro do citoplasma através da membrana interna por
um transportador ABC (BRAUN, 1997; FERGUSON et al., 2004). No citoplasma, o ion
férrico é reduzido pela acdo de esterases a ion ferroso. Como este apresenta baixa
afinidade pelo sideréforo, o complexo é dissociado e o ion ferroso € entdo utilizado no
metabolismo celular (CLARKE et al., 2001).

A manutencdo da homeostase de ferro envolve uma série de genes cuja
expressao é controlada por varios reguladores de transcricdo, sendo o mais conhecido
o regulador Fur (do inglés, ferric uptake regulator). Na presenca do ion ferroso, o
regulador Fur forma um complexo que aumenta em cerca de mil vezes sua afinidade as
sequéncias especificas presentes na regido promotora de genes alvos. Estas
sequéncias sdo chamadas de boxes Fur e possuem 19 nucleotideos de extensédo. A
sequéncia nucleotidica consenso de ligacdo do Fur foi definida como sendo
GATAATGATAATCATTATC (ESCOLAR et al., 1999), e as proteinas Fur de bactérias
diferentes também se ligam a essa sequéncia consenso. Ao se ligar na regido
promotora dos genes alvos, o complexo Fur + ion ferroso bloqueia a ligagdo da RNA
polimerase (RNAP), levando a repressao da transcricdo desses genes. Na auséncia do
ion ferroso, como ocorre em condi¢cdes de escassez de ferro, ndo ha a formacdo do
complexo Fur + ion ferroso, libertando a regido promotora para a ligacdo da RNA

polimerase (RNAP) e a transcricdo dos genes envolvidos na captacdo de ferro. Desta
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forma a homeostase de ferro é regulada pela proteina Fur, pois quando hd uma
deficiéncia de ferro, o sistema de captagéo é ativado, e quando ha uma sobrecarga de
ferro este sistema é reprimido (ESCOLAR et al., 1999).

Dados experimentais mostram que a familia de proteinas Fur tem diferentes
funcdes: no controle da homeostase do ferro (HALL & FOSTER, 1996; POHL et al.,
2003), no controle da expressao de genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo
(BSAT et al., 1998; COOKSLEY et al., 2003), no metabolismo energético (QUATRINI et
al., 2005), na tolerancia a acidez (HALL & FOSTER, 1996), e na regulacdo da producao
de cépsula polissacaridica em Klebsiella pneunomiae (Lin et al., 2011). Ha ainda uma
subclasse chamada Zur (do inglés, zinc uptake regulator), que controla a absor¢cédo de
zinco em E. coli (PATZER & HANTKE, 2000) e Bacillus subtilis (GABALLA et al.,1998).

O Fur, associado ao corepressor Fe?*, pode atuar como ativador ou repressor da
transcricdo de mais de 90 genes em E. coli (HANTKE, 2001). Assim, esse metal torna-
se um importante elemento de regulacdo de diversos fatores de viruléncia,

estabelecendo a infeccéo e colonizacdo das células do hospedeiro.

1.2. Fatores de viruléncia influenciados por ferro

Em bactérias patogénicas, um dos sinais que desencadeia a infeccdo e
colonizacdo é a privacdo de ferro que o patdégeno enfrenta quando em contato com o
hospedeiro, onde a quantidade de o ferro livre é estritamente limitada, e este esta
normalmente ligado a proteinas, tais como a transferrina e lactoferrina. De fato, o ferro
desempenha um papel crucial na regulacdo da expressdo de inumeros fatores de
viruléncia, como formacgdo de biofilme mediado por quorum-sensing, expressao de
genes de viruléncia, toxinas, proteases, e sistemas de assimilacdo de ferro (LITWIN et
al., 1993; HANCOCK et al., 2010). O ferro regula a expressao dos fatores de viruléncia

por intermédio do regulador Fur.

Um fator de viruléncia bacteriana regulado pelos niveis de ferro é a formacéao de
biofilme (SINGH et al., 2004). O biofiime pode ser definido como aglomerados de

células que se organizam em comunidades microbianas compostas de uma Unica
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espécie ou de multiplas espécies. Nestas comunidades organizadas, as células
encontram-se encapsuladas em uma matriz de exopolissacarideos, podendo se
desenvolver em superficies bioticas e abidticas (O'TOOLE et al., 2000). Estima-se que
biofilmes contribuem para mais de 80% das infeccbes humanas (DAVIES, 2003). Os
biofiimes estdo presentes na placa dentaria, em abcessos hepaticos, nas infeccdes
pulmonares e infeccdes relacionadas a utilizacdo de dispositivos meédicos, como
cateteres urinarios. Virtualmente todos os implantes meédicos sdo propensos a
colonizacéo e formacao de biofilmes por bactérias patogénicas, e estes biofilmes muitas

vezes servem como uma fonte de infec¢cdes (HANCOCK et al., 2010).

No caso de bactérias patogénicas a formacdo de biofilme apresenta uma
relevancia clinica. Em funcéo da estrutura encapsulada, o biofilme tem sido associado a
um aumento na resisténcia a agentes antimicrobianos em bactérias patogénicas (MAH
& O'TOOLE, 2001). Nestas condicdes, a formacdo do biofilme protege as bactérias de
ataques por fagocitose e moléculas toxicas; essa protecao dificulta a penetracdo dos
antimicrobianos e também favorece a transferéncia por conjugacdo de plasmideos
contendo agentes de resisténcia (COSTERTON et al., 1999; DONLAN & COSTERTON,
2002). As falhas do sistema imunoldgico para a eliminacdo das bactérias tornam o
biofime uma infeccdo recalcitrante ao tratamento e uma experiéncia comum e
frustrante, uma vez que, apos o tratamento, a sobrevida das bactérias associadas ao
biofilme ir4 perpetuar a infeccdo (COSTERTON et al., 1999; HANCOCK et al., 2010).

A formacdo do biofilme envolve uma série de eventos que se inicia com a
aderéncia das bactérias, em seguida ha formacédo de microcolénias e desenvolvimento
de estruturas uniformes ou agregados celulares, sendo que o ferro desempenha um
papel critico neste processo (BANIN et al., 2005). OToole e Kolter (1998)
demonstraram que o ferro restabelece a capacidade de aderéncia em bactérias que sao
deficientes nesta capacidade. Singh e co-autores (2004) mostraram que niveis baixos
de ferro estimulam a motilidade das bactérias e blogueiam a formacédo de
microcolénias. J& Hancock e colaboradores (2010) demonstraram que a formacdo de
biofilme pode ser prejudicada pela adicdo de ions metalicos bivalentes, tais como Zn (I1)

e Co (Il), que inibem a absorcéo de ferro em virtude de sua maior afinidade para o Fur
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(proteina de captacao de ferro). A formacao de biofilme foi reduzida nas estripes de E.
coli de infeccao urinaria na presenca de Zn (Il), e essa reducao foi observada em placas
de microtitulacdo, em camaras de fluxo e sobre os cateteres urinarios. Abbas e colegas
(2007) mostraram que Pseudomonas aeruginosa mutantes para TonB, o transdutor de

energia envolvido com a captacéo de ferro, séo incapazes de formar biofilme maduro.

Além da influéncia do ferro na formacgéo do biofilme, outro processo parece estar
associado ao mecanismo de sinalizagcdo denominado quorum-sensing. O quorum-
sensing é um mecanismo pelo qual as bactérias se comunicam entre si por meio da
secrecao e deteccdo de pequenas moléculas sinalizadoras denominadas auto-indutores
(Al). Em resposta as moléculas sinalizadoras do quorum-sensing, as bactérias migram
e aderem a superficies, expandindo-se em multiplas camadas celulares que formaréao o
biofilme (COLE et al., 2004). A influéncia do quorum-sensing na formacao de biofilme
tem sido descrita em muitas bactérias, tais como Vibrio cholerae (HAMMLER &
BASSLER, 2003), Pseudomonas aeruginosa (DAVIES et al., 1998), Klebsiella
pneumoniae (BALESTRINO et al, 2005) e Streptococcus pneumoniae
(SUNTHARALINGAM & CVITKOVITCH, 2005). Este fenbmeno, que tem sido
observado tanto em interacfes simbidticas quanto patogénicas, permite que as
bactérias monitorem mudancas na densidade celular ao regular a expressao de genes
especificos. O mecanismo de quorum-sensing regula outros processos celulares
relacionados a patogenicidade, incluindo motilidade, expressao de genes de viruléncia,
regulacdo dos sistemas de secrecdo, de assimilacdo de ferro e sintese de
lipopolissacarideo (LPS) em células de K. pneumoniae. (FERDELE & BASSLER, 2002;
DE ARAUJO et al., 2010).

Uma das estratégias utilizadas pelas bactérias patogénicas para a obtencdo de
ferro é ativar os sistemas de captagcdo de ferro, como a producdo de siderdforos e
receptores especificos. A producédo de sideroforos mediada pelo sistema de quorum-
sensing tem sido descrita em P. aeruginosa (STINTZI et al., 1998), Burkholderia
cepacia (LEWENZA et al., 1999) e bactérias marinhas (GUAM et al., 2000). Em P.
aeruginosa, ambos o ferro e o mecanismo de quorum-sensing desempenham

importante papel na formacéo de biofilme e na motilidade (PATRIQUIN et al., 2008).
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McKenney et al. (1995) demonstraram que houve um significante aumento de sintese
de sideréforos por Burkholderia cepacia quando estas foram inoculadas em meio de
cultura (apenas o sobrenadante) no qual foi cultivada Pseudomonas aeruginosa. Este
aumento na sintese de sideroforos foi atribuido ao estimulo de moléculas sinalizadoras
produzidas por P. aeruginosa, presentes no sobrenadante, sobre B. cepacia. Aléem de
demonstrar que o sistema de assimilagdo de ferro estd intimamente relacionado ao
mecanismo de quorum-sensing, estes resultados mostraram a comunicacdo entre
espécies diferentes, mediada por quorum-sensing tipo Al-2, na producédo de fatores de

viruléncia por B. cepacia.

E notdrio que coldnias de biofilme tém um papel importante na patogénese de
infeccbes devido a sua resisténcia a concentracdes de antibioticos. Numerosos estudos
tém mostrado que as concentracfes inibitérias subminima sub-MIC (do inglés,
subminimal inhibitory concentrations) de alguns antibiéticos podem atuar como
agonistas de formacdo de biofilme bacteriano in vitro, um processo que pode ter
relevancia clinica (KAPLAN et al., 2011). O uso difundido de antibiéticos pode promover
a exposicdo de bactérias a niveis baixos dos farmacos (SMITH et al., 2002). Além
disso, células localizadas na base de uma colbnia de biofilme podem ser expostas a
concentracfes sub-MIC de antibidticos por conta dos gradientes de difusdo (SINGH et
al., 2010).

Kaplan e colaboradores (2011) demonstraram que concentracfes sub-MIC de
antibioticos podem induzir a formacéo de biofilme. Neste trabalho foram utilizadas trés
cepas de Staphylococcus aureus: as cepas S. aureus 383 e 9897, resistentes a
meticilina e com um MIC de 16 mg/mL, e a cepa S. aureus Mu50, sensivel a meticilina e
com um MIC de 8 pg/mL. As cepas foram cultivadas em placas de 96 pocos na
presenca de concentracdes crescentes do antibidtico meticilina. Apdés 18 horas de
incubacédo a 37°C, os poc¢os da placa foram lavados com agua e os biofilmes foram
corados com cristal violeta. Em concentragcbes sub-MIC de meticilina, houve um
aumento na formacdo de biofiime em todas as trés cepas de uma maneira dose-
dependente, conforme evidenciado pela quantidade de corante ligado ao biofilme. A

formacado de biofilmes induzida por meticilina na estirpe Mu50 foi maxima em cerca de
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1/2 MIC (4-5 pg/mL). Além do ensaio com o corante cristal violeta, a inducdo da
formacdo de biofilmes por sub-MIC também foi demonstrada utilizando microscopia
eletrbnica de varredura, por enumeragao de unidades formadoras de colbnia (UFC) e
medicdes de producdo de exopolissacarideo. Ainda nédo esta claro se a formagéo do
biofilme induzida por antibidtico contribui para o constante insucesso ha terapia
antimicrobiana (KAPLAN et al., 2011).

Considerando que a absorc¢éo de ferro é essencial para a formacao do biofilme, a
manipulacdo dos sistemas de captacdo deste nutriente nas bactérias pode ser uma

forma eficaz de erradicar a formacéo de biofilme em cepas infecciosas.

1.3. Klebsiella pneumoniae e a expresséao de fatores de viruléncia

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa da familia
Enterobacteriaceae que causa uma variedade de infecgbes, tais como pneumonia,
meningite, septicemia, entre outras (PODSCHUN & ULLMANN, 1998). K. pneumoniae é
0 segundo agente mais comum em septicemia causada por bactérias patogénicas
gram-negativas (WILLIAMS & TOMAS, 1990; STRUVE et al., 2003) e representa a
segunda maior causa de infeccbes do trato urinario causadas por gram-negativas
(ROSEN et al., 2008) e a terceira causa de pneumonia adquirida em hospitais (JONES,
2010). Sendo um patégeno oportunista, acomete particularmente doentes
imunologicamente deprimidos e apresenta-se como uma das principais causas de
infeccbes hospitalares nosocomiais, tendo como principais sitios de infec¢édo as feridas
cirirgicas nos tratos gastro-intestinal, respiratério e genito-urinario (KOCZURA &
KAZNOWSKI, 2003).

A resisténcia de isolados de K. pneumoniae aos antibioticos fluoroquinolonas,
cefalosporinas e carbapenémicos tem aumentado rapidamente em uma taxa de até 1%
ao ano (ROSEN et al., 2008). Além disso, casos de infec¢cdes com K. pneumoniae em
individuos saudaveis tem sido frequentes no sudeste da Asia, especialmente em
Taiwan e Coréia (KEYNAN & RUBINSTEIN, 2007). Nestes paises, K. pneumoniae tem

sido identificada como o patégeno predominante em abscesso hepatico piogénico nos
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pacientes diabéticos (HAN, 1995; LAU et al., 2000; YANG et al., 2009), e responsavel
aproximadamente por 5% das infeccBes no trato intestinal (JOHNSON et al., 1993).
Relatos no Brasil, entre 1997 e 1998, revelaram que K. pneumoniae foi o quarto
patdbgeno mais frequente em neonatos (PESSOA-SILVA et al., 2004). Em Israel, as
infeccbes por K. pneumoniae sdo as mais frequentes em isolados de ambiente
hospitalar (LEVY et al., 1996). Nos Estados Unidos e em outras regides do mundo,
cepas de Klebsiella pneumoniae que codificam carbapenemases (KPCs) estéo
associadas com a resisténcia quase completa aos antibioticos, com uma taxa de 25 a
60% de falha do tratamento, resultando em infecg¢des fatais (HIRSCH & TAM, 2010).

1.4. Klebsiella pneumoniae e os sistemas de captacao de ferro

Assim como na maioria das bactérias patogénicas, a capacidade de K.
pneumoniae de captar ferro constitui um importante fator na patogenicidade desta
bactéria. No entanto, em comparacdo com outras enterobactérias, poucos estudos tém
focado a importancia dos sistemas de aquisicdo de ferro durante infeccdo por K.
pneumoniae, € Nn0s mecanismos que regulam esta aquisi¢cado de ferro. K. pneumoniae
possui trés sistemas de aquisicdo de ferro, cada qual mediado pelos sideréforos

enterobactina, aerobactina e yersiniabactina.

As aerobactinas sao sideroforos do tipo hidroxamato que apresentam baixa
afinidade por ion férrico e sao produzidos por uma pequena fracdo de enterobactérias.
O sistema de captacdo de ferro mediado por aerobactinas é codificado pelo cluster
génico iucA-B-C-D-iutA, também localizado no plasmidio de viruléncia pLVPK (CHEN et
al., 2004). Ja o sistema de captacdo mediado por yersiniabactina, inicialmente descrito
em Yersinia spp. é encontrado em um namero ainda mais reduzido nas enterobactérias.
Este sistema € codificado por um cluster génico organizado em K. pneumoniae que €&
chamado de “ilha de alta patogenicidade” ou HPI (do inglés high-patogenicity island)
(KOCZURA & KAZNOWSKI, 2003; LAWLOR et al., 2007).

O siderorofo enterobactina é o principal e mais abundante em isolados de

Klebsiella pneumoniae. Dois clusters génicos codificam para o sistema de captacéo de
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ferro mediado por enterobactinas: o cluster iroB-C-D-N, localizado no plasmideo de
viruléncia pLVPK (CHEN et al., 2004), e um cluster génico composto por 14 genes com
origem no DNA cromossOmico de K. pneumoniae (LAWLOR et al., 2007). Os genes
deste cluster estdo envolvidos com a biossintese de enteroquelina (ent), transporte
(fep), e liberacao do ferro (fes). E. coli possui um cluster génico de captacdo de ferro
mediado por enterobactina similar, e a transcricdo dos genes é regulada por um box Fur
bidirecional (Lavrrar et al., 2002). Em K. pneumoniae, este tipo de regulacdo ainda nao

foi descrito.

As enterobactinas sao sideréforos do tipo catecolato e sua afinidade ao ferro é
maior do que a exibida pela lactoferrina ou transferrina (WOOLDRIDGE & WILLIAMS,
1993). Em condicdes de privacdo de ferro, as enterobactinas sdo os sideroforos

preponderantes na captacéao de ferro.

O sistema Fep, que transporta sideréforo enterobactina, é um sistema de
transporte de ferro de alta afinidade encontrado em bactérias gram-negativas. O
sideroforo enterobactina se liga com elevada afinidade a proteinas receptoras de
membrana externa como FepA, proteina essa dependente do sistema TonB para o
transporte e transducdo de energia para a passagem do sideréforo enterobactina do
meio externo para o periplasma (BUCHANAN et al., 1999; SCHALK et al., 2004; MA et
al.,, 2007). No periplasma, o sideréforo enterobactina é transportado através da
membrana interna por uma proteina de ligacdo periplasmica através do sistema de
transporte (ABC) dependente de ATP (FERGUSON et al., 2004). Neste sistema, 0
sideréforo se liga especificamente a sua proteina de ligacdo periplasmética, por
exemplo, FepB, que em seguida, envia o complexo através da permease de membrana
interna correspondente para o citoplasma. Esta permease geralmente consiste de duas
proteinas integrais de membrana, FepD e FepG, que formam o complexo permease de
membrana interna. Cada uma das proteinas integrais de membrana interna esté ligada
a uma proteina adicional FepC, que tem uma atividade ATPase que hidrolisa ATP para
gerar a energia para o transporte do sider6foro através da membrana interna. Na

sequéncia do transporte sideréforo-enterobactina, uma proteina de esterase férrica
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citoplasmatica, Fes, catalisa a remocédo do ferro a partir do complexo (SHEA, et al.,
1991; GARENAUX, et al., 2011).

A Figura 1 resume o0s principais sistemas de captacdo de ferro mediados por

sideréforos encontrados em E. coli e homodlogos aos encontrados em Klebsiella

pneumoniae.
Fe3*-Enterobactin Fe3*-Salmochelin j
S S . (]

EntABCDEF
+ IroB

EntABCDEF

Figura 1: Sistemas de captac@o de ferro mediados por sideréforos em E. coli. Sdo indicados os
genes envolvidos na sintese, exportacdo, recepgdo, internalizagcado e processamento de sideroforos.
Proteinas envolvidas na sintese dos sideréforos enterobactina e salmoquelina sdo indicadas em
retingulos amarelos. Exportadores de membrana sao indicados em azul escuro. Os receptores de
membrana externa séo indicados em verde claro e estdo associados com o complexo TonB-ExbD-B.
Transportadores sdo mostrados na membrana interna como proteinas periplasmaticas de ligacdo
adjacentes aos sistemas correspondentes. Esterases envolvidas na degradacdo de catecolatos para
a liberacdo de ferro a partir enterobactina/salmoquelina sdo mostrados como enzimas
citoplasmaticas no espaco citoplasmético. Pontos de interrogagcéo indicam passos preditos onde os
mecanismos permanecem a ser determinados (adaptado de GARENAUX et al., 2011).
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A expressdo de sideroéforos e sua relagcdo com a viruléncia de K. pneumoniae
tém sido descrita em iniUmeros trabalhos. Estudos tém mostrado que quase todos o0s
isolados clinicos de K. pneumoniae produzem enterobactina, e que uma porcentagem
muito menor produz aerobactina ou yersiniabactina (SCHUBERT et al.,, 2000;
KOCZURA & KAZNOWSKI, 2003). Lawlor e co-autores (2007) demonstraram que, em
adicdo as enterobactinas comumente expressas por K. pneumoniae, a expressao de
outros sistemas de captacdo, tais como aqueles mediados por aerobactinas e
yersiniabactina, contribuem para um fenétipo ainda mais virulento em K. pneumoniae e
representa um importante passo no processo de infeccdo pulmonar. Bachman e
colaboradores (2011) mostraram a contribuicdo dos sider6foros na protecdo contra a
proteina de imunidade inata lipocalina 2 (Lcn2). Para combater as enterobactinas, os
neutroéfilos (KJELDSEN et al., 1993) e as mucosas (NELSON et al., 2005) produzem a
proteina Lcn2 que compete com o siderdforo enterobactina (GOETZ et al., 2002).
Alguns isolados de K. pneumoniae produzem sideréforos que evitam essa ligacao,
como é o caso da enterobactina salmoquelina sintetizada e codificada pelos genes do
cluster iroBCDN (FISCHBACH et al., 2006; HSIEH et al., 2008) onde a enterobactina é
convertida em salmoquelina pela glicosil-transferase codificada pelo gene iroB
(HANTKE et al., 2003; FISCHBACH et al., 2005). J4 o gene iroN codifica a proteina
necessaria para a absorcdo e 0s genes iroC, iroD e iroE um transportador ABC
necessario para o transporte de salmoquelinas, uma esterase citoplasmatica e uma
hidrolase periplasmatica respectivamente, que agem no complexo salmoquelina-férrico
(BISTER et al., 2004; CAZA et al., 2008).

Inimeras metodologias tém sido empregadas para a identificacdo de genes do
sistema de captacéo de ferro e sua relacdo com a viruléncia em K. pneumoniae. Lai e
colegas (2001) empregaram a tecnologia de expresséao in vivo (IVET, do inglés in vivo
expression tecnology) para identificar genes que s&o induzidos durante a infeccéo.
Dentre os genes induzidos estavam um gene da via de sintese de aerobactina e um
gene que codifica um receptor de enterobactina. Lawlor e co-autores (2005)
empregaram a técnica de STM (do inglés signature-tagged mutagenesis) para
identificar novos genes de viruléncia em K. pneumoniae a partir de um modelo de

infeccdo intranasal. Dentre os inUmeros genes identificados, os autores identificaram o
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gene ybtQ que codifica uma ATPase necessaria para o transporte de yersiniabactina.
Mais recentemente, Lau e colaboradores (2007), utilizando técnica de SSH (do inglés
suppressive subtractive hybridization), identificaram genes que contribuem para a
patogenicidade de linhagens especificas de K. pneumoniae. Os autores identificaram
em K. pneumoniae dois genes homélogos ao gene iroN de E. coli, que codifica um

receptor do sideroforo enterobactina.

A geracdo de linhagens mutantes para determinados genes do sistema de
captacdo de ferro e a sua aplicacdo como vacinas vivas tem-se revelado bastante
promissora, conforme atestam alguns trabalhos. Ao servirem como vacinas vivas, estas
linhagens mutantes vivas e atenuadas, isto é, avirulentas, desencadeiam uma resposta
imune protetora com, preferencialmente, minimos efeitos colaterais. Hsieh e co-autores
(2008) relataram o desenvolvimento de linhagens de K. pneumoniae mutantes para
alguns destes genes, linhagens estas que apresentavam diminuicdo na viruléncia.
Segundo estes autores, ao imunizar modelos animais com linhagens de K. pneumoniae
mutantes para o gene tonB, uma resposta imune protetora é desencadeada quando
estes mesmos animais modelos eram, em seguida, desafiados com a linhagem
virulenta selvagem. Williams e colegas (2006) descreveram a construcao de linhagens
de Salmonella entérica mutantes para os trés principais receptores de sideroforos
catecolatos: iroN, fepA e cir. Os autores demonstraram que estas linhagens triplo
mutantes eram capazes de proteger camundongos contra um subsequente desafio com
linhagens parentais virulentas, e concluiram ser esta linhagem atenuada uma
promissora candidata a vacina. Estes resultados ressaltam a importancia de se
caracterizar o papel dos genes do sistema de captacédo de ferro na patogenicidade de
K. pneumoniae, visando o desenvolvimento de linhagens mutantes avirulentas que

podem potencialmente servir como vacinas vivas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a caracterizacdo de genes do sistema de
captacao e de homeostasia de ferro que sao regulados pelo repressor Fur em Klebsiella

pneumoniae, e suas implicacdes na patogenicidade desta bactéria.

2.2. Objetivos especificos

1. Identificar, por andlises de bioinformética, provaveis boxes Fur na regido
promotora de genes do sistema de captacdo e homeostase de ferro em

Klebsiella pneumoniae;

2. Validar os boxes Fur identificados pelo ensaio FURTA e pela técnica de EMSA
(do inglés Electrophoresis Mobility Shift Assay);

3. Investigar o padrao de expressdo dos genes do sistema de captacdo de ferro
que apresentam box Fur na regido promotora, a partir de células de K.
pneumoniae cultivadas em meio LB (condicdo controle), e a partir de células
isoladas apdés 30 minutos de incubacdo apds a adicdo de ferro (FeSO,) ou de

quelante de ferro (2,2’-dipiridil);
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Condig¢des de cultivo de Klebsiella pneumoniae

Para este estudo foi utilizada a linhagem Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. A
bactéria foi cultivada a 37°C em meio LB sélido ou liquido. Nos meios foram
adicionados 100 pM de sulfato ferroso (FeSO,), no caso de condicéo repleta de ferro,
ou 100 uM do quelante de ferro 2,2’-dipiridil, no caso de condi¢ao de escassez de ferro.

3.2. Identificacdo de provaveis boxes Fur

Andlises de bioinformatica foram empregadas na identificacdo de provaveis
boxes Fur na regido promotora de genes do sistema de captacdo e de homeostasia de
ferro em Klebsiella pneumoniae, utilizando-se a metodologia empregada por Quatrini et
al. (2007) e Schneider (1997), com algumas modificacbes. Esta etapa do trabalho
contou com a colaboracéo do Prof. Dr. Renato Vicentini (Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética, da Unicamp).

Para esta analise, boxes Fur de outras Enterobacteriaceae foram utilizados para
a construcdo de uma sequéncia consenso e esta sequéncia foi utilizada como matriz
para a identificacdo de provaveis boxes Fur na regido promotora dos genes de
captacdo e de homeostasia de ferro em K. pneumoniae. Foram consideradas as
sequéncias que cumpriram 0s seguintes parametros: 1) tamanho de 19 pares de bases;
2) escore de similaridade maior que 9 bits; 3) distancia maxima de até 600 pares de
bases do codon iniciador do gene alvo, e 4) seqiéncias com 0s nucleotideos mais

conservados entre boxes Fur de outras bactérias.

3.3. Validacéo dos provaveis boxes Fur pelo ensaio FURTA

O ensaio FURTA foi conduzido conforme descrito por Stojiljkovic et al. (1994). As
células de E. coli linhagem H1717 utilizadas neste ensaio foram gentilimente cedidas
pelo Prof. Dr. Klaus Hantke (Universidade de Tubingen, Alemanha). Inicialmente foram

desenhados oligonucleotideos, fitas sense e antisense complementares, contendo a
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sequéncia nucleotidica dos provaveis boxes Fur identificados. Por meio do anelamento
das fitas sense e antisense foram obtidos oligonucleotideos em dupla fita, os quais
foram clonados no vetor pGEM®-T Easy (Promega). Celulas de E. coli H1717 foram
transformadas com os vetores contendo os provaveis boxes Fur, plaqueadas em meio
de cultura MacConkey contendo ferro (100 uM de FeSO,4) e ampicilina e, em seguida,

incubadas a 37°C por 12 horas.

A validacdo dos boxes € confirmada de acordo com o padrdo de coloracdo das
colénias. A linhagem de E. coli H1717 utilizada neste ensaio possui inserido em seu
cromossomo, uma construcdo composta do box Fur do gene fhuF mais o gene reporter
lacZ que codifica a B-galactosidase. Quando estas linhagens s&o transformadas com
vetores contendo boxes Fur funcionais, a proteina Fur se dissocia da construcdo fhuF-
lacZ para entdo se ligar aos provaveis boxes. Ao se desligar da construcdo, o gene da
B-galactosidase € transcrito e resulta em colénias vermelhas no meio MacConkey,
indicando que o vetor contém um box Fur funcional. A auséncia de coloracao
avermelhada indica que o Fur permaneceu ligado a construcédo fhuF-lacZ e reprimiu a
expressao da -galactosidase, indicando que o vetor ndo possui um box Fur funcional.
O ensaio FURTA foi realizado em duplicata, com pelo menos dois cultivos

independentes realizados para cada box investigado.

Para auxiliar na identificacdo das colbnias, o ensaio FURTA foi conduzido
utilizando-se dois clones diferentes como controles: 1) vetor pGEM®-T Easy contendo
box Fur previamente validado (controle positivo), e 2) vetor pGEM®-T Easy apenas

(controle negativo).

3.4. Validacao dos provéaveis boxes Fur pela técnica de EMSA
3.4.1. Amplificacdo do gene fur de K. pneumoniae e clonagem no vetor de
expressao pET-28a

O gene fur de Klebsiella pneumoniae foi amplificado por PCR a partir de DNA
gendmico extraido de células de K. pneumoniae cultivadas em meio LB liquido a 250

r.p.m. de agitacdo a 37°C. A extracdo foi realizada com o kit Wizard® Genomic DNA
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purification Kit (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. A reacdo PCR foi

realizada com os primers descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Par de primers utilizado para a amplificacdo do gene fur por PCR.

Primers Sequencia (5’ > 3°)" Amplicon
ex_Fur-S GTCGCATATGATGACTGACAACAATACC 472 pares
ex_Fur-AS TATCTCGAGTTATTTTTCCACCGCG de bases

1. Sequéncias sublinhadas representam os sitios de restricAo das enzimas Ndel (primer
sense, S) e Xhol (primer anti-sense, AS).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL e continha os
seguintes reagentes (em concentracao final): tampao de PCR 1x, 0,2 mM de dNTPs,
1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 0,5 pg de DNA gendmico de K. pneumoniae,
2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e quantidade suficiente de agua
autoclavada para o volume final de 25 pL. As condi¢cdes da reacdo de PCR consistiram
em uma etapa inicial de desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto, e extenséo a 72°C
por 1 minuto. ApGOs os ciclos, as amostras foram submetidas a uma etapa adicional de

extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os primers utilizados na reacdo de amplificacdo do gene fur foram desenhados
de maneira que possuissem os sitios de restricdo das enzimas Xhol e Ndel (Tabela 1),
uma vez que estes sitios também estdo presentes na regido de mdiltipla clonagem do
vetor de expressdo pET-28a (Novagen). Desta forma, tanto o gene fur de K.
pneumoniae quanto o vetor foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel,
de acordo com as instrucdes do fabricante (Fermentas). A reacdo de digestao dupla foi
realizada em um volume final de 20 pL e consistiu de: 2 pL de tampé&o Buffer R 10x, 1
Kg do vetor pET-28a ou 0,5 pg do gene fur amplificado, 0,5 uL da enzima Xhol, 1 pL da
enzima Ndel, e adgua autoclavada em quantidade suficiente para o volume final de 20
uL. A reacao de digestéo foi incubada a 37°C por 1 hora e, apos isso, tanto o gene fur

guanto o vetor pET-28a digeridos foram purificados por meio da excisdo de bandas em
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gel de agarose, utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

ApGs a purificacdo o gene fur foi clonado no vetor pET-28a por meio de reacéo
de ligacdo com a enzima T, DNA ligase, conforme instru¢cdes do fabricante
(Fermentas). A reacao de ligacao foi realizada na proporcéo 1:3 de vetor (pET-28a) e
inserto (gene fur) e consistiu de: aproximadamente 0,3 pug do vetor pET-28a, 1 ug do
gene fur, 2 uL do tampao de ligacao 10X, 2,5 unidades da enzima T4 DNA ligase e agua
autoclavada em quantidade suficiente para o volume final de 20 pL. A reacéo de ligacéo

foi incubada por 2 horas a 8°C.

O vetor de expressdo pET-28a clonado com o gene fur (pET-28a+fur) foi utilizado
para a transformacédo de células de E. coli DH5a, e clones recombinantes foram obtidos
por meio de minipreparacées (minipreps) com o kit Wizard® Plus SV Minipreps
(Promega). Os clones obtidos na miniprep foram submetidos a uma nova reacdo de
PCR com os mesmos primers utilizados na reacao de amplificacdo do gene fur, para se
confirmar se os mesmos foram realmente clonados com o gene fur. A reagéo foi
realizada conforme ja descrito, com a excecdo de que foi utilizado 0,2 pug de DNA

plasmidial extraido nas minipreps.

3.4.2. Expresséao e purificacéo da proteina Fur

Para a expressao da proteina Fur de K. pneumoniae em larga escala foi utilizada
a linhagem de E. coli BL21(DE3) transformada com o vetor de expressdo pET28a
contendo o gene fur.

Células de BL21(DE3) transformadas foram cultivadas em 50 ml de meio LB
contendo kanamicina a 37°C e 250 r.p.m., e o crescimento celular foi monitorado por
espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm (D.O.g00nm). ApOS atingirem
D.O.600nm de 0.6 foi realizada a indugéo da expressao do gene fur por meio da adicao
de 1 mM de IPTG (concentragcédo final). Apos a adicdo de IPTG, as células foram
incubadas por mais 4 horas a 37°C e 250 r.p.m. Apds este periodo, as células foram
isoladas por centrifugacéo (3.000 r.p.m., 4°C por 15 minutos) e o pellet de células foi

ressuspendido com 10 mM de Tris-HCI. A esta ressuspenséao foi adicionado Cellytic
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Express Tablets (Sigma-Aldrich) e a mistura foi incubada por 20 minutos a 37°C e 180
r.p.m. para promover a lise celular. Apos a incubacéo adicionou-se 2 mL de His-Select
Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich) previamente lavada e equilibrada e incubou-se a
mistura por 15 minutos a 115 r.p.m. ApoOs este periodo a amostra foi centrifugada a
5000 r.p.m. por 5 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Foi adicionado tamp&o
de lavagem (50 mM de Fosfato de Sodio e 300 mM de Cloreto de Sédio) e incubou-se a
amostra por 4 minutos e a 175 r.p.m. ApOs este periodo a amostra foi centrifugada a
5000 r.p.m. por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante. Esta lavagem foi repetida
por mais duas vezes. Apos as lavagens foi adicionado o tampé&o de eluicdo (50 mM de
Fosfato de Sodio, 300 mM de Cloreto de Sédio e 250 mM de imidazol) e incubou-se a
amostra por 10 minutos a 175 r.p.m. Em seguida, a amostra foi centrifugada por 5
minutos a 5000 r.p.m. e, ao final, coletou-se o sobrenadante contendo a proteina Fur
purificada. Ao longo do protocolo de purificacdo foram coletadas fracdes para analise
no gel de poliacrilamida. Estas fracdes referem-se as etapas de lise celular, lavagens e

eluicdes.

As fracBes contendo a proteina Fur purificada foram agrupadas e dialisadas em
membrana SnakeSkin™ Dialysis Tubing 3,5K MWCO (Thermo Scientific), em tamp&o
de dialise composto por 20 mM de Tris-HCI, 1 mM de DTT, 10% de glicerol e 0,1 mM de
MnSO, durante uma noite a 4°C e sob agitacdo lenta. Apds dialise, as proteinas foram
concentradas com o kit Pierce® Concentrator (Thermo Scientific), seguindo as
recomendacdes do fabricante. A concentracdo da proteina foi determinada pelo método
de Bradford (Sambrook et al., 1989).

As amostras obtidas nas extracdes foram analisadas em gel de poliacrilamida
composto por duas partes: gel de empacotamento a 5% na porc¢ao superior e um gel de
separacdo a 15% na porcéo inferior. O aparato do gel de poliacrilamida foi montado
com espacadores de 0,75 mm de espessura. Inicialmente foi depositado no aparato o
gel de separacdo em concentracgéo final de 15%. Este gel consistiu de 1,3 mL de Tris-
HCL 1,5 M em pH 8,8, 2,5 mL de bis-acrilamida na propor¢do 1:29 e a 30% de
concentracéo, 50 pL de SDS 10%, 85 pL de persulfato de aménia (0,1 pg/ml), 15 pL de

Temed e agua autoclavada em quantidade suficiente para um volume final de 5 mL.



31

Apébs depositar o gel de separacao foi adicionado aproximadamente 1 mL de propanol
para evitar que o gel secasse e se enrugasse enguanto ocorresse a polimerizagéo do
gel, o que levou entre 30 a 60 minutos. Apos a polimerizacdo do gel de separacéao foi
descartado o propanol e foi depositado o gel de empacotamento em conccentracao final
de 5%. Este consistiu de 0,375 mL de Tris-HCL 1,0 M em pH 6,8, 0,5 mL de
bis:acrilamida na proporgao 1:29 e a 30% de concentracao, 30 pL de 10% de SDS, 50
uL de persulfato de amoénia (0,1 pg/ml), 10 yL de Temed e agua autoclavada em

guantidade suficiente para um volume final de 3 mL.

As amostras foram aplicadas no gel, na seguinte propor¢cao: 20 uL das fragbes
foram misturadas a 10 gL de tampé&o de amostra 3x (50 mM de Tris-HCI em pH 6,8,
45% de glicerol e 2% de SDS). Esta mistura foi fervida por 5 minutos a 95°C, aplicadas
no gel e submetidas a eletroforese por 1 hora a 120 Volts. Apds a corrida as proteinas
totais presentes nas fracdes foram visualizadas apds coloracdo do gel em solucao
contendo o corante Coomassie Blue (0,25% de Coomassie Blue R-250, 10% de acido
acético e 50% de etanol) por 1 hora e, em seguida, descorado em solucédo descorante

(10% de etanol e 5% de acido acético).

3.4.3. Analise de EMSA em gel de poliacrilamida

Para a analise de EMSA em gel de poliacrilamida, foram utilizados como sondas
0s mesmos oligonucleotideos dupla fita gerados para o ensaio FURTA. Para que néo
houvesse reducdo no rendimento de proteina Fur purificada, ndo foi realizada a etapa
de remocao da cauda de poli-histidina por proteases especificas. Segundo Gao et al.
(2008), a proteina Fur com cauda poli-histidina ndo perde sua capacidade de se ligar ao
DNA, podendo ser utilizada em experimentos de EMSA e DNase | footprinting.

As sondas dupla fita foram marcadas com o auxilio do Biotin 3’ End DNA
Labeling Kit (Pierce Protein), e o EMSA realizado utilizando-se os kits LightShift
Chemiluminescent EMSA Kit e Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module
(Pierce Protein), seguindo as recomendacfes do fabricante porém com algumas
modificacbes como se segue. Inicialmente a proteina Fur (5 ug) foi mantida por 10

minutos no gelo em 20 yL de uma reagdo composta por um tampao de ligagcédo (10 mM



32

de Tris-HCL, 50 mM de KCI, 1 mM de DTT, em pH 7.5), 100 uM de MnCl,, 50 ug/mL de
poli dI-dC, 2,5% de glicerol, 5 mM de MgCl, e 0,05% de NP-40. A esta mistura foi
acrescentado 25 fmoles de sonda marcada com biotina, e as amostras foram incubadas
novamente por 20 minutos em gelo. As amostras (sondas livres e os complexos DNA-
proteina) foram entdo separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 4% néo
desnaturante (pré-corrido a 100 Volts por 30 minutos) por 1 hora a 100 Volts em
tampdo Tris-borato (sem EDTA). Apds a corrida, as amostras contidas no gel foram
transferidas para membranas de nylon por 1 hora a 380 mA em tampao TBE 1x. Para a
fixacdo das amostras a membrana esta foi submetida a irradiacdo com luz ultravioleta
por 10 minutos. Os resultados foram visualizados apds deteccdo das amostras contidas
nas membranas com o kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module, exposicéo

destas membranas em filme raio-X seguido de revelacao dos filmes.

3.4.4. Analise de EMSA em gel de agarose

A técnica de EMSA foi realizada em gel de agarose para os boxes Fur
encontrados nas regides intergénicas entre os genes fepA e fes e entre os genes fepD
e entS. Para isso, as regides intergénicas foram amplificadas por PCR a partir de DNA
gendmico de K. pneumoniae e com os pares de primers descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reacBes de amplificacdo das regides
intergénicas entre fepD-entS e fepA-fes. Tamanho dos amplicons em pares de bases.

Regido intergénica Sense (5’ > 3’) Anti-sense (5’ > 3’) Amplicon
fepD-entS GCTGAAGGCGGTGAATACC GAATGGGTCATCATCTGGATCT 396
fepA-fes TTCCCAGATTGACCAGCAA CGCCACCAGAACGTTACC 400

A reacdo de PCR continha os seguintes reagentes: tampéao de reacdo 1x, 0,2
mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 0,5 ug de DNA gendmico de
K. pneumoniae, 2,5 unidades de Tag DNA polimerase e quantidade suficiente de agua
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autoclavada para o volume final de 25 pul. As reagfes foram submetidas aos seguintes
ciclos: etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, e uma etapa final de extenséo a 72°C
por 7 minutos. O resultado obtido na reacdo de PCR foi checado apds aplicacdo das
amostras em gel de agarose 1% e corrida de eletroforese em 5 mM de tampé&o de
corrida borax (tetraborato de sodio). Em seguida, as regides intergénicas foram
purificadas por meio da excisdo de bandas em gel de agarose com o kit Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega).

Para o EMSA em gel de agarose a proteina Fur (5ug) foi mantida por 10 minutos
no gelo em 20 pL de uma reacdo composta por tampao de ligacdo (10 mM de Tris, 50
mM de KCI, 1 mM de DTT, em pH 7.5), 100 uM de MnCl;, 50 ug/ml de poli dI-dC, 2,5%
de glicerol, 5 mM de MgCl, e 0,05% de NP-40. Apds a incubacao foi acrescentado 500
ng da regido intergénica amplificada, e a mistura foi incubada por 30 minutos no gelo.
Apos isso, as amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% contendo 0,5 pg/mL de

brometo de etidio e submetidas a eletroforese em tampéao de corrida borax a 5 mM.

3.5. Caracterizacdo do padrao de expressao dos genes com box Fur
3.5.1. Cultivo de Klebsiella pneumoniae e obtencdo de massa celular

Para os experimentos de PCR em tempo real foram utilizadas células de K.
pneumoniae cultivadas a 37°C e 200 r.p.m. de agitacdo. Apds as células atingirem uma
D.O.600nm de 0.4, 100 uM (concentracao final) de FeSO, foi adicionado em um dos
frascos e 100 uM (concentragao final) de 2,2’-dipiridil foi adicionado em outro frasco. No
terceiro frasco nada foi adicionado, constituindo-se assim em condicao controle. Apos a
adicdo dos suplementos, as células foram incubadas por 30 minutos e em seguida as

células foram isoladas por centrifugacdes para a extracdo de RNA total.
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3.5.2. Isolamento de RNA total e sintese de cDNA

RNA total foi extraido das células de K. pneumoniae cultivadas nas condicfes
descritas acima. Para a estabilizacdo e preservacdo do RNA, as células foram isoladas
e armazenadas em RNAprotect® Bacteria Reagent (Qiagen) a -80°C até o momento da
extracdo do RNA. A extracdo foi realizada utilizando-se o kit RNeasy Protect Bacteria
Mini Kit (Qiagen), seguindo instrucdes do fabricante. O RNA total extraido foi tratado
com DNase (Qiagen) para a remocédo de DNA, quantificado em espectrofotbmetro e

guardado a -80°C até o momento de sua utilizacdo na sintese de cDNA.

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com o RNA total extraido na
secdo anterior e a partir do kit ThermoScript™ RT-PCR System for First-Strand cDNA
Synthesis (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para tal, a 3 pg de
RNA total foram acrescentados 2 uL de um mix de dNTPs (10 mM), 1 puL de primer
hexamero randémico (50 ng/uL) e quantidade suficiente de agua tratada com DEPC
(dietil pirocarbonato) para um volume final de 12 pL. Esta mistura foi submetida a
desnaturagdo por 5 minutos a 65°C. ApoOs este periodo de incubagdo, foram
acrescentados a mistura 4 pL de tampao de reacdo (5x), 1 uL de DTT (100 mM), 1 uL
de RNaseOUT™ (40U/pl), 1 pL de &gua tratada com DEPC e 1 pL da enzima
ThermoScript™ RT (15 U/uL). A reacdo de sintese de cDNA foi realizada apos
incubagdo da mistura a 25°C por 10 minutos seguida de incubagdo a 50°C por 50
minutos. A reacéo foi finalizada apds incubag&o a 80°C por 5 minutos. Em seguida, foi
acrescentado 1ul de RNase H (2 U/uL) e a reacéo foi incubada a 37°C por 20 minutos.
Apos a incubacgdo, o cDNA sintetizado foi entdo quantificado em espectrofotdmetro e
utilizado nas reagdes de PCR em tempo real.

3.5.3. PCR em Tempo Real

O padrao de expresséao dos genes com box Fur validado foi investigado por PCR
em tempo real, a partir dos cDNAs sintetizados conforme descrito na secao 3.5.2. Os
pares de primers especificos para cada gene foram previamente testados por PCR
convencional a partir de DNA gendémico de K. pneumoniae, para se averiguar a

eficiéncia de amplicagdo dos genes. Os primers foram desenhados com o programa
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Primer3 v. 0.4.0 (Rozen e Skaletsky, 2000) de maneira que tivessem temperatura de

anelamento de 60°C e que rendessem amplicons com tamanhos entre 90 a 105 pares
de bases (Tabela 3).

Tabela 3. Seqliéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reagcdes de PCR em tempo real. O tamanho

dos amplicons esta representado em pares de bases.

Gene Primer Sense (5’ > 3’) Primer Anti-sense (5’ > 3’) Amplicon
fhuA CCTTCCTGAGCAACTTCCAG CTTACCGTTGGCGTCGTAAT 98
SitA ATCTTCAGCGAAAGCACCAT GCTCAGCGAATCGACATACA 99
exbB GCCTCACCACCCAGCTTAT AAAACCGGTTCGTTCCTTG 95
tonB ACGCAGCCGATAGAGATCA CTCAGGTTCGGGTTCAACA 99
CirA CGACGGCAAGTATGTCCTG GCTCAGGTTGACCGGATCT 100
KPN_3087 CGGAAAATCTGTCCGACCT GACGGCAGAACCTGGGTAT 100
iroN ATCGGGATATTCGCCTGAA GGCCAGGCTCATTGTAGGT 96
ybiL AGTATGCCGCACTCAACTCC GGGTACCGCTGTCGGTAGTA 96
fes CACCACAACACAGCAGACG GGCTGCCAGAGCTGGATA 105
fepD AGCTGATCGGCCTAATCGT CCATATGCGGCATCATCA 96
fepB TGACGATAAAAGCTGGCAAA CTGTTTATTGAAGTCGGCAATG 97
entC TTGCTGAACTGGAACCCTTC CGGATAGTCACCACCCACTC 94
recA TTAAACAGGCCGAATTCCAG CCGCTTTCTCAATCAGCTTC 99
rho AACTACGACAAGCCGGAAAA ACCGTTACCACGCTCCATAC 99

As reacOes foram realizadas em triplicatas no equipamento Real-Time PCR

System 7500 (Applied Biosystems) e com o kit Platinum® SYBR® Green gPCR

SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo instru¢ées do fabricante. Ao final, uma etapa

adicional de dissociagéo foi realizada com o intuito de se verificar a especificidade da

reacdo, ou seja, a possivel presenca de bandas inespecificas e/ou dimeros de primers.
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A analise dos dados gerados foi feita com o auxilio do Sequence Detection Software
v1.3.1 (Applied Biosystems). Como controles internos foram utilizados 0s genes
enddgenos rho e recA que codificam respectivamente um fator envolvido com a
terminacdo da transcricdo e uma enzima envolvida com o processo de recombinacao
do DNA. Para o célculo da expresséao relativa dos genes foi utilizado o método AACy,
como descrito por Livak e Schmittgen (2001). Os dados obtidos nos experimentos de

PCR em tempo real foram analisados estatisticamente com o teste t de Student.

3.6. Andlise da transcricao policistronica dos genes em operons

Alguns genes nos quais foram identificados provaveis boxes Fur estédo
organizados em operons ou clusters génicos. Assim, reacdes de PCR foram feitas para
se investigar se 0s genes que compdem cada um desses operons S&o transcritos numa
mesma unidade transcricional; ou seja, se sao transcritos num unico RNA policistronico.
Para tal, foram utilizados DNA gendmico isolado de K. pneumoniae e cDNAs
sintetizados para os experimentos de PCR em tempo real. As reac¢des foram realizadas
com pares de primers (Tabela 4) que anelam em cada uma das extremidades dos

genes.

A reacdo de PCR continha os seguintes reagentes: tampao de reacdo 1x, 0,2
mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 0,5 ug de DNA genémico ou
100 ng de cDNA de K. pneumoniae, 2,5 unidades de SuperTaq DNA polimerase
(Ambion) e quantidade suficiente de agua autoclavada para o volume final de 25 pL. As
reacGes foram submetidas aos seguintes ciclos: etapa inicial de desnaturacdo a 93°C
por 5 minutos, 40 ciclos de 93°C por 1 minuto, 60°C por 45 segundos e 68°C por 5
minutos, e uma etapa final de extensdo a 68°C por 10 minutos. O resultado obtido na
reacdo de PCR foi checado apos aplicacdo das amostras em gel de agarose 0.8% e
corrida de eletroforese em tampéao de corrida TBE 1x.
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Tabela 4. Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas andlises de transcrigdo policistrénica dos
genes organizados em operons.

Operon Entre os genes Primers® Sequéncia (5° > 3’) Amplicon®
fhu fhuA e fhuD fhuA-S CCTTCCTGAGCAACTTCCAG 2331
fhuD-AS GTTCAAGGTTGGGTTCGGTA
fhuD e thuB fhuD-S GTGGCCGATATTCCCAACTA 9267
fhuB-AS GCTATATGTCGACCCCGAGA
sit SitA e sitD SitA-S ATCTTCAGCGAAAGCACCAT 2709
sitD-AS CCGAACAGGATATGGTCGAG
exbB-exbD exbB e exbD exbB-S GCCTCACCACCCAGCTTAT 770
exbD-AS GCTATCCAGGGCGTTAATCA
enterobactina fes e ychP fes-S CACCACAACACAGCAGACG 255
ychP-AS GCAGGCAGGTCGCAGT
ychP e entF ychP-S CTTCGACAATCCGCAAGG 3644
entF-AS CCTTCGATAGCGCTGAACA
fepC e fepD fepC-S CGATATCACGGTGCAGGAG 1659
fepD-AS CCATATGCGGCATCATCA
entC e entH entC-S TTGCTGAACTGGAACCCTTC 3700
entH-AS TGCCCTTCTTCGGTCATC

1. S, primer sense; AS, primer anti-sense.
2. Tamanho dos amplicons em pares de bases.

3.7. Técnicas bésicas de biologia molecular

As técnicas basicas de biologia molecular como extracdo de DNA, eletroforese
de &cidos nucléicos, digestdo enziméatica do DNA, clonagens, foram realizadas
conforme Sambrook et al. (1989).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificac&o de provaveis boxes Fur

As analises de bioinformatica permitiram a identificacdo de provaveis boxes Fur
na regido promotora de 12 genes envolvidos na captacdo de ferro e transducao de
energia. Na Tabela 5 estdo representadas as sequéncias nucleotidicas dos provaveis
boxes Fur identificados, as localizacdes e 0s respectivos scores.

Alguns dos genes nos quais foram identificados boxes Fur estdo organizados em
clusters génicos ou operons, conforme esquematizado na Figura 2. Dentre esses genes
estado fes, fepD e entC, do cluster génico da via de sintese e captacado de sideréforo
enterobactina (Figura 2A), o gene fhuA do operon fhu, composto dos genes fhuA, fhuC,
fhuD e fhuB (Figura 2B), o gene sitA do operon sit, composto dos genes sitA, sitB, sitC

e sitD (Figura 2C), e 0 gene exbB adjacente ao gene exbD (Figura 2D).

entC entB entH
fepA ychP fepC fepD fepB entE entA
B
¥,
fhuA fhuC fhuD fhuB
C
4
SitA sitB sitC  sjtD
D
A 4

exbD exbB

Figura 2. Genes organizados em clusters génicos nos quais foram identificados boxes Fur
(setas vermelhas) na regido promotora.



Tabela 5. Provaveis boxes Fur encontrados na regido promotora de genes do sistema de captacéo de ferro.

i BOX FUR
Categorla Gene/Locus Funcdo da proteina —— ——
Funcional Localizacédo Sequéncia Score
Captacéo de Ferro
fon Férrico fhuA Receptor de ferricromo 51pb upstream AATAATAATTCTCGTTTAC 15.75
(membrana externa).
iroN Receptor de sideréforos 48 pb upstream GATAACAATTATCATTACA 17.98
(membrana externa).
fes Via de sintese do sideréforo 142 pb upstream  GCAAATAGTTATCAATAAT 13.07
enterobactina.
entC Via de sintese do sideréforo 42pb upstream GATAATTATTCTTAATATC 18.83
enterobactina.
fepD Receptor de enterobactina 18pb upstream GATAATGATAGTAATTATC 21.31
(membrana interna).
fepB Receptor de enterobactina 26 pb upstream ATAAATGCGTCTCATTTTC 14.13
(membrana interna).
KPN_03087 Receptor de enterobactina 134 pb upstream  GATAATACCTATCATTACC 16.07
férrica e colicinas.
CirA Receptor de enterobactina e 242 pb upstream  GATAATGATTACGATTATC 21.80
colicinas (membrana externa).
ybiL Receptor Fiu (sider6foro 107pb upstream  AAGAATAGTTATCATTTGC 16.17
catecolato).
fon Ferroso SitA Captacao de ferro e 100pb upstream GCAAATAAGAATTATTTTC 18.94
manganés. Resisténcia a
estresse oxidativo.
Transducdo de Energia
tonB Sistema de transducao de 38 pb upstream GCAAATAGCAATCATATTC 11.38
energia proton motora.
exbB Sistema de transducao de 78 pb upstream GATAGTGGTTCTCATTAGT 12.73

energia préton motora.

39
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A partir dos 12 provaveis boxes Fur identificados foi possivel construir uma
sequéncia nucleotidica consenso (Tabela 6). Como os boxes foram identificados em
genes que pertencem ao sistema de captacdo de ferro, é possivel inferir que esta &
provavelmente a sequéncia nucleotidica consenso da proteina Fur em genes que
pertencem aquela categoria funcional. De fato, comparando a sequéncia consenso dos
genes de captacdo e homeostase de ferro com a sequéncia consenso classica descrita
por Escolar et al. (1999) verifica-se uma identidade bastante elevada, com apenas 2

nucleotideos divergentes dentre os 19 que compde o box Fur (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncia nucleotidica consenso dos boxes Fur identificados na
regido promotora de genes do sistema de captacéo de ferro.

Genes/locus Box Fur identificado® Escore?
CirA GATAATGATTACGATTATC 21.80
fepD GATAATGATAGTAATTATC 21.31
SitA GCAAATAAGAATTATTTIC 18.94
entC GATAATTATTCTTAATATC 18.83
iroN GATAACAATTATCATTACA 17.98
ybiL AAGAATAGTTATCATTTGC 16.17

KPN_03087 GATAATACCTATCATTACC 16.07
fhuA AATAATAATTCTCGTTTAC 15.75
fepB ATAAATGCGTCTCATTTTC 14.13

fes GCAAATAGTTATCAATAAT 13.07
exbB ACTAATGAGAACCACTATC 12.73
tonB GCAAATAGCAATCATATTC 11.38

CONSENSQ® GATAATaATtATCATTATC -

CLASSICA® GATAATgATaATCATTATC -

1. Nucleotideos mais prevalentes dentre as sequéncias estéo realcados.

2. Genes organizados a partir do maior escore, obtido nas analises de bioinformatica.

3. Sequencia CONSENSO baseada nos boxes Fur identificados neste trabalho. Sequéncia
consenso CLASSICA de acordo com Escolar et al. (1999). Nucleotideos divergentes em
minudsculo.
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4.2. Validacéo dos boxes Fur pelo ensaio FURTA

Inicialmente os boxes Fur identificados nas andlises de bioinformética foram
validados pelo ensaio FURTA. Na Figura 3 pode-se observar um controle positivo de
cor avermelhada (presenca de box Fur funcional), controle negativo incolor (auséncia

de box Fur), e a confirmacéo funcional dos boxes Fur identificados.

POSITIVO NEGATIVO
Receptores de enterobactina, Via de sintese e receptores
catecolato e colicina. de enterobactina.
CirA iroN ybiL KPN_3087 fes entC fepD fepB

@\ #|0 )@ ==& e

Receptores de sideréforo Sistema de transducao de Receptores de captacao
ferricromo. energia. de ion ferroso.
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Figura 3. Validacdo dos boxes Fur nos genes (coldnias avermelhadas) analisados pelo ensaio FURTA e
presenca de dois controles, positivo (+) e negativo (-).

Pode-se notar que a maioria dos genes apresentam boxes Fur funcionais
(validos), como é o caso dos boxes Fur nos genes cirA, entC, fepD, fhuA, tonB, exbB e
sitA conforme pode ser constatado pelo padrdo de coloracdo intensamente vermelho
das coldnias. Por outro lado, o ensaio FURTA mostra que os boxes Fur dos genes ybilL
e fepB ndo séo funcionais, como pode ser notado pelas coldnias incolores. O resultado

pode ser explicado considerando que no ensaio FURTA é utilizada uma linhagem de
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Escherichia coli (H1717) nas quais sdo inseridos boxes Fur de uma outra bactéria, no
caso a Klebsiella pneumoniae. Apesar do gene fur de K. pneumoniae e de E. coli
apresentarem uma elevada homologia na sequéncia nucleotidica (85% de identidade,
E-value de 2e-143), é possivel que a proteina Fur de E. coli H1717 n&o tenha afinidade
aos boxes Fur dos genes ybiL e fepB de K. pneumoniae. Outra metodologia, como o
EMSA, seria necessaria para confirmar se os boxes Fur dos genes ybiL e fepB sao

realmente nao funcionais.

Similarmente ao descrito neste trabalho, Tsolis e colegas (1995) também
identificaram, pelo ensaio FURTA, 14 genes do sistema de captacdo e homeostase de
ferro que sdo regulados por Fur em Salmonella typhimurium. Dentre estes genes
regulados por Fur, 11 foram descritos também em E. coli ou Yersinia enterocolitica,
incluindo os genes fhuA, fthuB, fepA, fes, fepD, p43, entB, fur, foxA, hemP, e fhuE.

Lin e colegas (2011) mostraram que o Fur serve como um repressor na
regulacdo de pelo menos oito sistemas de aquisicdo ferro em K. pneumoniae CG43,
embora em niveis diferentes. No estudo de Lin e colegas (2011), a analise dos boxes
Fur nos genes iroB, entC, hmuR, iucA, feo e fec revelou niveis elevados de identidade
com a sequéncia consenso do Fur, enquanto que os genes fhuA e sitA apresentaram
identidades relativamente mais baixa. Isto sugere que uma sequéncia altamente
conservada de 19 pares de bases da sequéncia é necessaria para um fenétipo FURTA
positivo. Esta correlacdo ndo foi observada no nosso trabalho, ja que os boxes Fur dos
genes TonB e exbB apresentaram escores baixos, no entanto através do ensaio

FURTA os dois genes foram validados positivamente.

Baghal e co-autores (2010) mostraram a importancia da proteina de membrana
FepA (85 kDa) na patogenicidade bacteriana. Camundongos BALB/c foram imunizados
com a proteina FepA purificada. Os anticorpos produzidos pelos camundongos foram
capazes de reconhecer e se ligar a proteina FepA. Os camundongos imunizados foram
desafiados com as bactérias Escherichia coli O157:H7, Shigella flexneri, Klebsiella
pneumoniae e Salmonella typhi e sobreviveram, indicando que FepA & um potencial

antigeno candidato a vacina.



43

4.3. Validac&o dos boxes Fur pela técnica do EMSA.

4.3.1. Amplificacdo do gene fur e clonagem no vetor de expressao pET-28a

O gene fur de Klebsiella pneumoniae foi amplificado por PCR a partir de DNA
gendmico extraido de células de K. pneumoniae. O resultado obtido na reacdo de PCR
foi checado apds aplicacdo das amostras em gel de agarose 1% e corrida de
eletroforese em tampédo de corrida TBE 1x. Ap6s a amplificacdo, o gene fur de K.
pneumoniae e o vetor de expressdo pET-28a foram digeridos com as enzimas de
restricdo Xhol e Ndel e, em seguida, purificados por meio da excisdo de bandas em gel
de agarose. A Figura 4 mostra o gene fur amplificado por PCR antes e apds a

purificacdo por meio da excisdo de bandas em gel de agarose.

M 1 2
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500 pb—|—wme
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose mostrando o gene fur amplificado por PCR (1) e
este mesmo produto de PCR apoés a digestdo com as enzimas Xhol e Ndel e a purificagao
por excisdo de bandas do gel (2). A seta indica o tamanho do amplicon (472 pares de
bases). M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).

Apés as purificagbes o gene fur foi clonado no vetor de expressdo pET-28a,

resultando no vetor pET-28a-fur. Este vetor foi utilizado para a transformacéo de células
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de E. coli DH5q, e clones recombinantes foram obtidos por meio de minipreps. Clones
recombinantes contendo o gene fur de K. pneumoniae foram selecionados por meio de
reacdo PCR, conforme ilustrado na Figura 5.

1

M
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose mostrando o gene fur amplificado por PCR a
partir do DNA plasmidial extraido por minipreps. Este resultado confirma a presenca do
gene fur clonado no vetor pET-28a. A seta indica o tamanho do amplicon (472 pares de
bases). M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).

4.3.2. Expressao e Purificacdo da proteina Fur

Para a expressao da proteina Fur foi utilizada a linhagem de E. coli BL21(DE3)
transformada com o vetor de expressao pET-28a+fur. A purificacdo da proteina Fur foi
obtida com o kit His-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich).

FracOes da proteina Fur foram obtidas com o tampao de eluicdo contendo 250
mM de imidazol. Em seguida as fracdes foram agrupadas, dialisadas e armazenadas no
freezer -80°C no tampé&o de didlise. O método de Bradford indicou a concentracdo da
proteina Fur purificada em 1 ug/uL, e esta foi utilizada no ensaio de EMSA. A Figura 6

mostra a analise no gel de poliacrilamida das fracées de proteina total e do Fur obtidas
durante o processo de purificacéo.
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Figura 6. Gel de poliacrilamida mostrando as proteinas totais e a proteina Fur (seta)
purificada com o kit His-Select Nickel Affinity Gel. PM, marcador de peso molecular
(BenchMark™ Protein Ladder, Invitrogen); 1. fracdo solluvel (sobrenadante) de BL21(DE3)
com o vetor pET-28a+fur lisada apds a inducdo com IPTG; 2. fracdo insolavel (precipitado) de
BL21(DE3) com o vetor pET-28a+fur apéds a inducdo com IPTG; 3. Apds a primeira lavagem;
4. Ap6s a segunda lavagem; 5 e 6. FragBes da proteina Fur (seta) eluida com tampéo
contendo 250 mM de imidazol; 7. Proteina Fur apos a didlise.

4.3.3. Analise de EMSA em gel de poliacrilamida e em gel de agarose

A andlise por EMSA foi realizada com o objetivo de investigar a interacdo da
proteina Fur com os boxes Fur identificados. Esta técnica é baseada no fato de que em
uma corrida de eletroforese 0 DNA quando complexado a uma proteina migra mais
lentamente do que o DNA ndo complexado. A analise por EMSA foi realizada apenas
para os boxes Fur identificados na regido promotora dos genes iroN e tonB e aqueles

boxes Fur identificados nas regides entre os genes fepA e fes e entre fepD e entS.

Para o EMSA dos boxes Fur identificados na regido promotora dos iroN e tonB
foram utilizados como sonda oligonucleotideos dupla fita contendo a sequéncia
nucleotidica dos boxes Fur. Devido ao tamanho curto destas sondas, aproximadamente
20 pares de bases, as analises por EMSA destes boxes Fur foram realizadas em gel de

poliacrilamida e com as sondas marcadas com biotina. A Figura 7 mostra os resultados
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obtidos nesta analise, e confirma a interacdo da proteina Fur com os boxes Fur

identificados naqueles genes.

= Complexo box Fur +
proteina Fur

Sonda dupla =»
fita

Figura 7. EMSA em gel de poliacrilamida dos boxes Fur identificados na regido promotora dos
genes iroN e tonB. 1. oligo iroN marcado com biotina na auséncia da proteina Fur; 2. oligo iroN
marcado com biotina incubado com a proteina Fur; 3. oligo tonB marcado com biotina na
auséncia da proteina Fur; 4. oligo tonB marcado com biotina incubado com a proteina Fur.

Para o EMSA dos boxes Fur identificados nas regides entre os genes fepA e fes
e entre fepD e entS optou-se pela analise em gel de agarose. Isto porque neste caso
foram utilizadas as regifes intergénicas amplificadas por PCR. Como os fragmentos
amplificados eram maiores, com tamanhos de aproximadamente 400 pares de bases, o

EMSA pdde ser realizado em gel de agarose.

Para a analise do EMSA em gel de agarose as regides intergénicas foram
inicialmente amplificadas por PCR, conforme mostra a Figura 8. A partir destas regides
amplificadas foi realizado o EMSA, nas mesmas condi¢des de incubagéo conduzidas no
caso anterior, com a excecdo de que as sondas livres e os complexos boxes Fur +
proteina Fur foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao de
corrida borax 5 mM. A Figura 9 mostra os resultados obtidos no EMSA em gel de
agarose, confirmando que os boxes Fur identificados regides intergénicas séo sitios de

interacdo com a proteina Fur.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose mostrando regiées entre os genes fepD e entS
(1, 396 pares de bases) e entre os genes fepA e fes (2, 400 pares de bases) amplificadas
por PCR (seta). M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).
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Figura 9. EMSA em gel de agarose dos boxes Fur identificados nas regibes entre 0s genes
fepD e entS e entre os genes fepA e fes. 1. regido intergénica fepD-entS (seta branca) na
auséncia da proteina Fur; 2. regido intergénica fepD-entS incubada com a proteina Fur e o
complexo formado (seta preta); 3. regido intergénica fepA-fes (seta branca) na auséncia da
proteina Fur; 4. regido intergénica fepA-fes incubada com a proteina Fur e o complexo formado
(seta preta). M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen).

Os genes tonB (transducdo de energia), iroN (receptor de salmoquelina) e

sintetizadores e receptores de enterobactina sdo de suma importancia para a viruléncia
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da K. pneumoniae. Muitos trabalhos tém demonstrado a importancia dos sistemas de
captacdo de ferro dependentes da proteina TonB. Hsieh e colaboradores (2008)
utilizaram analises de microarray em K. pneumoniae para investigar a adaptacéo
bacteriana no hospedeiro em escala gendmica em diferentes condicdes de
crescimento. Essa investigacao identificou supostos sistemas de captacédo de ferro,
como yersiniabactina, aerobactina (genes iucA-B-C-D-iutA), e salmoquelina (iroN-D-C-
B), dependentes de Tonb e predominantes em K. pneumoniae associada ao abcesso
hepatico piogénico. Estes resultados sugerem que yersiniabactina, aerobactina, e
salmoquelina agem sinergicamente sobre a viruléncia da bactéria. Estas descobertas
sugerem que, embora um Unico sistema de aquisicdo de ferro sider6foro-dependente
pode ser suficiente para a colonizacdo bacteriana, a presenca de sistemas adicionais
poderia melhorar a eficiéncia de crescimento no hospedeiro, permitindo ao agente

patogénico multiplas fontes para importar ferro.

MutacBes no gene tonB foram avaliadas em varios patbgenos gram-negativos, e
conferem um fenétipo avirulento quando testadas em modelos animais (Torres et al.,
2001). Em estudo de Hsieh e co-autores (2008) uma proteina TonB mutante prejudicou
0 crescimento bacteriano. Este achado sugere que o mutante TonB perde sua
capacidade de ativar a aquisicdo de ferro por meio dos sistemas de captacdo de ferro
TonB-dependentes. Camundongos BALB/cByl imunizados com a bactéria mutante
TonB negativa sobreviveram ao desafio intraperitoneal com bactérias selvagens
(virulentas), enquanto que os de controle ndo imunizados ou imunizados com a mutante
para o gene maga (do inglés, mucoviscosity-associated protein) morreram dentro de 5
dias de infeccdo. Estes resultados demonstram que o gene tonB é importante para a

viruléncia da bactéria.

4.4. Caracterizagéo do padrao de expressao dos genes investigados

Para os experimentos de PCR em tempo real foi utilizado cDNA sintetizado a

partir de RNA total isolado de células de K. pneumoniae cultivadas em meio LB
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(condicdo controle), e de células isoladas ap6s 30 minutos de incubagédo apds adigdo
de ferro (100uM de FeSO,) ou 2,2'-dipiridil (100uM). Tabela 7 mostra o padrao de
expressdo dos genes investigados, nas condicdes, repleta e em privacdo de ferro,
gquando comparadas ao padrdo observado na condicdo controle. Os dados foram

considerados estatisticamente significativos com p-value < 0.05.

Tabela 7. Padréo de expressdo dos genes investigados no PCR em tempo real.

Presenca de ferro Presenca de 2,2 dipiridil
Gene ~ ~ ~ x
(padréo expressao — p-value) (padréo expressao — p-value)
exbB Reprimido Induzido
(0,33 - 0,002) (3,11 -0,02)
tonB Reprimido Induzido
(0,41 -0,03) (2,57 -0,037)
SitA Reprimido Induzido
(0,31 —0,024) (2,87 —0,016)
fhuA Reprimido Induzido
(0,57 — 0,002) (2,39 — 0,045)
CirA Reprimido Induzido
(0,51 - 0,043) (1,39 - 0,04)
iroN Reprimido Induzido
(0,23 - 0,018) (5,67 — 0,015)
ybiL Reprimido Induzido
(0,30 — 0,009) (3,77 —0,0001)
KPN_3087 Reprimido Induzido
(0,26 — 0,05) (2,18 - 0,031)
fepA Reprimido Induzido
(0,40 - 0,01) (2,97 - 0,03)
fes Reprimido Induzido
(0,22 - 0,026) (5,71 -0,014)
fepD Reprimido Induzido
(0,20 - 0,02) (3,5 — 0,006)
entS Reprimido Induzido
(0,71 - 0,03) (1,72 - 0,05)
fepB Reprimido Induzido
(0,41 — 0,0004) (1,71 - 0,008)
entC Reprimido Induzido
(0,18 — 0,022) (3,69 — 0,006)
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Através da técnica de PCR em tempo real foi possivel avaliar o padréo de
expressdo dos doze genes envolvidos no sistema de captacédo de ferro em Klebsiella
pneumoniae, diante de duas condi¢cbes de crescimento: na presenca e na privacao de
ferro (tabela 7). O resultado mostra que todos 0s genes tiveram sua expressao induzida
na condicdo de crescimento com privacao de ferro. As duas maiores indugcbes foram
observadas nos genes: iroN, responsavel pela sintese de uma proteina de membrana
externa que transporta os complexos sideroforos-Fe*® para o meio periplasmatico e o
gene fes que sintetiza uma proteina citoplasmética, a esterase férrica, que catalisa a
remoc&o do ferro a partir dos complexos sideroforos-Fe*® para a utilizacdo do mesmo

no metabolismo celular da bactéria.

Bleuel e co-autores (2005) também usaram a técnica de PCR em tempo real
para a quantificacdo dos genes entC, que sinteza o sideréforo enterobactina, e fepA
uma proteina de membrana externa receptora de enterobactina férrica em Escherichia
coli na condicao de privacdo de ferro. Ambos os genes foram altamente expressos na
privacdo de ferro, o gene FepA com aumento de 81 vezes e 0 gene entC com um
aumento da expresséo de 336 vezes. Esses resultados refletem a participagcéo de entC
e FepA na homeostase de ferro. Também pela técnica de PCR em tempo real White-
Ziegler e co-autores (2007) demonstraram um aumento na expressao dos genes Cira e
fes quando o cultivo bacteriano era exposto a temperatura a 37°C em comparacao a
23°C em cepas de Escherichia coli, porém, os pesquisadores mostraram que esse
efeito termorregulatério € anulado quando um quelante de ferro (2,2’-dipiridil) é
adicionado no meio de crescimento. Estes resultados suportam a hipétese de que a
falta de ferro tem um efeito estimulador sobre a transcricdo dos genes em ambas as

temperaturas.

Os resultados deste trabalho apontam que os genes de captacdo de ferro em
Klebsiella pneumoniae estdo ativos na condi¢cdo de crescimento com privacdo de ferro.
A compreensao do sistema captacao de ferro é de extrema importancia e de relevancia
clinica, pois, tanto a sobrevivéncia quanto a patogenicidade bacteriana sdo altamente

dependentes de ferro.
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4.5. Unidade transcricional dos genes organizados em operons

Alguns genes nos quais foram identificados provaveis boxes Fur estdo
organizados em operons ou clusters génicos. Este € o caso dos genes fes, fepD e entD,
do cluster génico da via de sintese e captacdo de sideroforo enterobactina, o gene fhuA
do operon fhu, composto dos genes fhuA, thuC, fhuD e fhuB, o gene sitA do operon sit,
composto dos genes sitA, sitB, sitC e sitD, e 0 gene exbB adjacente ao gene exbD. Os
genes que compde estes clusters sao transcritos numa mesma unidade transcricional,
conforme pode ser constatado pelas reacfes de amplificacdo por PCR das juncdes

entre os genes (Figuras 10 a 13).

E importante ressaltar que este experimento ndo representa uma anélise
guantitativa dos niveis de transcritos nas condicbes testadas. No entanto, ao
demonstrar que aqueles genes séo, cada qual em seu cluster génico, transcritos num
unico RNA policistrénico, € possivel estender os resultados obtidos no PCR em tempo
real para os demais genes que compdem o0s operons. Assim, é possivel inferir que, de
maneira geral, os genes que compdem o operon fhu e sit encontram-se induzidos na
condicdo de escassez de ferro (presenca de 2,2 dipiridil) e reprimidos na condicéo
repleta de ferro, quando comparados a condi¢cdo controle. Da mesma maneira, é
possivel inferir que os genes fes, fepD e entD, do cluster génico da via de sintese e
captacdo de sideroforo enterobactina, e os genes exbB-exbD encontram-se induzidos
na condicdo de escassez de ferro e reprimidos na condicédo repleta de ferro, quando

comparado a condicdo controle.
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Figura 10. Representagcédo esquematica e transcri¢cdo policistronica dos genes exbB e exbD. Em
A estéo representados os genes, a posicdo dos primers sense (seta branca) e anti-sense (seta
negra) utilizados nas reagdes de PCR, e o tamanho do amplicom em pares de bases (pb). Em B,
gel de agarose 0,8% mostrando os fragmentos gerados apos as reagbes de PCR. As reacdes
foram realizadas com DNA gendmico isolado de K. pneumoniae (G), e com cDNAs obtidos de
células cultivadas em meio LB (LB), e de células incubadas por 30 minutos em meio LB contendo
ferro (Fe) e em meio LB contendo 2,2’-dipiridil (Dip). M, marcadores de peso molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder, Invitrogen) com os tamanhos em pares de bases (pb).
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Figura 11. Representacdo esquemadtica e transcricdo policistronica dos genes que compdem o
cluster génico da via de sintese e captacdo do sidero6foro enterobactina. Em A estédo
representados os genes do cluster, a posicdo dos primers sense (setas brancas) e anti-sense
(setas negras) utilizados nas reacdes de PCR, e os tamanhos dos amplicons em pares de bases
(pb). Em B, gel de agarose 0,8% mostrando os fragmentos gerados apoés as rea¢fes de PCR. As
reacOes foram realizadas com DNA gendmico isolado de K. pneumoniae (G), e com cDNAs
obtidos de células cultivadas em meio LB (LB), e de células incubadas por 30 minutos em meio
LB contendo ferro (Fe) e em meio LB contendo 2,2’-dipiridil (Dip). M, marcadores de peso
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) com os tamanhos em pares de bases (pb).
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Figura 12. Representacdo esquemética e transcri¢cdo policistrdnica dos genes que compfem o
operon sit. Em A estdo representados os genes do operon, a posicdo dos primers sense (seta
branca) e anti-sense (seta negra) utilizados nas rea¢cbes de PCR, e o tamanho do amplicom em
pares de bases (pb). Em B, gel de agarose 0,8% mostrando os fragmentos gerados apés as
reacdes de PCR. As reac8es foram realizadas com DNA gendmico isolado de K. pneumoniae (G),
e com cDNAs obtidos de células cultivadas em meio LB (LB), e de células incubadas por 30
minutos em meio LB contendo ferro (Fe) e em meio LB contendo 2,2’-dipiridil (Dip). M,
marcadores de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) com os tamanhos em pares de
bases (pb).

54



—  2331pb —
1 1

B> |
-[ fhuA ]-[ fhuC ]—[ fhubD H fhuB ]—
> -

L 2267pb—

B fhuA-fhuC fhuD-fhuB

M G LB Fe Dip G LB Fe Dip

2000pb__=-' - e ey e de

1000 pb—| gue

—
500 pb—- e=e
400 pb__—
300 ph—| e
200 pb—L e

100 pb—

Figura 13. Representagdo esquematica e transcrigdo policistronica dos genes que compdem o
operon fhu. Em A estéo representados os genes do operon, a posi¢do dos primers sense (setas
brancas) e anti-sense (setas negras) utilizados nas reacdes de PCR, e os tamanhos dos
amplicons em pares de bases (pb). Em B, gel de agarose 0,8% mostrando os fragmentos
gerados apos as reacdes de PCR. As reagfes foram realizadas com DNA gendmico isolado de
K. pneumoniae (G), e com cDNAs obtidos de células cultivadas em meio LB (LB), e de células
incubadas por 30 minutos em meio LB contendo ferro (Fe) e em meio LB contendo 2,2’-dipiridil
(Dip). M, marcadores de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) com os tamanhos
em pares de bases (pb).
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5. CONCLUSAO

Pela analise de bioinformatica foi possivel identificar provaveis boxes Fur na
regido promotora de genes do sistema de captacdo e homeostase de ferro. Doze genes

foram selecionados de acordo com o melhor escore.

Os boxes Fur identificados no I6cus génico KPN_3087 e nos genes cirA, iroN,
ybiL, fes, entC, fepD, fepB, fhuA, tonB, exbB e sitA foram validados pelo ensaio FURTA,
0 mesmo nao ocorrendo com os boxes Fur identificados nos ybiL e fepB.

A técnica EMSA revelou a interacdo da proteina Fur com os boxes Fur nos
genes iroN e tonB e nas regifes intergénicas entre os genes fepD-entS e fepA-fes,

confirmando a validacao destes boxes.

Expressao dos genes do sistema de captacdo de ferro com boxes Fur mostrou-
se reprimido em meio rico em ferro e induzido em meio com escassez de ferro. Os

genes iroN e fes apresentaram as maiores inducées em meio com escassez de ferro.

Os genes nos quais foram identificados boxes Fur e que estdo organizados em
operons ou clusters génicos sdo transcritos num unico RNA policistrénico. Assim, é
possivel inferir que, de maneira geral, os demais genes que compdem cada cluster
também s&o induzidos na condicdo de escassez de ferro e reprimidos na condicao
repleta de ferro, quando comparados a condi¢éo controle.
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