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RESUMO

Klebsiella pneumoniae é um patdgeno gram-negativo oportunista, causador de
infeccbes hospitalares, tais como infecgbes urinarias, pneumonia, sepse, entre outras.
O ferro, sendo um nutriente essencial para 0s microrganismos, participa de varios
processos metabdlicos importantes e é também um importante mediador da expresséo
de genes de viruléncia. Em bactérias a regulacdo génica mediada por ferro € controlada
pelo regulador transcricional Fur, que 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, e modula a transcricdo destes genes. Foram identificados,
por analises de bioinformatica, provaveis boxes Fur na regido promotora do gene fur e
dos genes fimZ, rseA, rstR e sdiA de K. pneumoniae. Estes boxes Fur foram validados
pelo ensaio FURTA com a linhagem de E. coli H1717, confirmando que a expressao
desses genes pode ser regulada por Fur. A identificacdo de um box Fur no gene fure o
padréo de expressédo deste gene modulado de acordo com a disponibilidade de ferro no
meio revelam que a expressdo deste gene € auto-regulada. A caracterizacdo da
proteina Fur de K. pneumoniae pelo ensaio FURTA na linhagem de E. coli H1780
mostrou que nao houve a complementacdo do gene fur mutante de H1780 pelo gene
fur de K. pneumoniae, possivelmente porque o gene fur de K. pneumoniae nédo foi
transcrito e a proteina Fur ndo foi expressa em H1780. Um modelo tridimensional da
proteina Fur de K. pneumoniae foi construida pela técnica de modelagem molecular por
homologia e podera fornecer informacfes valiosas quanto ao mecanismo de acdo do
regulador Fur quando complexado as suas respectivas sequéncias reguladoras. Este
trabalho mostra que a proteina Fur é um importante regulador da transcricdo nao
apenas de genes de viruléncia, mas também de genes que codificam outros

reguladores transcricionais potencialmente associados a fatores de viruléncia.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae; Regulador Fur; Genes Reguladores;

Modelagem Molecular por Homologia.
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative opportunistic pathogen that causes
nosocomial infections such as urinary tract infections, pneumonia, sepsis, among others.
Iron is an essential nutrient for microorganisms and participates in several metabolic
processes. Besides the role in the metabolism, iron is also an important mediator in the
expression of virulence genes. In bacteria the gene expression regulation mediated by
iron is controlled by the transcriptional regulator Fur. The Fur regulator forms a complex
with ferrous ion and this complex binds to specific sequences, called Fur box, located in
the promoter region of target genes and modulates the transcription of these genes. In
this work bioinformatic analysis revealed putative Fur boxes on the promoter region of
fur, fimZ, rseA, rstR and sdiA genes from K. pneumoniae. These Fur boxes were
validated by FURTA analysis in E. coli strain H1717, confirming that the expression of
these genes can be regulated by Fur. The identification of a Fur box on fur gene and the
expression of this gene modulated according to the availability of iron in the medium
showed that the expression of fur gene is auto-regulated. The characterization of K.
pneumoniae Fur protein by FURTA analysis in E. coli strain H1780 showed no
complementation of H1780 fur mutant by the K. pneumoniae fur gene, possibly because
the fur gene of K. pneumoniae was not transcribed and the Fur protein was not
expressed in H1780. A three-dimensional model of the K. pneumoniae Fur protein was
constructed by homology molecular modeling and can provide valuable information
regarding the mechanism of action of the regulator Fur when complexed to their
respective regulatory sequences. This study shows that K. pneumoniae Fur is an
important regulator not only of virulence genes, but also of other genes that encode

transcriptional regulators associated with virulence factors.

Key words: Klebsiella pneumoniae; Fur regulator; Genes Regulators; Homology

Molecular Modeling.
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1. INTRODUCAO

1.1. Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae € um bacilo gram-negativo que consiste em um
patbgeno humano oportunista, causador de uma parte significativa de infeccbes
hospitalares, como as infeccbes urindrias, pneumonia, sepse, entre outras. Estas
bactérias sdo de facil disseminacdo em ambiente hospitalar e estdo associadas a altas
taxas de morbidade e mortalidade por serem multirresistentes aos antibiéticos,
principalmente quando sdo capazes de produzir enzimas betalactamases de espectro
estendido (ESBL) (MARQUES et al., 2011).

Para Gales e colegas (1997), a resisténcia bacteriana constitui-se como algo que
reflete no mundo inteiro, tornando muitos antimicrobianos menos efetivos,
provavelmente devido ao uso inadequado desses medicamentos, ocasionando a
selecdo de patdgenos resistentes. O paciente infectado normalmente necessita de
maior tempo de internacdo e ingestdo aumentada de medicamentos que podem ser

toxicos, além de que apresentam risco aumentado de mortalidade.

Em estudo realizado recentemente em Recife, no qual utilizou-se 28 isolados
clinicos de K. pneumoniae, concluiu-se que 0s mesmos apresentaram resisténcia a
cefalosporinas de espectro estendido tais como aztreonam, ampicilina, amoxicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, cloranfenicol, tetraciclina e cefotaxima. Nenhum isolado
apresentou resisténcia a amicacina, imipenem ou meropenem, que normalmente sao
medicamentos de primeira escolha para o tratamento de pneumonia, sepse, entre

outras patologias causadas pela K. pneumoniae (LOPES et al., 2010).

1.2. Patologias causadas por K. pneumoniae

A K. pneumoniae é uma das principais bactérias causadoras de infeccdes
hospitalares, ou nosocomiais (PODSCHUN & ULLMANN, 1998). A infeccéo hospitalar
um problema limitado ndo somente ao meio em que esta inserida, mas é uma questao
de saude publica que conduz ao aumento dos custos de medicamentos e internagéo,

ocasionando demora no atendimento de outros pacientes. Santos (2004) afirma que
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infecc@o hospitalar consiste naquela em que a infec¢do foi adquirida apos o paciente
ser hospitalizado. Esta infeccdo pode se manifestar durante o periodo em que o
paciente se encontra internado ou pode ocorrer até mesmo apos a alta hospitalar,
estando relacionada ao periodo em que o paciente permaneceu instalado na instituicdo
hospitalar (MOURA et al., 2008). A infeccdo hospitalar traz a saide do homem prejuizos
imensuraveis, como letalidade, aumento do tempo de internagdo, alta demanda de
medicamentos, dor, mal estar e isolamento. Tudo isso contribui para o sofrimento do
paciente e, também, de sua familia, que vive este drama junto com a vitima
hospitalizada, compartilhando com ela seus medos e receios (CARDOSO & SILVA,
2004).

Um dos fatores que determina se a infeccdo sera recidiva é a producdo de
enzimas betalactamases que conferem a bactéria resisténcia contra antibiéticos
betalactamicos. A resisténcia a estes antibioticos é fruto de mutacdes nos genes que
codificam a enzima betalactamase. Desde entdo, inimeros sao os relatos de infeccbes
ocasionadas por bactérias resistentes, pois as mutacdes nestes genes conferem
resisténcia a varios antimicrobianos (MEYER & PICOLI, 2011).

O réapido diagnéstico e deteccdo de bactérias em pacientes hospitalizados séo
cruciais para determinar os medicamentos utilizados na terapia referente a patologia
diagnosticada, além de determinar a necessidade de isolamento de pacientes. No caso
das bactérias gram-negativas produtoras de ESBL, o diagndéstico é fundamental para
gue o manejo do paciente seja adequado. A permanéncia do paciente em tempo
prolongado no hospital, sem medidas de controle precocemente tomadas, interfere na
saude de outros pacientes, que de certo modo estardo susceptiveis ao risco de
contrairem a bactéria, sendo este, um fator agravante, pois ocasiona a disseminacéo do
bacilo (MARTINS & PICOLI, 2011).

Uma das infec¢cbes causadas pela K. pneumoniae € a sepse, ou infeccao
sistémica. A sepse € uma patologia de dificil tratamento e terapéutica limitada e, por
isso, apresenta alta taxa de fatalidade, principalmente quando o contagio é feito por
bactérias gram-negativas produtoras de betalactamases (TRAGANTE et al., 2008;
SIQUEIRA-BATISTA et al.,, 2011; PANCERA et al., 2004). Suspeita-se de sepse
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quando o individuo apresenta sinais e sintomas tais como: taquipinéia ou taquicardia,
apnéia, hipotermia ou hipertermia, vomitos, distensdo abdominal, petéquias, ictericia,
etc. (CAMPOS et al., 2010). Porém, mesmo com estes sintomas, faz-se necessaria a

realizacdo de exames diagndsticos.

Em estudo realizado em uma Unidade de Cuidados Intensivos Neonatal foram
investigados 84 casos suspeitos de sepse neonatal. K. pneumoniae foi identificada em
47% dos casos, correspondendo a 21 criancas, sendo que destas, sete apresentaram

cepas produtoras de ESBL e trés criancas faleceram (TRAGANTE et al., 2008).

Em um estudo realizado em Porto Alegre, que verificou a incidéncia de K.
pneumoniae na hemocultura de 145 pacientes, contatou-se que 81 pacientes
apresentaram a K. pneumoniae em infec¢des da corrente sanguinea (SUPERTI et al.,
2009). Este estudo confirma a gravidade que a K. pneumoniae oferece a saude do

individuo, quando este é contaminado pela mesma.

A infecg&o do trato urinario € uma das afec¢gdes mais comuns da clinica médica,
sendo definida como a invasdo microbiana de qualquer 6rgéo do trato urinario, desde a
uretra até os rins. A infeccdo pode ser devida a fungos, virus ou bactérias como a K.
pneumoniae ou, mais comumente, por E. coli (HEILBERG & SCHOR, 2003). Quando
ndo apresenta sintomas, € conhecida como bacteritria assintomética. Os sintomas que
podem ser encontrados decorrentes da infeccao urinaria incluem disuria, dor lombar,
febre, urgéncia miccional, urina turva ou avermelhada, entre outros. O diagnéstico final
consiste na coleta de urina e a presenca de mais de 100 mil unidades formadoras de
coldnia por mililitro de urina (LUCCHETTI et al., 2005).

Em um estudo realizado em Brasilia, no periodo entre 2001 a 2005, foram
encontrados 2.433 uroculturas positivas. Destas, predominou a presenca de E. coli,
sendo que, posteriormente, a K. pneumoniae apareceu como a segunda maior causa
de infeccéo do trato urinario (PIRES et al., 2009).

A colonizacdo da orofaringe por bacilos gram-negativos € um importante
precursor para a pneumonia, sendo que esta colonizagdo pode ocorrer em individuos
com maus habitos de higiene, levando a facil adesdo do bacilo na mucosa oral. J&

pacientes idosos possuem barreiras de defesa das mucosas alteradas, apresentando
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maior susceptibilidade a colonizacdo da orofaringe por bacilos gram-negativos como
Klebsiella pneumoniae e E. coli. No periodo de trés semanas pode ocorrer pneumonia
ocasionada pelo patdbgeno em questdo. Ndo se sabe ao certo qual o fator exato que
leva a adesédo de bacilos na mucosa orofaringea, porém sabe-se que a presenca de
doenca respiratoria e o fato do paciente estar acamado sdo fatores que contribuem
para a colonizag&o (OLIVEIRA et al., 2011; LOPES & LOPEZ, 2009).

O paciente internado em UTI (Unidade de Terapia Intensiva) geralmente
apresenta ma higiene bucal, podendo a mucosa orofaringea ser colonizada por
patbgenos envolvidos na pneumonia. Ao realizar estudos para verificar quais 0s
patégenos presentes no aspirado traqueal, Oliveira e colaboradores (2011) verificaram
gue a K. pneumoniae estava entre 0os mais frequentemente encontrados. Nos pacientes
analisados neste estudo verificou-se que diferentes patogenos, incluindo a K.
pneumoniae, foram encontrados com maior frequéncia no biofilme dental, nas amostras
da lingua e do tubo do respirador artificial. Com isso aqueles autores concluiram que a
presenca de patdégenos no biofilme bucal pode servir de reservatdrio para

microrganismos associados com pneumonia nosocomial.

1.3. Mecanismos de resisténcia da K. pneumoniae

Entre os mecanismos de resisténcia de K. pneumoniae estdo as enzimas
betalactamases de interesse clinico que sdo: betalactamase de espectro estendido
(ESBL), a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), as metalobetalactamses
(MBL) e a betalactamase classe C (AmpC) (MEYER & PICOLI, 2011).

Os microrganismos produtores de betalactamases representam um dos mais
importantes problemas de resisténcia bacteriana nos hospitais brasileiros, visto que
podem transmitir a resisténcia para outras espécies através dos plasmideos, o que é
preocupante, pois estes patdogenos sao 0S responsaveis por altos indices de
morbimortalidade, multirresisténcia a antibidticos, aumento de internacbes e custos
hospitalares (SUPERTI et al., 2009).

As bactérias resistentes, principalmente aquelas cepas produtoras de

betalactamases, estdo surgindo no mundo inteiro como uma ameaca ao tratamento de
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infecgbes comuns em ambientes hospitalares (GHAFOURIAN et al., 2012).

Linhagens distintas produzem diferentes ESBLs capazes de hidrolisar diferentes
antimicrobianos. Pois, enquanto uma ESBL pode ter maior capacidade para degradar a
cefotaxima, outra pode ter maior capacidade para hidrolisar o aztreonam. Esta variacao
fenotipica aliada a falta de um teste eficaz para detectar estas linhagens, tem
contribuido para a disseminagdo hospitalar da bactéria (PEREIRA et al.,, 2003;
MENEZES et al.,, 2007). Estudos em S&o Paulo comprovaram a existéncia de alta
variedade de grupos de ESBLs entre diferentes cepas de K. pneumoniae (DROPA et
al., 2009).

As linhagens de K. pneumoniae produtoras de betalactamases séo capazes de
hidrolisar as cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos, que sédo antibiéticos usados
no tratamento de infeccdes bacterianas. O mecanismo de acdo destas enzimas envolve
a modificagdo quimica do composto ativo, no qual ocorre o rompimento do anel
betalactamico das drogas derivadas da penicilina, impossibilitando sua atividade
antimicrobiana (PEREIRA et al., 2003; MEYER & PICOLI, 2011).

Para Dienstmann e colegas (2010), a Klebsiella pneumoniae carbapenemase
constitui um mecanismo emergente de resisténcia, uma vez que € capaz de degradar
antibiéticos como as cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos, sendo que um dos
poucos antibiéticos que combatem as bactérias resistentes ao carbapenemo € a
polimixina B. Porém, este antibiotico oferece risco ao paciente, podendo ser nefrotoxico

e de baixa penetracdo pulmonar.

Conforme ressalta Zanol e coautores (2010) e Franco e colegas (2010), a
metalobetalactamase (MBL) consiste em uma enzima capaz de hidrolisar o anel
betalactamico por meio de hidroxilacao irreversivel do grupo amida. Deste modo inativa
antimicrobianos como as penicilinas e cefalosporinas, porém sao sensiveis a polimixina
B. Os genes que codificam MBLs estdo localizados em plasmideos, elementos que
possibilitam a mobilidade do gene, tornando a disseminacéao facil e preocupante.

A enzima AmpC (betalactamase classe C), cujo gene que a codifica tem origem
plasmidial, é capaz de hidrolisar as penicilinas, os monobactamicos e cefalosporinas. A

AmpC foi descrita pela primeira vez em 1999 e atualmente sdo conhecidas no mundo
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inteiro mais de oito variedades de cepas produtoras desta enzima. O elevado indice de
linhagens produtoras de AmpC faz com que seja necessario 0 uso excessivo de
farmacos, o que pode ocasionar em cepas mais resistentes, como as produtores de

carbapenases que se disseminam facilmente (MEYER & PICOLI, 2011).

1.4. Fatores de viruléncia influenciados por ferro

O ferro é um nutriente essencial para qualquer organismo e participa de
importantes processos metabdlicos como transporte de oxigénio, sintese de DNA,
reacfes metabdlicas e outros (WIJAYANTI et al., 2004). Em bactérias o ferro é
necessario para que se reproduzam de forma eficiente (RATLEDGE & DOVER, 2000).
Situacdes de privacdo de ferro podem desencadear infec¢éo e colonizacédo de bactérias
patogénicas nos tecidos do hospedeiro (LITWIN & CALDERWOOD, 1993), e nesta
situacdo de privacdo as bactérias utilizam maquinarias eficientes para a captacdo de
ferro do meio (TORRES et al., 2010).

No hospedeiro o ferro encontra-se normalmente complexado a proteinas como
as transferrinas e lactoferrinas. Muitos patdégenos expressam moléculas e receptores
capazes de remover o ferro dessas proteinas para utilizacdo em seu metabolismo. Esse
processo € conhecido como sequestro de ferro. Dentre as moléculas e receptores
expressos em condi¢cdes de caréncia de ferro e que participam desse processo estao
os sideréforo, moléculas com alta afinidade pelo ferro, e os receptores de membrana
externa, denominados IROMPs (NEILANDS, 1981; OTTO et al., 1992).

Lee e colaboradores (2009a) mostraram em seus estudos com Helicobacter
pylori que sob condicbes de privacdo de ferro houve um aumento na expressao de
IROMP, e que em situacdes com disponibilidade de ferro foi constatada nenhuma
expressao daquele receptor. Os autores concluem ainda que a falta de ferro no
hospedeiro pode induzir a expressao de IROMPs pela bactéria para a aquisicdo do
nutriente. Outros trabalhos corroboram a idéia de que a presenca de H. pylori pode
prejudicar a homeostase de ferro no hospedeiro, podendo até causar a deficiéncia do
metal e 0 aparecimento de anemia (CHOE et al, 1999; CHOE et al., 2000). Em algumas

situacOes, para alcancar sucesso na absor¢cdo de ferro das células do hospedeiro
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alguns patdégenos promovem hemdlises que aumentam ainda mais a vulnerabilidade do
hospedeiro (CHOE et al., 2000; HANTKE, 2001). Barabino (2002) afirma que, apos a

eliminacao da bactéria, a anemia € controlada sem o fornecimento de ferro.

Em bactérias patogénicas o ferro desempenha um papel crucial na regulacao da
expressdo de inumeros fatores de viruléncia, como formacéao de biofilme mediado por
guorum-sensing, expressao de genes de viruléncia, toxinas, proteases, e sistemas de
assimilacao de ferro (LITWIN & CALDERWOOD, 1993).

Condicdes de privacdo de ferro levam a um aumento na producdo da toxina
Shiga por Shigella dysenteriae, 0 mesmo ocorrendo com a producdo de toxinas SLTs
(do inglés, Shiga-like toxins) por algumas linhagens de Escherichia coli
enterohemorragica. Além da toxina Shiga, a toxina diftérica, produzida por
Corynebacterium diphtheriae, e a exotoxina A, produzida por Pseudomonas aeruginosa,
também sado reguladas de acordo com a concentracdo de ferro no meio externo
(LITWIN & CALDERWOOD, 1993).

Outro fator de viruléncia bacteriana regulado pelos niveis de ferro é a formacéo
de biofilme mediado por quorum-sensing (SINGH et al., 2004). A formacao de biofilme
consiste na aderéncia de bactérias por meio da producdo de polimeros extracelulares,
principalmente polissacarideos. Esta adesédo pode ocorrer em superficies bidticas e
abidticas (cateteres, agulhas, conexdes, etc). Para tanto, os microrganismos fixam-se
na superficie, se aderem e agregam-se, agindo como barreira contra 0s agentes
antimicrobianos. Situacfes de alto nivel de ferro pode-se observar a adesdo das
bactérias nas superficies, formacdo de microcolbnias e multiplicacdo dos
microrganismos (BANIN et al., 2005). Ja em baixos niveis de ferro, ha um bloqueio da

formacao de microcoldnias e estimulo a motilidade da bactéria (SINGH, 2004).

A formacao de biofilme pode estar associada a um mecanismo de sinalizagao
entre bactérias conhecido por quorum-sensing. Este mecanismo, que tem sido descrito
tanto em relagbes simbidticas quanto em patogénicas, permite uma comunicacao entre
as bactérias por meio da expressdo de pequenas moléculas sinalizadoras denominadas
autoindutores (HASTINGS & GREENBERG, 1999; COLE et al., 2004). Os autoindutores

sdo expressos de acordo com a densidade celular, e somente sdo efetivos quando
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atingem um determinado limiar de concentragdo. Ao atingir este limiar, o sinal é
desencadeado, indicando ao patdgeno que o ambiente esta propicio para a sua
instalacdo e inicio da expressdao de inumeros fatores de viruléncia (LITWIN &
CALDERWOOD, 1993; BASSLER, 1999). Além de regular a formacéo de biofilme, o
guorum-sensing participa de outras atividades como producéo de antibiético, expressao
de genes de viruléncia e de motilidade das bactérias e regulacdo do sistema de
captacao de ferro (FERDELE & BASSLER, 2002; TAGA & BASSLER, 2003).

O reconhecimento dos autoindutores é especifico para cada sistema de quorum-
sensing (PARKER & SPERANDIO, 2009). A formacdo do biofilme sob influéncia do
guorum-sensing tem sido descrita em algumas espécies de bactérias como K.
pneumoniae  (BALESTRINO et al., 2005), Streptococcus pneumoniae
(SUNTHARALINGAM & CVITKOVITCH, 2005) e Vibrio cholerae (HAMMER &
BASSLER, 2003).

1.5. Fur e seu sistema de regulacéao

Em bactérias patogénicas o ferro desempenha um papel crucial ndo apenas no
metabolismo celular, mas também na regulacdo da expressédo de inUmeros fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidade da bactéria. Os efeitos do ferro na
regulacdo da expressdo dos genes de viruléncia sdo mediados pelo regulador
transcricional Fur (do inglés, Eerric uptake regulator).

Homologos do gene fur, que codifica o regulador Fur, tém sido descritos tanto em
bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, inclusive em muitos patégenos
humanos como Salmonella, Helicobacter pylori, Yersinia, Bordetella, Pseudomonas,
Neisseria e Staphylococcus (ESCOLAR et al., 1999). A maioria destes homélogos séo
capazes de complementar linhagem de E. coli mutante para o gene fur, indicando que o
mecanismo de regulacdo mediado pelo ferro por intermédio do Fur € comum a estes
microrganismos (ESCOLAR et al., 1999).

A proteina Fur apresenta dois dominios necessarios para seu mecanismo de
acdo. O dominio carboxi terminal contém sitios de ligagdo a ions metalicos divalentes,

podendo ser ocupados in vitro por Mn%*, Co?*, Zn** e, com mais afinidade, por Fe*".
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Estes sitios de ligacdo aos ions metalicos sdo importantes para as interagdes proteina-
proteina que levam a dimerizagdo da proteina Fur. O dominio amino terminal contém
um motivo do tipo hélice-volta-hélice (traducado livre do inglés helix-turn-helix) que é

responsavel pelo reconhecimento e ancoragem ao DNA (HANTKE, 2001).

O regulador transcricional Fur controla a expressdo génica conforme a
disponibilidade de ferro no meio. Isto porque em seu processo de regulacdo o Fur
requer fon ferroso (Fe**) como correpressor. Em locais onde ha excesso de ferro, a
forma dimérica do Fur se liga ao Fe* e esta ligacdo induz uma alteracdo
conformacional no complexo que faz com que os dimeros de Fur sejam capazes de
reconhecer e se ligar a sequéncias nucleotidicas especificas, conhecidas como boxes

Fur, localizados na regido promotora dos genes alvos.

A sequéncia nucleotidica dos boxes Fur é um palindromo de aproximadamente
19 pares de bases (pb) formado por 2 repeti¢cdes invertidas de 9 pb ricas em adeninas e
timinas, tal como GATAATGAT-a-ATCATTATC (ESCOLAR et al, 1999).
Alternativamente é possivel interpretar a sequéncia dos boxes Fur como uma
sequéncia de repeti¢cdes triméricas de 6 pb, sendo duas repeticdes diretas seguidas de
uma indireta, tal como GATAAT-GATAAT-c-ATTATC (ESCOLAR et al., 1999; KADNER,
2005). O tamanho minimo dos boxes Fur é de 19 pares de bases, porém em alguns

casos foram encontrados boxes Fur com mais 3 repeticdes (KADNER, 2005).

A ligacéo do complexo Fur+Fe®" no box Fur impede o acesso da RNA polimerase
a regidao promotora do gene alvo, levando a represséo da transcricdo dos genes alvos.
Na auséncia do ion ferroso, como ocorre em condi¢des de escassez de ferro, ndo ha a
formacdo do complexo Fur+Fe?*, que ndo se liga ao box Fur nos genes alvos, deixando
livre a regido promotora para a ligacdo da RNA polimerase e a transcricdo dos genes
(ESCOLAR et al., 1999).

Em seu mecanismo classico de acdo o regulador Fur tem papel de repressor,
impedido a transcricdo dos genes alvos, principalmente de genes de captacéo de ferro.
No entanto, alguns relatos na literatura tém mostrado que o regulador Fur pode atuar
também como ativador da expressao de alguns genes alvos, seja de maneira direta ou

de maneira indireta, por meio de um mecanismo de regulagdo poés-transcricional.
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Porém, enquanto que o mecanismo de repressdo por Fur é um processo bem
conhecido e caracterizado, os mecanismos de regulacdo positiva por este regulador

ainda sao pouco compreendidos.

Delany e coautores (2001) mostraram que em Helicobacter pylori o ion ferroso
pode diminuir a eficiéncia de ligagdo do Fur com a regidao promotora de determinados
genes alvos. Neste caso, o ion ferroso estaria atuando como um indutor da expressao,
e N80 como correpressor como ocorre no mecanismo classico de repressédo do Fur. O
papel do Fur como regulador positivo da transcricdo em H. pylori também foi relatada
por Danielli e colegas (2006) que mostraram que o Fur induz a expressdo de genes
envolvidos com a motilidade e quimiotaxia, dois processos essenciais para a viruléncia
desta bactéria, pois permite a colonizacdo da mucosa gastrica. A acdo ativadora do
regulador Fur também tem sido descrita em Neisseria meningitidis. Delany e
colaboradores (2004) demonstraram que em N. meningitidis Fur atua como uma
proteina ativadora que se liga diretamente a regido promotora de alguns genes alvos,

induzindo a transcri¢cdo desses genes.

O regulador Fur também induz a expressdo de determinados genes por meio de
um mecanismo de regulacdo pdés-transcricional. Este tipo de regulacédo envolve genes
que codificam pequenos RNAs nado codificantes e que estdo sob o controle do
repressor Fur. Estes pequenos RNAs apresentam sequéncia nucleotidica
complementar ao RNA mensageiro (mMRNA) dos genes alvos. Atuando como um RNA
anti-sense, estes pequenos RNAs se anelam com o mRNA alvo, e este hibrido é
rapidamente degradado por RNases, levando a ndo expressdo daqueles genes
(AFONYUSHKIN et al., 2005). Assim, Fur induz a expressao de determinados genes ao
reprimir a expressao de pequenos RNAs reguladores que degradariam o mRNA destes

genes.

Em E. coli, por exemplo, Fur reprime o gene ryhB, que codifica um pequeno RNA
envolvido com a repressao da expressao de proteinas que estocam ferro em condicbes
de privagdo de ferro (MASSE & GOTTESMAN, 2002). RyhB, que possui sequéncia
nucleotidica altamente conservada, e homologos ao ryhB de E. coli ttm sido descritos

em outras bactérias patogénicas tais como em Neisseria gonorrhoeae (MELLIN et al.,
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2007), Pseudomonas aeruginosa (OGLESBY et al., 2008), e em Shigella dysenteriae
(MURPHY & PAYNE, 2007). Recentemente Huang e coautores (2012) demonstraram
gue em Klebsiella pneumoniae RyhB tem um papel importante na patogenicidade desta
bactéria, sobretudo na biosintese de céapsula polissacaridica e nos sistemas de

captacao de ferro.

Apesar de inicialmente descrito como um regulador de genes de captacéo de
ferro, Fur é considerado um regulador global que controla a expressdo de genes
envolvidos nos mais diversos processos celulares, tais como no metabolismo
energético (QUATRINI et al., 2005), na tolerancia a acidez (HALL & FOSTER, 1996),
resposta ao estresse oxidativo (COOKSLEY et al., 2003) e na patogenicidade
bacteriana. Dentre os fatores de viruléncia regulados por Fur destacam-se o0s
mecanismos envolvidos no sistema de captacédo de ferro (LIN et al., 2011), formacao de
biofilme (JOHNSON et al., 2005), biossintese de capsula polissacaridica (CHENG et al.,
2010; LIN et al., 2011), na expressao de fimbrias (WU et al., 2012), na expressado de
hemolisinas e citotoxinas (TORRES et al., 2010; SINEVA et al., 2012).

Sendo um regulador global, Fur atua também no controle da expressédo de
inomeros genes reguladores, seja transcricionais ou pos-transcricionais. Dentre 0s
genes reguladores potencialmente modulados por Fur destacam-se genes que
codificam pequenos RNAs reguladores, genes que codificam fatores de transcricdo do
quorum-sensing da familia luxR, genes de sistemas de transducdo de sinal de dois
componentes, e genes que codificam fatores sigmas de funcdo extracitoplasmatica
(HANTKE, 2001). Invariavelmente estes genes reguladores modulados por Fur

controlam, por sua vez, a expressao de inumeros fatores de viruléncia.

Denomina-se regulon Fur ao conjunto de todos 0s genes cuja expressao esta
sob o controle do regulador Fur. InOmeras estratégias experimentais tém sido
empregadas para a identificacdo de genes do regulon Fur, tais como andlises de
bioinformatica (QUATRINI et al., 2007), ensaio FURTA (STOJILIKOVIC et al., 1994) e
DNA microarray (DELANY et al., 2006). Dentre estas metodologias, as analises de
bioinformatica tém permitido a identificacdo de novos genes que pertencem ao regulon

Fur a partir da identificacdo de novos boxes Fur e dos genes alvos correspondentes.



24

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo molecular do repressor
Fur de Klebsiella pneumoniae, e a investigacdo de seu papel na expressdo de

reguladores de transcricdo associados a fatores de viruléncia.

2.2. Objetivos especificos

1. Identificar, por andlises de bioinformatica, provaveis boxes Fur na regido
promotora do gene fur e de genes que codificam reguladores de transcricdo em

Klebsiella pneumoniae.

2. Validar os provaveis boxes Fur pelo ensaio FURTA.

3. Investigar o padrdo de expressdo do gene fur 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).

4. Construir um modelo tridimensional da proteina Fur de K. pneumoniae por meio

da modelagem molecular por homologia.

5. Caracterizar o regulador Fur de K. pneumoniae por meio da transformagéo de E.

coli linhagem H1780 com vetor pGEM®-T Easy clonado com o gene fur.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Cultivo de Klebsiella pneumoniae

Para este estudo foi utilizada a bactéria Klebsiella pneumoniae linhagem ATCC
10031. A bactéria foi cultivada a 37°C em meio de cultura LB soélido ou liquido. Os
meios foram suplementados com 100 uM de FeSO4, na condigao repleta de ferro, ou

100 uM do quelante de ferro 2,2’-dipiridil, na condicdo de privacao de ferro (Figura 1).

K. pneumoniae + K. pneumoniae + K. pneumoniae +
LB liquido LB liquido + FeSO, LB liquido + 2,2’-dipiridil
CONTROLE REPLETA DE FERRO ESCASSEZ DE FERRO

Figura 1: Cultivo de K. pneumoniae em meio LB liquido, e nas condi¢8es repleta e de privacéo de ferro.

3.2. Identificac&o de provéaveis boxes Fur por analises de bioinformatica

A identificacdo de provaveis boxes Fur na regido promotora do gene fur e de
genes que codificam reguladores de transcricdo em Klebsiella pneumoniae foi realizada
por analises de bioinformatica, utilizando-se a metodologia empregada por Quatrini e
colaboradores (2007) e Schneider (1997), com algumas modificacdes. Esta etapa do
trabalho contou com a colaboracdo 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 do gene fur e de
genes que codificam reguladores de transcricio em K. pneumoniae. Foram

consideradas as sequéncias que cumpriram 0s seguintes parametros: 1) tamanho de
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19 pares de bases; 2) escore de similaridade maior que 10 bits; 3) distancia maxima de
até 600 pares de bases do coédon iniciador do gene alvo, e 4) a presenca de

nucleotideos mais conservados entre os boxes Fur de outras bactérias.

3.3. Validacédo dos provaveis boxes Fur pelo ensaio FURTA em E. coli H1717

Os boxes Fur identificados foram validados pelo ensaio FURTA (do inglés FUR
Titration Assay) conforme descrito por Stojiljkovic e coautores (1994). As células de E.
coli linhagem H1717 utilizadas neste ensaio foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.

Klaus Hantke (Universidade de Tibingen, Alemanha).

Para este ensaio oligonucleotideos, fitas sense e antissense complementares,
contendo a sequéncia nucleotidica dos provaveis boxes Fur identificados foram
anelados formando sondas dupla fita. Estas sondas foram clonadas em vetores
pGEM®-T Easy (Promega) por meio do uso da enzima T4 DNA ligase (Promega).
Células de E. coli H1717 foram transformadas com os vetores contendo as sequéncias,
e plagueadas em meio de cultura MacConkey contendo 50 mg/mL de antibiético Amp e
50 yM de FeSO4, e incubadas por 12 horas a 37°C. A validacdo dos boxes é
confirmada de acordo com o padrao de coloracéo das colonias.

A linhagem de E. coli H1717 possui inserido em seu cromossomo uma
construcdo composta do box Fur do gene fhuF mais o gene lacZ (que codifica B-
galactosidase). A dinamica do ensaio ocorre quando o Fur se dissocia da construcao
boxFurmyr-lacZ para se ligar aos provaveis boxes contidos nos vetores recombinantes.
Ao se desligar da construgdo, o gene da B-galactosidase é transcrito e resulta em
colénias vermelhas no meio MacConkey, indicando que o vetor contém box Fur
funcional. A auséncia de coloracdo avermelhada indica que Fur permaneceu ligado a
construcdo boxFurme-lacZ e reprimiu a expressao da B-galactosidase, indicando que o
vetor ndo possui um box Fur funcional (STOJILJKOVIC et al., 1994).

O ensaio FURTA foi realizado a partir de dois cultivos independentes para cada
um dos boxes investigados, e foi conduzido utilizando-se como controles o vetor
pGEM®-T Easy contendo um box Fur previamente validado (controle positivo) e o vetor

pGEM®-T Easy apenas (controle negativo).
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3.4. Caracterizacao do padrao de expresséo do gene fur

Experimentos de PCR em tempo real foram realizados para se investigar o
padrdo de expressdo do gene fur em células de K. pneumoniae mantidas na presenca e
auséncia de ferro. Para tal, as células foram cultivadas a 37°C e 200 r.p.m. de agitagéo,
e 0 crescimento bacteriano foi monitorado por meio de leitura espectrofotométrica da
densidade otica no comprimento de onda de 600 nm (D.O.s0onm). As células foram
cultivadas até que atingissem a fase intermediaria de crescimento (mid-log); isto €&, até
que atingissem uma D.O.goonm de 0.4. Neste ponto, 100 uM (concentracdo final) de
FeSO, foi adicionado em um dos frascos e 100 pM (concentracéo final) de 2,2’-dipiridil
foi adicionado em outro frasco. No terceiro frasco nada foi adicionado, constituindo-se
assim em condicdo controle. Ap6s a adicdo dos suplementos, as células foram
incubadas por 30 minutos e em seguida as células foram isoladas por centrifugacoes.
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 total.

A extracdo do RNA total foi realizada com o kit RNeasy Protect Bacteria Mini Kit
(Qiagen), seguindo instrucdes do fabricante. Inicialmente as células foram
ressuspendidas e lisadas por 15 minutos em tampédo TE contendo 15 mg/mL de
lisozima e 10 uL de pronase (concentracdo de 1 mg/mL), preparados com agua tratada
com DEPC. Em seguida foram adicionados os reagentes do kit em volumes
determinados conforme as instru¢cdes do fabricante. As amostras foram depositadas
nas colunas de purificacdo e apds a precipitacdo do RNA com etanol e as lavagens
sucessivas por centrifugacoes foi feito o tratamento com DNase (RNase-Free DNase
Set 50, Qiagen) para a remoc¢ao de DNA. Apés isso o RNA total foi eluido da coluna por
centrifugacéo e a concentracdo de RNA foi determinada em espectrofotdmetro. O RNA
total extraido foi mantido em ultrafreezer -80°C até o momento de sua utilizagdo na

sintese de cDNA.

A sintese do cDNA foi realizada com o kit ThermoScript™ RT-PCR System for
First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen), a partir de 3 pg de RNA total extraido e de

acordo com as instrugdes do fabricante. Alem do RNA total, as reac¢des consistiram de
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2 pL de um mix de dNTPs (10 mM), 1 pyL de primer hexamero randémico (50 ng/pL) e
quantidade suficiente de agua tratada com DEPC para um volume final de 12 uL. Esta
mistura foi submetida a desnaturacdo por 5 minutos a 65°C. Apds este periodo de
incubacédo, foram acrescentados 4 pL de tampédo de reacédo (5x), 1 uL de DTT (100
mM), 1 puL de RNaseOUT™ (40U/pl), 1 pL de agua tratada com DEPC e 1 pL da enzima
ThermoScript™ RT (15 U/uL). Esta mistura foi inicialmente incubada por 10 minutos a
25°C, seqguida de incubacdo por 50 minutos a 50°C. A reacgdo foi finalizada apds
incubacao por 5 minutos a 80°C. Em seguida, foi acrescentado 2 unidades de RNase H
e a reacdo foi incubada por 20 minutos a 37°C. Os cDNAs sintetizados foram entdo
quantificados em espectrofotdmetro e utilizados nas rea¢cées de PCR em tempo real.

Como controles internos dos experimentos de PCR em tempo real foram
utilizados os genes enddgenos rho, que codifica um fator envolvido com a terminagéo
da transcricdo, e recA, que codifica uma enzima envolvida com o processo de
recombinacdo do DNA. Os pares de primers para os genes fur, rho e recA (Tabela 1)
foram previamente testados por PCR convencional a partir de DNA gendmico de K.
pneumoniae, para se averiguar a eficiéncia de amplificacdo dos genes. Estes primers
foram desenhados com o programa Primer3 v. 0.4.0 (ROZEN & SKALETSKY, 2000) de
maneira que tivessem temperatura de anelamento de 60°C e que rendessem amplicons

com tamanhos entre 95 a 110 pares de bases.

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados nas reacdes de PCR em tempo real. O tamanho
dos amplicons esta representado em pares de bases.

Gene Primer Sense (5’ > 3’) Primer Antissense (5’ > 3’) Amplicon
Fur ATTAAAGAAGGCTGGCCTGAA GCGTTTATATAAGTCTTCCGCAC 106
recA TTAAACAGGCCGAATTCCAG CCGCTTTCTCAATCAGCTTC 99
Rho AACTACGACAAGCCGGAAAA ACCGTTACCACGCTCCATAC 99

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

System 7500 (Applied Biosystems) e com o kit Platinum® SYBR® Green gPCR
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SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo instru¢cées do fabricante. Ao final, uma etapa
adicional de dissociacgéo foi realizada com o intuito de se verificar a especificidade da
reacao, ou seja, a possivel presenca de bandas inespecificas e/ou dimeros de primers.
A andlise dos dados gerados foi feita com o auxilio do Sequence Detection Software
v1.3.1 (Applied Biosystems). Para o célculo da expressdo relativa dos genes foi
utilizado o método AACt, 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.

3.5. Modelagem molecular por homologia da proteina Fur de K. pneumoniae

A estrutura tridimensional da proteina Fur de K. pneumoniae foi predita por meio
da técnica de modelagem molecular por homologia. Esta etapa do projeto contou com a
colaboracdo do Prof. Dr. Renato Vicentini (Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética, da Unicamp). A construcdo do modelo envolveu as seguintes etapas: 1)
identificacdo e selecdo de proteinas Fur de outras bactérias com estrutura
tridimensional ja definida e que serviram de moldes, 2) alinhamento das sequéncias de
aminoacidos da proteina molde e da proteina Fur de K. pneumoniae, 3) constru¢céo do

modelo a partir das coordenadas, e 4) validacao e analise do modelo.

A busca por proteinas Fur de outras bactérias que serviram de moldes foi feita a
partir de analises por BLASTP no banco de dados do Protein Data Bank (PDB,
www.pdb.org). Foram escolhidas sequéncias que apresentaram identidade superior a
40% quando alinhadas com a proteina Fur de K. pneumoniae. A construcdo do modelo
foi feita com o auxilio do programa Modeller 9v5 (http://salilab.org/modeller/). Este
programa realiza o alinhamento das sequéncias juntamente com as coordenadas
tridimensionais da proteina molde, respeitando regras geomeétricas estruturais derivadas

dos moldes.
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3.6. Caracterizacao do regulador Fur pelo Ensaio FURTA em E. coli H1780
3.6.1. Amplificagdo e clonagem do gene fur de K. pneumoniae

Para a amplificacdo do gene fur de Klebsiella pneumoniae, células cultivadas em
meio LB liquido foram isoladas por centrifugacdo e submetidas a extracdo de DNA
gendmico com o kit Wizard® Genomic DNA purification Kit (Promega), seguindo as
instrucdes do fabricante. Os primers sense (S) e antissense (AS) utlizados na
amplificacdo do gene fur (Tabela 2) foram desenhados com o auxilio da ferramenta de
bioinformética Primer3 v. 0.4.0 (ROZEN & SKALETSKY, 2000) e apresentaram

temperatura de anelamento de 62°C.

Tabela 2. Par de primers utilizado para a amplifica¢céo do gene fur por PCR.

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

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL e continha os
seguintes reagentes (em concentracao final): tampédo 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, seguido de 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto, e extensdo a 72°C
por 1 minuto. Apos os ciclos, as amostras foram submetidas a uma etapa adicional de

extensdo a 72°C por 10 minutos.

O produto de amplificacdo foi submetido a corrida de eletroforese em gel de
agarose e purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
Para isso, as bandas no gel foram seccionadas, dissolvidas a 50°C em tampéao proprio

do kit e, em seguida, submetidas a purificacéo por centrifugacdo em colunas fornecidas
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pelo kit. No final, o gene fur amplificado foi eluido em agua ultrapura (livre de

nucleases), e utilizado nos experimentos de clonagem.

O gene fur foi clonado no vetor pPGEM®-T Easy (Promega) por meio de reacédo de
ligacdo com a enzima T, DNA ligase, conforme instru¢cdes do fabricante (Promega).
Células competentes de E. coli DH5a foram transformadas com o vetor pGEM®-T Easy
clonado com o gene fur (pGEM+fur), plagueadas em meio LB sélido contendo 50
mg/mL de Amp e X-gal, e foram incubadas por 12 horas a 37°C. Os plasmidios
recombinantes foram extraidos das células transformadas por meio de minipreparacdes
(minipreps) com o kit Wizard® Plus SV Minipreps (Promega). Em seguida, os plasmidios
foram analisados em espectrofotometro, para verificar a concentragdo e o grau de

pureza do DNA plasmidial.

Para se determinar a orientacdo do gene fur no vetor, se na orientacdo sense
(vetor pGEM+fursense) OU antissense (vetor pGEM+fUuranissense), 0S vetores obtidos nas
minipreps foram submetidos a reacdes de PCR utilizando a combinacdo dos primers
M13-F e Fur-Kleb-F, se na orientacéo sense, ou dos primers M13-F e Fur-Kleb-R, se na
orientacdo antissense (Tabela 3). A reacao de PCR foi realizada conforme condicdes ja
descritas (pagina anterior), com a excec¢ao de que foi utilizado 0,2 ug de DNA plasmidial
extraido nas minipreps e temperatura de anelamento dos primers de 65°C. Apds as
reacles, os produtos de amplificacdo foram submetidos a corrida de eletroforese em gel
de agarose 1%, e a definicAo da orientacdo do gene foi determinada conforme o
tamanho dos fragmentos: 550 pares de bases se na orientacdo sense e 250 pares de

bases se na orientacéo antissense.

3.6.2. Ensaio FURTA em E. coli H1780 clonada com o gene fur de K. pneumoniae

A linhagem de E. coli H1780 também possui a constru¢cdo boxFurme-lacZ
inserida em seu cromossomo. Porém, diferentemente da linhagem H1717 a linhagem
H1780 possui o seu gene fur inativado e, portanto, apresenta uma proteina Fur nao
funcional. Com isso, na auséncia do regulador Fur o gene reporter lacZ €
continuamente expresso, 0 que resulta em colbnias vermelhas (fenétipo Lac®). Ao

passo que, se for inserido nestas linhagens o gene fur, por complementacdo o
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regulador Fur sera expresso e ird reprimir a expressao da enzima [(-galactosidase,

resultando em col6nias incolores (fendtipo Lac).

Neste experimento células de E. coli H1780 foram transformadas com o vetor
recombinante pGEM+furanissense €, €M seguida, plagueadas em meio de cultura
MacConkey contendo 50 mg/mL de Amp e 50 uM de FeSO4 e incubadas a 37°C por 12
horas. ApGs a incubacgdo a coloragdo das colbnias foi checada para se determinar o

fendtipo Lac, se positivo ou negativo.

3.6.3. Inducéo da expressao do gene fur de K. pneumoniae em E. coli H1780

A expressdo do gene fur de K. pneumoniae foi induzida em E. coli linhagem
H1780. Para isso, linhagens de E. coli H1780 transformadas com o vetor recombinante
PGEM+fUranissense fOoram inoculadas em 5 mL de meio LB liquido contendo 50 mg/mL de
Amp e submetidas ao crescimento a 37 °C em 180 r.p.m. de agitacdo. Apos o
crescimento bacteriano atingir uma D.O.goonm de 0.6 a expressdo do gene fur foi
induzida a partir da adicdo de 1 mM de IPTG e incubacdo a 37 °C por 4 horas e 180
r.p.m. de agitacdo. Apds este periodo, as células foram coletadas por centrifugacdes e

o pellet foi submetido a lise para a obtengéo das proteinas totais.

A lise das células foi realizada apdés ressuspenséao do pellet em 200 ul de tampéo
de lise composto por Tris HCl a 50 mM em pH 8,0, 1 mM de PMSF, 5% de glicerol e
200 pg/ml de lisozima. As amostras foram incubadas no gelo por 1 hora e misturadas
por vortex a cada 10 minutos. Em seguida foi adicionado DNase e as amostras foram
incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds as incubacdes, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 r.p.m. por 15 minutos e a 4°C para separacdo do

sobrenadante (fracao soluvel) e do precipitado (pellet, fracdo insolavel).

As amostras obtidas nas fracdes sollveis e insolluveis foram analisadas em gel
SDS-PAGE composto por duas partes: gel de empacotamento a 5% na por¢cao superior
e um gel de separacao a 15% na porcao 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 concentracéo final de 15%. Este gel consistiu de 1,3 mL
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de Tris-HCL 1,5 M em pH 8,8, 2,5 mL de bis-acrilamida na proporcao 1:29 e a 30% de
concentracéo, 50 pL de SDS 10%, 85 pL de persulfato de amonia (0,1 pg/ml), 15 pL de
TEMED e agua autoclavada em quantidade suficiente para um volume final de 5 mL.
ApoOs depositar o gel de separacao foi adicionado aproximadamente 1 mL de propanol
para evitar que o gel secasse e se enrugasse engquanto ocorresse a polimerizagcédo do
gel, o que levou entre 30 a 60 minutos. Apds a polimerizagdo do gel de separacgéo foi
descartado o propanol e foi depositado o gel de empacotamento em concentracao 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 proporcéo 1:29 e a 30% de concentracdo, 30 uL de 10% de SDS, 50
uL de persulfato de amoénia (0,1 pg/ml), 10 pL de Temed e agua autoclavada em

guantidade suficiente para um volume final de 3 mL.

As amostras foram aplicadas no gel, na seguinte propor¢ao: 20 uL das fracbes
foram misturadas a 10 yL 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 120V. Apés a corrida as proteinas totais
presentes nas fracdes sollveis e insoluveis foram visualizadas apés coloracédo do gel
em solucdo 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
solucdo descorante (10% de etanol e 5% de acido acético).

3.7. Técnicas bésicas de biologia molecular

As técnicas basicas de biologia molecular como extracdo de DNA, eletroforese
de &cidos nucléicos, digestdo enzimatica do DNA, clonagens, foram realizadas

conforme Sambrook e coautores (1989).
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1. Identificac&o de boxes Fur por bioinformatica e validacao pelo ensaio FURTA

Foram identificados provaveis boxes Fur na regido promotora do gene fur e dos
genes fimzZ, rseA, rstR e sdiA que codificam reguladores de transcricdo potencialmente
envolvidos com a expressao de genes de viruléncia. Na Tabela 3 estdo representadas
as sequéncias nucleotidicas dos provaveis boxes Fur identificados, a localizacédo dos

boxes e os respectivos escores de cada box Fur.

Tabela 3. Provaveis boxes Fur identificados na regido promotora de genes que codificam reguladores de
transcricdo em K. pneumoniae.

Gene Funcéo Box Fur Localizacéo Escore

fur regulador de captacao de CGTAATGCGTCTCATTATA 66 pb 12.50
ferro.

fimz regulador transcricional de TATGATTATTATCATTTCC 2 pb 14.38
expressao de fimbrias.

rseA fator anti Sigma E (anti GAACTTTATTATCAATAGC 52 pb 10.76
RNA polimerase).

rstR Repressor de um sistema CAAATTGAAAATTAATGTT 74 pb 10.30
de dois componentes.

sdiA Regulador transcricional do CTGATTGATAATCATTATT 53 pb 16.84

guorum-sensing.

Com a identificagéo dos potenciais box Fur na regido promotora dos genes alvos,
o ensaio FURTA foi empregado para a validacdo dessas sequéncias nucleotidicas
reguladas pelo repressor Fur. O ensaio de FURTA é uma técnica construida a partir da
bactéria Escherichia coli linhagem H1717 no intuito de identificar genes especificos
regulados por Fur. No entanto, € altamente sensivel para a deteccdo de genes
clonados que codificam proteinas reguladas por ferro, podendo ser utilizada tanto em
bactérias gram-positivas quanto bactérias gram-negativas (STOJILJKOVIC et al., 1994).
A proteina Fur € uma importante reguladora de transcricdo com papel na regulacao da
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expressao de fatores de viruléncia em bactérias patogénicas, uma vez que ela reprime
a transcricdo de genes ao se ligar em sequéncias especificas, os boxes Fur,
dependendo da disponibilidade de Fe?* (FASSBINDER et al., 2000). A dinamica da
técnica de FURTA (Figura 2) é realizada quando o repressor Fur se dissocia do box Fur
do gene fhuF, que regula a expressdo do gene repérter lacZ para a codificagdo de B-
galactosidase, e se liga ao box Fur clonado de interesse, na presenca de ferro. A
transcricdo de B-galactosidase resulta em col6nias vermelhas no meio MacConkey
indicando presenca de box Fur funcional (STOJILIJKOVIC et al., 1994). Na auséncia de

uma sequéncia funcional a dindmica ndo é observado e resulta em col6nias incolores.

_DNa geném, ico

E.coli H1717

4

Fur .
TRANSFORMAGCAO
Vetores de clonagem

contendo provaveis

I | boxes Fur. B \
O N\
O

Quﬁ >

mi P
£ Transcrigdo

Colonias YERMELHAS Colonias INCOLORES

Figura 2. Principio do ensaio FURTA. Célula E. coli H1717 é transformada com vetores de
clonagem contendo provaveis boxes Fur, e plagueada em meio MacConkey contendo ferro. Na
dindmica do ensaio, o repressor Fur se dissocia do box Fur, que regula o gene reporter lacZ
(codifica B-galactosidase), e se liga ao box Fur clonado. A transcricdo de p-galactosidase resulta em
colénias vermelhas indicando presenca de box Fur funcional. Na auséncia de uma sequéncia
funcional a dindmica néo € observado e resulta em col6nias incolores.
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O ensaio FURTA foi realizado com células de E. coli H1717 transformadas com
vetor pGEM®-T Easy contendo um box Fur previamente validado (controle positivo),
com E. coli H1717 transformadas com vetor pGEM®-T Easy sem box Fur (controle
negativo) e com E. coli H1717 transformadas com vetores pGEM®-T Easy clonados
com os boxes Fur identificados nos genes fur, fimZ, rseA, rstR e sdiA. As células foram
incubadas a 37°C por 12 horas em meio indicador MacConkey contendo 50uM de
FeSO4 e a validacdo dos boxes Fur foi averiguada conforme a presenca da cor

avermelhada nas colbnias, indicando presenca de box Fur funcional.

Todos os genes analisados apresentam boxes Fur funcionais (validos), conforme
pode ser constatado pelas colbnias com coloragdo avermelhada na Figura 3. Nesta
Figura pode-se observar um controle positivo de cor avermelhada (presenca de box Fur
funcional), um controle negativo incolor (auséncia de box Fur), e a confirmacéo

funcional dos boxes Fur identificados.

POSITIVO NEGATIVO

fur fimZ rstR sdiA

Figura 3. Validagéo dos boxes Fur pelo ensaio FURTA. Os cinco boxes clonados no vetor pGEM®-T
Easy apresentaram colbnias vermelhas nas placas, apdés serem inseridos em E. coli H1717 e
cultivos em meio indicador MacConkey contendo ferro. A andlise foi realizada comparando-se com a
coloracéo dos controles positivo (coldnias vermelhas) e negativo (coldnias incolores).
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Quanto aos genes regulados por Fur identificados neste estudo € importante
ressaltar que em K. pneumoniae Fur controla a expressdo ndo apenas de genes
envolvidos na captacéo de ferro, mas também de genes que codificam reguladores da

expressao potencialmente envolvidos com a patogenicidade da bactéria.

O gene rstR, por exemplo, codifica um repressor de um sistema de regulacéao de
dois componentes que controla a expressdo do gene rstA que, por sua vez, codifica
uma proteina sensora envolvida com a formacdo de biofilme em Salmonella enterica,

contribuindo assim para a patogenicidade daquela bactéria (CABEZA et al., 2007).

Em Salmonella typhimurium o gene fimZ codifica um regulador transcricional que
induz a expressao do gene fimA, que codifica a maior subunidade das fimbrias (YEH et
al., 1995). O gene rseA codifica o fator anti Sigma E. O fator Sigma E, por sua vez,
controla a expressao de envolvidos com o transporte, a integridade celular e com a
resposta da célula ao estresses (HEINRICH & WIERGET, 2009). A identificacdo de
boxes Fur nos genes fimZ e rseA de K. pneumoniae € um resultado inédito na literatura
e pode indicar que nestas bactérias a expressao dos genes fimbriais e do fator Sigma E

€ modulada por Fur de acordo com a disponibilidade de ferro no meio.

O gene sdiA codifica um regulador transcricional, SdiA, envolvido nas
comunicacdes intra e inter-espécies e que regula a expressao de determinados genes
por meio do mecanismo de quorum-sensing. SdiA tem um papel importante na
patogenicidade de E. coli, pois diminui a formacdo de biofiime (LEE et al., 2009b),
reprimi a expressdo de fatores de viruléncia (KANAMARU et al., 2000), aumenta a
resisténcia a drogas (RAHMATI et al., 2002) e aumenta a tolerancia a acidez (VAN
HOUDT et al., 2006). Volf e colaboradores (2002) identificaram um box Fur na regiao
promotora do gene sdiA de Salmonella enterica sv. Typhimurium. A delecdo deste box
Fur resultou em um aumento na transcricdo de SdiA, indicando que a expressao do
gene é regulada por Fur. Segundo aqueles autores, o gene sdiA, cuja expressao é
modulada de acordo com a disponibilidade de ferro e da densidade celular, pode

desempenhar um papel importante na regulacao da viruléncia em S. enterica.
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4.2. Caracterizagéo do padrao de expressao do gene fur

O padréo de expressao do gene fur foi avaliado por PCR em tempo real a partir
de células de K. pneumoniae cultivadas cultivadas em meio LB (condi¢do controle), e
de células isoladas apos 30 minutos de incubacédo apos a adicdo de ferro (100uM de
FeSO,) ou 2,2’-dipiridil (L00uM).

Conforme mostra a Figura 4, o gene fur apresenta padrdo de expressao induzido
na condicdo de escassez de ferro (1,95x, p-value de 0,002) e reprimido na condi¢cao
repleta de ferro (0,57x, p-value de 0,005), quando comparado a condi¢do controle. Este
padrao de expressdo e a presenca de um box Fur funcional na regido promotora do

gene fur indicam que este gene apresenta um mecanismo de autorregulagao.

R

e I SUCRE

FeSO4 2,2' Dipiridil

Figura 4. Padrdo de expressé@o do gene fur nas condi¢cbes repleta de ferro (FeSO4) e em
privac@o de ferro (2,2’ Dipiridil). Os dados séo relativos ao padrado de expressdo do gene em
células cultivadas na condigdo controle (meio LB apenas, indicado pela linha vermelha). Os
resultados séo estatisticamente significativos (p-value < 0.05), conforme revelou a analise
estatistica pelo teste t de Student.
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O padréo de expressao do gene fur induzido em condicédo de escassez de ferro e
reprimido na condicao repleta de ferro, além da identificacéo e validagéo de um box Fur
na regido promotora deste gene, indicam que em K. pneumoniae o regulador Fur regula
a sua propria expressdo em resposta ao ferro. A autorregulacdo do gene fur ja foi
descrita também em Helicobacter pylori (DELANY et al., 2002), e em Neisseria
meningitidis (DELANY et al., 2003).

4.3. Modelagem molecular por homologia da proteina Fur de K. pneumoniae

A construcdo de um modelo tridimensional (3D) da proteina Fur de K.
pneumoniae foi realizada por meio da técnica de modelagem molecular por homologia.
A modelagem molecular consiste em uma ferramenta de bioinformatica que permite a
andlise profunda da estrutura molecular de determinado sistema biolégico, ou seja,
estuda a aplicacdo de modelos tedricos, utilizando para tanto, os conceitos de atomo e
molécula (SANT’ANNA, 2009). De forma simplificada, pode ser considerada como
conjunto de técnicas computadorizadas baseadas em métodos de quimica teérica e/ou

dados experimentais.

O melhor molde utilizado na construcdo do modelo foi determinado por meio de
uma busca de similaridade de sequéncias no banco de dados Protein Data Bank (PDB),
a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina Fur de K. pneumoniae e utilizando o
programa blastp. Esta busca no PDB resultou na identificagcdo de uma estrutura 3D da
proteina Fur de Vibrio cholerae (codigo PDB 2w57, resolucdo de 2,6 A) cuja sequéncia
de aminoacidos apresentou alta homologia com a proteina Fur de K. pneumoniae.
Como pode ser observado na Figura 5A, as sequéncias protéicas de Fur de K.
pneumoniae de Vibrio cholerae apresentam 77% de identidade, com E-value de 7e-64.
A Figura 5B mostra a estrutura 3D da proteina Fur de Vibrio cholerae determinada por
Sheikh e Taylor (2009), depositada no PDB sob o cédigo 2w57, que foi utilizada como

molde na construcdo da estrutura 3D da proteina Fur de K. pneumoniae.
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A B
PDB|2W57 |A Chain A, Crystal Structure Of The Vibrio Cholerae Ferric Uptake DNA-blndmg domains
Regulator (Fur) Reveals Structural Rearrangement Of The Dna-Binding Domains.
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MSDNNQALKDAGLKVTLPRLKILEVLQQPECQHISAEELYKKLIDLGEEIGLATVYRVLN

QFDDAGIVTRHNFEGGKSVFELTQQHHHDHLICLDCGKVIEFSDDSIELRQRETASRHGI
QFDDAGIVTRH+FEGGKSVFEL+ QHHHDHL+CLDCG+VIEFSDD IE RQ+EIA+++ +
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RLTNHSLYLYGHC-AEGDCREDEHAH 145
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Dimerisation domains

Figura 5. Em A, alinhamento das sequéncias de aminoacidos da proteina Fur de K. pneumoniae
(query) e de Vibrio cholerae (sbjct) mostrando a alta identidade entre elas. Em B, estrutura dimérica da
proteina Fur de V. cholerae utilizada como molde na constru¢éo da proteina Fur de K. pneumoniae. A
estrutura mostra os residuos de liga¢@o aos cations divalentes e os dominios de dimerizagédo e ligacdo
ao DNA (extraida de Sheikh e Taylor, 2009).

O modelo da proteina Fur de K. pneumoniae (Figura 6A) gerado a partir do

molde PDB 2w57 revelou-se extremamente acurado, conforme mostra o alinhamento

de aminoacidos entre molde e modelo (perfil DOPE, Figura 6B).
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Figura 6. Em A, o modelo gerado da proteina Fur de K. pneumoniae gerado a partir da proteina Fur de
Vibrio cholerae. Em B, perfil DOPE, o alinhamento de aminoacidos entre as duas proteinas Fur, o que
mostra que o modelo gerado é acurado.
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A técnica de modelagem molecular por homologia tem sido empregada na
construcdo des modelos tridimensionais da proteina Fur de bactérias tdo distintas
guanto Dichelobacter nodosus (PARKER et al., 2005), Escherichia coli (PECQUEUR et
al., 2006), Vibrio alginolyticusfur (LIU et al., 2007), Helicobacter pylori (TSUGAWA et al.,
2011), Acidithiobacillus ferrooxidans (FERRAZ et al., 2011) e Campylobacter jejuni
(BUTCHER et al., 2012).

O estudo estrutural dos modelos gerados tem fornecido informacdes valiosas
guanto ao mecanismo de acdo da proteina Fur. Estes estudos tem resultado, por
exemplo, na identificacdo de aminoacidos na proteina Fur que, quando mutados,
conferem resisténcia da bactéria a antimicrobianos (TSUGAWA et al., 2011). Além
disso, os estudos estruturais da proteina Fur tém contribuido para a elucidacdo dos
dominios de dimerizacdo, de ligagdo com os ions metalicos, e de interagdo com as

sequéncias nucleotidicas alvo (BUTCHER et al., 2012).

4.4. Caracterizacao do regulador Fur pelo Ensaio FURTA em E. coli H1780

4.4.1. Confirmacdo por PCR da clonagem do gene fur no vetor pGEM®-T Easy

Para se determinar a orientacdo do gene fur no vetor pGEM®-T Easy, se na
orientacdo sense (vetor pGEM+fursense) OU antissense (vetor pGEM-+furantissense), OS
vetores obtidos nas minipreps foram submetidos a reacbes de PCR utilizando a
combinacéo dos primers M13-F e Fur-Kleb-F, se na orientacdo sense, ou dos primers
M13-F e Fur-Kleb-R, se na orientacdo antissense. Conforme mostra 0 esquema na
Figura 7, a orientagdo do gene foi determinada conforme o tamanho dos fragmentos
amplificados por PCR: 550 pares de bases se na orientacdo sense e 250 pares de

bases se na orientacéo antissense.
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Fur-Kleb-F

Fur-Kleb-R

Fur-Kleb-R

250 pb Vetor pGem-T Easy

Orientagdo ANTISSENSE Orientacdo SENSE

Figura 7. Esquemas com as posi¢des de anelamento dos primers Fur-Kleb-F e Fur-Kleb-R no gene
fur (A) e as orientagBes possiveis de ligacdo do gene fur no vetor pGEM®-T Easy, antissense ou
sense (B). Para as reacdes de PCR foram utilizados os primers M13-F, que anela no vetor pGEM®-
T Easy, e os primers especificos para o gene fur, Fur-Kleb-F ou Fur-Kleb-R, de acordo com a
orientacdo do gene. Usando as combina¢des de primers foi possivel identificar clones com o gene
fur na orientagcdo ANTISSENSE, identificada pelo produto de PCR de 250 pares de bases (pb), ou
SENSE, identificada pelo produto de PCR de 550 pb.

Apo6s amplificacdo dos clones, o produto da PCR foi submetido a uma corrida de
eletroforese em gel de agarose 1%. A Figura 8 mostra a identificacdo de vetores

PGEM+fursense (550 pb) e pGEM+Urantissense (250 pb).

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a
orientacdo do gene fur no vetor pGEM®-T Easy. Foram
identificados vetores com o gene na orientacdo antissense
(clone 1, 250 pb, seta branca), e vetores com o0 gene na
orientacdo sense (clones 3 e 5, 550pb, seta preta). M,
marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen).
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4.4.2. Ensaio FURTA em E. coli H1780 clonada com o gene fur de K. pneumoniae

A técnica utilizada para esta caracterizacao da proteina Fur foi simples e réapida,
pois a partir das células transformadas e plaqueadas em meio MacConkey contendo
ferro é observado o padréo de coloracdo das colbnias para se determinar a regulacao

positiva ou negativa do Fur.

A E. coli H1780, um pouco diferente da linhagem H1717, apresenta em seu DNA
cromossOmico uma construgdo composta do box Fur do gene fhuF mais o gene lacZ
gue codifica B-galactosidase, que quebra a lactose presente no meio de cultura e faz
com que as colbnias apresentem coloracdo avermelhada. Porém, o gene fur na E. coli
H1780 esta inativo. No entanto, se por complementacdo um gene fur for inserido na
H1780, uma vez expresso dentro da bactéria o Fur complexado ao ferro ird se ligar a
construcdo boxFurgye-lacZ, reprimindo a transcricdo do gene lacZ e resultando na
auséncia de B-galactosidase, o que conduz a colonias incolores. Se por outro lado o
gene fur inserido na linhagem H1780 codificar uma proteina Fur ndo funcional, o
complexo néo ir4 se ligar a construgédo boxFurq,-lacZ e a enzima B-galactosidase sera

expressa, resultando em colbnias vermelhas.

O ensaio FURTA foi realizado somente com E. coli H1780 transformada com o
vetor pGEM+Uurantissense; iSt0 €, vetores clonados com o gene fur na orientacdo
antissense. Nestas condi¢cdes nao foi observada a complementacdo em H1780 com a
proteina Fur de K. pneumoniae (Figura 9).

Figura 9. Ensaio FURTA em E. coli H1780 transformada com o vetor
PGEM+furanssense; iSt0 €, vetores contendo o gene fur na orientagdo antissense.
Como controle positivo foi utilizado a linhagem H1717. A presenca de um gene fur
ativo nesta linhagem garante a expressdo de uma proteina Fur funcional, o que
resulta em col6nias incolores. A colénia avermelhada indica que a complementacao
de E. coli H1780 com o gene fur de K. pneumoniae ndo ocorreu.
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Uma possivel explicacdo para a ndo complementacdo talvez se deva as
condi¢des de cultivo em que o ensaio FURTA foi realizado. Novas padroniza¢des sao
necessarias, principalmente quanto a concentracdo de ferro a ser adicionada no meio
MacConkey. Outra possivel explicacdo refere-se ao vetor recombinante utilizado na
transformacao de E. coli H1780, vetor pGEM+furanissense que apresenta o gene fur na
orientacdo antissense. E possivel que nesta orientacdo o gene fur ndo foi transcrito e,
nao havendo a expressédo da Fur, ndo foi observada a complementacdo nas células

H1780. Esta hipotese foi investigada, conforme descrito na secéo seguinte.

4.4.3. Expressao da proteina Fur de K. pneumoniae em E. coli H1780

Para investigar se a ndo complementacdo no ensaio FURTA deveu-se a nao
transcricdo do gene fur presente no vetor pGEM+furanissense €, CONsequentemente, a
ndo expressdo da proteina Fur, foram realizados experimentos de indugdo da

expressao do gene com IPTG.

Apos a inducdo da expressao, foi feita uma extracdo de proteinas totais fracdes
soluveis e insollveis, e estas foram analisadas apés corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida. Conforme mostrado na Figura 10, a proteina Fur com 17,1 KDa néo foi
expressa, sobretudo apds a inducdo da expressdao com IPTG. Apenas a enzima

lisozima com 14,7 KDa, presente no tampéao de lise das células, foi observada.

A linhagem de E. coli H1780 possui o gene fur inativado e, portanto, nao
expressa a proteina Fur. Na auséncia da proteina, o gene repoérter lacZ néo é reprimido
e a enzima B-galactosidase é expressa, resultando em colbnias vermelhas no meio
MacConkey. O ensaio FURTA foi realizado com esta linhagem com o propdésito de se
investigar se o gene fur de K. pneumoniae complementa o gene fur inativado de E. coli

H1780, o que resultaria em colbnias incolores.
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Figura 10. Gel de poliacrilamida mostrando as proteinas totais, fragfes sollveis e insollveis,
extraidas de E. coli H1780 ndo transformada, fragdes insoluvel (1) soldvel (2); E. coli H1780
transformada com o vetor pGEM+furangissense POrém sem inducao com IPTG, fragcGes insolavel (3)
e solavel (4); E. coli H1780 transformada com o vetor pGEM+fur,pgssense € @p0s a indugdo com
IPTG, fracdes insoltvel (5) e soluvel (6). M, marcador de peso molecular (BenchMark™ Protein
Ladder, Invitrogen). O resultado obtido néo foi o esperado, pois a proteina Fur com tamanho de
17,1 KDa néo foi observada na condicdo 5 ou 6 (apds inducdo com IPTG, seta negra). A seta
branca indica a banda correspondente a lisozima, presente no tampao de lise celular.

Os resultados obtidos mostram que n&o foi observada a complementacgéo de E.
coli H1780 porque, quando clonado no vetor pPGEM®-T Easy na orientacéo antissense,
o gene fur de K. pneumoniae né&o foi transcrito, conforme podde ser constatado pela
ndo expressao da proteina Fur de K. pneumoniae em H1780 (Figura 10). Sugere-se
que em trabalhos futuros se realize o ensaio FURTA com E. coli H1780 transformada

com vetores contendo o gene fur na outra orientacéo.
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5. CONCLUSOES

Por meio das analises de bioinformatica foram identificados provaveis boxes Fur
em cinco genes de K. pneumoniae que codificam reguladores de transcricdo de grande
relevancia na patogenicidade da bactéria, pois estdo associados com o sistema de
captacao de ferro (gene fur), formacéo de biofilme (gene rstR), ativacdo da expresséo

de fimbrias (gene fimZ) e mecanismo do quorum-sensing (gene sdiA).

Os provaveis boxes Fur foram validados pelo ensaio FURTA, confirmando que a

expressao daqueles genes pode ser regulada por Fur.

A identificacdo e validacdo do box Fur no gene fur e o padrdo de expressao
deste gene induzido em condicao de escassez de ferro e reprimido na condicéo repleta

de ferro revelam que em K. pneumoniae a expressao da proteina Fur € auto-regulada.

Por meio da modelagem molecular por homologia foi possivel construir um
modelo tridimensional da proteina Fur de K. pneumoniae, utilizando-se como molde a
proteina Fur tridimensional de Vibrio cholerae. O modelo gerado foi validado e podera
fornecer informacdes valiosas quanto ao mecanismo de acao do regulador Fur quando

complexado as suas respectivas sequéncias reguladoras.

A complementacdo do gene fur mutante de E. coli H1780 nao foi observada no
ensaio FURTA porque o gene fur de K. pneumoniae nao foi transcrito e a proteina Fur
nao foi expressa em H1780, possivelmente por que o0 gene estava clonado no vetor

pGEM®-T Easy na orientagdo antissense.
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