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RESUMO 

Infecções do trato urinário estão entre as infecções mais prevalentes do mundo e podem ser 

causadas pela presença de Klebsiella pneumoniae devido à expressão fímbrias que essa 

bactétia pode promover na superfície celular para auxiliar na sua sobrevivência no trato urinário. 

As fímbrias são importantes estruturas que medeiam a adesão e invasão da bactéria no epitélio 

da bexiga urinária, e estão sob a regulação de diferentes proteínas reguladoras. FimZ é 

regulador cujo papel está relacionado à expressão de fímbrias em Salmonella Typhimurium, 

mas em K. pneumoniae, é apenas um potencial regulador de fimbrias com função 

desconhecida. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar o possível regulon de FimZ em K. 

pneumoniae e investigar a atuação desse regulador em ensaios fenotípicos e no processo de 

interação patógeno-hospedeiro in vivo. Para identificar e caracterizar o possível regulon FimZ 

foram realizadas análises de bioinformática para identificação de sequências de ligação FimZ 

em genes fimbriais e confirmação dessas sequências pelo ensaio de motilidade eletroforética, 

além de análises por PCR quantitativo em tempo real. Para as investigações fenotípicas, foi 

gerada uma linhagem complementada com o gene fimZ, foram realizadas análises morfológicas 

das colônias, ensaios de aglutinação de levedura, motilidade, produção de cápsula, formação 

de biofilme e microscopia eletrônica de transmissão. A interação patógeno-hospedeiro in vivo foi 

investigada em modelo infecção do trato urinário em camundongos. Os resultados mostraram 

que FimZ reconhece sítios de ligação no cluster fim e ecp e modula a expressão das principais 

subunidades da fímbria indicando uma repressão sob os clusters fim e fimZ, e uma ativação sob 

ecp. A deficiência de FimZ modificou as características fenotípicas de K. pneumoniae, que 

possibilitou a produção de fímbrias tipo 1, uma extensão rudimentar, anulação de cápsula e 

maior formação de biofilme. Por outro lado, K. pneumoniae perde resistência in vivo e não 

forma comunidade bacteriana intracelular na bexiga na deficiência de FimZ. Dessa forma, a 

fímbria expressa na deficiência de FimZ indica ter múltiplos efeitos positivos sob as 

características fenotípicas investigadas. Porém, apesar da fímbria ser considerada um 

importante fator de virulência, a patogenicidade da bactéria mutante fimbriada é atenuada in 

vivo. Contudo, FimZ está relacionado à repressão de fímbrias em K. pneumoniae, e apresenta 

um papel estratégico na patogenicidade dessa bactéria. Porém, mais estudos são necessários 

para o entendimento desse mecanismo de regulação.  

 

 

Descritores: Klebsiella pneumoniae. Infecção do trato urinário. Fímbrias bacterianas. 

Interações hospedeiro-Patógeno. 
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ABSTRACT 

Urinary tract infections are one of the most prevalent infections around the world and may be 

caused by the presence of Klebsiella pneumoniae. K. pneumoniae due to of the expressing 

fimbriae on the cell surface to assist in its survival in the urinary tract. Fimbriae are important 

structures that mediate the adhesion and invasion of the bacterium in the urinary bladder 

epithelium, and are under the regulation of different proteins. FimZ is a regulator whose role is 

related to the expression of fimbriae in Salmonella Typhimurium, but in K. pneumoniae, is only a 

regulator of fimbriae with unknown function. Thus, the objective of this study was to identify the 

possible regulon of FimZ in K. pneumoniae and to investigate the performance of this regulator 

in phenotypic assays and in the pathogen-host interaction process in vivo. To identify and 

characterize the possible FimZ regulon, bioinformatic analyzes were performed to identify FimZ 

binding sequences in fimbrial genes and confirmation of these sequences by the electrophoretic 

motility assay, in addition to quantitative real-time PCR analyzes. For the phenotypic 

investigations, a strain complemented with fimZ gene was generated, were carried out 

morphological analysis of the colonies, assays of yeast agglutination, motility, capsule 

production, biofilm formation and transmission electron microscopy. The pathogen-host 

interaction in vivo was investigated in a mouse urinary tract infection model. The results showed 

that FimZ recognizes binding sites in the fim and ecp clusters and modulates the expression of 

the major subunits of fimbria indicating a repression under the fim and fimZ clusters, and an 

activation under ecp. The deficiency of FimZ modified the phenotypic characteristics of K. 

pneumoniae, which allowed production of fimbriae type 1, a rudimentary extension, annulment of 

capsule and greater biofilm formation. On the other hand, K. pneumoniae loses resistance in 

vivo and does not form intracellular bacterial communities in the bladder in the FimZ deficiency. 

Thus, the fimbria expressed in the FimZ deficiency indicates to have multiple effects under the 

phenotypic characteristics investigated. However, although fimbriae are considered an important 

virulence factor, the pathogenicity of fimbriate mutant bacteria is attenuated in vivo. Therefore, 

FimZ is related to the repression of fimbriae in K. pneumoniae, and plays a strategic role in the 

pathogenicity of this bacterium. However, more studies are needed to understand the 

mechanism of regulation of this protein. 

 

 

Key words: Klebsiella pneumoniae. Urinary tract infection. Bacterial fimbriae. Host-Pathogen 

Interactions. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Infecção do trato urinário 

Infecções do trato urinário (ITUs) estão entre as infecções mais prevalentes (TERLIZZI; 

GRIBAUDO; MAFFEI, 2017), as quais são causadas principalmente pela bactéria Escherichia 

coli uropatogênica, chamada de UPEC (do inglês, uropathogenic E. coli) (FLORES-MIRELES et 

al., 2015). No entanto, Klebsiella pneumoniae é uma bactéria que também causa ITUs em 

humanos (GUPTA et al., 2001; GARCIA et al., 2013; CUNHA et al., 2016; MIRZAII et al., 2018) 

em diferentes locais do mundo.  

Em uma distribuição geográfica, K. pneumoniae aparece como o segundo patógeno 

mais identificado na América do Sul em regiões no Brasil CUNHA et al., 2016; REIS et al., 

2016) e um local da América Central (MATUTE et al., 2004). Mas na América do Norte, E. coli é 

o principal foco de estudo em ITUs (FOXMAN, 2014, AILES et al., 2018, UKAH et al., 2018). 

Porém, K. pneumoniae também é apontada como uma relevante bactéria em países no 

continente Europeu, Asiático, Africano e Oceania; em países como a França, onde é 

identificada em terceiro lugar (MALMARTEL; GHASAROSSIAN, 2016), e no Kuwait, Egito, e 

Austrália  é identificada em segundo lugar (SEWIFY et al., 2016; SALAH et al., 2016; 

OSTHOFFA et al., 2015). Na Ásia, K. pneumoniae se destaca com quase o dobro do número de 

isolados de ITUs no Irã (MIRZAII et al., 2018) e, é foco de estudos relacionados à ITUs em 

outras regiões deste continente e na América do Sul (CÓRDOVA et al., 2012; MANJULA et al., 

2014; MIRZAII et al., 2018). 

No entanto, diferente de E. coli que é responsável por grande parte de ITUs na 

comunidade, K. pneumoniae se destaca em ITUs associadas à assistência à saúde (YANG et 

al., 2010). Na comunidade, as ITUs podem ser identificadas em qualquer idade, podendo ter 

início no período neonatal até à fase adulta, porém acometendo com mais frequência indivíduos 

do sexo feminino, com infecções assintomáticas e recorrentes (ANVISA). Fatores como relação 

sexual (CHUNG; ARIANAYAGAM; RASHID, 2010; FOXMAN, 2014), obesidade e diabetes 

(FOXMAN, 2014) são elementos contribuintes para uma ITU comunitária. Por outro lado, as 

ITUs associadas à assistência à saúde estão relacionadas a procedimentos invasivos como 

cateterismo vesical ou procedimentos no trato urinário (ANVISA). Para a ocorrência dessas 

ITUs, fatores associados como imunodeficiência do paciente (LEVINSON; JAWETZ, 2005), 

procedimentos invasivos, extensos períodos de internação hospitalar (MOURA et al., 2007) e 

uso prolongado de cateter urinário (HEILBERG; SCHOR, 2003; FOXMAN, 2014), são condições 

favoráveis para o seu desenvolvimento. Em adição, enquanto ITUs na comunidade exibem 



14 

 

baixa prevalência de bactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (do inglês 

Extended-spectrum beta-lactamase, ESBLs) (YANG et al., 2010), ITUs associadas à assistência 

à saúde estão relacionadas a bactérias produtoras de ESBLs, sendo K. pneumoniae o principal 

patógeno produtor dessas enzimas (BOUASSIDA et al., 2016). Beta-lactamase são enzimas 

específicas capazes de hidrolisar antibióticos β-lactâmicos e contribuir na sobrevivência de 

bactérias sensíveis a esses antibióticos (TAVARES, 2001). 

Uma ITU ocorre a partir de uma colonização bacteriana no tecido – que pode acontecer 

pelo uso de cateter urinário e contaminação na região periuretral, por exemplo – o uropatógeno 

migra para a bexiga por meio da adesão (FLORES-MIRELES et al., 2015) mediada pelas 

fímbrias adesivas (FIGURA 1) (ROSEN et al., 2008a). Uma vez na bexiga, além das fímbrias 

promover a fixação na célula epitelial de bexiga urinária, a fímbria também favorece o 

desencadeamento de invasão celular (FIGURA 1) (WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007).  

A adesão é um evento essencial da primeira etapa da ITU (STRUVE; BOJER; 

KROGFELT, 2008), na qual é mediada pelas fímbrias e/ou pilli, que são responsáveis pelo 

reconhecimento de receptores específicos localizados na membrana externa das células 

hospedeiras, devido à adesina presentes no topo da fímbria (ROSEN et al., 2008a). As 

adesinas FimH das fímbrias do tipo 1 são as principais proteínas que possibilitam o 

reconhecimento e adesão, através da ligação em diversas estruturas na superfície das uroteliais 

da bexiga, tais como em receptores uroplaquinas contendo manose, receptores CD44, 

integrinas e proteínas da matriz extracelular (STAHLHUT et al., 2009; JORGENSEN; SEED, 

2012).  

Após a etapa de adesão, um processo de sinalização ocorre e a bactéria pode ser 

internalizada através da membrana da célula urotelial, que permite a entrada da bactéria na 

célula (JORGENSEN; SEED, 2012). Essa etapa de invasão é um processo crítico que requer 

passos importantes discutidos na próxima revisão de literatura. 

Uma vez dentro da célula hospedeira, as bactérias se replicam, podendo evoluir para 

comunidades bacterianas intracelulares, chamadas de IBC (do inglês, Intracellular Bacterial 

Community) (FIGURA 1) (ANDERSON et al., 2003; JUSTICE et al., 2004). Como consequência 

de uma multiplicação exacerbada, o IBC pode se romper, e um maior número de bactérias pode 

ter a chance de alcançar mais facilmente os rins e, assim, a corrente sanguínea (FIGURA 1). 

No período em que a bactéria se mantém internalizada, proteínas e enzimas são sintetizadas 

para a captação de nutrientes, como a produção de sideróforos, para captação de ferro 

(FLORES-MIRELES et al., 2015). 
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FIGURA 1. Percurso do uropatógeno no trato urinário para a formação de comunidades 

bacterianas intracelulares (IBCs). (A) Uma infecção do trato urinário (ITU) pode ocorrer por uma 

contaminação periuretral, por uropatógenos que migram pela uretra até o epitélio da bexiga urinária, para 

aderir e invadir células epiteliais hospedeiras. Ambos os processos de adesão e invasão, ativam células 

do sistema imune. (B) Após uma colonização e invasão bem-sucedida, as bactérias se replicam 

intracelulamente e, assim, ativam mais células de defensa no local, como o recrutamento de neutrófilos. 

(C) A replicação intracelular evolui para a formação de comunidade bacteriana intracelular (IBC). Na 

tentativa de diminuir a carga bacteriana e manter a homeostase, a célula epitelial pode entrar em 

apoptose por ativação de caspase 8 e 3 para esfoliar o epitélio. (D) Após um crescimento exacerbado das 

bactérias no IBC, esse IBC é rompido, com morte da célula epitelial, para o extravasamento de bactérias 

para meio extracelular. (E) Assim, com um maior número de uropatógenos, essas bactérias têm maior 

chance de migrar e alcançar facilmente os rins e a corrente sanguínea. Fonte: Figura adaptada de Rosen 

et al. (2007, pág. 1950). 
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1.2. Rearranjos do citoesqueleto, invasão e formação de comunidades intracelulares 

Alguns patógenos são capazes de induzir sua própria captação por células hospedeiras 

não-fagocíticas, como a célula do urotélio (WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007). Esses 

patógenos geralmente assim o fazem ao interferir no citoesqueleto das células hospedeiras 

(DRAMSI; COSSART, 1998; PIZARRO-CERDÁ; COSSART, 2006), favorecendo assim, a 

invasão celular.  

O citoesqueleto é uma complexa rede de filamentos proteicos que se estende ao longo de 

todo o citoplasma das células eucarióticas, sendo composto basicamente das proteínas actina e 

tubulina que se polimerizam para formar filamentos de actina, microtúbulos e filamentos 

intermediários (ALBERTS et al., 2010). O citoesqueleto é uma estrutura dinâmica e em 

constante reorganização, o que lhe confere um papel fundamental na definição do formato e 

arcabouço celulares e em processos celulares tais como motilidade, divisão celular, fagocitose, 

adesão às células vizinhas e à matriz extracelular, dentre outros. Esta constante remodelação 

do citoesqueleto está associada à polimerização e despolimerização de microtúbulos e 

filamentos de actina, processo esse que envolve várias proteínas e moléculas sinalizadoras, 

incluindo filaminas, actininas, moléculas de adesão do tipo e-caderina e integrinas, 

componentes da matriz extracelular, pequenas GTPases, quinases, etc (ALBERTS et al., 2010). 

As GTPases da família Rho destacam-se como uma das principais moléculas sinalizadoras da 

reorganização do citoesqueleto, sobretudo as GTPases RhoA, Rac1 e Cdc42 (RIDLEY, 2006). 

A habilidade em invadir células hospedeiras decorre justamente da capacidade que 

alguns patógenos têm em manipular as vias de sinalização da reorganização do citoesqueleto 

(DRAMSI; COSSART, 1998; PIZARRO-CERDÁ; COSSART, 2006). Esses patógenos induzem 

a ativação de quinases e pequenas GTPases da família Rho que estão associados à 

polimeração e despolimerização de microtúbulos e filamentos de actina, desencadeando 

projeções da membrana celular no local de interação com a bactéria e favorecendo, assim, sua 

própria captação pelas células hospedeiras (DRAMSI; COSSART, 1998; PIZARRO-CERDÁ; 

COSSART, 2006). 

Dois mecanismos de invasão bacteriana mediados por manipulação do citoesqueleto são 

conhecidos: o mecanismo “zipper” e o mecanismo “trigger” (DRAMSI; COSSART, 1998). 

Patógenos como Salmonella enterica serovar Typhimurium, Shigella flexneri e Helicobacter 

pylori invadem as células hospedeiras pelo mecanismo “trigger”, segundo o qual um sistema de 

secreção do tipo III ou IV injeta proteínas efetoras diretamente no citosol das células 

hospedeiras. Essas proteínas efetoras desencadeiam uma intensa reorganização do 

citoesqueleto, fazendo com que protrusões da membrana e estruturas do tipo filopódios e 
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lamelipódios sejam formadas na superfície das células hospedeiras, o que promove a entrada 

da bactéria (PIZARRO-CERDÁ; COSSART, 2006). Por outro lado, patógenos como Listeria 

monocytogenes e Yersinia pseudotuberculosis invadem as células hospedeiras pelo mecanismo 

“zipper”. Este mecanismo é mediado pela adesão da bactéria às células alvos, no qual a 

interação entre as estruturas da superfície bacteriana (invasinas e adesinas, por exemplo) com 

recptores da superfície da célula hospedeira que ativa as vias de sinalização do citoesqueleto 

da célula hospedeira, desencadeando rearranjos na membrana plasmática ao redor do sítio de 

aderência da bactéria, resultando no engolfamento e invasão dos patógenos (DRAMSI; 

COSSART, 1998; PIZARRO-CERDÁ; COSSART, 2006). 

Dentre os patógenos que invadem células hospedeiras pelo mecanismo “zipper” estão 

linhagens de E. coli uropatogênicas (UPECs) (WANG; LIANG; KONG, 2008). Nestes patógenos 

a etapa de adesão às células uroteliais da bexiga é um dos pré-requisitos para que a invasão 

ocorra. Para tal, as fímbrias tipo 1 desempenham função preponderante em razão de seu duplo 

papel em mediar não apenas a adesão, mas também em desencadear a invasão celular 

(WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007). 

Além de garantir a ancoragem das bactérias nas células alvo, a interação da adesina 

FimH de UPECs com os receptores da célula hospedeira ativa uma série de moléculas 

sinalizadoras do citoesqueleto, sobretudo as quinases de adesão focal (FAKs), fosfatidilinositol 

3-quinase (PI3K) e as GTPases da família Rho (MARTINEZ et al., 2000; MARTINEZ; 

HULTGREN, 2002; ETO et al., 2007; SIVICK; MOBLEY, 2010). A ativação coordenada destas 

moléculas leva a uma reorganização do citoesqueleto no local de aderência da bactéria que 

culmina com a internalização da bactéria aderida pelo mecanismo “zipper”. 

Uma vez no ambiente intracelular, as bactérias rapidamente se replicam, formando uma 

comunidade bacteriana intracelular (IBC) (ANDERSON et al., 2003; JUSTICE et al., 2004). As 

IBCs são comunidades de células bacterianas organizadas numa matriz polissacarídica e com 

propriedades semelhantes ao biofilme (ANDERSON et al., 2003; ROSEN et al., 2007), podendo 

conter 103 células bacterianas viáveis em um IBC precose, em uma única célula epitelial 

(DURAISWAMY et al., 2018). Da fase inicial de formação, que se inicia nas 3 primeiras horas 

após a invasão, até uma fase mais tardia, as IBCs passam por sucessivas etapas de 

maturação. As etapas de maturação e os períodos de duração variam de acordo com a 

linhagem bacteriana e o tipo de célula hospedeira. As alterações mais proeminentes ocorrem no 

tamanho e composição da estrutura e no formato das bactérias, que passam da típica 

morfologia em bastonetes para um formato filamentoso. No estado máximo de maturação, que 

ocorre por volta de 12 horas após a invasão, as IBCs se expandem de tal maneira que passam 
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a ocupar quase que a totalidade do citoplasma das células hospedeiras (ANDERSON et al., 

2003; HUNSTAD; JUSTICE, 2010). Neste estágio, as bactérias da periferia das IBCs podem, 

eventualmente, se desprender e se dispersar para o lúmen da bexiga, atingindo células 

uroteliais vizinhas e iniciando novo ciclo de formação de IBCs (JUSTICE et al., 2004). Dias após 

a invasão, e num estágio final de maturação, as IBCs progridem para um reservatório 

quiescente de bactérias. Neste estágio latente as UPECs são capazes de persistir na bexiga 

meses após a infecção inicial, atuando como fonte para infecções urinárias crônicas e 

recorrentes (MULVEY, SCHILLING; HULTGREN, 2001; MYSOREKAR; HULTGREN, 2006). 

A capacidade de UPECs em invadir células uroteliais da bexiga e produzir IBCs constitui-

se em um importante fator na patogênese das infecções do trato urinário. Isto porque a 

permanência no ambiente intracelular confere maiores chances de sobrevivência do patógeno, 

já que, neste ambiente, estarão protegidos da resposta imune do hospedeiro (HUNSTAD; 

JUSTICE, 2010), da ação de antimicrobianos (BLANGO; MULVEY, 2010) e do próprio fluxo 

urinário da bexiga (ANDERSEN et al., 2012). Além disso, conforme exposto acima, a maturação 

das IBCs tende a resultar em um reservatório de bactérias que é responsável por infecções 

recorrentes (ROSEN et al., 2007). 

No entanto, assim como UPECs são formadores de IBC em modelo de ITU em 

camundongo, K. pneumoniae também é capaz de formar IBCs após 6 e 24 horas de infecção, 

porém em menor quantidade que E. coli (ROSEN et al., 2008a) (FIGURA 2). 

A adaptação dos patógenos no ambiente intracelular requer a expressão de vários genes 

e fatores de virulência. O desenvolvimento de UPECs em IBCs requer a expressão de fímbrias 

tipo 1 (WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007), proteína OmpA de membrana externa 

(NICHOLSON; WATTS; HUNSTAD, 2009), lipopolissacarídeo (LPS) e cápsula de 

polissacarídeo dentro das células da bexiga hospedeira (ANDERSON et al., 2010). A replicação 

intracelular das UPECs e a maturação das IBCs dependem também da expressão de alguns 

genes, tais como surA, leuX e fimH (JUSTICE et al., 2006; WRIGHT; SEED; HULTGREN, 2007; 

HANNAN et al., 2008). Além disso, a expressão de alguns genes do sistema de captação de 

ferro, como cirA, fepA, iroN, entF e tonB, e genes de virulência, como fliC, yfaL, kpsD, hlyA e 

cnf1, encontram-se induzidos nas IBCs (REIGSTAD; HULTGREN; GORDON, 2007; BERRY; 

KLUMPP; SCHAEFFER, 2009). 
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FIGURA 2. Formação de IBC por K. pneumoniae no urotélio. Análise histológica do epitélio da bexiga 

urinária de camundongo mostra formação de comunidade bacteriana intracelular (IBC) por K. 

pneumoniae após 6 horas de infecção, morfologicamente idêntico ao IBC formado por E. coli no urotélio 

no mesmo período. Fonte: figura de Rosen et al. (2008a, pág. 3340). 

 

 

1.3. Klebsiella pneumoniae  

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa da família Enterobacteriaceae, 

responsável principalmente por infecções em feridas cirúrgicas, no trato respiratório e 

geniturinário (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). Essa bactéria tem se tornado umas das mais 

prevalentes em ITUs relacionadas à assistência à saúde (GARCIA et al., 2013) devido a 

produção de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) promovidas por ela (BOUASSIDA 

et al., 2016). Além disso, K. pneumoniae tem sido causadora de infecções mais graves e 

invasivas, como meningite, endoftalmite, abscesso hepático e sepse (WILLIAMS; TOMAS, 

1990; FUNG et al., 2002; FUNG; LIN; LIN, 2012). 

K. pneumoniae é uma das principais causadoras de infecções relacionadas à assistência 

à saúde, acometendo indivíduos com fatores de predisposição, tais como idade avançada, 

diabetes e doença respiratória, por exemplo (LEVINSON; JAWETZ, 2005). Em hospitais, dentre 

os casos mais comuns de infecção hospitalar pela K. pneumoniae estão a sepse e as infecções 

dos tratos respiratório e urinário (NOGUEIRA et al., 2009; BARROS et al., 2012). Nesses 

ambientes hospitalares, linhagens de K. pneumoniae que produzem enzima carbapenemase 

(KPC) são cepas multirresistentes que estão sendo constantemente identificadas 

(TUMBARELLO et al., 2012), e atualmente reconhecidas como um dos patógenos mais 

prevalentes e emergentes pela Organização Mundial da Saúde (do inglês, World Health 

Organization, WHO) (WHO, 2017). Essas linhagens KPC são muito resistentes por serem 

produtoras da enzima betalactamase, que confere resistência aos antibióticos betalactâmicos 

(SEIBERT et al., 2014). Klebsiella está na lista de patógenos prioritários resistentes a 

Klebsiella pneumoniae               Escherichia coli 
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antibióticos como “prioritários 1, crítico”, dentro do grupo de bactérias Enterobacteriaceae com 

resistência à carbapenem, de acordo com a publicação feita no início de 2017 pela WHO. 

Além da resistência encontrada em linhagens de K. pneumoniae, essa bactéria também 

possui fatores de virulência que contribuem para a sua sobrevivência dentro do hospedeiro. 

Estruturas da superfície bacteriana são importantes fatores de virulência em K. pneumoniae, 

tais como sideróforos, lipopolissacarídeo, cápsula polissacarídica (TOMÁS et al., 1986; 

CORTES et al., 2002; PAN et al., 2011; HSIEH et al., 2012), e fímbrias adesivas (TARKKANEN 

et al., 1992; CORTES et al., 2002; LEE et al., 2006) (FIGURA 3).  

Sideróforos são moléculas com afinidade ao ferro, e que exerce uma função de capturar 

esse elemento livre no meio para a bactéria (PACZOSA; MECSAS, 2016) (FIGURA 3). O ferro é 

um nutriente essencial para o funcionamento de muitos processos celulares para as bactérias, 

sendo para K. pneumoniae um elemento importante na regulação da transcrição gênica 

(MACIEL, 2012), na adesão e invasão (SANTOS, 2016), e durante processos de infecção 

(PACZOSA; MECSAS, 2016). Porém, o ferro também é um elemento requisitado pelas células 

do hospedeiro, e normalmente não é encontrado livre no plasma. Assim, captação de ferro por 

K. pneumoniae é realizada através da secreção de sideróforos (KREWULAK; VOGEL, 2008).  

K. pneumoniae é capaz de expressar diferentes tipos de sideróforos, como enterobactina, 

yersiniabactina e aerobactina e salmochelina (PACZOSA; MECSAS, 2016). Mas, o sideróforo 

mais competente para se ligar ao ferro é a enterobactina (CRUMBLISS; HARRINGTON, 2009). 

Esse sideróforo é mais conservado e também o principal meio de captação de ferro por 

algumas linhagens K. pneumoniae (PODSCHUN et al., 1993).  

Para a internalização do ferro, receptores específicos de membrana externa reconhecem 

os sideróforos, e possibilitam o transporte dessa molécula contendo o ferro (sideróforo férrico) 

para o espaço periplasmático, onde proteínas transportadoras periplasmáticas acolhem o 

complexo até a membrana interna para a internalização para o citoplasma, para a separação 

das moléculas (KREWULAK; VOGEL, 2008), e a distribuição do ferro para diferentes funções. 

Esta internalização do ferro requer energia, que é gerada pelo sistema de proteínas da 

membrana interna TonB, ExbB e ExbD (KREWULAK; VOGEL, 2008).  
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FIGURA 3. Principais fatores de virulência de Klebsiella pneumoniae. K. pneumoniae possui quatro 

principais fatores de virulência, sendo: fímbrias (tipo 1, tipo 3, e do cluster ecp), lipopolissacarídeo (LPS), 

sideróforo e cápsula. As fímbrias estão presentes na membrana da bactéria e são responsáveis pela 

adesão da célula bacteriana, sendo as fímbrias do tipo 1 associadas à adesão em células epiteliais da 

bexiga urinária e consequentemente invasão, formação de comunidade bacteriana intracelular (IBC) e 

biofilme, as fímbrias tipo 3 mais associadas à formação de biofilme, e as fímbrias ecp associada à adesão 

em célula epitelial e formação de biofilme. LPS está ancorado na membrana externa da bactéria e pode 

proteger contra o sistema complemento do hospedeiro. Sideróforos são moléculas secretadas para a 

captação de ferro no meio extracelular para o ferro ser utilizado pelas bactérias para: nutrição, transcrição 

gênica, adesão e invasão, disseminação, etc. Cápsula envolve toda a superfície da bactéria e oferece 

resistência à fagocitose, aos peptídeos antimicrobianos, e protege o LPS de ser reconhecido pelo sistema 

imune.  

 

 

Quando dentro da bactéria, o ferro pode modular a transcrição gênica como um cofator do 

regulador transcricional Fur (do inglês, ferric uptake regulator). A regulação ocorre quando o 

regulador Fur e o íon ferroso (Fe+2) formam um complexo, e este complexo reconhece e se liga 

em sequências nucleotídicas específicas, denominadas boxes Fur, localizadas na região 

promotora dos genes alvos. A sequência nucleotídica dos boxes Fur é um palíndromo de 19 

pares de bases formado por 2 repetições invertidas de 9 pb ricas em adeninas e timinas, tal 

como GATAATGAT-a-ATCATTATC (ESCOLAR; PÉREZ-MARTÍN; DE LORENZO, 1999). No 
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seu mecanismo clássico de ação, o regulador Fur complexado ao ferro (Fur+Fe) se liga na 

região promotora dos genes alvos e impede a ligação da RNA polimerase (RNAP), levando à 

repressão da transcrição desses genes alvos. Na ausência de ferro, como ocorre em condições 

de escassez de ferro, o complexo não é formado e não se liga na região promotora dos genes 

alvos, liberando esta região para a ligação da RNAP e a transcrição dos genes. No entanto, o 

Fur+Fe não atua apenas como um repressor, como mostrado no mecanismo clássico, mas ele 

também pode atuar como um ativador de transcrição, como mostrado no estudo a seguir.  

No estudo realizado por Maciel (2012), o gene mrkA (cluster de fímbrias tipo 3) de K. 

pneumoniae foi mais expresso na condição rica em ferro, indicando que Fur+ferro atua 

positivamente na expressão desse cluster. Por outro lado, a expressão do gene fimA (cluster 

fim, que codifica fímbrias do tipo 1) foi mais expresso na ausência de ferro em K. pneumoniae, 

indicando que Fur+ferro atuam como um repressor nesse cluster. Assim, o ferro pode atuar 

positivamente ou negativamente na expressão de genes fimbriais.  

Em um outro estudo, Santos et al. (2016) mostrou que a expressão do gene fimZ (cluster 

fimZ, novo cluster de fímbrias tipo 1) em K. pneumoniae foi significante maior em condição de 

escassez de ferro, indicando que Fur atua como um repressor em condição rica em ferro. Ainda 

nesse estudo, em ensaio de interação (cultivo de bactérias com células eucarióticas 

hospedeiras), K. pneumoniae aderiu e invadiu células epiteliais humanas de bexiga urinária com 

mais intensidade em condição rica em ferro, e a replicação das bactérias dentro das células 

hospedeiras foi possível apenas em condições ricas em ferro (SANTOS et al., 2016). Assim, 

isso mostra que ferro tem uma atividade importante no processo de expressão de genes 

fimbriais, e na potencialização da adesão, invasão e multiplicação da bactéria.    

Outra estrutura muito importante na virulência de K. pneumoniae é o lipopolissacarídeo 

(LPS). LPS é uma estrutura de lipídeos e carboidratos presente na membrana externa de 

bactérias Gram-negativas e pode proteger contra o sistema complemento do hospedeiro 

(MERINO et al., 1992; VEMULAPALLI et al., 2000) (FIGURA 3). Estruturalmente, LPS é 

composto por um lipídio A, um core oligossacarídeo e o antígeno polissacarídeo O (TORTORA; 

FUNKE; CASE, 2012). O lipídio A é uma estrutura mais conservada (SERRATO, 2010), 

localizado na membrana externa da bactéria e com a função de ancorar o LPS. Porém, após a 

lise da membrana bacteriana, o lipídio A, também chamado de endotoxina, é liberado, podendo 

induzir uma resposte inume. Já o core oligossacarídeo é formado pelo core interno e externo 

que confere extensão e estabilidade ao LPS (OKUDA et al., 2016). Presente na parte mais 

externa do LPS, o antígeno O é uma cadeia repetitiva e variada de glicanos capaz de induzir 

uma reposta imune no hospedeiro (OKUDA et al., 2016) e de atuar como um defensor da célula 
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bacteriana, impossibilitando o reconhecimento pelo sistema complemento (MERINO et al., 

1992; VEMULAPALLI et al., 2000). 

Em K. pneumoniae, o antígeno O se destaca em infecções emergentes, como o abscesso 

hepático piogênico (HSIEH et al., 2014) e pela resistência à resposta antibacteriana do 

hospedeiro (FANG et al., 2016). Nove grupos antigênicos O foram identificados em K. 

pneumoniae, mas os mais frequentes são os antígenos O1, O2, O3 e O5 (HANSEN et al., 

1999). Dentre eles, o antígeno O1 se destaca na resistência ao soro e à colonização e 

disseminação em órgãos internos, incluindo no desenvolvimento de abscessos hepáticos 

piogênico (HSIEH et al., 2012).  

Outro fator de virulência muito importante e característico de isolados de K. pneumoniae é 

a produção de cápsula polissacarídica, uma estrutura de consistência mucoide presente em 

toda a superfície da bacteriana. A cápsula polissacarídica oferece resistência ao sistema 

complemento (ÁLVAREZ et al., 2000), à fagocitose (DOMENICO et al., 1994), aos peptídeos 

antimicrobianos (CAMPOS et al., 2004) aos fatores bactericidas presentes no soro 

(PODSCHUN et al., 1993), e protege o LPS de ser reconhecido pelo sistema imune (PACZOSA; 

MECSAS, 2016) (FIGURA 3).  

Oitenta sorotipos capsulares, denominados antígenos K, já foram identificados em K. 

pneumoniae (PAN et al., 2008), sendo que os sorotipos K1 e K2 se destacam em bactérias com 

alto grau de patogenicidade. Linhagens com o sorotipo K1 ou K2 apresentam elevada produção 

de mucopolissacarídeos, o que confere à bactéria um fenótipo de hipermucoviscosidade (HMV) 

(DOMENICO et al., 1994) e uma maior resistência dentro do hospedeiro quando comparada a 

linhagens de outros sorotipos (LEE et al., 2006). Linhagens de K. pneumoniae positivas para o 

sorotipo capsular K1 ou K2 e para o fenótipo HMV estão associadas a infecções severas e 

invasivas, como abscesso hepático piogênico, septicemia e endoftalmite (FANG et al., 2004; 

LEE et al., 2006; WISKUR; HUNT; CALLEGAN, 2008). 

Em K. pneumoniae a cápsula polissacarídica é expressa pelo cluster gênico cps (SHU et 

al., 2009), no qual pode ser regulado pelo ativador transcricional codificado pelo gene plasmidial 

rmpA (CHENG et al., 2010; HSU et al., 2011). Assim, rmpA pode ter uma ação ativadora sob o 

sorotipo K1. Foi relatado que os genes wzy e rmpA estão associados a linhagens de K. 

pneumoniae com o fenótipo HMV (YU et al., 2006) e linhagens positiva para o gene rmpA e 

para o HMV podem estar relacionadas a infecção do trato urinário (LIN et al., 2010). No Brasil, o 

primeiro relato de uma cepa de K. pneumoniae (hipervirulenta ST23) positiva para o sorotipo 

K1, para o gene rmpA e para o fenótipo de HMV foi mostrado em uma paciente diagnosticada 

com abcesso hepático, bacteremia e meningite, e sem histórico de contato com países onde 
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existe um alto número de casos de K pneumoniae hipermucoviscosa, como a Ásia (COUTINHO 

et al., 2014). 

Outro componente essencial para a patogenicidade de K. pneumoniae é a fímbria 

adesiva. As fímbrias são estruturas essenciais para a etapa da adesão, pois auxiliam no 

processo de adesão da bactéria às células hospedeiras e, assim, no processo infeccioso de K. 

pneumoniae (MATATOV et al., 1999; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009). Além de superfície 

biótica, as fímbrias também se aderem em superfícies abióticas, que quando combinadas com 

cápsula polissacarídica, podem promover a formação do biofilme (LANGSTRAAT; BOHSE; 

CLEGG, 2001; DI MARTINO et al., 2003; BODDICKER et al., 2006).  

Biofilme é a formação de um aglomerado de células bacterianas, podendo ser 

heterogêneas, sob uma superfície (DONLAN, 2001). Essas células bacterianas são organizadas 

em diversas camadas celulares, agem como uma comunidade e poduzem polímeros 

extracelulares para proteção das bactérias e captação de nutrientes (DONLAN, 2001). Devido 

ao arranjo do biofilme, bactérias crescidas nesse microambiente tem menos susceptibilidade 

aos antimicrobianos e são mais persistentes no processo infeccioso (DONLAN, 2001). 

As fímbrias do tipo 1 e do tipo 3 são os dois tipos principais de fímbrias estudadas em K. 

pneumoniae (FIGURA 3). As fímbrias do tipo 3 são transcritas pelo cluster gênico mrk em K. 

pneumoniae, no qual o gene mrkA é a principal proteína estrutural desta fímbria (ALLEN; 

GERLACH; CLEGG, 1991) (TABELA 1). As fímbrias do tipo 3 promovem a adesão em células 

epiteliais da traqueia, pulmão e rins (HORNICK et al., 1992), e são fundamentais no processo 

de formação de biofilme em superfícies bióticas e abióticas (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 

2009; SCHROLL et al., 2010). Junto com as fímbrias do tipo 3, as fimbrias tipo 1 também 

desempenham um papel essencial na formação do biofilme, participando na colonização e 

persistência do patógeno no hospedeiro (LANGSTRAAT; BOHSE; CLEGG, 2001; BODDICKER 

et al., 2006; SCHROLL et al., 2010). Ambas as fímbrias são necessárias para a colonização 

eficiente em cateteres de silicone (STAHLHUT et al., 2012), desempenhando, portanto, um 

papel importante no desenvolvimento de infecções nosocomiais em pacientes cateterizados. 

Além disso, as fímbrias tipo 1 são fundamentais para a infecção do trato urinário, devido a 

adesão que as adesinas FimH proporcionam em células uroteliais da bexiga (STRUVE; BOJER; 

KROGFELT, 2008). As fímbrias tipo 1 são sintetizadas pelo cluster fim (TABELA 1), e mais 

detalhes sobre o cluster dessa fímbria serão abordados na próxima revisão de literatura. 

Além dos clusters mrK e fim, K. pneumoniae possui clusters fímbriais ainda não 

caracterizados no seu genoma. Dentre eles, ecp é um conjunto de genes caracterizado em E. 

coli e que também foi identificado em K. pneumoniae (ALCÁNTAR-CURIEL et al., 2013) 
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(FIGURA 3). Nesse cluster (TABELA 1), o gene ecpR é um potencial regulador da transcrição 

do cluster, e ecpA é o gene que transcreve a principal subunidade proteica da fímbria em K. 

pneumoniae (ALCÁNTAR-CURIEL et al., 2013). Em K. pneumoniae linhagem MHG78578, ecpR 

e ecpA é identificado nos locus KPN_00290 (gene yfeK) e KPN_00291 (gene ykgZ), e possui 

87% e 89% de identidade quando alinhado com o ecpR e ecpA de E. coli strain K-12 substr. 

MG1655 (GenBank: NC_000913.3) (análise realizada nesse estudo). Já Alcántar-Curiel et al. 

(2013) mostraram que 96% das cepas de K. pneumoniae analisadas possuíam o gene ecpA. 

Nesse estudo, os autores sugerem no final que ecp pode ser um novo cluster essencial para a 

adesão de K. pneumoniae, uma vez que os genes deste cluster atuam na adesão da bactéria 

em células epiteliais e da formação de biofilme em vidro.   

 

 

TABELA 1. Clusters gênicos de fímbrias em Klebsiella pneumoniae. 

Cluster Atividade Referências 

mrK 
Genes: mrKA-B-C-D-F 

Expressa fímbrias tipo 3 em superfície 
abiótica, como em cateteres. 

Allen; Gerlach; 
Clegg, 1991 

fim 
Genes: fimA-I-C-D-F-G-H-K 

Expressa fímbrias tipo 1 e responsável 
pela adesão em ITU. 

Struve; Bojer; 
Krogfelt, 2008 

ecp 
Genes: ecpR-A-B-C-D-E 

Novo cluster de fimbrias, não 
caracterizado. 

Alcántar-Curiel et 
al., 2013 

fimZ 
Genes: fimZ-A-I-D 

Novo cluster de fímbrias tipo 1, não 
caracterizado. 

Neste estudo 

 

 

 

1.4. Mecanismos de regulação da expressão de fímbrias em Klebsiella pneumoniae 

A análise no genoma anotado de Klebsiella pneumoniae MGH 78578 (número de acesso 

GenBank CP000647.1) revela a presença de, pelo menos, onze clusters gênicos envolvidos 

com a síntese de fímbrias adesivas. Em função dos múltiplos clusters gênicos de fímbrias, a 

regulação da expressão destas estruturas em K. pneumoniae é um mecanismo altamente 

intricado e integrado, que envolve a participação de reguladores de transcrição, de proteínas 

que se ligam ao DNA, de um mecanismo de variação de fase, e depende até mesmo de níveis 

intracelulares de di-GMP e AMP cíclicos. Para uma revisão abrangente do assunto, vide Snyder 

e colaboradores (2005), Clegg, Wilson e Johnson (2011) e Schwan (2011). 

Muito do que se conhece sobre regulação da expressão de fímbrias tipo 1 em 

Enterobacteriaceae advém de estudos com Escherichia coli. Os clusters gênicos de síntese de 
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fímbrias de K. pneumoniae apresentam organização gênica similar à encontrada em E. coli 

(CLEGG et al., 1985; STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2008). Além disso, as fímbrias expressas 

por K. pneumoniae apresentam homologia àquelas expressas por linhagens de E. coli 

uropatogênicas (GERLACH; CLEGG; ALLEN, 1989). Portanto, dada as semelhanças estrutural 

e organizacional, presume-se que muito dos mecanismos de regulação descritos em E. coli 

também sejam observados em K. pneumoniae. 

Em K. pneumoniae, o principal cluster gênico de expressão de fímbrias do tipo 1 é o 

cluster gênico fim (TABELA 1). Este cluster é composto dos genes fimA-I-C-D-F-G-H-K, que 

codificam toda a estrutura proteica da fímbria tipo 1 de K. pneumoniae, formada das seguintes 

subunidades: a proteína FimA, que é a principal subunidade da fímbria, as proteínas FimF e 

FimG, que são as subunidades estruturais menores, a adesina FimH, que reconhece estruturas 

celulares que contém manose, e as proteínas FimC e FimD, respectivamente uma chaperona 

periplasmática e uma proteína usher na membrana externa (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 

2008) (FIGURA 4). O papel do produto do gene fimI ainda é desconhecido, e o gene fimK 

codifica um regulador transcricional que será abordado adiante. 

 

 

                     

FIGURA 4. Estrutura da fímbria. A estrutura da fímbria tem como base uma proteína de usher que 

sustenta a fímbria na membrana externa da bactéria, promove a passagem e a montagem das 

subunidades para compor a fímbria, proteínas chaperonas que transportam proteínas de extensão até a 

proteína de ancoragem, proteínas de extensão e morfologia da fímbria, e a proteína adesina que 

reconhece receptores de membrana celular do hospedeiro. 
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Vários mecanismos de regulação da expressão de fímbrias tipo 1 em K. pneumoniae têm 

sido descritos, sendo o principal deles determinado por um mecanismo conhecido como de 

variação de fase (VAN DER WOUDE; BÄUMLER, 2004). 

A região promotora do cluster fim está presente numa região denominada elemento fimS, 

que está localizado entre o gene fimA, primeiro gene do cluster, e os genes fimB e fimE, que 

codificam DNA recombinases. A orientação do elemento fimS pode sofrer inversões mediadas 

pelas recombinases FimE e FimB, num mecanismo conhecido por variação de fase (VAN DER 

WOUDE; BÄUMLER, 2004) (TABELA 2). De acordo com a orientação, a região promotora pode 

ser posicionada imediatamente adjacente ao cluster fim (posição “on”), ativando a expressão 

das fímbrias; ou pode ser posicionada distante do cluster fim (posição “off”), levando à 

inativação da expressão. Struve, Bojer e Krogfelt (2008) mostraram que o mecanismo de 

variação de fase pode modular a expressão de fímbrias, de acordo com sinais ambientais e 

dependendo do sítio anatômico em que a bactéria estiver localizada. Segundo os autores, K. 

pneumoniae apresentam o elemento fimS na orientação “on” quando estão colonizando o trato 

urinário, o que promoveria a adesão da bactéria nas células uroteliais. Por outro lado, 

apresentam o elemento fimS na orientação “off” quando estão colonizando os tratos respiratório 

e intestinal, locais onde o fenótipo fimbriado pode trazer desvantagens. A expressão de fímbrias 

tipo 1 em ambientes repletos de fagócitos, como o sangue e pulmão, potencializaria a adesão 

dos fagócitos às bactérias (BERNHARD; GBARAH; SHARON, 1992), além de reduzir a 

habilidade do patógeno em penetrar a camada de muco intestinal (MCCORMICK et al., 1993). 

Além das recombinases FimB e FimE, o processo de inversão da orientação do elemento 

fimS depende da participação de proteínas que se ligam ao DNA, como IHF (do inglês, 

integration host factor; EISENSTEIN et al., 1987) e Lrp (do inglês, leucine-responsive protein; 

KELLY et al., 2006) (TABELA 2). Estas proteínas se ligam em sítios específicos no elemento 

fimS e promovem o posicionamento adequado de sequências repetidas invertidas necessárias 

para a recombinação (SCHWAN, 2011). 

Alguns fatores de transcrição também participam da regulação da expressão de fímbrias 

tipo 1 de forma indireta, ao modular a expressão dos genes fimB e fimE. Este é o caso, por 

exemplo, dos reguladores RpoS (DOVE; SMITH; DORMAN, 1997), H-NS (O’GARA & 

DORMAN, 2000) e OmpR (RENTSCHLER et al., 2013) (TABELA 2). Estes reguladores se ligam 

à região promotora dos genes fimB ou fimE, regulando a expressão desses genes e, 

indiretamente, a expressão do cluster fim. 

Estudo conduzido em nosso laboratório mostrou que a expressão de fímbrias tipo 1 em K. 

pneumoniae pode ser indiretamente regulada pelo regulador transcricional Fur, por intermédio 
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do ferro (MACIEL, 2012) (TABELA 2). Nesse estudo foi identificada uma sequência consenso 

de ligação do regulador Fur na região promotora do gene fimE. O regulador Fur modula a 

expressão de genes-alvo quando complexado ao íon ferroso. Assim, os níveis de ferro 

encontrados no meio podem modular a expressão de fímbrias de modo indireto, ao regular a 

expressão da recombinase FimE (MACIEL, 2012).  

Além dos níveis de ferro, a expressão de fímbrias tipo 1 também é modulada de acordo 

com os níveis intracelulares da molécula sinalizadora AMP cíclico (AMPc). O AMPc atua 

quando complexado a proteína receptora de AMPc (CRP, do inglês camp receptor protein). O 

complexo CRP-AMPc é capaz de interferir tanto no processo de variação de fase quanto na 

atividade do promotor de fimA, levando à repressão da expressão de fímbrias tipo 1 (MÜLLER 

et al., 2009). Presume-se que este tipo de mecanismo de regulação de fímbrias também esteja 

presente em K. pneumoniae, visto que já foi demonstrado o papel regulador de CRP-AMPc na 

expressão de cápsula polissacarídica nesta bactéria (LIN et al., 2013). 

Além do mecanismo de variação de fase, a expressão de fímbrias tipo 1 também é 

regulada por fatores de transcrição que se ligam diretamente na região promotora do cluster 

fim. Um dos fatores é o regulador FimK codificado fimK, único gene do cluster fim encontrado 

apenas em K. pneumoniae, e ausente em E. coli. Segundo Rosen et al. (2008a) (TABELA 2). 

FimK atua como um fator inibidor da expressão de fímbrias e da formação de biofilme, uma vez 

que linhagens mutantes para este gene apresentam elevado nível de expressão de fímbrias e 

formação de biofilme. Os autores sugerem ainda um possível papel do regulador FimK na 

expressão de outros fatores de virulência de K. pneumoniae envolvidos com a infecção do trato 

urogenital. No entanto, Wang e coautores (2013) atribuem o efeito inibidor do regulador FimK 

ao envolvimento de di-GMP cíclico na atividade de fosfodiesterase deste regulador. Segundo 

estes autores, a região N-terminal de FimK contém um domínio do tipo hélice-volta-hélice que 

se liga ao elemento fimS e desempenha um papel positivo, e não negativo, na expressão de 

fímbrias tipo 1 (WANG et al., 2013). Wang e colegas (2013) propõe, ainda, que FimK pode 

regular a expressão do cluster fim em cooperação com proteínas IHF e Lrp, ou ainda com 

algum outro regulador tal como FimZ, como ocorre em S. Typhimurium (TABELA 2). 
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TABELA 2. Principais reguladores da expressão de fímbrias.  

Reguladores Atividade Referências 

FimE e FimB Recombinases/variação de fase on-off 
Van Der Woude; Baumler, 

2004 

IHF Participa da variação de fase on-off Eisenstein et al., 1987 

Lrp Participa da variação de fase on-off Kelly et al., 2006 

H-NS Participa da variação de fase on-off O’Gara; Dorman, 2000 

OmpR Participa da variação de fase on-off Rentschler et al., 2013 

Fur Inibidor/ativador de fímbrias em K. pneumoniae Maciel, 2012 

FimK 
Inibidor de fímbrias e formação de biofilme/Presente em 

K. pneumoniae e ausente em E. coli 
Rosen et al., 2008a 

FimZ Ativador em S. Typhimurium Yeh; Tinker; Clegg, 2002 

 

 

  

1.5. Regulação de fímbrias tipo 1 pela proteína FimZ 

Dentre os membros da família Enterobacteriaceae, é em Salmonella enterica serovar 

Typhimurium que o papel de FimZ na regulação da expressão de fímbrias tipo 1 está bem mais 

caracterizado. FimZ em S. Typhimurium é um regulador positivo da expressão de fímbrias tipo 1 

do cluster fim, com ligação específica na região promotora do gene fimA (YEH; TINKER; 

CLEGG, 2002). Tal descoberta foi feita quando uma mutação no gene fimZ de S. Typhimurium 

propiciou o fenótipo não fimbriado e baixo nível da expressão do cluster fim, e a 

complementação do gene fimZ restabeleceu o fenótipo fimbriado em S. Typhimurium (YEH; 

HANCOX; CLEGG, 1995). 

O cluster fim de S. Typhimurium é composto pelos genes fimA-I-C-D-H-F-Z-Y-W, e é 

muito conservado nessa linhagem (BÄUMLER et al., 1997; CLEGG; PURCELL; PRUCKLER, 

1987). Os genes fimA-I-C-D-H-F são responsáveis pela parte estrutural da fímbria, e fimZ-Y-W 

são responsáveis pela regulação da expressão da fímbria e são transcritos em direção oposta 

ao restante do cluster (TINKER; CLEGG, 2000; TINKER; HANCOX; CLEGG, 2000; YEH; 

HANCOX; CLEGG, 1995).  

 O cluster fim possui homologia com os genes fimbriais do cluster fim de E. coli. Porém, o 

mecanismo de regulação de síntese de fímbrias em S. Typhimurium difere substancialmente do 

que ocorre em E. coli (CLEGG; HANCOX; YEH, 1996). A região promotora do cluster fim de S. 
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Typhimurium não é uma sequência de DNA com inversão de variação de fase, como ocorre 

com o elemento fimS de E. coli (CLEGG; HANCOX; YEH, 1996). Além disso, S. Typhimurium 

não possui homólogos das enzimas DNA recombinases FimE e FimB, responsáveis por 

catalisar a inversão de fimS. A expressão do cluster fim em S. Typhimurium é modulada por 

reguladores codificados pelos genes fimZ, fimY e fimW (TINKER; CLEGG, 2000; TINKER; 

HANCOX; CLEGG, 2000; YEH; HANCOX; CLEGG, 1995).  

FimZ é um regulador que ativa a expressão do cluster fim, ao se ligar na região promotora 

do gene fimA (YEH; TINKER; CLEGG, 2002), ao passo que FimY e FimW atuam 

respectivamente como coativador e repressor por meio de interações proteína-proteína com 

FimZ (TINKER; CLEGG, 2000; TINKER; HANCOX; CLEGG, 2000). A atuação de FimZ e FimY 

é sugerida como essencial para essa a transcrição de fimA (YEH; HANCOX; CLEGG, 1995). 

Porém, FimZ é a proteína que estabelece a ligação no sítio de ligação em S. Typhimurium 

(YEH; HANCOX; CLEGG, 1995), e FimY é a proteína que contribui para FimZ regular o cluster 

fim (TINKER; CLEGG, 2000). Além disso, possivelmente FimZ e FimY podem atuar como 

ativadores independentes no cluster, porém ambos podem interagir na expressão dos seus 

genes (SAINI; PEARL; RAO, 2009). 

 Por outro lado, FimW é um regulador que reprime a expressão do cluster fim (TINKER; 

HANCOX; CLEGG, 2000), atuando na repressão do gene fimY (SAINI; PEARL; RAO, 2009). 

Assim, FimY induz a expressão do gene fimW, e o regulador FimW reduz a expressão do gene 

fimY e, consequentemente, do gene fimZ (SAINI; PEARL; RAO, 2009). Isso sugere que FimY 

pode ter um duplo papel em S. Typhimurium, atuando como ativador do cluster fim, do gene 

fimZ e do seu próprio gene, e como repressor de todos eles, por induzir a expressão do 

repressor FimW (SAINI; PEARL; RAO, 2009).   

De acordo com Yeh, Tinker e Clegg (2002), em S. Typhimurium o sítio de ligação do 

regulador FimZ na região promotora do gene fimA está localizado entre os nucleotídeos -50 a -

100 a montante do sítio de início da transcrição do gene. Segundo os autores, o sítio é 

composto de duas repetições em tandem (repetidas em sequência) composta por 7 

nucleotídeos (sequência AATAAGA-N19-AATAAGA), sendo que FimZ se liga em pelo menos 

em uma das repetições. Ainda de acordo com os autores, pelo menos 1 cópia da repetição de 7 

nucleotídeos é encontrada na região promotora do gene fimZ, indicando que FimZ regula não 

apenas o cluster fim, mas também a expressão de seu próprio gene. 

Por outro lado, diferente de S. Typhimurium que possui o papel do regulador FimZ bem 

caracterizado, não há estudos na literatura descrevendo o papel do regulador FimZ de K. 

pneumoniae. Porém, em nosso laboratório, análises preliminares de bioinformática indicaram a 
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presença de uma sequência repetitiva direta composta de 7 nucleotídeos e localizada a 64 

nucleotídeos a montante do códon iniciador do gene fimA de K. pneumoniae, o que vai de 

encontro com as características desta sequência (repetição em tandem, números de 

nucleotídeos que a compõe, localização) descritas por Yeh, Tinker e Clegg (2002). 

Em K. pneumoniae, o gene que codifica o regulador FimZ, gene fimZ, está localizado 

próximo a um cluster gênico de síntese de fímbrias provavelmente do tipo 1, porém ainda não 

caracterizado em K. pneumoniae (WU et al., 2009). Além disso, FimZ é considerado um 

regulador por possuir um domínio chamado hélice-volta-hélice, que é típico de proteína que se 

liga no DNA. No entanto, FimZ é somente um potencial regulador da expressão de fímbrias tipo 

1 em K. pneumoniae, pois ainda são escassos os estudos de caracterização do papel deste 

regulador na síntese de fímbrias. 

Dessa forma, considerando que as fímbrias são importantes mediadores de infecções do 

trato urinário causadas por K. pneumoniae (ROSEN et al., 2008b; STAHLHUT et al., 2012), e 

que FimZ é um potencial regulador transcricional de fímbrias, torna-se importante o estudo e a 

caracterização da atuação do regulador FimZ na expressão de fímbrias em K. pneumoniae. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Identificar o possível regulon de FimZ em Klebsiella pneumoniae e investigar a atuação 

desse regulador na expressão de fímbrias, por meio de ensaios fenotípicos e ensaios in vivo da 

interação patógeno-hospedeiro. 

 
 

2.2. Objetivos específicos 

1. Identificar e caracterizar possíveis sequências regulatórias de FimZ (regulon do FimZ): 

a. Identificar, por meio de análises de bioinformática, possíveis sequências de ligação do 

regulador FimZ de genes fimbriais. 

b. Confirmar a ligação do regulador FimZ nas sequências identificadas, por meio do ensaio 

mobilidade eletroforética (EMSA). 

2. Caracterizar fenotipicamente as linhagens de K. pneumoniae selvagem, deficiente-FimZ e 

complementada-FimZ: 

a. Analisar através de análises morfológicas das colônias, ensaios de aglutinação de 

levedura, motilidade, produção de cápsula formação de biofilme, e microscopia eletrônica 

de transmissão. 

3. Analisar a interação patógeno-hospedeiro por meio de ensaios in vivo com modelos 

animais infectados com as linhagens K. pneumoniae selvagem e deficiente-FimZ: 

a. Induzir infecção urinária em modelo ITU em camundongo com as linhagens selvagem e 

deficiente-FimZ de K. pneumoniae; 

b. Analisar por cortes histológicos o epitélio da bexiga urinária de camundongos infectados 

com as linhagens selvagem e deficiente-FimZ de K. pneumoniae. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Linhagens bacterianas, plasmídeos e condições de cultura 

Para a realização deste estudo foram utilizadas três cepas de K. pneumoniae: 1) uma 

cepa selvagem de K. pneumoniae uropatogênica (cepa UKP8), que foi isolada de uma infecção 

do trato urinário humano, 2) uma cepa mutante deficiente em FimZ (cepa UKP8-fimZ) gerada a 

partir de UKP8, e 3) a cepa mutante UKP8-fimZ complementada com o gene fimZ (cepa UKP8-

C). Os detalhes das estirpes bacterianas e dos plasmídeos empregados neste estudo estão 

listados na Tabela 3.  

 

 

TABELA 3. Linhagens bacterianas e plasmídeos usados nesse estudo. 

Linhagens Descrição Referência 

UKP8 
Klebsiella pneumoniae Uropatogênica, isolado 8 

(cepa selvagem; sensível a canamicina) 
Lab. clínico 

UKP8-fimZ 
Linhagem UKP8 com o RNA intrônico (contendo o gene Canr) 

inserido na região codificante do gene fimZ 
(cepa mutante para o gene fimZ; resistente a canamicina) 

Gomes, 2014 

UKP8-C 
Linhagem UKP8-fimZ transformada com o vetor pCR_Erir+fimZ  

(cepa mutante, complementada com o gene fimZ; resistente a 
canamicina e eritromicina) 

Este estudo 

E. coli DH5α Linhagem de Escherichia coli utilizada para clonagens Este estudo 

E. coli BL21 
Linhagem de Escherichia coli utilizada para a expressão de 

FimZ 
Este estudo 

Plasmídeos   

pCR2.1_Erir 
Vetor pCR2.1-TOPO (ThermoFisher) clonado com o gene de 

resistência a Eritromicina (Erir)  
Profa. 

Bertoncini 

pCR2.1_Erir+fimZ 
Vetor pCR2.1_Erir clonado com o gene fimZ; foi utilizado para a 

complementação do gene fimZ na linhagem UKP8-fimZ 
Este estudo 

pET-28a 
Vetor utilizado para a expressão do gene fimZ na linhagem de    

E. coli BL21 
Este estudo 

Ampr, resistência à Ampicilina; Cmr, resistência à Cloranfenicol; Erir, resistência à Eritromicina; Canr, 

resistência à Canamicina. Lab. clínico, Instituto de Prevenção e Diagnóstico, Brasil. Profa. Bertoncini, 

Professora Michelle Darrieux Sampaio Bertoncini (Universidade São Francisco). 

 

 

 

A linhagem UKP8-fimZ, mutante para o gene fimZ, foi gerada previamente por Gomes 

(2014), através do sistema de nocaute gênico TargeTron. Nesse sistema de nocaute gênico é 

utilizado um vetor plasmidial que contém todas as informações para a geração de um RNA 



34 

 

intrônico e da expressão de uma transcriptase reversa. Este RNA intron e enzima formam um 

complexo – chamado de complexo proteína-RNA (RNP) – que reconhece sequências 

específicas no gene alvo, fazendo com que o RNA intron seja inserido neste local do gene alvo 

de modo específico. O RNA intron apresenta um tamanho aproximado de 1800 pb, e é 

composto por: 1) uma sequência alvo de aproximadamente 296 pb e amplificada previamente 

por PCR a partir da sequência nucleotídica do gene fimZ, 2) a região codificante do gene Canr, 

que confere resistência a canamicina, com tamanho de 795 pb, e 3) mais 750 pb restantes. No 

processo de nocaute gênico pelo TargeTron o RNA intron é inserido na porção final do gene 

fimZ, mais precisamente na região do gene que codifica o domínio hélice-volta-hélice (FIGURA 

5). Assim, o nocaute gênico é obtido por meio da inserção de um fragmento de 1800 pb (o RNA 

intron) dentro da região codificante do gene, resultando em uma proteína FimZ truncada. A 

Figura 5 ilustra o tamanho do RNA intron inserido no gene fimZ no genoma de K. pneumoniae. 

A sequência alvo foi desenhada pelo programa TargetTronTM (Sigma-Aldrich), e as etapas para 

a geração da cepa mutante foram realizadas de acordo com as instruções do fabricante, e 

conforme descrito por Gomes (2014).  

 

                                                                                                                                                                             

 

FIGURA 5. RNA intron inserido no gene fimZ de Klebsiella pneumoniae. Esse RNA intron apresenta 

um tamanho aproximado de 1800 pb, sendo composto: 1) por uma sequência alvo de aproximadamente 

296 pb, amplificada previamente por PCR a partir de sequências do gene fimZ, 2) a região codificante do 

gene Canr, que confere resistência a canamicina, contendo 795 pb, e 3) aproximadamente 750 pb 

restantes. No processo de nocaute gênico, o RNA intron foi inserido na porção final do gene fimZ, 

interrompendo a região do gene que codifica o domínio Hélice-volta-hélice do regulador FimZ. A 

identificação do sítio alvo de inserção do RNA intron no gene fimZ foi realizada pelo programa TargetTron 
TM (Sigma-Aldrich).  
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 A linhagem UKP8-fimZ complementada (UKP8-C) foi gerada neste estudo, a partir da 

inserção, na cepa UKP8-fimZ, de um vetor recombinante contendo o gene fimZ de K. 

pneumoniae. Inicialmente toda a região codificante do gene fimZ de K. pneumoniae e mais 

regiões flanqueadoras foram amplificadas por PCR, utilizando-se os primers com2fimZ-F e fim-

R (TABELA 4), gerando um fragmento de DNA de 2426 pb. A amplificação foi realizada com o 

Kit GoTaq® G2 Flexi (Promega) contendo 1X de tampão, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 

0,5 µM dos primers, 0,1 µg de DNA e 0,13 u/µl GoTaq, em volume final de 25 µL. As reações 

foram feitas no equipamento GeneAmp® PCR System 9700 e consistiram de uma 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos compostos de desnaturação a 95 °C por 

30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, e uma 

extensão final a 72 °C por 10 minutos. A amplificação do fragmento de 2426 pb foi checada 

após eletroforese em gel de agarose 1% em tampão Boráx.  

O fragmento de 2426 pb foi purificado com o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up 

System, e digerido com as enzimas HindIII (10 unidades/µL Fermentas) e KpnI (2,5 

unidades/µL Fermentas) a 37°C durante 2 horas. Após esta digestão foi gerado um fragmento 

de 1825 pb contendo uma região upstream de 568 pb (com a região promotora do gene fimZ), 

a região codificante do gene fimZ, e uma região downstream ao gene fimZ, de 555 pb (FIGURA 

6). Assim, o tamanho da sequência para a complementação do gene fimZ possui 1825 pb. 

 

 

 

           

FIGURA 6. Região codificante do gene fimZ para a complementação do gene. O fragmento para a 

complementação do gene fimZ possui um tamanho de 1825 pb, e contém a região codificadora e 

promotora de fimZ e regiões flanqueadoras upstream (568 pares de bases contendo a região promotora 

do gene) e downstream (555 pares de bases contendo a região terminadora de fimZ e uma porção inicial 

do gene fimA).  
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O vector pCR2.1_Erir, que havia sido previamente clonado com o gene que confere 

resistência ao antibiótico eritromicina (TABELA 3), foi também digerido com HindIII e KpnI, para 

a clonagem do gene fimZ. A reação de ligação foi realizada na proporção 1:1; isto é, 200 ng do 

vetor linear pCR2.1_Erir e 200 ng do gene fimZ digerido, 1 U de enzima T4 DNA ligase e 1X de 

tampão de ligação, com o volume final de 10 µL. A reação de ligação foi realizada a 4 °C por 16 

horas. Com a clonagem do gene fimZ no vector pCR2.1_Erir foi gerado o vetor recombinante 

vector pCR2.1_Erir+fimZ. Este vetor recombinante foi, então, inserido na linhagem mutante 

UKP8 deficiente-FimZ pela técnica do choque térmico: incubação no gelo por 30 minutos, a 42 

°C por 90 segundos e no gelo por 3 minutos. Imediatamente, foi adicionado meio LB líquido 

fresco (13 volumes) e incubada a 37°C e 200 r.p.m. por 1 hora. As células foram plaqueadas 

em LB ágar, incubadas a 37°C por 16 horas e selecionadas em placas contendo 50 μg/ml de 

eritromicina e 25 μg/ml de canamicina. A complementação do gene fimZ foi confirmado por 

amplificação do DNA plasmidial da linhagem complementada fimZ (UKP8-C) e DNA genômico 

da linhagem UKP8 utilizando os primers comfimZ forward (F) e reverse (R) (TABELA 4).  

 

 

TABELA 4. Primers para geração e confirmação da cepa UKP8-fimZ complementada com o 

gene fimZ.  

Primers Sequência 5’>3’ Amplicon (pb)1 Descrição Referência 

com2fimZ-F AGCTAAGCTTCAGCCCGAG 
2426 

Complemento-
gene fimZ 

Este estudo 
fim-R GCTGCCACTGCAGATTTTC 

comfimZ-F TGAGCTTGCTGGTTGTTTTG 
1128 

Complemento-
gene fimZ 
confirmado 

Este estudo 
comfimZ-R ACTCAACTTGCAAACTGGCA 

1. Pares de bases (pb). 

 

 

As cepas UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C foram rotineiramente cultivadas em meio de 

cultura LB (Lysogeny brothHéli; Bertani, 2004) a 37°C sob agitação de 200 r.p.m.; para cultivo 

em condições estáticas foi utilizado meio LB sólido (contendo ágar). Quando necessários, 

antibióticos foram adicionados ao meio nas seguintes concentrações finais: 100 μg/ml de 

ampicilina, 30 μg/ml de canamicina, 25 μg/ml de cloranfenicol e 50 μg/ml de eritromicina. O 

crescimento bacteriano foi monitorado no espectrofotômetro GeneQuant Pro (Amersham 

Biosciences), por meio de leituras da densidade ótica no comprimento de onda de 600 nm 

(D.O.600nm).  
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Os DNAs plasmidial e cromossômico foram extraídos respectivamente com os kits 

Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega) e Wizard® Genomic DNA 

Purification System (Promega), seguindo as recomendações do fabricante. 

 

 

3.2. Identificação e Caracterização do cluster fimZ de K. pneumoniae e do provável 

regulon de FimZ  

3.2.1. Organização gênica do cluster fimZ de K. pneumoniae. 

No genoma de K. pneumoniae o gene fimZ está localizado em um cluster gênico, aqui 

denominado cluster fimZ, composto dos genes fimA, fim e fimD, que codificam prováveis 

unidades fimbriais ainda não caracterizadas (FIGURA 7). Para saber se os genes do cluster 

fimZ estão organizados em operon – isto é, se são transcritos numa mesma unidade 

transcricional (um único RNA policistrônico) – reações de PCR foram realizadas utilizando pares 

de primers que anelam em cada uma das extremidades dos genes (FIGURA 7, setas brancas e 

pretas). 

 

 

 

 

FIGURA 7. Organização gênica do cluster fimZ de Klebsiella pneumoniae. Os genes fimA, fim e fimD 

codificam prováveis unidades fimbriais. As setas brancas e pretas indicam os pares de primers utilizados 

para a confirmação da unidade transcricional dos genes. Estão indicados os respectivos tamanhos dos 

amplicons, em pares de bases (pb). 

 

 

Para as reações de PCR foi utilizado, como template, cDNA sintetizado a partir de RNA 

extraído de cepas UKP8, conforme protocolo descrito no item 3.5 do “Materiais e Métodos”. As 

reações de PCR foram realizadas com o Kit Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 

contendo 1X do tampão, 0,2 mM de dNTPs, 0,75 mM de MgCl2, 0,5 µM dos primers F e R, 0,1 

µL de DNA e 0,4 u/µl Platinum Taq, com o volume final de 25 µL. A reação seguiu com uma 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, 

anelamento a 60 °C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, e uma extensão final a 

72 °C por 10 minutos, pelo equipamento GeneAmp® PCR System 9700. Em seguida as bandas 

foram checadas em gel de agarose 1% LE em tampão Boráx pelo Gel DocTM XR+ with Image 

LabTM Software. Os pares de primers utilizados e os respectivos amplicons estão listados na 

847 pb 

fimZ              fimA                   fim                             fimD 

834 pb 2.113 pb 
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Tabela 5. Os primers foram desenhados com o programa Primer3 v. 0.4.0, de modo a 

apresentarem 60 oC de temperatura de anelamento. 

 

 

 TABELA 5. Primers utilizados na análise de transcrição policistrônica dos genes no 

cluster fimZ. 

Entre os genes Primers Sequência (5’ > 3’) Amplicon (pb)1 Referência 

fimZ e fimA 
fimZ-F TTCAACAATTAGCCGCACTG 

847 Este estudo 
fimA-R TTAGTGATAGGCGCCTCGTT 

fimA e fim 
fimA-F GCCAGAAGTTGGGGTCAAT 

834 Este estudo 
fim-R GCTGCCACTGCAGATTTTC 

fim e fimD 
fim-F TATCCTGCAGTTCGCGATT 

2.113  Este estudo 
fimD-R GCGAGGGTAAATGCGGTAT 

   1. Pares de bases (pb) 

 

3.2.2. Alinhamento das sequências nucleotídicas e proteicas dos genes fimZ de S. Typhimurium 

e K. pneumoniae 

Para saber se FimZ de S. Typhimurium e K. pneumoniae possui homologia, as 

sequências de nucleotídeos (n) e proteínas (p) foram alinhadas pela ferramenta BLASTn e 

BLASTp do NCBI (do inglês, National Center for Biotechnolony Information). Em adição, um 

alinhamento das sequências de FimY e FimW de S. Typhimurium foi realizado no genoma de K. 

pneumoniae. O alinhamento foi realizado com a sequência genômica de Klebsiella pneumoniae 

MGH 78578 (GenBank número de acesso CP000647.1), e a sequência de Salmonella enterica 

serovar Typhimurium (GenBank número de acesso NC_003198.1). 

 

3.2.3. Identificação e validação de sítios de ligação do regulador FimZ em genes que codificam 

fímbrias em K. pneumoniae. 

Para realizar a busca de possíveis sítios em genes fimbriais em K. pneumoniae, análises 

de bioinformática foram empregadas para identificar os prováveis locais de ligação do regulador 

FimZ no genoma de K. pneumoniae. Essas análises foram realizadas tendo como base o sítio 

de ligação de FimZ de S. Typhimurium, sequência AATAAGA-N19-AATAAGA, identificado por 
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Yeh, Tinker e Clegg (2002). Os prováveis sítios de ligação foram pesquisados na região 

promotora e região codificante de genes que codificam fímbrias na sequência genômica da 

linhagem ATCC MGH78578 de K. pneumoniae (número de acesso GenBank CP000647.1).  

Para validar os prováveis sítios de ligação FimZ, os sítios de FimZ identificados e a 

proteína FimZ isolada foram submetidos à técnica de ensaio de desvio de mobilidade 

eletroforética (EMSA). Para a realização dos ensaios, foram necessárias sondas dupla fita 

contendo a sequência nucleotídica dos prováveis sítios identificados, e a proteína FimZ de K. 

pneumoniae purificada.  

Para a geração das sondas dupla fita foram utilizados oligonucleótidos complementares 

contendo as putativas sequências de ligação-FimZ (TABELA 6). Dois protocolos foram 

utilizados para a obtenção das sondas, por motivo de custo na montagem das sondas. Porém, 

ambos os protocolos de obtenção de sonda são viáveis. No protocolo 1, 10 µL dos 

oligonucleotídeos forward (F) e reverse (R) a 100 µM foi adicionado em 25 µL H2O ultra limpa e 

em 5 µL ao tampão de anelamento 10X (100 mM de cloreto de sódio, 50 mM de Tris-Ácido 

clorídrico pH 8.0, 10 mM de cloreto de magnésio e 1 mM de Ditiotreitol), para então serem 

submetidas a termociclagem no equipamento GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 

Biosystems). As condições da termociclagem consistiram em uma temperatura inicial de 95 ºC 

por 2 minutos seguida de uma temperatura final de acordo com a temperatura de anelamento 

dos oligos, por 30 minutos. A partir da temperatura inicial (95 ºC) foi programado um 

decréscimo de 2 ºC a cada ciclo, até que a temperatura atingisse a temperatura dos oligos, 

momento no qual a mistura foi mantida por 30 minutos. A visualização do anelamento foi feita 

em gel de agarose 3% contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídio, submetido a eletroforese 

contendo 5 mM de tetraborato de lítio como tampão. O fragmento foi checado pelo Gel DocTM 

XR+ with Image LabTM Software (BIO-RAD).  

No protocolo 2, primers já obtidos pelo laboratório foram utilizados para a amplificação de 

fragmentos contendo o sítio de ligação de FimZ e montagem das sondas por reações de PCR. 

As reações de PCR foram realizadas nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95 °C por 

5 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 30 

segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, e uma extensão final a 72 °C por 10 minutos. A 

reação foi visualizada após corrida em gel de agarose 1% LE (Uniscience), contendo 5 mM de 

tetraborato de lítio como tampão, pelo Gel DocTM.   

Para o EMSA, também foi necessário a obtenção da proteína FimZ de K. pneumoniae. 

Para isso, o gene fimZ foi amplificado a partir do DNA genômico de K. pneumoniae extraído 

com o kit Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega), seguindo as instruções do 
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fabricante. Para esta amplificação, foram utilizados primers, cujas sequências nucleotídica 

tiveram os sítios de restrição das enzimas NdeI e XhoI (New England BioLabs®) (TABELA 6). 

Isto foi necessário para facilitar a clonagem do produto amplificado no vetor de expressão pET-

28a. Assim, tanto o gene fimZ quanto o vetor pET-28a foram digeridos com as enzimas de 

restrição NdeI e XhoI e purificados por meio da excisão de bandas em gel de agarose 1%, 

utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Em seguida, o gene 

fimZ purificado foi clonado no vetor pET-28a por meio de reação de ligação com a enzima T4 

DNA ligase e 1X de tampão de ligação (New England BioLabs®). O vetor recombinante pET-

28a+gene fimZ foi utilizado na transformação de E. coli DH5α, e clones recombinantes foram 

obtidos por meio de minipreps com o kit Wizard Plus SV Minipreps. 

 

 

TABELA 6. Sondas e primers utilizados no EMSA e clonagem do gene fimZ. 

Sonda/ 
primers 

Sequência 5’-3’ 
Amplicon  

(pb) 
Descrição Referência 

Primer 
fimA-F 

GGGACGATACGCGTTTGAT 
200 

Provável sítio 
de FimZ no 
cluster fimZ 

Este estudo 
Primer 
fimA-R 

TCAAACCGTTCAGTTAGGCC 

Primer 
ecpR-F 

GCAGGTTTCTCCGCAAAG 
98 

Provável sítio 
de FimZ no 
cluster ecp 

Este estudo 
Primer 
ecpR-R 

GATCGATTTCGGCTGCAT 

Oligo 
fimA-F 

CACTCGGCTGAAATCTGAAATGCCTGGAA 
44 

Provável sítio 
de FimZ no 
cluster fim 

Este estudo 
Oligo 
fimA-R 

TCCAGGCATTTCAGATTTCAGCCGAGTGA 

Primer 
Ex-fimZ-F 

CACGCATATGATGATCGTGC 
721 

Amplificação 
do gene fimZ 

Este estudo 
Primer 
Ex-fimZ-R 

GATCTCGAGTTATCCCCCCTC 

Primers foram desenhados de modo a apresentar temperatura de anelamento de 60 ºC nas reações de 

PCR. Os oligos complementares fimA-F e fimA-R foram anelados em equipamento termociclador, para 

obtenção de sonda dupla fita. Os prováveis sítios de ligação de FimZ na sonda fimA estão grifados. Para 

facilitar a clonagem do gene fimZ, os primers Ex-fimZ-F e Ex-fimZ-R foram desenhados de modo a conter 

os sítios de restrição de NdeI e XhoI, respectivamente (sequência grifada). Pb: pares de bases. 

 

 

Para a expressão da proteína FimZ de K. pneumoniae foi utilizada a linhagem de E. coli 

BL21 (DE3) transformada com o vetor recombinante pET-28a contendo o gene fimZ. A indução 

da de FimZ ocorreu por meio da adição de 1 mM de IPTG por 3 horas a 37°C, após a E. coli 

atingir uma densidade ótica (D.O.) de 0.6 a 600 nm de comprimento de onda. 
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Para obter a proteína induzida, as células de E. coli foram centrifugadas a 800g por 5 min, 

4°C e incubadas com o tampão de lise (5 mL do tampão de equilíbrio: 150 mM Nacl e 50 mM 

Tris; 5 mL de B-Per© Bcatrial Protein Extraction, 2 µL DNAse (1 u/µl) e 50 mM lisozima), por 20 

minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram submetidas a 5 ciclos de 

sonicação por 30 segundos e descanso de 1 minuto, sob o gelo. Depois, o material foi 

centrifugado a 15.000 r.p.m., 4°C por 20 minutos e o sobrenadante foi coletado e adicionado na 

coluna para purificação por cromatografia de afinidade à níquel. 

Para a purificação da proteína FimZ foi utilizada a coluna do kit Pierce© Centrifuge 

Columns and Caps (Thermo Scientific) e uma matriz de cromatografia de afinidade chamada Ni-

NTA Agarose (Invitrogen), adicionada na coluna de acordo com o fabricante. Essa matriz é 

utilizada para a purificação de proteínas recombinantes contendo histidina, que se ligam à 

resina da matriz para serem eluídas depois por competição de imidazol. Após a coluna estar 

preparada, foi adicionado 3 mL do sobrenadante coletado após sonicação por coluna, e a 

coluna foi incubada 1 hora no gelo sob agitação leve. Após esse período, a coluna foi 

submetida à um spin, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, o lacre da coluna foi 

rompido e 1 mL do tampão de equilíbrio (150 mM Nacl e 50 mM Tris) contendo de 5 mM a 300 

mM de imidazol foi adicionado à coluna, e cada fração da eluição foi coletada para a 

visualização em poliacrilamida. Nesse momento, a proteína FimZ foi eluída por afinidade com o 

competidor imizadol através do fluxo de gravidade. 

Para retirar o imidazol ligado à proteína, foi realizado uma diálise por osmose. Nessa 

etapa, a proteína purificada com imidazol foi mantida dentro de uma membrana SnakeSkin© 

Dialysis Tubing, 3,5K MWCO (Thermo Scientific) contendo poros, e o tampão de diálise (100 

mM Fosfato de sódio pH 7,2, 10%, glicerol e 100 mM Nacl) foi mantido fora da membrana 

dentro de um recipiente sob homogeneização, de acordo com o fabricante. A diálise foi mantida 

por 3 horas sob gelo, e todo o material foi coletado depois para averiguar a concentração da 

proteína determinada pelo método de Bradrford (SAMBROOK et al., 1989). A proteína foi 

mantida à - 20°C para o ensaio EMSA. 

Para a realização do EMSA as sondas montadas e a proteína FimZ (70 ng/µL) purificada 

foram incubadas com o tampão de ligação (60 mM de cloreto de sódio, 100 mM de Tris-Ácido 

clorídrico pH 8.0, 20 mM de cloreto de magnésio, 2 mM de Ditiotreitol, 10% glicerol, 60 µg/mL 

albumina de soro bovino e 1 mM ácido etilenodiamino tetra-acético) em gelo por 30 minutos, e 

aplicadas em gel 5% acrilamida (625 µL de 40% acrilamida, 5,5 mL de Borax, 18,75 µL de 

temed, 106,25 µL de persulfato de amônio) contendo 1X tampão Boráx (Borato de Sódio a 4 
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mM e pH 9.0). Para a visualização do resultado, o gel foi incubado em tampão Boráx contendo 

10 µL de brometo de etídio por 15 minutos, e checado em Gel DocTM. 

 

3.3. Análise da expressão de genes fimbriais de K. pneumoniae por PCR em tempo real 

Para investigar o papel do regulador FimZ na expressão de genes fímbriais, a expressão 

dos genes fimZ e fimA (cluster fimZ), fimA (cluster fimA), ecpR e ecpA (cluster ecp) e mrkA 

(cluster mrk) foi analisada por PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) nas linhagens de K. 

pneumoniae UKP8 (selvagem, portadora do regulador FimZ) e UKP8-fimZ (deficiente para o 

regulador FimZ). 

Para tal, as células de K. pneumoniae, cepas UKP8 e UKP8-fimZ, foram crescidas em 

LB sólido por 18 horas a 37°C de incubação. Após este período, as células foram coletadas 

para a extração de RNA total pelo Mini Kit Trizol© Max Bacterial RNA Isolation Kit (Ambion), 

conforme as instruções do fabricante.  

Três microgramas do RNA total extraído foram utilizados no kit ThermoScript™ RT-PCR 

System for First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen), de acordo com o protocolo. O cDNA 

sintetizado foi então quantificado em espectrofotômetro e utilizado nas reações de PCR em 

tempo real. 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas com o kit Platinum® SYBR® Green 

qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) no equipamento Real-Time PCR System 7500 (Applied 

Biosystems). Os dados foram analisados pelo Sequence Detection Software v1.3.1 (Applied 

Biosystems). O padrão de expressão relativo foi calculado pelo método ΔΔCT (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001), e os dados foram analisados estatisticamente pelo teste t de Student. O 

gene rho foi utilizado como referência endógena (GOMES et al., 2018). 

A Tabela 7 lista os pares de primers utilizados nas análises por PCR em tempo real e os 

respectivos tamanhos dos amplicons. Os primers foram desenhados com o programa Primer3 

v. 0.4.0, de modo a apresentarem 60 oC de temperatura de anelamento. 
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TABELA 7. Primers para reações de PCR convencional e PCR em tempo real. 

Primers Sequência 5’-3’ 
Amplicon  

(pb)1 
Descrição Referência 

fimZ-F TTCAACAATTAGCCGCACTG 
94 Gene fimZ (cluster fimZ) Este estudo 

fimZ-R ACTGGATCGGCAAGAATCTC 

fimA-F GCCAGAAGTTGGGGTCAAT 
99 Gene fimA (cluster fimZ) Este estudo 

fimA-R TTAGTGATAGGCGCTTCGTT 

fim-F TATCCTGCAGTTCGCGATT 
101 Gene fim (cluster fimZ) Este estudo 

fim-R GCTGCCACTGCAGATTTTC 

fimD-F CCACTTCACCCATGACGAC 
96 Gene fimD (cluster fimZ) Este estudo 

fimD-R GCGAGGGTAAATGCGGTAT 

fimA-F CGTCGGTTTCAACATCCAG 
100 Gene fimA (cluster fim) Este estudo 

fimA-R GGTGGTATTGCTGCTGTCG 

ecpR-F GCAGGTTTCTCCGCAAAG 
98 Gene ecpR (cluster ecp) Este estudo 

ecpR-R GATCGATTTCGGCTGCAT 

ecpA-F AATATTATGGGCGGCAACCT 
98 Gene ecpA (cluster ecp) Este estudo 

ecpA-R CCGCTGATGATGGAGAAAGT 

mrkA-F GGCTGCTGGTGGCACTAAA 
105 Gene mrkA (cluster mrk) Este estudo 

mrkA-R GCCAGGTAGCCCTGTTGTT 

rho-F AACTACGACAAGCCGGAAAA 

99 
Gene rho (controle 

endógeno) 
Este estudo 

rho-R 
ACCGTTACCACGCTCCATAC 

 

1. Pares de bases (pb) 

 

 

3.4. Caracterização fenotípica das linhagens UKP8, UKP8-fimZ, UKP8-C 

3.4.1. Análise da morfologia das colônias 

Para analisar a morfologia das colônias macroscopicamente, foi aplicado 10 μL de 

cultura das linhagens bacteriana concentradas sob placa de ágar sangue contendo TSA e 5% 

de sangue de ovelha, e as células foram cultivas a 37°C por 18 horas. A análise morfológica 

das colônias foi realizada de acordo com o manual Bacterial colony morphology (REYNOLDS; 

COLLEGE, 2011). 

 

3.4.2. Investigação da extensão sobre a placa por ensaio de motilidade 

Para avaliar a motilidade das células foi aplicado o ensaio de motilidade (LOSENSKY et 

al., 2015). As bactérias foram cultivadas até atingirem D.O.600 nm de 0.4. Neste ponto, 10 μL da 
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cultura foi inoculado no centro de uma placa com meio LB semi-sólido (0,8% de ágar) e 

incubadas a 37°C por 120 horas. A extensão da bactéria sobre a placa foi mensurada a partir 

da área de extensão da colônia crescida após 120 horas, subtraída a área da colônia 

previamente aplicada sobre a placa.   

 

3.4.3. Investigação da expressão de fímbrias por ensaio de aglutinação de levedura 

 A investigação da expressão de fímbrias foi realizada pelo ensaio de aglutinação de 

levedura Saccharomyces cerevisiae, conforme Schembri e colaboradores (2005), porém com 

uma alteração. As estirpes bacterianas foram crescidas em placas de LB ágar a 37°C por 24, 48 

e 72 horas para a otimização da expressão das fimbrias do tipo 1. Após, foram ressuspendidas 

sequencialmente em PBS 1X (137 mM de cloreto de sódio, 10 mM de Fosfato e 2,7 mM de 

cloreto de potássio pH 7,4) e padronizadas em D.O.600 nm de 0,6 ou 1,2. As células bacterianas 

padronizadas foram misturadas com 5% de células de levedura (Sigma-Aldrich) no volume 1:1 

em placas de vidro kline, até que a aglutinação fosse evidenciada para registro. Para confirmar 

a ligação específica de manose por fímbrias do tipo 1, 1,5% da solução de D-manose (Sigma-

Aldrich) foi misturada em volume igual com células bacterianas padronizadas, e depois com 

células de levedura.  

 

3.4.4. Investigação da produção de cápsula  

Para a investigação da produção de cápsula polissacarídica, células bacterianas foram 

submetidas à coloração negativa (MOYES et al., 2009). Essa técnica de coloração permite a 

visualização da cápsula, carregada negativamente, pois ela não é marcada com a coloração 

utilizada, a tinta nanquim (ou tinta da china), também carregada negativamente. Assim, a 

cápsula é visualizada na cor branca. No ensaio, células crescidas em meio LB a 37°C, 200 

r.p.m. até D.O. 600 nm de 0,6 a 1,0 e o nanquim foram aplicadas sob uma lâmina em volume 1:1 e 

visualizadas em seguida no microscópio óptico Nikon i50, câmera acoplada Nikon Fis e 

software NIS-elements versão 3.0, em aumento de 1000X. 

 

3.4.5. Investigação da formação de biofilme 

O ensaio de formação de biofilme foi realizado em microplacas de 96 poços de 

poliestireno, conforme descrito por Losensky et al. (2015). Após o cultivo das bactérias em LB 

líquido por 18 horas, 37°C e 200 r.p.m., uma alíquota contendo 106 células foi adicionada aos 

poços contendo 150 μL de LB, e novamente incubadas a 37°C por 3, 5 e 10 horas em 
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condições estáticas. Após as incubações, o excesso de cultura foi removido e foram aplicados 

25 μL de violeta de cristal a 1% nos poços. Após incubação por 15 minutos à temperatura 

ambiente os poços foram lavados com água desionizada e o corante das bactérias aderidas foi 

eluído com 200 μL de etanol absoluto e mensurado por espectrofotômetro em D.O.550 nm. 

 

3.4.6. Visualização das células por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

Para analisar a morfologia das células mais detalhadamente, foi realizada microscopia 

eletrônica de transmissão (MET), de acordo com a literatura (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 

2008). Após células bacterianas serem crescidas em placas de LB ágar a 37°C durante 18 

horas, elas foram ressuspensas em 500 μL de 1X PBS e diluídas em volumes 1:2, 1:4 e 1:5 

com PBS. Em seguida, uma grade de cobre reforçada com carbono revestida com Formvar 

(400 mesh) foi colocada sobre uma gota de cultura suspensa, com o lado do filme para baixo, 

por 2 minutos e depois sobre uma gota de ácido fosfotúngstico a 1,25% pH 6,5 (Sigma-Aldrich) 

por 15 segundos. O excesso de cultura e ácido na grade foi retirado com um pedaço de papel 

filtro. A microscopia eletrônica foi realizada pelo microscópio eletrônico LEO 906 a 60 kV. 

 

 

3.5. Investigação da interação patógeno-hospedeiro in vivo com as UKP8 e UKP8-fimZ 

3.5.1. Indução e análise da infecção em camundongos por modelo de UTI  

Infecções do trato urinário de camundongos foram promovidas com as cepas UPK8 e 

UPK8-fimZ, com o intuito de investigarmos a taxa de sobrevivência dessas cepas in vivo. Para o 

modelo de UTI utilizou-se o método de infecção transuretral descrito na literatura (REIS et al., 

2011; THAI; THATHIREDDY; HSIEH, 2010). Foram utilizados camundongos BALB/c fêmeas de 

6-8 semanas (N= 5) obtidos do CEMIB, da UNICAMP. Todos os procedimentos com os 

camundongos seguiram as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais em Pesquisa da Universidade São 

Francisco (CIAEP/CONCEA no 01.0226.2014; ANEXOS, página 79).  

As bactérias foram cultivadas em LB sólido por 18 horas a 37°C para otimizar a 

expressão de fímbrias. Após isso, os animais foram inoculados com 50 μL das bactérias 

ressuspendidas em tampão PBS 1X, em uma concentração final de 5 x 108 UFCs (unidade 

formadora de colônias). Antes da inoculação os animais foram induzidos a micção por meio de 

massagens suaves na região inferior do abdômen, no sentido caudal. Em seguida, os animais 

foram anestesiados com cloridrato de ketamina 20 mL/kg e cloridrato de xilazina 100 mL/kg em 
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volume 1:1, por via intraperitoneal. Os animais foram posicionados em decúbito dorsal, e um 

cateter 24-gauge (Angiocath), com diâmetro externo de 0,7 mm e contendo cloridrato de 

lidocaína em gel 2% na superfície, foi introduzido pela via transuretral seguindo três importantes 

passos: 1) posicionamento do cateter no eixo craniocaudal (3 mm); 2) alinhamento da uretra no 

eixo longitudinal; 3) acesso da luz da bexiga no eixo longitudinal (6 mm). Após a inoculação os 

animais foram posicionados em decúbito ventral e monitorados por 1 hora. Os animais 

permaneceram infectados por 6, 24 e 48 horas.  

Para analisar a carga bacteriana no epitélio urinário, as bexigas dos camundongos foram 

coletadas após os períodos de incubação e homogeneizadas (Precellys 24, Bertin 

Technologies) em tubos de 2 mL contendo esferas de cerâmica de 1,4 mm (para tecido mole), 

contendo 1 mL de 1X PBS, por 40 segundos, com um intervalo de 5 segundos entre cada 20 

segundos, e 5400 r.p.m. Em seguida, o material homogeneizado foi diluído por diluição seriada 

e 1 μL das diluições foi aplicada sobre placas de ágar-sangue para a contagem de UFC após 

18 horas de incubação a 37ºC. 

 

3.5.2. Análise morfo-histológica do epitélio da bexiga urinária por H&E 

Para investigar o epitélio da bexiga urinária dos camundongos infectados, o método de 

H&E (hematoxilina e eosina) foi aplicado e analisado por um especialista em citopatologia (Prof. 

Dr. José Aires Pereira, da Universidade São Francisco). As bexigas dos camundongos foram 

coletadas e processados de acordo com as técnicas padrão de histologia. Os tecidos foram 

fixados em 10% de formalina neutra por mais de 72 horas, embutidos em parafina, cortados em 

secções de 5 μm de espessura, corados com H&E e analisados em microscópio ótico. 

 

 

3.6. Análise estatística  

A análise estatística foi realizada a partir dos dados adquiridos de dois ou três 

experimentos independentes em triplicata, e os dados foram analisados pelo teste t ou ANOVA 

pelo programo GraphPad Prism v7. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. FimZ reconhece sítios de ligação e modula a expressão de genes fimbriais  

 Em S. Typhimurium, FimZ é um regulador fimbrial que reconhece duas sequências 

AATAAGA repetitivas em tandem (uma após a outra), separadas por uma região intercalante 

composta de 20 nucleotídeos, e localizadas a 257 nucleotídeos a montante do códon ATG do 

gene fimA (Yeh, Tinker e Clegg, 2002) (TABELA 8). A partir dessa informação, foi utilizada a 

sequência AATAAGA para uma busca dessa sequência (ou homóloga) na região promotora e 

na região codificante de genes que codificam fímbrias em Klebsiella pneumoniae.  

A sequência CTGAAAT foi identificada como uma repetição em tandem na região 

promotora do gene fimA do cluster fim de K. pneumoniae. Esta sequência está localizada a 64 

nucleotídeos a montante do códon iniciador (ATG) do gene (TABELA 8), porém preserva pouca 

homologia à sequência descrita em S. Typhimurium, além de não apresentar uma região 

intercalante entre as sequências repetitivas. Sequências semelhantes a encontrada no cluster 

fim foram identificadas no cluster ecp. O sítio ATGGAAA foi identificado dentro da região 

codificante do gene ecpR, e distante 399 nucleotídeos a jusante do códon ATG de ecpR e 

distante 211 nucleotídeos do códon ATG do gene ecpA. E a mesma sequência ATGGAAA foi 

identificada como uma repetição em tandem, intercaladas por 5 nucleotídeos e localizadas 

próximas ao sítio ATG do gene ecpA (TABELA 8).  

 

TABELA 8. Identificação de sítios de ligação de FimZ em genes de fímbrias de K. pneumoniae. 

Gene fimbrial1 Sítio de ligação FimZ2 Localização 

S. Typhimurium   

fimA (cluster fim)  

 
AATAAGATTAGACCCTTCTTATATCCAAATAAGA – 

257 nucleotídeos - ATG 
Região promotora 

K. pneumoniae   

fimA (cluster fim) 
 

CTGAAATCTGAAAT – 64 nucleotídeos - ATG Região promotora 

ecpR (cluster ecp)  ATG – 399 nucleotídeos - ATGAAAA Região codificante 

ecpA (cluster ecp) 
 

ATGAAAAAGCGATGAAAA 
Região promotora/Início 

ATG 

1. Nome do gene de acordo com a anotação da sequência genômica de Klebsiella pneumoniae MGH 
78578 (GenBank número de acesso CP000647.1), e de Salmonella enterica serovar Typhimurium 
(GenBank número de acesso NC_003198.1) 2. Sítios de ligação de FimZ estão em negrito. O códon 
iniciador de transcrição ATG está grifado.  
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O ensaio EMSA foi empregado para confirmar se esses prováveis sítios identificados 

nos genes fimbriais de K. pneumoniae são reconhecidos pela proteína FimZ. Primeiramente, a 

proteína FimZ de K. pneumoniae foi expressa e purificada gradativamente em tampões de 

eluição com concentrações de 50 mM e 100 mM de imidazol, obtendo-se a proteína eluída com 

o tamanho esperado de ~29-kDa (FIGURA 8).  

 

 

 

 
FIGURA 8. Purificação da proteína FimZ recombinante de Klebsiella pneumoniae. A figura mostra 

um gel SDS-PAGE com a purificação da proteína FimZ recombinante. A proteína foi eluída em tampões 

de eluição contendo 50 mM e 100 mM de imidazol. A seta indica o tamanho esperado da proteína FimZ, 

com aproximadamente 29 kDa. A letra M indica o marcador de peso molecular em kDa (BLUeye 

Prestained Protein Ladder, GeneDirex). 

 

 

 

Para o ensaio EMSA, além da proteína FimZ purificada foram utilizadas sondas de DNA 

contendo os prováveis sítios identificados nos genes acima. Estas sondas foram incubadas com 

o regulador FimZ purificado, e os complexos formados foram aplicados em gel de 

poliacrilamida. A Figura 9 mostra que FimZ interage com os sítios identificados nos genes fimA 

(cluster fim) e ecpR (cluster ecp), conforme é possível constatar pelo shift da banda na 

presença de 1400 ng ou 2100 ng de proteína FimZ, quando comparada à banda apenas com a 

sonda (sem shift). Em adição, FimZ parece interager com o gene fimA (cluster fimZ), pois a 

banda apenas com o sítio, não está na mesma posição que a banda contendo a proteína FimZ 

mais o sítio (FIGURA 9). Porém, esse resultado não é uma afirmação de que realmente 

aconteceu uma interação, pois a banda apenas contendo o sítio não está visível no gel, e 

assim, não é possível observar o shift entre as duas bandas. Dessa forma, esse ensaio de 

interação deverá ser repetido para mais conclusões. Por outro lado, FimZ não interagiu com o 

sítio identificado no gene ecpA (cluster ecp), e o sítio de S. Typhimurium não foi reconhecido 

por FimZ de K. pneumoniae (FIGURA 9). 



49 

 

   

FIGURA 9. FimZ reconhece sítios de ligação em genes fimbriais de K. pneumoniae. Ensaio de 
mobilidade eletroforética (EMSA) mostra interação com o shift da banda contendo 1400 ng ou 2100 ng de 
proteína FimZ com o sítio do gene fimA (cluster fim) e ecpR (cluster ecp) identificados (seta preta), e a 
banda apenas com a sonda (sem shift) (seta branca). FimZ parece interager com o gene fimA (cluster 
fimZ), pois a banda apenas com o sítio (seta branca) não está na mesma posição que a banda contendo 
1400 ng ou 2100 ng da proteína FimZ mais o sítio (seta preta). Porém não é possível observar o shift 
entre essa banda e a banda contendo o sítio do gene. FimZ não interage com o sítio identificado no gene 
ecpA (cluster ecp) (sem shift) (seta branca), e FimZ de K. pneumoniae não reconheceu o sítio de S. 
Typhimurium (sem shift) (seta branca).  

 

 

Os resultados obtidos mostram que a proteína FimZ de K. pneumoniae reconhece e 

interage com os sítios identificados em fimA (cluster fim) e ecpR (cluster ecp) através do ensaio 

de mobilidade eletroforética (EMSA), e que essa ligação específica pode resultar na modulação 

da expressão desses genes. A interação de FimZ com o gene fimA parece aumentar conforme 

o aumento da quantidade de proteína aplicada, e esse aumento na interação é visto pelo shift 

da banda que se torna mais intenso à medida que aumenta a concentração da proteína. A 
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interação de FimZ na região promotora de fimA também foi observada em S. Typhimurium 

(YEH; TINKER; CLEGG, 2002). Já a interação no sítio de ecpR mostra uma interessante 

situação de modulação que a proteína pode alcançar. Devido o sítio de FimZ no ecpR estar 

mais próximo à região promotora do ecpA, FimZ também pode ter uma atividade moduladora 

sobre esse gene. Esse tipo de atividade, no qual a proteína pode ter atividade reguladora tanto 

no gene que possui o sítio de ligação da proteína na região terminal, quanto no gene adjacente, 

já foi descrito antes na literatura. Porém, apesar de FimZ não interagir com ecpA nessa primeira 

tentativa, novas investigações serão realizadas posteriormente. Além do gene ecpA, o gene 

fimA do cluster fimZ também será incluso. 

Em seguida foi investigada a expressão de genes fimbriais nas cepas de K. pneumoniae 

selvagem e mutante para o gene fimZ. Para tal, a expressão dos genes mrkA (cluster mrk), fimA 

(cluster fim), ecpA e ecpR (cluster ecp), e fimZ e fimA (cluster fimZ), foi analisada nas linhagens 

UKP8 selvagem e deficiente-FimZ crescidas em LB ágar-sangue para potencializar a expressão 

de fímbrias. Os resultados mostram que na deficiência do regulador FimZ (cepa UKP8-fimZ) os 

genes fimA, tanto do cluster fimZ quanto do cluster fim, são significativamente mais expressos 

(p<0.05, p<0.005, respectivamente), quando comparado a expressão na cepa selvagem (UKP8, 

FIGURA 10). Além disso, o gene fimZ também foi mais expresso na cepa deficiente ao 

regulador FimZ, com significância estatística de p<0.05. Por outro lado, ecpA e ecpR foram 

menos expressos na deficiência do regulador FimZ (p<0.05), quando comparado ao padrão de 

expressão dos genes na cepa selvagem (UKP8, FIGURA 10). Já a expressão de mrkA foi 

indiferente na linhagem UKP8 e UKP8-fimZ, o que indicada que FimZ não atua na modulação 

desse gene. 

Por outro lado, FimZ de K. pneumoniae não interagiu com o sítio de ligação de S. 

Typhimurium. Isso ocorreu possivelmente porque diferenças entre as proteínas e as sequências 

dos sítios são observadas. Uma possível explicação para que a ligação não tenha ocorrido é 

apontada na baixa homologia entre as sequências nucleotídica e proteica de FimZ de ambas as 

bactérias, mostrada no alinhamento das sequências da Tabela 8, e indicando que sequências 

do gene e a proteína FimZ são diferentes. 

Além das sequências de FimZ, os tamanhos das proteínas são distintos. Em K. 

pneumoniae, como foi visto acima, FimZ apresenta um tamanho aproximado de 29-kDa, e já 

FimZ de S. Typhimurium apresenta 25-kDa (YEH; TINKER; CLEGG, 2002). Além dessas 

diferenças entre as proteínas, as bases nucleotídicas e a localização dos sítios nos genes fimA 

e ecpR de K. pneumoniae são diferentes comparadas em S. Typhimurium, sugerindo, que 

consequentemente, essas alterações exigiria uma ligação diferenciada. 
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FIGURA 10. FimZ modula a expressão de genes fimbriais em K. pneumoniae. A análise de PCR em 

tempo real mostrou que a linhagem mutante para o regulador FimZ (linhagem UKP8-fimZ) apresenta 

maior expressão dos genes fimZ e fimA do cluster fimZ (p<0.05, *) e do gene fimA do cluster fim 

(p<0.005, ***), e menor expressão dos ecpR (p<0.01, **) e ecpA (p<0.05, *), quando comparado ao 

padrão de expressão observado na linhagem selvagem (UKP8). A expressão do gene mrkA não teve 

diferença em ambas as linhagens linhagem UKP8 e UKP8-fimZ. Os ensaios representam dois 

experimentos independentes, e as reações foram realizadas em triplicata. Os dados foram analisados 

pelo teste t e considerados estatisticamente significativos com valor de p-value ≤ 0.05. 

 

 

 

 

Já na investigação da expressão de genes fimbriais na presença e deficiência de FimZ, 

os resultados mostraram que FimZ pode inibir a expressão dos genes fimZ e fimA (cluster fimZ 

e fim), mas também pode ativar a expressão de ecpR e ecpA (cluster ecp). As análises de PCR 

em tempo real indicam que a deficiência de FimZ em K. pneumoniae possibilitou uma 

expressão muito maior dos genes fimZ e fimA (cluster fimZ e fim), indicando uma repressão 

pela FimZ nestes genes em K. pneumoniae selvagem. Essa mesma atividade repressora de 

FimZ foi vista em análises de cultivo de célula humana de bexiga urinária, por Santos (2016). 

Nesse estudo, após as mesmas linhagens estudadas aqui, UKP8 e UKP8-fimZ, serem co-

cultivadas com células de bexiga urinária humana em ensaio de adesão celular, tiveram a 

expressão de fimZ (cluster fimZ) e fimA (cluster fim) analisadas por PCR em tempo real, no qual 

os resultados também mostraram que na deficiência de FimZ, esses genes são ativados, 

sugerindo, assim, que ocorre uma repressão dos genes na linhagem selvagem. Por outro lado, 

ecpR e ecpA aparecem reprimidos da deficiência de FimZ, sugerindo que esses genes são 

ativos na presença de FimZ. Mas, assim como foi visto uma atividade repressora para FimZ, 

essa atividade envolvida com ativação também já foi relatada anteriormente, mas em S. 
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Typhimurium, em que FimZ regula positivamente a expressão de fímbrias tipo 1 (YEH; 

HANCOX; CLEGG, 1995; SAINI; PEARL; RAO, 2009). Isso demonstra que FimZ possivelmente 

pode modular negativamente ou positivamente a expressão de genes de clusters fimbriais. 

Além disso, mesmo FimZ de K. pneumoniae não tendo homologia ao FimZ de S. Typhimurium, 

FimZ modula a expressão do cluster fim. 

Além disso, assim como ocorre em S. Typhimurium, também em K. pneumoniae, FimZ 

modula a expressão do gene fimA do cluster fim, e também regula a expressão do seu próprio 

gene, fimZ. Mas diferente do FimZ de S. Typhimurium, que possui uma ação ativadora, FimZ de 

K. pneumoniae parece possuir um papel de repressor nesses genes. Por outro lado, FimZ ainda 

mostra uma atuação de ativador sobre o novo cluster ecp, que ainda não foi caracterizado em 

K. pneumoniae. Dessa forma, ecpR que codifica um potencial regulador da transcrição de 

fímbrias Ecp em K. pneumoniae (ALCÁNTAR-CURIEL et al., 2013), possivelmente é regulado 

por FimZ.  

A modulação dos genes na deficiência de FimZ analisados por PCR em real time, ainda 

mostra que não apenas os genes fimA (cluster fim) e ecpR (cluster ecp) possuem sítios de 

ligação para FimZ, mas todos os genes que tiveram sua expressão modulada significamente 

nessa análise, também possuem um sítio de ligação, mas que não foi identificado. Ainda nas 

análises de PCR, é visto que fimZ e fimA (cluster fimZ) são expressos com valores muito 

semelhante entre eles, o que foi sugerido, que esses genes podem ser expressos em uma 

mesma unidade transcricional (em operon), em um primeiro momento. 

Assim, os resultados obtidos mostram que o gene fimZ encontra-se induzido na cepa 

deficiente ao regulador FimZ, e esse padrão de expressão pode ser estendido aos outros genes 

que compõe o cluster fimZ (genes fimA, fim e fimD).  

A Figura 11 mostra que houve a amplificação das regiões que intercalam cada um dos 

genes comprova que o cluster fimZ: fragmento de 847 pb entre fimZ e fimA, 834 pb entre fimA e 

fim, e 2.133 pb entre fim a fimD. Este resultado indica que os genes que compõe o cluster fimZ 

são transcritos como um único RNA policistrônico; isto é, que que os genes 

fimZ>fimA>fim>fimD estão organizados em operon em Klebsiella pneumoniae. 

Além disso, podemos afirmar que todo o cluster fim encontra-se induzido na cepa 

deficiente ao regulador FimZ, e não apenas o gene fimA (como mostra a Figura 10), pois 

resultados anteriores em nosso laboratório (MACIEL, 2012) mostram que os genes que compõe 

o cluster fim também estão organizados em operon e são transcritos como um único RNA 

policistrônico.  



53 

 

                     

FIGURA 11. Análise da unidade transcricional do cluster fimZ. A amplificação em gel de agarose do 

cDNA dos genes que compõem o cluster fimZ, fimZ, fimA, fim e fimD, mostram mesmo tamanho 

analisadas in silico: de fimZ a fimA amplifica 847 pb, de fimA a fim amplifica 834 pb, e de fim a fimD 

amplifica 2.133 pb. M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen). 

 

 

 

Para saber se FimZ de S. Typhimurium e K. pneumoniae possui homologia, as 

sequências de nucleotídeos e de animoácidos foram alinhadas pela ferramenta BLASTn e 

BLASTp no programa NCBI, e um alinhamento das sequências de FimY e FimW foi realizado 

com o genoma de K. pneumoniae. A Tabela 9 mostra que o alinhamento entre as sequências 

de FimZ analisadas possui uma baixa cobertura de alinhamento (query cover) (2% entre o 

alinhamento das sequências de nucleotídeos e 29% entre as sequências de aminoácidos), e um 

alto E-value (0.16 entre o alinhamento das sequências de nucleotídeos e 2e-09 entre as 

sequências de aminoácidos).  

A Tabela 9 também mostra o alinhamento entre FimY e FimW com o genoma de K. 

pneumoniae. No resultado foi obervado um pareamento entre o gene fimY de S. Typhimurium e 

o gene yegH de K. pneumoniae (query cover =8% e E-value=0.90), e entre os aminoácidos de 

FimY de S. Typhimurium com os aminoácidos da uma provável proteína reguladora do tipo 

LuxR ainda não caracterizada em K. pneumoniae (ABR78671.1) (query cover =12% e E-
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value=1.0). Já o gene fimW de S. Typhimurium apresentou um alinhamento com o gene araE 

de K. pneumoniae (query cover =33% e E-value=0.21), e FimW de S. Typhimurium com os 

aminoácidos de uma provável proteína reguladora ainda não caracterizada em K. pneumoniae 

(ABR80163.1) (query cover =33% e E-value=2e-06). No entanto, apesar desse alinhamento 

identificado, os resultados mostram uma baixa porcentagem do query cover e um alto E-value 

em todas as análises (TABELA 9), sugerindo que possivelmente os reguladores FimY e FimW 

de S. Typhimurium não possuem homologia com os reguladores de K. pneumoniae. 
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TABELA 9. Alinhamento de sequências nucleotídicas e proteicas de genes fimbriais de S. Typhimurium e de K. pneumoniae. 

ALINHAMENTO DE NUCLEOTÍDEOS1 

  Klebsiella pneumoniae 

 
 Melhor hit (acerto) Max Score Total Score Query Cover2 E-value3 Ident.4 Acesso6 

S. Typhimurium 

fimZ fimZ 21.1 21.1 2% 0.16 94% (15/16) fimZ/KPN_02983 

        

fimY CP000647.1 31.9 122 8% 0.90 95% (19/20) yegH/KPN_02516 
        

fimW CP000647.1 33.7 494 33% 0.21 91% (21/23) araE/KPN_03264 

         
 

ALINHAMENTO DE AMINOÁCIDOS1 

 
 Klebsiella pneumoniae 

  Melhor hit (acerto) Max Score Total Score Query Cover E- value Ident. Acesso6 

S. Typhimurium 

FimZ FimZ 41.6 41.6 29% 2e-09 35% (22/62) ABR78389.1 

        

FimY CP000647.1 27.3 27.3 12% 1.0 38% (11/29) ABR78671.1 
        

FimW CP000647.1 40.4 40.4 33% 2e-06 27% (18/66) ABR80163.1 
         

1. Alinhamento entre a sequência genômica de Klebsiella pneumoniae MGH 78578 (GenBank número de acesso CP000647.1), e Salmonella 

enterica serovar Typhimurium (GenBank número de acesso NC_003198.1). 2. Porcentagem da seqüência submetida ao programa que é coberta 

pelo alinhamento. 3. Parâmetro de confiança. 4. Identidade. 5. Melhor resultado de acordo com o Score resultante do alinhamento. 6. Melhor 

alinhamento de acordo com o Score resultante. ABR78389.1= putativo regulador transcricional da expressão de fímbrias, ABR78671.1= putativa 

proteína reguladora LuxR, ABR80163.1= putativo regulador. 
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Em S. Typhimurium, sabe-se que FimZ é uma proteína que regula a expressão de 

fímbrias tipo 1 diretamente, e que FimY é um ativador que favorece essa expressão, mas que 

também pode reprimi-la ao induzir a expressão do repressor FimW (SAINI; PEARL; RAO, 

2009). Dessa forma, FimW parece reprimir FimY (SAINI; PEARL; RAO, 2009). Além disso, 

indiretamente através do aumento de FimY que é dependente dos níveis de FimZ, FimW 

possivelmente também pode ser ativado em níveis altos de FimZ (SAINI; PEARL; RAO, 2009). 

Contudo, não se pode excluir a possibilidade do gene fimZ ser reprimido por um outro regulador 

ainda não descrito.  

Porém, pelas análises de homologia pelo BLAST de nucleotídeo e proteína, K. 

pneumoniae não possui FimY e FimW anotados em S. Typhimurium, como visto na Tabela 8. 

No entanto, pode existir outros reguladores com a mesma função de FimY e FimW em K. 

pneumoniae, mas que não são conhecidos. Um possível regulador que pode atuar sob a 

expressão de fimZ em K. pneumoniae, é o regulador Fur. Pois Indícios mostram que o sítio 

regulatório para o regulador Fur que foi identificado na região promotora de fimZ é funcional, e 

Fur pode modular a expressão de fimZ positivamente (Gomes, 2014). 

 

 

4.2. Linhagem K. pneumoniae deficiente-FimZ teve o gene fimZ restabelecido  

Neste estudo foram utilizadas as cepas de Klebsiella pneumoniae UKP8 (cepa selvagem), 

UKP8-fimZ (cepa mutante, deficiente em FimZ) e UKP8-C (cepa mutante, porém 

complementada com o gene fimZ). A cepa mutante, UKP8-fimZ, havia sido previamente gerada 

por Gomes (2014), ao passo que a cepa complementada, UKP8-C, foi gerada neste estudo. 

Para a geração da linhagem UKP8-C, primeiramente o gene fimZ foi amplificado a partir 

de uma linhagem selvagem de K. pneumoniae, gerando um produto de 2426 pb (FIGURA 12A). 

Em seguida fimZ foi purificado e digerido com as enzimas HindIII e KpnI onde gerou um 

fragmento de 1825 pb (FIGURA 12B). Além do gene, o vetor pCR2.1_Erir também foi purificado 

e digerido com as mesmas enzimas (FIGURA 12C). A clonagem do gene fimZ no vetor 

pCR2.1_Erir, bem como a transformação do pCR2.1 em células UKP8-fimZ foram bem-

sucedidas (resultados não mostrados). A complementação do gene fimZ foi confirmada pela 

amplificação de 1128 pb do gene fimZ no DNA plasmidial extraído da linhagem 

complementada-UKP8-C, e no DNA genômico da linhagem UKP8 selvagem, usado como 

controle positivo (FIGURA 12D). 
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Após a obtenção de UKP8-C (cepa mutante, porém complementada com o gene fimZ), 

ensaios fenotípicos foram empregados nas cepas UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C, para 

investigarmos os impactos da deficiência do regulador FimZ em Klebsiella pneumoniae. 

 

            
 

FIGURA 12. Complementação do gene fimZ em linhagem dificiente-FimZ. (A) Amplificação do 

fragmento de 2426 pb (seta preta) contendo o gene fimZ e regiões flanqueadoras. (B) Digestão do 

fragmento de 2426 pb com HindIII e KpnI, gerando a banda de 1825 pb (seta preta). (C) Vetor 

pCR2.1_Erir purificado e digerido com HindIII e KpnI. (D) Complementação de fimZ foi confirmado por 

PCR a partir da amplificação de 1128 pb de fimZ no DNA plasmidial de UKP8-C, e no DNA genômico de 

UKP8 (controlo positivo) (seta preta). M, marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen). 

 

 

 

 

  4.3. Interrupção de fimZ modificou características das colônias UKP8-fimZ e 

possibilitou uma motilidade rudimentar  

Nos ensaios fenotípicos, a análise da morfologia macroscópica das colônias das 

linhagens UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C foi realizada após cultivo em placas ágar-sangue e 

comparação das morfologias das colônias apresentadas. A Figura 13A mostra uma colônia 

representativa da linhagem UKP8 com forma circular, margem inteira, elevação alta e superfície 

suave e brilhante. Por outro lado, a linhagem UKP8-fimZ apresentou colônias com formato 

irregular, elevação plana, margem lobulada e superfície rugosa e opaca. Em adição, uma 

pequena propagação de UKP8-fimZ foi notada na placa. As características morfológicas 
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observadas na linhagem selvagem foram restabelecidas quase completamente na cepa UKP8-

C complementada com o gene fimZ, que apresentou apenas colônias um pouco plana e com 

superfície fosca. Devido à extensão sobre a placa vista em colônias UKP8-fimZ, o ensaio de 

motilidade em placas de Agar semi-sólido, soft, foi aplicado para as três linhagens. Nesse 

ensaio, foi mostrado que as células UKP8-fimZ foram capazes de se estender na superfície 

(FIGURA 13B), e a área da extensão da bactéria foi determinada em centímetros, a partir do 

valor da área de extensão (valor total), menos a área da colônia previamente analisada quando 

aplicada sobre a placa. Nesta análise, o diâmetro da extensão da área de três réplicas UKP8-

fimZ foi considerado uma motilidade quando comparado com a falta de disseminação da UKP8 

(p<0.005). Inversamente, a UKP8-C teve uma extensão menor que a UKP8 (p<0.005), e perdeu 

um pouco da elevação alta e superfície e brilhante comparada a UKP8 (FIGURA 13B). Os 

resultados indicam que, após a interrupção do fimZ, as características das colônias de UKP8-

fimZ foram modificadas, permitindo uma motilidade rudimentar sob a placa. Tais características 

são notadas apenas quando a bactéria é cultiva sob meio de cultura sólido. 

 

 

 

FIGURA 13. Modificação macroscópica das colônias de UKP8-fimZ. (A) Colônias representativas 

mostram a morfologia da colônia UKP8 em forma circular, alta elevação, margem inteira e superfície 

brilhante suave; colônia UKP8-fimZ mostra forma irregular, elevação plana, margem lobulada e superfície 

áspera fosca, e pequena propagação na placa (cabeças de setas); A colônia UKP8-C foi restabelecida, 

mantendo apenas elevação plana e superfície fosca. (B)  Ensaio de motilidade em placas de ágar-soft 

demonstrou que as células UKP8-fimZ são capazes de se estender na superfície, e a extensão da área 

foi quantificada em centímetros (p<0.005). Linhagem UKP8-C teve uma extensão menor que a UKP8 

(p<0.005). As imagens representam dois experimentos independentes e em triplicata. Os dados foram 

analisados pelo ANOVA e considerados estatisticamente significativos com valor de p-value ≤ 0.05.  
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Apesar das alterações morfológicas observadas em UKP8-fimZ, o padrão de 

crescimento desta linhagem não difere drasticamente do padrão de crescimento da cepa 

selvagem, UKP8 (GOMES, 2014). Foi observado naquele estudo que a cepa selvagem UKP8 

apresenta as fases lag e exponencial curtas, e a fase estacionária mais longa. Já a cepa UKP8-

fimZ apresenta crescimento com as fases lag e exponencial longas, e a fase estacionária curta. 

Assim, isso mostra que UKP8-fimZ precisa de um tempo maior para se adaptar e iniciar a 

replicação, quando comparada a UKP8. Por fim, o crescimento da cepa UKP8-C foi restaurado 

no mesmo padrão do crescimento observado na cepa selvagem UKP8. 

 

 

4.4. Deficiência de FimZ desencadeou a produção de apêndices de superfície bacteriana 

e permitiu maior formação de biofilme em UKP8-fimZ 

Devido as mudanças observadas na K. pneumoniae após a deficiência do gene fimZ em 

análise macroscópica, UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C também foi analisada por microscopia 

eletrônica de transmissão (MET). Nas imagens, enquanto a linhagem UKP8 aparece sem 

apêndices superficiais (escala 1 µm e 500 nm), a superfície celular da linhagem UKP8-fimZ está 

coberta por numerosos apêndices irregulares longos, flexíveis e com tamanhos maiores que 1 

µm (escala 1 µm e 500 nm) (FIGURA 14A), e os filamentos desaparecem na superfície da 

linhagem UKP8-C (escala 1 µm), sendo visivelmente semelhante à UKP8 (FIGURA 14A). O 

resultado por imagem indica que os apêndices são possivelmente estruturas similares as 

fímbrias/pili.  

Para detectar se a expressão dos apêndices podem ser fímbrias tipo 1, ensaios de 

aglutinação de levedura foram realizados com linhagens UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C. Em 

resultado, a linhagem UKP8 não apresentou aglutinação em levedura, enquanto a linhagem 

UKP8-fimZ aglutinou prontamente em levedura após ser cultivada 48 horas em placa de LB 

ágar (FIGURA 14B). A aglutinação foi possível apenas após cultivo em meio sólido. O padrão 

de aglutinação observado na UKP8 foi restaurado na linhagem UKP8-C complementada. Para 

determinar se o padrão de aglutinação exibido por UKP8-fimZ foi devido a expressão de fímbria 

tipo 1, o ensaio também foi realizado na presença de D-manose antes da adição das células de 

levedura. Não foi observada aglutinação quando D-manose foi adicionada. Este resultado indica 

que os receptores ligados às fímbrias UKP8-fimZ foram bloqueados com a manose adicionada 

e impediram que as bactérias se ligassem às células de levedura. Quando a D-manose foi 

adicionada na proporção de 1:1, a aglutinação foi bloqueada parcialmente, enquanto na 

proporção de 1:2 a aglutinação foi bloqueada completamente. Desse modo, os resultados 
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revelam que os apêndices superficiais desencadeados pelo mutante K. pneumoniae podem ser 

fímbrias tipo 1, que o meio sólido foi importante para a ativação das fímbrias. Assim, FimZ 

poder atuar como um repressor da expressão de fímbrias tipo 1 em K. pneumoniae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14. Deficiência do regulador FimZ promove maior produção de fímbrias. (A) Micrografias 

obtidas por Microscopia Eletrônica de Transmissão mostram a deficiência de estruturas superficiais em 

UKP8, presença de numerosos apêndices irregulares com tamanho maior que 1 µm (cabeças de setas; 

barra de escala 2 µm) em UKP8-fimZ, uma interação através dos apêndices entre duas linhagens de 

UKP8-fimZ (cabeças de seta; barra de escala 1 µm) e perda dos apêndices e restabelecimento do padrão 

de UKP8 em UKP8-C. (B) Ensaio de aglutinação de levedura mostrou não aglutinação de UKP8 negativo 

(-), aglutinação de UKP8-fimZ positivo (+), não aglutinação de UKP8-C negativo (-). Células UKP8-fimZ 

suplementadas com D-manose antes de adicionar levedura teve a aglutinação parcialmente bloqueada 

(±) na proporção 1:1 (bactéria:manose), e totalmente bloqueada (-) na proporção 1:2. As imagens 

representam dois experimentos independentes e em triplicata. 

A 

B 
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Assim, em comparação ao mutante fimZ de S. Typhimurium que é afimbriado (não 

possui fímbrias) e exibe baixo nível de expressão do cluster fim (YEH; HANCOX; CLEGG, 

1995), o mutante fimZ de K. pneumoniae é fimbriado (possui fímbrias), e a expressão do cluster 

fim é ativada. Além disso, diferente da complementação do gene fimZ em S. Typhimurium, em 

que foi restaurado o fenótipo fímbriado (YEH; HANCOX; CLEGG, 1995), a complementação do 

gene fimZ em K. pneumoniae restabeleceu o fenótipo não fimbriado. Assim, inversamente, 

FimZ parece atuar de forma diferente nessas duas linhagens, sendo um ativador de fímbrias em 

S. Typhimurium, e um repressor de fímbrias em K. pneumoniae.  

Em adição, com a repressão do cluster ecp, e a não modulação de expressão do cluster 

mrK (fímbrias tipo 3) após a interrupção de fimZ, as fímbrias produzidas na deficiência de FimZ 

não parecem ser expressas pelo cluster ecp e nem pelo cluster mrK (fímbrias tipo 3). 

Por outro lado, os resultados do ensaio clássico de aglutinação apontam que as fímbrias 

produzidas são fímbrias do tipo 1, devido a especificidade dessas fímbrias de se ligar à manose 

(KROGFELT; BERGMANS; KLEMM, 1990; IIDA et al., 2001). Assim, pode ser considerada a 

hipótese de que essa fímbria tipo 1 pode ter sido expressa pelo cluster fim, ou ter tido a 

participação desse cluster, que foi super expresso na deficiência de FimZ. Porém, mais estudos 

são necessários para essa discussão.  

Devido à revelação de fímbrias nessas investigações, é importante relatar aqui sobre o 

ensaio de motilidade mostrado na página 57. A ideia de que K. pneumoniae apresentou uma 

extensão rudimentar sobre a placa, aparece como uma ideia equivocada, pois células de K. 

pneumoniae são imóveis. No entanto, as fímbrias são estruturas que podem promover 

motilidade à bactéria através do mecanismo chamado de contração (do inglês, twitching) 

(KEARNS, 2010). Portanto, as fímbrias na superfície da linhagem de K. pneumoniae 

sugestivamente se estenderam para se aderir sob a superfície da placa, e se contraíram para 

puxar a célula até o local aderido. Dessa forma a adesão mediada pela fímbria é um evento 

importante na motilidade da célula (HORNICK et al., 1992).  

As três linhagens também foram investigadas na formação de biofilme (FIGURA 15). 

Nesse ensaio, a formação de biofilme de UKP8-fimZ foi significativamente superior à UKP8, em 

3 horas (p<0.0001), 5 horas (p<0.001) e 10 horas (p<0.005) de incubação (FIGURA 15). Já 

UKP8-C também formou biofilme em 3 horas (p<0.0001), 5 horas (p<0.001) e 10 horas 

(p<0.001) de incubação comparado à UKP8 (FIGURA 15). O valor da absorbância quantificado 

na formação de biofilme em DO600nm, obteve uma média (n=5) de 0,0624 em 3 horas, 0,0902 

em 5 horas, e 0,2072 em 10 horas para UKP8, e 0,28 em 3 horas, 0,2838 em 5 horas, e 0,371 
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em 10 horas para UKP8-fimZ. Já para a UKP8-C, o valor da absorbância obteve uma média de 

0,378466667 em 3 horas, 0,267733333 em 5 horas, e 0,3982 em 10 horas. Não teve diferença 

significativa entre a formação de biofilme das linhagens UKP8-fimZ e UKP8-C. No geral, os 

resultados indicam que na presença de FimZ a expressão de fímbrias tipo 1 é reprimida e a 

formação de biofilme é minimizada em K. pneumoniae. 

 

 

 

 

FIGURA 15. Deficiência do regulador FimZ promove aumento da formação de biofilme em UKP8-

fimZ. Formação de biofilme em UKP8-fimZ foi superior a UKP8 após 3 horas (p<0.0001, ****), 5 horas 

(p<0.001, ***) e 10 horas (p<0.005, **) de incubação. UKP8-C formou biofilme em 3 horas (p<0.0001, 

****), 5 horas (p<0.001, ***) e 10 horas (p<0.001, ***) de incubação comparado à UKP8. Não teve 

diferença significativa na formação de biofilme entre as linhagens UKP8-fimZ e UKP8-C. A formação de 

biofilme foi realizada em dois ensaios independentes (n=5), e os dados foram analisados pelo ANOVA e 

considerados estatisticamente significativos com valor de p-value ≤ 0.05. 

 

 

A formação de biofilme foi outro fenótipo analisado nesse estudo. Nele, foi visto que a 

deficiência de FimZ potencializou a formação de biofilme em K. pneumoniae mutante fimZ, o 

que levanta a hipótese de que possivelmente essa maior formação de biofilme foi devido às 

fímbrias (apontada como fímbrias tipo 1) presentes nessa linhagem. Essa observação apontada 

no presente estudo também foi relatada por outros autores, onde também se evidencia a 

influência da expressão das fímbrias tipo 1 na formação de biofilme em K. pneumoniae 

(STAHLHUT et al., 2012, MURPHY et al., 2013). Além disso, Stahlhut et at. (2012) mostraram 

que K. pneumoniae pode expressar fímbrias do tipo 1 ou tipo 3 na formação de biofilme em 
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cateter urinário, mas que apenas uma fímbria é expressa no processo infeccioso. Tal resultado 

observado por esse autor também foi observado no presente estudo nas análises de qRT-PCR, 

onde os resultados indicaram que enquanto o cluster fim, que expressa fímbrias do tipo 1, é 

ativado, o cluster mrk, que expressa fímbrias do tipo 3, não está ativado na cepa deficiente 

FimZ (UKP8-fimZ). 

Por outro lado, a linhagem complementada com o gene fimZ (UKP8-C) mostrou a 

mesma quantidade de biofilme detectada na linhagem (UKP8-fimZ), mesmo não apresentando 

fímbrias nas imagens de microscopia e no ensaio de aglutinação de leveduras. Duas hipóteses, 

baseadas na literatura, podem responder a formação de biofilme na linhagem UKP8-C. Uma 

primeira hipótese seria que a hiperexpressão da proteína complementada FimZ estaria ativando 

a expressão de outros operons fimbriais, como os clusters ecp e mrK (de fímbrias tipo 3), que 

codificam outros tipos fimbriais. Em K. pneumoniae foi mostrado que a fímbria do tipo 3 é uma 

importante fímbria associada à formação de biofilme (STRUVE; BOJER; KROGFELT, 2009; 

SCHROLL et al., 2010), e que o cluster ecp também está envolvido na formação dessas 

estruturas (ALCÁNTAR-CURIEL et al., 2013).  

Na segunda hipótese, FimZ complementado poderia não estar regulando negativamente 

seu próprio operon, fimZ, e o operon fim, mesmo sem o aparecimento das fímbrias. Assim, 

pode ser que mesmo na presença do FimZ funcional, o operon fimZ esteja regulado 

positivamente – o que poderia explicar a duração da formação de biofilme similar à linhagem 

deficiente fimZ. Tais hipóteses poderão ser respondidas por análises de qRT-PCR a serem 

realizadas futuramente. 

A fímbria, de fato, é uma importante estrutura para a formação de biofilme. No entanto, a 

cápsula também é outra estrutura responsável pelo desenvolvimento do biofilme (BALESTRINO 

et al., 2008). As fímbrias são essenciais nos primeiros passos da formação de biofilme 

(HORNICK et al., 1992), para promover a adesão na superfície. Após esse processo inicial de 

fixação, será a produção de cápsula que possibilitará a maturação desse biofilme e a proteção 

das células bacterinas contra agentes antimicrobianos (DOMENICO et al., 1994; BALESTRINO 

et al., 2008). Em adição, a cápsula no biofilme ainda contribui na agregação das bactérias e 

modula a adesão das bactérias nas superfícies (BALESTRINO et al., 2008). Dessa forma, a 

fímbria é citada como um importante evento inicial na formação do biofilme ao promover a 

adesão das bactérias (MURPHY et al., 2013), e que a cápsula possui um papel na modulação 

dessa adesão e na maturação do biofilme (BALESTRINO et al., 2008). Isso sugere que apesar 

de fímbrias e cápsulas contribuírem para a adesão das bactérias no biofilme, essa contribuição 
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ocorre em etapas distintas na formação do biofilme e, assim, são expressas em momentos 

distintos.  

Um estudo realizado por Sahly et al. (2000) sugeriu que a cápsula é o fator implicante 

nos processos de adesão e invasão de K. pneumoniae em células epiteliais do hospedeiro.  

Além desse autor, Schembri et al. (2005) mostraram que a formação de biofilme mediada pela 

fímbria em cepas de K. pneumoniae foi retardada devido a expressão da cápsula. Dessa forma, 

a cápsula pode ser apontada como um implicador da principal atividade da fímbria, a adesão.  

 

 

4.5. Produção de cápsula polissacarídica é anulada em UKP8-fimZ 

Para verificar se UKP8, UKP8-fimZ e UKP8-C são capazes de produzir cápsula 

polissacarídica, foi realizada uma coloração negativa com nanquim das células, que permite a 

visualização da cápsula envolta da célula na cor branca. Foi possível observar que UKP8 

apresentou uma produção de cápsula envolta da bactéria (marcada em branco), ao passo, que 

UKP8-fimZ (seta branca) mostrou ausência de cápsula (não marcado em branco), e a linhagem 

UKP8-C recuperou parcialmente a cápsula marcada em branco, comparada com a UKP8 

(FIGURA 16). Assim, o resultado mostra que a linhagem UKP8-fimZ, que possui elevada 

produção de fímbrias, não produz cápsula, sugerindo que na presença de fímbrias, a expressão 

de cápsula é inibida.  

 

 

  
FIGURA 16. Cápsula mucoviscosa é inibada em UKP8-fimZ. Ensaio de visualização de cápsula 

polissacarídica após crescimento em D.O. de 0,8 e coloração negativa com nanquim mostra a cápsula 

marcada em branco envolta da linhagem UKP8, mostra a ausência de cápsula (seta branca) na linhagem 

UKP8-fimZ, e mostra a cápsula marcada em branco parcialmente restaurada na linhagem UKP8-C. As 

imagens representam experimentos independentes e foram fotografadas em aumento de 1000X.   
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K. pneumoniae é uma linhagem que pode apresentar cápsula e fímbrias na superfície 

celular para auxiliar na sua sobrevivência e patogenicidade (SCHEMBRI et al., 2005). Por outro 

lado, alguns autores aponham que a relação entre cápsula e fímbria é inversa. Matatov et al., 

(1999) mostraram que isolados de K. pneumoniae de ITU expressaram fímbrias do tipo 1, ao 

passo que isolados de sepse produziram cápsula, na maioria das vezes. Schembri et al., (2005) 

também notaram que fímbria e cápsula são componentes incompatíveis em K. pneumoniae. A 

partir da detecção de fímbrias tipo 1 por aglutinação de levedura, os pesquisadores viram que a 

expressão de fímbrias tipo 1 é afetada pela expressão de cápsula, e que a produção da cápsula 

atrasou a aglutinação (ligação da subunidade FimH da fímbria à manose na superfície da 

levedura). No entanto, os autores viram que esse retardo na ligação não foi devido à influência 

da cápsula sob a regulação transcricional da fímbria na recombinação da variação do promotor 

fim, e nem na montagem ou síntese da fímbria. Os autores notaram que a cápsula promove 

uma interferência física sobre a fímbria. Além disso, esses autores também observaram que a 

formação de biofilme mediada por fimbria nos primeiros passos foi retardada pela expressão da 

cápsula.  

Sahly et al. (2000) também foram outros autores que além de notarem que nenhuma das 

linhagens encapsuladas produziam fímbrias tipo 1 na superfície, também mostraram que a 

cápsula impede a adesão e invasão de K. pneumoniae em células epiteliais. Dessa forma, a 

expressão de fímbrias após a deficiência de FimZ, pode ter anulado a produção de cápsula 

visualizada anteriormente. 

 

 

4.6. UPK8-fimZ perde resistência in vivo e não forma IBC na bexiga urinária em 

comparação à UKP8 

Um modelo de infecção do trato urinário em camundongos com UPK8 e UPK8-fimZ foi 

empregado para a investigação da taxa de sobrevivência dessas linhagens de K. pneumoniae 

in vivo. A colonização das linhagens nas bexigas dos camundongos foi avaliada após 6 horas, 

24 horas e 48 horas de inoculação. Às 6 horas, foi observada uma quantidade semelhante de 

UKP8 e UKP8-fimZ na urina e bexiga dos camundongos, e não houve diferenças significativas 

entre estas linhagens (FIGURA 17A e 17B). Em contraste, não houve carga bacteriana de 

UKP8-fimZ nem na urina nem na bexiga após 24 horas de inoculação (FIGURA 17A e 17B). Por 

outro lado, uma carga de UKP8 foi recuperada significativamente na urina em 24 horas (p<0.05) 

(FIGURA 17A), e na bexiga comparada à UKP8-fimZ (p<0.05) (FIGURA 17B). Em 48h pós-

infecção, UKP8 não é encontrado na urina (FIGURA 17A), mas pode ser visto na bexiga, porém 
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sem valor significativo em comparação à UKP8-fimZ (FIGURA 17B). A carga de UKP8-fimZ foi 

mantida nula na urina e na bexiga em 48 horas (FIGURA 17A e 17B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 17. Colonização da bexiga urinária no modelo de UTI em camundongo. (A) A infecção na 

bexiga em camundongos BALB/c mostrou carga de UKP8 e UKP8-fimZ sem diferença estatística 

significativa após 6 horas, predominância apenas de UKP8 em 24 horas (p<0.05) e ausência de carga 

bacteriana em 48h na urina. (B) Na bexiga, após 6 horas uma carga de UKP8 e UKP8-fimZ é encontrada, 

mas sem diferença estatística significativa, e após 24 horas (p<0.05) e carga bacteriana em 48h na 

bexiga, sem estatística significativa. Os ensaios foram realizados em dois experimentos independentes 

(n=5), e os dados foram analisados pelo ANOVA e considerados estatisticamente significativos com valor 

de p-value ≤ 0.05. 

 

 

 

Esses resultados são também visualizados no ensaio de H&E (hematoxilina e eosina) dos 

tecidos da bexiga urinária de camundongos infectados por ambas as cepas. A Figura 18 

demonstra em 6 horas pós-infecção com ambas as linhagens, um infiltrado de células 

inflamatórias, e uma hiperemia dos vasos sanguíneos da bexiga para permitir maior mobilização 

dessas células inflamatórias. Após 24 horas, a hiperemia é mais proeminente no tecido da 

bexiga infectado com UKP8 do que UKP8-fimZ, e uma migração abundante de células 

inflamatórias é vista apenas após a infecção com UKP8 em 48 horas (FIGURA 18).  

Além disso, a linhagem do tipo selvagem UKP8 foi capaz de formar comunidades 

bacterianas intracelulares (IBCs) no urotélio em 24 horas e 48 horas após a infecção (FIGURA 

19). Estes dados mostram que, ao contrário da colonização bem-sucedida da linhagem de tipo 

selvagem UKP8 na bexiga e da formação de IBCs uroteliais, a UKP8-fimZ diminui a capacidade 

de invadir e sobreviver dentro do hospedeiro. 
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FIGURA 18. Análise morfohistológica da bexiga urinária no modelo de UTI em camundongo. 

Ensaio H&E (hematoxilina e eosina) demonstra tecido da bexiga com hiperemia (seta) e leve infiltrado 

inflamatório (asterisco) em 6 horas pós-infecção com UKP8 e UKP8-fimZ. A hiperemia é permanente 

após 24 horas com UKP8 e UKP8-fimZ, e um alto infiltrado inflamatório é observado após 48 horas 

apenas com UKP8.  
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FIGURA 19. Formação de comunidade bacteriana intracelular no urotélio. Formação de IBC 

(comunidades bacterina intracelulares) no urotélio (seta) é visto por UKP8 em 24 horas e 48 horas após a 

infecção. 

 

 

 

Apesar dos fatores de virulência apresentados pelo mutante fimZ de K. pneumoniae na 

caracterização fenotípica neste estudo, e previamente analisada em ensaios de interação com 

células epiteliais de bexiga humana, onde havia apresentado uma maior adesão, e possibilitado 

a invasão da célula bacteriana (SANTOS, 2016) - o que são fatores favoráveis no 

desenvolvimento de ITU - a linhagem mutante perde resistência in vivo, e é eliminada 

rapidamente. 

 Pelo ensaio de UFC (unidade formadora de colônia) e H&E (hematoxilina e eosina) foi 

visto que a carga bacteriana da linhagem mutante fimZ de K. pneumoniae é anulada logo em 24 

horas após a infecção na urina e na bexiga, e a linhagem induziu um leve infiltrado inflamatório 

até esse período. Porém, nenhuma inflamação foi encontrada em 48 horas pós-infecção, 

diferente da linhagem selvagem. A selvagem, por sua vez, apesar da inflamação mais 

acentuada no epitélio, foi capaz de invadir e formar IBC em células epiteliais em 24 e 48 horas 

pós-infecção. Isso mostra, portanto, que essa linhagem de K. pneumoniae uropatogênica é 

competente na formação de IBC em 24 horas de infecção, assim como mostrado por Rosen et 

al (2008a), porém mostrado em um tempo menor, logo em 6 horas de infecção. 

A rápida eliminação da K. pneumoniae deficiente FimZ dentro do hospedeiro pode ser 

compreendida divido a ativação que a célula bacteriana fimbriada pode promover ao se ligar na 

célula hospedeira. Pois as fímbrias, além de promover a adesão, ela também ativa sistemas de 

defesa das células (ABRAHAM; MIAO, 2015), como a liberação de agentes antimicrobianos, 
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como a proteína pentraxina 3 (JAILLON et al., 2014) e a uromodulina (MO et al., 2004), no meio 

extracelular. Dentre suas funções, essas proteínas são encarregadas de reconhecer células 

invasoras pela ligação nas adesinas das fímbrias, retardar e bloquear o crescimento de 

bactérias (ABRAHAM; MIAO, 2015; PARAGAS et al., 2004), bloquear o contato do uropatógeno 

com a superfície da célula epitelial (MO et al., 2004), e opsonisar o uropatógeno para o 

recrutamento de células do sistema imune (JAILLON et al., 2014), logo no lumen da bexiga. 

Assim, uma vez que ocorre a ativação de antimicrobianos, a bactéria que não se aderiu ao 

epitélio é reconhecida e eliminada na urina (ABRAHAM; MIAO, 2015).  

Nesse sentido, a super expressão de fímbrias pode ter aumentado a visibilidade da cepa 

no hospedeiro e estimulado um rápido recrutamento do sistema imunológico. Possivelmente, 

por esse motivo, a linhagem com fímbrias foi bem-sucedida apenas no ensaio in vitro, onde 

apenas células epiteliais de bexiga humana estavam presentes. No entanto, ainda não está 

muito claro como ocorre a opsonização da fímbria tipo 1 em patógenos por moléculas de 

reconhecimento. Dessa forma, estudos sobre o papel de antimicrobianos em ITU envolvendo 

bactérias mais resistentes, como E. coli e K. pneumoniae, são sugeridos. 

Em adição, além da presença da fímbria ser um fator que poderia influenciar na rápida 

eliminação da K. pneumoniae deficiente FimZ dentro do hospedeiro, a ausência de cápsula, 

detectada nessa linhagem, também é outro fator que poderia contribuir para a eliminação da 

bactéria. Pois a cápsula, envolta de toda à célula bacteriana, protege e aumenta a capacidade 

da bactéria de evadir do sistema imune. Dessa forma, a eliminação rápida da cepa deficiente 

FimZ no epitélio da bexiga urinária pode ser justificada devido a visibilidade que a fímbria pode 

proporcionar e a diminuição de evasão que a ausência de cápsula pode promover. 

Além disso, a formação de IBC por bactérias sugere que os uropatógenos invadam o 

epitélio para sobreviverem, se protegerem de agentes antimicrobianos e de células defensoras, 

e entre outras finalidades (FLORES-MIRELES et al., 2015). Porém, as células que conseguem 

se internalizar também podem ser eliminadas por outros mecanismos de defesa, como pela a 

descamação do epitélio para a eliminação do IBCs na urina, após a apoptose da célula epitelial 

(ABRAHAM; MIAO, 2015).  

Por outro lado, apesar de formação de IBC em bactéria estar relacionada à adesão e 

invasão mediados pelas fímbrias (ROSEN et al., 2007; ROSEN et al., 2008a), as células que 

formaram IBC nesse estudo não apresentam fímbrias na microscopia eletrônica e nem no 

ensaio de aglutinação, mostrado assim, um resultado inverso comparado aos relatos de outros 

estudos. Mas, é importante considerar que a adaptação de K. pneumoniae selvagem já havia 
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sido estabelecida no trato urinário, e que as estratégias de sobrevivência são reguladas pela 

bactéria, de acordo com a necessidade no ambiente, para iludir o sistema imunológico.  

Assim, devido a maquinaria que o trato urinário possui para se defender de invasores e 

manter um ambiente equilibrado, compreende-se que cepas patogênicas desenvolvem 

estratégias de sobrevivência em ambientes hostis somente quando necessário (JAILLON et al., 

2014). Isso mostra que as bactérias controlam a expressão de um determinado fenótipo, e o 

utiliza quando apropriado.  

Em suma, a expressão de fímbrias configura-se como um importante fator de 

patogenicidade bacteriana e, neste sentido, é de fundamental importância compreendermos os 

mecanismos que regulam a expressão deste fator de virulência.  

Este estudo mostra que FimZ regula negativamente a expressão de genes fimbriais, pois 

na deficiência deste regulador (cepas mutantes para FimZ), K. pneumoniae apresenta um 

fenótipo hiperfimbriado. Por outro lado, apesar da fímbria ser considerada um importante fator 

de virulência, a bactéria mutante fimbriada apresenta sua patogenicidade atenuada nos ensaios 

in vivo, ao ser incapaz de reprimir a expressão dessas fímbrias. Desta forma, este estudo 

mostra que o regulador FimZ, ainda que seja um repressor transcricional, tem papel estratégico 

na patogenicidade de K. pneumoniae. 
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5. CONCLUSÃO 

A relevância deste estudo consistiu em compreender a atuação de FimZ em K. pneumoniae, 

a qual pode ser resumida da seguinte forma: 

• Proteína FimZ de K. pneumoniae reconhece sítios de ligação presentes na região 

promotora de genes fimbriais dos clusters fim, e modula negativamente a expressão dos 

clusters gênicos fim e fimZ, o que sugere que em K. pneumoniae o regulador FimZ atua 

como repressor da expressão de fímbrias nesses clusters. 

• Os ensaios fenotípicos confirmaram o regulador FimZ como repressor da expressão de 

fímbrias, pois na deficiência deste regulador K. pneumoniae apresenta um fenótipo 

fimbriado (apontado como sendo fímbrias tipo 1), exibe maior formação de biofilme, e 

apresenta uma espécie de motilidade rudimentar. 

• Os ensaios in vivo mostraram que, na deficiência do repressor de fímbrias FimZ, K. 

pneumoniae apresenta um fenótipo hiperfimbriado que resulta em perda da resistência 

da bactéria nos modelos animais de infecção urinária. A bactéria deficiente em FimZ foi 

rapidamente eliminada e foi incapaz de invadir e se replicar em células epiteliais da 

bexiga e de formar IBCs. 
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