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RESUMO 

Klebsiella pneumoniae é um patógeno oportunista Gram-negativo cujos principais sítios 

de infecção são os tratos gastrintestinal, respiratório e geniturinário, sendo uma das 

principais causas de infecções hospitalares. Componentes da parede celular são os 

principais fatores de virulência de K. pneumoniae, destacando-se a expressão de 

fímbrias adesivas. Estas fímbrias desempenham papel crucial na infecção do trato 

genitourinário, uma vez que promovem a adesão e invasão das bactérias nas células da 

bexiga. Dentre os genes que codificam reguladores da síntese de fímbrias em K. 

pneumoniae está o gene fimZ. No entanto, pouco se sabe sobre o papel do regulador 

FimZ na expressão de fímbrias em K. pneumoniae, e quais genes estão sob o controle 

deste regulador. Neste sentido, o presente estudo teve o objetivo de identificar, por 

análises de bioinformática, possíveis sequências de ligação do regulador FimZ nas 

regiões promotoras de clusters gênicos que codificam fímbrias em Klebsiella 

pneumoniae. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Klebsiella pneumoniae e seus principais fatores de virulência 

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa que pertence à família 

Enterobacteriaceae. Esta bactéria é considerada um patógeno oportunista, sendo que os 

principais sítios de infecção são as feridas cirúrgicas e os tratos gastrintestinal, 

respiratório e geniturinário (PODSCHUN & ULLMANN, 1998). Klebsiella 

pneumoniae é responsável por causar pneumonia e infecções do trato urinário 

(PODSCHUN & ULLMANN, 1998; KONEMAN, 2001), além de estar relacionada a 

infecções mais invasivas como meningite, endoftalmite, abcesso hepático e septicemia 

(WILLIAMS & TOMAS, 1990; FUNG et al., 2002; FUNG, LIN & LIN, 2012). 

K. pneumoniae é uma das principais causadoras de infecções nosocomiais, 

ocorrendo sobretudo em indivíduos imunologicamente deprimidos (KOHAYAGAWA 

et al., 2009) e em indivíduos com alguns fatores de predisposição, tais como idade 

avançada, diabetes, doença respiratória, entre outras (LEVINSON & JAWETZ, 2005). 

Entre os casos mais comuns de infecção hospitalar por K. pneumoniae estão as 

infecções do trato respiratório, do trato urinário e septicemia (NOGUEIRA et al., 2009; 

BARROS et al., 2012).  

Os principais fatores de virulência associados à patogenicidade de K. 

pneumoniae estão localizados na parede celular, destacando-se a produção de 

lipopolissacarídeos, cápsulas polissacarídicas, e a expressão de fímbrias adesivas 

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

A cápsula polissacarídica e o lipopolissacarídeo conferem capacidade aos 

patógenos de se disseminar no hospedeiro, podendo causar sepse e atingir órgãos 

internos, inclusive no desenvolvimento de abscessos hepáticos piogênicos (CORTES et 

al., 2002; HSIEH et al., 2012). O lipopolissacarídeo (LPS), sobretudo com o antígeno 

do sorogrupo O1, confere resistência à ação bactericida do soro humano e está 

associado à colonização dos patógenos (HSIEH et al., 2012). A cápsula polissacarídica 

confere resistência ao sistema complemento (ÁLVAREZ et al., 2000), à fagocitose 

(DOMENICO et al., 1994), aos peptídeos antimicrobianos (CAMPOS et al., 2004) e aos 

fatores bactericidas presentes no soro (PODSCHUN et al., 1993). Linhagens de K. 

pneumoniae com sorotipos capsulares K1 e K2 apresentam maior resistência ao sistema 
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imune do hospedeiro, pois produzem uma elevada quantidade de mucopolissacarídeos 

que confere à bactéria um fenótipo de hipermucoviscosidade (HMV) (DOMENICO et 

al., 1994). Estas linhagens estão associadas a infecções severas e invasivas, como 

abscessos hepáticos piogênicos, septicemia e endoftalmite (FANG et al., 2004; LEE et 

al., 2006; WISKUR, HUNT & CALLEGAN, 2008). 

Outro componente da parede celular essencial para a patogenicidade de K. 

pneumoniae é a fímbria adesiva. As fímbrias representam uma etapa crítica no processo 

infeccioso de K. pneumoniae, pois auxiliam no processo de adesão da bactéria às células 

hospedeiras (MATATOV et al., 1999; STRUVE, BOJER & KROGFELT, 2009). Além 

disso, as fímbrias, juntamente com a cápsula polissacarídica, promovem a aderência de 

K. pneumoniae também em superfícies abióticas, e estão envolvidas com a formação do 

biofilme (LANGSTRAAT, BOHSE & CLEGG, 2001; DI MARTINO et al., 2003; 

BODDICKER et al., 2006).  

Dentre os clusters gênicos de expressão de fímbrias mais estudados em 

Klebsiella pneumoniae estão o cluster mrK, responsável pela síntese de fímbrias do tipo 

3, e o cluster gênico fim, envolvido com a síntese de fímbrias do tipo 1. As fímbrias do 

tipo 3 promovem a aderência da bactéria em células epiteliais da traqueia, pulmão e rins 

(HORNICK et al., 1992; SEBGHATI et al., 1998), além de serem fundamentais no 

processo de formação de biofilme em superfícies bióticas e abióticas (SCHROLL et al., 

2010). Estas fímbrias desempenham, portanto, um papel importante no desenvolvimento 

de infecções nosocomiais em pacientes cateterizados (STRUVE, BOJER & 

KROGFELT, 2009; MURPHY & CLEGG, 2012). Por outro lado, as fímbrias do tipo 1 

são fundamentais para a infecção do trato genitourinário, pois promovem a adesão de K. 

pneumoniae em células uroteliais da bexiga (STRUVE, BOJER & KROGFELT, 2008). 

Além disso, as fímbrias tipo 1 também participam, juntamente com as fímbrias tipo 3, 

no processo de formação de biofilme.  

 

1.2. Mecanismos de regulação da expressão de fímbrias tipo 1 em Klebsiella 

pneumoniae 

Análise no genoma anotado de Klebsiella pneumoniae MGH 78578 (disponível 

em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=nuccore_gene& 

from_uid=152968582) revela a presença de pelo menos onze clusters gênicos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?LinkName=nuccore_gene&
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envolvidos com a síntese de fímbrias adesivas. Provavelmente em função dos múltiplos 

clusters gênicos de fímbrias, a regulação da expressão destas estruturas em Klebsiella 

pneumoniae é um mecanismo altamente intricado que envolve a participação integrada 

de reguladores de transcrição, de proteínas que se ligam ao DNA, de um mecanismo de 

variação de fase, e 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 fímbrias de K. pneumoniae apresentam organização gênica similar à 

encontrada em Escherichia coli (CLEGG et al., 1985; STRUVE, BOJER & 

KROGFELT, 2008). Além disso, as fímbrias expressas por K. pneumoniae apresentam 

homologia com as fímbrias 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. 

Pelo menos três clusters gênicos de expressão de fímbrias tipo 1 podem ser 

identificados no genoma de K. pneumoniae, sendo o mais caracterizado deles o cluster 

gênico fim. O cluster fim 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 de ancoragem na 

membrana externa (STRUVE, BOJER & KROGFELT, 2008). O papel do produto do 

gene fimI ainda é desconhecido e o gene fimK codifica um regulador transcricional. 

Um dos mecanismos de regulação da expressão de fímbrias tipo 1 em K. 

pneumoniae é o mecanismo 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). De acordo 
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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.  

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). Estes 

reguladores se ligam à região promotora dos genes fimB ou fimE e, ao regular a 

expressão dessas recombinases, regulam de forma indiretamente a expressão do cluster 

fim. 

Estudo conduzido em nosso laboratório mostrou que a expressão de fímbrias 

tipo 1 em Klebsiella pneumoniae também pode ser indiretamente modulada pelo 

regulador transcricional Fur (do inglês, ferric uptake regulator), por intermédio do ferro 

(MACIEL, 2012). Neste 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).  

A expressão de fímbrias tipo 1 em Klebsiella pneumoniae também pode ser 

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

cluster fim. Um desses fatores é o regulador FimK, codificado pelo gene homônimo. O 

gene fimK está ausente em E. coli e é encontrado somente no cluster fim de K. 

pneumoniae. Segundo Rosen e colegas (2008), o regulador FimK atua como um fator 

inibidor da expressão de fímbrias e da formação de biofilme e apresenta um papel na 

expressão não apenas de fímbrias, mas de outros fatores de virulência de K. pneumoniae 

envolvidos com a infecção do trato urogenital.  

Em K. pneumoniae o gene fimZ está localizado próximo a um cluster gênico de 

síntese de fímbrias ainda não caracterizado (WU et al., 2009). Este cluster gênico é 

composto de genes presentes nos loci KPN_02983 a KPN_02990 no genoma de 

Klebsiella pneumoniae MGH 78578. No entanto, diferentemente do regulador FimK, 

cujo papel na expressão de fímbrias tipo 1 está estabelecido em K. pneumoniae, FimZ é 

tão somente um potencial regulador da expressão de fímbrias tipo 1 em K. pneumoniae, 
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pois ainda são escassos os estudos de caracterização do papel deste regulador na síntese 

de fímbrias e na formação de biofilme. 

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.  

O mecanismo de regulação de síntese de fímbrias em S. enterica serovar 

Typhimurium difere substancialmente do que ocorre em E. coli, apesar da homologia 

entre os genes fim nestas duas bactérias. A região promotora do cluster fim de S. 

enterica não é uma sequência de DNA com inversão reversível, como ocorre com o 

elemento fimS de E. coli (CLEGG, HANCOX & YEH, 1996). Além disso, S. enterica 

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

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

reguladores codificados pelos genes fimZ, fimY e fimW. 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, 2001). Recentemente Wang e colegas (2014) 

demonstraram que o regulador FimY se liga na região promotora do gene fimZ, 

ativando-o. Os autores mostraram ainda que o complexo FimY-FimZ regula a expressão 

de outros genes fimbriais. 

De acordo com Yeh, Tinker e Clegg (2002), 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 de transcrição do gene. Segundo aqueles autores, o sítio de 

ligação é composto de duas repetições em tandem composta por 7 nucleotídeos, sendo 

que FimZ se liga em pelo menos 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. No que concerne à Klebsiella pneumoniae, pouco se 

sabe sobre os genes que são regulados pelo FimZ e qual a sequência nucleotídica de 

ligação deste regulador, na região promotora dos genes alvos. 

 

2. JUSTIFICATIVA  
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Klebsiella pneumoniae é um patógeno oportunista responsável por infecções nos 

tratos gastrintestinal, respiratório e geniturinário, sendo uma das principais causas de 

infecções hospitalares. Dentre os fatores de virulência de K. pneumoniae destacam-se as 

fímbrias adesivas, que desempenham um papel crucial na infecção do trato urinário, 

sobretudo ao promover a adesão e invasão das bactérias nas células uroteliais da bexiga. 

No entanto, os mecanismos que regulam a expressão deste fator de virulência em K. 

pneumoniae ainda são pouco compreendidos. 

Um dos possíveis reguladores da expressão de fímbrias em Klebsiella 

pneumoniae é o regulador transcricional FimZ. No entanto, ao contrário dos estudos que 

mostram uma ação positiva de FimZ na expressão de fímbrias tipo 1 em outras 

bactérias, pouco se sabe sobre o papel do FimZ em K. pneumoniae.  

A caracterização do regulador FimZ e dos genes que estão sob seu controle 

permitirá compreender se este regulador também está envolvido na regulação da 

expressão de fímbrias em K. pneumoniae, e se também está relacionado às infecções 

causadas por esta bactéria. 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral: 

O presente trabalho teve como objetivo identificar possíveis sítios de ligação do 

regulador transcricional FimZ na região promotora de genes que codificam fímbrias em 

Klebsiella pneumoniae. 

 

3.2. Objetivos específicos: 

1. Identificar, por meio de análises de bioinformática, possíveis sequências de ligação 

do regulador FimZ nas regiões promotoras do gene fimZ e de clusters gênicos que 

codificam fímbrias; 

1.1. Utilizar a sequência consenso do regulador FimZ de S. enterica para 

identificar sítios de ligação de FimZ no genoma de K. pneumoniae; 

1.2. Empregar o programa STRING para identificar genes possivelmente 

regulados por FimZ; 
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2. Confirmar a ligação da proteína FimZ nas sequências identificadas, por meio da 

técnica do EMSA (do inglês Electrophoretic Mobility Shift Assay). 

4. METODOLOGIA 

4.1. Cultivo de Klebsiella pneumoniae e extração de DNA genômico 

Para este estudo foi utilizada a linhagem Klebsiella pneumoniae ATCC 10031. 

As bactérias foram crescidas a 37 
o
C em meio LB líquido. DNA genômico da bactéria 

foi extraído por meio do kit Wizard
®

 Genomic DNA purification Kit (Promega). Ao 

final do processo de extração, o DNA isolado foi checado em eletroforese em gel de 

agarose, quantificado em espectrofotômetro e utilizado em experimentos de 

amplificação por PCR. 

 

4.2. Identificação de possíveis sequências regulatórias de FimZ 

Para a identificação de possíveis sítios de ligação do regulador FimZ de K. 

pneumoniae foi utilizada a sequência consenso do regulador FimZ de Salmonella 

enterica descrita por Yeh, Tinker e Clegg (2002). Esta sequência consenso foi utilizada 

na busca por prováveis sítios de ligação do regulador FimZ na região promotora do gene 

fimZ e de clusters gênicos que codificam fímbrias em K. pneumoniae. 

Além disso, foi utilizado o programa STRING – Functional Protein Association 

Networks (http://string-db.org/) para a identificação de possíveis genes que interagem e 

são regulados por FimZ em K. pneumoniae. A sequência consenso do regulador FimZ 

de Salmonella enterica foi utilizada para uma busca por prováveis sítios de ligação na 

região promotora destes genes. 

Todas as possíveis sequências identificadas foram utilizadas na construção da 

sequência consenso do regulador FimZ de K. pneumoniae, por meio do programa 

WEBLOGO (http://weblogo.berkeley. edu/logo.cgi). 

Estas análises de bioinformática foram conduzidas a partir do genoma de 

Klebsiella pneumoniae anotado no National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), e a identificação de sequências homólogas foi realizada usando o programa 

BLAST do NCBI. Uma vez identificado algum provável sítio de ligação, 

oligonucleotídeos sense e antissense contendo a sequência nucleotídica deste sítio foram 
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desenhados e anelados entre si, para a obtenção de sondas dupla fita. Estas sondas serão 

marcadas com biotina, para serem utilizadas nos experimentos de EMSA. 

 

4.3. Análise por EMSA 

A técnica de EMSA (do inglês Electrophoresis Mobility Shift Assay) será 

empregada com o objetivo de validar os prováveis sítios de ligação do regulador FimZ, 

identificadas na região promotora dos clusters gênicos que codificam fímbrias. Para esta 

análise serão utilizados o regulador FimZ purificado de K. pneumoniae e sondas dupla 

fita contendo a sequência nucleotídica dos prováveis sítios de ligação.  

O regulador FimZ de K. pneumoniae foi obtido por meio da clonagem do gene 

fimZ no vetor de expressão pET-28a (Novagen). O gene fimZ de K. pneumoniae foi 

amplificado por PCR a partir de DNA genômico isolado conforme descrito no item 4.1. 

Tanto o gene fimZ amplificado quanto o vetor foram digeridos com as enzimas de 

restrição XhoI e NdeI (Fermentas) e, em seguida, purificados por meio da excisão de 

bandas em gel de agarose, utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 

System (Promega). Por fim, o gene fimZ foi clonado no vetor pET-28a por meio de 

reação de ligação com a enzima T4 DNA ligase (New England Biolabs). Células de E. 

coli DH5α foram transformadas com o vetor recombinante pET-28a+fimZ, e clones 

recombinantes foram obtidos por meio de minipreps com o kit Wizard Plus SV 

Minipreps (Promega).  

Para a expressão e purificação do regulador FimZ de K. pneumoniae será 

utilizada a linhagem de E. coli BL21(DE3) transformada com o vetor recombinante 

pET-28a+fimZ. Células BL21(DE3) recombinantes serão cultivadas em meio LB 

líquido a 37C e 250 r.p.m., e a expressão do gene fimZ será induzida após a adição de 1 

mM de IPTG (concentração final) e incubação da cultura por 4 horas. Após este 

período, as células serão coletadas e lisadas com o kit Cellytic
TM

 Express Tablets 

(Sigma-Aldrich) para a obtenção das proteínas totais. A purificação da proteína FimZ 

será realizada com o auxílio do kit His-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich), 

seguindo recomendações do fabricante. Por fim, a qualidade da proteína FimZ será 

analisada em gel SDS-PAGE a e a concentração da proteína será determinada pelo 

método de Bradford. 
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As sondas dupla fita serão geradas a partir do anelamento de oligonucleotídeos 

(fitas sense e antisense) contendo a sequência nucleotídica dos prováveis sítios de 

ligação do FimZ. As sondas dupla fita serão marcadas com biotina com o auxílio do kit 

Biotin 3’ End DNA Labeling Kit (Pierce/Thermo Scientific).  

Para a realização do EMSA será utilizado o kit LightShift Chemiluminescent 

EMSA Kit (Pierce/Thermo Scientific), e os resultados serão visualizados após detecção 

com o kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Pierce/Thermo Scientific) 

seguido de exposição das membranas em filme raio-X e revelação dos filmes, segundo 

as recomendações do fabricante. 

 

4.4. Técnicas básicas de biologia molecular 

As técnicas básicas de biologia molecular como, por exemplo, eletroforese de 

ácidos nucléicos, digestão enzimática do DNA, clonagens, e etc, serão realizadas 

conforme Sambrook e Russel (2001). 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Identificação de sequências regulatórias de FimZ em K. pneumoniae 

A identificação de possíveis sítios de ligação do regulador FimZ de K. 

pneumoniae foi realizada por meio de análises de bioinformática. Para tal, foi utilizada a 

sequência consenso do regulador FimZ de Salmonella entérica, conforme descrito por 

Yeh, Tinker e Clegg (2002). De acordo com estes autores, o sítio de ligação do 

regulador FimZ na região promotora do gene fimA de S. enterica está localizado entre 

os nucleotídeos -50 a -100 a montante do sítio de início de transcrição do gene e é 

composto de duas sequências idênticas de 7 nucleotídeos e repetidas em tandem. Esta 

sequência consenso foi, então, utilizada para a busca de sequências similares na região 

promotora do gene fimA, do cluster gênico fim de K. pneumoniae. A Figura 1 ilustra o 

provável sítio de ligação de FimZ identificado nesta região. 
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Figura 1. Região promotora do gene fimA (cluster fim), mostrando o códon 

de início ATG (em verde) e as sequências de 7 nucleotídeos (em azul e 

amarelo), dispostas como uma repetição em tandem (setas acima das 

sequências). 

 

 O provável sítio de ligação de FimZ identificado no gene fimA de K. 

pneumoniae é composto de uma sequência repetitiva direta, de 7 nucleotídeos e 

localizada a 64 nucleotídeos a montante do códon iniciador do gene fimA do cluster fim 

de K. pneumoniae. As características desta sequência (repetição em tandem, números de 

nucleotídeos que a compõe e localização) vai de encontro ao descrito por Yeh, Tinker e 

Clegg (2002). Apesar de este ser um resultado inédito na literatura, até o presente 

momento não se sabe se esta sequência repetitiva é realmente um sítio de ligação de 

FimZ.  

Para a identificação de outros genes possivelmente regulados por FimZ, foi 

realizada uma análise no programa STRING – Functional Protein Association Networks. 

Este programa revela as interações conhecidas e preditas do regulador FimZ com outras 

proteínas de K. pneumoniae. 

Conforme mostra a Figura 2, o programa STRING indicou que FimZ interage 

com genes do próprio cluster gênico de fimZ (loci KPN_02984, KPN_02985 e 

KPN_02986), além de outros loci gênicos (loci KPN_01341 e KPN_02252, e genes 

ynfA e yrfB).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tgtgcagagccggcagccggaccactcggCTGAAATCTGAAATgcctggaaggca

caacggctgccaatccggttcgttatttcgacatcgttcaaaggaaaacagtATG 
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Figura 2. Análise no programa STRING, indicando as interações do 

regulador FimZ com loci gênicos de Klebsiella pneumoniae.  

 

A sequência identificada na região promotora do gene fimA (Figura 1) foi, então, 

utilizada para a busca de prováveis sítios de ligação do FimZ nos genes identificados no 

programa STRING; ou seja, na região promotora dos genes que compõe o cluster 

gênico de fimZ (loci KPN_02983 a KPN_02986) e na região promotora dos outros loci 

gênicos identificados.   

A Figura 3 mostra que a região promotora do gene fimZ apresenta uma 

sequência de 7 nucleotídeos bastante similar àquelas identificadas na região promotora 

de fimA. Esta sequência está localizada a 146 nucleotídeos a montante do sítio de início 

de transcrição do gene fimZ. No entanto, a sequência identificada no gene fimZ difere da 

sequência encontrada no gene fimA em apenas 1 base nucleotídica: no gene fimA está 

presente a sequência CTGAAAT, enquanto que no gene fimZ está presente a sequência 

CTTAAAT (o grifo identifica a base nucleotídica discordante). Além disso, no gene 

fimZ foi encontrada apenas uma cópia da sequência de 7 nucleotídeos; ou seja, a 

sequência não está disposta como uma repetição em tandem (Figura 3). 

 

fimA 

fimD 

fim 

fimZ 
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Figura 3. Região promotora do gene fimZ, mostrando o códon ATG (em 

verde) e a provável sequência nucleotídica única de ligação do regulador 

FimZ (em azul).  

 

 

Yeh, Tinker e Clegg (2002) também identificaram apenas uma cópia da 

repetição de 7 nucleotídeos na região promotora do gene fimZ de S. enterica, mais 

precisamente a 352 nucleotídeos a montante do sítio de início de transcrição do gene 

fimZ. Em razão desta longa distância, os autores sugerem que esta sequência talvez seja 

um elemento acentuador da transcrição do gene fimZ. Os autores concluem que em S. 

enterica o regulador FimZ regula não apenas o cluster fim, mas também a expressão de 

seu próprio gene. É possível que isto também ocorra em K. pneumoniae, dadas as 

semelhanças das sequências encontradas na região promotora do gene fimZ de S. 

enterica e de K. pneumoniae. 

As análises no programa STRING indicaram outros genes cluster gênico de fimZ 

possivelmente regulados por FimZ, tais como os genes do loci KPN_02984, 

KPN_02985 e KPN_02986 (Figura 2). De fato, sequência nucleotídica similar à 

observada no gene fimZ foi encontrada na região promotora do gene fimA (loci gênico 

KPN_02984), que codifica uma pilina (a subunidade major das fímbrias do tipo 1) e do 

gene fimD (loci gênico KPN_02986), que codifica uma proteína de membrana externa 

responsável pela exportação e montagem da fímbria do tipo 1). Como ilustra a Figura 

4A, o provável sítio de ligação do regulador FimZ está localizado a 14 nucleotídeos a 

montante do sítio ATG do gene fimA. A Figura 4B mostra que o sítio de ligação de 

FimZ está localizado a 76 nucleotídeos a montante do sítio ATG do gene fimD. 

No entanto, as sequências identificadas nos genes fimA e fimD diferem da 

sequência encontrada no gene fimA do cluster fim em apenas 1 base nucleotídica: no 

gene fimA está presente a sequência CTGAAAT (Figura 1), enquanto que nos genes 

fimA e fimD está presente a sequência ATGAAAT (o grifo identifica a base nucleotídica 

tagttgaatCTTAAATtataaccctctgattaataagtaaaaacacttcatgcaa

caactttcgttaggatttttctaatgatcgtgcttatcatcttatttactcccct

cctctccagcagtaatacttggttacagaagcagtgtataaggaaatacattATG 
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discordante). Assim como o observado no gene fimZ, apenas uma cópia da sequência de 

7 nucleotídeos foi encontrada na região promotora dos genes fimA e fimD; ou seja, a 

sequência não está disposta como uma repetição em tandem (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Região promotora do gene fimA (A) e do gene fimD (B), 

mostrando a provável sequência nucleotídica única de ligação do regulador 

FimZ (em azul). O códon ATG está indicado em verde.  

 

A partir de todas as sequências identificadas foi possível deduzir uma provável 

sequência consenso do regulador FimZ de K. pneumoniae, por meio do programa 

WEBLOGO. A Tabela 1 mostra as sequências identificadas e a provável sequência 

consenso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

agggtcacaacagaaggaattggctatgaaaATGAAATcactttgcctggcaATG 

B 

gccagcatgcagcgcttgcataaaATGAAATatattaatgattacggcgccgttg

ttgatattccaataaaaaaataaACGTCGCACCTCTTTAGGGAGATAGAGTGATG 
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Tabela 1. Possíveis sequências de ligação do regulador FimZ, identificadas 

em genes que codificam fímbrias em K. pneumoniae. Abaixo da Tabela está 

representado o logo da provável sequência consenso (conforme 

WEBLOGO). 

Gene Sequência identificada 

fimA (cluster fim)   CTGAAAT 

fimZ (cluster fimZ)   CTTAAAT 

fimA (cluster fimZ)   ATGAAAT 

fimD (cluster fimZ)   ATGAAAT 

Sequência consenso 

(K. pneumoniae) 

aTgAAAT 

 

 

 

 

 

 

 

Os demais genes (ynfA e yrfB) loci gênicos (loci KPN_01341 e KPN_02252) 

identificados no programa STRING não apresentaram, em sua região promotora, 

possíveis sítios de ligação do regulador FimZ. Estas regiões estão sendo reavaliadas, 

utilizando variações em apenas 1 nucleotídeo da sequência consenso definida na Tabela 

1. 

5.2. Análise por EMSA 

Inicialmente foi realizada a extração do DNA genômico de K. pneumoniae 

ATCC 10031, e a confirmação do DNA genômico como sendo desta bactéria. A Figura 

5 mostra o DNA extraído (Fig. 5A) e amplificação do gene 16S de K. pneumoniae (Fig. 

5B).  

Este DNA genômico extraído foi então utilizado para a amplificação do gene 

fimZ de K. pneumoniae (Figura 6). Como esta amplificação apresentou bandas 

inespecíficas (Fig. 6A), foi necessário a excisão e purificação da banda de 721 pares de 

bases correspondente ao gene fimZ com o kit Wizard SV gel PCR-Clean Up System 

(Fig. 6B). 
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Figura 5. Em A, o DNA genômico extraído de K. pneumoniae ATCC 

10031 (seta). Em B, a amplificação do gene 16S K. pneumoniae (seta, 96 

pares de bases), confirmando se tratar de DNA genômico desta bactéria. M, 

marcador de peso molecular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Em A, amplificação do gene fimZ (seta) e a presença de bandas 

inespecíficas. Em B, apenas o amplicon do gene fimZ, após a purificação do 

gel. M, marcador de peso molecular.  

 

 

A etapa seguinte envolveu a digestão do gene fimZ amplificado e do vetor de 

expressão pET-28a com as enzimas de restrição Nde I e Xho I. Desta forma, tanto o 

gene quanto o vetor apresentaram extremidades coesivas, o que facilitou a reação de 

ligação e clonagem do gene no vetor. A Figura 7 mostra o vetor pET-28a antes (Fig. 

7A) e após (Fig. 7B) a digestão e purificação por excisão da banda do gel de agarose.   
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Figura 7. Vetor pET-28a antes (A) e após (B) a digestão e purificação por 

excisão da banda do gel de agarose. M, marcador de peso molecular.  

 

 

Após a clonagem do gene fimZ no vetor pET-28a, o vetor recombinante 

(recombinante pET-28a+fimZ) foi utilizado na transformação de células de E. coli 

DH5α. As células DH5α transformadas foram então utilizadas para a obtenção de clones 

dos vetores recombinantes, por meio de minipreps com o kit Wizard Plus SV Minipreps. 

A Figura 8 mostra a obtenção dos vetores recombinantes de duas células DH5α 

transformadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Minipreps do vetor recombinante pET-28a+fimZ, a partir das 

colônias 1 e 2 de DH5 transformadas.  M, marcador de peso molecular. 

 

 

Os clones recombinantes foram utilizados para a transformação da linhagem de 

E. coli BL21(DE3). O regulador FimZ será expresso e purificado a partir das células 
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BL21(DE3) transformadas. As células transformadas foram cultivadas em meio LB 

liquido 37°C e 200 r.p.m. ate abtenção de uma D.O. (densidade observada) de 0,6nm, ao 

atingir foi adicionado IPTG ao inóculo e este encubado por mais 4 horas. Após este 

período as células foram coletadas e lisadas pelo kit Cellytic
TM

 Express Tablets (Sigma-

Aldrich). 

Com a proteina total ja obtida, partimos para a purificação deste material 

utilizando o kit His-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich), o protocolo aplicado foi 

o fornecido pelo fabricante. As lavagem propostas no protocolo foram coletados em 

momentos diferentes gerando três alicotas da proteina fimZ. Com a proteina purificada, 

as três alicotas passaram pelo processo de dialise com o kit Snake Skin Dialyses Tubing 

(Thermo Scientific). 

 

 

Figura 9. Proteína FimZ purificada antes (1) e após (2) a diálise. A seta 

indica a proteína purificada. M representa o marcador de peso molecular. 

 

 As sondas dupla fita foram geradas apartir do anelamento de oligonucleotídios 

(fita sense e antisense) contendo a sequência nucleotídica dos prováveis sítios de ligação 

do FimZ. 
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Figura 10. Em 2 e 7 vemos as fitas simples dos oligonucleotídeos 

respectivameste, bFZ-ecpA contendo 31 pb, e bFimZ-Salmod contendo 44 

pb.  Os demais são oligonucleotídeos anelados seguindo: boxFimZ (1), bFZ-

ecpA (3), ecpR-FUR (4), bFimZ-Sal (5), bFimZ-Salmod (7). 

 

As analeses dos oligosnucleotídeos anelados frente as fitas simples nos 

mostraram que o anelamento entre a fitas sense e antisense ocorreram de fato. O passo 

seguinte foi a efetuação do EMSA. A figura 11 nos mostra a confirmação da interação 

do regulador FimZ na região promotora dos genes fimA de S. enterica e fimA e ecpA de 

K.pneumoniae. 

 

 

Figura 11. Ensaio EMSA realizado na ausência (–) e na presença (+) da 

proteína FimZ purificada e com as sondas do gene fimA de S. enterica (Fig. 

11A) e dos genes fimA (Fig. 11B) e ecpA (Fig. 11C) de K. pneumoniae. As 

setas brancas indicam a sonda somente, enquanto que as setas pretas 

indicam formação do complexo sonda + FimZ e o shift da banda. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Este estudo pretendeu aplicar análises de bioinformática na identificação de 

possíveis sítios de ligação do regulador transcricional FimZ na região promotora de 

genes que codificam fímbrias em Klebsiella pneumoniae. O estudo pretendeu, ainda, 

validar os sítios identificados por meio da técnica de EMSA. As análises de 

bioinformática aplicadas neste projeto permitiu a identificação de possíveis sítios de 

ligação do regulador FimZ em vários genes de Klebsiella pneumoniae que estão 

envolvidos com a síntese de fímbrias. Também foi possível construir uma provável 

sequência consenso do regulador FimZ em K. pneumoniae, o que contribuirá para 

estudos futuros de identificação desta sequência em outros genes fimbriais nesta 

bactéria. e por meio dos resultados do ensaio EMSA, podemos supor que as sequências 

são de fato reguladas por FimZ. 

Em suma, os resultados obtidos neste estudo são inéditos na literatura, o que 

ressalta a importância e o impacto que tais dados podem trazer na compreensão da 

patogenicidade de K. pneumoniae.  
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