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Iron (Fe) is an essential element and the ability to acquire it in vivo has been des-
cribed in several pathogens as virulence factors. Global analyses of transcripts during
iron deprivation have been described by microarray studies, however recently RNA-seq
analysis showed superior results. The high pathogenic swine strain of Pasteurella mul-
tocida (BRMSA 1113) was grown in two conditions with different concentrations of Fe
(control and deprivation) in order to analyze the differentially expressed transcripts. The
total RNA of the two conditions was extracted and sequenced by new generation lon
Torrent plataform. Data were analyzed in lon Reporter™ Software and processed in Ro-
ckhopper software. Sequence analysis shows 1,341,615 readings with median length of
81pb, with 96% of alignment to the reference genome Pasteurella multocida strain 3489,
and 98.8% accuracy. Reads mapping to genome of P. multocida in these two conditions
detected 2,652 transcripts, which 177 (6.7%) were differentially expressed, with 93 in
the control condition (Fe+) and 84 provided with iron deprivation condition (Fe-). In
condition (Fe-), differential expressed transcript profile were associated to function of
cellular transport (fbpABC, high-affinity Fe?*/Pb** permease and periplasmic protein pro-
bably involved in hight-affinity Fe’*), transcptional regulators and hypothetical proteins.
The control condition (Fe+) shows differential expressed transcripts profile associated
to RNA anti-sense (asRNA) energetic metabolism genes (fructose-1,6-bisphosphatase).
The study showed that the Fe restriction increases the expression of genes involved in
cellular transport, transcriptional regulators, hypothetical and unknown proteins, and
also allowed the identification of High-affinity Fe**/Pb?* permease e Periplasmic protein
probably involved in high-affinity Fe?, that constitute a possible alternative route for Fe
absorption.

INDEX TERMS: Pasteurella multocida, pasteurellosis, gene expression, Fe deprivation, RNA-seq, new
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RESUMO.- Ferro (Fe) é um elemento essencial e a capacida-
de de adquiri-lo in vivo tém sido descrita em diversos agen-
tes patogénicos através de fatores de viruléncia. Andlises
de transcritos durante a privagdo de Fe tem sido descritos
através da técnica de “microarray”, entretanto a técnica de
RNA-seq recentemente tem demonstrado resultados supe-
riores. Neste trabalho, o isolado de Pasteurella multocida
(Pm 16759) altamente patogénico em suinos foi cultivado
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em duas condi¢cbes com diferentes concentragdes de Fe
(controle e privagdo) com o objetivo de analisar transcritos
diferencialmente expressos. O RNA total das duas condi-
¢oes foi extraido e sequenciado através da plataforma de
nova geracdo lon Torrent. Os dados foram analisados no
Software lon Reporter™ e processados no programa Ro-
ckhopper. Foram obtidas 1.341.615 leituras com tamanho
médio de 81pb, com 96% de alinhamento com o genoma
de Pasteurella multocida subsp. multocida 3480 e 98,8% de
acuracia. No mapeamento das leituras das duas condigdes,
observou-se 2,652 transcritos e destes, 177 (6,7%) foram
diferencialmente expressos, sendo 93 na condi¢io contro-
le (Fe+) e 84 na condicdo de privacdo (Fe-). Na condigdo
de privacio de Fe, o perfil de transcritos foram associados
a funcdo de transporte celular (fbp ABC, permease de alta
afinidade com Fe?*/Pb** e proteina periplasmdtica de alta
afinidade com Fe?*), reguladores transcricionais e proteinas
hipotéticas. O perfil na condi¢do controle (Fe+) apresen-
tou transcritos diferencialmente expressos associados ao
RNAs anti-sense (asRNA) e genes do metabolismo energé-
tico (fructose-1,6-bisfosfatase). O estudo comprovou que a
restricdo de Fe aumenta a expressdo de genes envolvidos
no transporte celular, reguladores transcricionais, protei-
nas hipotéticas e desconhecidas e permitiu ainda a identi-
ficacdo de novos genes como a permease de alta afinidade
com Fe?”/Pb* e proteina periplasmdtica de alta afinidade
com Fe?*, que configuram uma possivel via alternativa de
absorcdo de Fe.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Pasteurella multocida, pasteurelose, ex-
pressdo génica, privagdo de Fe, RNA-seq, sequenciamento de nova
geracao.

INTRODUCAO

Pasteurella multocida (P. multocida) é um cocobacilo gram-
-negativo, pertencente a familia Pastereullaceae e é classi-
ficada de acordo com a capsula de polissacarideo (A, B, D,
E e F) e antigenos somaticos (1-16) (Harper et al. 2014). P
multocida é um importante agente patogénico responsavel
por causar doenca em diversas espécies de hospedeiros,
tais como a colera avidria em galinhas e perus, septicemia
hemorragica em bovinos e bubalinos (Harper et al. 2006,
Petersen et al. 2014), pneumonia, rinite atrofica e septice-
mia em suinos (Pijoan 2006, Ujvari et al. 2015) e septice-
mia em humanos (Collins et al. 2012, Nagata et al. 2013,
Narsana & Farhat 2015). Embora a P multocida raramen-
te ocasione a morte de animais, o problema respiratério
gerado por sua infecgdo leva a redugido do ganho de peso
acarretando expressivas perdas econdémicas (Conceicdo &
Dellagostin 2006, Shivachandra et al. 2014).

Estudos sobre a proliferagdo de bactérias e fungos no
tecido do hospedeiro tém demonstrado que seu cresci-
mento é limitado ndo s6 por mecanismos de defesa do hos-
pedeiro, mas também pela disponibilidade de nutrientes,
como o Ferro (Fe), importante fator de crescimento que
participa de processos biolégicos essenciais como trans-
porte de oxigénio, regulacdo génica e sintese de DNA (Es-
colar et al. 1999, Paustian et al. 2001, Paustian et al. 2002,
Madigan et al. 2010, Ding et al. 2014). A necessidade de Fe
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e a capacidade de adquiri-lo in vivo tém sido descrita em
diversos agentes patogénicos como fatores de viruléncia
(Lee etal. 2007).

Em bactérias patogénicas, um dos fatores que desenca-
deiam a infec¢do e consequentemente a sua colonizacdo é a
privac¢do de Fe quando em contato com o hospedeiro, pois a
quantidade de Fe livre é estritamente limitada e geralmen-
te ligada a proteinas, tais como transferrina, lactoferrina e
ferritina (Denner & Potter1989, Stuchi 2012). P multocida,
assim como outras bactérias, desenvolveu mecanismos
basicos para adquirir Fe através de agentes quelantes (si-
derdéforos) que captam o Fe de hidréxidos férricos ou por
receptores a partir de proteinas do hospedeiro (Jacques et
al. 1994, Wilson & Ho 2013). O sequenciamento do genoma
de P multocida Pm70 revelou que 2,5% do genoma da bac-
téria correspondem a 53 proteinas codificadas similares as
envolvidas no metabolismo do Fe (May et al. 2001).

Até recentemente a andlise de transcritos expressos por
patégenos de interesse médico eram baseados apenas em
técnicas de microarray, o que vem sendo complementado e
melhorado pelas técnicas de sequenciamento de nova ge-
racdo (Paustian et al. 2001, Paustian et al. 2002, Kogenaru
etal. 2012).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a respos-
ta transcricional de genes bacterianos frente a privacdo de
Fe, semelhante ao ocorrido durante o processo de infecgao,
através de sequenciamento de nova geracdo, permitindo
maior entendimento da patogenia da doenca e consequen-
te auxilio na prevencio e tratamento mais eficaz das pas-
teureloses.

MATERIAL E METODOS

Isolado bacteriano e delineamento experimental. O iso-
lado de Pasteurella multocida (Pm 16759), sorotipo A foi obtido
de uma lesdo de pleuropneumonia fibrinonecrossupurativa focal-
mente extensa acentuada de um suino livre de patdgeno especifico
(Specific Pathogen Free - SPF), previamente inoculado com a cepa
BRMSA 1113 no estudo realizado por Oliveira Filho et al. (2015).

Condicdes de cultivo. Inicialmente, o pré-indculo foi cultiva-
do em 3ml de caldo infusdo cérebro e coragdo (Brain Heart Infu-
sion - BHI) e incubado a 37°C por 18h. Posteriormente adicionou-
se 180ml de caldo BHI e incubou-se a 37°C sob agita¢do (60rpm)
por quatro horas e trinta minutos até atingir 0,7 na DO, . Em
seguida, o caldo foi dividido em duas aliquotas de 90ml, que fo-
ram entdo centrifugadas a 1000g por 30 minutos para formacdo
de sedimento (pellet), que foram lavados com tampao fosfato-sa-
lino (phosphate buffered saline - PBS) 1% e ressuspendidos em
180 mL de caldo BHI. Para a condig¢do de restricdo de Fe (Fe-) foi
adicionado ao meio o quelante 2,2’-bipyridyl, na concentracdo
de 0,150mM e incubados a 37°C com agitagdo por 60 minutos .
A condigdo sem adi¢do do quelante (Fe+) foi considerada como
controle (Paustian et al. 2001).

Extracido de RNA. O RNA total das duas condic¢des foi extraido
usando o protocolo descrito por Sambrook & Russel (2004), pos-
teriormente tratados com a enzima DNAse [ (Fermentas™) e com
RiboMinus™ Bacteria Transcriptome Isolation Kit (Invitrogen™),
conforme instrucdo do fabricante para remo¢do de DNA gen6mico
e RNA ribossoémico.

Sequenciamento em JIon Torrent. Os produtos de RNA ex-
traidos das populagdes em cada condicdo de cultivo (Fe+ e Fe-)
foram fragmentados usando a enzima RNAse III (Ion RNA-Seq
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Core Kit v2, 12-Reaction Kit - Life Technologies ™) e imediata-
mente purificados com o Kit Magnect Bead Cleanup Module (Life
Technologies™), quantificados por kit Qubit RNA High Sensivite
(Life Technologies™) e entdo checados no Bioanalyzer (Agilent
Technologies™). Em seguida, as amostras foram hibridizadas
e entdo ligadas ao adaptador lIon Adapter Mix V2 e submetidas
a Transcricdo Reversa para a sintese do DNA complementar
(cDNA), purificadas e entdo amplificadas. Essas etapas foram
conduzidas utilizando o lon Total RNA-seq Kit V2. Para indexagdo
das amostras e amplificagdo da biblioteca foi utilizado o Kit lon
Xpress™ RNA-Seq Barcode. Apds a amplificagdo todas as amos-
tras foram quantificadas no Qubit RNA HS e padronizadas na
mesma concentragdo. A PCR de emulsificagio foi realizada utili-
zando o Ion OneTouch™ 2 System (Life Technologies™), seguindo
as normas de inicializa¢do e calibragem do fabricante, utilizando
o lon PGM™ Template OT2 200 Kit. O sequenciamento foi realiza-
do no Ion PGM™ System usando o lon 318™ Chip v2 e o lon PGM™
Sequencing 200 Kit.

Processamento dos dados. O programa Rockhopper® foi
utilizado para andlise dos dados do sequenciamento seguindo
as instrucdes do desenvolvedor (Tjaden 2015). As sequéncias
das amostras em condi¢ido Fe+ e Fe- foram alinhadas e mapea-
das com o genoma de Pasteurella multocida subsp. multocida str.
3480 (GenBank NC_017764.1). Utilizaram-se duas estimativas da
variancia de expressdo e, em seguida, executou-se um teste esta-
tistico para determinar se o transcrito tem expressdo diferencial
em duas condig¢oes, calculando-se “pValue” que indica essa pro-
babilidade. Estes foram corrigidos pelo procedimento Benjami-
ni-Hochberg para obtencdo dos valores de gValue. Considerou-se
diferencialmente expressos genes que apresentaram qValue entre
zero e 0,01. A classificacdo funcional dos transcritos foi obtida
através do banco de dados Kyoto Enciclopédia de Genes e Geno-
mas (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG).

Sintese da primeira fita de cDNA. A reacdo de transcri¢do
reversa foi realizada utilizando 750ng de RNA total das duas con-
digdes de cultivo (Fe+ e Fe-), Randon Primer (Sambrook & Russel
2004), enzima M-MLV transcriptase reversa (Invitrogen) e DTT
0.1M (Invitrogen). A ordem e as etapas de incubag¢do foram reali-
zadas de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Transcriptase reverse quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR). Para a andlise de RT-qPCR foram selecio-
nados nove transcritos diferencialmente expressos, com qValue
positivo mais préximo de zero, e um gene controle endégeno, com

Quadro 1. Genes diferencialmente expressos e gene
normalizador selecionados para realizagao do RT-qPCR

Genes diferencialmente expressos

Locus tag Gene

NTO08PM_2244

qValue

3-dehidroquinato sintetase ~ 7.988740364664123-7

NTO8PM_0862  Permease de alta afinidade  2.6223417380407115-4
com Fe2+/Pb2+
NTO8PM_0609 Ferritina contendo Ferro de 4.26956153985527-5

origem ndo hemica
Proteina periplasmdtica
de transporte de alta
afinidade com Fe2+

NT08PM_0863 8.3557096185621-8

NT08PM_0913 AfeA 1.276604369360765-6
NTO8PM_1342 FbpA 3.292282860269677-34
NT08PM_1343 FbpB 1
NTO08PM_1344 FbpC 1

Provdvel oxidase 5.551789007198091-6
coproporfirogenio 111

oxigénio-independente

NTO08PM_2004

Gene controle endégeno

NTO8PM_1938 Transaldolase 1

qValue igual a um (Quadro 1). Os primers utilizados foram obtidos
através da analise das sequéncias depositadas no Centro Nacional
de Informacgdo Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology
Information - NCBI) a partir do genoma completo de Pasteurel-
la multocida subsp. multocida str. 3480 (GenBank NC_017764.1)
(Quadro 2). Para validagdo dos transcritos expressos, a reagio da
primeira fita do cDNA foi submetida a analises por RT-qPCR, utili-
zando-se mistura SYBR green qPCR mix (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA) no sistema Step One real-time PCR system (Applied
Biosystems Inc.). As reacdes foram realizadas em triplicata para
cada amostra de cDNA e os niveis de expressao relativa dos trans-
critos foram calculados utilizando-se o método de 22 (Bookout
et al. 2006). Para identificar diferencas dos niveis de expressdo
de cada gene submetido ao RT-qPCR entre os tratamentos (Fe+ e
Fe-) foi aplicado o teste de t-Student admitindo-se como niveis de
significancia valores de p<0.05.

Quadro 2. Primers ultilizados na amplifica¢do dos genes
diferencialmente expressos e gene controle endégeno na
técnica de RT-qPCR

Genes diferencialmente expressos

Gene Primers

5’- AGCGTACACAGCGTGATAAA -'3
5’- TCGGCAATTTCTTCATACAAAGG -3’
5- GCGAGCTGATTTGCTTGTTG -3’

3-dehidroquinato sintetase

Permease de alta afinidade

com Fe2+/Pb2+ 5- AAGCTGAACTCGAAGGCTATTT -3’
Ferritina contendo Ferro de origem  5"- TCATCAGCATGGCGTAAAAG -3’
ndo hemica 5- CAACGGAAAGGGGTCAGTTA -3’

Proteina periplasmdtica de transporte 5’- ACACCAGTTTCTTCATCGGTAT -3’
de alta afinidade com Fe2+
5'- TGGTCCACACTATGGCTTAAAT -3’
AfeA 5- TTGTTGTGGTGTGCCTTGTT -3’
5- TGCCAAAATTCCTGAAGGTC -3’

FbpA 5~ AAAGCCAATGCGGTGAAATTAG -3’
5- CTGGGTACTCATGGTTCAACTC -3’

FbpB 5"- CGGTGATCGCTTCTGTTGTA -3’
5- CCGAGGGAGGAAAGTTGTAAG -3’

FbpC 5- TCCAACGGGAAGCCAATAAG -3’

5- TTCCACTGCCTTGCTCAT C -3’
Provdvel oxidase coproporfirogenio 11l 5- CGCTTCTTCTAAGGTCTGGTTAG -3’
oxigénio-independente
5’- ACGTTTAGGTCGCATCCATAAT -3’
Gene controle endégeno
Transaldolase 5- GACGGTTGTTGTCGCAGATA -3’
5’- GGCGTGGACAATCACTTTTT -3’

RESULTADOS

RNA-seq

A andlise dos dados através do Software lon Reporter™
resultou em 1,341,615 leituras, sendo 583,217 na condi-
¢do com tratamento (Fe-) e 758,217 na condi¢do controle
(Fe+). O tamanho médio das sequéncias foram de 81 pares
de base (pb), com amplitude de 86 pb a 118 pb. As sequén-
cias das duas bibliotecas apresentaram um alinhamento de
96% com o genoma de referéncia e 98,8% de acuracia.

Foram mapeados no genoma de P. multocida nas duas
condi¢des 2,652 transcritos, destes 177 (6,7%) foram di-
ferencialmente expressos, sendo 93 na condi¢do controle
(Fe+) e 84 na condi¢do com tratamento (Fe-).

Na condi¢ao com privagdo de Fe, foram diferencialmen-
te expressos 20 genes (Quadro 3), 8 proteinas hipotéticas,
26 antisenses e 30 RNAs preditivos. Na condi¢do Fe+ foram
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Quadro 3. Genes diferencialmente expressos de P. multocida
nas condi¢des de tratamento (Fe-) e controle (Fe+) com base
na analise de dados do sequenciamento pelo Ion Torrent

Genes diferencialmente expressos na condi¢ao Fe-

Locus tag

Transcritos qValue

NTO08PM_0596
NT08PM_0398
NTO08PM_2244
NT08PM_0739

NTO08PM_1353
NT08PM_0862

NT08PM_0886
NT08PM_0609
NT08PM_0920
NT08PM_0933

NTO08PM_1125
NTO08PM_1147

NT08PM_0863

NT08PM_0913
NTO8PM_1342
NTO08PM_1343
NTO08PM_1344
NT08PM_1536
NT08PM_1974
NTO08PM_2004

Proteina OppA 0.0031399542654867774
Tetraacildisaccaride 4’-kinase 0.0015660821716683327
3-dehidroquinato sintetase 7.988740364664123-7

Sistema de liberagcdo 0.0
de lipoproteinas, Proteina
de ligagdo de ATP
Transportador ABC de 2,25-3

proteina de ligacdo com ATP
Permease de alta afinidade
Fe2+/Pb2+
Excinuclease ABC subunidade B 0.0013981561753452444
Ferritina contendo ferro ndo hemico 4.26956153985527-5

2.6223417380407115-4

Proteina YccF 0.08880683713271024
Proteina RnfG de transporte 0.0
de eletrons
Proteina recombinante RecR 0.0
Provdvel Sintase 6-piruvoil ~ 0.004336800435606551

tetrahidrobiopterina

Proteina periplasmdtica de 8.3557096185621-8

transporte de alta
afinidade com Fe2+

AfeA 1.276604369360765-6
FbpA 3.292282860269677-34
FbpB 1
FbpC 1
NapF 0.0

Provdvel superfamilia de ciclases 0.0

Provdvel oxidase 5.551789007198091-6
coproporfirogenio 111

oxigénio-independente

Genes diferencialmente expressos na condicao Fe+

NTO08PM_0353
NTO08PM_0543
NT08PM_0661
NT08PM_0900
NT08PM_0987
NTO08PM_1270
NTO08PM_1367
NT08PM_1370

NT08PM_1387
NT08PM_1389

NTO08PM_1447

NT08PM_1601
NT08PM_1602
NTO08PM_1634
NTO08PM_1684
NTO08PM_1776

NT08PM_1801
NT08PM_1930

NTO08PM_1934
NT08PM_2118

NT08PM_2192

Proteina MutL 0.0
Fosfatidilglicerol fosfatase A 0.004223117841529832
tRNA pseudouridina sintase A 0.0
Heparosano sintase B 0.0040393278870247875
Proteina OmpW 0.0
Beta-hexosaminidase 0.0
NrfD 0.0
Nitrito redutase (citocromo, 0.0
formando aménia)

Proteina CcmB Heme-exportadora 0.0
Proteina de resisténcia 0.0

a Biciclomicina
3-isopropilmalato 0.0

desidratase subunidade grande
Chaperone proteina TorD 0.0
Redutase TorA 0.0
Proteina DmsB 0.0
Proteina FbaA 0.0
Cdtions Férricos importadores 0.0
de ATP-vinculativo proteina FbpC
Frutose-1,6-bisfosfatase 0.0
Nitrato redutase periplasmadtica, 0.0
subunidade grande

Proteina NapC 0.0
Regulador transcricional 0.0

da familia UfpA
Proteina LsrR 0.0

considerados diferencialmente expressos 21 genes (Quadro
3), 4 proteinas hipotéticas, 62 antisenses e 6 RNAs prediti-
vos, distribuidas de acordo sua fungio (Fig.1). Observou-se
na condicdo Fe+ um aumento de antisense e genes associa-
dos ao metabolismo energético como o dmsB (NTO8PM). Na
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Antisense

RNA preditivo
Transcrigdo

Transdugdo

Resisténcia a antibicticos
Fung3o reguladora
Nucleotideos

Transporte de membrana
Proteina hipotética
Metabolismo energético
Metabolismo do DNA
Envelope celular
Biossintese de cofatores
Biossintese de aminodcidos

0 10 20 30 40 50 60 70
Nimero de genes expressos
Fig.1. Distribuicdo de genes diferencialmente expressos de acordo
com fungdo e expressdo nas condi¢des de cultivo Fe+ e Fe-.

Fungdo
< B Condigdo Fe-

M Condigdo Fe+

condicdo Fe-, por outro lado, houve aumento nos niveis de
genes envolvidos no transporte celular, reguladores trans-
cricionais, proteinas hipotéticas e desconhecidas.

RT-qPCR

Todos os genes selecionados apresentaram aumento da
expressao na condicdo Fe-, com excecdo dos genes fbpB e
fbpC, que obtiveram maior expressao na condi¢cdo Fe+ (RQ
fbpB =0,9280 e RQ fbpC = 0,8100) e os genes 3-dehidroqui-
nato sintetase (RQ=1,0344) e Provdvel oxidase coproporfi-
rogenio Il oxigénio-independente (RQ=0,8908) que foram
igualmente expressos nas duas condi¢des. Os genes Prote-
ina periplasmdtica de transporte de alta afinidade com Fe**
(RQ=9,8499), fbpA (RQ=10,8055), Ferritina contendo Ferro
de origem ndo hemica (RQ=1,6764), Permease de alta afini-
dade com Fe?*/Pb?* (RQ=3,7484) e AfeA (RQ=3,7834), tive-
ram maior expressdo na condicdo Fe- (Fig.2).
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Fig.2. Expressao relativa dos genes submetidos a RT-qPCR na con-
dicdo de tratamento (Fe-). (*p<0,05; **gene de controle endd-
geno).
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DISCUSSAO

No presente trabalho foram mapeados 2,652 transcritos
no genoma de Pasteurell multocida, sendo 177 diferencial-
mente expressos enquanto que no estudo desenvolvido por
Paustian et al. (2001) foram identificados 1.936 Open Rea-
ding Frames (ORFs) pela técnina de microarranjo, com 135
genes diferencialmente expressos. Destes, 55,55% foram
identificados em nosso estudo, porém, apenas um deles
(fbpA) apresentou-se diferencialmente expresso. Essa dife-
renca pode ser atribuida a diferenca entre as técnicas, pois
RNAseq apresenta menor “background” com alta reprodu-
tibilidade e resolucao (Kogenaru et al. 2012).

O perfil de transcritos superexpressos na condig¢io
de Fe esta associado a transoporte celular e proteinas de
membrana que sdo descritos em P. multocida e outras bac-
térias. Os genes da familia fbpABC, por exemplo, durante a
privacido de Fe em bactérias estdo associados ao complexo
tonB (Paustian et al. 2001, Paustian et al. 2002), que captu-
ra o Fe3+ da trasferrina para o espaco periplasmatico bac-
teriano (Armstrong et al. 2012). Estudos de expressdo dos
genes fbpABC em Neisseria miningitidis, demostraram que
a transcricdo de fbpA é aumentada em condi¢des de limi-
tacdo de Fe, além da interacdo acoplada de fbpAB e fbpBC
no transporte de Fe periplasmatico de transferrina e lacto-
ferrina humana. No entanto, a participa¢ao obrigatéria de
fbpC permanece incerta (Khun et al. 2000), sendo esse o
provavel motivo da baixa expressido desse gene em priva-
¢do de Fe, detectada em nosso estudo.

Além de genes relacionados diretamente a absor¢ao e
transporte de Fe, também se observou na condigio de tra-
tamento (Fe-) o gene Ferritina contendo Fe de origem ndo
hemica, uma oxiredutase capaz de formar esferas de arma-
zenamento de dtomos de Fe, tornando-os assim disponiveis
para a célula além de protegé-la dos efeitos toxicos de acu-
mulo de Fe, sendo esse resultado similar aos encontrados
por outros autores em P. multocida (Paustian et al. 2002) e
Helicobacter pylori (Huang et al. 2009) cultivada em meios
com privagdo de Fe.

Permease de alta afinidade com Fe**/Pb** e Proteina pe-
riplasmadtica de transporte de alta afinidade com Fe?* sdo
proteinas de vias alternativas de absorgio de Fe a partir de
transferrina, independente do complexo tonB. A sequéncia
do gene que codifica essa permease apresenta homologia
ao gene FRT1 pertencente ao genoma de alguns fungos,
como o Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans, (Ding
etal. 2014) que codifica uma permease que capta o Fe** di-
retamente para o citoplasma do agente, mas que até entdo
ndo havia sido descrita por outros autores em experimen-
tos de avaliacdo de resposta transcricional em condigdes
limitantes de Fe (Knight et al. 2005, Ding et al. 2014).

O perfil de transcritos diferencialmente expressos na
condicdo Fe+ estdo associados ao metabolismo energético
e a RNAs antisense (asRNA), podendo estar relacionado
com a atenuacdo e estabilizacdo da transcri¢cdo de outros
genes expressos, ja que asRNA pode afetar negativamen-
te a expressdao de um gene quando estes se encontram em
posicdes convergentes, pois as transcricdes se sobrepdem
enquanto que, contribui positivamente para a expressao do
gene adjacente. Assim, um Unico transcrito regula a expres-

sdo de dois genes adjacentes que possuam fung¢des opostas,
assegurando desse modo que a expressdo de um resulta na
repressao de outro (Sesto et al. 2013).

CONCLUSOES

O estudo mostrou que a presenca de Fe aumenta a ex-
pressao de genes de metabolismo energético e genes anti-
sense.

A restri¢do de Fe ocasionou aumento no nivel de genes
envolvidos no transporte celular, reguladores transcricio-
nais, proteinas hipotéticas e desconhecidas.

Outro resultado de grande relevancia foi a identificagao
dos genes Permease de alta afinidade com Fe?*/Pb** e Proteina
periplasmadtica de transporte de alta afinidade com Fe*, que
configuram uma possivel via alternativa de absorc¢io de Fe.
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