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RESUMO

BALHESTEROS, H.Analise do papel do genespC de Caulobacter crescentus e de
sua regulacdo2009. 126 f. Dissertacao (Mestrado em Ciénciastitito de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Pai®.2

A resposta ao choque frio em bactérias envolvedaicdo de proteinas de
choque frio de baixo peso molecular (CSPs), cujacipal funcdo conhecida é a de
desestabilizar estruturas secundarias do mRNA, ipedo sua traducdo a baixas
temperaturasCaulobacter crescentysossui em seu genoma quatro genes codificando
CSPs.Os produtos dos genespAe cspBtém sua expressao induzida sob choque frio,
enquanto as proteinas codificadas pelos gesp€ e cspD sdo induzidas somente
durante a fase estacionaria. Procurou-se analigampartancia do genespC para a
sobrevivéncia d€. crescentugm baixa temperatura e na fase estacionaria, @ssim
estudar sua regulacdo e estabelecer os deternindatsua inducdo durante a fase
estacionaria. Neste trabalho, foi determinada urog@anseqiéncia para a regido
codificadora do genespCde C. crescentusrevelando que a proteina CspC é composta
de dois dominios CSD, assim como proposto parara @5P induzida durante a fase
estacionaria, CspD. Um mutante nulo paspC foi construido e este mostrou ser
sensivel a baixa temperatura, apresentando quedabibdade em fase estacionaria a
30 °C, e morfologia alterada. A regiao regulat@gecspCfoi mapeada por fusbes de
transcricdo com o0 gene reportlxcZ, identificando uma regido responsavel pela
ativacdo da expresséao d&p(C indicando que este gene possui regulacao tramsuai.
Algumas condi¢Oes nutricionais que disparam a iadwecspCforam determinadas,
indicando que a expressao do gene é induzida pénaa de glicose no meio de
cultura, mas ndo por caréncia de nitrogénio. Estéil gle inducdo ndo depende da
regido ativadora, que, por sua vez, se mostrouss@ra para 0s maximos niveis de
expressdo do gene. Ainda, foram obtidos anticogmilonais contra as proteinas
CspC e CspD, que auxiliaram na confirmacédo dos megacorrespondentes e na

corroboracao do peso molecular das respectivasipest

Palavras-chave: Microbiologia. Biologia moleculd&egulagdo génica. Resposta a
estresse em bactérias. Proteinas de choqu€hiidobacter crescentus.



ABSTRACT

BALHESTEROS, H.Study of the role of thecspC gene fromCaulobacter crescentus
and its regulation. 2009. 126 f. Master thesis (Science) — Instituto @iéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Pai®.2

The cold shock response in bacteria involves th@ession of low molecular
weight cold shock proteins (CSPs), which contamueleic acid-binding domain called
the Cold Shock Domain (CSD). The main known functf these proteins is to
destabilize secondary structures on mMRNAs, allowihgir translation at low
temperatures.Caulobacter crescentuss an alpha-proteobacterium whose genome
possesses four genes encoding proteins contairidigs CThe expression aspAand
cspBis induced upon cold shock, whidsspCand cspD are induced during stationary
phase. The purpose of this work is to analyze thgortance of thespCgene forC.
crescentussurvival at low temperature and stationary phasewall as to study its
regulation and to establish the determinants ahisiction during stationary phase. In
this work, we describe the identification of a negguence for thespCcoding region
of Caulobacter crescentusevealing that CspC is a protein containing twtd shock
domains (CSD), as proposed for CspD. A mshCmutant was constructed and it was
sensitive to low temperature, showed reduced vighiliring stationary phase at 30 °C,
and altered morphology. The regulatory regiorcsfCwas mapped by transcriptional
fusions with dacZ reporter gene, identifying a region responsibleafdivation ofcspC
expression, suggesting that this gene is subjedraascriptional regulation. Some
nutritional conditions triggeringspC induction were determined, indicating that its
expression is induced upon glucose starvationcgp€expression is not influenced by
absence of nitrogen. This expression profile wasdependent on the activation region,
which, in turn, was required for maximum levelsapression. Furthermore, polyclonal
antibodies against CspC and CspD were obtained¢chwhllowed confirmation of

mutants and corroboration of the molecular weighthe corresponding proteins.

Keywords: Microbiology. Molecular biology. Gene tdgtion. Bacterial stress

response. Cold shock proteil&aulobacter crescentus.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Caulobacter crescentus

O conceito de desenvolvimento geralmente é asswciad organismos
pluricelulares, ndo sendo naturalmente adotado me sg refere a organismos
procarioticos. No entanto, algumas espécies deétast apresentam processos de
desenvolvimento altamente elaborados, com difeagéoi celular. O uso de técnicas
citolégicas e analises de genomas completos peamitavancar nosso entendimento do
desenvolvimento bacteriano. Trabalhos com véristesias modelo, comBacillus
subtilis, Caulobacter crescentus, Myxococcus xanthGtreptomycesp., permitiram
uma maior compreensdo sobre processos como esgEwuUlacomportamento
multicelular e ciclo celular bacteriano (FIGGE e BER, 2003).

A progressao do ciclo celular, em todos os organss requer a coordenacao
precisa de quatro processos: replicacdo do DNAgegagao dos cromossomos, divisdo
celular e crescimento celular. A bactéria ndo paiamp Caulobacter crescentug
considerada o principal sistema modelo para andbseiclo celular em procariotos e
sua regulacgéo. A utilizacdo deste modelo bacterianmopermitido o estudo detalhado
dos mecanismos moleculares que medeiam a geragianatencdo da assimetria
espacial e a progresséao do ciclo celular bacte@NAL, 2000; SKERKER e LAUB,
2004; VIOLLIER e SHAPIRO, 2004).

Caulobacter crescentus uma bactéria Gram-negativa aquética pertencente a
grupo daso-proteobactérias, sendo oligotrofica, de vida lieeapresentando uma
divisdo celular assimétrica, com a formacao de dédhslas filhas distintas entre si
quanto a estrutura, ao programa de desenvolvineeatimiciacao da replicacdo do DNA
(Fig. 1). A célula-talo é séssil e adere a supiediatravés de um polissacarideo adesivo
localizado na extremidade do talo, que é uma editeds envelope celular. Este tipo
celular € capaz de reiniciar imediatamente a regdioc do cromossomo e a divisdo
celular. J& o outro tipo celular (célula movel) Basessil nem possui talo; em vez disso,
possui um unico flagelo, pili e quimiorreceptorapresentando motilidade e atividade
quimiotética. Nesta fase do ciclo, a replicacdo clomossomo € silenciada,
correspondendo a fase G1 do ciclo celular de eatoar{Fig. 1). Para que estas células
repliqguem o DNA e reiniciem o ciclo, elas deventd#gerenciar em células-talo, atraves

da ejecao do flagelo, retracdo dos pili, degradagiaparato quimiotatico e sintese de
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um talo no mesmo poélo onde se encontrava o flaGENAL, 2000; SKERKER e
LAUB, 2004; VIOLLIER e SHAPIRO, 2004).

G1

Ceélula mavel

) ) ',

4’

Flagelu
wsva :

Figura 1. Ciclo celular de Caulobacter crescentus. A fase G1, correspondente a célula
flagelada movel, antecede a fase de replicacdo aterial genético (a fase S).
Durante a fase S, a célula mével perde o flagéticea a formacédo de um talo no
mesmo poélo. A seguir, tem inicio a fase G2, careetda pela citocinese e
formagdo de duas células filhas distintas, umaeftatp e mével e outra séssil,
portando o talo. A seta vermelha indica o reinociclo para a célula movel,
enguanto a seta verde indica 0 mesmo para a d¢élala-

FONTE: Modificado de BRUN e JANAKIRAMAN, 2000.

Assim que a célula movel comeca a se diferenciaruema célula-talo, a
replicacdo pode ser iniciada e a célula aumentardanho (fase S) (Fig. 1). Tem inicio
a formacao de um flagelo no pélo oposto ao tale,ajiginar4d uma nova célula movel.
Um cromossomo é distribuido para cada p6lo daa@ié-divisional e, a seguir, ocorre
a formacdo do septo e, finalmente, a divisdo cel(@fase G2) (JENAL, 2000;
SKERKER e LAUB, 2004; VIOLLIER e SHAPIRO, 2004). &umulo de diferentes
fatores determinantes do desenvolvimento de cadmlacéfilha confere a
heterogeneidade caracteristica da célula pré-dnasi{JUDD et al., 2003).

A assimetria na divisdo celular € uma caractedgiresente no ciclo celular de
varias bactérias (SHAPIRO; MCADAMS; LOSICK, 2002)m dos exemplos mais
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conhecidos &acillus subtilis que, sob certas condi¢cdes de caréncia nutrigipodk se
dividir assimetricamente como parte de uma via ekedvolvimento para producao de
um esporo. Além disso, muitas bactérias, coBsxherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella flexneeiListeria monocytogenggaparentam ser simétricas, mas,
num olhar mais detalhado, possuem pélos assimet(8&APIRO; MCADAMS,;
LOSICK, 2002). Os exemplos de assimetria mais rfeamlte reconhecidos envolvem
estruturas na superficie, como flagelos, pili eodale estruturas sensoras, como
quimiorreceptores, que se encontram preferencidémem um dos pélos. A divisdo
celular gera um pdlo novo e outro antigo, e egtmalé preferencialmente utilizado por
Bradyrhizobiumpara adesdo as raizes de plantas hospedeiras (LGH, €993).
Shigella flexnerie Listeria monocytogenegatdégenos intracelulares de mamiferos,
agregam em um dos polos da célula filamentos daaadb hospedeiro, de modo a
formar uma estrutura propulsora para movimentamsdirecionalmente e penetrar
células vizinhas (GOLDBERG et al., 1993; SMITH; PINOY; THERIOT, 1995).
Esta agregacédo depende das proteinas Ics8. diexnerie AcCtA emL. monocytogenes
localizadas polarmente nestas bactérias.

O dimorfismo celular deC. crescentugpode ter relacdo com a adaptacdo as
condicbes ambientais em que esta bactéria viveall@ente, bactérias vivem em
ambientes dinAmicos e instaveis, e 0s ambienteatiagsl ou Umidos em qué.
crescentusvive ndo fogem a este padrédo. Para sobreviver si@stdientes, muitas
bactérias desenvolveram a habilidade de se adapiglamente a uma grande gama de
condicgdes, através da transducéo de sinais amigieéao interior da célula, levando a
expressao diferenciada de genes, que gera umastagmiular adequada a situagdo em
que a célula se encontra. No casoClecrescentysa transducéo de sinais ndo s6 €
utilizada desta maneira, como também no controleodgmnizacdo interna e dos
processos periodicos da replicagdo celular, agasdon na prépria progresséo do ciclo
celular (JENAL, 2000). Neste caso, muitos deststemsias tém localizacdo especifica
na célula, indicando que o desenvolvimento e a agériese polar estdo diretamente
conectados. Sendo assim, o dimorfismoGdecrescentugossibilita a exploracdo de
ambientes mais favoraveis pela forma flageladacel@nizacdo do nicho pela forma
séssil replicativa (HALLEZ et al., 2004), evidenui® a relacdo entre a percep¢do das
condicbes ambientais, a diferenciagao celulardaptacdo ao ambiente.

Muitos dos sistemas de transducdo de sinai€.derescentuenvolvidos na

progressao do ciclo celular consistem em sisteneaglals componentes (JENAL,
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2000). O modelo deste sistema baseia-se na predenga par especifico de proteinas:
um sensor, freqientemente localizado na membréralasmatica, que monitora algum
parametro ambiental; e um regulador de respostalagmatico, que promove algum
tipo de resposta adaptativa, geralmente alteragdxpressao de genes. O mecanismo
de transmisséo do sinal entre o sensor e o reguii@d@sposta consiste na transferéncia
de fosfato. Os sensores possuem uma atividade tdguimase em seus dominios
transmissores; quando ha o estimulo apropriado daterminado sensor, seu dominio
transmissor liga um grupo fosfato do ATP a um reside histidina de sua estrutura. O
sensor, entdo, transfere o grupo fosfato para sidue de aspartato do médulo receptor
do regulador de resposta (PARKINSON, 1995).

A progressao do ciclo celular @ crescentug controlada por uma familia de
proteinas regulatérias, envolvidas na transferédeianformacao entre o ambiente e o
interior da célula. O regulador de resposta CtrAtrmda varios eventos importantes
para o ciclo celular, como o silenciamento da engke replicagdo, metilagdo do DNA,
inibicdo da divisdo celular e biossintese do flagektando ativo em células moveis
(LAUB et al., 2002; LAUB et al., 2000; SKERKER e B, 2004). Além disso, a
atividade deste regulador global esta sujeita @amirole temporal e espacial que inclui
regulacdo da transcricdo, fosforilagcdo e degradag@miadas por diversas outras
proteinas (JENAL, 2000). Um regulador global compatar, GcrA, mostra oscilagdo
no tempo e no espaco com CtrA, regulando a expreds&atores de replicacdo do
DNA e proteinas necessarias para a morfogéneser pela células-talo
(HOLTZENDORFF et al., 2004). CtrA e GcrA formam unpircuito genético
oscilatorio, com CtrA exercendo controle negatiobre a expressdo de GcrA e esta,
ativando CtrA (HOLTZENDORFF et al., 2004). Além thss existem muitas outras
proteinas regulatorias do ciclo, sendo boa par@sdategrantes de sistemas de dois
componentes ou com estrutura e/ou funcdo similacespo DivJ/DivK, CckA,
FIbE/FIbD, PleC/PleD, entre outras (JENAL, 2000)ti@s evidéncias da complexidade
da regulacéo do ciclo séo: a localizacéo espedalBstas proteinas, que se altera durante
as fases do ciclo; sua ativacdo e inativacdo oddesnaspacial e temporalmente; e até
mesmo Nno posicionamento do cromossomo, com a origgeraplicacdo voltada para o
polo flagelado e o término de replicacdo voltad@mapolo oposto, havendo correlacao
linear entre a posi¢cdo dos loci no interior da leéla sua distancia da origem

(VIOLLIER et al., 2004). Acredita-se que este pmsiamento caracteristico do
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cromossomo contribua para o controle espacial pdeshda expressao génica durante
o ciclo celular deC. crescentuéVIOLLIER e SHAPIRO, 2004).

O fato deCaulobacterser uma bactéria com ciclo de vida complexo, que
envolve diferenciacéo celular, ao mesmo tempo tejdose adaptar ao meio ambiente,
faz desta bactéria um modelo ideal para o estudgetes de resposta a estresses
ambientais e de como sua regulacdo é realizadaosmjunto com o programa de
desenvolvimento. Por exemplo, sabe-se que o coraptondo talo de células de.
crescentusaumenta linearmente com o numero de divisdes &ror com a idade da
célula; ao mesmo tempo, o comprimento do téldanversamente proporcional a
concentracdo de fosfato no meio (SCHMIDT e STANIERG6). Um regulador de
resposta de um sistema de dois componentes (PbaBdla o comprimento do talo em
resposta a sinais enviados pelo sistema de tonattzssthto Pts (GONIN et al., 2000),
evidenciando a ligacdo entre a percepcdo de samlsentais e o desenvolvimento
celular. Nota-se que o controle de eventos relados ao ciclo celular ndo depende
somente da organizagdo interna da célula, mas tandla& condi¢cdes ambientais em
que a célula se encontra, sendo necessaria unagégidina do ciclo para que todos os
estimulos sejam integrados e o ciclo seja iniciadoum momento propicio. Até o
momento, ndo se sabe quais estimulos desencadaideremciacdo d€. crescentus
de célula mével para célula-talo; no entanto, teagovista o complexo sistema de
transducdo de sinais envolvido no ciclo celular dispersdo diferenciada das duas
formas celulares, pode-se formular a hipotese @esiuais ambientais sejam levados
em conta durante a progressao do ciclo.

Caulobacter crescentysossui um genoma de 4.016.942 pares de bases em um
anico cromossomo circular, codificando 3.767 geeeli a primeiran-proteobactéria
de vida livre que teve o genoma sequenciado (NIERM#Aal., 2001), possibilitando a
investigacdo deste organismo por uma variedadéoécis genéticas, bioquimicas e de
biologia celular. Esta espécie pode servir come lisexploracdo da biologia das
proteobactérias; estudos recentes tém mostrado nouitds dos componentes e
mecanismos descobertos e@aulobacter sdo conservados evolutivamente entre
membros dasa-proteobactérias, como o regulador CtrA e partesda regulon
(HALLEZ et al., 2004; SKERKER e LAUB, 2004). Foigerido que a presenca de
homdélogos destas proteinas em outr@soteobactérias estaria relacionada a ocorréncia
de divisdo assimétrica em outras espécies; estaccedum de regulacdo seria utilizada

para adaptacao a diferentes nichos ecolégicos @uaaevolucdo do grugblALLEZ et
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al., 2004). Algumas das espécies deste grupo, comasimbiontes de plantas
Sinorhizobium melilotie Mesorhizobium loti,0 patdgeno de plantaSgrobacterium
tumefacien® os patdogenos de mamifeRiskettsia prowazeke Brucella abortustém
papéis importantes em aplicacbes ambientais e a®diportanto, o estudo de
Caulobactertem implicacdes de longo alcance, como, por exenmal identificacdo de
novos alvos para drogas antibacterianas contraciesp@atogénicas (SKERKER e
LAUB, 2004).

1.2 Choque frio e adaptacao ao frio

A adaptacao a estresses ambientais, como flutsiagbeemperatura, é essencial
para a sobrevivéncia de todos os organismos. Oamsecos utilizados para superar 0s
efeitos deletérios do choque frio sGo comuns aosadrganismos procariéticos e
eucarioticos. Os maiores efeitos do choque frioaséerlugdo da fluidez da membrana e
a estabilizacdo de estruturas secundarias do RNi&A ®NA, a qual pode afetar a
eficiéncia de traducdo, transcricédo e replicaca®Néd (PHADTARE; YAMANAKA;
INOUYE, 2000). A reducao da fluidez da membranaodmmensada pelo aumento da
propor¢cdo de acidos graxos insaturados nos lipid@smembrana, um fendmeno
conhecido como adaptacdo homeoviscosa (SINENSKY4)19s efeitos deletérios
causados pela estabilizacao de estruturas secasa@iDNA e no RNA sdo superados
pela inducdo de proteinas de choque frio, que majuda eliminar as estruturas
secundarias dos acidos nucléicos, mantendo sugriddde e restaurando a eficiéncia
da traducéo, transcricao e replicagdo (PHADTAREMWNAKA; INOUYE, 2000).

Como a traducdo do mRNA é prejudicada em baixapdeaturas, o estagio
inicial da resposta ao frio caracteriza-se pel&mreia da sintese protéica geral. Por
causa deste bloqueio transitorio da iniciacdo aldugdo, o crescimento celular também
cessa transitoriamente (PHADTARE; YAMANAKA; INOUYR000). Entretanto, ha
sintese de proteinas de choque frio, cujos mMRNAsysn estabilidade oOtima para
traducdo a baixas temperaturas, sendo, em cortdgpamuito instaveis a 37 °C
(PHADTARE; ALSINA; INOUYE, 1999). Por exemplo, erk. coli o mRNA
codificando a principal proteina de choque friop&sé dramaticamente estabilizado
apos uma queda na temperatura de 37 °C para 5OCDENBERG et al., 1997). As
proteinas de choque frio associadas aos ribosss&wosxpressas nestas condicdes e se

ligam as subunidades e aos ribossomos 70S a firokeerter os ribossomos nao-
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funcionais sensiveis ao frio a um estado funciomglistente ao frio (JONES e
INOUYE, 1996). Desse modo, a auséncia de sinteggadeinas no estagio inicial da
resposta ao frio é seguida por uma retomada dassirgrotéica e do crescimento
celular.

Tem sido demonstrado que a resposta ao choqueé ifiituzida quando a fungéo
ribossomal € inibida: o bloqueio da funcao ribosalopor mutagdes ou por antibioticos
como cloranfenicol resulta em uma inducdo da reappghoque frio (THIERINGER,;
JONES; INOUYE, 1998).

Notavelmente, durante a fase de inibicdo da sinpesttica, um grupo de
proteinas de choque frio tem a expressdo dramait@minduzida (Fig. 2). Estas
proteinas podem ser divididas em duas classesassecll € composta por proteinas
expressas em um nivel muito baixo a 37 °C e sagptmente induzidas a niveis muito
altos (> 10 vezes) ap0s queda na temperatura. $5eclth contém proteinas que estao
presentes em um nivel basal a 37 °C e sdo modesatiainduzidas (< 10 vezes) apos
gueda na temperatura (THIERINGER; JONES; INOUYER&)9

Em E. coli, as proteinas da classe | incluem CspA, a prih@pateina de
choque frio, e alguns de seus paralogos (CspB, C&%pBl), NusA (envolvida na
terminagéo e antiterminacdo da transcri¢cdo) e ipr@teassociadas ao ribossomo como
CsdA e RbfA. A classe Il inclui H-NS (proteina liga de DNA, associada ao
nucleodide), GyrA (subunidade da DNA girase), ReeAvplvida em recombinacéo) e
IF2 (proteina associada ao ribossomo) (THIERINGERNES; INOUYE, 1998;
WANG; YAMANAKA; INOUYE, 1999; YAMANAKA; FANG; INOUY E, 1998).
Todas estas proteinas estdo envolvidas na manateigaintegridade do DNA
cromossOmico ou na eficiéncia da transcricdo aiff@al, processos afetados pelo frio.

Para superar os efeitos sobre a traducdo, um @gcanmsmos utilizados é a
prevencdo da formacdo de novas estruturas secasd@imRNA, pela expressdo de
proteinas de choque frio de baixo peso molecula; ®Ps €old shock poteing, que se
ligam ao RNA nascente (Fig. 3) (GRAUMANN et al. 979 JIANG; HOU; INOUYE,
1997).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos efeitos do choque fsbobre a sintese protéica de
Escherichia coli. A sigla CSP se refere a proteinas de choque ¢otd (shock
proteing. Durante a fase inicial do choque frio, a faseadiématacédo, a sintese de
proteinas ndo-CSPs é inibida, enquanto a de CSkeigalmente da classe ) é
dramaticamente induzida. Apos as células teremdaptado ao frio, a sintese de
CSPs é reprimida e a de proteinas ndo-CSPs podetsarada. De acordo com o
modelo de adaptacdo dos ribossomos ao choque efsies, quando se tornam
adaptados (representados em preto) pela incorpodgdatores ribossomais que
alteram suas propriedades, tornam-se capazes dezitranRNAs codificando
proteinas ndao-CSPs, retomando a sintese protéiceaho

FONTE: Modificado de THIERINGER; JONES; INOUYE, 189
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RNA polimerase

Figura 3. Modelo da funcdo das CSPs como chaperongs RNA. Durante o choque frio, as
estruturas secundarias formadas no mRNA prejudstariraducdo. Com o0 aumento
da sintese de CSPs, estas se ligam ao mRNA nascenteantém na forma linear,
permitindo seu acesso aos ribossomos. O ribossemap, desloca as CSPs, que
possuem baixa afinidade pelo mRNA, e inicia a ttadu

FONTE: Modificado de GRAUMANN e MARAHIEL, 1998.

A primeira CSP a ser descrita foi CspA Hscherichia coli(GOLDSTEIN;
POLLITT; INOUYE, 1990), uma chaperone de RNA queadaj a desestabilizar as
estruturas secundarias do RNA, permitindo sua ¢t@ale tornando-o mais suscetivel a
degradacdo por RNAse (JIANG; HOU; INOUYE, 1997).tcOparédlogos foram
identificados enk. coli (CspB a Cspl), sendo CspA, CspB, CspG e Cspl iddamno
choque frio (WANG; YAMANAKA; INOUYE, 1999; YAMANAKA; FANG;
INOUYE, 1998), CspC e CspE expressas constitutivéen€dY AMANAKA et al.,
1994) e CspD induzida em fase estacionaria e dar@ecnutrientes (YAMANAKA,;
FANG; INOUYE, 1998; YAMANAKA e INOUYE, 1997). CspAtambém possui
propriedades de ativador transcricional (BRANDI; NPGGUALERZI, 1994). Estas
proteinas mostram-se importantes para a viabilidatidar, uma vez que delecbes de
até trés genessp provocam um aumento compensatorio dos gespsemanescentes
(XIA; KE; INOUYE, 2001), e a delecdo de quatro dssgenes enk. coli causa
defeitos no crescimento em baixas temperaturas, doninuicdo da viabilidade,
crescimento mais lento e impedimento da formacaosejoto na divisdo celular,
formando células alongadas (XIA; KE; INOUYE, 2001).

A proteina CspD d&. coli, induzida durante a fase estacionéria, forma dimeros

gue se ligam a DNA simples fita e RNA sem espeadgdide de seqiéncia, inibindo tanto
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a iniciacdo quanto a elongacao no processo deagph (YAMANAKA et al., 2001).
Apesar de ndo ser um gene essencial, a supereaprdesCspD enk. coli causa
mudancas morfologicas semelhantes aquelas obssergadado a replicacdo do DNA é
inibida (YAMANAKA et al.,, 2001), sendo caracterizndcomo um inibidor da
replicacdo do DNA e possuindo papel regulatoriorgelicacdo cromossémica de
células em caréncia nutricional. Este papel naigéd da replicagcdo d&. coli é
evidenciado pela localizagéo preferencial de CspPegido do nucledide, ao contrario
de CspA, que possui localizacéo polar (GIANGROS%l.e2001).

Em Bacillus subtilis,trés CSPs foram identificadas (CspB, CspC e Cdpioas
induzidas pelo frio e CspC e CspD induzidas tambéan fase estacionéria
(GRAUMANN e MARAHIEL, 1998, 1999). A presenca delpenenos uma copia de
um desses genes € essencial para esta bactétia, nmnchoque frio quanto em
condicOes otimas de crescimento (GRAUMANN et &97).

As CSPs possuem um dominio de choque femd( shock amain, CSD)
contendo dois motivos de ligagdo a acidos nucléidesmominados RNP1 e RNP2
(BANDZIULIS; SWANSON; DREYFUSS, 1989; SCHRODER et.,a1995). O
dominio CSD das proteinas de choque frio bactesiaaq@esenta similaridade de
sequéncia e de propriedades de ligacdo a RNA e &bAproteinas ligantes de acidos
nucléicos de eucariotos, 0 que sugere que essdsiderae originaram muito cedo na
escala evolutiva (GRAUMANN e MARAHIEL, 1998). O ddmo CSD esta envolvido
na regulacao transcricional e traducional e se #gamotivo Y-box, contendo a
sequéncia ATTGG, através de sua superficie ricaramoacidos aromaticos e basicos
(SCHRODER et al., 1995). O motivo Y-box foi encamliv na regido promotora de
diversos genes eucarioticos, e dois gends. dmli cuja transcricdo € ativada por CspA
(hns e gyrA) contém o motivo Y-box em seus promotores, sendboa os genes
pertencentes ao regulon de choque (IIONES et al., 1992; LA TEANA et al., 1991;
SCHRODER et al., 1995). CspA poderia auxiliar n#alszacdo dos complexos
abertos para a transcricdo destes genes, comoidsugmr Graumann e Marahiel
(1996). O dominio CSD é universal e esta envolvidaegulacédo da transcricao e da
traducdo em diversos organismos eucarioticos, engab proposta das proteinas
contendo CSD em bactérias € atuar como chapererieblA.

Em eucariotos, geralmente, as func¢bes realizadas ppoteinas contendo
dominios CSD néo estdo diretamente relacionadassgosta ao choque frio ou a

adaptacdo ao frio. No entanto, estudos tém eviddaca conservacdo funcional de
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dominios CSD. Karlson et al. (2002) caracterizatanma proteina de trigo (WCSP1)
contendo um dominio CSD associado a dominzios-finger e dominios ricos em
glicina. WCSP1 é regulada positivamente duranteaptacdo ao frio, ligando-se a
DNA simples fita e RNA através de seu dominio CS® [@NA dupla fita através dos
dominioszinc-finger(KARLSON et al., 2002). O dominio CSD de WCSP1ham se
mostrou responsavel pela separacéo das fitas de ddigha fita, como observado para
CspA deE. coli (NAKAMINAMI; KARLSON; IMALI, 2006). A expressao de WESP1
no mutante quadruplo para CSPsElecoli complementou o fendétipo de sensibilidade
ao frio, evidenciando que esta proteina comparfiimgdes com as CSPs &e coli
(NAKAMINAMI; KARLSON; IMAI, 2006). Além disso, WCSP1 mostrou atividade de
antiterminacdo de transcricdo e coli, como CspA, CspC e CspE desta bactéria
(BAE et al., 2000), sendo também considerada urapesbne de RNA que auxilia na
desestabilizacdo de estruturas secundarias, pedmitia traducdo sob baixas
temperaturas (NAKAMINAMI; KARLSON; IMALI, 2006).

Ort6logos das CSPs foram detectados em bactérias-@ositivas e Gram-
negativas, incluindo linhagens psicrofilicas, mégeafs e termofilicas, mas nao foram
encontrados em Archaea (GRAUMANN e MARAHIEL, 1998iADTARE; ALSINA;
INOUYE, 1999). Cianobactérias possuem uma fam#igpelquenas proteinas induzidas
por choque frio com dominios de ligacdo a RNA difdes de CSD (SATO, 1995). Os
ortélogos de CSPs sdo importantes ndo sO duraattaptacdo ao choque frio, mas
também durante as condi¢cdes normais de crescimento.

Ao contrario da resposta ao choque de calor, aiéraento, nao foi identificado
um fator sigma especifico para a resposta ao chfrgquefato que sugere que essa
resposta € predominantemente pods-transcricionalUl(@IDORI et al., 2004;
GUALERZI; GIULIODORI; PON, 2003; WEBER e MARAHIEL2002) e organizada
num complexo stimulon (WEBER e MARAHIEL, 2003). Fatores sigma sao
subunidades da holoenzima RNA polimerase necesg@ia a iniciacdo da transcricao
dos genes em um dado promotor, e a maioria dagrlzcipossui multiplos fatores
sigma, que permitem o reconhecimento de diferecdagintos de promotores (DOI e
WANG, 1986). Geralmente, existe um fator sigma @pal, responsavel pelo
reconhecimento da maioria dos promotores, e véatoses sigma alternativos, que se
acumulam em resposta a estresses especificosiodardo a RNA polimerase para

outros conjuntos de promotores, de modo que ossgagera expressos auxiliem a
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célula a enfrentar o estresse em questdo (DOl e B/AN86; MAGNUSSON;
FAREWELL; NYSTROM, 2005).

Apesar de ndo ter sido identificado um fator sigrspecifico para a resposta ao
choque frio, o fator sigma de resposta geral @es#s déisteria monocytogends®)
contribui para a adaptacdo ao frio de modo depdadtnfase do crescimento, sendo
também necessario para o acumulo eficiente denlae¢acarnitina como crioprotetores
(BECKER et al., 2000). ErBacillus subtilis o fator sigma de resposta geral a estresses
o° é ativado durante o crescimento continuo a 1%9@na linhagem mutante que n&o
produzc® (sigB) tem o crescimento prejudicado nesta temperaBRAGULLA et al.,
2003). Porém, ao contrario e monocytogenes adicao de crioprotetores restaurou o
crescimento do mutant#gB em B. subtilis indicando que a indug¢do do regulon geral
de estresses e 0 acumulo de crioprotetores saoiramnelependentes desta bactéria
lidar com o estresse por frio (BRIGULLA et al., 3)0A0 contrario de todos os outros
estimulos ativadores de® ja4 descritos paraB. subtilis a inducdo por baixas
temperaturas ndo depende exclusivamente das @®tedgulatérias RsbV, RsbU e
RsbP (BRIGULLA et al., 2003), indicando a exist@énde uma via desconhecida de
ativacdo de® por baixas temperaturas @nsubtilis

A resposta deCaulobacter crescentuao choque frio e adaptacdo a baixas
temperaturas tem sido estudada recentemente (MAZZO., 2008), revelando que
esta bactéria é extremamente resistente ao conggiana -80 °C sem adicdo de
crioprotetores. A viabilidade é aumentada qua@darescentug incubada em baixas
temperaturas antes do congelamento a -20 °C, poss@issim uma capacidade de
adquirir criotolerancia. Mutagbes em genes codificaDNA e RNA helicases tornam
C. crescentusensivel ao congelamento a -80 °C (MAZZON et 8082, evidenciando
que o enovelamento dos acidos nucléicos duranteoque frio € um dos principais
problemas durante o crescimento das células emaddbmperaturas, impedindo a
replicacédo, transcri¢édo e traducao.
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1.3 Fase estacionaria

Bactérias possuem uma capacidade reprodutiva tenfanquanto viverem em
um ambiente que suporte o crescimento. No entamt@rescimento rapido e o
metabolismo eficiente destes microrganismos rasulted esgotamento das fontes
nutricionais e ocasionalmente na alta concentrdedarodutos metabdlicos téxicos, e a
populacdo de células entra em uma fase definidaocamfase estacionaria do
crescimento. Nesta fase, a reproducdo e o0 cresmmesssam, e a habilidade
reprodutiva é gradualmente perdida (NYSTROM, 2004).

A fase estacionaria do crescimento bacteriano @aesnmelhores exemplos de
regulacdo génica global, em que varios fatoreedelacdo agem de modo coordenado
para estabelecer um novo padrao de expressao gestegpadréo depende da situacao
em que a célula se encontrava ao entrar em faagiasiria; por exemplo, células que
entraram nesta fase por caréncia de fosfato difeeemcomposicdo e padrao de
expressao génica de células em caréncia de gl{bbs8TROM, 2004). As proteinas
sintetizadas durante a fase estacionaria estdo,sem maioria, envolvidas na
manutencao da viabilidade durante longos periodasatEncia nutricional. No entanto,
ocorre também a expressao de genes envolvidossiséreia a diversos estresses
ambientais, como choque de calor, estresse oxidataita osmolaridade (NYSTROM,
2004). De fato, células de coli submetidas a alta osmolaridade, altas temperaburas
pH acido apresentam fendtipos tipicos de fase iestata, como células menores e
resisténcia a multiplos estresses (HENGGE-ARON#S31SANTOS et al., 1999).

Em E. coli e outras bactérias, o principal regulador desta &o fator sigma S
(c°), responsavel pela inducéo de diversos genes Sée®s nesta fase e também pela
protecao cruzada a diversos estresses (HENGGE-ABQI9B3; LANGE e HENGGE-
ARONIS, 1991). EnE. coli, durante condi¢Bes de caréncia ou estresse, haubcdo
fator 6>, que se liga @ RNA polimerase e a direciona pararescricdo de mais de 50
genes (HENGGE-ARONIS, 2000). Os membros deste oagém funcdes relacionadas
a estresses, metabolismo central, rearranjo da ofogid celular e viruléncia
(HENGGE-ARONIS, 2000). Outros reguladores globastnscricdo, como fatores
sigma de choque de calor e os reguladores de tasposstresse oxidativo OxyR e
SoxRS, atuam em conjunto casti (NYSTROM, 2004). Apesar de” ser o principal
regulador da expresséo génica durante a fase@saa enE. coli, muitos genes nao

dependem deste fator para aumento da expressaualaréase estacionaria, indicando
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que o regulon de® constitui apenas uma fracédo dos genes expressesfass ent.
coli (SCHELLHORN et al., 1998). Algumas CSPs, como CegCSpE dé. coli, estdo
envolvidas na regulacdo @8, estabilizando o0 mRNA deste, e na regulacdo dé\Usp
uma proteina induzida em uma variedade de estrgd4d8OTARE e INOUYE, 2001).

A fase estacionaria apresenta muitos efeitos gldagdo génica dependentes de
ppGpp. ppGpp € um nucleotideo (guanosina tetrdfi)sigue age como regulador
global da expressdo génica em bactérias, causandedirecionamento da transcricdo
para que a expressao de genes importantes paeviséncia em caréncia nutricional e
outros estresses seja favorecida em detrimentgpiassao de genes necessarios para o
crescimento e proliferacdo (MAGNUSSON; FAREWELL; SSYROM, 2005). Este
nucleotideo € produzido em resposta a limitacdo nd&ientes, principalmente
aminoacidos, e a outras circunstancias que cauaeadgno crescimento. Assim, &n
coli, a caréncia de aminoacidos causa a ocupacadad sibs ribossomos com tRNAs
ndo carregados, o que estimula a producédo de pp€pp proteinas RelA e SpoT. O
nucleotideo se liga as subunidafiesp’ da RNA polimerase (ARTSIMOVITCH et al.,
2004) e desestabiliza os complexos abertos da Riiskgrase com os promotores de
genes de rRNA e tRNA, que sao intrinsecamente asta(GRALLA, 2005;
MAGNUSSON; FAREWELL; NYSTROM, 2005). Com isso, aanscricdo destes
genes, necessarios a proliferacdo celular, é pcejda, e a RNA polimerase €
direcionada para outros genes cujo complexo algertmis estavel, que sdo em geral
genes relacionados a resisténcia a estresses e aestacionaria (Fig. 4A). Outro
mecanismo proposto para a acédo de ppGpp é quavelete fatores sigma alternativos
em detrimento do fator sigma principal, na comg@etiglestes pelo cerne da RNA
polimerase (Fig. 4B) (MAGNUSSON; FAREWELL; NYSTRONPO05). No entanto,
mutantes que ndo produzem ppGpp apresentam fesdtpes abrangentes do que a
auséncia de reprogramacéo génica e menor sobreidvéob estresses ou em fase
estaciondria; enk. coli, a auséncia de ppGpp causa reducdo na expressgenes
dependentes do fate® (NYSTROM, 2004) e falha na producéo da forma ésiéda
célula, com formacdo de células filamentosas (XIéOal., 1991). Também foram
descritos fendtipos de reducao da virulénciakerooli, S. typhimurium, S. coelicoler
S. antibioticu§BALZER e MCLEAN, 2002; PIZARRO-CERDA e TEDIN, 20p4

Ao contrario deE. coli, C. crescentus outrasi-proteobactérias possuem apenas
um ortélogo despoT, responsavel tanto pela producédo quanto pelallsdrde ppGpp
(LESLEY e SHAPIRO, 2008). SpoT é necesséaria pativacao da producao de ppGpp
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em células d€. crescentugm caréncia de carbono. O mutafgpoTde C. crescentus
ndo exibe defeitos no crescimento em meio rico, aexotrofia em meio minimo, mas
exibe uma fasdag estendida quando é passado de meio rico para migiono
indicando que SpoT é importante para a adaptac@ar@ncia nutricional abrupta
(LESLEY e SHAPIRO, 2008). A retirada da glicose coamica fonte de carbono causa
inibicdo da replicagdo e bloqueio da diferenciagélmlar emC. crescentussendo a
primeira dependente de ppGpp (LESLEY e SHAPIRO820B0i proposto que ppGpp

€ necessario para a protedlise de DnaA, a proteiciadora da replicacdo, durante
condicbes de caréncia de carbono. Este mecanisnmp@rtante para impedir a
iniciacdo da replicacdo quando as células ndo eispdos recursos necessarios para
completar esta tarefa (GORBATYUK e MARCZYNSKI, 2Q008la auséncia de SpoT,
células moveis d€. crescentudiveram a replicacdo iniciada inapropriadamente em
caréncia de carbono (LESLEY e SHAPIRO, 2008). Aldisso, 0 mutanteAspoT
apresenta viabilidade muito reduzida quando searetiglicose como unica fonte de
carbono, provavelmente por causa das replicac@esvenientes, que geram forquilhas
de replicacdo que colapsam e ocasionam morte c€lESLEY e SHAPIRO, 2008).
Ainda ndo se sabe como o sinal de caréncia nutdtié propagado para SpoT; foi
proposto que o sinal seja transmitido a um fat@ igteraja com SpoT, alterando sua
conformacdo e aumentando a razdo entre sintesdr@ise de ppGpp (LESLEY e
SHAPIRO, 2008).
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Figura 4. Modelos de regulagdo génica mediada porp@pp. (A) Durante o crescimento
normal, a RNA polimerase encontra-se predominam@mégada a promotores
fortes de complexo aberto instavel, como promotdegenes codificando RNAs
ribossémicos e transportadoresrr(f. Durante a caréncia nutricional, ppGpp
estimula a desestabilizacdo de complexos aberttsnsicamente instaveis,
aumentando os niveis de RNA polimerase livre e piextho que promotores mais
fracos, como promotores de genes envolvidos nasibiese e transporte de
aminoacidos (&a), recrutem-na. (B) Durante o crescimento, a RNAnperase
encontra-se predominantemente associada ao fagmasiprincipal ¢,
transcrevendo os promotores dependentes deste. Sigmmaa caréncia nutricional e
aumento da sintese de ppGpp, ha aumento na coéwpeditire fatores sigma,
afetando a disponibilidade de RNA polimerase |paea interagir conas’.

FONTE: Retirado de MAGNUSSON; FAREWELL; NYSTROM, @)
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Ao entrar na fase estacionaria, a maioria dasahléC. crescentugpresenta o
ciclo celular interrompido no estagio pré-divisibr@e as células sdo mantidas nessa
condicdo por um tempo prolongado, elas se tornamgatas (comprimento 15-20
vezes maior do que na fase exponencial) e com fogifo helicoidal (Fig. 5)
(WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998). Diferentemerde E. coli, ainda n&o
se sabe qual é o principal regulador da expres8dicaydurante a fase estacionaria de
C. crescentuspois nenhuma sequiéncia homéloga ao gene qudceodiffators® foi
encontrada no genoma desta bactéria (NIERMAN g2@01). E sabido que células de
C. crescentugem fase estacionaria exibem uma maior resist@énegiresses ambientais
do que células em fase exponencial (WORTINGER; QDARUS; BRUN, 1998),
como emE. coli, mas ndo se sabe se isso é devido a inducdo dgimoionde fase
estacionaria.

Algumas proteinas induzidas nesta fase foram iieadas emCaulobacter,
como a protease dependente de ATP FtsH (FISCHER.,e2002), o maquinario
proteolitico ClpXP (OSTERAS e JENAL, 2000) e progs envolvidas na resposta a
estresse oxidativo, como catalase/peroxidase erésuge dismutase (SCHNELL e
STEINMAN, 1995). A inducdo de proteases na fasacembaria esta relacionada a
degradacdo de proteinas e peptideos endogenosrquckagem de aminodacidos e
sintesede novode proteinas (NYSTROM, 2004). Alguns mutante€derescentugue
apresentam falhas na adaptacdo a fase estacidogara identificados, e 0s genes
interrompidos estdo envolvidos no metabolismo demaacidos e em recombinacéao e
reparo de DNA (ITALIANI e MARQUES, 2003), indicandpue estes dois sistemas sao

importantes para manutencado da viabilidade durafdse estacionéria.
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Figura 5. Células deC. crescentus em fase exponencial (A) e diferentes estagios dasda
estacionaria (B-G).B, 16 horas em fase estaciona@a;cultura de 4 diad), 6 dias;E-
G, 16 dias.

FONTE: Modificado de WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 98.

Em Methylobacterium extorquensuma o-proteobactéria colonizadora de
plantas, foi identificado PhyR, um regulador dgpossa geral a estresses (GOURION;
ROSSIGNOL; VORHOLT, 2006). PhyR apresenta uma tstau diferenciada,
combinando um dominio receptor de regulador de ostapde sistema de dois
componentes e um dominio amino-terminal semelhanten fator sigma de funcéo
extracitoplasmatica (fator sigma ECF, degtracytoplasmic _dinction (Fig. 6). A
mutacdo do gene que codifica PhyR resulta em fepstirasticos na presenca de varias
situacOes de estresse, como mudancas na tempgeeguesse oxidativo e dessecacao
(GOURION; FRANCEZ-CHARLOT; VORHOLT, 2008; GOURIONROSSIGNOL,;
VORHOLT, 2006). Curiosamente, PhyR é conservadotreeas a-proteobactérias
(GALPERIN, 2006; GOURION; ROSSIGNOL; VORHOLT, 2006as quais, ao
mesmo tempo, ndo possuem homdlogospds o gene que codifica o fater. Isto
poderia indicar que asg-proteobactérias utilizam homologos de PhyR pagalae a
resposta geral a estresses (FRANCEZ-CHARLOT et28l09), e, possivelmente, a
expressao génica durante a fase estacionaria. Nep&Rproteina identificada como um

regulador negativo de PhyR, também é um fatorsigtita, que mantém o fatef*™*
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em um estado inativo (FRANCEZ-CHARLOT et al.,, 20(®)g. 6). Em outras:-
proteobactérias, o gemepResta a frente de um gene que codifica um fatonasigCF
verdadeiro; entSinorhizobium melilote Caulobacter crescentugstes fatores sigma
ECF (RpoE2 e SigT, respectivamente) estdo envavidb resposta geral a estresses
(ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2007; SAUVIAC et al., 200. Em Methylobacterium
extorquensPhyR ndo atua como um fator sigma verdadeiro,coagola a expressao
génica indiretamente através da interacdo com uydrateinas: sob estresse, PhyR
dissocia a interacdo entre o fatdi'° e seu anti-sigma NepR, sequestrando NepR
através de seu dominio semelhante a fator sigma (E{QF 6). Trata-se do primeiro
mecanismo descoberto de mimetizacdo de um fatoras{FRANCEZ-CHARLOT et
al., 2009).

Stress

Inactive PhyR \x Active PhyR

) o T

ﬁ’q-ﬂ'}_//
RNA Polymerase
Activaton af
slress genes

Figura 6. Modelo do mecanismo de controle da respas geral a estresses de

Methylobacterium extorquens. Em condi¢des normais, PhyR se encontra inativo,

e o fatorc=™* é seqiiestrado pelo seu anti-sigma, NepR. Em r@spasstresses,

PhyR é fosforilado e interage com NepR, liberandator 6="*e permitindo sua
ligacdo com a RNA polimerase a fim de transcreeeeg de resposta ao estresse.

FONTE: Retirado de FRANCEZ-CHARLOT et al., 2009.

E notavel a quantidade de gemsp descritos como sendo induzidos durante a
fase estacionaria do crescimento bacteriaspBe cspCem B. subtilis(GRAUMANN
e MARAHIEL, 1999);cspDem E. coli (YAMANAKA e INOUYE, 1997); ecspCe
cspDem C. crescentusLANG e MARQUES, 2004). Um fato muito interessaeta
processos como o choque frio e a fase estacio@agise ambos possuem em comum,
pelo menos enk. coli, uma rapida inativacdo da funcao ribossomal enliigéio da
fidelidade de traducdo (NYSTROM, 2004), que ¢ coli e B. subtilis séo
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considerados possiveis sinais que disparam a iodig&CSPs (GRAUMANN et al.,
1997; JONES e INOUYE, 1996; VANBOGELEN e NEIDHARDTI990; WEBER e
MARAHIEL, 2002). Por esse motivo, pode-se especqlag genessp nao induzidos
pelo frio teriam sua funcao redirecionada parasa &stacionaria.

Uma grande proporcado do repertorio genético deéhiast esta envolvida na
adaptacdo a caréncia nutricional ou a outros ekifmelacionados a fase estacionéria
(SCHELLHORN et al., 1998). Considerando-se que Im@ianuitos trabalhos sobre a
regulacdo génica durante a fase estacionari€.ernescentuso estudo da regulacéo de
cspC,um genecspinduzido durante a fase estacionaria (LANG e MARE3J2004),

pode fornecer informacgdes interessantes sobrasstato.

1.4 Os genessp de Caulobacter crescentus

Caulobacter crescentus uma bactéria amplamente distribuida, encontrada e
terras Umidas e em praticamente todo ambiente iaguéatclusive em corpos de agua
gue congelam completamente no inverno (ABYZOV et2001), portanto certamente
esta adaptada a sobreviver em temperaturas extem@rbaixas. Trata-se de uma
bactéria mesdfila, cuja temperatura 6tima de amestio € ao redor de 30 °C
(POINDEXTER, 1981), porém € extremamente resistanteongelamento a —80 °C
sem adicdo de crioprotetores (MAZZON et al., 20P8ssuindo genesspno genoma
que codificam quatro peptideos contendo CSD (NIERM# al., 2001). Dois deles
(CspA e CspB) possuem massa molecular de 7 kDaresapam alto grau de
similaridade entre si e com a familia CspA d& coli possuindo um udnico CSD
(LANG e MARQUES, 2004). A proteina CspC foi anotamano também possuindo
um dominio CSD. A proteina CspD, de 21,5 kDa, podeis CSDs, arranjo que foi
identificado apenas em proteinas de proteobactéiaasubdivisdo alfa, na quél.
crescentusesta incluida (LANG e MARQUES, 2004). A express@s denesspAe
cspBde C. crescentu® aumentada em baixas temperaturas (10 °C-20 AGYaeto
cspC e cspDséo mais expressos somente na fase estacionamd IEAMARQUES,
2004).

A construcdo de linhagens mutantes mostrou quermasgspA, cspi cspDde
Caulobacterndo sédo essenciais a 30 °C (LANG e MARQUES, 200AZZON,
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2008). E provavel que haja um mecanismo compensatdniareitantesicspD pela
presenca do gerespG pois, emboraspDseja induzido na fase estacionaria, este gene
ndo é essencial nesta fase (LANG e MARQUES, 200dglecdo despDtambém néo
prejudica a viabilidade d€. crescentusa 10 °C, ao contrario do observado com a
delecao despA(o principal geneesp induzido pelo frio enC. crescentys(LANG e
MARQUES, 2004). Porém, o fenétipo ndo é severacamtio que a falta de um Unico
gene csp ndo é muito deletéria para a célula e que esta fadde estar sendo
compensada pela presenca dos outros gespes

O genecspD de Caulobacteré regulado no nivel transcricional, uma vez que
delegbes progressivas do promotor indicaram quesepca de uma regido ativadora é
necessdria para 0s maximos niveis de expressdo,rarfase exponencial quanto na
estacionaria (LANG e MARQUES, 2004). Uma sequésaiilar a essa esta também
presente na regido regulatoria do gesgC(LANG e MARQUES, 2004), mas néo foi
encontrada em outro gene induzido na fase esta@pkatG (STEINMAN; FAREED,;
WEINSTEIN, 1997). A inducdo despD observada na fase estacionaria ndo depende
desta regido ativadora, podendo ser resultantaile tpo de regulacéo transcricional
ou do aumento da estabilidade do mRNA.

O papel dos genesspCe cspD € provavelmente voltado para a adaptagédo e
sobrevivéncia da célula a longos periodos em fasienaria. Os sinais ambientais
que estimulam a expresséo desses genes aindaradgodeterminados, mas eles podem
responder ao estado nutricional da célula, comoridegaracspAe cspDde E. coli
(YAMANAKA e INOUYE, 2001; YAMANAKA e INOUYE, 1997).

Delecbes individuais dos genespAou cspDemC. crescentusausam pequena
diminuicdo na taxa de sobrevivéncia ao congelamantB0 °C, mas a mortalidade
aumenta quando os dois genes sdo deletados (LABIG,).2isso indica que 0s genes
csp desempenham papel na sobrevivéncidCderescentugm baixas temperaturas, e
gue, embora CspD néo seja induzida em baixas tamupas, esta proteina também é
importante na sobrevivéncia da célula nestas coasdic

Estas observacfes acerca do padrdo de expresi&fefeitos de mutagcdes em
genescspde Caulobacter crescentusvantam questdes importantes sobre a relevancia
fisiol6gica da expresséo destes genes para a cétute: qual a importancia dos genes
cspnéo induzidos pelo choque frio? A que sinais sdgpondem? Existe sobreposicéo

! MAZZON, R. R. Sdo Paulo, 2008 (comunicacdo pe¥soal
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de funcbes entre as CSPs de frio e de fase esta@®@nCspC e CspD tém funcdes
redundantes ou partiiham a mesma via de regulagad®ds estes questionamentos
levaram & proposicao e ao desenvolvimento dedielt@
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo determinar os simaseqiéncias responsaveis
pela regulacdo do germmspCde Caulobacter crescentuem como estudar seu papel
durante o choque frio e a fase estacionaria. Bam as estratégias utilizadas foram as

seguintes:

a) delecdo do genespCe andlise das mudancas fenotipicas decorrentds, ta
em condicdes normais de crescimento quanto em saemperaturas
(10°C);

b) mapeamento da regido regulatoria do gesgC e comparagdo com a de
cspD

c) determinacéo de sinais nutricionais e fatores emas$ na inducdo do gene
cspG

d) obtencédo de anti-soro contra as proteinas Csp@B €snalise do acumulo

destas proteinas em diferentes linhagens.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens bacterianas e condi¢des de cresciment

A tabela 1 lista as linhagens utilizadas nesteatheth Células d€aulobacter
crescentusforam cultivadas a 30 °C em meio complexo PYE aiomminimo M2
(ELY, 1991) contendo ou néo glicose, MH ou peptona 0,2% (Tabela 2; ver item 3.9).
Quando necessario, os meios foram suplementadosacwa nalidixico (20 pg/ml),
tetraciclina (1 pg/ml), canamicina (5 pg/ml), egtoenicina (0,5 pg/ml) ou
espectinomicina (20 pg/ml).

Células deEscherichia coliDH50. (HANAHAN, 1983) foram utilizadas nos
procedimentos de clonage#®. coli foi cultivada a 37 °C em meio Luria-Bertani (LB)
(AUSUBEL et al., 1995) suplementado com ampicili@@0 pg/ml), tetraciclina (12,5
png/ml), canamicina (50 pg/ml), estreptomicina (5nply ou espectinomicina (50
png/ml) quando necessario. Os plasmideos utilizafdoam introduzidos emC.
crescentusatravés de conjugagdo cdm coli S17-1 (SIMON; PRIEFER; PUHLER,
1983).

Os meios sélidos continham 1,5% de agar.

3.2 Plasmideos utilizados

A tabela 3 lista os plasmideos utilizados nesieaiho.

3.3 Oligonucleotideos utilizados

Os oligonucleotideos utilizados neste trabalh@cekstados na tabela 4.
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Linhagens Gendtipo e/ou fendtipo Referéncia
SIMON;
S17-1 294::RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7 PRIEFER;
- . PUHLER, 1983
Escherichia coli
supE44AlacU169
DH5a (®80lacZAM15) hsdR17 recAl| HANAHAN, 1983
endAl gyrA96 thi-1 relAl
Linhagem sincronizavel EVINGER e
NA1000 .
utilizada como padrao AGABIAN, 1977
AC NA1000AcspC:Qspec Este trabalho
NA100O0AcspC:Qspec
AC(pMR20-cspQ complementada com Este trabalho
pMR20-cspC
NA1000 portando o plasmideg
NA1000(pMR20) _ Este trabalho
pMR20 sem inserto
AC portando o plasmideo
AC(pMR20) . Este trabalho
pPMR20 sem inserto
NA1000 portando pRKcZ290
com fragmento de 170 pb
NA1000(Rys/lac?) correspondente a delecédo Este trabalho
Caulobacter completa da regido regulatéria
crescentus decspC
NA1000 portando pRkKcZ290
com fragmento de 240 pb
NA1000(Ry./lac2) . ~ Este trabalho
correspondente a delecdo parcial
da regido regulatéria despC
NA1000 portando pRKcZ290
. ) LANG e
NA1000(RespGlac?) com a regido regulatoria integra
MARQUES, 2004
decspCclonada
LANG e
AD NA1000AcspD
MARQUES, 2004
NA1000AcspAAcspB:Qspec
AABD R. R. Mazzon
AcspD
C.A.P.T.Silvae
AspoT NA1000AspoT

R. R. Mazzon




42

Tabela 2.Variacdo da composicdo dos meios de cultura ufitigana avaliacdo da atividade da
regido promotora despC(item 3.9).

Meio de cultura Glicose NH.CI Peptona
(0,2%) (9,35 mM) (0,2%)

M2G (= M2) < < :
M2P X X
M2P(-N) . - <
M2GP X X X
M2GP(-N) X ; X
PYE + Ga X _ X

# Meio rico acrescentado de glicose.

Tabela 3.Plasmideos utilizados.

. Fonte ou
Plasmideo Caracteristicas o
referéncia
pGEM Vetor de clonagem, Ap Promega
pGEM contendo fragmento de 1,5 kb
pGEM + 1,5 kb compreendendo a regido do genoma te gste trabalho
NA1000 que contém o gemspCintegro
Vetor de clonagemrmeo(Km"), Ap'
(Invitrogerf), com fragmento de 1,2 kb da E.A.S.
TOPO + 1,2 kb regido do genoma de NA1000 contendb o | ang
genecspCtruncado
Replicon ColE1, Ap Stratagerfe

pBluescript KS

pBluescript KSAcspQ

pBluescript KS contendo os flanqueadof
do genecspCligadosin tandem

eSEste trabalho

pBluescript KSAcspC:Qspec)

pBluescript KS contendo os flanqueadof
do genecspCe substituicdo deste por
cassete de resisténcia a espectinomicin
estreptomicina

es
Este trabalho
ae

HPA) Derivado do pBR322, Apcasset€lspec PRENTKI e
P (Smi/ sp) KRISCH, 1984
pNPTS138 Replicon ColEbyiT, npt(Km'), sacB D. Alley

(Continua)
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) Fonte ou
Plasmideo Caracteristica® o
referéncia
pNPTS138 contendo os flanqueadores do
genecspCe substituicdo deste por cassete
PNPTS138AcspC:Qspec) o _ o Este trabalho
de resisténcia a espectinomicina e
estreptomicina
MR20 Vetor de baixo nimero de copia e ampla ROBERTS et
P gama de hospedeiros,TariT al., 1996
PMR20 contendo a regido do gesspC Este
pPMR20<spC integro de NA1000 trabalho
Vetor de fusdo de transcricizZ, TC, GOBER e
pRKlacz290 replicon IncP1priT SHAPIRO,
1992
pRKlacZ290 com fragmento de 170 pb
P./lacZ correspondente a delecdo completa da Este
regido regulatéria despC trabalho
pRKlacZ290 com fragmento de 240 pb
P../lacZ correspondente & delegdo parcial da regiao ~ ESt€
regulatéria despC trabalho
pRKlacZ290 com a regido regulatéria LANG e
PespCllacz integra despCclonada MARQUES,
2004
Vetor de expresséo que adiciona 6 residuos
de histidina a extremidade amino-termiral _
PProEX HT da proteina cuja sequiéncia codificadora|foi Invitrogen
clonada
ProEX com o genespCclonado em fase Este
pProEX HTa¢spQ p g p trabalho
ProEX com o genespDclonado em fase Este
pProEX HTc¢spD p g p trabalho

(Concluséo)

& Ap', marca de resisténcia a ampicilina; 'Knmmarca de resisténcia a canamicina;’,San
estreptomicina; Spa espectinomicina; T,a tetraciclina.
®Promega Co., Madison, WI, E.U.A.

¢ Invitrogen Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil.

4 Stratagene Co., La Jolla, CA, E.U.A.



44

Tabela 4.0ligonucleotideos utilizados.

Nome Sequéncia (5'-39
Cc1 AATGGGCCASCACCGTCGCAGCCTCCATGE
C2 AAAGAATTCTGCGCATCCTCTAAGACGC®
C3 AAAGAATTCACACCGTTCGCCATATTATCC?
C4 AAACTGCAGATGTCTTCTTCACAATCTCCG?
CSPC-C GATAAGCTTGCGGTGAATCAGGCGE
CSPC-E GCACCGTCGCAGCCTCCATGCTCCTG
CSPC-F CGGGGTTTTTTGCGGTGCAATATCGC
CSPC-G TTAGGATCTGGCCGCCGTCCTCGGE
H1 AGAATTCATGGCGAACGGTGTCGTTAAG”
H2 AGAATTCGAAGCGCGAATTTTTCTGCCC
H3 AGAATTCAGCGCGTCTCGAGGTTTTGCE®
H4 CGTGCTGCGCGCCGTACAGACC
M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC
LacZup TGACGGCTACCATCA

2 Nucleotideos sublinhados indicam sitios de restrip&orporados aos oligonucleotide8¥pa;
@EcaRI; @Pst; PHindlll; ®BanHI.

3.4 Determinacao da seqiéncia do gengpC deC. crescentus

3.4.1 Minipreparacdo de DNA cromossdmico de baaté@ram-neqgativas

O DNA cromossoémico foi preparado como descrito@oen e Kuo (1993) para
ser utilizado como molde nas rea¢cfes de PCR. Gélid&. crescentudNA1000 foram
inoculadas em 2 ml de meio PYE e incubadas a 308ut@nte a noite, com agitacao
constante de 200 rpm. Transferiu-se 1,5 ml da rlfpara tubo Eppendorf e
centrifugou-se por 3 minutos a 1300@.xAs células foram ressuspendidas em 200
de tampao de lise (Tris-acetato 40 mM pH 7,8; aceata sédio 20 mM; EDTA 1 mM;
SDS 1%) e pipetadas vigorosamente. Em seguidanfadicionados 6l de uma

solucéo de NaCl 5 M, para remover proteinas e sla@iulares, seguido de agitacéo,
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até a mistura ficar viscosa. Esta mistura foi egtarifugada a 4 °C por 10 minutos a
13000 xg. O sobrenadante foi transferido para um novo taldoj adicionado 0 mesmo
volume de cloroférmio. O tubo foi invertido gentédmte até a mistura ficar leitosa e
sem apresentar separacao de fases. Esta mistwentafugada por 3 minutos a 4 °C e
13000 xg, e o sobrenadante foi transferido para outro t#wmd.adicionado, entdo, o
dobro do volume de etanol e em seguida a mistureefatrifugada por 10 minutos a
4 °C e 13000 g. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70% paes vezes, seco e
ressuspendido em 5@ de TE (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; EDTA pH 8,0 1 mM)
contendo RNAse A (2(g/ml).

3.4.2 Reacado de PCR e clonagem da regido contegeimeospC

A reacdo de PCR foi realizada com @b5de DNA gendémico de NA1000
digerido comPst (previamente fervido por 3 minutos para sepasditas do DNA), 25
pmol de cada oligonucleotideo (C1 e CSPC-F), 0,2 dévuma mistura de dNTPs
(Invitrogen), 1,25 U de Taq DNA Polimerase (Inegen), 1,5 mM de MgGJ| 10% de
dimetilsulféxido e 1 X tampéo de PCR fornecido caranzima. As condicdes de PCR
foram de 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35 cid#85 °C por 30 segundos, 68 °C
por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundlods os ciclos, a reagéo
permaneceu a 72 °C por 7 minutos e foi mantida@ 4

Paralelamente, foi feita uma reacdo de PCR commenzie alta fidelidade
(FideliTag™ DNA Polymerase, USB Co., Cleveland, ®&4J.A.): os reagentes e suas
concentragcdes foram os mesmos da reacdo antexiogfoeo tampdo (préprio da
enzima) e MgGl (0,75 mM). As condicbes de PCR foram de 95 °C poniidutos,
seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundo%C Gir 30 segundos e 68 °C por 1
minuto e 30 segundos. Apos os ciclos, a reacdogreroeu a 68 °C por 5 minutos e foi
mantida a 4 °C.

Os produtos de PCR, de 1,5 kb, tiveram suas doggdes confirmadas por
visualizacdo em gel de agarose 1%, em tampao ddadBE 1 X (Tris base 90 mM,;
acido borico 88 mM; EDTA 0,1 M), utilizando como roador de peso molecular o 1
kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). As reac0es de aficplcéo foram purificadas com o
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN BiotecnologiBrasil Ltda., Sdo Paulo, SP,

Brasil) e clonadas no vetor pGEM T-Easy (Promegggundo instrucdes do fabricante.
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3.4.3 Transformacéao de coli DH5a por eletroporacao

Com auxilio de uma alca de platina, células daaljg@m DH% de Escherichia
coli foram inoculadas em 5 ml de meio LB. Esta culanesceu durante uma noite a
37 °C, e foi diluida para uma densidade OpticaCaré (DQog de 0,1 em 500 ml de
meio LB. Ao atingir uma absorbancia de 0,5-0,6uléuca foi resfriada em gelo por 15
minutos, transferida para tubos de centrifuga preente resfriados e centrifugada por
40 minutos a 4 °C e 5000 g¢ O meio de cultura foi desprezado e as células,
ressuspendidas em 100 ml de agua destilada egtdailla, centrifugando-se por 40
minutos a 4 °C e 5000 Desprezado o sobrenadante, as células foranmspesulidas
em 40 ml de 4gua destilada estéril gelada e cegaifas por 10 minutos a 4 °C e 5000
X g. A seguir, as células foram ressuspendidas em Bemjlicerol 10% gelado e
transferidas para um unico tubo, centrifugadas J@ominutos a 4 °C e 5000 x e
ressuspendidas em 5@0 de glicerol 10% gelado. As células foram distitas em
tubos Eppendorf (aliquotas de i), congeladas em gelo seco e armazenadas a -80 °C.

Para cada transformacéo, foram utilizadosu#4@e E. coli DH5a e 1 ul da
clonagem no vetor pGEM, indicada no item anteAomistura foi transferida para uma
cubeta de eletroporacéo gelada e, entdo, as cédudas eletroporadas a 200 25uF e
1,8 kV. Imediatamente, foi adicionado as célulasl He meio LB, transferindo-se para
um tubo de vidro estéril e incubando por 1 hora7&@. Em seguida, aliquotas da
cultura foram semeadas em meio LB agar acrescidangscilina, X-gal (250 ug) e
IPTG (25 pl de um estoque 100 mM).

3.4.4 Minipreparacao de DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi preparado pelo método de hsmalina (AUSUBEL et al.,
1995). Colbnias brancas &e coli DH5a, transformadas com o vetor pGEM contendo a
regido do genespC foram inoculadas em 2 ml de meio LB contendo ailmpa e
incubadas a 37 °C durante a noite, com agitacastame de 200 rpm.

Foi transferido 1,5 ml de cada cultura para tuBppendorf, centrifugando-se
por 5 minutos a 13000 g. As células foram ressuspendidas em {i0@e solucao |
(glicose 50 mM; EDTA 10 mM; Tris-HCI 25 mM pH 8,0klada e em seguida foram
adicionados 20Ql de solucdo Il (NaOH 0,2 N; SDS 1%). Apés homoggagio por

inversao, adicionaram-se 1p0de solucao Il (acetato de potassio 3 M; acidétiao
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glacial 11,5%) gelada e agitou-se por 10 segurdsgubos foram centrifugados por 5
minutos a 4 °C e 13000g«e os sobrenadantes, transferidos para outro Adicionou-

se 0 mesmo volume de fenol/cloroférmio/alcool istiam (25:24:1), e centrifugou-se
por 5 minutos a 4 °C e 13000gx A fase aquosa foi precipitada com 2 volumes de
etanol gelado por 5 minutos e centrifugada por Butos a 4 °C e 13000 g Os
precipitados foram lavados com etanol 70%, secosssuspendidos em %0 de TE
contendo 2Qug/ml de RNAse A.

3.4.5 Seqienciamento

Apés confirmacdo da clonagem do inserto nos plasmidetoavés da digestao
destes comEcarl ou Notl), o DNA plasmidial foi extraido com o QIAprep 8pi
Miniprep Kit (QIAGEN) para o sequenciamento autdo@tom o BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems dadtly Sdo Paulo, SP, Brasil).
Juntamente com estes, foi sequienciado um plasmidastruido por Elza Akie
Sakamoto Lang (TOPO + 1,2 kb), consistindo no veéclonagem TOPO (Invitrogen)
contendo um fragmento de 1,2 kb amplificado do gemade NA1000 com os
oligonucleotideos CSPC-E e CSPC-F. Para o seqimacta, foram utilizados tanto
oligonucleotideos do vetor [M13 Forward (-20) e MI1Reverse] quanto
oligonucleotideos internos ao inserto (H1 e CSPC-C)

Aproximadamente 1lug de cada minipreparacdo de DNA plasmidial foi
transferido para um tubo contendo 3,2 pmol de usaligonucleotideos, adicionando-
se 2ul do tampéo 5 X e ful do “Cycle Sequencing Mix”, em um volume final #épl.

Os sequenciamentos foram realizados através dintegeacido de PCR: 95 °C por 5
minutos, seguidos de 35 ciclos de 95 °C por 30rs#ag) 52 °C por 20 segundos e 60 °C
por 4 minutos.

Aos 10ul de cada reacgao, foram adicionadospb@e isopropanol 75% para
precipitacdo. Esta mistura foi homogeneizada e idea@dt temperatura ambiente por 10
minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugado<p minutos a 1500 g e 20 °C.
Os precipitados foram lavados duas vezes com e?@%le o DNA foi seco a 37 °C
por 30 minutos e ressuspendido em [@,5le tamp&o apropriado. As amostras foram
deixadas por 2 horas em temperatura ambiente @ntgua noite a 4 °C, e entédo foram
desnaturadas por calor para serem aplicadas nellapate seqienciamento ABI-377-
36 Autosequencer (Perkin-Elmer Biosystems Inc.idfdSity, CA, E.U.A.).
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3.4.6 Analise das seqiéncias

Os fragmentos sequienciados foram comparados corancobde dados de
sequéncias de DNA (GenBank), usando o programa BLAFANG e MADDEN,
1997). O agrupamento das sequéncias para obterecéondenso foi realizado com o
programa SegMan™Il do pacote de software para send@le seqliéncias Lasergene
DNASTAR (DNASTAR Inc., Madison, WI, E.U.A.). Conttd no mesmo pacote, 0s
programas EditSeq™® MapDraw™ foram utilizados para manipulacdo dasi&ecias
e conversao entre DNA e proteina, e o programa Nigg®', para alinhamento entre
as seqguéncias de genesp A andlise comparativa das sequéncias protéicas de
diferentes CSPs foi realizada com o programa QW&gLARKIN et al., 2007), e 0
alinhamento foi processado com o programa GeneNEEHOLAS; NICHOLAS JR;
DEERFIELD 11, 1997). O peso molecular e o pontcelétrico (pl) da proteina CspC
foram calculados por meio do servidor EXPASy (GAEIER et al., 2003).

3.5 Construcdo do mutanteAC (AcspC:: Qspec)

Para deletar a regido codificadora do gespC as regides flanqueadoras a
montante e a jusante do gene foram amplificadas ROR com os pares de
oligonucleotideos C3/C4 ou C1/C2, clonatatandeme o gene foi substituido por um
cassete de resisténcia a espectinomicina e estrigigta. Os fragmentos obtidos foram
ligados ao vetor pNPTS138, gerando a construcad BUIBBAcspC:Qspec) (ver Fig.
13). Este vetor foi introduzido e@. crescentutNA1000 por conjugacao, e a delecéo
do gene ocorreu apos dupla recombinacdo homoélogaetépas para construcdo do

mutante estdo detalhadas a seguir.

3.5.1 Isolamento das reqifes flanqgueadorasd€

A reacdo de PCR e a clonagem das regides flanguesadecspC no vetor
TOPO foram previamente realizadas em nosso labbarap@r Elza Akie Sakamoto
Lang.Cada um dos fragmentos flanqueadoressieCfoi isolado para subclonagem no
vetor pBluescript KS. Um micrograma de uma minigregdo do vetor TOPO
contendo o flanqueador a jusante apC (810 pb) foi digerido conApa/EcoRI. A

digestdo foi feita primeiramente com 10 U Apa, em tampédo fornecido pelo
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fabricante, a 30 °C por 2 horas, em um volume foal60pul. A seguir, foram
adicionadas 10 U decaRl em tampéo fornecido pelo fabricante, incubanela-87 °C
por 2 horas. Oitocentos nanogramas de uma minigaepa do vetor TOPO contendo o
flanqueador a montante do gerspC (570 pb) foram digeridos com 10 U HedRlI e
10 U dePst, em tampao proprio da enzirRati, num volume final de 6Ql. A digestéao
ocorreu a 37 °C por 2 horas.

Ambas as reacbes de digestao tiveram suas enmatasadas a 80 °C por 20
minutos, e foram submetidas a eletroforese emeeabdrose 1% em tampéo TBE 1 X.
O gel foi corado com brometo de etideo e os fragnsedesejados foram cortados do
gel e eletroeluidos em tampao TBE 0,5 X, a 100 ¥1pbora em membrana de dialise
(Pierce Protein Research Products, Rockford, ILJ.A). Os fragmentos foram
purificados com fenol/cloroférmio/alcool isoamilic(25:24:1) e precipitados com
etanol, na presenca de acetato de sodio 0,3 Mg & tRNA de levedura, a -20 °C
por 16 horas ou a -80 °C por 1 hora. Os DNAs fdie@rados com etanol 70%, secos e
ressuspendidos em A0de TE contendo RNAse A (2d/ml).

3.5.2 Subclonagem dos flangueadoressi®¥_no vetor pBluescript KS

O vetor pBluescript KS foi digerido primeiramertem Apa e EcoRI (5 U de
cada), em um volume final de 20, e as enzimas foram inativadas como acima. Foi
realizada a ligacdo de 80 ng do vetor digerido d&® ng do fragmentédpa/EcaRl
eletroeluido, com 1 U de T4 DNA ligase (Invitrogesin tampao fornecido pelo
fabricante. A reacdo de ligacédo foi feita a temppeeaambiente por 16 horas, e a seguir
foi introduzida por eletroporacdo el coli DH5a, como no item 3.4.3, e as células
foram semeadas em placa com meio LB agar acredeidmpicilina, X-gal e IPTG. Os
clones tiveram os insertos confirmados atravésigestio do DNA plasmidial com
Apa/EcaRIl. Uma minipreparagao positiva (500 ng) foi digaricomEcoRI/Pst (5 U
de cada enzima, no tampao proprio RE), a fim de se efetuar a ligacdo com o
fragmento eletroeluido do outro flanqueador do gspE

A ligacéo foi realizada com 300 ng do vetor codten flanqueador a jusante de
cspCe 600 ng do fragmenticoRI/Pst eletroeluido (570 pb), e a reacdo ocorreu a
23 °C durante 1 hora. Esta ligagéo foi eletropoed&. coli DH5a e as células foram

semeadas como descrito acima.
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Para confirmacédo dos clones positivos, foram zadds minipreparacoes de
DNA plasmidial de col6nias brancas obtidas, comeyas digestdo comi\pa/Pst a
fim de identificar em gel de agarose a presencanderto de 1380 pb (unido do
flanqueador de 810 pb com o de 570 pb). Esta agy&irfoi denominada pBluescript
KS(AcspO.

3.5.3 Ligacao d&spec com pBluescript K&EspQ

Oitocentos nanogramas do vetor pBluescript ACSpQ e do vetor pHP4AB
foram digeridos com 5 U decdaRl em tampéao fornecido pelo fabricante, durante 2
horas a 37 °C. O cassete de resisténcia a estieptara espectinomicingspec) foi
isolado da digestdo do vetor pHERUpor eletroeluicdo (item 3.5.1). A ligacéo entre o
vetor linearizado e Qspecfoi feita com 480 ng e 900 ng, respectivamente, &dthde
T4 DNA ligase (Invitrogen) em tampéo fornecido plbricante, na presenca de ATP
(0,5 mM). A reacgdo de ligacdo foi feita a tempemtambiente por 16 horas e foi
utilizada para transformdt. coli DH5a, como descrito no item 3.4.3. A cultura foi
semeada em meio LB agar acrescido de ampicilipgcéaomicina, estreptomicina, X-
gal e IPTG. Os clones tiveram os insertos confimsaatravés de digestdo do DNA
plasmidial comApd/Psi. Uma destas digestbes foi utilizada para isoldragmento

contendo os flanqueadoresagpCcom oQspecinserido entre eleA¢spC:Qspec).

3.5.4 Isolamento de DNA com papel de cromatogefigacdo no vetor pNPTS138

A digestédo acima foi submetida a eletroforese ehug agarose 0,8% e o gel foi
corado com brometo de etideo. Logo abaixo da bgndase desejava eluir, o gel foi
cortado e foi colocado um pedaco de papel de cografia DE-81 (Whatman
International Ltd., Maidstone, Kent, Reino Unide)a eletroforese prosseguiu por mais
10 minutos, a fim de reter o DNA no papel. O DNAdluido do papel por 16 horas em
uma solucéo de NaCl 1 M, Tris-HCI 10 mM (pH 8,BRTA 1 mM.

A eluicdo foi purificada com o mesmo volume deoférioroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) e tratada com cloroformio/@lcsoamilico (24:1) para retirar o
excesso de fenol. O DNA foi precipitado com etame80 °C por 1 hora e lavado com
etanol 70%, seco e ressuspendido eml2i2 TE contendo RNAse A (3@/ml).
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Novecentos nanogramas do fragmento isolado fotdmados em uma ligacéo
com 200 ng do vetor pNPTS138 digerido cdpd/Psti, da mesma forma que o
descrito no item 3.5.3. A cultura foi semeada emiomeB &gar acrescido de
canamicina, espectinomicina e estreptomicina. @sstormantes foram confirmados
atraves de digestdo de seus DNAs plasmidiais ApaiPst e visualizacdo em gel de

agarose.

3.5.5 Transformacéao de coliS17-1 e conjugacao coth crescentu$lA1000

A minipreparacdo de pNPTS128spC:Qspec) foi inserida em células de S17-
1 por eletroporacdo, da mesma forma que no iten3,3séndo semeadas em LB agar
acrescido de canamicina.

Células deC. crescentusNA1000 foram coletadas com algca de platina e
semeadas em placas com meio PYE, incubando-se°@ por 3 dias. As células de
S17-1 transformadas foram misturadas a esta masszldlas de NA1000, com o
auxilio de uma alca de platina. A conjugacéo ocodigante 16 horas. Entdo, as células
foram semeadas em placa PYE agar contendo canami@spectinomicina,
estreptomicina e acido nalidixico (o qual impederescimento dé&. coli), e as placas
foram incubadas a 30 °C durante cinco dias.

3.5.6 Reacao de PCR para deteccdo da primeira batagio

Colbnias obtidas da conjugacgéo acima tiveram seA Bdmossémico extraido
conforme o item 3.4.1. Estas minipreparacdes fadayaridas conPst e 3 ul destas
digestdes foram utilizados como molde na reacaBCR. A reacdo foi feita com os
oligonucleotideos H3 e H4 (25 pmol de cada), 0,2 séuma mistura de dNTPs
(Invitrogen), 1,25 U de Tag DNA Polimerase (Invigem), 1,5 mM de MgGJ 5% de
dimetilsulféxido e 1 X tampéo de PCR fornecido caranzima. As condicbes de PCR
foram de 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35 cid#95 °C por 30 segundos, 70 °C
por 30 segundos e 72 °C por 3 minutos. Apos oss;ie reacdo permaneceu a 72 °C
por 7 minutos e foi mantida a 4 °C. Em seguidayeagdes foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao deladBE 1 X. O gel foi corado

com brometo de etideo.
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3.5.7 Selecéo da segunda recombinacao

As linhagens obtidas na primeira recombinagéo fdramouladas em meio PYE
liquido sem antibidtico e foram incubadas duraédras, a 30 °C, para permitir um
segundo evento de recombinacdo homologa. Aligdotam retiradas e semeadas em
meio PYE agar contendo sacarose (3%). Das col@htdas, 1200 foram passadas
para PYE agar contendo espectinomicina e estrepittenpara obter mais células e
selecionar as colbnias resistentes a estes arddsoPor fim, estas foram semeadas em
PYE agar contendo canamicina para selecionar agjuwple fossem sensiveis ao
antibiético.

Um recombinante sensivel a canamicina teve seu @NAOmMIco extraido,
digerido comPst e analisado por PCR, juntamente com amostras\tfe g&ndémico de
NA1000 e de um primeiro recombinante. A reacaadalizada como no item anterior,
com os oligonucleotideos C1 e CSPC-F, 10% de dsuHtxido e temperatura de
anelamento de 68 °C. A delecdo no gesieCtambém foi avaliada pdiestern blot
(ver item 3.12).

3.6 Construcao para complementacao do mutanteC

O vetor pGEM contendo o fragmento de 1,5 kb comegaddo do genespC
(descrito no item 3.4.4) foi digerido (750 ng) c&toRl, num volume final de 60l. A
digestao foi submetida a eletroforese em gel deoagal% e a banda de 1,5 kb foi
isolada do gel como no item 3.5.4.

Setecentos nanogramas do vetor pMR20 foram dmgeddm 5 U dé&coRl em
tampéao fornecido pelo fabricante, durante 2 hor& &C. A ligacdo entre o vetor
linearizado e o fragmento de 1,5 kb foi feita cotnng e 200 ng, respectivamente,
como no item 3.5.3, e introduzida &mcoli DH5a. A cultura foi semeada em meio LB
agar acrescido de tetraciclina, X-gal e IPTG. Onelgositivo foi identificado por
digestdo do DNA plasmidial cofacoRl, o qual foi introduzido enk. coli S17-1 por
eletroporacdo. Estas células transformadas forasturadas com células deC para
ocorrer a conjugacado. Apoés incubacao da mistuihligas em PYE &gar por 16 horas,
estas foram semeadas em placas de PYE com tdinacie &cido nalidixico e
incubadas por cinco dias. As colonias obtidas fommsadas para meio PYE com

tetracicilina, espectinomicina e estreptomicina.
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As linhagens NA1000 AC também foram conjugadas com o vetor pMR20 sem
inserto, para fins de comparagao ca@(pMR20-cspQ (mutante complementado) nos
ensaios fenotipicos.

3.7 Ensaios fenotipicos

3.7.1 Ensaios de viabilidade

A determinacdo do efeito da baixa temperatura epe&faanéncia em fase
estacionaria no crescimento e na sobrevivéncidimt@sgens construidas foi realizada
através de ensaios de viabilidade. Para o ensaidasenestacionaria, as linhagens
NA1000(pMR20),AC(pMR20) e AC(pMR20-cspQ foram crescidas em temperatura
otima (30 °C), sob agitacdo, em meio PYE com tetliaa por uma noite. A seguir, as
culturas foram diluidas num volume de 30 ml e, laegar a uma Dggopréxima a 0,15
(inicio da fase exponencial), tirou-se a primeiligunta para contagem de unidades
formadoras de colbnias (UFCs): em meio sélido P¥ia tetraciclina, foram semeadas
diluicdes seriadas das culturas 18 10). As placas foram incubadas a 30 °C para
crescimento das colbnias, que foram contadas. I0alse a sobrevivéncia relativa
como sendo a razéo entre o numero de UFCs obtidotenero de UFCs inicial, para
evitar discrepancias entre as linhagens quantouatero inicial de UFCs. Além do
ponto inicial, foram coletados pontos de 3, 6 ®@&é& de crescimento e também de 1, 2,
3,4,7,10 e 14 dias de crescimento.

Para os ensaios de viabilidade sob choque friinaagens NA1000(pMR20),
AC(pMR20) eAC(pMR20<cspQ foram diluidas para uma Rgde 0,1 e incubadas a
30 °C até atingirem uma R de aproximadamente 0,5. Neste momento, foi tomado o
primeiro ponto para contagem de UFCs. As cultuessdo, foram passadas para a
temperatura de 10 °C e foram coletados pontos 8e3.,,6, 7 e 8 dias de crescimento a
10 °C.

3.7.2 Avaliacdo do crescimento e analise morfokbgic

O monitoramento do crescimento de culturas de NAKWC, portando ou nao
o vetor pMR20, AC(pMR20-cspQ foi feito através de medidas de absorbancia a 600

nm, com o ponto inicial a uma REproxima a 0,15 e pontos de 3, 6, 9, 24 e 48 horas
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de crescimento. Para as linhagens sem plasmideondgoramento foi feito em meio
liquido PYE; para aquelas portando o plasmideo ppAR@m ou sem inserto), em meio
PYE liquido acrescido de tetraciclina.

A cada ponto de contagem de UFCs a 30 °C (verai@ma), foram preparadas
laminas de microscopio com amostras das culturasadas. Sobre uma lamina de
vidro, foram aplicados 1%l de &gua MilliQ e acrescentou-se Qub da cultura
apropriada. As laminas foram colocadas em estufa ggcagem da amostra e fixadas
por calor. A observacdo foi feita em microscopicticap (Eclipse E800, Nikon
Instruments Inc., Melville, NY, E.U.A.), sob aumerte 40 X. Laminas também foram
preparadas desta forma para as linhagens incubadaSC, com um ponto de 2 horas e
pontos de 1, 2, 3, 4, 7 e 8 dias.

3.8 Mapeamento da regido regulatéria despC

3.8.1 Reacdo de PCR e clonagem no vetorla&R90

A fim de amplificar fragmentos contendo delecGesessivas da provavel regiao
regulatéria despG foi realizada uma reacdo de PCR com os parebgimocleotideos
H2/CSPC-G e H3/CSPC-G. Como molde, foram utilize#lt® ng do vetor TOPO + 1,2
kb. As reacdes continham 50 pmol de cada oligootideo, 0,2 mM de uma mistura de
dNTPs (Invitrogen), 2,5 U de Tag DNA Polimeraser/itiogen), 1,5 mM de MgGJ 5%
de dimetilsulfoxido e 1 X tampé&o PCR fornecido caranzima. As condi¢cbes de PCR
foram de 94 °C por 3 minutos, seguidos de 35 cid#984 °C por 30 segundos, 54 °C
por 30 segundos e 72 °C por 30 segundos. Apo<gios,ca reacdo permaneceu a 72 °C
por 7 minutos e foi mantida a 4 °C. Os produtosP@dR foram purificados com o
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), segundo ins¢des do fabricante.

Os produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM elonagem foi
introduzida em células de. coli DH5a, as quais foram semeadas em meio LB agar
contendo ampicilina, X-gal e IPTG. Os clones tineras insertos confirmados através
de digestdo do DNA plasmidial coBanHI/EcoRl e seqienciamento. O fragmento
H3/CSPC-G foi isolado como no item 3.5.4 e 300argrh utilizados em uma ligagao
com o vetor pRkacZ290 digerido conBanHI/EcaRl (50 ng), como descrito em 3.5.3.
O vetor pGEM contendo o fragmento H2/CSPC-G foeddp com as mesmas enzimas

e utilizado diretamente em uma ligagcdo com [#RK290 digerido (1ug e 200 ng,
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respectivamente). As ligacdes foram introduzidaskerooli DH5a. e as células foram

semeadas em LB agar acrescido de tetraciclina.

3.8.2 PCR para detectar insertos no vetor lpRR290

Nesta reacdo de PCR, os oligonucleotideos utdzfidacZup e M13 Forward (-
20)] amplificam o sitio multiplo de clonagem do arepRKlacZ290. Quando ndo ha
fragmento clonado, o resultado da reacdo de PCR fragmento de 150 pb. Quando
ha inserto clonado, o resultado da reacédo € urmenatp de 150 pb mais o tamanho do
inserto.

O DNA plasmidial de cada colonia obtida com asidfarmacdes acima foi
extraido para servir como molde no PCR. A reacép réalizada com os
oligonucleotideos acima, como no item 3.4.2, alidoase somente a concentracdo de

dimetilsulféxido (5%) e a temperatura de anelamébfo°C).

3.8.3 Confirmacéo das construcdes e conjugacadamrescentuA1000

A confirmacgéo das construgcdes no vetor pERE290 (RspC/lacZ,Py,/lacZ e
Pus/lacZ) foi obtida através do sequenciamento de DNA dgrfrento clonado. Os
clones tiveram seus DNAs plasmidiais extraidos @oM/izard Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega) para reacédo dgieseciamento de DNA com os
oligonucleotideos M13 Forward (-20) ou LacZup.

As construgdes corretas foram introduzidaskencoli S17-1, para conjugacao
desta com NA1000. As células foram semeadas em R¥ agar acrescido de

tetraciclina e acido nalidixico.

3.8.4 Ensaio de atividade flegalactosidase

O ensaio de atividade d¢iegalactosidase foi realizado segundo Miller (1972).
Células da linhagem NA1000, contendo o plasmidekil@EZ290 com inserto com a
regido promotora de interesse e p&&290 sem inserto, foram inoculadas em meio
PYE contendo tetraciclina e incubadas a 30 °C deramoite. Estas culturas foram
diluidas para uma D inicial de 0,1 e incubadas a 30 °C até umagpde

aproximadamente 0,5.
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Em um tubo, foram adicionados 8(Dde tampao Z (NadPO,.7H,O 60 mM;
NaH,PO;.H,O 40 mM; KCI 10 mM; MgSQ@7H,O 1 mM; B-mercaptoetanol 50 mM),
50 ul de cada cultura e 100l de cloroférmio, sendo o tubo agitado brevemente e
incubado por 5 minutos a 30 °C. A seguir, forantiadados 20Qul de ONPG (O-
nitrofenil-B-D-galactosideo 4 mg/ml; tampéao fosfato de potapslo7,0 100 mM) ao
tubo, que foi agitado e incubado a 30 °C por 5 mmexatos. Em seguida, a reacao foi
interrompida com 40Ql de NaCO; 1 M e a mistura foi centrifugada por 5 minutos a
13000 xg. A fase aquosa foi retirada para leitura da aldswia a 420 nm e a
absorbancia das culturas foi lida a 600 nm. Asaded de atividade gegalactosidase
foram calculadas da seguinte forma: Unidades = kJ@@20 / (T x V x A600)], onde
T = tempo em minutos e V = volume de células em ml.

Os ensaios de cada cultura foram realizados elicétia, e foram repetidos apos

24 e 48 horas em fase estacionaria.

3.9 Ensaios de atividade da regido promotora em @ifentes condigdes nutricionais

3.9.1 Expressao dispCem diferentes meios de cultura

Para se avaliar a expressédo do gene em diferemties whe cultura, células de
NA1000(RespC/lacd e NA10OO(R2/lacZ) foram inoculadas nos meios indicados na
tabela 2, diluidas para uma B@de 0,1 e, ao chegar a uma dagQproxima a 0,5,
tiveram a expresséo do gerspCavaliada por ensaios de atividadepegalactosidase.

Os ensaios foram repetidos apdés 6, 24 e 48 horas.

3.9.2 Ensaios de caréncia nutricional

A expressao do germspCtambém foi avaliada frente a caréncia total dmoge
ou nitrogénio. Culturas ddA1000(RespCl/lacd foram crescidas em meio M2 durante a
noite, diluidas para uma g3 de 0,05 e, ao chegar a umadadgual a 0,3 (meio da
fase exponencial), foram submetidas a carénciatdey@énio ou glicose. Para isso, as
culturas foram centrifugadas e ressuspendidas em Mt (controle), M2 sem glicose
e M2 sem NHCI e crescidas durante 24 horas. A atividade donptor decspCa
frente do gene repértdacZ foi determinada através de ensaios de atividadg-de

galactosidase, nas primeiras 3 horas de crescimento
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3.10 Expresséao despC e cspD emE. coli

3.10.1 Amplificacdo dos genes e clonagens

O vetor pGEM contendo o fragmento de 1,5 kb conegap do genespC
(descrito no item 3.4.4) foi utilizado como mold&rg amplificar somente o gene. Aos
25 ng de molde, foram adicionados 25 pmol de céidarucleotideo (H1 e CSPC-C),
0,2 mM de uma mistura de dNTPs (Invitrogen), 1,25d&) Tag DNA Polimerase
(Invitrogen), 1,5 mM de MgGJ 5% de dimetilsulfoxido e 1 X tampdo PCR fornecido
com a enzima. As condi¢cdes de PCR foram de 95 ?G poinutos, seguidos de 35
ciclos de 95 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 skgue 72 °C por 3 minutos. Apds 0s
ciclos, a reacao permaneceu a 72 °C por 7 minutmmswantida a 4 °C.

O fragmento amplificado foi purificado com o QIAgkiPCR Purification Kit
(QIAGEN), subclonado no vetor pGEM e introduziusselonagem entk. coli DH5a
como no item 3.4.3. Os clones positivos foram deteados por digestdo com
EcaRI/Hindlll e o fragmento foi isolado conforme o item 3.,5p&ra ligagdo com o
vetor de expressdo pProEX HTa digerido com as mesnaimas (400 ng e 50 ng,
respectivamente).

O genecspD foi amplificado e isolado por Elza Akie Sakamotanl. Foi
realizada a subclonagem do fragmento no vetor pG&Ms positivos foram
determinados por digestdo coBanmHI/EcaRl. A ligagdo no vetor pProEX HTc
digerido com as mesmas enzimas foi feita com 20deasge e 600 ng de fragmento,
conforme o item 3.5.3.

3.10.2 Inducao da expressaocdeCe cspD

As construcdes pProEX HI&EpQ e pProEX HTagspD foram utilizadas para
inducdo da expressdo dos respectivos genes, atavadicdo de IPTG ao meio de
cultura. Culturas d&. coli DH5a contendo uma construcdo ou outra foram incubadas
durante a noite a 37 °C, sendo diluidas para umgoDde 0,15. Ao atingir uma
densidade éptica de aproximadamente 0,5, uma #iqi® cada cultura (1 ml) foi
retirada como controle e foi adicionado IPTG adam® da cultura (para concentragéo
final de 0,5 mM). A inducdo ocorreu a 30 °C duraBt@oras, sendo retirada uma

aliquota da cultura (1 ml) ao final deste periodo.
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As aliquotas retiradas foram centrifugadas porirtutas para baixar as células,
e estas foram ressuspendidas em solucdo O 2 Xidsis 0,62 mM; SDS 10%; DTT
0,01 mM; glicerol 0,2%; azul de bromofenol 0,01%t 6,8). O volume de solugédo O
2 X foi 50 ul para o ponto inicial e, para o ponto de induga@plume foi calculado
com base na densidade Optica que a cultura atimgponto considerado.

As amostras acima foram fervidas por 3 minutoa pasnaturacéo das proteinas
e centrifugadas por 5 minutos para separacdo dasrézas. Do sobrenadante, foram
retirados 10ul para aplicacdo em gel de poliacrilamida-SDS 12%grocedeu-se a
eletroforese com voltagem constante a 200 V, pan#hitos. Utilizou-se o padréo de
peso molecular Bench Mark Protein Ladder (InvitrggeAs proteinas foram
visualizadas apoés coloracdo do gel com solugdoaten@ssie Blue R-250 0,05% em
metanol 50% e acido acético 10%, e descoloracdoriim com solucdo Destain (acido

acético 7%; metanol 5%).

3.10.3 Purificacdo das proteinas CspC e CspD

Culturas de 500 ml d&. coli DH5a superexpressandospC ou cspD foram
centrifugadas, e o precipitado foi ressuspendidol@mml de tampao de lise para
sonicacao (Tris-HCI pH 8,5 50 mMj-mercaptoetanol 5 mM; PMSF 1 mM). As
amostras foram entdo submetidas a sonicacao, cputs@s de 15 segundos cada. A
seguir, as amostras foram centrifugadas a 9009 e 4 °C, por 30 minutos. O
sobrenadante foi separado do precipitado e ambvamfarmazenados a -20 °C. Dez
microlitros do sobrenadante foram misturados aommegolume de solugéo O 2 X,
fervendo-se por 3 minutos e centrifugando-se pomiButos. O precipitado foi
ressuspendido em 30 de solucdo O 2 X e igualmente fervido e centafiy Ambos
foram aplicados em gel de poliacrilamida-SDS 120} para avaliar a localizacao da
proteina superexpressa.

As proteinas foram purificadas através de cromaf@gde afinidade em resina
de niquel. A resina (QIAGEN) foi equilibrada quatrezes, no dobro de volume de
tampéao A (Tris-HCI pH 8,5 20 mM; KCI 100 mM-mercaptoetanol 5 mM; glicerol
10%) com 20 mM de imidazol, homogeneizada no geloSpminutos e centrifugada
por 1 minuto a 4 °C e 10000g« A resina equilibrada foi adicionada ao sobrenseelan
obtido da sonicacdo (1 ml para cada 250 ml da reulawiginal). A suspenséao foi

incubada a 4 °C sob agitacdo, por no minimo 20 tog)e centrifugada por 1 minuto a
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4 °C e 10000 x. A resina foi transferida para outro tubo e lavada tampao A com
50 mM de imidazol por 4 vezes. A seguir, as praefioram eluidas da suspensdo com
tampao A com concentragdes sucessivamente maietiesdhzol (100, 200, 300, 400 e
500 mM).

3.11 Obtencé&o dos anticorpos policlonais anti-Csp€ anti-CspD

Foram utilizadas duas coelhas fémeas de aproxinemtandois meses de idade,
da raca Nova Zelandia. Apos 2-3 semanas de obserneq constatacdo de ndo haver
nenhum processo inflamatério ou infeccioso com oslhos, foram previamente
retirados 5 ml de sangue pela veia marginal deharpara a obtencdo dos soros pré-
imunes. Os coelhos foram imunizados através dedag subcutaneas das proteinas
purificadas (item 3.10.3), com 1,5 ml de adjuvardmpleto de Freund (Sigma-Aldrich
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) na primeiraede 1,5 ml de adjuvante incompleto
de Freund (Sigma) nas doses seguintes, totalizanigor dose.

Foram aplicadas trés injecbes subcutaneas daimaotespC purificada: a
primeira dose continha 800y de proteina. Aplicou-se a segunda dose aposd28 di
com 550ug de CspC. A terceira dose foi dada apos oito di@as, 320ug de CspC. A
coleta para teste do soro foi realizada trés giés a ultima injecéo.

A proteina CspD purificada foi aplicada em quatoses no segundo coelho: a
primeira continha 5@ig, a segunda 32(g (apos 29 dias), a terceira 23@ (apos 7
dias) e a quarta 21 (apods 6 dias). As coletas para teste do soronfoealizadas 3-4
dias apos as ultimas injecdes.

Quando o titulo do soro imune mostrou-se satista®m ensaios d@Vestern
blot (item 3.12), foi feita a sangria total do coellsoro proveniente da sangria foi
aliquotado e congelado a -80 °C.

Todos os procedimentos foram realizados conforsm@camas do Comité de

Etica Animal do Instituto de Ciéncias Biomédicadhaversidade de Sao Paulo.
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3.12Western blot

3.12.1 Extracdo de proteinas

Culturas de NA1OOQAC, AC(pMR20-cspQ, AD (LANG e MARQUES, 2004),
AABD (R. R. Mazzon, resultados nao publicado®yspoT(C. A. P. T. Silva e R. R.
Mazzon, resultados ndo publicados) foram cres@da8 °C em meio PYE. Todas as
culturas foram diluidas para uma R@igual a 0,1, e tiveram as proteinas totais
extraidas ao chegar a uma §géproxima de 0,5 e apos 48 horas de crescimento.

Para a extragdo, foi adicionado diretamente auetés da cultura acido
tricloroacético (TCA), numa concentracao final @5%. Apds 30 minutos incubando-
se no gelo, as amostras foram centrifugadas apbfG0 minutos e 10000g sendo o
precipitado de proteinas lavado com acetona psivg2es para remocao do excesso de
TCA. O precipitado foi seco e armazenado a -20XQuantificacdo das proteinas foi
feita pelo método de Bradford (1976), em solu¢cd&XOsem azul de bromofenol.

3.12.2 Ensaios denmunoblot

As proteinas extraidas e quantificadas no itemmadoram ressuspendidas em
solucéo O 2 X, e 2hg de cada amostra foram aplicados em gel de pitdisncda-SDS
12%, utilizando o padrédo de peso molecular BenchkMNraestained Protein Ladder
(Invitrogen). A eletroforese ocorreu a 200 V, pérrinutos. Apds a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para filtros de néhalose por 1 hora a 4 °C, aplicando-se
uma corrente de 250 mA.

O procedimento d&Vestern bloutilizado foi o descrito por Towbin; Staehelin;
Gordon (1979). Os filtros de nitrocelulose forammacms por 10 minutos com solucéo
de Ponceau (Ponceau S 0,1% em &acido acético 10¥0eados sob agitacdo suave por
uma hora em TBS (Tris-HCI| pH 8,0 10 mM; NaCl 150 jmdbntendo 5% de leite
desnatado para saturar possiveis ligacdes inespsciDs filtros foram entdo incubados
por aproximadamente 16 horas com o anti-soro ailgid1000 para anti-CspC; 1:50
para anti-CspD) em TBSTT (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; Mlal50 mM; Tween 20
0,03%; Triton X-100 0,02%), sem adicao de leite. §aguida, foram lavados por 30
minutos, trocando-se a solucdo a cada 5 minutegjuatro primeiras lavagens foram
feitas em TBST (Tris-HCI pH 8,0 10 mM; NaCl 150 mWyeen 20 0,05%) e a ultima
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em TBS. Os filtros foram entédo incubados por 1lGas@ 4 °C com o anticorpo anti-
coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma diluicdo de 1:5000 em TBS
contendo 5% de leite, e os filtros foram lavadosi@acima. A revelagéo foi feita
utilizando-se NBT 0,5 mg/ml e BCIP 0,15 mg/ml eimpeio de fosfatase alcalina (Tris-
HCI pH 9,5 100 mM; MgGl5 mM; NaCl 100 mM), e a reacao foi interrompidanca

adicdo de TE. Todos os filtros de um mesmo expetionram revelados durante o

mesmo tempo.

3.13 Eletroforese bidimensional

3.13.1 Preparacao das amostras

Culturas de NA1000 AC incubadas em PYE por uma noite a 30 °C foram
diluidas para uma Dégy proxima a 0,15, e uma aliquota de 10 ml de cattaraufoi
retirada apés 48 horas de crescimento. Estas tdjforam centrifugadas e cada
precipitado de células foi ressuspendido em 3 mtadepdo de lise para sonicacdo
contendo coquetel inibidor de protease (Sigma).afA®stras foram submetidas a
sonicacdo, com 3-4 pulsos de 15 segundos cadamAstias foram centrifugadas a
5000 xg e 4 °C, por 45 minutos.

Os sobrenadantes foram precipitados com acetomanpaior concentracao das
proteinas. Para isso, acrescentaram-se trés voldenasetona gelada as amostras, que
permaneceram a 4 °C por quatro horas. Em seguata fagam centrifugadas como
acima, e cada precipitado de proteinas foi seessuspendido em 6@ de tampédo de
solubilizac&o (uréia 6 M; Triton X-100 0,1%; Triade 40 mM) para quantificacdo de
proteinas pelo método de Bradford (1976).

3.13.2 Focalizacéo isoelétrica (primeira dimenséao)

Foram coletados 20Q)g de cada amostra para re-hidratar as tiras delayel
primeira dimensao (Immobiline DryStrip Gels, pH 4irnkar, 13 cm, GE Healthcare do
Brasil Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil). O volume deostra para re-hidratacdo foi
completado para 250 com DeStreak Rehydration Solution (GE Healthcame)tendo
DTT 20 mM e IPG Buffer (GE Healthcare) da mesmadaile pH das tiras, numa
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concentracdo de 2%. As tiras de gel foram imeraasohucao contendo a amostra e re-
hidratadas por 16 horas.

A focalizacao isoelétrica ocorreu a temperatumstamte (20 °C), utilizando-se
da unidade de eletroforese Multiphor Il (GE Healtled e respectivos acessorios. A

focalizacdo seguiu o programa indicado na tabetanomnodo de gradiente.

Tabela 5.Programa de voltagens da focalizacao isoelétrica.

Fase Voltagem Amperagem Watts Tempo
Fase 1 150V 2 mA SW 2h

Fase 2 300V 2 mA 5W 30min
Fase 3 3500 V 2 mA SW 1h 30min
Fase 4 3500 V 2 mA 5W 4h 20min

3.13.3 Sequnda dimensédo

Logo antes da separacao das proteinas por masseutaol(segunda dimenséo),
as tiras de gel de primeira dimensao foram tratademperatura ambiente com tampao
de equilibrio (Tris-HCI pH 8,8 50 mM; uréia 6 M;iggrol 30%; SDS 2%) contendo
DTT (10 mg/ml) por 15 minutos, seguido de incubagio tampdo de equilibrio
contendo iodoacetamida (25 mg/ml).

As tiras de primeira dimensao foram aplicadas esajgis homogéneos de
poliacrilamida-SDS 12,5% de 0,8 mm de espessuriéizdlt-se o marcador de peso
molecular Page Ruler Unstained Protein Ladder (Ertas International Inc.,

Burlington, Ontario, Canadd). A eletroforese segu80 mA constantes para cada gel.

3.13.4 Coloracao dos géis

A coloragdo dos géis foi feita com Coomassie B&250. Os géis foram
incubados trés vezes em solucao fixadora (etani; #xido fosforico 2%), por 30

minutos, e entdo lavados trés vezes com acidorfogfd%, por 20 minutos. A seguir,



63

foi adicionada solucdo pré-revelacdo (acido fostOr2%; etanol 18%; sulfato de
amonio 15%), por 30 minutos, e entdo se adiciofoudg solucdo de Coomassie Blue
G-250 (Coomassie Blue G-250 2%; azida sédica 0,08%péis foram corados durante
24-48 horas e o fundo foi descorado com agua ddatilO volume das solucdes
utilizadas para cada gel foi de 250 ml.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise da sequéncia do gemgpC de Caulobacter crescentus

De acordo com a anotacdo do GenBank, o quadro oabsdst leitura
correspondente ao geraspC de C. crescentusNA1000 (CCNA_02705) teria 210
nucleotideos. Nesse caso, a amplificacdo da retpidgenoma compreendida entre os
oligonucleotideos C1 e CSPC-F geraria um produtcedea de 1,2 kb (Fig. 7). Porém,
ao se tentar amplificar esta regido do DNA genéndidinhagem NA1000, foi obtida
reprodutivelmente uma banda de aproximadament&ll(&ig. 8). Este fragmento foi
clonado no vetor pGEM e cinco clones foram segiéelod, revelando que se tratava
realmente da regido compreendendo o g=p€; sendo que este mostrou possuir uma
sequéncia maior do que a originalmente anotada.

Na figura 9, esta representado o resultado de umeabno programa BLAST
pelo consenso das sequéncias obtidas. A regid@mresentou maior similaridade foi
realmente a do gerospCdeC. crescentudlA1000, e a segunda maior similaridade foi
com a mesma regido de. crescentusCB15, linhagem da qual NA10OO € derivada
(EVINGER e AGABIAN, 1977). No entanto, em amboscasos, existe uma falha de
similaridade no meio da sequéncia, condizente caxisaéncia de um novo elemento
nesse local. A terceira maior similaridade foi com gene que codifica uma proteina
de dominio de choque frio dgaulobactersp. K31 (MANNISTO et al., 1999), anotado
no GenBank com o nome Caul_3723. A anotacdo destaipa apresenta um arranjo
duplo de CSDs, o que foi visto, em eubactériashapeem proteobactérias da
subdivisdo alfa, como descrito para CspD GQlecrescentu§LANG e MARQUES,
2004). A similaridade da regido @spCcom a de Caul_3723 nao apresenta falhas,
sendo uma forte evidéncia de que CspC também apaesedois CSDs, 0 que nao era
previsto pela anotacdo existente do gene.

A comparacao da nova sequénciacdpCcom a sequéncia de Caul_3723 esta
apresentada na figura 10. Existe um alto grau eletidhde entre os dois genes, e estes
s6 apresentam grandes diferencas entre si na rdgibioker, entre os dois dominios
CSD da proteina codificada por Caul_3723. Podestabelecer, portanto, que CspC
também possui dois dominios CSD, em vez de um.adBdsese na sequéncia de DNA
proposta para o gerespCde C. crescentuNA1000, foi obtida uma nova estrutura

primaria para a proteina CspC, muito similar a focalla por Caul_3723 e menos
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similar a paraloga CspD (Fig. 11). Entretanto, esithios sdo conservados entre as trés
proteinas, ao contrario da regidolodker, que possivelmente apresenta menor pressao
seletiva para sua conservacdo. Trata-se de mais euwd@&ncia do alto grau de
conservacao dos dominios CSD, como revisto porr@aan e Marahiel (1998). Ainda
se desconhece a raz&do da ocorréncia do arranjo depCSDs enu-proteobactérias;
tendo em vista que algumas proteinas de choquédicterianas formam dimeros
vitro (YAMANAKA et al., 2001; SCHINDELIN; MARAHIEL; HEINEMANN, 1993),
pode-se especular que a dimerizacdo seria assaguwddicando-se os dois CSDs no
mesmo polipeptideo. Em eucariotos, proteinas cdotetominios CSD geralmente
possuem outros dominios distintos associados, wiste @ima proteina de mamiferos,
denominada UNR, que contém exclusivamente cincoimlosmCSD (GRAUMANN e
MARAHIEL, 1998). Esta estrutura modular de UNR piema interacdo com RNA e
com um fator de transcricdo, sendo que este ultipoode interacdo requer N0 minimo
dois CSDs (JACQUEMIN-SABLON et al., 1994; LESHKOWEt al., 1996).

A figura 12 mostra o novo consenso proposto paegjido codificadora do gene
cspC Comparando-se a sequéncia proposta com a seglg@ratada, percebe-se que a
anotada corresponde a uma proteina com apenas mimidoCSD. A sequéncia
proposta, no entanto, mostra que CspC possui ratdndeis dominios CSD unidos por
um linker, além de duas repeticbes diretas perfeitas, sgundoapenas uma delas
aparece na sequéncia anotada. Pode-se presuntantporque seria possivel ocorrer
recombinacdo homodloga internamente ao gep&; resultando na perda da sequéncia
codificadora do segundo dominio CSD e fazendo coenajgene possua apenas 210
nucleotideos, em vez de 531. A anotacdo do gesie,gsode ter sido feita com o gene
recombinante, em vez do gene integro. A presengarajgeticoes pode também ter
ocasionado problemas na montagem das sequéncias pebgramas de analise
utilizados, quando do sequenciamento do genoma letandas linhagens CB15 e
NA1000 deC. crescentus.

Deve-se ressaltar que as tentativas de constrdgamutanteAcspC:Qspec
(descritas abaixo) foram iniciadas quando aindacseditava que o gene possuia 210
nucleotideos, em vez de 531. Assim, procurou-seegmamente, padronizar as reacdes
de PCR para deteccdo da primeira recombinagao rdeafa amplificar bandas de
tamanho esperado menor do que o real. Foram testafldas temperaturas de
anelamento, quantidades de ciclos, concentracOedindetilsulfoxido e tempos de

extensdo, porém sempre era obtida uma banda maigueé o esperado (dados nao
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mostrados). Com isso, surgiu a hipotese de qua® tgeia uma sequéncia maior, 0 que
foi confirmado por sequenciamento e andlise contipara&om outras proteinas de
arranjo duplo de CSDs. Entretanto, em algumas esagie PCR utilizando os
oligonucleotideos CSPC-E e CSPC-F e DNA gendmiddAtE000 como molde, houve
amplificacdo de uma banda minoritaria de 1,2 kima® esperado para o getspC
recombinante, além da banda de 1,5 kb (dados nétvados). Esta observacao também
ocorreu em estudos anteriores (LANG, 2)07quando se confirmou por
sequenciamento que a banda de tamanho menor aordés@o genespCassim como
esta anotado. Logo, corrobora-se a hipotese deagjuepeticdes existentes dentro do
genecspCpossam promover a recombinacdo deste, de formadazr uma sequéncia
aproximadamente 300 bases menor do que a real.

A possibilidade de recombinacéao intragénicacspiCde C. crescentupode ter
paralelo com o genespC de E. coli, que apresenta um alto grau de diversidade
genética. Esta diversidade inclui um amplo espeaigroariacdes possiveis que incluem
elementos de insercdo, delecdo e mutacdo pontdalHRe JAWALI, 2006). Um
aumento dditnessé observado nas linhagens Elecoli que perderam a expressao de
cspCpor qualguer uma das variagOes citadas acimagklmao a linhagem selvagem.
Estas observagfes sdo interpretadas como uma ewdd#m selecdo para a perda da
expressao despCemE. coli, ja que genes similares corogpAe cspEndo apresentam
a mesma variabilidade genética. Tendo em vistacgp€de E. coli esta envolvido na
regulacéo da expressdo do fatd(PHADTARE e INOUYE, 2001), Faure et al. (2004)
argumentaram que mutacées em genes que regdlgodem promover uma vantagem
seletiva, j& que alelos ndo funcionais sfeconferem vantagens no crescimento e
proliferacdo das células. Estas vantagens no amestd, entretanto, seriam
contrabalancadas por uma reducdo na sobrevivénuiacendicbes nutricionais
limitantes e na resisténcia a estresses, fendmenondnado pleiotropia antagbnica
(NYSTROM, 2004). Entretanto, deve-se ressaltarajgenecspCdeE. colindo possui
a estrutura de dois CSDs, e ndo se sabe se esteegaspC de C. crescentusao

ortélogos funcionais.

2LANG, E. A. S. S&o Paulo, 2007 (comunicacdo pdssoa
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Figura 7. Posicdo dos fragmentos amplificados por @R neste trabalho, em relagéo a
regido do genoma deC. crescentus NA1000 que contém o genespC. As setas
indicam o sentido de transcricdo dos genes. O gep€ esta indicado pela caixa
azul. As caixas marrom e lilds representam genedificando um RNA
transportador e uma enzima malica dependente de P\NABspectivamente. As
barras indicam o tamanho relativo e a posicao idagrfentos amplificados por PCR
em relacdo a esta porcédo do genoma de NA100O. dlado das barras, estdo os
oligonucleotideos utilizados para amplificagdo éfflagmentos: C1, C2, C3 e C4
foram os oligonucleotideos utilizados para amgifiio dos flanqueadores c&pC
CSPC-E e CSPC-F foram aqueles utilizados para géonada regido contendo o
genecspCno vetor TOPO. C1 e CSPC-F foram os oligonucleotideais externos
utilizados para determinacéo da sequéncia reabpl€ avaliacdo da ocorréncia da
segunda recombinacdo homdloga e complementacaai@dmteAC; H1 e CSPC-C,
os oligonucleotideos mais internos utilizados pleterminacdo da sequéncia real de
cspCe clonagem em fase no vetor pProEX; H3 e H4, patacddo da primeira
recombinacéo; H2, H3 e CSPC-G, para mapeamentgiorpromotora despC
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Figura 8. Reac¢do de PCR com os oligonucleotideos EXCSPC-F.De acordo com o quadro
aberto de leitura despCanotado no GenBank, a amplificagéo da regido €itre
CSPC-F, a partir de DNA gendmico @e crescentusNA1000, resultaria em um
fragmento de cerca de 1,2 kb. Porém, foi obtida uoh@ra banda de
aproximadamente 1,5 kb utilizando os mesmos oligeatideos (canaleta 1). Este
fragmento foi clonado no vetor pGEM para sequenerdm Ver texto para maiores
detalhes. M indica o marcador de peso molecular.

ECF‘UU134U Caulobacter crescentus NA1000, complete genome $=724 E=(

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200

NA1000

CB15 —»

K31

Figura 9. Resultados da busca por sequéncias similares ao senso de 1,5 kb com o
programa BLAST. O consenso obtido pelo sequienciamento do fragnaenig5 kb
corresponde realmente a regido do gespCde C. crescentudNA1000. A falha de
similaridade, no meio da seqiéncia, indica a pgseafe um elemento novo,
inserido no fim da sequéncia anotadacdpC O mesmo padrédo de similaridade é
observado com relacdo ao geespC de C. crescentusCB15. A terceira maior

similaridade, denotada por K31, é com um gene wadiflo uma proteina de
dominio de choque frio deaulobactersp. K31, que apresenta dois CSDs.
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Figura 10. Alinhamento entre as regides codificadas dos genesspC de C. crescentus NA100O e Caul_3723 d€aulobacter sp. K31.0s tragos
verticais indicam os nucleotideos idénticos presenbs dois genes. Os tracos horizontais indicgiie® de espacamento no alinhamento 4,
dos dois genes. As sequéncias correspondentes @ossnde ligacdo a &cidos nucléicos, RNP1 e RNie2cada dominio CSD de ©
Caul_3723 estdo demarcados em vermelho e vergectesamente. Os genes foram alinhados utilizanpilograma MegAlign™.
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Alinhamento entre as proteinas CspC e @B de C. crescentus NA100O e a
proteina codificada pelo gene Caul_3723 deaulobacter sp. K31.Os residuos
de aminoéacidos em fundo preto indicam aqueles ceedes em todas as proteinas
comparadas. Os residuos de aminoacidos sombreadeingza indicam aqueles
conservados em duas das trés proteinas. Os md@Mfsl e RNP2 de cada
dominio CSD estdo demarcados em vermelho e veehkpectivamente. O
alinhamento foi realizado utilizando o programastdiw?2.
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Figura 12. Determinacdo da sequéncia despC. Acima, 0 esquema mostra a regido do
genoma que contém o gewspC indicando a sequUéncia previamente anotada
(caixas cinzas) e a nova porcdo do gene, equieakmtsegundo dominio CSD
(caixa amarela). A barra azul indica a regido diplla por PCR com os
oligonucleotideos C1 e CSPC-F, que originou umnfiexgto de 1,5 kb. As setas
indicam o sentido da transcricdo de cada gene.xApaiconsenso obtido através
do sequenciamento do fragmento de 1,5 kb. Em ciegt§o mostrados os
nucleotideos presentes na sequéncia originaimeotada decspC Em amarelo,
estdo indicados os nucleotideos que ndo foramidoduna anotacdo. Demarcados
por caixas, estdo duas repeticdes diretas perfitesiso do gene. Sublinhados em
vermelho e verde, estéo, respectivamente, os nsoidP1 e RNP2, presentes em

cada dominio CSD.
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Um fato interessante observado na sequéncia peopuestCspC é a grande
quantidade de glicinas (G) presentes na regidiHier (Fig. 11 e 12). Dominios ricos
em glicina foram encontrados na proteina de chéruee trigo WCSP1, interligando
o dominio CSD amino-terminal com dominmac-finger e estes entre si (KARLSON
et al., 2002). Estes dominios ricos em glicinatgarente com os dominiagc-finger
foram descritos como responsaveis pela localizaggo WCSP1 no reticulo
endoplasmatico e na regido do nucleo (NAKAMINAMIARLSON; IMAI, 2006), e
mostraram ser necessarios para a ligacdo a RNA e proteina do tabaco
(HANANO; SUGITA; SUGIURA, 1996). Regides ricas erticipa sao encontradas
interligando os dois dominios CSD de CspC e daepratcodificada por Caul_3723 em
Caulobactersp. K31; entretanto, ndo se sabe se estas regieitaem um dominio
verdadeiro, j& que os dominios ricos em glicina p@ssuem sequéncias consenso fixas
(KARLSON et al., 2002), nem sua provavel funcao@aPs, uma vez que estas regides

nao sao encontradas em CspOCderescentus.

4.2 Construcao do mutanteAcspC:: Qspec

Para deletar a regido codificadora do gespC os flanqueadores a montante e a
jusante do gene (570 e 810 pb, respectivamentainfamplificados por PCR com os
pares de oligonucleotideos C3/C4 ou C1/C2, clonadosandeme o gene foi
substituido por um cassete de resisténcia a espettina e estreptomicin&gpec)
(Fig. 13). O cassete utilizado originou-se da déyesdo plasmideo pHP@5com
EcdRl, isolando um fragmento de aproximadamente 2,0ckhtendo marca de
resisténcia a espectinomicina e estreptomicina, tpram os antibidticos que
permitiram uma melhor selecdo de transformanteantieiro processo de obtencédo do
mutante. Apés subclonagem dos insertos nos vei@&O e pBluescript KS, originou-
se o insertdApa/Pst AcspC:Qspec, de aproximadamente 3,4 kb, o qual foi isoado
clonado no vetor pNPTS138, gerando a construcaol BNIB8AcspC:Qspec) (Fig.
13). Este vetor foi introduzido em S17-1, uma lggra deE. coli com capacidade
conjugativa, tendo por objetivo a transferénciatelesetor suicida &C. crescentus

NA1000 e a substituicdo do gene p@kpec apds dupla recombinagdo homologa.
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Figura 13. Estratégia resumida para a construcdo damutante AcspC::Qspec. Cada
flanqueador clonado no vetor TOPO foi isolado, edoss fragmentos foram
ligadosin tandemno vetor pBluescript KS, originando um fragmeAfma/Pst de
aproximadamente 1,4 kb. Em seguida, o cassetestgérciaQspec foi inserido
no sitio deEcaRl criado, substituindo o gerspC O insertoApa/Pst de cerca
de 3,4 kb resultante foi passado para o vetor pNB8Sgerando a construcao
pPNPTS1384cspC:Qspec).
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Com a introducéo do plasmideo recombinante aciela, fato de ser um vetor
suicida que nao replica e@. crescentusocorreria sua inser¢cao no gecspC por
recombinacdo homologa, sendo a delecdo do genedaride um segundo evento de
recombinacdo. Assim, apds a segunda recombinag@gl&ncia clonada no plasmideo
(contendoQspec) ficaria integrada no genoma, sendo trocattageme integro, que
ficaria no plasmideo suicida.

A figura 14 mostra as duas maneiras possiveis pgEmeira recombinacéo
ocorrer. O primeiro evento de recombinacdo cormedpa integracdo do plasmideo no
genoma, estando presentes, portanto, a versaoamtegenespCe a versao deletada.
A ocorréncia da integracdo do vetor foi averiguantavés de uma reacdo de PCR com
os oligonucleotideos H3 e H4. De acordo com o esguie recombinacdo mostrado na
figura 14B, esta reacao amplificaria uma banda,fel, equivalente aquela que seria
obtida em NA1000 sem integracdo do vetor; por iggocurou-se o esquema de
recombinacdo mostrado na figura 14A, em que a mesagio de PCR amplificaria
uma banda de 3 kb, facilmente distinguivel de NALEOM integracdo do vetor. Ainda,
outro motivo para ndo se buscar o esquema de récagdlo mostrado na figura 14B
consistiu na existéncia de varios genes codificapdm RNAs transportadores e
ribossdomicos a montante depC(Fig. 15). A transcricdo intensa e as repeticoassade
regido poderiam impedir ou prejudicar a dispordlaidle das seqiiéncias corretas para
recombinacdo nesta regido, necessaria para se alnérgracdo do plasmideo como
mostrado na figura 14B. Pelos motivos apresentadossquema buscado para a
primeira recombinac¢é&o foi o mostrado na figura 14A.

Mesmo com a ocorréncia de dois sitios distintos hderidizacdo do
oligonucleotideo H3 nestes esquemas de recombir{fagéce o sitio dXhd), apenas
uma banda seria amplificada na reacdo de PCR, @argistancia entre H4 e o sitio de
Xhd mais distal de H4 seria muito grande (> 10 kb) pgwa a DNA polimerase
utilizada conseguisse estender e sintetizar o feagpnnteiro.

Duas colbnias resultantes da conjugacao tiverantegracao do plasmideo no
genoma (primeira recombinacgéo) confirmada por PERB. (16). Estes clones foram
cultivados em PYE por tempo longo para permitiegunda recombinacao, ou seja, a
perda do plasmideo carregando a cOpia integrasd€ Em seguida, estas culturas
foram semeadas em PYE agar com sacarose paragalegs individuos que perderam
o plasmideo, através da toxicidade conferida peonegacB do mesmo (WEST;
YANG; STEPHENS, 2002). Das colonias obtidas, 126farh semeadas em PYE agar
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com espectinomicina e estreptomicina para confiimaga presenca do cassete de
resisténcia a estes antibidticos integrado no gandproximadamente 400 colbnias
foram obtidas, as quais foram passadas para peEa@®YE com canamicina para
selecionar aquelas sensiveis ao antibiotico, coafido a perda do plasmideo
carregando o genespC Esta selecéo indicou apenas um clone sensivahangcina.
Este resultado foi inesperado pela baixa frequém®a obtencdo de mutantes;
provavelmente, a selecdo por sacarose ndo tevénef suficiente para impedir que
colonias portando o plasmideo integrado crescesapesar de ter sido utilizada a
concentracdo padrao (3%).

O clone sensivel a canamicina teve seu DNA gerdrextraido e utilizado
como molde numa reagao de PCR para confirmacaceldgdd do gene, em paralelo
com NA1000 e um primeiro recombinante (Fig. 17)réAg nao foi obtida a banda
esperada para o suposto mutante. Alguns parantgrasacdo de PCR foram alterados
para permitir a visualizagdo da banda esperadapus® mutante (como, por exemplo,
a concentracdo de dimetilsulfoxido e a temperatieranelamento), porém ndo houve
sucesso nestas tentativas (dados ndo mostrades)uia confirmacdo mais direta da
mutacédo, foi realizado um ensaio Wéestern blotcom soro anti-CspC obtido por
imunizacao de coelho (ver item 4.6), para indicaresenca da proteina em NA1000 e a
auséncia desta no suposto mutante, avaliando-d&tarse a banda reconhecida em
NA1000 néo seria a de outra(s) CSP(s), com extlatoABD. O filtro de nitrocelulose
apos a revelacao das bandas é mostrado na figure Ifial foi confirmada a delecao
do genecspCG além da especificidade do anti-soro obtido comtrproteina CspC.
Ainda, corroborou-se a hipotese de que o gene érmdaique o originalmente anotado,
pois a proteina corresponderia a 7 kDa se congvess Unico dominio CSD; porém,
ela aparece como uma proteina de aproximadamentkD&a8 condizente com a

seqUéncia proposta para o gene.



Figura 14. Esquema dos possiveis eventos de reconagido homologa. Ao seintroduzir o
vetor pNPTS13&8cspC:Qspec) emC. crescentusNA1000, a homologia de
sequéncia entre os flanqueadoressf@Cclonados e os do cromossomo possibilita
a recombinacdo nesta regido (acima), promovendategracdo do vetor no
genoma. A seta acima do genspC indica o sentido de sua transcricdo. Os
possiveis eventos da primeira recombinacdo hom@&aganostrados em (A) e (B).
Em vermelho, estdo representadas as sequénciasonmssomo; em azul, as
sequéncias correspondentes aos flanqueadorespie clonados no vetor; em
amarelo, o cassete de resisténcia a espectinormécestreptomicina no lugar do
gene cspC e em preto, as demais seqiéncias plasmidiais.n&gnito, estdo
representadas as posi¢Oes de hibridizacdo dosatitgwtideos H3 e H4, utilizados
em reacdo de PCR para confirmar a integracdo donfil@o no cromossomo. Em
(A), esta reacdo de PCR amplificaria uma banda mtexamnadamente 3 kb,
distinguivel da banda em NA1000 sem integragdo etorv(1,6 kb); em (B), a
banda amplificada de 1,6 kb ndo permitiria distingé NA1000 sem integracéo do
vetor, sendo (A) o esquema de recombinacao proauEad (A), estdo indicados os
tamanhos dos fragmentos amplificados com os oligentideos C1 e CSPC-F,
utilizados em reacdo de PCR para deteccdo da seguecbmbinacdo e
confirmacdo da presenca da copia deletada (3 ki@ edpia integra (1,5 kb) de
cspC nos primeiros recombinantes. A barra delimitada fp@ngulos indica a
regido que deveria ser perdida com o plasmideo queaocorresse a delecdo de
cspC Abaixo da seta em (A), esta representado um raguela a ocorréncia da
segunda recombina¢do homéloga. Em italico, sdorats sitios de restricdo, com
parénteses indicando aqueles inseridos por FCRpd; P, Pst; X, Xhd. A
posicao de hibridizacdo do oligonucleotideo H3 remomptra sobreposta ao sitio de
restricdoXhd, sendo representada apenas uma vez em cada esquem
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CCHA_B2714
CCNA_B2711
CCHA_B2786 CCHA_B2713
CCHA_B2784 CCNA_B2706 CCHA_B2712

> 2 pa

< Kk Kl I EE BEGa

CCNA_B2702 @cnn_a;?ajg CCNA_RBBG7 CCNA_B82709
CCNA_B2783 CCHA_RGB64 CCHNA_RDB68 CCHNA_B2718
CCHA_B2781 CCNA_RBBES CCHA_ROBEY
CCNA_ROBG6 CCNA_B2787

Figura 15. Mapa da regido do genoma d€. crescentus NA100O que contém o genespC. O

genecspC (CCNA_02705) estd indicado pela caixa e repredengor uma seta
azul. As setas de cor rosa indicam genes envohndosaducdo. CCNA_R0064,
CCNA_R0067 e CCNA _RO0068 representam genes que icamif para RNAs

transportadores  (respectivamente, tRNA-Met, tRNA-Ale tRNA-lle);

CCNA_R0065, CCNA_R0066 e CCNA_RO0069 indicam genes apdificam para
RNAs ribossbmicos (respectivamente, subunidade28S, e 16S). A seta roxa
representa o gene de uma enzima malica dependeADP. As setas brancas

indicam genes néo categorizados.
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3,0 kb

Figura 16. Reacdo de PCR para detecc¢éo da primeiracombinac&o.A reacéo foi feita com
os oligonucleotideos H3 e H4. As canaletas de lrefédem-se a reacBes cujos
moldes sdo DNAs gendmicos de clones portando o mjle®
pNPTS138AcspC:Qspec). A canaleta C indica o controle com DNA geicdnde
NA1000. A seta amarela indica a banda de 3,0 kleradp para os primeiros
recombinantes, observada nas canaletas 1 e 3 braeta indica a banda de 1,6 kb
esperada para o controle NA100O.

3,0 kb—»

15kb —

Figura 17. Reacdo de PCR para deteccdo da segundecombinagdo.Foram utilizados os
oligonucleotideos C1 e CSPC-F. A canaleta demarcada C indica o controle
com DNA gendmico de NA1000. As canaletas 1 e 2esmprtam reacdes com
DNAs gendmicos de um primeiro recombinante e doostap mutanteAC,
respectivamente. A banda esperada para NA1000 e Ig5dkb indicada; para o
primeiro recombinante, a de 1,5 kb e a de 3,0 ikthidada pela caixa amarela). A
banda esperada para o mutante, de 3,0 kb, ndo bsénmda na canaleta
correspondente.
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NA1000 AC AABD M

— 18,3 kDa

Figura 18. Western blot para confirmacdo da delecdo do genespC. Culturas em fase

estaciondria tiveram suas proteinas totais exsaiglaaplicadas em gel de
poliacrilamida-SDS 12%. Apds a transferéncia degtaa filtro de nitrocelulose,
foi feito um ensaio deimmunoblot com soro anti-CspC (1:1000) para
reconhecimento da banda de ~18 kDa, correspondamtga estrutura proposta de
CspC com dois dominios CSD. A banda é reconhecidaxratos de NA100O e
AABD, mas ndo emC. M indica o marcador de peso molecular.

DOs00

Curvas de crescimento a 30 T
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Figura 19. Curvas de crescimento a 30 °@Qs linhagens NA1000 AC foram cultivadas em

meio PYE liquido, enquanto as linhagens contendetor pMR20 (com ou sem
inserto) foram cultivadas em meio PYE liquido acigs de tetraciclina. A taxa de
crescimento foi avaliada nos pontos indicados,vésado monitoramento da
densidade Optica das culturas a 600 nmgE)QOOs valores representam a média de
medidas com duas replicatas bioldgicas e duascatpdi técnicas cada. As barras
pretas indicam o desvio padrao.
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Apesar de a delecdo do gene néo ter sido confarpad PCR, outros fatores
indicaram que este clone possui realmente a suigétit decspC pelo cassete de
resisténcia a espectinomicina e estreptomicineerbl gle sensibilidade e resisténcia a
diferentes antibiéticos; a auséncia de reconhedonda proteina CspC no ensaio de
Western blgtas alteracdes fenotipicas apresentadas porielstgém e a restauracéo
dos fendtipos selvagens com a introdugdo de ume agcspC em plasmideo (ver
item abaixo). Por estes motivos, confirmou-se glieshagemAcspC:Qspec foi obtida
com éxito.

Houve dois agravantes que dificultaram a obtengdomutante: um foi a
anotacao incorreta do gene no GenBank, o que lavobtencdo de resultados que
diferiam daqueles esperados anteriormente (por gwenem reacbes de PCR para
deteccao das recombinacgdes), atrasando a obteagéatdnte. O outro agravante pode
ter sido uma baixa freqiéncia da segunda recomdmnagevida provavelmente a
presenca de genes altamente transcritos adjaceose£e/ou ao tamanho limitante do
fragmento a montante aspC(570 pb), onde deveria ocorrer a segunda recormdina
homologa para a delecdo do gene (Fig. 14A). Alteraimente, a presenca de um gene
codificando uma enzima malica dependente de NADENKE 02704) a jusante de
cspCpode ter dificultado o primeiro evento de recomb&manesta regidao: esta enzima
esta relacionada ao metabolismo do piruvato, cotoposcessario para uma série de
funcdes anabdlicas, sendo gerado a partir de mptat@sta enzima. Se este for um
mecanismo importante de geracdo de piruvatoCerarescentudNA1000, é possivel
que o gene CCNA 02704 seja também altamente tiamsadificultando a
recombinacéo entre os flanqueadoressfeC.No entanto, as dificuldades mencionadas

foram superadas em tempo para a realizacdo desrisaotipicos com o mutante.

4.3 Ensaios fenotipicos

Primeiramente, foi avaliado se o mutant€ teria alguma alteracdo na taxa de
crescimento a 30 °C. Para isso, culturas de NABXGO portando ou ndo o plasmideo
PMR20 (vetor sem inserto) e culturas A€(pMR20-cspQ (linhagem complementada
com o genespCclonado no vetor pMR20) tiveram a absorbancia nmoadta durante
48 horas. O plasmideo foi levado em conta por ept@sente na linhagem
complementaddC(pMR20-cspQ, para fins de eliminacdo de variaveis. Observasse

figura 19 que néo houve diferencas significativageeas taxas de crescimento das
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linhagens avaliadas. Portanto, ndo houve grandesagbes no crescimento a 30 °C,
decorrentes da delecédo c&pC da presenca do plasmideo nas células ou da adiécdo
tetraciclina ao meio de cultura.

A segquir, a avaliacdo do crescimento foi feitaadte o crescimento a 10 °C. As
linhagens NA1000(pMR20) (considerada a selvagen@(pMR20) e AC(pMR20-
cspQ foram diluidas para uma densidade Optica a 60¢D@goo) de 0,1, incubadas a
30 °C até uma Dgypde aproximadamente 0,5, e passadas para a tempeatatO °C.
Como se pode observar na figura 20A, a linhaggl(pMR20) apresenta parada no
crescimento ja no primeiro dia a 10 °C, enquantowgas linhagens ainda estdo em
fase exponencial. Estas s6 atingem a fase estacopér volta do sexto dia de
incubacdo a 10 °C. Este dado indica que a linhagemante apresenta o crescimento
dificultado sob baixas temperaturas.

Apesar das observacoes feitas, a curva de absaljdorcsi s6 nédo é suficiente
para avaliar se alguma linhagem apresenta defettasescimento em relagcéo a outra,
pois este método é sensivel também a presencaudascéortas ou a alteragbes no
tamanho das células. Com isso, € necessario tanap@iisar a sobrevivéncia das
linhagens em ensaios de viabilidade, que indicanasecélulas estdo vivas e se
dividindo ativamente.

Corroborando os dados das curvas de cresciment “&€,1estdo ensaios de
viabilidade preliminares, mostrados na figura 28Borcentagem de células viaveis da
linhagem mutante aparenta ser menor que a dassdirtreagens no primeiro dia de
incubacédo a 10 °C, apesar da sobreposi¢cédo das ligrerros. A partir do segundo dia,
porém, fica mais clara a dificuldade do mutantelidlar com o crescimento a 10 °C,
enquanto as linhagens selvagem e complementadseatam aumento do numero de
UFCs (Fig. 20B).

E interessante que a ausénciacgeG um gene que nio é induzido pelo frio,
acarrete em gueda na viabilidade no crescimentd°€1Ensaios com outros mutantes
para CSPs deC. crescentusevidenciam que, a temperaturas baixas, a CSP mais
importante para a sobrevivéncia é CspA, uma vezamutantes simples ou duplos para
0 genecspAsdo mais sensiveis ao crescimento a 10 °C (MAZZZDRE), condizente
com o fato decspAser um dos genes de maior expressao em baixasrEomas
(LANG, 2005). Outros mutantes para CSPs que aimmssyem 0 genespA nao

¥ MAZZON, R. R. Sao Paulo, 2008 (comunicacdo pejsoal
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apresentam alteracdo significativa na sobrevivéacitD °C (LANG e MARQUES,
2004; MAZZON, 2008), apoiando a evidéncia de que CspA é uma das iipaste
majoritarias e de maior importancia no choque &mw C. crescentusNo entanto, a
gueda na viabilidade do mutame€, sob baixas temperaturas, indica que a expressao
do genecspCpode ser importante para a sobrevivéncia da cetldahoque frio, apesar
de néo ser induzida nesta condicéo. Talvez Cspsupadguma fungéo sob choque frio
gue nao é totalmente compensada por CspA ou péla 6$P induzida por choque
frio, CspB. ComocspC apresenta niveis de expressdo mais altos que ®uWms
genescsp durante o crescimento normal (LANG e MARQUES, £0@ode-se supor
gue a expressao deste gene em particular sejatanfwpara a sobrevivéncia da célula,
tanto em temperaturas 6timas quanto em baixas tatpas.

N&o se sabe a exata funcéo fisiologica das CSts, 4a induzidas sob choque
frio quanto as induzidas em fase estacionaria ostitativas. Tendo em vista que
algumas CSPs d&. coliagem como antiterminadores de transcricao (BAE ,e2@00),
pode-se especular que a funcdo proposta das CSBssdstabilizacdo de estruturas
secundarias de &cidos nucléicos estaria relacionadasestabilizacdo das alcas de
terminacdo de transcricdo. Consequentemente, hasgpressdo de genes importantes
para uma dada condicdo fisioloégica, a jusante deninadores intrinsecos de
transcricdo. Derzelle et al. (2003) propuseram lagtatese quando do estudo das CSPs
de Lactobacillus plantarumem que se observou o envolvimento de CspL natagkp
ao frio, de CspC na adaptacdo a caréncia nutriciende CspP na adaptacdo ao
congelamento. De fato, a atividade de antitermioalgitranscricdo de CspE Hecoli
€ necessaria para a complementacado do fenétiperdgbdidade ao frio do mutante
quadruplo para CSPs (PHADTARE; INOUYE; SEVERINO\W02), apesar de CspE
n&o ser induzida pelo choque frio (YAMANAKA; FANGJOUYE, 1998). E possivel
gue CspC d€. crescentusenha estas mesmas propriedades.

A morfologia das células durante o cresciment® & foi analisada através de
microscopia optica (Fig. 21). Percebe-se que, dertodo o periodo analisado, ndo
houve alteracdo morfoldgica visivel do mutante,relacdo a linhagem selvagem, que
porventura fosse restaurada pela complementacatusive, o mutante apresenta o
mesmo padrdo de alongamento das células que aydéimhaelvagem, que inicia por

volta do terceiro dia e aumenta progressivamesgte aitavo dia.

4 MAZZON, R. R. S&o Paulo, 2008 (comunicac&o pejsoal
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Curvas de crescimento a 10 T

2
° —e— NA1000(pMR20)
o} —= AC(pMR20)
[a)]
AC(pMR20-cspC)
0o 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)
(A)
Ensaio de viabilidade a 10 C
1000
—— NA1000(pMR20)

—=— AC(pMR20)
AC(pMR20-cspC)

Sobrevivéncia relativa (%)
'_\
o
o
~

1 O T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (dias)

(B)

Figura 20. Avaliacdo do crescimento e sobrevivéncia 10 °C. Culturas das linhagens
indicadas foram primeiramente diluidas para umaogigual a 0,1 e incubadas a
30 °C. Ao chegarem a uma ypde aproximadamente 0,5, foi tomado o primeiro
ponto para contagem de UFCs, e as culturas forasagdas para a temperatura de
10 °C. Em (A), as medidas de absorbancia de caata.pém (B), sobrevivéncia
relativa durante o crescimento a 10 °C. Os nuneeddFCs iniciais das linhagens
(expressos em UFCs x @) foram: 8,1 + 1,6 para NA100O(pMR20); 6,0 + 1,2
paraAC(pMR20); e 8,0 £ 0,7 parAC(pMR20-cspQ. Os valores representam a
média de experimentos com duas replicatas biolégcduas replicatas técnicas
cada. As barras pretas indicam o desvio padréo.



Figura 21. Microscopias Opticas durante o crescimén das células a 10 °CAs linhagens
NA1000(pMR20) AC(pMR20) eAC(pMR20-cspQ foram incubadas durante 8 dias
a 10 °C e laminas foram preparadas em diferentegag para microscopia optica.
T, indica o tempo no qual a lamina foi preparadageana quantidade de dias de

incubacéo (frefere-se a 2 horas de incubagéo). O aumento @ He 4
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Também foram feitos ensaios de viabilidade durgetéodos prolongados em
fase estacionaria a 30 °C, mostrados na figuraD2@adrdo de queda e retomada da
viabilidade apresentado no gréafico é explicado feo de que, ao mesmo tempo em
que ha morte das células, subpopulacdes das cuttarseguem sobreviver ao periodo
prolongado em fase estacionaria, e estas subpdgeslagproveitam o0s nutrientes
lancados pelas células mortas para proliferar, atales aumento transitério na
viabilidade (WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998).

Os resultados destes ensaios indicam que nao meduedo na sobrevivéncia
do mutante na fase exponencial (até 9 horas deimmsto) (Fig. 22B), apresentando
sobrevivéncia relativa similar a da linhagem setvage da linhagem complementada
até o ponto de 2 dias, durante a fase estaciopg@ce (Fig. 22A). Porém, no ponto
referente ao terceiro dia, em que as viabilidadge®das as linhagens caem, o mutante
apresenta uma reducdo mais drastica (niveis 5 vaeesres que a selvagem) (Fig.
22A). No ponto de 4 dias, as linhagens selvagemneplementada ja superam esta
queda e retomam niveis maiores de sobrevivénddivel enquanto o mutante ainda
apresenta estes niveis baixos, em torno de 10 vezesr que os das outras linhagens.
Do sétimo dia em diante, porém, a linhagem mutaot& a ter niveis relativos de
sobrevivéncia similares aos das outras linhageigs 22A). Pode-se inferir, portanto,
que o mutantAC requer um tempo maior de recuperacao apos a quedalilidade,
decorrente da incubacéo prolongada em meio derauupossivel que a auséncia de
cspCnas células prejudique a capacidade destas deveaiirem periodos de caréncia
nutricional. E possivel também que, apds a quedaaihiidade, outras CSPs poderiam
compensar a auséncia dgCna célula e a sobrevivéncia se estabilizaria nesmmos
niveis da linhagem selvagem, como acontece noaéliade incubacao (Fig. 22A).

A presenca do genespC em plasmideo na linhagemMC(pMR20cspQ
complementou o fen6tipo do mutante, restauranduivess de sobrevivéncia durante a
recuperacdo ap0s a queda na viabilidade. Mesmmtéua periodo de queda na
viabilidade, esta ndo foi tdo acentuada peCfPHMR20-cspQ, sendo menos drastica
que a da linhagem selvagem (Fig. 22A). Pode-senagtar que o fato de o vetor
PMR20 ser de baixo numero de copias (ROBERTS e1896) faca com que haja um
leve aumento na expressao do gene em relagdo am@lhar que poderia favorecer a
retomada do crescimento. Portanto, € possivel ddeaencas entre as viabilidades das
trés linhagens que permitem supor um papel imp@tdo genecspC na condicéo

estudada.



86

A morfologia das trés linhagens em diferentes powlo crescimento também
foi avaliada por microscopia (Fig. 23). Na faseangncial (1), as trés linhagens nao
diferem entre si quanto a morfologia (apenas umda fase exponencial € mostrado,
pois ndo se observaram diferencas em outros patdomesma fase). Ja na fase
estacionaria (T em diante), o mutante apresenta um fendétipo ddaseletorcidas e
mais curvas do que NA1000(pMR20), sendo que o ifemdtonsiderado selvagem é
restaurado na linhagem complementai@(pMR20cspQ. N&o foi descrito um
possivel papel despCna manutencéo da forma das células; o fenétipereado pode
ter relacdo com a producéo de crescentina, umaipeotom funcdo de citoesqueleto
gue é responsavel pelas formas vibridide e helitaie C. crescentugAUSMEES,;
KUHN; JACOBS-WAGNER, 2003). A crescentina se assoa forma de filamentos
vitro sem a necessidade de energia ou cofatores, ezpuoda estrutura helicoidah
vivo que se localiza em um dos lados da célula. Mwtaque ndo produzem crescentina
apresentam-se como bacilos, e linhagens que pnoduzescentina, porém em
filamentos dispersos e nao localizados, também saptem forma de bacilo
(AUSMEES; KUHN; JACOBS-WAGNER, 2003). Aléem da es$tma e da localizacao,
outras caracteristicas desta proteina que a torsamelhante a elementos do
citoesqueleto de eucariotos sao a similaridaded@éncia, a organizacdo dos dominios
e as propriedades bioquimicas. A determinacdo maafwibridide ou helicoidal d€.
crescentugpela crescentina depende do tamanho da célulantduo crescimento ativo,
as ceélulas sdo mais curtas que o intervalo entteelises da crescentina, causando a
curvatura em forma vibridide. Ja em fase estacianguando as células se alongam
(WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998), a célula comg@oruma maior
quantidade de hélices da crescentina, tornandoefieoidal (AUSMEES; KUHN;
JACOBS-WAGNER, 2003). Células sem crescentinaganto, crescem normalmente
em meio rico ou minimo, e ndo apresentam alterdeadabilidade em fase estacionaria
prolongada (AUSMEES; KUHN; JACOBS-WAGNER, 2003)pfessao seletiva para a
curvatura das células d& crescentupode ser entendida como um reflexo da forma
celular na motilidade e nas propriedades de cagtaondicdes ambientais.

A alteracdo de morfologia observada no mutante nEder um resultado da
superexpressdo ou alteracdo da crescentina, jdagjueelulas se encontram mais
curvadas e retorcidas. Entretanto, ndo se salb&essaria o fendtipo da superexpressao

mencionada, nem a relacdo entre o gap€e 0 genereS que codifica a crescentina.
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Pelos resultados obtidos, pode-se afirmar que e gguC possui um papel na
manutencdo da viabilidade da célula durante a éat#cionaria e, possivelmente, na
manutencido de sua forma, direta ou indiretamenpos&ivel também que a alteragéo
na forma somente na fase estacionaria, no muta@teindique que ele & mais
susceptivel a algum estresse decorrente destadiastenha relacdo com a turgidez da

célula ou a rigidez da parede celular.
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Figura 22. Avaliacdo da sobrevivéncia em fase expemcial e estacionaria a 30 °QCulturas
das linhagens indicadas foram incubadas durantgiagsta 30 °C, em meio PYE
liguido com tetraciclina, e tiveram o0s niveis ddrseivéncia monitorados nos
tempos indicados. O quadro destacado em (A) é asmstampliado em (B). O
guadro a direita em (B) mostra as curvas de crestondas linhagens. O ponto de
14 dias deAC(pMR20cspQ apresentou problemas e ndo pdde ser computado. Os
ndmeros de UFCs iniciais das linhagens (expresaddrCs x 1&ml) foram: 3,6 +
1,8 para NA100O(pMR20); 1,2 + 0,7 pax&(pMR20); e 2,8 + 0,8 paraC(pMR20-
cspQ. Os valores representam a média de experimentos digas replicatas
biologicas e duas replicatas técnicas cada. Aabaretas indicam o desvio padréo.



Figura 23. Microscopias Opticas durante o crescimén das células a 30 °CAs linhagens
NA1000(pMR20), AC(pMR20) e AC(pMR20<cspQ foram incubadas durante 14
dias a 30 °C, e laminas foram preparadas em ditssdempos para microscopia
oOptica. T, indica o tempo no qual a lamina foi preparadagdsena quantidade de
dias de incubacéo; no caso dg fbram utilizadas culturas em fase exponencial,
com DQg préxima a 0,5. Laminas preparadas em diferentedopoda fase
exponencial ndo apresentaram alteragfes em redadaminas mostradas em ©
aumento é de 40 X. O fenotipo de células mais dawa retorcidas do mutarficé
abolido quando se complementou a linhagem, restdara fenétipo considerado
selvagem.
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4.4 Mapeamento da regido regulatoria despC

Andlises de dele¢Bes sucessivas da regido regalador genecspD de C.
crescentusndicaram a presenca de uma regido necessarieopar@éximos niveis de
expressdo do gene, embora ela ndo esteja envatadaducdo especifica de fase
estacionaria (LANG e MARQUES, 2004). A montante gkne cspG existe uma
sequéncia similar a uma sequéncia na regido régalatecspD, com duas repeticdes
diretas imperfeitas (LANG e MARQUES, 2004) (Fig.).2Bstas analises levantaram a
possibilidade de tal sequéncia eapCtambém ter papel regulatorio. Para se investigar
a questdo, duas regidbes a montante do gep€ foram clonadas separadamente no
vetor pRKacZ290; em uma delas, a regido presumivelmente atigegkia ausente, e a
linhagem resultante foi chamada de NA10Q@(RcZ). Na outra construcao, esta regiao
e o promotor predito por aqueles autores estaontassee a linhagem resultante foi
chamada de NA100Of{glac?) (Fig. 25).

A atividade do promotor das diferentes constru¢géedeterminada por ensaios
de atividade deB-galactosidase. Como controle positivo, foi utidiaaa linhagem
NA1000(RespCllacs, consistindo em NA1000 contendo a regido reguikatde cspC
integra (amplificada com os oligonucleotideos C$FPE-CSPC-G) clonada no vetor
pRKlacZ290 (LANG e MARQUES, 2004). Como controle negatifa, utilizada a
linhagem NA1000 portando o vetor pRIZ290 sem inserto, e a atividade basapde
galactosidase foi descontada nos ensaios.

Como mostrado na figura 26, houve inducdo da esf@cesgerada por
PcspCl/lacZdurante a fase estacionaria, como esperado, evess rda enzima se
encontram acentuadamente maiores para esta c@ustragn comparacdo com as
outras. A linhagem NA1000(RlacZ) apresentou niveis muito baixos d&
galactosidase, confirmando a posi¢cdo do promotasd€predito por Lang e Marques
(2004). Além disso, o comportamento da construcgglaeZ nestes ensaios foi o
mesmo que o observado para a constru¢cdo analoga @vomotor decspD a regido
considerada ativadora, ausente nesta construggeedsaria para 0s maximos niveis de
expressdo do gene, mas a inducdo, de aproximadarBemezes em 48 horas de
crescimento, ocorreu tanto com o promotor integrantp com aquele sem a regido
mencionada. Isto indica quespC possui regulacao transcricional, e que uma regiao
ativadora da expressao depCse encontra no trecho que esta ausente na cdutstrug

Puo/lacZ Também se pode verificar que a inducdo da exjweds gene na fase
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estacionaria prescinde da ligacdo de um fatortrims a sequéncia ativadora. Este
possivel fator teria papel, no entanto, na obtewig&oniveis maximos de expresséo do
gene.

Os inicios de transcricdo dspG determinados por ensaio de extensdo de
oligonucleotideos (LANG e MARQUES, 2004), difereaqgdele proposto por McGrath
et al. (2007) com base em microarranjos de DNAiImMsse levado em conta o inicio de
transcricdo proposto pelos ultimos autores, o ptomdo gene estaria deslocado 35
pares de bases a jusante em relacdo a posicacsiaapicialmente, fazendo com que a
regido ativadora também fosse deslocada. Contudmnmgportamento das diferentes
fusdes de transcricdo nos ensaios realizados geafimimar que, mesmo se houver um
inicio de transcri¢cdo adicional com um novo promarrespondente, este promotor
seria muito mais fraco em comparacédo ao preditd_pog e Marques (2004). Nao se
pode descartar, no entanto, a existéncia destedeguomotor despCna construcao
Pus/lacZ, uma vez que esta exibiu uma pequena inducéo lesséo do gene na fase
estacionéria (Fig. 26 e Tabela 6). Apesar dissaiwsis def-galactosidas®bservados
para esta construgdo se mostraram muito baixosoemparacdo com as construcdes
portando trechos maiores da regido promotora Q. Além disso, esta construcéo
ndo apresentou indu¢do em 48 horas em relacaordo @e 24 horas, ao contrario das
outras duas construcdes (Tabela 6). Portanto, @sei@ clonada emyfllacZ, apesar
de ndo conter o promotor predito dgpC poderia ser responsavel por uma pequena
inducéo de fase estacionaria, da ordem de 1,7 weaegressado em fase exponencial.

Fang et al. (1997) descreveram 0 ensaio de atidd®l uma construcéo
contendo o genespAdeE. colie a regido 5 nao traduzida (5’-UTR, detranslated
region) em fusdo com um outro promotor, de atividade titotisa. Mesmo trocando-se
0 promotor decspApor um promotor constitutivo, a producao da praetspA foi
induzida por choque frio, sugerindo que este geéeraquer um fator de transcricdo
especifico para sua inducdo a baixas temperatdraalogamente, a construgéo
Pus/lacZ apresentou uma pequena inducao do gene duraate a$tacionaria, mesmo
nao contendo o promotor descrito. Faz-se a resgadvém, de que genes da famdsp
induzidos pelo frio possuem a regido 5-UTR long&ANG e MARQUES, 2004;
MITTA; FANG; INOUYE, 1997; YAMANAKA; MITTA; INOUYE, 1999), e genes
cspnao induzidos pelo frio, comespC apresentam esta regido mais curta.

Com relacédo ao promotor predito depC contido na construcaopflacZ e

ausente em B/lacZ, nota-se que ele é responsavel por uma maior &dwedecspC
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(Fig. 26). Este promotor emyflacZ também é responsavel por um maior grau de
inducdo do gene em fase estacionaria (2,5 veze®4enoras) (Tabela 6). Além disso,
ao contrario de j/laczZ, o promotor presente emyfacZ e RespQlacZ promoveu uma
inducdo do gene em 48 horas, da ordem de 1,3-kgb\& expressao em 24 horas. A
sequéncia ativadora similar a d&oD (ausente emp/lacZ e presente emdBpClac?)
mostrou ser responsavel por niveisda mais altos da expressao do gene (2,5-3 vezes
maior que a promovida poryflacZ), tanto em fase exponencial quanto em fase
estacionaria. Entretanto, em termos de inducadivalatanto RspQlacZ como
Puo/lacZ se comportaram de maneira similar (Tabela 6), rmapdtr que aparentemente a
regido promotora presente em ambas € responsdaeindecdo em fase estacionéria.
De posse destes dados, pode-se concluir que asOeglesucessivas da regido
regulatoria permitiram o0 reconhecimento do promogorda regido ativadora da
expressao despG correspondentes aqueles preditos por Lang e Mar(f004), e das
contribui¢cdes relativas de cada regido na express@enespC

A transcricdo despCjé se encontra alta durante a fase exponenciagjstente
com a idéia de que proteinas importantes para agkp® longos periodos de caréncia
nutricional devem ser produzidas enquanto a céutapaz de uma expressao génica
robusta (SCHELLHORN et al., 1998). Alguns dos gereggilados pot™ em E. coli
mostraram seguir o mesmo padréo de expressao (SIGHERN et al., 1998).
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-133 GGATCCGGTE(gs(;rgGTTTTTTGCGGTGC AATATCGCAAC
-95 GTGAAGCG
-57 CGAATTTTTCTGCCCTTCGATGGCCTTCGACCAAH(ZZTTTC
-18 TCCGTTCAAAGCCC AT&%(YS('}CGTCTCGAGGTTTTGCGT
+21 CATGACTTCCCTCGGAAGGACGCGGGCCGACTATCAGC
+59  CCGTCGATTGAGGTGTTTGAGGATAATATGGCGAACGG
+97 TGTCGTTAAGTGGTTCAACCCGGCCAAGGGCTTTGGCT

+135 TCATTCAGCCCGAGGACGGCGGCCAGGACG

CSPC-G

Figura 24. Esquema da regido regulatéria do gerespC de C. crescentus. As cabecas de seta
indicam os sitios de inicio de transcricdo (LANGIARQUES, 2004). O inicio de
transcricdo mais proximo da extremidade 5’ foi deimado como a posicédo +1, e
as sequéncias preditas como -35/-10 apresentamrsarchdas em azul. O cédon
de iniciacdo da traducéo apresenta-se sublinhadait® de ligagéo do ribossomo
encontra-se sublinhado duas vezes. As setas fimdiaam duas repeticdes diretas
imperfeitas, e os nucleotideos sombreados indicarales também encontrados na
mesma regido emspD Em vermelho, € mostrada a regido compreendendo as
repeticbes e o0s nucleotideos presentescepi) constituindo a provavel regido
ativadora de cspC. As setas dobradas verdes indicam as posicbes dos
oligonucleotideos CSPC-F, H2, H3 e CSPC-G, utiizadpara amplificar
fragmentos clonados no vetor pREZ290, com sucessivas delecdes da regido
regulatoria.



94

CSPC-F H2 H3 CSPC-G

.

tRINA

Regifio -35 -10
ativadora

lacZ
—_— PespCriacZ

- PHZ/ lacZ
— =) Pus/lacZ

Figura 25. Esquema das construcdes utilizadas pamapeamento da regido regulatoria de

cspC. CSPC-F, H2, H3 e CSPC-G indicam os oligonucleotd#dizados; a seta
dobrada indica os inicios de transcricdo do geme.ckiza, a porcdo despC
correspondente a sequiéncia originalmente anotadgem®;, em amarelo, a porgédo
gue néo foi incluida na anotacdo. A linha vermatléca a regido presumivelmente
ativadora do gene; as linhas azuis indicam as eegi85 e -10 do promotor.
Abaixo, estdo esquematizadas as regides contidasadm construgdo no vetor
pRKlacz290. As setas grossas pretas representam o gemeeréggrZ, que codifica
a enzimg3-galactosidase.
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Figura 26. Ensaio de atividade dg-galactosidase para mapeamento da regido regulatéri
do gene cspC. Culturas de NAL100O carregando o plasmideo [pBR290,
PcspCllacZ PysflacZ ou Ry /lacZ foram crescidas em meio PYE a 30 °C, tendo a
absorbancia monitorada (quadro a direita). As cadtfioram utilizadas em ensaios
de atividade d@-galactosidase, em fase exponencial (azul), e sendatacionaria
(vermelho e amarelo). Os valores representam aard&liexperimentos com trés
replicatas bioldgicas e duas replicatas técnicas.cAs barras pretas indicam o
desvio padréo.

Tabela 6. Inducdo relativa da expressdo do gerspC em ensaios de atividade de
galactosidase, realizados co@ crescentusNA1000 portando as construcfes
indicadas.

U.M. 24h/ | U.M. 48h/
U.M. exp? | U.M. 24h

Pus/lacZ 1,7 1,0
Puo/lacz 2,5 1,3
PcspCllacz 2,2 1,4

#U.M., unidades de Miller; exp., fase exponencia.v@lores sd0 expressos como a razdo entre as
unidades de Miller obtidas nos pontos indicados.
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4.5 Estudo da expressao do gewegpC em diferentes condi¢cdes nutricionais

4.5.1 Expressao dispCem diferentes meios de cultura

Caulobactertem a capacidade de utilizar varias fontes de cabmmcluindo
varios carboidratos (POINDEXTER, 1964), acidos geaXO'CONNELL; HENRY;
SHAPIRO, 1986), aminoacidos (FERBER; KHAMBATY; ELY988; POINDEXTER,
1964) e compostos aromaticos (CHATTERJEE e BOURQUI®B7). Seu estilo de
vida oligotréfico supde uma alta afinidade na toendé nutrientes do meio, o que se
reflete na rigueza em receptores de membrana, iabpente aqueles dependentes de
TonB, codificados no genoma desta bactéria (NIERMAN al., 2001). Ainda,
contribuindo para o maior aproveitamento metabglicoiclo celular assimétrico de.
crescentugproporciona células especializadas para disperdéissea de novas fontes
nutricionais (células moveis) e células séssei® dajo proporciona uma maior
superficie de membrana, potencializando a tomacitientes (HIRSCH, 1986).

Sendo a expressdo do gaspCregulada em funcdo da fase de crescimento,
pode-se supor que certas condi¢des nutriciongisudisn a expressdo do mesmo, ja que
um dos fatores que caracterizam a fase estacior@ria caréncia nutricional
(NYSTROM, 2004). Para se investigar esta questativalade do promotor despC
foi avaliada em culturas de NA100@gpC/lacd crescidas em meios com diferentes
composicdes, atraves de ensaios de ativida@egddactosidase. A tabela 2 mostra cada
meio com sua composicao.

Como esperado, os meios provendo glicose come fomédiata de carbono
promoveram um maior crescimento das culturas, ceenpode ver pelas medidas de
absorbancia em M2G, M2GP, M2GP(-N) e PYE + G (FAgA). As culturas nao
atingiram absorbancias tdo altas em meio PYE, uno rcemplexo composto de
peptona e extrato de levedura (ELY, 1991). Possigrte, a fonte de carbono na forma
de aminoéacidos e peptideos ndo € prontamente Essimpelas células, tornando o
crescimento menos intenso, durante o periodo ewalministo € apoiado pela
observacao de que, nos meios M2P e M2P(-N), cuga (ionte de carbono € a peptona,
a absorbancia das culturas também ndo se equipadasameios com glicose (Fig.
27A).

Os resultados dos ensaios de atividad§-dalactosidase estdo mostrados nas

figuras 27B e 27C. Nos meios M2P e M2P(-N), quet&mnpeptona como Unica fonte
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de carbono, a atividade do promotor apCja se encontrava mais alta do que nos
outros meios no inicio do experimento, indicande gucrescimento nessa fonte € um
sinal para a inducdo aspC Apos 6 horas, a atividade despCé fortemente induzida
nestes meios, mais do que em PYE. Nos meios cantglictbse, com excecao de
PYE + G, a atividade decBpCnao foi significativamente alterada na entrada @ar
fase estacionaria, e mesmo apds 48 horas de cergoinndo houve grande inducéo.
Estes dados indicam que os niveis de expressamsme respondem as condi¢des
nutricionais do meio, independentemente da fasere&cimento da cultura. Também
existe a possibilidade de que a presenca de glimwseeio seja um inibidor direto ou
indireto da expressao do gene: comparando-se e mig atividade decBpCem M2P

e M2GP, observa-se que ndo h& grande inducdoinmylpesar de este conter peptona
em sua composi¢ao. O mesmo vale para M2P(-N) e NIAGBFFig. 27C).

Ja com relacdo a PYE + G, houve uma inducédo sigtife da expressédo do
gene, mesmo com a presenca de glicose no meigylsmse estiver realmente atuando
como um inibidor da expressdo do gene nos outrégsie possivel que esta inibicéo
esteja mascarada pela inducéo intrinseca do genRYdn E possivel, também, que
exista uma gradacdo no poder inibitério da glicesediferentes meios: a inducéo do
gene é virtualmente inexistente em M2G, é leve eaGM e € alta em PYE + G (Fig.
27B), de modo que o poder inibitério diminui a ntedigue aumentam as opg¢des de
fonte de carbono.

Com relacdo a fonte de nitrogénio, nota-se quevalatie do promotor ndo é
alterada por uma ou outra fonte: os meios semtolale amonio — indicados por (-N) —
nao diferiram significativamente de seus equivaentom cloreto de amoénio (Fig.
27C). Os resultados apresentados indicam uma pebssdgposta especifica da
expressdo despC a presenca de diferentes fontes de carbono, @nmtdizom sua

inducéo em fase estacionaria.



Figura 27. Avaliacdo do crescimento e estudo da aiilade do promotor decspC em meios
com diferentes composi¢cdesCulturas de NA1000 carregando o plasmideo
PcspCllacZforam crescidas nos meios indicados a 30 °C, tendwescimento
monitorado pela medida de densidade 6ptica (A)(Bne (C), estdo os resultados
de ensaios dp-galactosidase com estas culturas. (B) mostra sasi@nfeitos para
estudo da influéncia de fontes de carbono sobxpressao despC (C) mostra os
ensaios para estudo da resposta do gene frenterenties fontes de nitrogénios
valores representam a média de experimentos cosrdpbcatas bioldgicas e duas
replicatas técnicas cada. As barras pretas indicdesvio padrao.
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Figura 28. Avaliacdo do crescimento e estudo da wiilade do promotor de cspC sem a
regido ativadora em meios com diferentes composigdeCulturas de NA1000
carregando o plasmideq,RacZ foram crescidas nos meios indicados a 30 °C,
tendo o crescimento monitorado pela medida de dadsiOptica (A). Em (B) e
(C), estdo os resultados de ensaiospdmlactosidase com estas culturas. (B)
mostra os ensaios feitos para estudo da influéeifontes de carbono sobre a
expressédo despC (C) mostra os ensaios para estudo da resposjaraofrente a
diferentes fontes de nitrogénio. Os valores remtase a média de experimentos
com duas replicatas biologicas e duas replicatasics cada. As barras pretas
indicam o desvio padréo.
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Figura 29. Avaliagdo do crescimento e estudo da wailade do promotor de cspC em
condi¢cBes de caréncia nutricionalCulturas de NA1000 carregando o plasmideo
PcspCllacZforam crescidas em meio M2G a 30 °C até uma absoid de 0,3,
quando as culturas foram centrifugadas e os meiasnf substituidos por M2G,
M2 sem glicose ou M2G sem cloreto de amonio. Ocarento foi monitorado
pela medida de densidade 6ptica (A). Em (B), estaresultados de ensaiosfe
galactosidase com estas culturas. Os valores egpiees a média de experimentos
com trés replicatas biologicas e trés replicatesitds. As barras pretas indicam o
desvio padréo.
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Os mesmos ensaios foram feitos com NA1000 portandonstrucao {g/lacZ
Nota-se, pela figura 28A, que o perfil de absorl@mesta linhagem em diferentes
meios segue 0 mesmo padrao apresentado por NAXPWRac] (Fig. 27A). Pelos
resultados dos ensaios flgalactosidase (Fig. 28B e 28C), percebe-se tanthénos
niveis de atividade do promotor depCsem a regido ativadora obedeceram ao mesmo
padrdo apresentado pela construgdo com a regiélat@ga integra: ha grande indugéo
nos meios com peptona, e a indugdo € menor conesenga de glicose nos meios
derivados de M2. Apesar de parecer haver difereaga® as expressdes nos meios
M2P e M2P(-N) (Fig. 28C), ndo acreditamos que stam reais, porque a expressao
de M2P ja se encontra mais alta que a de M2P(-Nhic@ deste experimento. Além
disso, os meios M2GP e M2GP(-N) ndo apresentamedifas entre si, como acontece
com NA1000(fspCl/lacd. Acreditamos, portanto, que em NA10Q@RcZ), também
nao houve diferencas significativas na atividadepdglactosidase entre diferentes
fontes de nitrogénio. Conclui-se que a regido dtiva decspCnéo é necessaria nem
para a inducdo especifica de fase estacionaria, paa a inducdo em condigcbes
nutricionais diferenciadas. Porém, em todos os sneéecultura analisados, a atividade
do promotor decspC sem a regido ativadora foi de 1,5-2,5 vezes mener a da
construcdo contendo esta regido, corroborando @edsip de que a regido ativadora €
necessaria para 0s maximos niveis de expressando g

Estudos realizados por microarranjos de DNA reaebaque aproximadamente
400 genes tém sua expressao variando significaéineerentre culturas d& crescentus
crescidas em PYE, M2G e M2 suplementado com x{lgX) (HOTTES et al., 2004).
Segundo estes autores, a classe de genes maiglménz PYE é a relacionada a vias
de degradacdo de aminoacidos. Ja a maioria dos gedezidos em meio minimo
incluem enzimas de biossintese de aminoacidosjoakdos a incorporacdo de amonia
e sulfato em glutamato e cisteina. No estudo déeblet al. (2004), o germspCdeC.
crescentus ndo apresentou variacdo de expressao entre PYE; M2 M2X,
contrariamente ao observado neste trabalho, emogpemotor do gene apresenta
maior atividade em PYE em relacdo a M2G. Porém,ocaste trabalho e aquele
realizado por Hottes et al. (2004) utilizam metodms distintas, € possivel que a

discrepancia observada seja ocasionada pelas geosgddiferenciadas.
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O perfil de expressédo aspDdeC. crescentusm diferentes meios obedece aos
mesmos padrdes @spC(SILVA, 2008, o que poderia ser um indicio de que ambos
0S genes possuem regulacdes semelhantes. Em raigsatdrio, a aluna Carolina
Antunes do Prado Tavares da Silva realizou umaegiara de uma biblioteca de
mutantes (ITALIANI; ZULETA; MARQUES, 2002), buscandyenes cuja interrupcao
causasse diminuicdo da expressdocsigD Um desses genes € o quadro aberto de
leitura CCNA_00247, que codifica um regulador dsposta de sistema de dois
componentes. Este regulador de resposta mostrauiposn papel de ativacdo sobre o
gene cspD e foi averiguado se ele teria 0 mesmo papel sobpL dadas as
semelhancas nas condi¢cbes de expressdo entre galms. Para isso, 0 ensaio de
atividade de-galactosidase em diferentes meios também foizaeddi com culturas de
NA1000 CCNA_00247::Tn5 portando a construc@sg/lacZ.No entanto, o padrao
de expressdo do gene foi o mesmo de NA1000 portandoesma construcéo
(resultados ndo mostrados), o que indica que oapsdwegulador despD nédo é o
mesmo, se existente, depC

4.5.2 Analise da resposta do gespCa condicdes de caréncia nutricional

Como forma de simular uma condicdo controlada d€ncs nutricional,
culturas de NA100O portando a regido regulatortagia decspC a frente do gene
reporterlacZ foram crescidas em meio M2G até chegarem ao naefast exponencial
(DOsoo = 0,3). Nesse momento, as ceélulas foram lavadessmeeios foram substituidos
pelo mesmo meio sem glicose ou sem cloreto de amariim de avaliar a resposta do
gene frente as duas condi¢fes. A figura 29 mostrasultados obtidos. O crescimento
das culturas cessou ao se retirar tanto a glicos® © cloreto de amoénio do meio (Fig.
29A), enquanto que no meio M2G houve crescimentmmab Quanto a atividade do
promotor decspC (Fig. 29B), nota-se que houve um aumento signifioatlesta na
condicdo sem glicose, o que reforca a hipéteseudeaqglicose seja um inibidor da
expressao do gene. Esta repressao por glicoseipaegermediada pela proteina CRP,
segundo o sistema de repressao catabolica degara&. coli (STULKE e HILLEN,
1999). EmC. crescentu®NA1000, existe um ortélogo de CRP caracterizadoa@om
regulador transcricional, correspondente ao quadesto de leitura CCNA_01478. Em

®SILVA, C. A. P. T. Sdo Paulo, 2008 (comunicacasspel).
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contrapartida, a inducdo despC ndo ocorreu no meio sem cloreto de amdnio.
Considerando que os ensaios foram feitos aindaasm éxponencial, pode-se sugerir
que a inducéo da expressao do gespECna fase estacionéria, em condicbes normais de
crescimento, esta correlacionada a caréncia mutatiipica desta fase do crescimento
bacteriano.

A diversidade de condi¢Bes as quais as CSPs respoéckvidente em diversas
espécies bacterianas. Hm coli, por exemplo, além das CSPs induzidas por choque
frio, ha CspC e CspE, envolvidas na divisdo celelpossivelmente na condensacéo do
cromossomo a 37 °C (YAMANAKA et al., 1994). Husteria monocytogene€spA e
CspD séo induzidas sob estresse osmoético causadta@d (SCHMID et al., 2009). Os
varios aspectos fisiolégicos de atuacdo das CSPBaetérias pressupdem regulagcdes
distintas, mas, por serem proteinas relacionadastdgtura semelhante, provavelmente
compartilham um mecanismo geral de acdo (GRAUMANWARAHIEL, 1998).

Outra CSP dé. coli ndo induzida pelo choque frio € CspD, induziddase
estacionéria e em caréncia nutricional (YAMANAKANOUYE, 1997), condicdes em
que se observou inducédo dgpCem C. crescentusEmE. coli, a inducdo despDem
fase estacionaria ndo depende do fafir mas tem ppGpp como um dos fatores
positivos para sua regulacao (YAMANAKA e INOUYE,98. A inducao do gene em
fase estacionaria ocorre tanto em meio rico quamtaneio minimo contendo glicose e
casaminoacidos. No entanto, a expressaocsigD de E. coli é inversamente
proporcional a taxa de crescimento: em meio rican@io minimo contendo glicose
(resultando em taxas de crescimento relativameétag) aa expressao aspD é baixa.

Ja em meio minimo contendo acetato ou gliceroult@sdo em taxa de crescimento
baixa), a expressdo dspD é bastante induzida (YAMANAKA e INOUYE, 1997). Em
meio minimo contendo apenas 20% da concentracd@gae glicose¢cspD também
teve sua expressao induzida, indicando que esterggponde a condi¢cdes de caréncia
de carbono (YAMANAKA e INOUYE, 1997). As condi¢cbasque o genespCde C.
crescentugsesponde apresentam muitas similaridades com asionewas para o gene
cspDdeE. coli.

Apesar de o genespCnéao ser induzido sob choque frio &€n crescentusé
intrigante a existéncia de dominios de choque dnouma proteina cuja expressao é
induzida sob caréncia nutricional, um fato recdgeem muitas outras espécies
bacterianas. Estudos cdsn subtilistém auxiliado na compreenséo da interligacao entre

diferentes tipos de estresse (BRIGULLA et al., 3008 regulacdo do fatos® de
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resposta geral a estresses depende de duas fesfdtabU e RsbP, que indiretamente
ativam este fator sigma (PRICE, 2000). RsbU tem atinadade influenciada por
estresses ambientais, como choque de calor, osdamlare etanol. J& RsbP atua sob
estresses metabolicos, como limitacdo de glicasfato ou oxigénio. Quando células
deB. subtilissdo submetidas a choque frio, a ativacéde®edo é mediada pela via de
estresses ambientais, mas h4 uma pequena padizidacvia de estresses metabdlicos
(BRIGULLA et al., 2003). Logo, existe uma nova diesconhecida para ativacidoafe
sob choque frio erB. subtilis porém, o fato de ndo haver ativacdo da via dessss
ambientais levanta um questionamento sobre osoefégioldgicos do choque frio
sobre a célula, que sente parte deste estimulo nomestresse metabdlico ou interno, e
ndo como um estresse ambiental ou externo. Enietarestudo do regulon @& néo
revelou nenhuma proteina com funcéo especificagaszimento continuo em baixas
temperaturas (BRIGULLA et al., 2003), indicando questresse causado por baixas
temperaturas pode ter efeitos sobrepostos a estmEsses que ativam o fatSr
Acreditava-se que a inibicdo da traducédo duranthamue frio fosse devida
apenas a diminuicdo da cinética celular em baixgéeatura; porém, foi identificada
em E. coli uma proteina ligante de ribossomos, induzida $amwe frio, que inibe
ativamente a traducdo (WILSON e NIERHAUS, 2004)taEgroteina, denominada
RaiA ou proteina Y, também € induzida durante a éssacionaria (MAKI; YOSHIDA;
WADA, 2000). Em ambas as situacdes, esta proteressocia com os ribossomos, e
foi proposto que ela interfere com a elongacao,rdimdo a acuidade da traducéo e
competindo com aminoacil-tRNAs pela ligacdo amsftido ribossomo (WILSON e
NIERHAUS, 2004). Nesse caso, observa-se mais umax&0o entre o estresse por

baixas temperaturas e a fase estacionaria.
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4.6 Deteccado de CspC e CspD em diferentes linhagetesC. crescentus

As proteinas CspC e CspD @e crescentugoram expressas eia. coli para
purificacdo e posterior obtencdo de anticorposclumriais, a fim de detectar estas
proteinas em diferentes linhagens de nosso lalimragécorroborar 0 peso molecular
destas.

De acordo com Lang e Marques (2004), a protein®@gssuiria 21,5 kDa, e a
expressdo da proteina démcoli resultou em uma banda de 27 kDa, condizente com o
tamanho proposto de CspD mais a cauda de histi@inescentada pelo vetor de
expressdo (Fig. 30). Esta proteina se mostrou slboknoi purificada com éxito por
cromatografia de afinidade em resina de niquel.o® @nti-CspD foi obtido por
imunizacdo de coelho, sendo utilizado para confirmgeso molecular da proteina
CspD e a delecdo do gene na linhageih (LANG e MARQUES, 2004) (Fig. 30).
Entretanto, o titulo do soro ndo foi tdo alto qoaatdesejado, talvez por causa da
pequena quantidade de proteina purificada utilizadea imunizar o coelho. De
qualquer forma, em outros experimentos (describ@sxa), este anti-soro foi utilizado
em uma diluicdo baixa, com uma concentracao alexttato protéico aplicado em géis
de poliacrilamida-SDS, para garantir o reconhectmeda banda correspondente a
CspD e sua visualizacgéo.

Com relagcéo ao soro anti-CspC, foi feita uma reatfiPCR para amplificar a
sequéncia considerada correta do gesp que codifica uma proteina de dois CSDs.
Como se pode ver na figura 31, houve inducado dizime e o tamanho proposto para
CspC a partir da nova sequiéncia do gene (18,2 kbaprretamente obtido ef. coli,
visto que a cauda de histidina acrescenta alguitedglions (em geral, 3-7) a proteina
expressa. A proteina foi purificada com éxito pamntatografia de afinidade em resina
de niquel, dada sua presenca na fragdo solUvebmicaslo, e 0 soro foi obtido do
mesmo modo que o soro anti-CspD, por imunizac&mdino. A especificidade do soro
foi confirmada poWestern blot{ver Fig. 18), o qual se mostrou Util na detecgaetal
da mutacdo do gerespCna linhagem\C e na confirmacdo do tamanho de 18 kDa da
proteinan vivo.

Antes de se ter conhecimento da nova sequénciasp€ um fragmento
correspondente ao gene truncado foi obtido do VE@PO + 1,2 kb, por PCR. Este
fragmento foi clonado no vetor de expressdo pPreEX tentou induzir a expressao da

proteina com IPTG; porém, ndo foi observada a i@odwpm esta construcao (dados
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nao mostrados). Posteriormente, com a descobertaoda sequéncia do gene, o
fragmento correspondente a esta nova sequénatdof@do no vetor de expressao, e a
inducdo da proteina péde ser observada (Fig. 319sklados apdiam a correlacdo entre
0 genecspC de C. crescentu o gene homénimo dE. coli que apresenta alta
variabilidade genética, indicando uma selecdo paperda da expressao deste gene
(RATH e JAWALLI, 2006). No entanto, tendo em vistzecp auséncia da expressao de
cspCem C. crescentusesulta em maior queda de viabilidade (Fig. 22p, sé sabe a
relevancia fisiologica desta recombinacgdo intraggeniPossivelmente, este evento é
estocastico e ndo implica necessariamente em aardefitness ndo havendo pressao
seletiva para sua ocorréncia. Aliado a esta nagstd, o fato de que reacdes de PCR na
regido do genespCde NA1000 resultaram em amplificagdes recorrentesed|iéncia
maior, e amplificacdes ocasionais e minoritariassel@liéncia menor do gene (dados
nao mostrados), evidenciando que ndo ha press&tvaglara o truncamento dspC.

Tendo em vista a correlacdo entre caréncia deowarkfase estacionaria e o
nucleotideo ppGpp, é possivel que os resultadosrnados nos ensaios de caréncia
nutricional e nos diferentes meios de cultura (i#®®) indiqguem que a expressdo do
gene cspC seja regulada por ppGpp, como é o caso do gamp® de E. coli
(YAMANAKA e INOUYE, 1997). Ha indicios de quespD deC. crescentusambém
seja regulado por ppGpp, tendo em vista que suzxdmdlem fase estacionaria e seu
perfil de expressdo em diferentes condicdes not@es sdo semelhantes aos
observados parespC (SILVA, 2008°). Em nosso laboratério, a linhagexspoT foi
construida por Carolina Antunes do Prado TavareSilda e Ricardo Ruiz Mazzon, e
foi utilizada em ensaios denmunoblofpara averiguar esta questéao.

Foram realizados ensaios &®estern blotcom os anti-soros obtidos para
verificar a presenca e possivel compensacdo er@fes Qos diferentes mutantes de
nosso laboratério. Primeiramente, o soro anti-CkpDestado nas linhagens NA1000,
AD e AspoT(Fig. 32). Os niveis de CspD detectados na lintmatygpoTse apresentam
menores que em NA1000, indicando que a moléculgppp@uja producéo inexiste
neste mutante, esta envolvida na via de ativacdospP. No entanto, estes ensaios
foram preliminares, e a revelacdo das bandas dé Ssgncontra dificultada pelo baixo

titulo do soro.

® SILVA, C. A. P. T. Sdo Paulo, 2008 (comunicacasspel).
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A figura 33 mostra um ensaio Wéestern blotom soro anti-CspC nas linhagens
NA1000, AD e AABD, para verificar as quantidades relativas da prateim cada
linhagem. Esperava-se que nos mutantes de outrBs,GSproteina CspC estivesse
mais expressa em relagcdo a NA1000, de acordo chipotese de compensacao entre
CSPs; no entanto, no foi este o observado. Evysbsgiie ndo haja necessidade de
compensagao no tempo de 48 horas, e por isso@kemda sido observada nos ensaios.
Estes ensaios foram preliminares e a padronizagsiesl podera fornecer informagdes

interessantes sobre os mecanismos regulatériogpdessao das CSPs @ecrescentus.
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- - <4— 27 kDa

CspD AD NA1000

<— 215kDa

Figura 30. Purificagdo da proteina CspD enk. coli e Western blot com soro anti-CspD.
Acima, gel de poliacrilamida-SDS 12% contendo émgadeE. coli DH5a sem
IPTG (canaleta 1) e superexpressando CspD com [(Bdi@aleta 2). A caixa indica
as bandas correspondentes a CspD. As canaletasadé rBostram os passos de
purificacdo de CspD por cromatografia de afinidaderesina de niquel, com 100,
200, 300, 400 e 500 mM de imidazol, respectivamemikindica o marcador de
peso molecular. Abaix@V/estern blotom soro anti-CspD (1:250) obtido a partir de
imunizacdo de coelho. Foram aplicados extratosrdieipa CspD purificada (27
kDa com a cauda de histidina), @e crescentusNA1000 AcspD (AD) e deC.
crescentudNA1000. O anticorpo reconheceu a banda de 21,5 &DaNA1000,
correspondente a proteina CspDvivo, mas ndo no mutant&D, confirmando o
fendtipo deste.

M — R B 4 5 6 7 8 9
25 — [ ‘l — S .. 4— ~25 kDa
20 — . — —

Figura 31. Indugdo e purificagdo da proteina CspCra E. coli DH5a. Em 1, extrato de
cultura sem IPTG; em 2, extrato de cultura supeesgando CspC com IPTG. A
caixa indica as bandas correspondentes a CspC.néleta 3 mostra a fracdo
soluvel obtida a partir da sonicacdo das cultuyas,contém CspC, ao contrario da
fracdo insolavel (canaleta 4). Nas canaletas de95as passos de purificacdo de
CspC por cromatografia de afinidade em resina gieehicom 100, 200, 300, 400 e
500 mM de imidazol, respectivamente. M indica ocador de peso molecular.
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NA1000 AD AspoT

exp. estac. expestac. exp.  estac.

24,9 kDa— 1

4— CspD

18,3 kDa—

4— CspD

Figura 32. Western blot com soro anti-CspD.As linhagens indicadas foram cultivadas em
PYE e aliquotas foram retiradas para a extracapmasinas, em fase exponencial
e apobs 48 horas de crescimento, em fase estaeioR@rnam aplicados 2%y de
cada extrato em gel de poliacrilamida-SDS 12%. Aptransferéncia das proteinas
para filtro de nitrocelulose, foi feito um ensamithmunoblotcom soro anti-CspD
(1:50) para avaliar a presenca e quantidade daipeoem cada linhagem. Acima,
o filtro de nitrocelulose revelado; abaixo, negatiya imagem, para facilitar a
visualizag&o. As caixas azuis indicam a posi¢dprdeeina CspD, que aparece na
forma de duas bandas, possivelmente devido a itsrésoformas. A banda forte
na parte de baixo do filtro € uma proteina recoidlagioespecificamente pelo anti-
soro, ja presente no soro pré-imune do coelhaadit.

NA1000 AD AABD
exp. estac. exp. estac. exp. estac.
18,3 kDa— 4— CspC

18,3 kDa— 4— CspC

Figura 33. Western blot com soro anti-CspC.As linhagens indicadas foram cultivadas em
PYE e aliquotas foram retiradas para a extracapmdasinas, em fase exponencial
e apoés 48 horas de crescimento, em fase estaeaoRérnam aplicados 253 de
cada extrato em gel de poliacrilamida-SDS 12%. Aptransferéncia das proteinas
para filtro de nitrocelulose, foi feito um ensam®ichmunoblotcom soro anti-CspC
(1:1000) para avaliar a presenca e quantidade d&ipa em cada linhagem.
Acima, o filtro de nitrocelulose revelado; abaixwegativo da imagem, para
facilitar a visualizacao.
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4.7 Andlise do padréo de expressao protéica de NAADeAC

As CSPs ja caracterizadas de outras bactériag est@élvidas em importantes
processos celulares, como replicacdo e regulacadtradacricdo e da traducdo. O
envolvimento nestes processos poderia levar a aito gfleiotropico na auséncia destas
CSPs, acarretando em alteracdes no perfil de esgwgmotéica. A fim de se averiguar
eventuais mudancas no padréo geral de expresstcprdecorrentes da delecdo de
cspC extratos protéicos d€. crescentuNA1000 eAC, incubados em PYE por 48
horas a 30 °C, foram analisados por eletroforedienbnsional. Escolheu-se o tempo de
48 horas porque é quando a expressasp€esta presumivelmente alta, com base nos
resultados de ensaios (legalactosidase (ver Fig. 26). A quantidade de pmate
aplicada foi de 20Qg por gel, e a coloracéo foi feita com CoomassieEb-250, por
apresentar menor coloracéo de fundo e mais coatdasspots A figura 34 mostra os
géis obtidos.

Com estes géis, procurou-se identificapotcorrespondente a CspC, com peso
molecular igual a 18,2 kDa e pl (ponto isoelétricalculado de 6,85. Esgpotdeveria
ser observado no gel referente a NA1000, mas ngwetereferente AC. No entanto,
n&o foi possivel observarspotcorrespondente em NA1000 (Fig. 34). E possivelague
quantidade de proteina total aplicada e 0 métodoottgacédo ndo tenham permitido
uma visualizacdo adequada sjmotcorrespondente a CspC; outra possibilidade é a de
gue o pl real de CspC seja um pouco mais basico gatculado, ultrapassando o valor
de 7,0 e caindo em uma faixa de pH nao detectaldatipg de primeira dimensao
utilizada.

Nestes géis, pode-se observar uma leve “repetigdgpotsno canto superior
esquerdo (Fig. 34), indicando a presenca de padede mesmo peso molecular, mas
com pls levemente diferentes. Em géis bidimensireste padrdo dgpotsindica a
ocorréncia de diferentes isoformas de uma mesmteipey e também pdde ser
observado em géis de referéncia com extrat@.derescentuB15, disponibilizados
na Internet (SWISS-CZECH PROTEOMICS SERVER, 208%)e padrao, conhecido
como protein stuttering é tipico de amostras protéicas de culturas bants em fase
estaciondria, pois nesta fase ocorre um aumentmsidboxidacdo de proteinas e erros
na incorporacdo de aminoacidos, produzindo isofsratgerrantes que aparecem com
pls levemente diferentes (BALLESTEROS et al., 200¢STROM, 2004).
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Como os geéis ndo ficaram idénticos quanto a foagdio, ndo foi possivel
compara-los estatisticamente com o uso de softwzaes analise de imagem. Estes
géis, no entanto, puderam fornecer informacdesespboteinas abundantes €
crescentusiurante a fase estacionaria, utilizando como re@séum banco de dados de
proteinas da linhagem CB15 (SWISS-CZECH PROTEOMEERVER, 2009). De
acordo com a figura 34, apotsl e 2 poderiam corresponder a fatores de elongégéo
sintese protéica, codificados pelos quadros abekokeitura CC1922 e CC3199 em
CB15, sendo o segundo notavelmente abundante méa,cénto emCaulobacter
crescentugjuanto enmk. coli (BOSCH et al., 1994). Gpot 3 poderia corresponder a
CC3655 em CB15, que codifica uma malato desidraggenenzima que participa de
vias metabdlicas importantes, como o ciclo de Kreelus metabolismo do piruvato. O
spot4, que provavelmente corresponde a CC1269 em Cdde consistir em uma
adenilato quinase, participando do metabolismo wenas. Ospot5 (CC1360) pode
corresponder a um antiterminador de transcricdoorderado NusB, e ospot 6
(CC0888) pode corresponder a uma subunidade dfaxb@ sintase. Todas estas
proteinas sé@o consideradas importantes componaltesnetabolismo da célula,
controlando fungdes imprescindiveis como geracéeneegia, producao de precursores
biossintéticos e regulacdo de transcricdo. Por dirspot 7 (CC0686) provavelmente
consiste na chaperone codificada gayES fazendo parte de um operon induzido por
choque de calor er@. crescentusmas que também se mostrou com maior expressao
em células pré-divisionais a 30 °C (AVEDISSIAN e KBS, 1996; GOMES et al.,
1986). Como a maioria das célulasGlecrescentugm fase estacionaria se encontra no
estagio pré-divisional (WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN998), explica-se a
presenca desta proteina nos géis bidimensionais.

Os géis bidimensionais obtidos foram analisad@vé$ de comparacdo com um
banco de dados, o que limitou a identificacdo dateas diferencialmente expressas
entre ambos. Sem duvida, a analise experimentairangs necessaria para um maior
entendimento dos efeitos da delecdo adpC sobre a expressdo protéica Ge
crescentusNo entanto, pode-se observar pela figura 34 querfd geral de expresséao é
similar entre NA1000 AC nas condicdes estudadas. Portanto, a auséncigpdernas
alterou drasticamente o padrédo geral de proteimasutante em relagdo a NA1000. Em
outras bactérias, as CSPs j& caracterizadas possuemeral, papéis na regulacédo da
transcricdo ou traducédo. Se CspCQlecrescentuseguir este padrao, € possivel que a

regulacdo néo seja global, atingindo alguns poabass e impossibilitando a deteccao
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de grandes distin¢des entre a linhagem selvagemugante, em nivel protéico. Nao se
pode descartar, também, que outras CSR&. deescentugstejam atuando no lugar de
CspC, compensando a auséncia desta proteina e célu
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Figura 34. Géis bidimensionais de extratos de cultas de NA1000 eAC incubadas a 30 °C
por 48 horas.Duzentos microgramas de amostra foram utilizadoa pahidratar
géis de primeira dimensao (Immobiline DryStrip @kl 4-7 L, GE Healthcare), os
quais foram aplicados sobre géis de poliacrilar§ib& 12,5% para separacdo das
proteinas por massa molecular. As caixas verme#mesentam a regido onde se
deveria observar a presenca da proteina CspC er00AE sua auséncia ext.

No entanto, ospotsde NA100OO nessa regido estdo muito fracos pamifiren
identificacdo de CspC. Os circulos numerados intlispotsidentificados atraves
de comparagcdo com um banco de dados refere@til@bacter crescentusSB15:
1, CC1922; 2, CC3199; 3, CC3655; 4, CC1269; 5 ®O1PH, CCO88S8; e 7,

CC0686.
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5 CONCLUSOES

Foi determinada experimentalmente uma nova secgi@aca o genespCdeC.
crescentus diferente da anotada no GenBank. Esta nova segi@odifica uma
proteina de choque frio de dois dominios CSD, c@spD. O mutantAcspC:Qspec
apresentou menor viabilidade sob choque frio e quegla acentuada na viabilidade em
fase estacionaria precoce, além de alteracbes Ihgidas durante toda a fase
estacionaria a 30 °C. Estes resultados indicamcgp€ possui papel tanto na fase
estacionaria do crescimento quanto no choque frio.

As posicoes do promotor e da regido ativadora dae geram confirmadas, e
verificou-se que a inducdo em fase estacionarieerddp do promotor e a regido
ativadora € necessaria para 0s niveis maximos pgessédo. Ensaios de expressao
foram realizados para determinar a resposta do ggn€ a diferentes condi¢cdes de
caréncia nutricional, revelando que o mesmo passis resposta de inducéo frente a
caréncia de glicose no meio de cultura. A atividdolgoromotor deste gene, no entanto,
nao foi alterada pela caréncia de nitrogénio, mtlilo a especificidade da expresséao do
gene em responder a situacdo nutricional da céuknto as fontes de carbono
utilizadas. Pode-se concluir que a inducdocdpC durante a fase estacionaria ndo
ocorre somente devido a entrada nesta fesese mas também € influenciado pelo
estado nutricional da célula, uma vez que cultaiada em crescimento exponencial
tiveram o gene induzido quando se retirou a glictmsmeio.

Os anticorpos policlonais obtidos contra as praei@spC e CspD permitiram a
confirmacdo dos mutantes para os genes correspgesdena corroboragcdo do peso
molecular predito para as proteinas. Ensaiasndeunoblotpreliminares indicaram que
cspD poderia ser regulado por ppGpp, e a analise dél peotéico do mutante
AcspC:Qspec revelou que a ausénciacdpCndo acarretou em mudancas drasticas no
padrdo de expressao protéicaerescentus.
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