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RESUMO 

 

MAZZON, R. R. Estudo de genes de Caulobacter crescentus importantes para a 
sobrevivência em baixas temperaturas. 2011. 152 f. Tese (Doutorado em 
Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2011. 
 

 

A caracterização da resposta de Caulobacter crescentus a baixas temperaturas foi 

realizada. Esta bactéria mostrou ser um organismo psicrotolerante e de alta 

resistência ao congelamento, sendo esta última característica resultante de 

múltiplos fatores. Caulobacter crescentus possui quatro genes codificantes para 

CSPs, sendo cspA e cspB induzidos em baixas temperaturas e cspB, cspC e cspD em 

fase estacionária. A ausência de cspA e cspB ou cspA e cspC simultaneamente 

confere pronunciada deficiência de crescimento em baixas temperaturas. cspA e 

cspB não são autorregulados e são regulados pós-transcricionalmente por 

estabilização de seu mensageiro e traducionalmente durante o choque-frio. A 

expressão do gene cspB sofre influência de CspC em fase exponencial de 

crescimento e durante o choque-frio, e por CspC, SpdR e SpoT durante a fase 

estacionária. A ausência de CspC ou CspC e CspD simultaneamente compromete a 

adaptação à fase estacionária neste organismo promovendo inclusive alterações 

morfológicas. Nenhuma das CSPs de C. crescentus é capaz de complementar o 

fenótipo de E. coli BX04 por expressão heteróloga, embora todas apresentem 

atividade antiterminadora que, nestas proteínas, não depende dos mesmos resíduos 

de aminoácidos que CspE de Escherichia coli. 

 

 

Palavras-chave: Microbiologia. Biologia molecular. Regulação gênica. Proteínas de 

choque frio. Caulobacter crescentus. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

MAZZON, R. R. Study of Caulobacter crescentus genes important to low 
temperature survival. 2011. 152 p. Ph. D. thesis (Microbiology) – Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2011. 
 

 

Characterization of Caulobacter crescentus cold response was performed. This 

bacterium is cold resistant as a psicrotolerant strain and showed remarkable 

freezing resistance, which may be a result of multiple traits. C. crescentus has four 

CSP encoding genes, being cspA and cspB cold-induced and cspB, cspC and cspD 

stationary phase-induced. The absence of both cspA and cspB or both cspA and 

cspC led to growth deficiency under low temperature incubation. cspA and cspB are 

not self-regulated and are post-transcriptionally regulated by mRNA stabilization 

and also translationally regulated during cold-shock.  The cspB gene expression is 

affected by CspC at exponential growth phase and by CspC, SpdR and SpoT at 

stationary phase. The absence of CspC, or CspC and CspD simultaneously, affects 

stationary phase fitness of this organism, also promoting morphological alterations. 

None of the C. crescentus’ CSPs were able to restore the phenotype of E. coli BX04 

strain by heterologous expression. Although all of them have shown to be 

transcription antiterminators, this ability is not dependent on the same critical 

aminoacids displayed by CspE from E. coli. 

 

 

Keywords: Microbiology. Molecular biology. Gene regulation. Cold shock proteins. 

Caulobacter crescentus.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Caulobacter crescentus 

 

Desde a descoberta por Antoni van Leeuwenhoe em 1683, as bactérias se 

tornaram um excelente objeto de estudos científicos. Louis Pasteur e Robert Koch 

foram os primeiros cientistas a descrever o papel das bactérias como organismos 

causadores de doenças, sendo que os estudos envolvendo ecologia microbiana e 

biologia de bactérias não patogênicas foram relegados durante muitos anos. 

A partir do sequenciamento dos genomas, foi possível a formação de uma 

visão global dos mecanismos regulatórios e suas interações, presentes nos 

organismos. Este grande volume de conhecimento gerado resulta da disponibilidade 

de metodologias de biologia molecular, principalmente as de abordagem em larga 

escala, unidas a informação gerada pelo sequenciamento dos genomas. 

Muitos microrganismos como B. subtilis, Streptomyces coelicolor e C. 

crescentus, dentre outros, têm se mostrado importantes modelos experimentais 

tornando-se alvos de estudos aprofundados por apresentarem processos biológicos 

complexos, como a diferenciação celular, esporulação e formação de biofilmes, 

envolvendo diversos e interligados mecanismos de regulação gênica (FIGGE e 

GOBER, 2003). 

Em geral, processos importantes como replicação do DNA seguido pela 

partição cromossomal, divisão celular e outros envolvidos no ciclo celular, 

apresentam um fino balanço regulatório e de organização espacial e temporal bem 

estabelecida. A bactéria Caulobacter crescentus, que teve seu genoma 

completamente sequenciado, apresenta um ciclo celular que culmina na formação 

de células morfológica e fisiologicamente distintas. Desta maneira, C. crescentus 

tem sido utilizada como um importante sistema-modelo para o estudo de 

mecanismos moleculares envolvidos na progressão do ciclo celular e formação da 

assimetria das células durante o processo (LAUB; SHAPIRO; MCADAMS, 2007; 

NIERMAN et al., 2001; SKERKER e LAUB; 2004).  

 Caulobacter crescentus é uma bactéria Gram-negativa não patogênica e de 

vida livre, oligotrófica e amplamente difundida entre ambientes aquáticos e muitos 

tipos de solo. Este gênero tem sido encontrado em corpos d’água que congelam 

completamente (ABYZOV et al., 2001; HOSOI-TANABE et al., 2010; POINDEXTER, 

1981). 
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 As células de Caulobacter apresentam-se predominantemente na forma 

planctônica móvel que contém um flagelo simples e diversos pili em um dos polos 

da célula; ou então na forma séssil, que se encontra associada aos substratos 

através de um talo, localizado no polo anteriormente ocupado pelo flagelo. Na 

extremidade deste talo existe um polissacarídeo adesivo chamada de holdfast 

(CURTIS e BRUN, 2010).  

O ciclo celular mostra-se essencialmente como apresentado na figura 1. No 

decorrer do ciclo, células talo alongam o corpo celular tornando-se células pré-

divisionais. Um flagelo é sintetizado no polo oposto ao do talo e, assim que a 

citocinese ocorre, os pili são então sintetizados. Portanto, ao final da divisão celular 

a célula pré-divisional dá origem a duas células morfologicamente distintas. Mais 

tarde, as células móveis irão se diferenciar em células talo e iniciar o ciclo celular 

novamente. Na diferenciação, o flagelo é ejetado para o meio extracelular, enquanto 

os pili são retraídos e o aparato quimiotático degradado. No mesmo polo onde se 

encontrava anteriormente o flagelo, um novo talo é sintetizado. As células móveis 

são incapazes de replicar seu DNA, estando em fase pré-sintética (G1), enquanto as 

células talo estão em fase de síntese (S). No estágio mais tardio da fase pré-

divisional a célula se torna incapaz de replicar o DNA e, portanto, encontra-se em 

uma fase pós-sintética (G2). As células talo representam o estágio final da 

diferenciação celular, uma vez que a desdiferenciação de célula talo para célula 

móvel nunca foi observada (CURTIS e BRUN, 2010). 
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Figura 1.  Ciclo celular de Caulobacter crescentus. No decorrer do ciclo celular a célula séssil que 
possui um talo, replica o DNA e no polo oposto sintetiza um flagelo. Esta célula alongada 
é chamada pré-divisional. Após a citocinese, duas células distintas morfologicamente e 
fisiologicamente são geradas. A célula talo é capaz de reiniciar o ciclo imediatamente 
replicando seu DNA. No momento da diferenciação da célula flagelada em célula talo, esta 
ejeta o flagelo e retrai os pili.  
FONTE: Modificado de Goley et al. (2007). 

 
 
 
 
 

O ciclo celular culmina com a duplicação da célula e este processo inclui a 

replicação do DNA e a posterior separação dos cromossomos, estabelecimento do 

plano de divisão e a citocinese propriamente dita. Todos estes processos são 

coordenados por uma série de vias regulatórias de modo que alças de regulação 

ativam ou reprimem cada um dos processos, não permitindo a sua ocorrência fora 

do intervalo de tempo apropriado dentro do ciclo de diferenciação (CURTIS e BRUN, 

2010). Muitos desses sistemas que direcionam e coordenam processos participantes 

do ciclo celular são realizados por sistemas de dois componentes (JENAL, 2000; 

LAUB; SHAPIRO; MCADAMS, 2007).  

Célula móvel

Célula séssil

Talo

Flagelo
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Em Escherichia coli, a replicação do DNA é realizada em ciclos concomitantes 

de modo a facilitar o rápido crescimento, o que não acontece em C. crescentus que 

regula o início da replicação de modo a haver apenas um ciclo de replicação 

cromossomal por evento de divisão celular (MARCZYNSKI, 1999). 

O ciclo celular em Caulobacter possui um sistema central de regulação que 

depende de reguladores globais (Fig. 2A) como CtrA, GcrA, DnaA e CcrM que, 

agindo conjuntamente, controlam a expressão de mais de 200 genes (COLLIER; 

MURRAY; SHAPIRO, 2006; HOLTZENDORFF et al., 2004; HOTTES; SHAPIRO; 

MCADAMS, 2005; LAUB et al., 2002).  

A arquitetura geral do sistema de regulação do ciclo celular inclui 

mecanismos epigenéticos de regulação, sensores e transdução de sinal que 

proporcionam regulação via alças de retroalimentação a fim de sincronizar o 

processo com a replicação do cromossomo e citocinese celular. A síntese dessas 

quatro proteínas, bem como a estabilidade de CrtA, GcrA e DnaA são ativamente 

controladas ao longo do ciclo (LAUB; SHAPIRO; MCADAMS, 2007). 

CrtA, um dos quatro reguladores globais envolvidos no ciclo celular, é um 

regulador de resposta membro de um sistema de dois componentes. CtrA está 

presente nas células móveis (Fig. 2B), na qual permanece ligado à origem de 

replicação impedindo o início da replicação do cromossomo, além de reprimir a 

transcrição de gcrA (HOLTZENDORFF et al., 2004; QUON et al., 1998). CtrA em seu 

estado fosforilado foi descrito como regulando cerca de 50 operons com 95 genes no 

total. No momento da diferenciação celular da célula móvel para a célula talo, CtrA 

em seu estado ativo fosforilado é degradado por proteólise permitindo o início da 

replicação do cromossomo (INIESTA et al., 2006; LAUB et al., 2002; MCGRATH et 

al., 2006). Neste momento, DnaA recém-sintetizada, inicia o processo de replicação 

do DNA ao mesmo tempo em que ativa a transcrição de gcrA (COLLIER; MURRAY; 

SHAPIRO, 2006; GARNERONE et al., 1999). Durante a carência nutricional a 

degradação de DnaA é acelerada, retardando o processo de replicação do DNA e 

consequentemente o ciclo celular (GORBATYUK e MARCZYNSKI, 2005). 
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Figura 2.  Ilustração esquemática da regulação do ciclo celular em C. crescentus. (A) Neste 
esquema estão representados os mecanismos regulatórios que envolvem os quatro 
principais reguladores globais que controlam as fases de diferenciação existentes durante 
o ciclo celular de C. crescentus. Estes mecanismos envolvem ativação transcricional, 
proteólise, controles epigenéticos e cascatas de fosforilação. (B) Neste esquema está 
representada a abundância de cada um dos quatro reguladores globais em diferentes 
estágios da diferenciação celular de Caulobacter crescentus.  
FONTE: Laub et al. (2007).  
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B
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GcrA ativa diretamente a transcrição de ctrA através de seu promotor P1. 

Assim que a forma fosforilada de CtrA começa a se acumular, o promotor P2 de ctrA 

é ativado por autoregulação positiva aumentando rapidamente os níveis de CtrA 

fosforilado e, então o promotor P1 é reprimido.  Se esta alça de retroalimentação 

não for interrompida, os níveis de CtrA fosforilado permanecem altos 

(HOLTZENDORFF et al., 2004; REISENAUER; QUON; SHAPIRO, 1999).  

A fosforilação de ChpT depende da transferência do grupamento fosfato de 

CckA. A fosforilação de CtrA é inibida quando esta transferência de fosfato de CckA 

para ChpT não ocorre, culminando com a depleção de CtrA fosforilado por 

proteólise e consequente início da replicação do DNA. A diferenciação de célula 

móvel para célula talo ocorre quando a transferência de fosfato da quinase CckA é 

eliminada, quando então CtrA para de ser fosforilada e as formas fosforiladas 

permanecem sendo degradadas. A replicação do cromossomo pode ser iniciada 

quando a forma fosforilada de CtrA é eliminada na célula talo (BIONDI et al., 2006; 

INIESTA et al., 2006; JACOBS et al., 1999; JUDD  et al., 2005). 

O controle epigenético via metilação do DNA pela metiltransferase CcrM é 

fundamental no controle regulatório de genes cuja expressão dependa do estado de 

metilação de seus promotores. A transcrição de ccrM é ativada por CtrA fosforilada. 

O promotor P1 de CtrA, responsável por sua síntese de novo, é ativado diretamente 

por GcrA apenas quando se encontra hemimetilado, após a passagem da forquilha 

de replicação pelo gene ctrA. Ao fim da replicação, CcrM é brevemente sintetizado 

metilando novamente o genoma, sendo então inativado (BERDIS et al., 1998; 

REISENAUER; QUON; SHAPIRO, 1999; REISENAUER e SHAPIRO, 2002;  QUON; 

MARCZYNSKI; SHAPIRO, 1996). 

Um elemento crítico na regulação do ciclo celular de C. crescentus é a ligação 

entre a expressão de dnaA e a replicação do cromossomo. O gene dnaA localiza-se 

perto da origem de replicação e seu promotor contém dois sítios de metilação. A 

síntese de DnaA é coordenada com sua funcionalidade por um mecanismo 

epigenético que depende da metilação de seu promotor (COLLIER; MCADAMS; 

SHAPIRO, 2007). A localização deste gene próximo à origem de replicação também 

controla as concentrações de DnaA na célula, uma vez que a transcrição deste gene 

é eficiente quando seu promotor está totalmente metilado imediatamente antes do 

início da replicação e ineficiente quando hemimetilado após a passagem da 

forquilha de replicação (LAUB; SHAPIRO; MCADAMS, 2007). 

 Caulobacter crescentus foi a primeira alfa-proteobactéria a ter o genoma 

completamente sequenciado, o que a tornou base para a exploração da biologia 
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desse grupo de bactérias. Seu genoma possui cerca de 4 Mb apresentando um 

conteúdo GC de 67% e um cromossomo único e circular, codificando 3.767 genes 

dentre os quais inúmeros genes possivelmente relacionados à resposta a estresses 

(NIERMAN et al., 2001). Dos 16 genes codificantes para fatores sigma, rpoD, rpoN e 

rpoH foram estudados por Brun e Shapiro (1992), Malakooti et al. (1995) e Wu e 

Newton (1997). Os demais fatores sigma são pertencentes à classe de sigmas de 

função extracitoplasmática (ECF), que tipicamente regulam genes em resposta à 

estímulos extracitoplasmáticos (NIERMAN et al., 2001). Dentre os 13 sigmas do tipo 

ECF foram caracterizados os fatores σE em resposta a estresse oxidativo gerado por 

cádmio, hidroperóxido orgânico, oxigênio singlete, σT e σU em resposta a estresses 

osmótico e oxidativo e σF em resposta a estresse oxidativo em fase estacionária 

(ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2007; ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006; 

LOURENÇO e GOMES, 2009). 

 Há evidências de que a temperatura possa interferir com a progressão do 

ciclo celular.  Susin et al. (2006) demonstraram que células de C. crescentus 

submetidas à choque térmico interrompem o ciclo celular permanecendo em fase 

pré-divisional.  

O conhecimento a respeito da resposta ao choque frio em Caulobacter e sua 

influência no ciclo celular ainda precisam ser mais bem investigados. A resposta a 

esse estresse foi inicialmente estudada por Lang e Marques (2004) e recentemente 

novos estudos deste grupo de pesquisa encontram-se em andamento. 

 

1.2 Respostas adaptativas à baixa temperatura 

 

Os organismos de vida livre tem que lidar constantemente com alterações 

ambientais e desafios à sua adaptabilidade, dentre os quais os mais comuns são 

limitação de nutrientes, as mudanças de osmolaridade e de temperatura. As 

respostas aos diversos estresses requerem um fino balanço na expressão de 

conjuntos de genes específicos (KLINKERT e NARBERHAUS, 2009).  

Para que as células possam responder adequadamente a cada perturbação, é 

necessário que haja estruturas responsáveis pela detecção das mesmas. As 

estruturas envolvidas na percepção das alterações de temperatura são chamadas 

termosensoras (KLINKERT e NARBERHAUS, 2009). Mudanças de temperatura são 

sinais sentidos e processados pela maquinaria bioquímica da célula bacteriana de 
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modo a permitir a melhor adaptação e sobrevivência destes microrganismos 

(HURME e REHN, 1998). 

A queda de temperatura é uma perturbação que causa problemas fisiológicos 

completamente diferentes dos demais estresses, sendo os principais obstáculos a 

redução da atividade enzimática da maquinaria celular, diminuição da fluidez de 

membrana e estabilização de estruturas secundárias que podem comprometer a 

tradução (ERMOLENKO e MAKHATADZE, 2002).  

O choque frio afeta a fisiologia celular ao diminuir a fluidez de membrana, o 

que compromete funções associadas à esta estrutura como, por exemplo, transporte 

e secreção, ao retardar ou impedir o dobramento de algumas proteínas e ainda, ao 

provocar a estabilização de estruturas secundárias nos RNA e DNA, diminuindo a 

eficiência de processos vitais como a transcrição e tradução (SCHUMANN, 2009). 

A temperatura é um dos parâmetros ambientais mais críticos, sendo capaz 

de determinar os limites fisiológicos para uma ampla gama de atividades 

microbianas e, a habilidade em lidar com este parâmetro é de vital importância 

para os organismos. A velocidade das reações químicas está diretamente 

relacionada com a temperatura do meio em que o organismo se encontra. Algumas 

espécies estão adaptadas a pequenos intervalos de temperatura de incubação, 

gerando classificações de acordo com esses intervalos, podendo ser essencialmente 

psicrófilas, mesófilas, termófilas ou hipertermófilas (NARBERHAUS; 

WALDMINGHAUS; CHOWDHURY, 2006). 

Foram descritas duas formas distintas de resposta a baixas temperaturas, 

que foram denominadas Low Temperature Response (LTR) e Cold Shock Response 

(CSR). A LTR trata-se de uma resposta a temperaturas absolutas, com expressão 

dos genes em altos níveis pelo tempo em que durar o estresse (SCHUMANN, 2009). 

Encontram-se nessa classe de respostas genes relacionados à síntese e 

funcionalidade de membrana e genes envolvidos no metabolismo celular, dentre 

outros (PHADTARE e INOUYE, 2004). A CSR, por sua vez, trata-se de uma resposta 

à rápida queda de temperatura que independe de um valor absoluto de 

temperatura, mas que é proporcional a diferença entre a temperatura ótima e a 

temperatura do estresse. A resposta CSR é desativada por alças de 

retroalimentação negativas, que ocorrem quando a células se tornam adaptadas à 

situação de estresse. Os mais relevantes grupos de genes regulados via CSR são 

chaperonas e helicases de RNA e proteínas associadas ao nucleóide (PHADTARE, 

2004; PHADTARE e INOUYE, 2004). 
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 A queda brusca de temperatura vivenciada na resposta CSR causa parada 

transitória no crescimento celular de muitas espécies. Um exemplo disso acontece 

quando células de E. coli são transferidas de 37 °C para 15 °C, causando parada no 

crescimento e repressão da síntese de diversas proteínas. Cerca de 2 horas após o 

choque frio as células retomam a tradução das proteínas e, durante a fase de 

aclimatação, a síntese de cerca de 15 peptídeos encontra-se bastante aumentada. 

Estas proteínas foram chamadas de proteínas de choque frio codificadas por genes 

de choque frio (WEBER e MARAHIEL, 2003). 

Na resposta a incubação em baixas temperaturas em E. coli foram definidas 

três fases nas quais os processos metabólicos e de síntese proteica diferem (Fig. 3). 

Culturas advindas da temperatura ótima de crescimento são submetidas a queda 

brusca de temperatura. Esta etapa é chamada de choque frio e compreende o exato 

momento da mudança brusca de temperatura. Após o choque frio, as culturas 

entram em uma fase da reposta chamada aclimatação. Durante este estágio as 

proteínas induzidas pelo choque frio são fortemente expressas, enquanto as demais 

proteínas sofrem, em geral, uma forte e transitória repressão. Após a fase de 

aclimatação, as células entram na chamada fase adaptativa, na qual a célula torna-

se adaptada à nova situação reprimindo a expressão dos genes de choque frio (total 

ou parcialmente) e retomando a síntese das demais proteínas, agora a uma taxa 

inferior a da apresentada em temperatura ótima, também com velocidade de 

crescimento reduzida (HORN et al., 2007). 
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Figura 3.  Esquema representativo do perfil de expressão de proteínas influenciado pelo 
choque frio em Escherichia coli. Culturas advindas de incubação a temperatura ótima 
de crescimento, ao serem submetidas a uma mudança brusca de temperatura de 
incubação alteram seu perfil de expressão de proteínas. No momento da queda de 
temperatura, chamada de choque-frio a síntese proteica é drasticamente reduzida. A 
partir de então,  começam a ser sintetizadas proteínas que são responsáveis pela 
adaptação de toda a maquinaria metabólica à nova situação. Esta fase chamada de 
aclimatação é seguida por uma fase denominada fase adaptativa, na qual a síntese das 
proteínas induzidas em baixa temperatura é levemente reduzida e a síntese global de 
proteínas novamente elevada, atingindo um novo patamar de expressão.  
FONTE: Modificado de Horn et al. (2007). 

 

 

1.2.1 Grau de enovelamento do DNA 

 

O grau de enovelamento do DNA é um dos muitos parâmetros afetados pela 

alteração de temperatura. O DNA de todas as bactérias mesofílicas é negativamente 

superenovelado. O choque térmico produz o desenovelamento de plasmídeos em E. 

coli e B. subtilis, processo mediado por uma girase e topoisomerase I. O estado 

superenovelado, no entanto, é restaurado após 10 minutos da ocorrência do choque 

térmico, graças a ação de uma girase em colaboração com a proteína associada ao 
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nucleóide HU e a chaperona DnaK (KATAOKA et al., 1996; LOPEZ-GARCIA e 

FORTERRE, 2000). 

A topologia do nucleóide durante o choque frio não tem sido tão 

extensivamente estudado quanto durante o choque térmico. O relaxamento de 

plasmídeos ocorre de maneira transitória durante o choque frio, sendo que o estado 

superenovelado também é restaurado pela ação conjunta de uma DNA girase e a 

proteína HU. Os dados obtidos até o momento indicam que a topologia do DNA em 

bactérias mesofílicas e termofílicas age como um sensor de estresse para choques 

por calor ou frio (KATAOKA et al., 1996; MIZUSHIMA et al., 1997). 

Mudanças estruturais em posições específicas do DNA já foram descritas 

como envolvidas na regulação de genes em resposta à mudanças de temperatura. A 

presença de regiões ricas em AT e com curvatura do DNA influenciam a afinidade 

da RNA polimerase pelos promotores. Além dessa curvatura controlando o acesso 

da RNA polimerase aos promotores, outras conformações do DNA também podem 

impedir a transcrição indiretamente pela ligação de proteínas chamadas 

silenciadoras, que modulam a estruturação das alças de DNA (KATAYAMA et al., 

2001; NICKERSON e ACHBERBER, 1995; PROSSEDA et al., 2004; TUPPER et al., 

1994).  

Um exemplo desses silenciadores é a proteína associada ao nucleóide H-NS, 

de 136 aminoácidos. Em Enterobactérias esta proteína afeta a expressão de uma 

ampla gama de genes não relacionados funcionalmente, desde genes housekeeping 

até mesmo genes de virulência. Ela possui preferência de ligação por regiões ricas 

em AT e sua afinidade por essas sequencias varia fortemente de acordo com a 

temperatura. H-NS sofre indução após o choque-frio e, controla cerca de 69% dos 

genes de resposta a baixas temperaturas em E. coli, além de ser um regulador 

comum de genes envolvidos na captação de ferro, resposta a estresses gerais e 

formação de biofilme (ATLUNG e INGMER, 1997; FALCONI et al., 1998; WHITE-

ZIEGLER e DAVIS, 2009). 

Recentemente foram descobertos novos mecanismos de regulação de genes 

dependentes de baixa temperatura através da ação de pequenos RNAs. Neste 

sistema, um pequeno RNA de menos de 90 bases de comprimento chamado DsrA 

regula a tradução de dois reguladores transcricionais globais, H-NS e RpoS. Este 

pequeno RNA inibe a tradução de H-NS, além de diminuir a meia vida de seu 

mensageiro e também estimular a tradução de RpoS (LEASE E BELFORT, 2000; 

WASSARMAN, 2002). É possível que pequenos RNAs estejam envolvidos na 
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regulação de outras proteínas induzidas em baixas temperaturas, como por 

exemplo, as CSPs. 

 

1.2.2 Estruturas secundárias nos RNAs 

 

Muitas moléculas de RNA passam por rápidas reestruturações essenciais 

para seu normal funcionamento. Estas estruturas podem ser necessárias e 

resultantes de pareamento intramolecular ou com outros RNAs, ou ainda, ser 

resultado de estruturações indesejadas que comprometem a funcionalidade da 

molécula necessitando serem corrigidas.  A manutenção destes rearranjos em 

baixas temperaturas em velocidades compatíveis com as necessidades celulares 

mostra-se um dos maiores desafios para a adaptabilidade das células nesta 

condição. Em baixas temperaturas, é energeticamente favorável que estruturas que 

antes eram resultantes de pareamentos de poucas bases tornem-se longos grampos 

de estrutura secundária. Desta maneira, estruturas pouco estáveis a temperatura 

ambiente tornam-se extremamente estáveis em baixas temperaturas, dificultando a 

degradação dos mensageiros e aumentando suas meia-vidas. Esses rearranjos das 

estruturas dos RNAs são realizados por proteínas especializadas como helicases e 

principalmente chaperonas de RNA (KONKEL e TYLLY, 2000; SCHUMANN, 2009). 

Uma estratégia necessária na adaptação ao frio é a degradação de mRNAs 

estruturados. O decaimento de muitos mRNAs é iniciado primeiramente por 

clivagem endonucleotídica mediada por RNase E ou RNase III (APIRION, 1973; 

EHRESTSMANN; CARPOUSIS; KRISCH, 1992). Esta clivagem é seguida por 

degradação exonucleotídicas na extremidade 3’ do transcrito. Duas são as enzimas 

envolvidas no processo: a Polinucleotídeo fosforilase (PNPase) e a RNase II. 

Geralmente, a degradação ocorre na extremidade 5’ em direção a extremidade 3’, o 

que é surpreendente, porque os procariotos não possuem ribonucleases que atuem 

nesse sentido. Esse direcionamento na degradação dos mensageiros pode ser devido 

à especificidade da RNase E, que aparentemente requer uma extremidade 5’ livre 

para proceder com a primeira clivagem endonucleotídica. O fragmento liberado a 

montante é clivado por exoribonucleases e o RNA remanescente com uma nova 

extremidade 5’ é novamente clivado por outra RNase E. Estas clivagens 

endonucleotídicas processivas seguidas por clivagem exonucleotídica da 

extremidade 3’ para 5’ explicam a polarização do processo de degradação como um 

todo ocorrendo de 5’ para 3’, e as observações de que estruturas localizadas nas 

regiões 5’ estabilizam o mensageiro corroboram essa hipótese. Também já foi 
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demonstrado que as estruturas secundárias na extremidade 3’ impedem a ação de 

exoribonucleases (GRUNBERG-MANAGO, 1999). 

As enzimas descritas como envolvidas na degradação de mRNA em E. coli, 

com exceção das RNase II e III, estão localizadas em complexos proteicos 

(GRUNBERG-MANAGO, 1999; MICZAK; SRIVASTAVA; APIRION, 1991). A principal 

estrutura envolvida na degradação de RNAs estruturados em E. coli foi chamada de 

degradossomo e é composta de uma RNase E, uma PNPase, uma helicase de RNA 

da família DEAD/DEAH dependente de ATP (normalmente RhlB) e uma enzima 

glicolítica, a enolase. Algumas proteínas como GroEL e DnaK também já foram 

descritas como associadas ao complexo (CARPOUSIS, 2007; MICZAK et al., 1996). 

Escherichia coli possui cinco genes codificantes para helicases de RNA desta 

família anotados em seu genoma que foram chamadas de SrmB, CsdA 

(eventualmente referida como DeaD), DbpA, RhlB e RhlE e que possuem atividade 

de RNA helicase dependente de ATP (IOST E DREYFUS, 2006). Membros desta 

família já foram descritos como envolvidos em degradação de mRNA e montagem de 

ribossomos (AWANO et al., 2007; IOST E DREYFUS, 1994; JAIN, 2008; PEIL; 

VIRUMÄE; REMME, 2008; PRUD’HOMME-GENEREUX et al., 2004; PY et al., 1996). 

Dentre as cinco helicases nenhuma se mostrou essencial a 37 °C, porém, mutantes 

de CsdA e SrmB apresentam fenótipo de sensibilidade a baixas temperaturas, 

sendo que CsdA é induzida após o choque frio (JONES et al., 1996).  

 Há evidências de que o degradossomo de RNA seja modificado durante o 

choque-frio. Neste caso, a helicase CsdA, que é induzida em baixas temperaturas, 

se associaria ao degradossomo substituindo RhlB. Sabe-se, no entanto, que a 

região de interação de CsdA e RhlB com a RNase E não é a mesma e, que in vitro, à 

região a qual se associa CsdA também se associam RhlE e SrmB de maneira não 

seletiva, sugerindo que também RhlE e SrmB, além, de CsdA, possam substituir 

RhlB (KHEMICI et al., 2004; LIOU et al., 2002; PRUD’HOMME-GENEREUX et al., 

2004; PY et al., 1996). 

 

1.2.3 Fluidez de membrana 

 

O envelope celular é o primeiro compartimento celular a entrar em contato 

com agentes estressantes do meio externo. A queda de temperatura e também o 

choque por calor alteram as propriedades físicas das membranas de maneira 

drástica. Estas alterações têm que ser compensadas rapidamente de modo a 

garantir a integridade da membrana e a manutenção de suas funcionalidades 
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(GUSCHINA e HARWOOD, 2006). Sendo assim, as membranas também são 

consideradas termosensores de adaptação, capazes de transduzir o sinal via 

proteínas integrais de membrana. Proteínas sensoras histidina quinases 

aparentemente constituem os candidatos mais prováveis na sequência da cadeia de 

transdução do sinal. 

 Segundo Mansilla et al. (2004) o controle da homeostase da membrana 

lipídica após alterações de temperatura está relacionada a atividade de proteínas 

sensoras histidina quinases. Com a queda de temperatura, a fluidez da membrana 

é mantida às custas do aumento da proporção de ácidos graxos insaturados nas 

membranas, resultado da síntese de novo de ácidos graxos insaturados 

direcionados à membrana e da ação de desaturases que introduzem ligações duplas 

em ácidos graxos pré-existentes na membrana. Outras estratégias seriam a 

alteração dos tipos de ácidos graxos e conteúdo proteico da membrana, além dos 

tipos de carotenoides sintetizados, posição e tamanho da cadeia lateral e proporção 

de ácido graxos cíclicos (CHINTALAPATI; KIRAN; SHIVAJI, 2004). Esta estratégia de 

adaptação é comumente chamada de adaptação homeoviscosa (SINENSKY, 1974). 

Em B. subtilis, o sistema de dois componentes DesKR regula a expressão do gene 

des que codifica uma desaturase específica deste tipo (AGUILAR et al., 2001). DesK, 

uma proteína sensora quinase, possui quatro domínios transmembrana e uma 

longa porção C-terminal com o domínio catalítico no citoplasma. A atividade do 

domínio quinase isolado não é dependente de temperatura, o que sugere que a 

porção embebida na membrana contenha algum elemento termosensor (ALBANESI; 

MANSILLA; MENDOZA, 2004; HUNGER; BECKERING, MARAHIEL, 2004). 

 

1.2.4 Eficiência traducional 

 

VanBongelen e Neidhardt (1990) propuseram que os ribossomos pudessem 

atuar como termosensores na adaptação às baixas temperaturas. Em culturas de E. 

coli a queda de temperatura de 37 °C para 15 °C reduz drasticamente a quantidade 

de polissomos, concomitantemente com o aumento dos monossomos e partículas 

70S, 50S e 30S. Isto sugere que o passo de iniciação de tradução é fortemente 

afetado com a queda de temperatura (WEBER e MARAHIEL, 2003). De fato, muitos 

estudos de proteômica com extratos de proteínas de culturas incubadas em baixas 

temperaturas revelam a indução de fatores traducionais ou de componentes que se 

associam aos ribossomos facilitando sua atividade ou biogênese nesta condição 
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(DAMMEL e NOLLER, 1995; JONES et al., 1996; JONES e INOUYE, 1996; JONES; 

VANBONGELEN; NEIDHARDT, 1987). 

Após a entrada em fase estacionária e choque frio, a tradução deve ser 

redirecionada a mensageiros de resposta a estas situações, impedindo-se então a 

tradução de mRNAs não específicos e reaproveitando os ribossomos, a fim otimizar 

os gastos energéticos. Em E. coli o bloqueio da tradução em ambas as situações 

ocorre pela ocupação dos sítios A e P pela proteína Y impedindo o posicionamento 

de tRNAs e mRNA no ribossomo, a associação dos fatores IF1 e IF3 e dissociação do 

ribossomo 70S em suas subunidades. Esta proteína possui afinidade pelo 

ribossomo mediada por temperatura, sendo esta menor que a apresentada por 

tRNA e fatores de iniciação (WILSON e NIERHAUS, 2005). 

Em Giuliodori et al. (2004) foi descrito que o aparato traducional de E. coli 

traduz preferencialmente mRNAs de choque frio e em menor escala mRNAs 

tolerantes, cuja tradução eventualmente torna-se inibida. A preferência por 

tradução de mRNAs de choque frio e tolerantes é amplificada nas duas primeiras 

horas de exposição das células ao frio. Após o choque frio ocorre um grande 

desbalanço entre os níveis de fatores de iniciação e ribossomos, com níveis bastante 

aumentados de IF3, aparentemente o principal responsável pela grande seletividade 

traducional de mRNAs de choque frio e em menor escala também dos mRNAs 

tolerantes.  

Outro fator de grande relevância para a maior eficiência da tradução de 

mensageiros de proteínas de choque frio diz respeito a própria estrutura secundária 

de seus mRNAs. Durante o choque frio, a estabilização de estruturas secundárias 

nos mensageiros pode deixar indisponível para os ribossomos estruturas in cis de 

regulação muito importantes, como as sequencias Shine-Dalgarno. Contudo, a 

mudança estrutural nos mensageiros das CSPs, diferentemente dos mensageiros de 

proteínas não induzidas nessa condição, torna a região Shine-Dalgarno mais 

acessível aos ribossomos (BREAKER, 2010; GIULIODORI et al., 2010). 

 

1.2.5 Sobrevivência a congelamento 

 

Há evidências de que o congelamento seja danoso para a maioria das células 

uma vez que pode provocar sérias lesões nas membranas e desnaturação do DNA e 

proteínas (ALUR e GRECZ, 1975). Isto ocorre porque quando a água do meio 

externo cristaliza antes do conteúdo celular, cria-se um fluxo osmótico de dentro 

para fora da célula, aumentando a concentração de soluto intracelular (FRANKS, 



32 
INTRODUÇÃO 

1995). Uma possível resposta adaptativa seria a produção de osmoprotetores como 

aminoácidos, betaínas, derivados de amina e ureia que são capazes de aumentar a 

pressão osmótica interna sem afetar proteínas de funções celulares vitais 

(HEERMANN e JUNG, 2004).  Em E. coli, a superexpressão de DnaK/DnaJ e GroEL 

causa aumento na criotolerância, muito provavelmente pela ação desses 

chaperonas, que possivelmente protegem os polipeptídeos de se desnaturarem 

durante o congelamento (CHOW e TUNG, 1998). 

O congelamento em geral diminui bastante a viabilidade das células. Há 

evidências de que o tamanho da célula e a permeabilidade à água sejam fatores 

determinantes para a viabilidade celular após o congelamento e que baixas taxas de 

resfriamento ou taxas de resfriamento muito altas sejam menos danosas a células. 

Acredita-se que a morte celular ocorra por causa de danos letais à membrana 

ocasionados pelo congelamento da água durante seu transporte através da mesma 

(DUMONT; MARECHAL; GERVAIS, 2003). Há várias maneiras dos microrganismos 

sobreviverem a temperaturas de congelamento. Uma delas é controlar a 

temperatura e o formato dos cristais de gelo que se formam em seu interior, e outra 

maneira é se tornar tolerante (YOKOIGAWA; MURAKAMI; KAWAI, 1995). 

Tem-se percebido que algumas bactérias são capazes de desenvolver 

adaptações a perturbações quando são expostas a níveis moderados destas e 

adquirem maior tolerância quando expostas a níveis extremos das mesmas (KIM et 

al., 1998). Antes da queda do ótimo de temperatura para temperaturas abaixo de 

zero, quando incubadas em temperaturas baixas não congelantes, algumas 

populações de células bacterianas desenvolvem uma maior habilidade de 

sobrevivência e crescimento, que é denominado criotolerância.  A amplitude desta 

adaptação está diretamente relacionada com o tempo e temperatura de pré-

incubação e com a concentração inicial de células (THAMMAVONGS et al., 1996). 

Há dados que indicam que o choque frio tem um efeito significativo na 

criotolerância das células congeladas por curtos períodos, porém menores efeitos 

em congelamento por longos períodos (KIM et al., 1998).  

Uma adaptação conhecida em E. coli é a síntese de trealose induzida por frio, 

o que aumenta significativamente a viabilidade das células a baixas temperaturas e 

isto parece protegê-las dos efeitos do congelamento além de outras possíveis 

condições letais como altas temperaturas, radicais livres e alta osmolaridade 

(ISRAELI; SHAFFER; LIGHTHART, 1993). Apesar de não se conhecer o exato 

mecanismo pelo qual a trealose confere a tolerância ao frio, presume-se que envolva 

a estabilização de algumas proteínas celulares e/ou membranas lipídicas (LESLIE 
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et al., 1994). Quando trealose é adicionada ao meio de cultura de bactérias e 

leveduras, esta confere um aumento da viabilidade das células durante o processo 

de congelamento e descongelamento (DINIZ-MENDES et al., 1999). Além da 

trealose, o glicerol também é um importante crioprotetor procariótico que atua 

mantendo a atividade de algumas enzimas in vivo (CSONKA, 1989). 

Há também algumas bactérias que produzem proteínas anticongelantes 

(AFPs) que se ligam aos cristais de gelo, impedindo seu crescimento. Acredita-se 

que estas proteínas sejam secretadas para fora das células, e a atividade de 

algumas destas proteínas depende de sua interação com Ca2+ (GILBERT; DAVIES; 

LAYBOURN-PARRY, 2005). 

 

1.3 Proteínas de choque-frio (CSP) 

 

A mais característica e amplamente estudada resposta bacteriana às baixas 

temperaturas é a indução de pequenas proteínas de baixo peso molecular 

chamadas Cold Shock Proteins (CSPs) (WEBER e MARAHIEL, 2003). Estas pequenas 

proteínas de peso molecular em torno de 7 kDa possuem um domínio conservado e 

bastante característico chamado Cold Shock Domain (CSD). Este domínio foi 

descrito como envolvido na ligação a ácidos nucleicos (HORN et al., 2007). 

Genes codificando para proteínas de choque frio são encontrados em 

bactérias psicrófilas, mesófilas, termófilas e hipertermófilas e, normalmente são 

encontrados em múltiplas cópias de número variáveis em cada genoma (WEBER et 

al., 2002; WEBER e MARAHIEL, 2003; YAMANAKA; FANG; INOUYE, 1998).  

Estas proteínas são constituídas de cinco folhas beta dispostas 

antiparalelamente formando um barril beta. A interação das proteínas com ácidos 

nucleicos é realizada pelos motivos relativamente bem conservados RNP1 e RNP2 

que apresentam pequenas variações dentre as CSPs. Na estrutura tridimensional 

das CSPs, os resíduos de aminoácidos básicos e aromáticos destes motivos formam 

uma superfície de ligação a ácidos nucleicos que podem reconhecer diferentes 

sequencias (ERMOLENKO e MAKHATADZE, 2002; LANDSMAN, 1992; SCHRODER 

et al., 1995). 

As mais bem estudadas CSPs são pertencentes às bactérias mesofílicas 

Escherichia coli e Bacillus subtilis. Em E. coli há nove genes codificando parálogos 

desta família chamados de CspA a CspI. Dentre eles, CspC é expresso 

constitutivamente, CspD é induzido em carência nutricional e na entrada da fase 

estacionária, enquanto CspA, CspB, CspE, CspG e CspI são induzidos após o 
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choque-frio (NAKASHIMA et al., 1996; WANG; YAMANAKA; INOUYE, 1999; 

YAMANAKA e INOUYE, 1997). Em B. subtilis foram identificados três parálogos 

desta família nomeadas CspB a CspD. As três CSPs de Bacillus são induzidas após 

o choque-frio, enquanto CspB e CspC também sofrem aumento de expressão após a 

entrada em fase estacionária.  Também em Caulobacter crescentus o estudo das 

CSPs tem sido feito mais aprofundadamente. Esta bactéria possui em seu genoma 

quatro genes codificantes para proteínas desta família, nomeados CspA a CspD, 

sendo CspA e CspB induzidas em baixas temperaturas, enquanto CspC e CspD em 

fase estacionária (LANG e MARQUES, 2004). Enquanto as CSPs, normalmente, 

apresentam um domínio CSD e encontram-se monoméricas in vivo, com exceção de 

CspD de E. coli que se apresenta na forma dimérica, algumas CSPs de α-

proteobactérias possuem dois domínio CSD (BALHESTEROS et al., 2010; LANG e 

MARQUES, 2004; WEBER e MARAHIEL, 2002; WOLFFE et al., 1992). 

O primeiro indício de que as CSPs pudessem regular transcricionalmente 

genes em resposta ao choque frio foi obtido por Derch et al. (1994) e Atlung e 

Ingmer (1997). Nestes trabalhos foi demonstrado que H-NS se liga 

preferencialmente a dsDNA e está associada a regulação Da resposta ao choque-

frio. A hipótese de envolvimento das CSPs na regulação transcricional estaria 

apoiada na homologia destas proteínas com proteínas Y-box que conhecidamente 

atuam em nível transcricional (KARLSON e IMAI, 2003; MATSUMOTO e WOLFFE, 

1998). O gene hns é fortemente induzido em baixas temperaturas, aumentando os 

níveis de H-NS em cerca de 4 vezes. CspA, a principal CSP de resposta à baixas 

temperaturas em E. coli, reconhece uma porção da região promotora de hns agindo 

como ativador transcricional (HORN et al., 2007; LA TEANA et al., 1991). 

Em Bae et al. (2000) foi observado que a adição de CspA, CspE ou ainda, 

CspC de E. coli diminuem a terminação transcricional in vitro em diversos 

terminadores, além de diminuir os tempos de pausa de transcrição. Além disso, a 

superexpressão in vivo de CspE e CspC a 37 °C, mostrou-se capaz de induzir a 

transcrição de genes propostos como regulados por atenuação de transcrição. 

Portanto, as CSPs podem agir como antiterminadores de transcrição, e desfazer 

estruturas em RNAs nascentes que poderiam constituir terminadores intrínsecos ou 

alças terminadoras atenuadoras de transcrição. 

A capacidade de desestabilização de estruturas secundárias por CspE foi 

descrita como sendo essencial para a atividade antiterminadora desta proteína e 

para a adaptação das células às baixas temperaturas. Ainda, a capacidade de 

desestabilização de estruturas secundárias e a atividade antiterminadora de CspE, 
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mas não sua habilidade de ligar-se a RNA mostram-se dependentes dos 

aminoácidos Phe17 do RNP1 e Phe30 e His32 do RNP2 (PHADTARE et al., 2002; 

PHADTARE; INOUYE; SEVERINOV, 2002). Ainda, através da metodologia SELEX foi 

possível determinar a sequência preferencial de ligação de CspB – UUUUU, CspC – 

AGGGAGGGA e CspE – AAAUUU (PHADTARE e INOUYE, 1999). 

A maioria dos promotores de E. coli são constituídos de sequencias consenso 

-10/-35 que possui elementos de cerca de 6 pares de bases posicionados cerca de 

10 e 35 nucleotídeos a montante do início de transcrição. Estes elementos são 

reconhecidos pelo fator σ70 presente na holoenzima RNA polimerase, possibilitando 

a formação do complexo e iniciação da transcrição (GROSS et al., 1998). Em alguns 

promotores a ausência de um consenso na sequência do elemento -35 pode ser 

compensada por uma extensão na região -10 (KUMAR et al., 1993). 

O promotor do gene cspA de Escherichia coli possui um motivo TGn 

constituindo um região -10 estendida que é essencial para os máximos níveis de 

expressão deste gene que, no entanto, tem pouca ou nenhuma importância na 

indução deste gene durante a queda de temperatura (PHADTARE e SEVERINOV, 

2005). Ainda, a transcrição de cspA independe da temperatura de incubação e é 

fortemente dependente de uma região de alto conteúdo AT localizada à montante do 

elemento -35 do promotor deste gene, supostamente reconhecida pela subunidade 

α da RNA polimerase de E. coli (MITTA; FANG; INOUYE, 1997). Entretanto, o maior 

componente da indução de cspA durante a incubação em baixas temperaturas 

independe de transcrição de novo, mas sim da estabilização dos mRNAs presentes 

na célula via estruturação de sua incomum e extensa região 5’ não traduzida (BAE; 

JONES; INOUYE, 1997; JIANG; FANG; INOUYE, 1996; YAMANAKA; MITTA; 

INOUYE, 1999). 

CspA de E. coli é expressa durante a fase exponencial de crescimento e sua 

expressão diminui consideravelmente em nível transcricional com a entrada em fase 

estacionária pela ação de H-NS. Durante o crescimento a 37 °C CspA regula 

negativamente sua própria expressão ao estimular a síntese de H-NS (BRANDI et 

al., 1999).  

Nem todas as CSPs têm sua expressão diminuída em fase estacionária. Há 

inúmeros exemplos de genes codificantes de proteínas contendo domínios de 

choque-frio que são induzidas após a entrada em fase estacionária, como é o caso 

de CspD de E. coli, CspB e CspC de B. subtilis e CspC e CspD de Caulobacter 

crescentus, dentre outros inúmeros exemplos (GRAUMANN e MARAHIEL, 1990; KIM 

et al., 2007; LANG e MARQUES, 2004; YAMANAKA et al., 2001). 
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O crescimento e multiplicação bacterianos poderiam continuar 

ilimitadamente se não existissem condições ambientais restritivas. A depleção dos 

nutrientes do meio e o acúmulo de metabólitos tóxicos são os mais importantes 

fatores de determinam a parada de reprodução e crescimento, fazendo-as entrar na 

chamada fase estacionária. Durante a adaptação a esta nova condição há um 

desbalanço entre a síntese de várias macromoléculas, uma vez que a diminuição da 

expressão destas não ocorre de maneira sincronizada. Nesta fase as células não se 

dividem nem replicam seu cromossomo (NYSTRÖM, 2004a).  

Os genes mais expressos durante a adaptação à fase estacionária são os 

candidatos mais prováveis a serem responsáveis pela adaptação à carência 

nutricional e, alguns destes genes codificam proteínas que possuem atividade 

específica de resposta a estresses. Consequentemente células em fase estacionária 

costumam possuir maior resistência a estresses secundários. (DUKAN e NYSTRÖM, 

1999; JENKINS; SCHULTZ; MATIN, 1988; MATIN, 1991; REEVE; AMY; MATIN, 

1984). Algumas bactérias ainda sofrem mudanças morfológicas mais drásticas que 

apenas a miniaturização da células, como é o caso de Caulobacter crescentus. Nesta 

bactéria, a resistência aos diversos estresses é acompanhada pela elongação (cerca 

de 30 vezes o tamanho das células em fase exponencial de crescimento) das células 

e aquisição de morfologia helicoidal (Fig. 4) durante a fase estacionária tardia 

(WORTINGER; QUARDOKUS; BRUN, 1998).  

Em um trabalho de Lange e Hengge-Aronis (1991) foi demonstrado que a 

maior resistência aos estresses observada em E. coli é mediada pelo fator  σS. O σS 

acumula-se e liga-se à RNA polimerase quando as células são submetidas a mais de 

50 tipos diferentes de condições de estresse e carência nutricional (HUGHES e 

ANDERSSON, 1997). Outros reguladores globais muito importantes agem em 

conjunto com σS na adaptação à fase estacionária (NYSTRÖM, 2004a). O fator σS de 

Escherichia coli e seu correspondente em Bacillus, o fator σB estão ausentes em alfa-

proteobactérias. Nesta família há um novo regulador global de resposta a estresses 

de constituição híbrida (fator sigma/domínio sensor) chamado PhyR (STARÓN e 

MASCHER, 2010). 

Em E. coli, após a entrada em fase estacionária uma resposta adaptativa 

chamada Stringent Response controla a produção dos ribossomos, concomitante à 

redução de síntese de rRNA na carência nutricional (CASHEL et al., 1996; 

CHATTERJI e OJHA, 2001; STENT e BRENNER, 1961). A molécula efetora do 

controle stringent é a guanosina tetrafosfato (ppGpp), a qual se liga à subunidade β 

e β’ da RNA polimerase diminuindo rapidamente os níveis transcricionais 
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(CHATTERJI; FUJITA; ISHIHAMA, 1998; GOURSE et al., 1998; TOULOKHONOV; 

SHULGITA; HERNANDEZ, 2001). Esta molécula também pode agir como um 

regulador positivo, sendo que a expressão de um grande número de genes com 

promotores reconhecidos por σ70 dependem de ppGpp para a indução em fase 

estacionária e carência nutricional (KVINT et al., 2000; XIAO et al., 1991). Como a 

entrada em fase estacionária requer a limitação de nutrientes, ppGpp mostra-se um 

excelente candidato alternativo para a regulação de genes de adaptação à fase 

estacionária e carência nutricional.  

 

 

 

Figura 4.  Microscopias de Caulobacter crescentus ao longo da fase estacionária de 
crescimento. Na coluna da esquerda estão microscopias de contraste de fase e, na 
direita  microscopias de fluorescência com a coloração LIVE/DEAD. A coloração verde 
mostra células viáveis, enquanto que as vermelhas são células mortas. (A) e (B) são 
microscopias de culturas em fase exponencial de crescimento, enquanto, (C) e (D) são 
microscopias de culturas com 7 dias de incubação, (E) e (F) 14 dias e (G) e (H) 28 dias.  
FONTE: Wortinger et al., 1998.  
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O gene cspD de E. coli, codificante para uma CSP que se liga ao nucleóide 

inibindo a replicação do DNA, é induzido em fase estacionária de maneira 

dependente de ppGpp, mas independentemente de sigma S (YAMANAKA et al., 

2001). Mais recentemente foi demonstrado que a proteína CspD é regulada pós-

traducionalmente pela protease Lon (LANGKLOTZ e NARBERHAUS, 2011). O 

bloqueio da tradução, uma adaptação energética necessária para a manutenção da 

viabilidade celular em condição de limitação nutricional característica da fase 

estacionária pode ser um fator que deflagre a expressão de proteínas CSP nesta fase 

(ETCHEGARAY E INOUYE, 1999; GRAUMAN E MARAHIEL, 1999; WILSON e 

NIERHAUS, 2005). Em da Silva et al. (2010) foi demonstrado que o gene cspD de C. 

crescentus, induzido em fase estacionária, sofre regulação por ppGpp. Além disso, o 

aumento de expressão em fase estacionária é dependente do regulador de resposta 

SpdR, que se liga ao promotor do gene cspD ativando sua transcrição. 

Apesar dos inúmeros estudos da regulação de genes codificantes para 

proteínas contendo domínio de choque frio durante o choque-frio, só mais 

recentemente estudos mais aprofundados de regulação em fase estacionária foram 

realizados. Entretanto, o papel na célula bacteriana desempenhado pelas CSPs 

durante a fase estacionária ainda permanece não esclarecido.  

Ao contrário do que foi visto para as CSPs induzidas em fase estacionária, 

nas quais o aumento em nível transcricional se dá principalmente por síntese de 

novo, na resposta as baixas temperaturas o componente transcricional da indução 

destes genes baseia-se principalmente na estabilização dos mensageiros. Apesar do 

envolvimento transcricional na expressão de alguns genes, a maior contribuição das 

CSPs na adaptação às baixas temperaturas está em sua ação sobre os mRNAs, 

favorecendo a manutenção do estado linear não estruturado destes componentes 

celulares, inclusive atuando cooperativamente com helicases de RNA da família 

DEAD neste processo (Fig. 5) (HORN et al., 2007; HUNGER et al., 2006). Acredita-se 

que ligação destas proteínas à base do grampo de estrutura secundária do mRNA 

aumente o tempo de meia-vida deste mensageiros por dificultar o reconhecimento e 

degradação dos mesmos por RNases. Além disso, como mencionado anteriormente, 

a helicase de RNA CsdA aparentemente participa da degradação de mRNAs durante 

sua associação ao degradossomo desfazendo estruturas dos mRNAs (ERMOLENKO 

e MAKHATADZE, 2002; GRUNBERG-MANAGO, 1999; MICZAK et al., 1996; 

PRUD’HOMME-GENEREUX et al., 2004; PY et al., 1996).   

Acredita-se que a grande instabilidade do mRNA de cspA de E. coli seja 

resultado da longa e estruturada região 5’ não traduzida deste mensageiro, que 
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pode ser alvo de degradação por RNase III (GRUNBERG-MANAGO, 1999; MICZAK; 

SRIVASTAVA; APIRION, 1991). Há indícios de que CspA ligue-se a seu próprio 

mensageiro em baixas temperaturas impedindo a formação de estruturas 

secundárias e permitindo sua degradação por RNases. Na região 5’ não traduzida 

de todos genes csp de E. coli, bem como do gene csdA, há uma região de 11 

nucleotídeos bastante conservada chamada de Cold Box, na qual se acredita que 

CspA se ligue.  (BAE; JONES; INOUYE, 1997; ERMOLENKO e MAKHATADZE, 2002; 

JIANG; FANG; INOUYE; 1996).  

As proteínas contendo domínios de choque frio em bactérias estão envolvidas 

em processos traducionais em diferentes maneiras, sendo um aspecto muito 

importante a forte influência sobre a tradução se seus próprios mensageiros. A 

desestabilização de estruturas secundárias dos mRNA não só reduz a clivagem por 

RNases como também aumenta a acessibilidade do mRNA aos ribossomos, 

facilitando a tradução uma vez que estas estruturas podem mascarar a sequência 

Shine-Dalgarno, impedir a elongação da cadeia quando formadas no interior da 

região codificante ou ainda interferir na terminação da tradução ao mascarar o 

códon de terminação (WEBER e MARAHIEL, 2003). 

Sendo assim, é provável que o mRNA das CSPs não se tornem apenas mais 

estáveis em baixas temperaturas, mas também mais eficientemente traduzidos 

pelos ribossomos. Foi proposto que uma sequência de 12 nucleotídeos no início da 

região codificante de cspA, cspB, cspG e csdA de E. coli, chamada Downstream box 

atue como um potencializador traducional essencial para a indução dependente de 

frio nestes genes. Esta sequência seria pareada com a sequência entre os 

nucleotídeos 1469 e 1483 do 16S RNA de modo a aumentar a afinidade dos 

ribossomos pelo mRNA (ETCHEGARAY e INOUYE, 1999a; 1999b; MITTA; FANG; 

INOUYE, 1997). Outra sequencia, chamada Upstream box localizada na região 5’ 

não traduzida de CspA, CspB, CspG e CspI próxima à sequência Shine-Dalgarno 

também é complementar à sequência do 16S RNA, desta vez na região 

compreendida entre os nucleotídeos 1023º e 1035º. A deleção desta região 

compromete a indução após o choque frio diminuindo consideravelmente a 

quantidade de CspA em E. coli, sendo um provável elemento in cis de regulação por 

aumento de tradução (YAMANAKA; MITTA; INOUYE, 1999). 
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Figura 5.  Ilustração esquemática do envolvimento das proteínas CSP e helicases DEAD na 
resposta ao frio. Após a queda brusca de temperatura proteínas de choque frio (A) são 
fortemente sintetizadas e associam-se aos mRNAs mantendo-os em conformação linear 
não estruturado. FONTE: Modificado de Horn et al. (2007). (B) As CSPs (em verde) podem, 
ainda, associar-se funcionalmente a helicases de RNA da família DEAD/DEAH (em 
amarelo) e cooperativamente desfazer estruturas secundárias nos mRNAs e impedir a 
formação de novos grampos de estrutura secundária.  
FONTE: Hunger et al. (2006).  
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5 CONCLUSÕES 

 

Este trabalho permitiu caracterizar a resposta ao frio em Caulobacter crescentus, 

bem como analisar a importância das proteínas contendo domínios de choque frio 

durante a queda de temperatura e após a entrada da fase estacionária. Os 

resultados em conjunto permitiram a obtenção das seguintes conclusões: 

 

• A despeito de sua temperatura ótima de crescimento em torno de 30 °C 

Caulobacter crescentus é capaz de manter o crescimento mesmo em 

temperaturas baixas como 4 °C, sendo portando, psicrotolerante. 

• C. crescentus possui um resistência intrínseca ao congelamento a -80 °C, 

mantendo altos níveis de viabilidade mesmo por longos períodos nesta 

condição. O congelamento a -20 °C mostra-se muito mais danoso para a 

manutenção da viabilidade celular. 

• A resistência ao congelamento em Caulobacter crescentus é uma característica 

decorrente da fase de crescimento e resulta da atividade de ao menos três 

genes, que codificam para RNA e DNA helicases, além de sistemas de 

transporte através das membranas. 

• A ausência das duas CSPs de Caulobacter induzidas em baixas temperaturas 

confere fenótipo de sensibilidade a esse estresse indicando que mesmo com o 

aumento de expressão de cspC, estas CSPs remanescentes não são capazes de 

compensar a ausência das primeiras.  

• A ausência de CspC, a proteína de choque frio mais induzida em fase 

estacionária, confere fenótipo de sensibilidade a baixas temperaturas e retardo 

no crescimento mesmo em temperatura ótima de incubação. 

• A ausência de quaisquer CSPs confere diminuição de resistência ao 

congelamento a -80 °C, mas não a -20 °C. 

• A deleção das duas CSPs, normalmente induzidas em choque frio, promove 

aumento na expressão de cspD e adiantamento dos níveis máximos de cspC, 

além de impedir a queda de viabilidade característica da fase estacionária 

precoce de C. crescentus NA1000. 

• A ausência de cspC e cspD não promove lise celular quando as culturas 

atingem a fase estacionária de crescimento, mas impede a retomada do 

crescimento após a queda de viabilidade que ocorre na fase estacionária 

precoce. 
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• A ausência de cspC e cspD tem como consequência a alteração da morfologia 

em fase estacionária, tornando algumas células filamentosas e as levando à 

morte. 

• Além de cspC e cspD, descritas como induzidas em fase estacionária, cspB 

também apresentou indução em fase estacionária. Esta indução mostrou-se 

dependente de SpdR e influenciada por ppGpp e CspC. 

• cspA e cspB não sofrem autorregulação até 5h de incubação em baixas 

temperaturas e tampouco apresentam aumento dos níveis transcricionais na 

ausência da outra. 

• A ausência de CspC compromete seriamente os níveis de expressão de cspB 

em quaisquer condições de incubação. 

• cspA e cspB são induzidas em baixas temperaturas através de mecanismos 

pós-transcricionais e traducionais. 

• O caráter traducional da indução em baixa temperatura é predominante em 

cspA e cspB, sendo mais pronunciado em cspB. 

• As quatro CSPs de C. crescentus agem como antiterminadores de transcrição 

in vivo quando analisadas na linhagem RL211 de E. coli, a superexpressão das 

CSPs de Caulobacter não conferem toxicidade para E. coli e não é capaz de 

restaurar o fenótipo deficiência de crescimento a 15 °C apresentado pela 

linhagem de E. coli BX04. 

• Diferentemente do observado para E. coli, o resíduo de Histidina localizado no 

segundo domínio de ligação a ácidos nucleicos do domínio CSD não é crítico 

para a atividade antiterminadora das CSPs de Caulobacter. 
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