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RESUMO

PREVIATO, M. Estudo da regulacdo de genes envolvidos na resposta a
estresse oxidativo em Caulobacter crescentus. 2013. 134 f. Dissertacéo
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Séao Paulo, 2013.

O estresse oxidativo, causado por niveis aumentados do anion superoxido (O'e), do
perdxido de hidrogénio (H20O>), ou do radical hidroxila (OHe), pode levar a danos em
todos os componentes celulares. Varias enzimas sdo responsaveis por remover da
célula estas espécies reativas. As subunidades da alquil-hidroperoxido redutase
(AhpC e AhpF) protegem contra os efeitos toxicos dos peroxidos através de
eliminacdo direta dos oxidantes. As enzimas superoxido dismutases (SOD) séo
importantes na remocao de ions superoxido. Para comecar a definir os mecanismos
de regulacdo da expressao génica de C. crescentus para os genes ahpC, sodA,
sodB e sodC, os niveis de transcricdo destes genes foram avaliados inicialmente na
cepa selvagem NA1000 para verificar os agentes oxidativos que induzem cada
gene. FusBes de transcricdo com o gene reporter lacZ foram construidas, permitindo
a quantificacdo da expressdo por ensaios da atividade de [-galactosidase, e
também analisamos a expressao dos genes por meio de gRT-PCR. As culturas
foram cultivadas em meio PYE (meio rico) ou M2 (meio minimo) e a expressao de
cada gene foi avaliada na presenca de peréxido de hidrogénio (H.0), tert-butil
hidroperoxido (tBOOH), paraquat, menadiona, pirogalol, FeSO, ou DDPi. Em PYE,
tBOOH e H,0, foram capazes de induzir a transcricdo de ahpC. Assim, peréxidos
causam estresse oxidativo em C. crescentus e AhpCF é responsavel pela eliminacao
dessas espécies oxidantes. Além disso, na linhagem mutante oxyR, esta resposta foi
perdida, indicando que este gene € regulado por OxyR. As fusfGes de transcricdo
com os promotores de SOD nao responderam a presenca de paraquat, contudo
sodB e sodC tiveram suas expressdes induzidas na fase estacionaria. Nos ensaios
de gRT-PCR em M2, a expressdo de sodA foi induzida na presenca de H,O,,
paraquat, menadiona, pirogalol e DDPi, mas foi reprimida na presenca de FeSO,.
sodB teve sua expressao induzida na presenca de menadiona, no entanto foi
reprimida na presenca de FeSO, e DDPi. A expressdo de sodC foi induzida na
presenca de menadiona. ahpC teve sua expressao induzida na presenca de H»O,,
paraquat e menadiona, mas foi mantida na presenca de tBOOH. Nos ensaios de
gRT-PCR com as linhagens mutantes fur, sigF e sigJ, observamos que o gene sodA
é regulado por o e o”, enquanto os genes sodB e sodC podem ser regulados por o”.
Em conclusédo, o gene ahpC de C. crescentus é induzido por peréxidos e esta sob o
controle de OxyR. As SODs séo induzidas principalmente por superoxidos, sodB e
sodC possuem inducdo de fase na fase estacionaria e possivelmente estdo sob o
controle do sigma J, enquanto o gene sodA é regulado por sigma F e sigma J.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Regulacdo génica. Superdxido dismutase.
Peroxirredoxina. Caulobacter.



ABSTRACT

PREVIATO, M. Regulation of genes involved in oxidative stress response in
Caulobacter crescentus. 2013. 134 p. Masters thesis (Microbiology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Oxidative stress, caused by increased levels of superoxide anion (O,*), hydrogen
peroxide (H20,), or the hydroxyl radical (OH+), can lead to damage in all cellular
components. Several enzymes are responsible for removing these reactive species
from the cell. Alkyl hydroperoxide reductase (AhpC and AhpF) protects against the
toxic effects of peroxides through the direct elimination of oxidants. The superoxide
dismutases (SOD) are important for the removal of superoxide ions. To start defining
the regulatory mechanisms of gene expression of C. crescentus ahpC, sodA, sodB
and sodC, transcription levels of these genes were first evaluated in the wild type
strain to determine the stress agents that induce each gene. Transcription fusions
with the lacZ reporter gene were constructed, allowing the quantification of
expression by [-galactosidase activity assays, and we have also analyzed gene
expression by gRT-PCR assay. The cultures were grown in PYE and M2 medium,
and gene expression was evaluated in the presence of hydrogen peroxide (H.0,) ,
tert-butyl hydroperoxide (tBOOH), paraquat, menadione, pyrogallol, FeSO, or DPPi.
In rich PYE medium, H,O, and tBOOH were able to induce oxidative stress-
dependent transcription of ahpC. Thus, both inorganic and organic peroxide cause
oxidative stress to C. crescentus and AhpCF is responsible for clearance of these
oxidizing species. Furthermore, in the mutant oxyR strain this response is lost,
indicating that this gene is regulated by OxyR. The transcriptional fusions with the
SOD promoters did not respond to the presence of paraquat, however sodB and
sodC had their expressions induced in stationary phase. In gqRT- PCR assays, in M2
medium, sodA expression was induced in the presence of H,0O,, paraquat,
menadione, pyrogallol and DDPI, but was diminished in the presence of FeSO,4. sodB
expression was induced in the presence of menadione, however was lower in the
presence of FeSO, and DDPi. sodC expression was induced in the presence of
menadione. ahpC expression was induced in the presence of H,O,, paraquat and
menadione, but was maintained in the presence of tBOOH. In qRT-PCR assays with
the mutant strains fur, sigF and sigJ, we observed that the sodA gene is regulated by
o" and o’ while sodC and sodB genes may be regulated by ¢”. In conclusion, C.
crescentus ahpC is induced by peroxides and is under the control of OxyR. The
SODs are mainly induced by superoxide, sodB and sodC are induced in stationary
phase and are possibly under the control of sigma J, while sodA is regulated by
sigma F and sigma J.

Keywords: Oxidative stress. Gene regulation. Superoxide dismutase. Peroxiredoxin.
Caulobacter.
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1 INTRODUCAO

O estresse oxidativo € uma consequéncia inevitavel da forma de vida aerdébica.
Os organismos utilizam o oxigénio molecular (O,) para a respiracdo ou para a
oxidagdo de nutrientes a fim de obter energia, no entanto, as espécies reativas de
oxigénio, como o0 anion superoxido (Oz’e), o peroxido de hidrogénio (H,O,) e o
radical hidroxila (OHe), sdo geradas continuamente em células que estdo crescendo
sob condi¢cdes aerdbicas. A exposicdo a concentracdes de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que excedem a capacidade de defesa celular pode levar a danos as
proteinas, aos acidos nucleicos e aos lipideos, constituindo o estresse oxidativo
(revisto por STORZ; IMLAY, 1999).

Figura 1 - Reducgao do oxigénio molecular

Reducao incompleta

I Superodxido dismutase

e+ 2H*}
1
\Z Catalase H,0+ %0,
H,O, Peroxidases
I . 2H,0 + XSSX
1 Glutationa
Fe :
1
v
OHe + OH-
1
1
e + 2H*}
1
v
2H,0

A reducdo do oxigénio molecular (O,) pode ocorrer de forma completa ou incompleta. Quando o
oxigénio molecular é reduzido completamente a agua, ndo ha formacdo de espécies reativas de
oxigénio. No entanto, quando a reducéo é incompleta, ocorre a formacao das espécies reativas: anion
superoxido (O,’e), perdxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OHe), que serdo retirados por
enzimas antioxidantes especificas.

Fonte: adaptado de Gram (1997).

A incompleta reducdo do oxigénio molecular, que ocorre naturalmente pelo
escape de elétrons na cadeia respiratéria € a principal fonte endégena de H,0O, e de
O,’e (Figura 1). Porém, agentes ambientais como a ionizagao, a radiacao ultravioleta

(UV), metais e numerosos componentes, como a menadiona e 0 paraquat, que
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geram Oy'e intracelular, também podem levar ao estresse oxidativo (revisto por
CABISCOL et al.,, 2000). O oxigénio molecular é estavel, no entanto espécies
reativas de oxigénio podem ser geradas por meio de sua reducédo. O radical
superoxido é resultante da adicdo de um elétron ao oxigénio molecular, e como esse
elétron fica desemparelhado em um orbital, caracteriza o superéxido como radical
livre (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O anion superoxido causa danos as
células porque é capaz de oxidar grupos tidis e proteinas com grupos ferro-enxofre
levando a formacéao de ferro livre (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007). A reducéo do O,
por dois elétrons leva a producédo de H,0O,, que embora néo seja um radical, também
€ uma espécie reativa de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O peréxido
de hidrogénio € precursor do radical hidroxila, que é gerado via reacdo de Harber-
Weiss ou reacado de Fenton (Figura 2). Ambas as reacdes estdo acopladas em um
ciclo onde cofatores, particularmente ions de metais de transicéo, aceleram a reacao
gerando mais radicais hidroxila que sdo capazes de oxidar proteinas, lipideos e o
DNA (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007; IMLAY; CHIN; LINN, 1988).

Figura 2 - Reacado de Fenton e ciclo de Harber-Weiss

H,O, + Fe?* > Fe®* + OH-+ OH~  (reacdo de Fenton)

O, + Fe¥* > Fe* + O,

F
H,O, + O5” ; O, + OH™ + OH: (reagdo de Haber-Weiss)

Na reacdo de Fenton o perdxido de hidrogénio (H,0,) sofre fissdo eletrolitica com a aquisicdo de um
elétron do Fe”, gue é oxidado a Fe*, enquanto a H,0, é reduzida gerando um anion hidroxil (OH") e
um radical hidroxila (OHe). Na préxima etapa, Fe>* foi reduzido a Fe®* por aceitar um elétron do anion
superéxido (O,'e), 0 Ultimo sendo oxidado para O,. A reagéo ou ciclo de Haber-Weiss € a unido da
reacdo de Fenton com a reagdo entre um superoxido e um Fe*. Quando essas duas reacles estédo
acopladas forma-se um ciclo, que resulta numa reagdo onde o ferro é o cofator.

Fonte: adaptado de Dubbs e Mongkolsuk (2007).

Outro processo bioquimico que também gera agentes oxidantes € 0 processo
de desnitrificacdo: NO* > NO? > NO® > N,O > N, (CHIANG; SCHELLHORN,
2012). O processo inicia-se com o nitrato que € reduzido a nitrito, 6xido nitrico, 6xido
nitroso e nitrogénio elementar. O 6xido nitrico (NO®) € um composto téxico, que na
presenca de superdxido, converte-se espontaneamente a peroxinitrito: NO® + Oj'e =

ONOO'. O peroxinitrito (ONOO") € um oxidante forte que pode oxidar compostos
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com grupos tidis (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Por estas razdes, a maioria dos organismos aerdébicos possui mecanismos
multiplos e frequentemente sobrepostos para remover as espécies reativas de
oxigénio. Para tanto, as células contam com uma quantidade consideravel de
enzimas com atividade antioxidante e de reparo que podem diferir no tempo de
expressao, na localizacdo subcelular ou na regulacdo. Muitas destas proteinas com
propriedades antioxidantes sdo expressas em niveis baixos durante o crescimento
normal, e tem a expressdo aumentada em resposta a concentracoes elevadas de
H,O, e de Oye (STORZ; IMLAY, 1999).

Baseado no modelo de Escherichia coli, o paradigma simplificado do sistema
de resposta a estresse oxidativo em bactérias assume que radicais superéxido sdo
removidos pelas superoxido-dismutases (SodA, SodB e SodC), gerando peréxido de
hidrogénio, o qual é removido pelas catalases (KatE e KatG) e pelas peroxidases
(Ahp). Entretanto, mais de outras 100 proteinas acessorias foram identificadas em E.
coli agindo nesta resposta (POOLE, 2005).

1.1 Superdxido dismutases

As superoéxido dismutases (SODs) sao enzimas antioxidantes encontradas em
todos os organismos expostos a O, (BAFANA et al., 2011). Elas sao responsaveis
pela conversdo do superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio molecular

(FRIDOVICH, 1995): 205’ + 2H" = H,0, + O,.

Quatro diferentes tipos de centros de metais sdo encontrados nas superéxido
dismutases, dividindo essa familia em Cu/ZnSOD, FeSOD, MnSOD e NiSOD.
Enquanto os dois maiores grupos, CuZnSODs e FeSODs/MnSODs, tiveram origens
independentes, FeSODs e MnSODs sao resultado de duplicacdo génica, sendo
FeSOD o ancestral (BAFANA et al., 2011).

A CuzZnSOD é encontrada em eucariotos, cloroplastos e bactérias. Em
bactérias ela localiza-se no periplasma e é codificada pelo gene sodC. A MnSOD
ocorre em procariontes e na mitocondria, sendo codificada pelo gene sodA em
procariontes. Enquanto que a FeSOD ¢ codificada pelo gene sodB em procariontes,

e também pode ser encontrada nos cloroplastos (BAFANA et al., 2011; CHIANG;
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SCHELLHORN, 2012; IMLAY; IMLAY, 1996). A enzima dependente de niquel,
SodN, foi descrita apenas em Streptomyces e cianobactérias (BAFANA et al., 2011).

A CuzZnSOD é geralmente encontrada como homodimero, cada mondémero
pesa 14-33 kDa e contém um atomo de Cu e outro de Zn. A FeSOD e a MnSOD séo
tipicamente homodimeros ou tetrdmeros que contém um &tomo de metal por
subunidade de 14-30 kDa. Ja a NiSOD, geralmente funciona como homohexamero,
com massa de aproximadamente 13 kDa para cada subunidade (BAFANA et al.,
2011).

O mecanismo catalitico das SODs é uma reac¢do de dismutacdo que ocorre em
duas fases como demonstrado abaixo, onde a letra M representa o cofator metalico
presente em cada enzima (AUCHERE; RUSNAK, 2002; BAFANA et al., 2011).

M3 + Oy + H" > M*(H") + O, (12 etapa)

M (H') + Oz +H" > M*" + H,0, (22 etapa)

2 Oye + 2H" > O, + H,0;

E. coli possui trés superoxido dismutases: MnSOD, FeSOD e CuzZnSOD, e a
producéo de cada enzima é dependente de reguladores transcricionais globais. Com
isso, a expresséo dessas enzimas € modulada de acordo com condi¢gbes ambientais
especificas (BAFANA et al., 2011; COMPAN; TOUATI, 1993). Nessa bactéria, o
gene sodA que codifica a enzima MnSOD, ¢é regulado por varias proteinas,
indicando a existéncia de competicdo entre reguladores de resposta para diferentes
sinais (BAFANA et al., 2011; COMPAN; TOUATI, 1993). A ativacdo desencadeada
por SoXRS ocorre em resposta a geracdo de superoxido, e essa regulacdo nao
compete com outros reguladores aerébicos. O regulador do metabolismo de ferro,
Fur, também regula sodA reprimindo-o em aerobiose. Em anaerobiose, Fur ou ArcA
(controle de regulacdo aerdbico) juntamente com Fnr (fumarato nitrato redutase) e
IHF (fator de interacdo com o hospedeiro) reprimem sodA (COMPAN; TOUATI,
1993). Além disso MarA, o ativador transcricional do operon de resisténcia multipla a
antibioticos marARB, também ativa sodA (JAIR et al.,1995).

O gene sodB que codifica a enzima FeSOD em E. coli, é regulado
positivamente por Fur por meio do pequeno RNA RyhB (MASSE; GOTTESMAN,
2002; MASSE; VANDERPOOL; GOTTESMAN, 2005). Além disso, a proteina
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ligadora de RNA, denominada Hfq, auxilia Fur na regulacdo de sodB, possivelmente
auxiliando RyhB no pareamento RNA-RNA, pois Hfg demonstrou-se necesséria para
a atividade de RyhB  (MASSE; GOTTESMAN, 2002). As proteinas IHF e H-NS,
também afetam a expressado de sodB (BAFANA et al., 2011). IHF € capaz de reprimir
a expressdo de sodB independentemente de Fur. Enquanto H-NS, uma proteina
responsavel pela condensagédo do DNA no nucledide bacteriano em enterobactérias,
regula-o negativamente apenas na auséncia de Fur, (DUBRAC; TOUATI, 2000).

Quanto a regulacdo do gene sodC que codifica a proteina CuzZnSOD em E.
coli, sabe-se que ele é reprimido por Fnr em condi¢cdo anaerodbica e € induzido em
fase estacionaria pelo fator sigma RpoS (GORT; FERBER; IMLAY, 1999).

1.2 Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas sdo um importante componente da defesa bacteriana
contra a toxicidade dos peroxidos (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007). A proteina AhpC
(Alkylhydroperoxidase) faz parte de uma grande familia de peroxidases baseadas
em cisteina, chamadas de peroxirredoxinas (MISHRA; IMLAY, 2012; POOLE, 2005).
O seu substrato pode variar entre 0s organismos, uma vez que essa proteina tem a
habilidade de reduzir varios peréxidos devido a presenca de um grande arcabouco
hidrofébico no sitio ativo (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007; WOOD et al., 2002;
WOOD et al., 2003). Dentre os possiveis substratos encontram-se o H,O,, o tert-butil
hidroperoxido, que é um peréxido organico simples, e os peréxidos organicos
complexos, tais como o hidroperéxido de cumeno, hidroperoxido de acido lipoico,
hidroperdxido de timidina e peroxinitrito (revisto por DUBBS; MONGKOLSUK, 2007).

Todas as AhpCs sdo membros da familia de peroxirredoxinas com duas
cisteinas, por isso elas possuem dois residuos conservados de cisteina que séo
essenciais para a sua funcdo catalitica. A cisteina 46 corresponde a cisteina
peroxidatica (peroxidatic cysteine), e a cisteina 165 que é a cisteina de resolucao
(resolving cysteine) (WOOD et al., 2002). Nessas proteinas do tipo 2-Cys tipicas
(com formacé&o de ponte dissulfeto intermolecular), a cisteina peroxidatica reage com
o peroxido (ROOH) originando o alcool correspondente (ROH) ou agua quando for
H,O,, e a cisteina com o &cido sulfénico (Cys-SOH). Esta Cys-SOH é entado reduzida
pelo residuo tiol da cisteina de resolucéo, formando uma ponte dissulfeto entre os

dois residuos e liberando uma molécula de agua (Figura 3) (POOLE et al., 2000).
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Figura 3 — Ciclo catalitico de AhpC
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No ciclo catalitico do sistema AhpR, a enzima AhpC é a alquil-hidroperdxido redutase e AhpF é a
dissulfeto redutase. A enzima AhpC reduzida forma dimeros, mas ap6s sua oxidagdo pela reacdo
com H,0,, ela pode formar oligbmeros. AhpF é uma enzima que também forma dimeros e na
presenca de NAD(P)H é capaz de reduzir cada dimero do oligbmero de AhpC, a sua forma ativa. O
homodimero de AhpC possui dois sitios cataliticos, contudo, nesta figura apenas um sitio foi
esquematizado indicando os grupos tidis envolvidos na reacao.

Fonte: adaptado de Mishra e Imlay, 2012.

Para completar esse ciclo catalitico € necessario um sistema dissulfeto
redutase para reduzir a ponte dissulfeto intermolecular formada entre as duas
cisteinas. As bactérias utilizam um sistema dissulfeto redutase acoplado ao NADH
ou NADPH (Figura 3). Nesse sistema podem existir enzimas que sado especificas
para reduzirem AhpC, ou enzimas que atuam de forma mais abrangente, como o
sistema tiorredoxina/tiorredoxina redutase. Dentre as enzimas especificas que
reduzem AhpC encontra-se a enzima AhpF (DUBBS; MONGKOLSUK, 2007).

A proteina AhpF é uma flavoproteina presente apenas em bactérias que age
como uma redutase de AhpC dependente de NAD(P)H, por meio de dois residuos
de cisteina no dominio amino-terminal (MISHRA; IMLAY, 2012; POOLE, 2005)
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7

(Figura 3). A porcao C-terminal de AhpF é estruturalmente e funcionalmente
homéloga as tiorredoxinas redutases bacterianas. Ele contém um FAD
(dinucleotideo de flavina-adenina) e o nucleotideo de piridina no sitio de ligacéo
juntamente com um motivo ativo redox CXXC. A regido N-terminal possui um motivo
adicional CXXC. Para que AhpC volte ao seu estado ativo, os elétrons do NAD(P)H
séo transferidos, via FAD e o dissulfeto do C-terminal, para o N-terminal dissulfeto
da AhpF que finalmente oxida AhpC (Figuras 3 e 4) (POOLE et al., 2000).

Figura 4 — Sequéncia da transferéncia de elétrons nos centros redox da
peroxirredoxina redutase

NADH -SH HS- -5-5- -SH HS- ROOH
+ H*
NAD* FADH, -5-5- -SH HS- -5-5- ROH + H,O

AhpF AhpC

Dois elétrons do NADH (acompanhados por dois H+) sdo transferidos entre trés centros redox na
proteina AhpF através da flavina (FAD), do centro dissulfeto C-terminal (Ct) e do centro dissulfeto N-
terminal (Nt). Em seguida, os elétrons passam para a ligacdo dissulfeto intersubunidade da
peroxirredoxina AhpC, depois para o substrato hidroperéxido.

Fonte: adaptado de Poole et al. (2000).

O gene ahpC, que codifica a proteina AhpC em E. coli, tem sua expressao
regulada por OxyR por meio da ligacdo direta a sua regido promotora. Em Bacillus
subtilis, Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus, o repressor transcricional
PerR tem sido identificado como regulador da expresséo de ahpC na presenca de
peréxidos (revisto por DUBBS; MONGKOLSUK, 2007).

1.3 Reguladores de estresse oxidativo

A existéncia de uma resposta adaptativa a H,O, foi primeiramente descoberta
em E. coli. Foi demonstrado que esta bactéria possui um sistema de defesa
especifico induzido por peréxidos, mediado pelo ativador de transcricdo OxyR, e
outro mecanismo induzido por superoxidos, controlado pelos reguladores SoxR e
SoxS (CABISCOL et al., 2000).
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1.3.1 O ativador de transcricdo OxyR

OxyR € um regulador transcricional sensivel a H,O, (KULLIK et al., 1995). Ele é
uma proteina pertencente a familia LysR, com 34 kDa, que forma homotetrameros
(CHRISTMAN; STORZ; AMES, 1989). Os membros da familia Lys-R possuem um
dominio de ligagdo ao DNA na regido N-terminal denominado hélice-al¢a-hélice, um
dominio central de reconhecimento do indutor de resposta, que € sensivel ao sinal
regulatorio, e um dominio C-terminal responsavel pela multimerizacéo e ativacdo. A
proteina OxyR atua principalmente como um ativador transcricional sob condi¢fes
oxidantes por meio da interagdo direta com a subunidade a da RNA polimerase
(revisto por DUBBS; MONGKOLSUK, 2012). O gene oxyR codifica uma proteina
com dupla funcéo, que age como sensor de estresse causado por peroxidos e como
ativador de transcricao do regulon OxyR. Estudos mostraram que OxyR € ativado,
de maneira reversivel, pela formacdo de uma ponte dissulfeto intramolecular, entre
os residuos de cisteina das posic6es 199 e 208, na presenca de H,O, (Figura 5)
(STORZ; ZHENG, 2000).

A ativacdo de OxyR inicia-se com a oxidacdo do residuo (SH) da cisteina
sensora a 4cido sulfénico (-SOH), em seguida ocorre uma rapida formacéo da ponte
dissulfeto intramolecular com a cisteina de resolucdo (SH). Isso resulta numa
mudanca conformacional que permite a interacdo de OxyR com a RNA polimerase.
A ativacéo da transcricdo envolve a interacdo direta de OxyR com a subunidade alfa
(a) da RNA polimerase no dominio C-terminal (a-CTD). O regulador OxyR oxidado
volta a sua forma reduzida com o auxilio da doadora de elétrons glutationa redutase
(GSH), por meio do sistema glutarredoxina (grxA)/glutationa redutase (gor), com
NAD(P)H sendo o doador de elétrons para glutationa redutase (DUBBS;
MONGKOLSUK, 2012).

Estudos recentes indicam que existem outros mecanismos para a ativacao de
OxyR. Esses mecanismos geralmente envolvem a oxidacdo de apenas um residuo
de cisteina, e foram realizados com OxyR de Pseudomonas aeruginosa e
Deinococus radiodurans. Além disso, num estudo com OxyR de E. coli in vitro,
somente a oxidacdo do residuo C199 foi suficiente para a ativacdo do regulador
transcricional na auséncia da formagao da ponte dissulfeto (revisto por DUBBS;
MONGKOLSUK, 2012).
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Figura 5 — Mecanismo da ativacdo da transcricdo via formacao de ponte dissulfeto
intramolecular em 2-Cys OxyR

G-S-S-G GSH
gor
NAD(P)* NAD(P)H

Modelo dependente de H,0,, para a ativacdo da transcricdo dos genes alvos por OxyR em E. coli. As
caixas vermelhas e verdes indicam as regides -35 e -10 do promotor. As caixas azuis indicam as
regides de ligacdo do OxyR ao DNA. A ativacdo também pode ocorrer via modificacdo oxidativa
apenas da cisteina sensora.

Fonte: retirado de Dubbs e Mongkolsuk (2012).

O regulon OxyR de E. coli inclui genes envolvidos no metabolismo e protegéo
contra peroxidos (katG, ahpC, ahpF, dps), no balanco redox (gor, grxA, trxC) e
reguladores importantes como fur e oxyS. A catalase-peroxidase KatG e as duas
subunidades da alquil-hidroperéxido redutase (codificadas pelo operon ahpCF)
protegem contra os efeitos toxicos dos peroxidos, por meio da eliminacao direta dos
oxidantes. A inducdo da glutationa redutase (gorA), da glutarredoxina (grxA), e da
tiorredoxina 2 (trxC), ajuda na manutencdo do balanco celular de tiol-dissulfeto
(revisto por STORZ; ZHENG, 2000). A proteina Dps, que se liga ao DNA de maneira
nao especifica, protege contra dano ao DNA e mutacdo (MARTINEZ; KOLTER,
1997).

Em outras bactérias OxyR também regula genes envolvidos na resposta a
estresse oxidativo. Ele reprime a expressao de katG de Burkholderia pseudomallei e
katA de Sinorhizobium meliloti durante o crescimento normal, e ativa estas
catalases-peroxidases durante exposicado ao estresse oxidativo (LOPRASERT et al.,
2003; LUO et al., 2005). Em Xanthomonas campestris, OxyR promove a regulacao
compensatoria entre os genes katA e ahpC (CHAROENLAP et al., 2005). Quando
katA esta inativo ocorre uma aumento de expressdo de AhpC, juntamente com o
aumento da resisténcia a peréxido organico. Enquanto, a inativagdo do gene ahpC
levou ao aumento da expresséo de KatA, com concomitante aumento da resisténcia
a peroxido de hidrogénio. Contudo, esse padrdo de expressao compensatoério foi

perdido no mutante AoxyR. Essa regulacdo compensatéria entre katA e ahpC,
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também foi descrita em Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis (CHAROENLAP
et al., 2005).

1.3.2 O regulador de estresse oxidativo SOXRS

A proteina SoxR € um ativador de transcricdo da familia MerR, que ao ser
oxidada, ativa a transcricdo do operon soxRS, aumentando a expressdo de SoxS.
SoxS é um ativador de transcricdo da familia AraC, e o nivel elevado de SoxS, por
sua vez, ativa a expressao do regulon, por meio da ligacéo direta @ RNA polimerase,
levando-a aos promotores (STORZ; IMLAY, 1999; ZAFAR; SANCHEZ-ALBEROLA,
WOLF JR, 2011).

Um processo de dois estagios é responsavel pela regulacdo de soxRS:
inicialmente a proteina SoxR é convertida em sua forma ativa (oxidada) por oxidacao
de seus centros [2Fe-2S] (NUNOSHIBA et al., 1992). Acreditava-se que esta
oxidacdo era resultado da presenca de superéxidos, porém, foi demonstrado que
essa oxidacao ocorre em resposta a drogas redox-ativas (GU; IMLAY, 2011; IMLAY,
2013). A ativacdo de SoxR estimula a transcricdo de um unico gene, soxS. Com
isso, SoxS é sintetizado em grande quantidade e ativa a transcricdo dos genes do
regulon soxRS (NUNOSHIBA et al., 1992). O regulon SoxRS de E. coli inclui genes
envolvidos na resposta a estresse oxidativo, como o gene sodA (MnSOD); no reparo
de DNA, por exemplo, nfo (endonuclease IV), e para protecdo de proteinas com
grupos Fe-S, como o gene yggX, que codifica uma proteina que protege grupos
ferro-enxofre contra danos oxidativos (revisto por CHIANG; SCELLHORN, 2012).

1.3.3 Os fatores sigma (o) da RNA polimerase

Varios outros fatores, além de SoxRS e OxyR, modulam a expresséo de genes
antioxidantes, e dentre estes se encontram os fatores sigma. A subunidade da RNA
polimerase, denominada fator sigma, é responsavel pelo reconhecimento da regiao
promotora de genes especificos, por isso, a expressao génica pode ser controlada
por meio de diferentes fatores sigma, que estdo associados ao cerne da RNA
polimerase. O fator sigma mais abundante na célula bacteriana, responsavel pela
transcricdo dos genes basais, é o sigma’® (MARQUES, 2012). Existem duas familias

de fatores sigma, distintas pelas suas origens filogenéticas, que sdo denominadas
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sigma 70 e sigma 54. Em E. coli, a familia do sigma 70, inclui os genes: rpoD (sigma
70), rpoH (sigma 32), rpoE (sigma E), rpoS (sigma S), fecl (sigma Fecl) e fliA (sigma
F). A familia do sigma® é representada apenas pelo gene rpoN, que codifica o
préprio sigma®*, responsavel pela transcricdo dos genes de resposta a caréncia de
nitrogénio (MARQUES, 2012).

Dentre os fatores sigma de E. coli, o fator 6° da RNA polimerase possui um
papel importante na expressao de um grande grupo de genes que sao induzidos
quando as células sdo expostas a diferentes tipos de estresse, incluindo caréncia
nutricional, estresse osmotico, choque &cido, assim como no inicio da fase
estacionaria nas células. Nessa bactéria, o regulon RpoS inclui os genes envolvidos
na resposta ao estresse oxidativo (como katE, xthA e sodC), nas mudancas
metabolicas, e nas altera¢cdes morfologicas (LACOUR; LANDINI, 2004).

O fator sigma E, em E. coli, é responsavel pela transcricdo dos genes de
resposta periplasmatica ao calor e estresses desnaturantes. Este fator sigma
pertence a subfamilia denominada sigma ECF (extracytoplasmic factor), sendo o
anico fator de E. coli da subfamilia dos fatores sigma de funcdo extracitoplasmatica.
Contudo, em outras bactérias existem outros fatores sigma ECF responsaveis pela
resposta a varias mudancas ambientais, permitindo a adaptacdo a diversos
ambientes (MARQUES, 2012).

Em Caulobacter crescentus, a analise do genoma identificou 16 fases de leitura
abertas que possivelmente codificam fatores sigma, das quais 13 podem pertencer a
subfamilia ECF (NIERMAN; FELDBLYUM; LAUB, 2001). Nesta bactéria, os fatores
sigma codificados pelos genes rpoD (sigma 70), rpoH (sigma 32) e rpoN (sigma 54)
tiveram suas funcdes identificadas: o sigma 70 é a principal subunidade sigma, o
sigma 32 é responsavel pela transcricdo dos genes de resposta a choque de calor,
enquanto a proteina sigma 54 estd envolvida na regulacdo dos genes para sintese
do flagelo (ANDERSON et al.,, 1995; MALAKOOTI; ELY, 1995; REISENAUER,;
MOHR; SHAPIRO, 1996; WU; NEWTON, 1996;). Os fatores sigma de funcao
extracitoplasmatica também comecgaram a serem identificados em C. crescentus: 0s
fatores sigma T e U, sdo pardlogos e codificados pelos genes sig' e sig”
respectivamente, eles estdo envolvidos na resposta aos metais pesados cadmio e
cromo; enquanto os fatores sigma E e sigma F, auxiliam na resposta a estresse
oxidativo (ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006; ALVAREZ-MARTINEZ et
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al., 2007; KOHLER et al, 2012; LOURENCO; GOMES, 2009; LOURENCO;
KOHLER; GOMES, 2011).

Os fatores sigma ECF, geralmente possuem quatro caracteristicas.
Inicialmente, os fatores sigma ECF contém apenas os dominios 0, € 04,, € estes
sdo homologos aos dominios do sigma 70, também denominados dominios 0, € 04.5.
Esses dominios sdo responsaveis pela ligacdo a regido promotora (-35 e -10) dos
genes alvos. A segunda caracteristica refere-se ao fato de que muitos fatores sigma
ECF sao autorregulados. Como terceira caracteristica, os fatores sigma ECF, na
maioria das vezes, sao regulados por um fator antissigma, caracterizado
principalmente como uma proteina de membrana, que é frequentemente transcrita
no mesmo operon que o fator sigma ECF correspondente. Finalizando, a atividade
do fator sigma ECF é ativada por meio da inativacdo da atividade do fator
antissigma. Esta inativagdo do fator antissigma pode ocorrer por diversos
mecanismos: degradagdo do fator antissigma, mudanga conformacional ou
fosforilacdo por um fator anti-antissigma (revisto por HO; ELLERMEIER, 2012).

A subfamilia dos fatores sigma ECF € um grupo amplo e diverso, com variacao
do numero de ECFs presente em grupos distintos de bactéria. As classes
denominadas ECF01-ECFO04, por exemplo, ocorrem em Varios grupos de bactérias e
incluem o fator sigma E de E. coli e o fator sigma W de Bacillus subtilis. Enquanto a
classe ECF15 esta presente apenas em o-proteobactérias, que inclui o género
Caulobacter (STARON et al., 2009).

1.3.4 O regulador Fur

O ferro intracelular livre € oxidado por H,O, gerando o radical hidroxil por meio
da reacdo de Fenton. Por isso, o controle homeostatico dos niveis de ferro livre
diminuem o estresse oxidativo (IMLAY, 2003).

Em procariotos, um fator de transcricdo denominado Fur regula negativamente
a transcricdo de muitos genes envolvidos na captacao do ion férrico do ambiente
(ANDREWS; ROBINSON:; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003). O repressor Fur é o
principal regulador da homeostase de ferro e é ativado pela ligacdo com Fe (Il) e Fe
(1lN). Apos sua ativacdo Fur liga-se ao DNA, em sequéncias denominadas Fur-box,
reprimindo os genes de aquisi¢cdo de ferro. Na auséncia de ferro, Fur é inativado e

com isso 0s genes do seu regulon nao estdo mais reprimidos (CHEN et al., 2007).
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Foi demonstrado, em E. coli, que Fur regula negativamente a expressao do
pequeno RNA RyhB, que por sua vez, reprime a traducdo do RNAmM de sodB,
explicando o controle positivo de sodB por Fur. Em Vibrio cholerae foi demonstrado
que Fur regula positivamente 0s genes sodA (superoxido dismutase), fumC
(fumarato dehidratase), bfr (bacterioferritina) e outros (MEY et al., 2005).

A homeostase de ferro e a resposta a estresse oxidativo sdo conectadas por
meio de intera¢des regulatérias. Em E. coli, o controle do metabolismo de ferro é
parte integrante da resposta de defesa a antioxidantes, e Fur é regulado tanto por
OxyR como por SoxRS (ZHENG et al., 1999). O mutante Afur de E. coli € mais
sensivel ao H,O, que as cepas proficientes em Fur (TOUATI et al.,, 1995). Em
Mycobacterium smegmatis, a sensibilidade a H,O, € aumentada na caréncia de ferro
(LUNDRIGAN et al.,, 1997); em Staphylococcus aureus, Fur € necessario para a
resisténcia ao estresse oxidativo (HORSBURG; INGHAM; FOSTER, 2001); em
Streptomyces spp., as proteinas similares a Fur regulam os genes da catalase-
peroxidase de maneira dependente de ferro (ZOU et al., 1999), e em Borrelia
burgdorferi, Fur pode funcionar como um repressor e regular os genes de estresse
oxidativo (KATONA et al., 2004).

1.4 O modelo de estudo: Caulobacter crescentus

O género Caulobacter de bactérias Gram-negativas compreende espécies nao
patogénicas, cujo habitat inclui todos os ambientes aquéticos e muitos tipos de solo
(POINDEXTER, 1981). A espécie C. crescentus, pertence ao grupo das
a-proteobactérias, e tem sido extensivamente investigada em funcédo da assimetria
da divisdo celular e do ciclo de vida dimérfico (HOLTZENDORFF; REINHARDT;
VIOLLIER, 2006; LAWLER; BRUN, 2006). Esse tipo de desenvolvimento resulta num
estilo de vida que a ajuda a sobreviver em ambientes com limitacdo de nutrientes,
sendo Caulobacter crescentus a espécie oligotréfica de ambiente aquatico mais
estudada (CURTIS; BRUN, 2010). As células de C. crescentus sao encontradas
predominantemente em dois morfotipos. O primeiro € plancténico, denominada
“célula moével” (swarmer cell), possui um Unico flagelo e multiplos pili em um Unico
polo celular. O segundo é séssil, denominada “célula talo” (stalked cell), onde o
flagelo polar € substituido por uma extensdo do envelope celular denominado
prosteca ou talo. O talo possui em sua ponta um polissacarideo adesivo,
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denominado holdfast, que mantém a célula fixa ao substrato (Figura 6) (CURTIS;
BRUN, 2010; DEGNEN; NEWTON, 1972).

Figura 6 — Ciclo de vida de Caulobacter crescentus

Desenvolvimento nao ciclico

Fase G,
:}g/% \/% \
Célula mével Célula-talo
Desenvolvimento ciclico
\ Célula-talo

Flagelo Talo
—

Holdfast —

Q

O programa de desenvolvimento ciclico tem inicio com uma célula talo (séssil). A célula talo entra em
fase S e, a medida que a célula cresce e replica o DNA, ela torna-se uma célula pré-divisional. Na
fase pré-divisional tardia, um flagelo é formado no pélo da célula movel. Apdés a
compartimentalizacdo, a rotacédo flagelar é ativada (seta circular). A separagdo celular leva a dois
diferentes tipos de células: uma célula talo que entra novamente no programa ciclico de
desenvolvimento na fase S, completando o ciclo; e uma célula mével que ndo replica seu
cromossomo e, se encontra na fase G;. O talo é formado predominantemente durante o estagio de
célula moével. Posteriormente, a célula mével se diferencia em uma célula talo. Esta diferenciacéo
compreende o programa de desenvolvimento néo ciclico.

Fonte: adaptado de Curtis e Brun (2010).

Célula pré-divisional

Célula pré-divisional

O ciclo de vida comega com uma ceélula mével que ndo pode iniciar a
replicacdo do DNA e permanece na fase G1 com um Unico cromossomo. Em
resposta a sinais ainda desconhecidos, a célula movel se diferencia na célula séssil
quando o flagelo é liberado. Um talo € construido no mesmo local do flagelo
descartado e simultaneamente a célula entra na fase S e inicia a replicacdo do DNA.
A replicacdo de DNA e a segregacao dos cromossomos-filhos para as extremidades
opostas da célula pré-divisional ocorrem respectivamente, durante a fase S e em
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uma breve fase G2. Antes de se dividir, a célula pré-divisional também constroi um
novo flagelo e comecga a construir novos pili no pélo oposto ao talo. Uma vez que o
flagelo esteja completo, a divisdo celular prossegue, produzindo uma célula-talo que
imediatamente reinicia a replicacdo do DNA, e uma célula mével que ndo pode
comecar a replicacdo do DNA até que ocorra a diferenciacdo de mével para séssil
(Figura 6) (CURTIS; BRUN, 2010; LAUB; SHAPIRO; MCADAMS, 2007).

1.4.1 Estresse oxidativo em Caulobacter crescentus

A resposta ao estresse oxidativo em C. crescentus foi investigada
bioquimicamente ha algum tempo e mais recentemente os sistemas regulatorios
envolvidos tém sido objeto de interesse de nosso laboratorio e de outros. Os estudos
de Schnell e Steinman (1995) mostraram que C. crescentus possui duas atividades
de superéxido dismutases: uma ferro superéxido dismutase (FeSOD) presente no
citosol, e uma cobre-zinco superdoxido dismutase (CuzZnSOD), encontrada no
periplasma. Entretanto, existe mais um gene (sodA) no cromossomo que pode
codificar a superoxido-dismutase de manganés (NIERMAN; FELDBLYUM; LAUB,
2001), que ainda néo foi caracterizado.

No trabalho de Alvarez-Martinez, Baldini e Gomes (2006), foi demonstrado que

o fator de funcéo extracitoplasmica o

€ essencial para a resposta ao estresse
oxidativo na fase estacionaria de C. crescentus, pois a resisténcia do mutante sigF
foi severamente diminuida na presenca de peréxido de hidrogénio, exclusivamente
nesta fase do crescimento. A analise do transcriptoma do mutante sigF também
permitiu a identificacdo de oito genes regulados por - na fase estacionaria,
incluindo sodA e msrA, que fazem parte da resposta ao estresse oxidativo, uma vez
gue gene sodA codifica a proteina MnSOD, e o gene msrA codifica o peptideo
metionina sulfoxido redutase (MsrA), responsavel pelo processo de reducdo do
residuo oxidado da metionina, denominado sulfoxido de metionina, permitindo que a
metionina retorne ao seu estado ativo apoés interacdes com espécies reativas de
oxigénio ou nitrogénio (ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006;
WEISSBACH et al., 2002). Outro fator sigma da familia ECF, RpoE, regula a
expressao de genes de resposta a cadmio, hidroperéxido organico, oxigénio singlete
e irradiacao por UV-A (LOURENCO; GOMES, 2009). Dentre os genes regulados por
RpoE, encontram-se 0s genes rpoE, cfaS e hsp20 que foram necessarios para a
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sobrevivéncia de C. crescentus quando as ceélulas foram expostas ao oxigénio
singlete (LOURENCO; GOMES, 2009).

C. crescentus possui uma Unica catalase-peroxidase, codificada pelo gene
katG, cuja atividade é constante durante a fase exponencial e € induzida em cerca
de 50 vezes na fase estacionaria (STEINMAN; FAREED; WEINSTEIN, 1997). Além
disso, a sobrevivéncia do mutante katG nulo de C. crescentus € reduzida em mais
de trés vezes apoOs 24 horas na fase estacionaria, e em mais de seis vezes apos 48
horas (STEINMAN; FAREED; WEINSTEIN, 1997), um fendtipo ndo visto para os
mutantes katE e katG nulos de E. coli (MULVEY et al., 1990). Estes resultados
apontam para um papel principal da catalase-peroxidase na sobrevivéncia de C.
crescentus na fase estacionaria (STEINMAN; FAREED; WEINSTEIN, 1997). O
trabalho do nosso grupo observou que a expressdo do gene katG é regulado em
nivel de transcricdo e possivelmente pos-transcricionalmente (ITALIANI; MARQUES,
2010; ITALIANI et al., 2011). A regulacao transcricional de katG é feita pela proteina
OxyR, sendo este fator responsavel pelo aumento da expressdo na fase estacionaria
e em resposta a H,O, (ITALIANI et al.,, 2011). O sitio de ligacdo deste fator foi
identificado em Caulobacter, e foi mostrado que a proteina precisa estar oxidada
para ligar-se ao promotor (ITALIANI et al., 2011).

Muitas proteinas envolvidas no estresse oxidativo estdo sob controle do ciclo
celular em Caulobacter crescentus. Estas proteinas sdo a GTP ciclohidrolase I,
tiorredoxina, tiorredoxina redutase, glutationa S-transferase e o regulador de captura
de ferro Fur. A proteina Fur € induzida no comec¢o da fase S, enquanto duas
proteinas de captura de ferro dependentes de TonB (CC_3500 e CC_3146) sao
reprimidas na fase S e induzidas nas fases G1 ou G2 (GRUNENFELDER et al.,
2001). Desta maneira, as células mantém a concentracdo de ferro baixa na fase S
para prevenir o dano ao DNA durante a replicacédo. Outro trabalho do nosso grupo
determinou o regulon do fator regulador Fur, que regula varios genes em resposta a
caréncia de ferro (SILVA NETO et al., 2009). Nesta analise, nenhum dos genes
estudados neste trabalho foram identificados como possuindo sitios de ligacdo de
Fur em seu promotor. Este fato também foi confirmado para o gene katG, que nédo é
regulado por Fur em Caulobacter (ITALIANI et al., 2011). Entretanto, foi observado
que a atividade da enzima SodB € diminuida no mutante fur (José F. S. Neto,
resultados nao publicados), sugerindo que existe outro mediador desta resposta.

Este mediador poderia ser um pequeno RNA regulatorio como o RNA RyhB descrito
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em E. coli. Varios pequenos RNAs regulatorios foram identificados em Caulobacter,
mas poucos tém funcéo atribuida, e ainda sdo desconhecidos os especificamente
envolvidos no metabolismo de ferro (LANDT et al., 2008). Recentemente, foi
demonstrado o envolvimento de um destes fatores na regulacdo de genes
envolvidos na resposta a caréncia de carbono (LANDT et al., 2010).

Considerando que os resultados recentes de nosso grupo e de outros tém
demonstrado que varios sistemas regulatorios de Caulobacter sdo distintos dos
descritos para E. coli e outras bactérias entéricas, decidiu-se identificar as redes
regulatorias que controlam as principais enzimas de eliminacéo de espécies reativas
de oxigénio. Neste trabalho nosso objetivo foi definir os mecanismos regulatérios da
expressdo dos genes ahpC, sodA, sodB e sodC de C. crescentus NA1000,
analisando a expressao desses genes nas linhagens selvagem e mutantes para o

genes regulatorios oxyR, fur, sigF e sigJ, em diferentes condi¢cbes de crescimento.
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2 MATERIAIS E METODOS

Para auxiliar a leitura deste trabalho a tabela 1 cita o0 nome e o niumero das

ORFs (fase de leitura aberta) utilizadas.

2.1 Linhagens bacterianas e condi¢des de cultivo

Utilizamos como modelo selvagem a linhagem sincronizavel NA1000 de
Caulobacter crescentus (EVINGER; AGABIAN, 1977). Para os procedimentos de
clonagem utilizamos as linhagens de E. coli DH5a (HANAHAN, 1983) e S17-1
(SIMON; PRIEFER; PUHLER, 1983), porque DH5a é adequada para os processos
de clonagem, enquanto que a S17-1 permite a conjugag¢ao com C. crescentus.

C. crescentus NA1000 foi cultivada a 30 °C em meio complexo PYE (ELY,
1991) (peptona 2 g/L; extrato de levedura 1 g/L; MgS0O,0,2 g/L; CaCl, 0,5 mM), meio
minimo M2 (ELY, 1991) (NH4CI 9,3 mM; Na;HPO, 12,26 mM; KH,PO,4 7,8 mM; pH
6,9; FeSO, 10 uM; Glicose 0,2%; MgSO,4 1 mM; CaCl, 0,5 mM) ou meio minimo M2
para uso com metais (HU, 2005) (NH4CI 9,3 mM; Na,HPO, 6,1 mM; KH,PO, 3,9
mM; pH 6,9; FeSO,4 10 uM; Glicose 0,2%; MgSO,4 0,5 mM; CaCl, 0,5 mM). Quando
necessario foram suplementados com antibidticos (acido nalidixico 20 pg/ml ou
tetraciclina 1 pg/ml). E. coli foi cultivada a 37 °C em meio Luria-Bertani (AUSUBEL et
al., 1995) com adicdo dos antibioticos adequados (ampicilina 100 ug/ml, tetraciclina
12,5 pg/ml ou canamicina 50 pg/ml) se necessario.

As cepas bacterianas, os plasmideos e oligonucleotideos utilizados estéo

listados nas Tabelas 2, 3 e 4 respectivamente.

2.2 Preparo de células competentes para eletroporacao

Para as células de E. coli DH5a ou E. coli S17-1 tornarem-se competentes para
a eletroporacao, utilizamos o protocolo a seguir. As células de E. coli foram
inoculadas em 10 ml de meio LB e ficaram a 37 °C, durante 16 h, sob agitacdo
constante. Em seguida, esta cultura foi diluida para uma DOgg de 0,1 em 500 ml de
meio LB e permaneceu a 37 °C, sob agitacdo constante. Quando a cultura atingiu a
densidade Optica (600 nm) de 0,5 - 0,7, a cultura foi resfriada em gelo por 15

minutos. Em seguida, a cultura foi transferida para frascos, previamente esterilizados
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e resfriados, e foi centrifugada durante 10 minutos, a 9000 rpm e 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 40 ml de &agua
destilada (esterilizada e gelada), e novamente centrifugamos por 10 minutos, a 9000
rom e 4 °C. O sobrenadante foi desprezado, igualmente ressuspendido e
centrifugado como descrito anteriormente. Depois, as células foram ressuspendidas
em 5 ml de glicerol 10% (esterilizado e gelado) e centrifugadas por 10 minutos, a
9000 rpm e 4 °C. Novamente, o sobrenadante foi desprezado, as células foram
ressuspendidas em 500 pl de glicerol 10% e distribuidas em aliquotas de 60 pl por
microtubo. Em seguida, as células foram congeladas e mantidas a - 80 °C. Todos 0s
procedimentos foram feitos em condicdo estéril e mantendo as células sempre

geladas.

2.3 Transformacdo de células competentes por eletroporacao

As transformacdes de E. coli ocorreram por eletroporagéo (a 1,8 kV, 200 Q e 25
MF) de 60 ul de cultura, tornada previamente competente (sec¢édo 2.2), com 1 ul de
minipreparacao plasmidial (secéo 2.4) ou com 1 pl de cada ligagao (sec¢éo 2.6). Logo
apos a eletroporacédo as células foram inoculadas em 1 ml de meio LB num tubo de
vidro estéril, e ficaram a 37 °C por 1 hora. Tanto a linhagem de E. coli DH5qa, quanto
a linhagem E. coli S17-1, foram utilizadas em experimentos de transformacgéo. A
linhagem de E. coli DH5a foi utilizada para os ensaios de clonagem, enquanto a
linhagem conjugativa E. coli S17-1 foi utilizada quando as constru¢cdes foram
inseridas por conjugacdo em Caulobacter crescentus. Apds a recuperacdo das
células, a cultura foi distribuida em placas de meio LB contendo o antibiotico
apropriado, e permaneceram incubadas a 37 °C por 16 horas. Para pré-selecéo das
colonias positivas, que sdo as colonias onde o fragmento esta ligado ao vetor pGEM-
T Easy, 20 ul X-gal (50 mg/ml) foi adicionado as placas, permitindo a distingéo entre
colénias brancas (gene da B-galactosidase interrompido pelo fragmento) e colbnias
azuis (sem o inserto e por isso com o gene da B-galactosidase funcionando).
Quando o vetor utilizado foi o pRKlacz290, n&o foi possivel fazer essa pré-selecéo,
visto que o gene da B-galactosidase ndo é interrompido pelo fragmento inserido
nesse plasmideo. As col6nias brancas, resultadas do processo de transformacéo,
foram utilizadas para minipreparacdo de DNA plasmidial utilizando o kit “Wizard®

Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) quando os fragmentos
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seriam sequenciados, ou minipreparacdo de DNA plasmidial por lise alcalina
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989), para a rotina de laboratorio.

2.4 Minipreparagéo de DNA plasmidial (lise alcalina)

O DNA plasmidial foi preparado pelo método de lise alcalina (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989).

2.5 Reacéo para sequenciamento de DNA e precipitacéo

Para realizar o sequenciamento dos plasmideos pGEM-T Easy contendo 0s
fragmentos clonados, a extracdo do DNA plasmidial foi feita por meio do sistema
“Wizard® Plus SV Minipreps Kit” (Promega). Além disso, foram utilizados
oligonucleotideos que flanqueiam a regido de clonagem do plasmideo. Para cada
reacao utilizamos: 1 ul (aproximadamente 1 uyg) de cada minipreparacdo de DNA
plasmidial; 1 pl dos iniciadores universais ‘Forward’ ou ‘Reverse’ 3,2 pmol/ul
pertencentes ao kit; 2 yl do tampéo 5x; 1 uyl do mix ‘Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit' (Applied Biosystem); e o volume foi completado com H,O MilliQ
estéril para 10 ul. As condigbes da PCR foram 95 °C por 5 minutos, seguidos de 35
ciclos de 95 °C por 30 segundos, 52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 minutos.
Apos os 35 ciclos a temperatura permaneceu a 4 °C.

Para precipitar as reagdes, 50 ul de isopropanol 75% foram adicionados aos 10
Jl de cada reacédo de sequenciamento. Em seguida, a mistura foi homogeneizada e
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por
50 minutos a 4000 rpm e 20 °C. Depois, os pellets de DNA precipitado, foram
lavados com etanol 70% por duas vezes e secos a 37 °C por 30 minutos. As
amostras secas e precipitadas foram encaminhadas ao Servico de Sequenciamento
de DNA, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (SSDNA IQUSP). As
sequencias resultantes foram analisadas como auxilio do programa BLAST (ZHANG;
MADDEN, 1997), utilizando para comparacdo, as sequencias disponiveis no
GenBank.
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2.6 Construcao da fusao de transcricdo ao gene lacZ

Para fazer a construcdo da fusdo de transcricdo, da regido promotora dos
genes sodA, sodB, sodC e ahpC ao gene lacZ, foram utilizados, para cada gene, o
fragmento presente no vetor pGEM-T-Easy que foi sequenciado. Inicialmente, os
plasmideos pGEM-T-Easy e pRKlacZz290 (GOBER; SHAPIRO, 1992) foram
digeridos com as enzimas BamHI e Hindlll, que reconhecem e cortam sequencias de
DNA, gerando extremidades coesivas. Em seguida, 100 pl de cada digestdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, em tampdao de corrida TBE, com o
marcador de massa molecular 1kb Plus DNA ladder (Invitrogen), para verificar se a
digestdo dos plasmideos ocorreu. O gel foi corado com brometo de etideo e as
bandas de cada fragmento dos promotores, resultantes da digestdo do plasmideo
pGEM-T-Easy, foram eluidas do gel com o kit de extracdo de gel NucleoSpin Extract
Il (Macherey-Nagel), seguindo as especificagcbes do fabricante. ApGs serem
purificados por elui¢cdo, os fragmentos foram submetidos a reacdo de ligacdo com o
plasmideo, também digerido, pRKlacz290 (GOBER; SHAPIRO, 1992), que contém o
gene reporter lacZ sem promotor.

Na reacdo de ligacdo utilizamos 8 pl de fragmento eluido com 2 pl do vetor
pRKlacz290 digerido com o mesmo par de enzimas, com 0,5 pl de T4 DNA Ligase 1
U/ yl (Fermentas) em 2 ul de tampao 10X T4 DNA Ligase, fornecido pelo fabricante.
A reacao de ligacao foi feita por 16 horas a 16 °C. Em seguida, a ligacdo de cada
fragmento foi inserida por transformacdo em E. coli DH5a, como descrito na secéo
2.3. As coldnias resultantes foram inicialmente analisadas por uma PCR (secéo 2.7)
com os oligonucleotideos lacZ290up e M13 Forward, que amplificam o sitio multiplo
de clonagem do vetor pRKlaczZ290. Os sitios multiplos de clonagem (SMC) séao
varias sequéncias especificas de clivagem para endonucleases de restricdo, as
quais constituem o sitio de insercdo do fragmento no plasmideo. Quando ndo ha
fragmento clonado, o resultado da reagdo desse PCR é um fragmento de 150 pb,
devido a amplificacdo do sitio multiplo de clonagem do plasmideo. Quando ocorreu a
clonagem, o resultado da reacdo € um fragmento de 150 pb mais o tamanho do
inserto. Apos a confirmacéo da clonagem, foi realizada uma minipreparacdo de DNA
plasmidial por lise alcalina (secdo 2.4) para posterior inser¢do do plasmideo

pRKlacz290, com a regido promotora do gene especifico, na linhagem E. coli S17-1.
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As construcdes foram introduzidas por eletroporacéo na linhagem E. coli S17-1
doadora (SIMON et. al, 1983) e, em seguida, passadas por conjugagao (secéo 2.8)
para as linhagens de Caulobacter crescentus NA100O (parental) e mutantes (AoxyR,
Afur, AsigF, AsigT, AsigU e AsigJ).

2.7 Reacbes em cadeia da polimerase (PCR) com a Tag DNA polimerase

As PCRs foram realizadas com uma aliqguota de DNA plasmidial, resultante
uma minipreparacao por meio de lise alcalina (se¢éo 2.4). Na PCR foram utilizados:
1 pl de DNA plasmidial; 1X do tampédo (10X), fornecido pelo fabricante para
utilizacdo com a enzima Taq DNA polimerase (Fermentas); 0,2 mM de dNTPs
(Invitrogen); 1 ul de cada oligonucleotideo 50 pmol/ ul (Tabela 4); 5% de DMSO e
0,5 U de Tag DNA Polymerase (Fermentas). As condi¢cbes da PCR foram: 95 °C por
5 minutos, com imediatos 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30
segundos e 72 °C por 50 segundos. Ap6s o término dos ciclos, a reacéo
permaneceu a 72 °C por 7 minutos e foi mantida a 4 °C.

Posteriormente, 25 pl de cada PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1%. Utilizamos tampéao de corrida TBE, o marcador de massa molecular
1kb Plus DNA ladder (Invitrogen) e coramos o gel com brometo de etideo.

2.8 Conjugacao

As conjugacdes ocorreram entre as linhagens E. coli S17-1 com o plasmideo
pRKlacz290 (secbes 2.6 e 2.3) e as linhagens selvagem e mutantes de C.
crescentus, ambas as linhagens foram previamente inoculadas em meio sdlido.
Inicialmente, em meio PYE-agar sem antibioticos, a linhagem doadora E. coli S17-1
foi misturada a linhagem receptora C. crescentus, com o auxilio da alca de platina. A
placa com esta mistura foi incubada a 30 °C por 16 horas.

Apbés as conjugacbes, as células foram semeadas em meio PYE-agar
acrescido de tetraciclina e acido nalidixico, e foram novamente incubadas a 30 °C
por aproximadamente 72 horas. A tetraciclina foi utilizada porque o plasmideo
pRKlacZ290 possui a marca de resisténcia a este antibiético, pois contém o gene
tetA. O acido nalidixico foi utilizado porque a E. coli S17-1 é sensivel a este

antibiético, enquanto C. crescentus NA1000 é resistente. A utilizacdo desses dois
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antibioticos permite que apenas a linhagem de C. crescentus com o plasmideo seja
selecionada apds o inoculo em placa. Posteriormente, quando foi possivel isolar
colénias de C. crescentus com o plasmideo pRKlacz290, em placa com meio sélido
PYE com tetraciclina, as células foram inoculadas em meio liquido com antibiotico e
armazenadas a -80 °C, em tubos especificos para congelamento com o crioprotetor
DMSO (dimetilsulfoxido).

2.9 Ensaio de atividade da B-galactosidase

Os promotores clonados a frente do gene lacZ tiveram os niveis de expressao
determinados por ensaio de atividade da (-galactosidase, no qual se pode medir a
atividade do promotor segundo o método de Miller (1972). Os ensaios de cada
cultura foram realizados em triplicata (n=3). Como controle negativo foi utilizado uma
cultura da linhagem C. crescentus NA100O contendo somente o pRKlacZ290 sem
promotor. Culturas de C. crescentus contendo este plasmideo cresceram em meio
PYE, M2 ou M2 para metais contendo tetraciclina, sob agitacdo constante a 30 °C.
Apos a diluicdo para uma DOgy de 0,1 as culturas foram novamente incubadas, e
em seguida, durante a fase exponencial (DOgoo = 0,3 - 0,5) ou estacionaria (24 h e
48 h), as culturas foram expostas a diversos agentes oxidantes, em intervalos de

tempo apropriados para cada agente.

2.10 Padronizagao dos agentes oxidantes nos mutantes

Todos os mutantes e a linhagem selvagem de C. crescentus NA1000 foram
submetidos aos ensaios de crescimento e viabilidade em meio minimo M2, na
presenca e auséncia de agentes oxidativos, com o0 objetivo de padronizar a
concentracdo dos agentes oxidativos para serem usados nos ensaios de qRT-PCR
(Reacao em cadeia da polimerase em tempo real).

A curva de crescimento foi realizada no SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode
Detection Platform (Molecular Devices). As culturas cresceram em Erlenmeyers por
16 h e foram diluidas a uma DOg0=0,15 para crescerem em placas com seis pocos.
A placa fica sob agitacdo dentro do Paradigm e quando a DOgg estava proxima a
0,2 os agentes oxidantes foram adicionados e as culturas voltaram a crescer por 18

horas. A DOeyp do espectrofotbmetro convencional e do espectrofotdmetro
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SpectraMax Paradigm é diferente para a mesma cultura, por isso a diferenca entre a
o0 inicio da curva e o ponto de adi¢do dos oxidantes parecem pequenas. No entanto,
as culturas dobraram uma vez e meia antes da adicédo dos agentes oxidantes.

A viabilidade em placa foi feita concomitante a curva de crescimento. Foram
plaqueados dois pontos por cultura, o primeiro antes da adicdo do oxidante e o
segundo ap06s o término da curva. Os experimentos foram feitos em duplicata com
diluicdes seriadas de 102 & 10®, essas diluicdes foram feitas em placas de 96 pocos
com o auxilio de pipetas multicanal. As placas foram incubadas a 30 °C durante dois
dias para o crescimento das UFC (Unidades Formadoras de Colbnia) que foram
contadas. Calculou-se a porcentagem de sobrevivéncia como sendo a razao entre o
namero de UFCs no final da curva e o numero de UFCs no inicio da curva:

porcentagem de sobrevivéncia = [(UFC est./UFC log.)*100].

2.11 Reacédo em cadeia da polimerase em tempo real (quantitativo) - gRT-PCR

As células de C. crescentus foram incubadas a 30 °C sob agitacdo constante,
ao atingirem o meio da fase exponencial, o agente oxidante foi adicionado as
culturas e apos 1 h da adicdo, o RNA total foi extraido usando o reagente Trizol
(Invitrogen). Apds a extracdo, o RNA foi tratado com 0,5 U de DNAsel (Fermentas)
por micrograma de RNA, de acordo com as orientacfes do fabricante. Em seguida, o
RNA tratado foi convertido em cDNA. A sintese do cDNA foi feita com o kit da
Invitrogen (Super Script 11l First - Strand) utilizando 3 microgramas de RNA, seguindo
as instrucdes do fabricante. Os oligonucleotideos para o RT-PCR gquantitativo foram
diluidos para 10 puM e estéo listados na tabela 5. A reacdo do gRT-PCR foi feita com
250 ng de cDNA, utilizando o kit Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X)
(Fermentas) de acordo com o protocolo do fabricante. Em seguida, as amostras
foram levadas ao Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Systems (7500 System
SDS Software V 1.2.2.), onde a reacdo de PCR com sua respectiva fluorescéncia
foram detectados. As curvas de dissociacao das reagOes foram feitas para confirmar
a auséncia de dimeros e produtos inespecificos em todos os ensaios. Ao final de
cada reacdo os dados foram exportados para o programa Microsoft Office Excel e
analisados como demonstrado por LIVAK e SCHMITTGEN (2001) por meio dos

niveis de expressao relativa que foram calculados pelo método 224¢T,
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2.12 Determinagéo do pH durante o crescimento de C. crescentus

As células de C. crescentus NA1000 foram previamente plaqueadas em M2G
ou PYE. No dia anterior ao inicio do ensaio, foram feitos pré-inéculos em ambos os
meios, de acordo com 0 meio em que a linhagem crescia em meio sélido. Estes
indculos cresceram sob agitacdo constante durante 16 horas, a 30 °C. No primeiro
dia de ensaio, as culturas foram diluidas para uma DOgyp=0,1, e a partir de entdo o
pH e a DOggo foram quantificados a cada 2 horas durante 12 horas. No segundo e
terceiro dias de experimento, foram quantificados o pH e a DOggo apds 24 h e 48 h
da diluicdo de cada cultura, respectivamente. Durante o experimento as culturas
foram mantidas a 30 °C e agitacdo constante. Ao longo do experimento, ambos 0s
meios sem indculo também ficaram sob agitacdo e a 30 °C, para garantir que a
oxigenagcdo e a temperatura nao influenciaram o pH. Na quantificacdo do pH
utilizamos 3 ml de cultura em cada ponto, que em seguida foram descartados. Esse
experimento foi realizado com duas réplicas biolégicas para cada meio estudado. O
pH foi quantificado por meio do pHmetro Horiba (H-5). Ao final do experimento
aliquotas das culturas foram observadas no microscopio para confirmar a auséncia

organismos contaminantes.
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Tabela 1 - Genes com seu respectivo nome nas linhagens de Caulobacter
crescentus CB15 e NA100O e na linhagem de E. coli K-12

Promotor CB15

NA1000

Proteina em C.
crescentus NA1000

K-12

Proteina em E. coli

PsodA CC_1777

PsodB CC_3557

PsodC CC_1579

PahpC CC_2918

CCNA_01855

CCNA_03672

CCNA_01650

CCNA_03012

Fe/Mn superoxido

dismutase
superoxido dismutase

Cu/Zn superéxido
dismutase
Peroxirredoxina
(alquil-hidroperéxido
redutase subunidade C)

ECK3901

ECK1652

ECK1642

ECK0599

Mn superéxido
dismutase
Fe superéxido
dismutase
Cu/Zn superéxido
dismutase
Peroxirredoxina
(alquil-hidroperoxido
redutase subunidade C)

Fonte: dados retirados da pagina do KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

Tabela 2 - Linhagens bacterianas

Espécie Nome *

Linhagem

Descricéo

Referéncia

NA1000  NA1000

AoxyR SP3811

Afur SP0057
Caulobacter AsigE SG200
crescentus
AsigF SG16
AsigJ
AsigT ML161

S17-1 S17-1

Escherichia coli

DH5a

DH5a

Linhagem sincronizavel utilizada

como padréo

NA1000 AoxyR::Qspec

NA1000 Afur

NA1000 ArpoE

NA1000 AsigF

NA1000 AsigJ

NA1000 AsigT

294::RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)

SUpE44 AlacU169 (®80lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1

relAl

EVINGER; AGABIAN,
1977

ITALIANI et al., 2011

SILVA NETO et al., 2009

LOURENCO; GOMES,
2009
ALVAREZ-MARTINEZ;
BALDINI; GOMES, 2006
Suely Gomes
(n&o publicado)
ALVAREZ-MARTINEZ et
al., 2007

SIMON; PRIEFER;
PUHLER, 1983

HANAHAN, 1983

* Nome utilizado neste trabalho para simplificar a denominagéo de cada linhagem.
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Tabela 3 - Plasmideos utilizados nos procedimentos de clonagem e ensaios para
caracterizacdo fenotipica

. o Empresaou
Plasmideo Descricéo .
referéncia
pGEM-T-Easy Vetor de clonagem, Ap' Promega
Vetor de fuséo de transcricdo lacZ, Tcr, replicon IncP1, GOBER;
pRKlacz290 i
oriT SHAPIRO, 1992
Vetor de fusdo de transcricdo pRKlacZ290 contendo a
pRKlacz290(PsodA) )
regido promotora do gene CCNA_01855 Este trabalho
Vetor de fuséo de transcricdo pRKlacZ290 contendo a
pRKlacz290(PsodB) )
regido promotora do gene CCNA_03672 Este trabalho
Vetor de fuséo de transcricdo pRKlacZ290 contendo a
pRKlacz290(PsodC) )
regiao promotora do gene CCNA_01650 Este trabalho
Vetor de fusdo de transcricdo pRKlacz290 contendo a
pRKlacz290(PahpC) i
regido promotora do gene CCNA_03012 Este trabalho
Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados nas fusfes de transcricao
Fuséao Nome Sequencia5 2> 3
pSodAF CGGATCCCCAAAACATCCAAGCCATGC
pSodAR CAAGCTTTGATCCCAAAAGCCGAGAT
pSodBF ACCGCGACCGTGGCCAAGGC
) pSodBR CAAGCTTTTGTCGTGGTGGAAGCGCAGG
Transcricdo
pSodCF CGGATCCGCGAACCGTCAGCGGGGATG
pSodCR CAAGCTTTCGCCCGCCTTGACGACG
pAhpF CGGATCGGGCCAGGGCGAAAAGAGCA

pAhpR CAAGCTTGTCCGCTTCGCTGACCGTGA




Tabela 5 - Oligonucleotideos utilizados nos ensaios de qRT-PCR
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Tamanho
. do .
Proteina Gene Identificagao Sequencia 5 > 3’ Referéncia
fragmento
em pb*
16SA-fw CCGCGTGAATGATGAAGGTC Valbria
16S cC_r03 101 .
16SA-1v GCTGCTGGCACGAAGTTAGC atan
RT CC_0088 -
- AGCGCGACTTTTTGGCTCAGGT Carolina
) . foward Antunes
hipotética CC_0088 114 N
RT CC_0088 (ndo
AGGTGCGCGCAAAGTCGAAGAA )
reverse publicado)
RhoRew CGAGGGTCTTCAGGATCGC Ricardo Ruiz
Rho CC_3760 61 Mazzon (n&o
RhoFow GTCGAGAACGCCAACTCCAT publicado)
RT CC_0005 ,
- CGAGCTGGAGAAATGCGGCAA Carolina A.
foward P.T.da
DnaQ CC_0005 95 o
RT CC_0005 Silva (nao
AGTTGTACATGCCCGGGAAGC .
reverse publicado)
AhpC_1 TACAAGGACGGCAAGTTCGT _
Maristela
AhpC CCNA_03012 119 orevin
AhpC_2 GCGAGATCTTCCAGTTCGGT reviato
SodA 1 CCACGGTCGCCACCATCAG vania
Santos Braz
MnSOD  CCNA_01855 113 i
SodA 2 GATGCCGCGAGACCTCCGA (ndo
publicado)
Vania
SodB 1 ATGGACGCGCTGAAAGAAAAGT
Santos Braz
FeSOD  CCNA_03672 117 0
SodB 2 GGCGTCGTGGGTCGAGATG (ndo
publicado)
SodC_1 GCGACGGCTGAAATCTACTC Maristola
Cu/ZnSOD  CCNA_01650 119 oo
SodC_2 GTTTTGTGATCGTCGGGGTTG reviato

* pb: pares de base
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estudar a regulacdo dos genes de resposta a estresse oxidativo em
Caulobacter crescentus, inicialmente foi caracterizada a expresséao dos genes ahpC,
sodA, sodB e sodC que codificam as proteinas alquil-hidroperoxido redutase (AhpC),
Mn superoxido redutase (MnSOD), Fe superoxido redutase (FeSOD) e Cu/Zn
superéxido redutase (Cu/ZnSOD), respectivamente. Estas enzimas foram
selecionadas para o estudo porque estédo diretamente envolvidas com a retirada de
peroxidos e superoxidos da célula. Com o intuito de iniciar a caracterizacdo destes
genes construimos as fusfes de transcricdo com a regido promotora de cada gene a
montante do gene reporter lacZ, que posteriormente foi utilizada em ensaios de
atividade da (-galactosidase para determinar o padrédo de expressdo de cada gene.
Fizemos também ensaios de PCR em tempo real quantitativo (QRT-PCR) para
analisar o padrdao de expressao dos genes ahpC, sodA, sodB e sodC. Nos ensaios
de qRT-PCR consideramos como diferencialmente expressos quando a diferenca de
expressdo, na presenca e auséncia do agente oxidante, foi de pelo menos duas
vezes. Ambos 0s ensaios permitiram a analise do padrao de transcricdo de cada
gene. Os padrdes de expressao de todos os genes foram avaliados na presenca de
perdxidos e superoxidos, que foram gerados por agentes oxidativos, tais como o
peréxido de hidrogénio, peroxido organico (tBOOH), o paraquat, a menadiona e o
pirogalol.

Posteriormente, para definir a regulacdo do gene ahpC, o ensaio de atividade
da B-galactosidase com a fusdo de transcricdo com este gene também foi realizado
na linhagem mutante AoxyR. Por meio dos ensaios de gRT-PCR iniciamos o estudo
da regulacdo dos genes ahpC, sodA, sodB e sodC nas linhagens mutantes Afur,
AoxyR, AsigF e AsigJ analisando o padrdo de expressdo dos genes nestas
linhagens em comparacdo com os resultados obtidos na linhagem selvagem de C.
crescentus NA1000.

As linhagens mutantes empregadas neste trabalho foram selecionadas porque
em trabalhos anteriores demonstraram envolvimento com a resposta de estresse
oxidativo em C. crescentus ou em outras bactérias como E. coli. A linhagem AsigJ
ainda nao foi caracterizada em C. crescentus, mas por estar disponivel foi incluida

neste trabalho.
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Contudo, para definirmos os mecanismos regulatorios da expressédo dos genes
de resposta a estresse oxidativo, foi necessaria a padronizagdo da concentracédo e

tempo de acdo de cada agente oxidante em cada ensaio e linhagem utilizada.

3.1 Padronizacgé&o do cultivo das linhagens em condicéo de estresse oxidativo

Todas as linhagens de Caulobacter crescentus utilizadas nesse trabalho foram
submetidas a ensaios fenotipicos para determinarmos as concentracfes de cada
agente oxidante que seriam utilizadas nos ensaios de qRT-PCR. Foram realizados
0s ensaios de crescimento e viabilidade com as linhagens selvagem e mutantes de
C. crescentus: NA1000, Afur, AoxyR, AsigF, AsigJd, AsigE, AsigT e AsigU. Nesses
ensaios utilizamos as drogas paraquat, menadiona, pirogalol e tBOOH como agentes
oxidantes.

A droga ciclo-redox denominada paraquat foi utilizada porque é uma geradora
de superdéxido no citoplasma, pois retira um Unico elétron de flavinas reduzidas ou de
centros de metal de enzimas redox e transfere o elétron para o oxigénio (HASSAN,;
FRIDOVICH, 1979) (Figura 7). Ele € denominado 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridina-dicloreto,
e é comumente chamado de metil-viologeno porque na forma reduzida forma um
composto de cor azul ou violeta (SOUZA; MACHADO, 2003). O paraguat € um
composto quartenario do aménio que é utilizado como herbicida (CARR; BILTON;
ATKINSON, 1986).

No ensaio de crescimento para determinacdo da concentracdo adequada do
agente oxidante paraquat observamos que a adicdo de 100 pM ocasionou 0
crescimento mais lento da linhagem selvagem NA1000 e da linhagem mutante
AoxyR; além disso a linhagem mutante Afur ndo cresceu apds a adicdo dessa
concentracdo de paraquat (Figura 8). Em adicdo, o ensaio de viabilidade
demonstrou que a taxa de sobrevivéncia da linhagem selvagem NA1000 na
presenca de 100 uM de paraquat foi de 3,24%, e nas linhagens mutantes AoxyR e
Afur a taxa de sobrevivéncia foi nula (Figura 9A). Por isso, as demais linhagens
mutantes ndo foram submetidas a ensaios na presenca de 100 uM de paraquat.

As linhagens mutantes AsigF, AsigE, AsigT e AsigU tiveram um crescimento
mais lento na presenca de 50 uM de paraquat com relacdo a cultura sem adi¢éo do
agente oxidante. Nessas linhagens mutantes a taxa de sobrevivéncia na presenca

de 50 uM de paraquat permite que essa concentracdo seja usada nos proximos
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ensaios, visto que esta taxa foi proxima a taxa de sobrevivéncia na fase estacionaria
na auséncia de paraquat. Quanto a linhagem mutante AsigJ, foi possivel observar
gue no ensaio de crescimento ambas as culturas, com e sem adicdo de paraquat,
tiveram uma fase lag muito extensa e por isso ndo foi possivel observar as fases
logaritmica e estacionaria claramente para determinar se houve interferéncia na taxa
de crescimento na presenca de paraquat. Contudo, no ensaio de viabilidade foi
possivel observar que as células das culturas, com e sem agente oxidante, estavam
viaveis. Com isso, definimos que a concentracdo de paraquat utilizada nos demais
ensaios seria de 50 puM. Interessantemente, as linhagens de C. crescentus testadas
foram mais resistentes a paraquat que a linhagem de E. coli K-12, pois na presenca
de 30 uM de paraquat essa linhagem de E. coli ndo foi capaz de crescer em meio
minimo com glicose (M63), e em meio rico (LB) o crescimento foi mais lento, sem
atingir a mesma densidade Optica na fase estacionaria em comparacdo com a
cultura sem agente oxidante (CARLIOZ; TOUATI, 1986).

A menadiona também € uma droga ciclo-redox geradora de superoxido no
citoplasma (Figura 10). Ela é conhecida como vitamina K3z e segundo a IUPAC é
denominada 2-metil naftaleno-1,4-diona. No ensaio de crescimento na presenca de
menadiona, a linhagem selvagem NA1000 na presengca de 100 pM menadiona
demonstrou um crescimento mais lento, mas atingiu a fase estacionaria com a
densidade semelhante, quando comparada ao crescimento sem adicdo do agente
oxidante. Contudo, na presenca de 50 UM menadiona, embora o crescimento tenha
sido mais lento, na fase estacionaria essa linhagem apresentou uma densidade
celular maior que a apresentada no crescimento sem adicdo do agente oxidante
(Figura 11). No entanto, no ensaio de viabilidade as diferencas observadas no
ensaio de crescimento ndo ocorreram (Figura 9B).

No ensaio de crescimento das linhagens AoxyR, AsigF, AsigE, AsigT e AsigU,
na presenca de menadiona, todas estas linhagens atingiram a fase estacionaria com
a densidade celular similar, mas o crescimento foi mais lento na presenca do agente
oxidante (Figura 11). Na presenga de 100 puM menadiona, a linhagem Afur
apresentou um crescimento mais lento e atingiu a fase estacionaria com a densidade
celular menor, quando comparada ao crescimento sem adicdo do agente oxidante e
na presenca de 50 uM menadiona. As linhagens mutantes AsigF, AsigJ, AsigE,
AsigT e AsigU néo foram avaliadas na presenca de 100 uM menadiona, visto que 0s

resultados com 50 yM demonstraram que as culturas de NA1000, AoxyR e Afur
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cresciam melhor na presenca de menos agente oxidante. A linhagem AsigJ, na
presenca de menadiona, demonstrou um crescimento mais lento e ndo foi possivel
observar a fase estacionaria durante o ensaio. Com relacdo as taxas de
sobrevivéncia, todas as linhagens testadas tiveram a taxa de sobrevivéncia na
presenca ou auséncia de 50 puM de menadiona semelhantes (Figura 9B).

O pirogalol (acido pirogalico ou 1,2,3-benzenotriol) foi utilizado porque € capaz
de gerar o radical superdxido espontaneamente, mimetizando assim, as toxinas
geradoras de superdxido que sdo encontradas por C. crescentus no ambiente
(Figura 12). C. crescentus pode aderir-se a cianobactérias que sdo fotossintetizantes
e geram um ambiente com altas concentracfes de oxigénio ao seu redor. Além
disso, fendis e polifendis derivados de plantas podem gerar o radical superéxido por
auto-oxidacdo e sdo comumente encontrados em lagoas. Unindo essas
caracteristicas do ambiente no qual C. crescentus vive, sabe-se que ela pode ficar
exposta a superéxido gerado no ambiente que pode alcancar o0 espacgo
periplasmatico (SCHNELL; STEINMAN, 1995), mas ndo o citoplasma, porque o
radical superoxido ndo atravessa a membrana plasmatica (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007).

O crescimento da linhagem NA1000 na presenca do agente oxidante pirogalol
nas concentragbes 13 puM, 25 pM e 50 puM atingiram a fase estacionaria com a
densidade celular similar entre elas (Figura 13), porém na presenca de 100 uM de
pirogalol o crescimento foi mais lento, além disso, a cultura ndo atingiu a fase
estacionaria durante o periodo estudado, e a taxa de sobrevivéncia foi de 7,5% na
presenca de 100 puM de pirogalol (Figura 9C), inviabilizando a utilizacdo dessa
concentracdo nos demais ensaios. As linhagens mutantes AoxyR e Afur também
foram submetidas aos ensaios de crescimento e viabilidade na presenca de 100 puM
de pirogalol, mas ndo houve crescimento apds a adicdo do agente oxidante. As
linhagens AoxyR, AsigF, AsigJ, AsigE, AsigT e AsigU apresentaram o crescimento
na presenca de 50 uM de pirogalol similar ao crescimento sem o0 agente oxidante,
além disso as taxas de sobrevivéncia demonstraram que as células continuavam
viaveis apd6s a adicdo do agente oxidante. Por isso 0os demais ensaios com as
linhagens AoxyR, AsigF, AsigJd, AsigE, AsigT e AsigU foram realizados com 50 puM
de pirogalol.

Contudo, a linhagem Afur ndo foi capaz de manter o crescimento apoés a adicédo

de 50 uM de pirogalol, corroborado pela taxa de sobrevivéncia que foi nula. Por isso,
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essa linhagem também foi analisada na presenca de 13 pM e 25 pM de pirogalol, e
nessas concentracdes os crescimentos foram similares ao crescimento na auséncia
do agente oxidante. Ademais, as taxas de sobrevivéncia na presenca de 13 uM e 25
UM de pirogalol demonstraram que as células continuaram viaveis apés a adicao do
agente oxidante. Portanto, os ensaios posteriores com a linhagem mutante Afur
foram realizados com 25 pM de pirogalol.

Os ensaios de crescimento e viabilidade na presenca de tert-butil hidroperéxido
(tBOOH) foram realizados com as linhagens NA1000, Afur, AoxyR e AsigE (Figura
14). Nas linhagens NA1000 e AoxyR o crescimento na presenca e auséncia de
tBOOH foram similares, mas nas linhagens Afur e AsigE o crescimento na presenca
de 200 uM de tBOOH foi mais lento quando comparado ao crescimento sem adicéo
do agente oxidante; contudo, todas as linhagens atingiram a fase estacionaria
durante o nosso estudo. Adicionalmente, no ensaio de viabilidade as quatro
linhagens apresentaram taxas de sobrevivéncia semelhantes (Figura 9D). Diante
disso, os demais ensaios com essas linhagens foram realizados com 100 uM e 200
UM de tBOOH.



Figura 7 - Mecanismo da toxicidade da droga ciclo-redox paraquat
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O cétion paraquat (PQ ") pode ser reduzido pela enzima NADPH (fosfato de nicotinamida ademna

dinucleotideo redutase), com a transferéncia de um elétron, formando o radical paraquat (PQ

*) cuja

cor pode ser azul ou violeta. Este, por sua vez, na presenca de oxigénio oxida-se rapidamente
produzindo um anion radical superéxido (O,*) e regenerando o paraquat. Desta maneira, ciclos
repetidos de reducédo e re-oxidagdo do herbicida podem ocorrer gerando uma grande quantidade de
espécies de oxigénio reduzido que levam o organismo ao estresse oxidativo ou a peroxidagdo de
lipideos. Além disso, o radical anion superdxido (O, °), pode ser reduzido a um radical hidroxil (OH®),
que € uma espécie altamente reativa de oxigénio (SOUZA; MACHADO, 2003). (M+ representa um

metal).
Fonte: adaptada de Bus e Gibson (1984) e Castell, Teresa Donato e Gbmez-Lechén (2005).



As linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR, AsigF, AsigJd, AsigE, AsigT e AsigU)
cresceram em placas no espectrofotdmetro SpectraMax Paradigm, onde a DOgq foi quantificada a
cada 15 minutos. O crescimento ocorreu em meio minimo (M2G) na auséncia e presenca de paraquat
nas concentracdes de 50 UM e 100 uM. O eixo abscissa estd com a escala em intervalos de doze
ciclos de 15 minutos resultando em intervalos de 3 horas, pois é 0 tempo médio para C. crescentus
duplicar o nimero de células em meio minimo. A seta (=) indica 0 momento no qual ocorreu a adi¢ao
do agente oxidante paraquat (PQ).



Figura 8 - Crescimento na presenca de paraquat

DO (600 nm)
o o o o = -
N R D m o N

0,0

e sem PQ e===50 uM PQ

NA1000

0 12 24 36 48 60 72 84
Ciclo (15 min)
100 uM PQ

e sem PQ =50 uM PQ

] Afur

0 12 24 36 48 60 72 84
Ciclo (15min)

100 uM PQ

0 12 24 36 48 60 72 84

Ciclo (15 min)
e——sem PQ ===50 uM PQ

1.2 1 AoxyR 1.2 1 AsigF
1,0 1,0
£08 - o €08 -
5 c
2 0.6 1 3/ 306 -
o =
a 0,4 Q04 - A]
0,2 1~ 0,2 - P
0,0 - 0.0 -A-——”/
Ciclo (15min) Ciclo (15 min)
e gem PQ «===50 uM PQ 100 uM PQ e sem PQ 50 uM PQ
1.2 1 AsigJ 1.2 1 AsigE
1,0 1,0
E 08 - E 0,8 A
é, 0,6 - g 0,6 -
Q 04 - 804 1 kl
02 - JJ’ 024
00 i O'O -m
0 12 24 36 48 60 72 84 0 12 24 3% 48 60 72 84
Ciclo (15 min) Ciclo (15 min)
e sem PQ 50 uM PQ e sem PQ 50 uM PQ
1.2 1 AsigT 1.2 1 Asigu
1,0 1,0
E 08 1 R E 08 -
o
g/ 0.6 - \ § 0,6 -
8 0,4 N 8 0,4 - &
0,2 - 02 -
"
0.0 - 0,0 e

0 12 24 36 48 60 72 84
Ciclo (15 min)
e sem PQ 50 uM PQ

55



As linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR, AsigF, AsigJ, AsigE, AsigT e AsigU) que
cresceram em placas com meio liquido no espectrofotdmetro SpectraMax Paradigm tiveram sua
viabilidade avaliada em placas com meio sélido, sem adicao de agentes oxidantes. A porcentagem de
sobrevivéncia foi aferida em dois pontos, anteriormente a adicdo do agente oxidante (fase
logaritmica) e ao final do experimento (fase estacionaria). O crescimento ocorreu em meio minimo
(M2G) na auséncia e presenca dos agentes oxidantes em diversas concentracdes: A. paraquat (PQ);
B. menadiona (MD); C. pirogalol (Pi) e D. tert-butil hidroperéxido (tBOOH). Apenas as linhagens
selvagem, Afur e AoxyR foram submetidas a concentragdo de 100 uM de paraquat, menadiona e
pirogalol. As linhagens selvagem e Afur foram submetidas as concentragdes de 13 uM e 25 uM de
pirogalol, diferentemente das outras linhagens que nédo foram expostas a essas concentracfes. A
taxa de sobrevivéncia foi determinada com relacdo ao nimero de colbnias existentes na fase
logaritmica antes da adicdo do agente oxidante. Os resultados demonstrados sdo a média de dois
experimentos.



Figura 9 - Viabilidade em placa apés a exposicdo a agentes oxidantes
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Figura 10 - Mecanismo da toxicidade da droga ciclo-redox menadiona

Radical ascorbil Formasemiquinona
OH Q-
OH o 0o
_ L °,
CH,
o* OH OH
OH Q
CH 0. _.0 _
J— 02' » H202
CH,
OH OH o
Ascorbato Menadiona

O arcorbato pode dirigir o ciclo-redox da menadiona com formagédo de superéxido. Apds o superoxido
ser dismutado pelas superoxido dismutases gerando peréxido de hidrogénio e oxigénio, o peroxido de
hidrogénio é retirado pelas catalases e alquil-hidroperéxido redutases.

Fonte: adaptado de Beck et al. (2011).



As linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR, AsigF, AsigJd, AsigE, AsigT e AsigU)
cresceram em placas no espectrofotdmetro SpectraMax Paradigm, onde a DOgq foi quantificada a
cada 15 minutos. O crescimento ocorreu em meio minimo (M2G) na auséncia e presenca de
menadiona nas concentragdes de 50 UM e 100 uM. O eixo abscissa estd com a escala em intervalos
de doze ciclos de 15 minutos resultando em intervalos de 3 horas, pois € o tempo médio para C.
crescentus duplicar o nimero de células em meio minimo. A seta (=) indica 0 momento no qual
ocorreu a adi¢do do agente oxidante menadiona (MD).



Figura 11 - Crescimento na presenca de menadiona
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Figura 12 - Etapas da auto-oxidacéo do pirogalol
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Inicialmente o pirogalol é oxidadado gerando um radical semiquinona e um radical superéxido, em
seguida, esses dois produtos podem reagir gerando uma quinona e o peroxido de hidrogénio.
Fonte: retirado de Magnani, Gaydou e Hubaud (2000).



As linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR, AsigF, AsigJ, AsigE, AsigT e AsigU)
cresceram em placas no espectrofotdmetro SpectraMax Paradigm, onde a DOgq foi quantificada a
cada 15 minutos. O crescimento ocorreu em meio minimo (M2G) na auséncia e presenca de pirogalol
nas concentragdes de 50 uM e 100 uM. Apenas as linhagens selvagem e Afur foram submetidas as
concentracdes de 13 uM e 25 uM de pirogalol, diferentemente das outras linhagens que nédo foram
expostas a essas concentracfes.O eixo abscissa estd com a escala em intervalos de doze ciclos de
15 minutos resultando em intervalos de 3 horas, pois € o tempo médio para C. crescentus duplicar o
namero de células em meio minimo. A seta (=) indica 0 momento no qual ocorreu a adi¢cdo do agente
oxidante pirogalol (Pi).



Figura 13 - Curva de crescimento na presenca de pirogalol
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Figura 14 — Curva de crescimento na presenca de tert-butil hidroperoxido
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As linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR e AsigE) cresceram em placas no
espectrofotbmetro SpectraMax Paradigm, onde a DOgy foi quantificada a cada 15 minutos. O
crescimento ocorreu em meio minimo (M2G) na auséncia e presenca de tert-butil hidroperéxido nas
concentracdes de 100 uM e 200 uM. O eixo abscissa estd com a escala em intervalos de doze ciclos
de 15 minutos resultando em intervalos de 3 horas, pois é o tempo médio para C. crescentus duplicar
0 nimero de células em meio minimo. A seta () indica 0 momento no qual ocorreu a adicdo do
agente oxidante tert-butil hidroperéxido (tBOOH).
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3.2 Construcgao das fusdes de transcricao

Com o intuito de analisar a expressao dos genes CCNA_01855 (sodA),
CCNA_03672 (sodB), CCNA_01650 (sodC) e CCNA _03012 (ahpC) fizemos as
construcBes das fusdes de transcricdo com a regido promotora de cada gene a
montante do gene reporter lacZ. Com essas construcdes, por meio do ensaio de
atividade da [B-galactosidase, seria possivel determinar os agentes indutores e
reguladores para cada gene.

O presente trabalho foi a continuacdo do trabalho de iniciacdo cientifica do
aluno Carlos Eduardo de Oliveira Vido. Demos seguimento a construcéo das fusdes
de transcricdo inserindo os plasmideos pGEM-T Easy contendo os fragmentos de
cada promotor em E. coli DH5a, a fim de confirmar por sequenciamento o fragmento
de cada promotor, ja que no trabalho anterior isso néo foi possivel.

No trabalho do aluno Carlos Vido, primeiramente, foram delineadas as regides
dos promotores a serem analisadas, tomando-se como base o inicio de transcricao
ja determinado para estes genes no genoma de Caulobacter (MCGRATH et al.,
2007). Esquemas das sequéncias de cada regido promotora encontram-se nas
Figuras 15, 16, 17 e 18. Para construcdo das fusbes de transcricao,
aproximadamente 300 pares de bases a montante dos inicios de traducdo dos
genes CCNA_01855 (sodA), CCNA_03672 (sodB), CCNA_01650 (sodC) e
CCNA_03012 (ahpC), anotados no banco de dados GeneBank, foram amplificados
por PCR e clonados no vetor pGEM-T Easy. Em seguida, o plasmideo contendo o
fragmento foi inserido, por eletroporagdo na linhagem E. coli DH5a. As colénias
resultantes deste processo foram selecionadas em meio sélido com X-gal, assim, as
colénias contendo plasmideo com inserto (colénias brancas) foram submetidas ao
processo de minipreparacédo plasmidial, como descrito na secéo 2.4.

O presente trabalho, iniciou-se com a insercao dos plasmideos pGEM-T Easy,
contendo os fragmentos de cada promotor, em E. coli DH5a. Esses plasmideos
foram preparados pelo aluno de iniciagcdo cientifica por meio de uma minipreparacéo
plasmidial. Ap6s o processo de transformacdo de E. coli DH5a com os vetores
contendo os fragmentos fizemos uma minipreparacdo plasmidial e confirmamos as
clonagens por digestdao do plasmideo e eletroforese (Figura 19). Em seguida, os
fragmentos das regibes promotoras foram sequenciados como descrito na se¢ao
2.5.
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Apéds a determinagdo da sequencia correta da regido promotora de cada gene,
construimos fusdes de transcricdo ao gene reporter lacZ a fim de analisar sua
expressdo. Para obter estas construcfes, a regido a montante de cada gene foi
clonada a frente do gene lacZ no vetor pRKlacZ290 (GOBER; SHAPIRO, 1992). O
plasmideo pRKlacz290 foi empregado porque contém um sitio de reconhecimento
pelo ribossomo (RBS) na frente do gene reporter lacZ, com isso o fragmento clonado
funciona somente como promotor para este gene. O vetor pRKlaczZ290 foi
introduzido nas linhagens selvagem NA1000 e mutantes por conjugacao a partir de
uma E. coli S17-1 doadora.

Posteriormente a confirmacéo das sequéncias corretas por sequenciamento, 0s
fragmentos foram retirados do vetor pGEM-T Easy e ligados ao pRKlacZ290, e esse
procedimento foi confirmado por PCR (Figura 20). Em seguida, as construcdes
corretas foram inseridas em E. coli S17-1, por meio de eletroporagcdo, para
conjugacdo com as linhagens de C. crescentus NA1000 e mutantes. Todas as
fusdes de transcricdo foram introduzidas por conjugacdo nas linhagens mutantes
Afur, AoxyR, AsigF, AsigT, AsigU e AsigJ e congeladas no freezer -80°C.

Apés a introducdo do vetor nas linhagens, a expressdo dos genes foi
inicialmente avaliada na linhagem NA1000 sob condigdes normais e de estresse
oxidativo, durante as fases de crescimento exponencial e estaciondria, por meio do
ensaio de atividade da 3-galactosidase (Miller, 1972). O estresse oxidativo foi gerado
pela adicdo de perdéxido de hidrogénio (H20,), tert-butil hidroperéxido (tBOOH),
paraquat (PQ), menadiona (MD), pirogalol (Pi) ou cadmio (Cd) nas culturas
crescendo exponencialmente. Além disso, as constru¢gdes também foram
submetidas a excesso ou caréncia de ferro pela adigdo de sulfato ferroso (FeSO,) ou
2,2’-dipiridil (DDPi) que é um quelante de ferro.

Nos ensaios de atividade da B-galactosidase, observamos que a menadiona
interage com as solucdes deixando-as amarelas. Como a cor amarela € a cor gerada
pela clivagem do ONPG pela 3-galactosidase, as intervengfes nessa cor invalidam o
uso deste ensaio para medir a expressao. Tampouco foi possivel realizar os ensaios
de atividade da B-galactosidase com o pirogalol, pois ele gerou alteracdes de cor
nos meios utilizados deixando-os marrom e assim, impedindo o uso desse ensaio.
Portanto, utilizamos o método alternativo de RT-PCR quantitativo para avaliar a
expressao dos genes nestas condicoes.
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Figura 15 - Regides promotora e codificadora de sodA (CCNA_01855)

SodAF
GCTCGGGCGCTATCAAGGCCTGTTTGACGCTGTCGCGGCGGGCGACCTCGAGCGTTCAGCCCTGCTGCTCGGCCAAAACATCCA
- -35 = -10
AGCCATGCAGTCGCTGGTCGCCAGCCTTTTGCCGGACCGACCCGCCAACGGAACGACGGGCGCCTAGCGCCCGETCETGGACGG

-35 -10
TGTTGCGGCGTGGCGATTACCCCCCGCACCGGCCGAGCGCCGTCCCGGCGTCGCGAGCCTTGTCGGAGGTTCGCGACGCCAAAA
pSodAR

GCCTTCTTCGCCTCAAAGGGAGCCCCTCATGCAACGCTTGCTGACCGCCATCGCGATCTCGGCTTTTGGGATCACGACTCCGGT
Met

Nas regibes promotora e codificadora de sodA (CCNA_01855) as setas indicam os primers listados
na tabela 4; o cédon em negrito € o inicio de traducéo; a regido sublinhada em lilas refere-se ao
possivel sitio de ligagdo do sigma F em sodA (GGAACG - 18 - GTCGT), j& que o consensus para C.
crescentus € GTAACC - 14-18 - GNNCT (ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006); a regiao
sublinhada em cinza refere-se ao possivel sitio de ligagdo do sigma 70 para C. crescentus (TTGAC -
Nis - CCTANA) (MCGRATH et al., 2007); a seta curvada refere-se ao inicio de transcricdo quando C.
crescentus € submetida a stress por metal pesado (MCGRATH et al., 2007); a regido sublinhada em
verde representa o motivo m_8 do cluster m_g (TGCTCGGCCAAAACATC) encontrado upstream dos
genes cuja expressdo é induzida na presengca dos metais pesado cadmio, cromo e dicromato
(MCGRATH et al., 2007); e o c6don em azul é o ultimo cédon da regido codificadora a montante.

Figura 16 - Regides promotora e codificadora de sodB (CCNA_03672)

pSodBF
CCAGCCTGACCGCGACCGTGGCCAAGGCTTTCCTGGATCCCAAGCCGCCAGAACGCTGATCGCGCGTTGTGTTGTCAGCCGAAA

P%{é

GCCGCCGGGCTGGCCTCGGCGGCGTTTCTTGTGAGCCCAGCCTCGCGGARACCCCAAGT TTCCAAGGGGATTTCT CAACTAAAG
P2

TTGAGCGTTCGGGAT GGTCGAAGCCGCTTACGC TTCGCCTCCGCGCGCACTAGATGCCTTCCCGCGCGT TCCCGCTCCTCCCTT

CATGGGAACGCCTTCCCATGGAGTGAT CATGACGTACACGCTTCCCGACCTGCCCTACGCCTATGACGCGCTGGAGCCGACCAT

Met
pSodBR
CTCGGCCAACACCUTGCGCTTCCACCACGACAAGCACCACGCCGCCTATGTCACGGCTCTGAACGGCCTGCTGAACGGCGACGA

Nas regibes promotora e codificadora de sodB (CCNA _03672) as setas indicam os primers listados
na tabela 4; o cédon em negrito é o inicio de traducdo; a seta curvada refere-se ao inicio de
transcricdo, em P1 est& o inicio de transcricao quando C. crescentus esta em seu ciclo normal, e em
P2 quando C. crescentus é submetida a stress por metal pesado (MCGRATH et al., 2007); a regido
sublinhada em verde representa o motivo m_6 do cluster m_f
(GCCGCTTACGCTTCGCCTCCGCGCGCACTAGAT) encontrado upstream dos genes cuja
expressédo € induzida na presenca de cadmio (MCGRATH et al., 2007); o c6don em azul é o Ultimo
cédon da regido codificadora a montante.
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Figura 17 - Regides promotora e codificadora de sodC (CCNA_01650)

pSodCF
GTCCTCGATATTGATCGGGGCGATATCCCCGCGCGAACCGTCAGCGGGGATGGTGTTGTGATCGTCGCTCAAGGGAATTTTTCG

CCGTCAGAATCGAACACGGAACTGTCCAAAACTGTTAGCATTCGGACAGGGAAGACGCCACCTTTCGGGGGGCTTCTCCCCACC

GTTTCGCTTGAATCCGAAGGAAAAACGC%F%ATCCGTCTCTCCGCCGCCGCCGCGCTCGGCCTCGCCGCCGCCCTCGCCGCCTC
e
pSodCR

CCCGGCCCTGGCGCAGACCAGCGCGACCGCCGTCGTCAAGGCGGGCGACGGCAAGGACGCCGGCGCGGTGACCGTCACCGAAGC

Nas regides promotora e codificadora de sodC (CCNA_01650), as setas indicam os primers listados
na tabela 4; o cédon em negrito é o inicio de traducdo; a seta curvada refere-se ao inicio de
transcricdo quando C. crescentus € submetida a stress por metal pesado (MCGRATH et al., 2007); a
regido sublinhada em verde representa o motivo m_12 do cluster m_i (ATTTTTCG) encontrado
upstream dos genes cuja expressao € induzida na presen¢a dos metais pesado cromo e dicromato
(MCGRATH et al., 2007); e o cddon em azul é o codon inicial da regido codificadora a montante.

Figura 18 - Regides promotora e codificadora de ahpC (CCNA_03012)

pAhpF
GCCTGGGCCAGGGCGAAAAGAGCAATAGCGGTGTTCAGCATGGGGTCACCTCCTGAAAGCCGGTACGCGCGAGGCCTTACG

CTGGACGGATCTTGACCTCGATCAAGCCCTCATTTTTCATAGATAAAACCTATTCCATATAGAAGTTTTATCAATTGGATC

-35 -10 R
GATTGTGCGGCGCAC TATAGACACCCGCCATTCTTTCCAACCGGAGCGCCT CATGTC GCTGAT CAACACCGAGATCAAACC

pPAhDR Met

CTTTACCGCCCAGGCCTACAAGGACGGCAAGTTCGTCACGGTCAGCGAAGCGGACGTGAAGGGCAAGTGGTCGGTCTTCTT

Nas regi6es promotora e codificadora de ahpC (CCNA_03012) as setas indicam os primers listados
na tabela 4; o c6don em negrito é o inicio de traducéo; a regido sublinhada em cinza refere-se ao sitio
de ligagdo do sigma 70 para C. crescentus (TTGAC - Njg - CCTANA) (MCGRATH et al., 2007); a
regido em vermelho é o possivel sitio de ligagdo para OxyR (ITALIANI et al., 2011); a seta curvada
refere-se ao inicio de transcricdo quando C. crescentus é submetida a stress por metal pesado
(MCGRATH et al., 2007); a regido sublinhada em verde representa o motivo m_3 do cluster m_c
(CATATAGAAGTTTTATCAATT) e a regido sublinhada em roxo representa o motivo m_4 do cluster
m_c (GATCTTGACCTCGATCAAGCCGTCATTTTTCATA) ambos encontrados upstream dos genes
cuja expressao é reprimida na presenca dos metais pesado cromo e dicromato (MCGRATH et al.,
2007); e o codon em azul é o cédon inicial da regido codificadora a montante.
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Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose (1%) dos fragmentos clonados no
PpGEM-T Easy apos digestdo com EcoRl

PM
(pb) 1 2 3 4 5

<€—vetor

500

100

A clonagem da regido promotora de cada gene no plasmideo pGEM-T foi confirmada por meio da
digestdo do plasmideo com a enzima EcoRIl. PM: marcador de massa molecular 1Kb plus DNA
Ladder; 1: regi@do promotora de sodA (254pb); 2: regiao promotora de sodB (361pb); 3 e 4: regido
promotora de sodC (268pb) e 5: regido promotora de ahpC (294pb).

Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose (1%) dos fragmentos clonados no
pRKlacz290 amplificados por PCR

PM PM PM PM
(PP) 1 2 (Pb) 1 3 (Pb) 1 4 (PP)1 5

sodA sodB sodC ahpC

A clonagem da regido promotora de cada gene no plasmideo pRKlacz290 foi confirmada por ensaio
de PCR. PM: marcador de massa molecular 1 Kb plus DNA Ladder; 1: plasmideo vazio (negativo com
150 pb); 2: fragmento da regido promotora de sodA (150 + 254 = 404 pb); 3: fragmento da regido
promotora de sodB (150 + 361 = 511 pb); 4: fragmento da regido promotora de sodC (150 + 254 =
418 pb) e 5: fragmento da regido promotora de ahpC (150 + 294 = 444pb).
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3.3 Andlise da expressao de ahpC

Apés a introducdo dos vetores nas linhagens, a expressdo do gene ahpC foi
avaliada sob condicbes normais e de estresse oxidativo, por meio do ensaio de
atividade da [B-galactosidase (MILLER, 1972). Nestes ensaios de atividade da [3-
galactosidase o estresse oxidativo foi gerado pela adicdo de H,O, ou tBOOH, nas
culturas crescendo exponencialmente em meio PYE ou M2G. Os ensaios de qRT-
PCR, com o RNAmM de ahpC, foram feitos em meio minimo (M2G) acrescido dos
seguintes agentes: H,O,, tBOOH, paraquat, menadiona ou pirogalol nas culturas
crescendo exponencialmente. Posteriormente, os niveis de expressdo encontrados
em cada linhagem sem agentes oxidantes foram comparados, com 0s niveis de
expressao encontrados na presenca do agente oxidante. Os ensaios de RT-PCR
guantitativo foram realizados com as linhagens selvagem e mutantes de C.
crescentus: NA1000, Afur, AoxyR, AsigF e AsigJ.

Nos ensaios de RT-PCR quantitativo é necessaria a utilizacdo de genes
normalizadores, que sdo o0s genes denominados housekeeping ou controles
enddgenos, pois teoricamente possuem expressdo constante, ou seja, sofrem
pequena oscilagdo quando expostos a fatores externos como hormdonios e fatores de
crescimento. Esses genes sdo utilizados porque a expressao génica relativa é
determinada a partir da comparacdo do gene alvo com um ou mais genes
normalizadores (NASCIMENTO et al., 2010). Para os ensaios de qRT-PCR com
peréxidos o melhor gene normalizador encontrado foi o gene CC_3760 codificador
da proteina Rho, enquanto que nos ensaios com superoxidos foi utilizado o gene
CC_0005 da proteina DnaQ (Tabela 6).

Para determinar a existéncia de diferencas transcricionais entre as fases
logaritmica e estacionaria para o gene ahpC foram realizados ensaios de atividade
da B-galactosidase com a fusdo de transcricdo do promotor de ahpC ao gene lacZ.
Neste ensaio foi possivel observar que os niveis transcricionais de ahpC aumentam
durante a fase estacionaria quando a cultura é cultivada em meio PYE, contudo, o
mesmo nao ocorreu em meio M2G, onde 0s niveis transcricionais em ambas as
fases exponencial e estacionaria foram mantidas (Figura 21). Nossos dados diferem
dos encontrados por ITALIANI, et al. (2010), onde por meio do ensaio de RT-PCR
semi-quantitativo foi demonstrado que os niveis de RNAm de ahpC foram mais altos

na fase exponencial do que na fase estacionaria quando C. crescentus NA1000
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cresceu em PYE. Em ambos os trabalhos foram utilizados ensaios de expresséao que
avaliam a transcrigdo do gene, entretanto os resultados foram diferentes.

Isto pode ter ocorrido devido as caracteristicas de cada método empregado nos
trabalhos. No ensaio de atividade da B-galactosidase, a avaliacdo da transcricdo do
gene ahpC ocorreu de uma forma mais indireta, pois apds a transcricdo do gene
reporter lacZ (dependente da regido promotora de ahpC) foi necessaria a traducao
desse RNAm, gerando a proteina (B-galactosidase. Essa proteina foi descrita como
sendo razoavelmente estavel (TUMMALA; WELKER; PAPOUTSAKIS, 1999), e pode
acumular-se durante um periodo no citoplasma, o que pode ter influenciado os
resultados do ensaio, gerando uma falsa conclusédo de que ocorre aumento da
expressdo de ahpC durante a fase estacionaria de C. crescentus. Entretanto, no RT-
PCR semiquantitativo a avaliacdo da transcricdo foi mais direta, jA que apenas a
conversdo do RNA total em cDNA influencia o ensaio. Por isso, serdo necessarios
outros ensaios, como o RT-PCR quantitativo, para determinar qual é o
comportamento do gene ahpC durante as fases de crescimento de C. crescentus.

Com o intuito de determinar os agentes oxidantes que ativam a transcricdo do
gene ahpC em C. crescentus, foram realizados ensaios de atividade da -
galactosidase na presenca do peréxido inorganico H,O, e do peréxido orgéanico
tBOOH. Nesses ensaios foi possivel observar a inducdo da expressédo de ahpC na
presenca de 60 uM de H,O, (Figura 22A). Essa concentracdo de agente oxidante foi
utilizada porque estava padronizada no trabalho de Italiani, et al. (2011), porém,
enguanto a catalase-peroxidase (katG) é induzida ap6s 15 min da adi¢do de H,0,, 0
gene ahpC foi melhor induzido apds 30 min. Além disso, quando fizemos o ensaio
de gRT-PCR na presenca de H,O, (Figura 22B), os niveis de RNAm de ahpC
aumentaram para 2,73 vezes com quinze minutos e para 3,1 vezes apdés trinta
minutos de exposicdo, em comparacdo a NA1OOO sem agente oxidante. Estes
resultados demonstram que ocorre indugéo da transcricdo de ahpC, quando a célula
€ exposta H,0s.

Além disso, nos ensaios de atividade da B-galactosidase na presenca de
peréxido organico (tBOOH) também foi possivel observar que ocorreu a inducao da
expressdo de ahpC, e com isso foi possivel determinar o tempo e a concentracéo
ideais para a inducédo da expressdo do gene ahpC na presenca de tBOOH em meio
rico (Figuras 23 e 24). A inducdo ocorreu a partir de 100 uM de tBOOH apés 15

minutos da adicdo do agente, entdo optamos por utilizar a concentracédo de 200 uM
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de tBOOH, com o intervalo de 30 minutos apés a adicdo do agente, como
tratamento.

Este aumento da expressédo de ahpC de C. crescentus NA100O, na presenca
de H,O, ou tBOOH foi um resultado esperado, visto que a proteina AhpCF é uma
peroxirredoxina pertencente a familia das peroxidases que reduzem divalentemente
H,O, elou perdxidos organicos, por meio de um sitio ativo de tiolato, gerando um
intermediario acido sulfénico (IMLAY, 2008). Na familia das peroxidases, além da
alquil-hidroperoxido redutase também estdo incluidas as catalases. As catalases
atuam diferentemente das alquil-hidroperéxido redutases, pois reduzem apenas
perdxido inorganico por meio do seu grupo prostético heme, nesse processo a
reducdo de duas moléculas de peréxido de hidrogénio leva a formacédo de duas
moléculas de dgua e uma molécula de oxigénio (revisto por ITALIANI et al., 2011,
NDONTSA; MOORE; GOODWIN, 2012; SEAVER; IMLAY, 2001;). Embora ambas as
enzimas possuam a mesma funcao, reduzir peréxido, nas células cada uma dessas
enzimas atua dependendo de condicdes especificas.

A peroxirredoxina AhpC € a proteina primaria responsavel pela retirada de
H.O, enddgeno de E. coli, porque ela € capaz de retirar o peroxido de hidrogénio
quando ele estd em baixas concentra¢des. Contudo, em altas concentracdes o H,O,
é retirado principalmente pela catalase, porque a atividade da alquil-hidroperéxido
redutase é limitada pela disponibilidade de NAD(P)H (SEAVER; IMLAY, 2001). Em
outras espécies de bactérias, a funcdo de protecdo de AhpC contra estresse
oxidativo também tem sido descrita, como Thermotoga maritima (LAKHAL et al.,
2011), Helicobacter cinaedi (CHAROENLAP et al., 2012) e Pseudomonas
aeruginosa (PANMANEE; HASSETT, 2009). Para Helicobacter cinaedi, AhpC
contribui para a protecéo contra perdxidos organicos, ja que na presenca de tert-butil
hidroperoxido o mutante ahpC foi menos resistente que a cepa selvagem
(CHAROENLAP et al., 2012).

Contudo, a inducdo da expressao de ahpC por tBOOH observada em meio
rico nos ensaios de atividade da 3-galactosidase nao foi observada em meio minimo
(Figura 25A). Este mesmo padréo foi observado nos ensaios de qRT-PCR, ja que
nao encontramos a inducdo em quinze minutos (1,06 vezes), e em trinta minutos
encontramos um inicio de repressdo, pois 0s niveis de RNAm de ahpC estédo

menores (0,61 vez) do que o observado sem estresse (Figura 25B).
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O estudo de Hottes et al. (2004) comparou os diferentes genes que sé&o
expressos em C. crescentus NA1000 em meio complexo (PYE) e meios minimos
com glicose ou xilose como fonte de carbono (M2G e M2X), por meio da analise de
microarranjos de DNA. Nesse trabalho o gene ahpC néo foi diferentemente expresso
nos meios estudados, mas em nosso estudo utilizando o ensaio de atividade da B-
galactosidase, apesar de sua expressdo basal ndo ser alterada entre os meios PYE
e M2G, sua expressao quando induzido por agentes oxidativos foi diferente em meio
rico ou meio minimo, pois a inducdo em presenca de peroxido organico so foi
observada em meio rico. No trabalho de Christian et. al (1985) com Salmonella
typhimurium, os autores observaram que a proteina AhpC é constitutivamente
expressa, mas essa expressao basal € independente da regulacdo por OxyR, que é
observada na presenca de peréxido de hidrogénio. Com isso, talvez em M2G a
quantidade de AhpC constitutivamente expressa seja suficiente para a retirada do
perdxido organcio tBOOH.

No trabalho de Liebal et al. (2012) com Bacillus subtilis, foi demonstrado por
meio de um modelo matematico de “instabilidade pds-transcricional” avaliado por
experimentos de Northern e Western blot, que pode ocorrer um aumento da
degradacdo de proteinas no citoplasma como adaptacdo do proteoma frente a
mudancas ambientais, ap0s a ativacdo da resposta a estresse geral. Com isso, a
auséncia da atividade da B-galactosidase em alguns experimentos nao ocorreu
devido a auséncia da ativacdo do gene estudado, mas devido ao efeito da protedlise
da proteina repérter para o citoplasma retornar ao equilibrio proteémico, apoés uma
resposta a estresse (LIEBAL et al.,, 2012). A partir disso, possivelmente quando
acrescentamos tBOOH a cultura de C. crescentus, crescendo em meio minimo M2,
pode ter ocorrido a proteodlise da proteina reporter B-galactosidase apos ativagédo da
resposta a estresse oxidativo, para que o citoplasma permanecesse em equilibrio
protedmico.

No entanto, como no ensaio de gRT-PCR também n&o observamos a inducgéo
do gene ahpC, em meio minimo, na presenca de tBOOH, pode ser que a inducao
observada em PYE seja resultado da interacdo de tBOOH com alguma molécula ou
composto, presentes neste meio complexo. Esta interacdo poderia gerar espécies
reativas de oxigénio, que seriam responsaveis pela ativacao da transcricao de ahpC.

Desta forma, no meio minimo n&o ocorreria a formagdo de ROS, e por isso 0 gene
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ahpC nao seria diferencialmente expresso tanto no ensaio de atividade da [-
galactosidase quanto no ensaio de qRT-PCR.

Apés a etapa de caracterizacao do padrdo de expressdo de ahpC, testamos se
havia regulacdo por OxyR, visto que 0 promotor possui uma sequéncia consenso
para sua ligacdo que foi identificada para C. crescentus no trabalho de Italiani et. al
(2011) (Figura 18). Por meio do ensaio de atividade da 3-galactosidase observamos
que na linhagem mutante AoxyR a indu¢do do aumento da expressdo de ahpC na
presenca de tBOOH que foi observada na linhagem selvagem NA1000 foi perdida,
demonstrando que OxyR possui papel regulatério sobre a expressdo do gene ahpC
em C. crescentus (Figura 26).

Além disso, verificamos a expressao e a regulacdo do gene ahpC por meio de
ensaios de gRT-PCR na linhagem selvagem NA1000 e nas linhagens mutantes Afur,
AoxyR, AsigF e AsigJd de C. crescentus ha presenca de agentes oxidantes geradores
de superoxido.

Na presenca de 50 pM de paraquat o gene ahpC teve sua expressao
aumentada nas linhagens NA100O e Afur, enquanto que nas linhagens AsigF e
AsigJ ndo ocorreu alteracdo da expressdo. Contudo, na linhagem AoxyR o gene
ahpC foi menos expresso (Figura 27). Com isso entende-se que o regulador de
transcricdo Fur ndo influencia a regulacdo da transcricdo de ahpC, visto que a
expressao foi semelhante a encontrada na linhagem selvagem NA1000. Os fatores
sigma de fungao extracitoplasmatica o© e o’ podem ter uma funcéo regulatéria sobre
ahpC mesmo que esta regulacdo seja indireta, pois na auséncia desses sigmas
houve alteracdo na resposta a paraquat. Corroborando os resultados demonstrados
nos ensaios anteriores com peroxidos, o regulador transcricional OxyR também
regula a transcricdo de ahpC na presenca de paraquat. O aumento da expressao de
ahpC nas linhagens NA1000 e Afur pode ter ocorrido devido a formagdo de
peréxidos no citoplasma celular decorrente da atividade das superéxido dismutases
que convertem o superoxido em peroxido e agua. Mesmo na presenca de peroxido,
devido a dismutacéo do superoxido, ndo houve aumento na expressao de ahpC no
mutante AoxyR, porque a auséncia do regulador transcricional OxyR impediu a
inducao da transcricdo do gene codificador da proteina AhpC.

Quando as linhagens foram submetidas a 50 puM de menadiona o gene ahpC
teve sua expressao aumentada nas linhagens NA1000, Afur, AsigF e AsigJ, ja na

linhagem AoxyR este gene foi menos expresso (Figura 28), confirmando novamente
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a regulacdo de ahpC por OxyR. Embora nas linhagens NA1000, Afur, AsigF e AsigJ
tenha ocorrido aumento da expressdo de ahpC, a intensidade desse aumento foi
diferente entre as linhagens. Nas linhagens Afur e AsigF o aumento da expressao de
ahpC foi maior que o observado na linhagem selvagem, o Afur manteve o padréo
observado no ensaio com paraquat, enquanto no AsigF o resultado observado foi
diferente do encontrado no ensaio com paraquat. Na linhagem AsigJ o aumento da
expressao de ahpC foi menor que o observado na linhagem selvagem, mas foi maior
gue o observado na presenca de paraquat.

O aumento da expressao de ahpC nos mutantes AsigF e AsigJ diferentemente
do ocorrido na presenca de paraquat, pode ter ocorrido devido a maior concentracéo
de superéxido. Embora a menadiona comporte-se como uma droga ciclo-redox
geradora de superoxido, ela € a vitamina Kz, e pode ter sido usada pela célula como
um suplemento (DOAN et al.,, 1999). Neste caso, possivelmente, a geracdo de
superoxido seria aumentada pela manutencdo da menadiona no citoplasma para
sua utilizacdo no metabolismo celular, e deste modo o0s niveis de expressao relativa
seriam maiores que 0s observados na presenca de paraquat. Contudo, para as
linhagens mutantes Afur, AsigF e AsigJ novos ensaios serdo necessarios para
definir a expressdo de ahpC na presenca de menadiona, visto que com o0s atuais
resultados ndo temos um desvio padréo confiavel.

Na presenca de 25 uM ou 50 pM de pirogalol o gene ahpC teve sua expressao
aumentada na linhagem Afur, enquanto nas linhagens NA1000 e AsigF n&o ocorreu
alteracdo da expresséao e, nas linhagens AoxyR e AsigJ o gene foi menos expresso
(Figura 29). Acreditamos que provavelmente, nas linhagens NA1000 e AsigF a
guantidade da enzima AhpC constitutivamente expressa ja € suficiente para a
retirada de H,O, que pode ser formada na segunda etapa da oxidac¢ao do pirogalol
(Figura 12), por isso, ndo houve alteracao da expressao.

No mutante AoxyR a regulagcdo de ahpC na presenca de pirogalol foi
semelhante a observada nos outros agentes estressores, corroborando a regulacéo
por meio da proteina OxyR. Com relagdo ao mutante Afur, a expressdo do gene
ahpC manteve-se alta na presenca de paraqguat, menadiona e pirogalol. Assim,
acreditamos que a auséncia de controle da concentracao intracelular de ferro, pode
acelerar a formacéo de espécies reativas de oxigénio devido a reacdo de Harber-
Weiss ou reacdo de Fenton (Figura 2). Portanto, seria necesséaria a presenca de
ahpC para retirada de H,0O,, para que o peroxido de hidrogénio ndo reaja com o
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superoxido (gerado pelas drogas ciclo-redox) na presenca de ferro e forme o radical
hidroxila. Esse radical é muito reativo, uma vez que ataca o DNA causando-o lesfes
e leva a peroxidacéo de lipideos (NUNOSHIBA et al., 1999).

De maneira geral, o gene ahpC foi principalmente regulado pelo fator de
transcricdo OxyR, no entanto pode ser regulado também pelos fatores sigma de
funcdo extracitoplasmatica o e o’ de maneira ainda desconhecida. O of foi
inicialmente caracterizado como necessério para a sobrevivéncia de C. crescentus
na presenca de H,O, e na fase estacionaria (ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI;
GOMES, 2006), mas o ¢’ ainda n&o foi publicado.

A proteina OxyR, em E. coli, é um fator de transcricdo da familia LysR, que é
ativado por H,O, pela oxidacdo do residuo de cisteina 199 (IMLAY, 2008). Quando
esse fator é ativado, ele se liga a regido promotora dos genes pertencentes ao seu
regulon, dentre eles ahpCF, estimulando sua transcricdo (IMLAY, 2008).
Consequentemente, a inativagdo do gene OxyR resultou no aumento da
sensibilidade a peréxidos e outros oxidantes em muitas bactérias, como
Xanthomonas (MONGKOLSUK et al., 1998), Streptomyces coelicolor (HAHN; OH;
ROE, 2002), Pseudomonas aeruginosa (OCHSNER et al., 2000), Brucella abortus
(KIM; MAYFIELD, 2000), Burkholderia pseudomallei (LOPRASERT et al., 2002) e
Sinorhizobium meliloti (LUO et al., 2005). Em C. crescentus NA1000, embora exista
uma diferenca na regido hélice-alca-hélice de OxyR, quando comparada a proteina
de E. coli, os dois residuos de cisteina sdo conservados. Nessa bactéria, a linhagem
mutante AoxyR demonstrou ser sensivel a peroxido de hidrogénio, tanto na fase
exponencial quanto na fase estacionaria (ITALIANI et al., 2011). Além disso, ficou
comprovado que a catalase-peroxidase, codificada pelo gene katG, é regulada por
OxyR na fase estacionaria e em resposta a peroxido de hidrogénio (ITALIANI et al.,
2011). Com isso, em estudos posteriores, a indugéo de ahpC de C. crescentus em
fase estacionaria precisara ser avaliada na linhagem mutante AoxyR a fim de
determinar se a regulacdo de ahpC também ocorre na fase estacionaria como
observado para o gene katG.

Nas bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, que
nao possuem o regular OxyR, o sensor para H,O, é a proteina PerR, e muitos dos
genes regulados por ela sdo homdlogos ou analogos aos genes pertencentes ao
regulon OxyR de E. coli, dentre eles AhpCF e Fur (IMLAY, 2008). Contudo, o

regulador PerR atua de forma distinta do regulador OxyR. Segundo o modelo que
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medeia a repressdo dos genes-alvo por PerR, em condicdes ndo oxidantes a
proteina PerR liga-se a regido promotora dos gene alvo impedindo o acesso da RNA
polimerase a esses promotores. Na presenca de perdxido, ocorre uma mudanca
estrutural em PerR que o torna incapaz de ligar-se ao DNA, permitindo assim que a
RNA polimerase tenha acesso a regido promotoras dos genes regulados por PerR
(DUBBS; MONGKOLSUK, 2007; DUBBS; MONGKOLSUK, 2012).
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Tabela 6 - Variacdo da expressao dos genes normalizadores utilizados nos ensaios

de qRT-PCR
Normalizador
Agente Média Desvio padréo
Gene Proteina

CC_0005 DnaQ 23,53 0,54

Per6xidos CC_0088 hipotética 21,42 0,98
CC_3760 Rho 20,04 0,37

CC_0005 DnaQ 22,84 0,68

Superoxidos CC_0088 hipotética 21,10 1,61
CC_3760 Rho 21,55 1,06

Nota: A média corresponde a variacdo encontrada entre os Cts de cada gene na presenca e
auséncia dos agentes oxidantes. O Ct € um valor determinado pelo nimero de ciclos necessarios
para o inicio da amplificagdo da sequéncia génica-alvo presente no cDNA de cada amostra.

Figura 21 - Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de ahpC na
fusdo de transcricédo
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Analise da expressdo do gene ahpC por meio do ensaio de atividade da (-galactosidase com o
promotor de ahpC na fusdo de transcricdo com a cultura em fase logaritmica (DOg=0,5) e
estacionéria (24 h e 48 h apés a DOgyp=0,1). Os ensaios foram realizados em meio rico (PYE) e meio
minimo (M2G) com a linhagem selvagem C. crescentus NA1000. As médias representam dois
ensaios independentes com triplicata técnica.
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Figura 22 - Andlise da expressdo de ahpC em resposta a H,O, por meio do ensaio
de atividade da (B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Analise da expressdo do gene ahpC por meio do ensaio de atividade da -galactosidase, com o
promotor de ahpC na fuséo de transcricdo, em véarios tempos na presenca de 60 pM de H,0O,. O
ensaio foi realizado em meio rico com a linhagem selvagem C. crescentus NA1000. B. Andlise da
expressdo de ahpC em resposta a 60 uM perédxido de hidrogénio por meio de RT-PCR quantitativo
em meio minimo M2G, com a linhagem NA1000 de C. crescentus. Os niveis de expresséo relativa
foram calculados pelo método 224% ytilizando Rho como controle enddgeno. Quando o desvio padrao
nao estiver indicado o valor apresentado refere-se a um ensaio.

Figura 23 - Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de ahpC na
fusdo de transcricdo em tempos diversos na presenca de tBOOH

2500 A

2000 - - i, _
5 _/ - 2
S 1500 { T
E T T -
g 1000 1 L
c
)

500 -

0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (min)
sem tBOOH 1 mM tBOOH

Andlise da expressdo do gene ahpC por meio do ensaio de atividade da (-galactosidase, com o
promotor de ahpC na fuséo de transcricdo, em varios tempos na presenca de 1mM de tBOOH. O
ensaio foi realizado em meio rico com a linhagem selvagem C. crescentus NA1000.



80

Figura 24 - Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de ahpC na
fus@o de transcricdo em varias concentracées de tBOOH
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Andlise da expressao de ahpC por meio do ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor
de ahpC na fusdo de transcricdo em diversas concentragdes de tBOOH. O ensaio foi realizado em
meio rico (PYE) com a linhagem selvagem C. crescentus NA1000.

Figura 25 - Andlise da expressdo de ahpC em resposta a tBOOH por meio do
ensaio de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Andlise da expressdo do gene ahpC por meio do ensaio de atividade da -galactosidase com o
promotor de ahpC na fusao de transcricdo, em varios tempos na presenga de 200 uM de tBOOH. O
ensaio foi realizado em meio minimo com a linhagem selvagem C. crescentus NA100O. B. Andlise da
expressdo de ahpC em resposta a 200 uM de tBOOH, por meio de RT-PCR quantitativo em meio
minimo M2G, com a Iinh%gem NA1000 de C. crescentus. Os niveis de expressédo relativa foram
calculados pelo método 2 © utilizando Rho como controle enddégeno. Quando o desvio padrdo néo
estiver indicado o valor apresentado refere-se a um ensaio.
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Figura 26 - Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de ahpC na
fusdo de transcricdo nas linhagens de C. crescentus NA1000 e AoxyR
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Andlise da expressao de ahpC por meio do ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor
de ahpC na fuséo de transcricdo. Foi utilizado 200uM de tBOOH como agente oxidante em meio rico.
A. Linhagem selvagem C. crescentus NA1000 com o promotor de ahpC no vetor pRKlacz290. B.
Linhagem mutante C. crescentus AoxyR com promotor de ahpC no plasmideo pRKlaczZ290.
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Figura 27 - Andlise da expressdo de ahpC em resposta a paraquat por meio de
RT-PCR quantitativo
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A expressao do gene ahpC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a paraquat quando cultivada em meio minimo M2G. Os
niveis de expresséao relativa foram calculados pelo método 25 ytilizando DnaQ como controle
enddgeno. Em cada ensaio a média e desvio padrdo representam dois ensaios independentes,
quando o desvio padréo nao estiver indicado o valor apresentado refere-se a um ensaio.
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Figura 28 - Analise da expressdo de ahpC em resposta a menadiona por meio de
RT-PCR quantitativo
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A expressao do gene ahpC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 uM menadiona, quando cultivada em meio minimo
M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ como
controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrdo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo nao estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 29 - Analise da expresséo de ahpC em resposta a pirogalol por meio de RT-
PCR quantitativo
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A expressao do gene ahpC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 25 ou 50 puM de pirogalol, quando cultivada em meio
minimo M2G. Os niveis de expresséao relativa foram calculados pelo método 2724C ytilizando DnaQ
como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrao representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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3.4 Andlise da expressao de sodA

A expressao do gene sodA foi avaliada, por meio da fuséo de transcricdo, em
culturas expostas a H,O,, paraquat, menadiona, sulfato de cadmio (CdSO,) ou
cloreto de cadmio (CdCl,) em vérias concentracdes. No entanto, no trabalho de Hu
et al. (2005) foi demonstrado que sodA tem a expressao basal muito baixa, por isso
possivelmente o ensaio de atividade da B-galactosidase ndo é capaz de detectar
variacdes na expressdo do gene sodA, sendo necessario o emprego de técnicas
mais sensiveis para avaliar a indugéo desse gene.

Assim, também foi realizado um ensaio de qRT-PCR (RT-PCR quantitativo em
tempo real) para estudar a expressao do gene sodA em C. crescentus NA1000. Os
ensaios de gRT-PCR foram feitos a partir do RNA extraido de culturas crescendo
exponencialmente em meio minimo (M2) acrescido dos seguintes agentes: paraquat,
menadiona, pirogalol, FeSO,, DDPIi, H,0O, ou tBOOH, para posterior comparacéo dos
niveis relativos de RNAmM com os presentes em C. crescentus NA1000 sem agentes.

Para avaliar a inducdo da expressao de sodA por agentes geradores de
superoxido, ensaios de atividade da B-galactosidase foram realizados em meio rico
na presenca e auséncia de paraquat. Porém, por meio desse método ndo foi
possivel observar aumento de expressao de sodA na presenca do agente oxidante
(Figura 30A). No entanto, no ensaio de gRT-PCR, sodA foi mais expresso na
presenca de paraquat (Figura 30B). Em E. coli, quando a expressdo de sodA foi
monitorada por ensaio de atividade da [(B-galactosidase por meio do promotor desse
gene em fusdo com lacZ, na presenca de 50 uM de paraquat foi possivel observar
uma alta indugdo do gene sodA (COMPAN; TOUATI, 1993). Essa fusdo construida
em E. coli integrava-se ao cromossomo por recombinacdo homologa, diferentemente
da fusdo em plasmideo utilizada no nosso trabalho, onde é possivel ocorrer de trés a
cinco plasmideos por célula. Havia apenas uma coOpia do gene lacZ com a
transcricédo dirigida pelo promotor de sodA e mesmo assim, as unidades Miller eram
proximas a 3370 unidades ap6s 40 minutos da adicdo do agente indutor, enquanto
sem adicdo as unidades correspondiam a 510 unidades Miller (COMPAN; TOUATI,
1993).

Comparando essas unidades Miller com os valores encontrados em nossos
experimentos, em C. crescentus a transcricdo de sodA no nosso trabalho foi muito

menor que a encontrada em E. coli. Isto pode ter ocorrido porque o fragmento
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utilizado na construcdo da fuséo de transcricao foi delineado sem uma parte do
motivo m_8 descrito no trabalho de McGrath et al. (2007) (Figura 15). Com isso, é
possivel que a construcdo da fusdo de transcricdo nao tenha o motivo para ligacéao
de uma proteina ativadora que atue na regulacdo do gene sodA, impedindo assim,
gue o aumento da expressao deste gene seja observado nos ensaios de atividade
da B-galactosidase.

Em C. crescentus NA100O o gene sodA, também néo foi induzido na presenca
de paraquat ou xantina/hipoxantina no trabalho de Alvarez-Martinez, Baldini e
Gomes (2006) avaliado por meio do ensaio de atividade da [3-galactosidase. No
entanto, os autores encontraram que o gene sodA € induzido no inicio da fase
estacionaria (12h) sob a regulacdo do sigma ECF, denominado of, por meio de
ensaios de RT-PCR (semiquantitativo). Isto corrobora o perfil encontrado nos nossos
ensaios, onde o0 ensaio de atividade da [B-galactosidase ndo € capaz de detectar
diferencas de expressdo para 0 gene sodA, mas, em ensaios de RT-PCR
guantitativo ou semi quantitativo as alteracdes na expressdo sao demonstradas.

Para verificar se 0 gene sodA possui niveis de expressao diferenciados entre
as fases exponencial e estacionaria, ensaios de atividade da [(3-galactosidase em
meio rico foram realizados no meio da fase logaritmica e na fase estacionaria (Figura
31), no entanto, ndo foi possivel observar expressdo diferenciada entre as fases
logaritmica e estacionaria. Entretanto, no trabalho de Alvarez-Martinez, Baldini e
Gomes (2006) por meio do ensaio de RT-PCT semiquantitativo, foi demonstrado que
sodA tem sua maior expressado durante a fase logaritmica, mas em 12 h e 24 h a
expressédo foi menor gradativamente. Com isso, acreditamos que possivelmente n&o
encontramos a inducéo de sodA na fase exponencial, devido ao fragmento utilizado
na fuséo de transcricdo, como descrito anteriormente.

Além disso, testamos se havia inducdo da expressdo na presenca de H,O,,
mas nao observamos inducéo (Figura 32A). Todavia, no ensaio de qRT-PCR com
peréxidos observamos a inducdo do RNAmM de sodA na presenca de H,O, mas o
mesmo n&o ocorreu na presenca de tBOOH (Figuras 32B e 32C). A inducéo por
peréxido de hidrogénio foi menor do que a observada na presenca de geradores de
superoéxido (Figuras 34, 35 e 36), isso demonstra que a MnSOD também pode estar
envolvida na retirada de espécies reativas de oxigénio quando ha excesso de
perdxido. Embora as superoxido dismutases ndo estejam diretamente envolvidas na

retirada de H,O, intracelular, o gene sodA codificador da MnSOD, pode ter sido
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induzido na presencga de peroxido para evitar a formagéo do radical hidroxila. Isso
ocorre porque o0 anion superoxido é capaz de liberar o ferro que estd em moléculas,
como as proteinas com grupos ferro-enxofre, favorecendo assim, a reacdo de
Fenton (revisto por TOUATI, 2000).

Com o intuito de validar a inducao do gene sodA observada por Hu et al. (2005)
na presenca de cadmio (CdSQ,), fizemos ensaios de atividade da [(-galactosidase
com o metal pesado cadmio nas formas CdCl, e CdSO,, utlizando véarias
concentracfes a partir de 6 uM, que foi a concentracdo utilizada no trabalho citado,
mas nao foi possivel observar a inducdo da expresséo do gene sodA por meio desse
ensaio (dados ndo apresentados). Sabe-se que no trabalho de Hu et al. (2005),
sodA de C. crescentus CB15 foi o principal gene na resposta transcricional aos
metais pesados cadmio, uranio, cromato e dicromato em ensaios de microarranjos
de DNA. Contudo, ndo foi possivel fazer um ensaio de gRT-PCR para verificar o
padréao de inducado de sodA de C. crescentus NA100O na presenca do metal cadmio.

No entanto, outros trabalhos demonstraram que C. crescentus NA100O possui
quatro fatores sigma de funcdo extracitoplasmatica o, o e o'/o” que estdo
envolvidos na resposta a metais pesados. Todavia, o0 gene sodA ndo faz parte do
regulon desses sigmas quando estes foram analisados na presenca de cadmio
(KOHLER et al., 2012; LOURENCO; GOMES, 2009; LOURENCO; KOHLER,;
GOMES, 2011). Cada um desses fatores sigma € responsavel por regular um
conjunto distinto de genes, indicando que cada fator contribui de maneira diferente
na resposta a metal pesado em C. crescentus (KOHLER et al., 2012). Uma vez que
a andlise completa do genoma de C. crescentus identificou 13 fatores sigma de
funcéo extracitoplasmética (NIERMAN; FELDBLYUM; LAUB, 2001), possivelmente o
fator responsavel pela regulacdo da expressdo de sodA na presenca dos metais
pesados ainda nao foi estudado.

Visto que, em E. coli, o gene sodA é negativamente regulado por Fur na
presenca de ferro, a expressao de sodA também foi testada em ensaio de atividade
da B-galactosidase com excesso e caréncia de ferro. Em nosso trabalho, néo foi
observada inducdo em nenhuma das condi¢fes, tanto em meio rico quanto em meio
minimo (Figura 33A e 33B). No entanto, o ensaio de gRT-PCR apresentou o padrao
observado em E. coli, com a expressdo de sodA menor na presenca de FeSO, e

expressao maior quando a célula é submetida a DDPi (Figura 33C), quando essas
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expressdes relativas sdo comparadas a expressao encontrada sem adicdo de
agentes ao meio de cultura.

Segundo Massé e Gottesman (2002), em E. coli, sodA é negativamente
regulado por Fur, por isso na caréncia de ferro sodA é mais transcrito. Além disso,
na presenca de &cido nalidixico, a proteina MnSOD tem seu nivel aumentado em
duas vezes em E. coli, no entanto, esse antibiético ndo é capaz de gerar superoxido
no citoplasma, mas leva a diminuicdo do ferro disponivel (revisto por Hassan e
Moody, 1987). Sabe-se também que oxigenacdo e diminuicdo do ferro livre,
aumentam a biossintese de MNnSOD em Pseudomonas aeruginosa (HASSEIT et al.,
1993). Portanto, embora no trabalho de Silva Neto et al. (2009) o gene sodA nao
tenha o sitio de ligacdo para Fur em sua regido promotora, Fur pode ser um
regulador indireto desse gene. Por isso, novos estudos serdo necessarios para
caracterizar o papel de Fur na regulacédo do gene sodA de C. crescentus.

Para determinar os agentes indutores e o regulador do gene sodA em C.
crescentus foram feitos ensaios de gRT-PCR com a linhagem selvagem NA1000 e
as linhagens mutantes Afur, AoxyR, AsigF e AsigJ de C. crescentus, na presenca de
agentes oxidantes geradores de superoxido.

Quando as linhagens foram submetidas a 50 uM de paraquat o gene sodA teve
sua expressao aumentada nas linhagens NA1000 e AoxyR, enquanto que na
linhagem Afur n&o ocorreu alteracdo da expressao. Contudo, nas linhagens AsigF e
Asigd o gene sodA foi menos expresso (Figura 34). Com isso entende-se que o
regulador transcricional OxyR, possivelmente, ndo regula a expressao de sodA, visto
que a expressado foi semelhante a encontrada na linhagem selvagem NA1000. O
regulador de transcricdo Fur pode ter uma funcao regulatoria sobre sodA, mesmo
que esta regulagdo seja indireta, pois na auséncia dessa proteina houve alteracéo
na resposta a paraquat. Em adicdo ao resultado demonstrado por Alvarez-Martinez,
Baldini e Gomes (2006) em fase estacionaria, o fator sigma de funcao
extracitoplasmatica o" regula o gene sodA também na presenca de paraquat. Além
disso, o fator sigma de fungao extracitoplasmatica o’ também pode ser um regulador
de sodA, porgque a expressao foi menor nesse mutante.

Na presenca de 50 pM de menadiona o gene sodA teve sua expressao
aumentada nas linhagens NA1000, Afur e AoxyR, ja na linhagem AsigF ndo houve
alteracdo da expressdo, enquanto que na linhagem AsigJ o gene sodA foi menos

expresso (Figura 35). No AoxyR ocorreu o aumento da expressao de sodA maior
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gue o observado na linhagem mutante, contudo, o desvio padrao foi alto e por iSso
serao necessarios novos ensaios para definir a funcdo do regulador de transcricdo
OxyR sobre a regulacdo da transcricdo de sodA. Apesar de ter ocorrido um aumento
da expressédo de sodA no mutante Afur, esse aumento foi menor que o observado
em NA1000 e AoxyR, por isso é possivel que o regular transcricional Fur também
tenha funcao regulatério sobre sodA na presenca de menadiona. Além disso, a
regulacéo de sodA pelo fator sigma de funcéo extracitoplasmatica o” foi corroborada.
No mutante AsigF o aumento da expressédo observada na linhagem selvagem foi
perdido, corroborando a funcéo regulatéria de " sobre o gene sodA na presenca de
superoxido.

Quando as linhagens foram submetidas a 25 uM ou 50 puM de pirogalol o gene
sodA teve sua expressdo aumentada nas linhagens NA1000 e AoxyR, j4 na
linhagem AsigF ndo houve alteracédo da expressao, enquanto que na linhagem AsigJ
o gene sodA foi menos expresso (Figura 36). Assim, 0s agentes oxidantes
menadiona e pirogalol apresentaram o mesmo padrao de inducdo de expressao
para sodA: OxyR provavelmente ndo atua na regulacdo de sodA, enquanto que 0s
fatores sigma de funcéo extracitoplasmatica " e o” possivelmente s&o responsaveis
por sua regulacdo. Na presenca de 25 uM de pirogalol a expressao do gene sodA
ficou inalterada na linhagem NA1000 e aumentou na linhagem Afur.

Acreditamos que isto ocorreu porque na linhagem selvagem a quantidade de
enzimas antioxidantes ja existentes sdo capazes de retirar o superdxido gerado por
25 uM de pirogalol, enquanto que no mutante Afur, que € mais sensivel a estresse
oxidativo, essa concentracado provavelmente foi capaz de gerar superoxido em niveis
superiores ao geralmente retirado pelas enzimas antioxidantes que sao
constitutivamente expressas, necessitando entdo, diferentemente do ocorrido na
linhagem selvagem, aumentar a expressao de sodA.

Dessa forma, o gene sodA foi aparentemente regulado pelos fatores sigma de
funcdo extracitoplasmatica o© e o’. Embora o gene sodA ja seja descrito como
regulado por 6" no inicio da fase estacionaria e na presenca de H,O, (ALVAREZ-
MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006), n6s observamos que ele também regula esse
gene na presenca de superéxidos. O fator o’ ainda ndo foi caracterizado, mas
segundo nossos estudos ele tem papel importante no estresse oxidativo. Além disso,
sodA também pode ser regulado por Fur, visto que a expressdo obervada no

mutante Afur foi sempre diferente da observada na linhagem selvagem NA1000.
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Em adicdo, também foi possivel determinar que os agentes oxidantes paraquat,
menadiona, pirogalol e H,O,, além do DDPi, sdo capazes de induzirem a expressao
de sodA em meio minimo. Com isso, entende-se que sodA € induzido na presenca
de superédxido, mas a técnica que estdvamos usando ndo era capaz de detectar a
inducao.

Em trabalhos com E. coli onde se estudou a proteina codificada pelo gene
sodA, a presenca de paraquat levou ao aumento da biossintese de MnSOD
(HASSAN; FRIDOVICH, 1978). Enquanto a FeSOD de E. coli foi constitutivamente
sintetizada, a MnSOD, aumenta sua atividade especifica de acordo com a
concentracdo de O, taxa de radicais superoxido (SAKAMOTO; TOUATI, 1984) e
presenca de paraquat (HASSAN; MOODY, 1987). Além disso, essa proteina
também foi induzida em condicbes de baixo pH em Lactococcus lactis,
Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus (revisto por BRUNO-BARCENA;
AZCARATE-PERIL; HASSAN, 2010).

Em E. coli, o gene sodA é regulado por varios fatores, dentre eles encontram-
se o regulador de estresse oxidativo SoxRS e o regulador do metabolismo de ferro
Fur (COMPAN; TOUATI, 1993). O regulador SoxRS ativa a transcricdo de sodA em
resposta a drogas ciclo redox (IMLAY, 2013), enquanto o regulador Fur reprime
sodA em aerobiose (COMPAN; TOUATI, 1993). Contudo, em C. crescentus, ndo
encontramos 0s genes homologos aos genes soxR e soxS. Numa comparagéo entre
0s aminodacidos presentes nas proteinas SoxR e SoxS de E. coli, com as sequencias
deduzidas das proteinas de C. crescentus a similaridade entre os aminoacidos foi
muito baixa. Com relacdo a proteina SoxR, o regulador transcricional da familia
MerR (CC_3082) foi a proteina com maior identidade (32%). Para SoxS, o regulador
transcricional da familia AraC (CC_2527), apresentou 34% de identidade com a
proteina de E. coli. Assim, em C. crescentus possivelmente outras proteinas estao

envolvidas na regulagédo de sodA na presenca de drogas geradoras de superoxido.
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Figura 30 - Andlise da expressao de sodA em resposta a paraquat por meio do
ensaio de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase, em meio rico, com o promotor de sodA na fusdo de
transcricdo. B. Andalise da expressdo de sodA em resposta a paraquat por meio de RT-PCR
quantitativo, em meio minimo M2, agc')s 60 min da adi¢éo do indutor. Os niveis de expresséo relativa
foram calculados pelo método 225t ytilizando DnaQ como controle endégeno. Ambos os ensaios
utilizaram a linhagem C. crescentus NA1000.

Figura 31 - Ensaio de atividade da [(-galactosidase com o promotor de sodA na
fusdo de transcricédo
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Analise da expressdo do gene sodA por meio do ensaio de atividade da B-galactosidase com o
promotor sodB na fuséo de transcricdo (pRKlacZ290) com a cultura em fase logaritmica (DOgyx=0,5) e
estacionéria (24 h e 48 h apds a DOgy=0,1). Os ensaios foram realizados em meio rico (PYE) com a
linhagem selvagem C. crescentus NA1000. As médias representam dois ensaios independentes com
triplicata técnica.
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Figura 32 - Andlise da expressdo de sodA em resposta a peroxidos por meio do
ensaio de atividade da -galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de sodA no pRKlacz290 (fusdo de
transcri¢céo), em meio complexo, na presenca ou auséncia de H,0,. B. Andlise da expressdo de sodA
em resposta a 60 uM de perdxido de hidrogénio por meio de RT-PCR quantitativo. C. Analise da
expressdo de sodA em resposta a 200 puM de tert-butil hidroperdoxido por meio de RT-PCR
quantitativo. Os ensaios de gRT-PCR foram realizados com culturas que cresceram em meio minimo
M2G. Os niveis de expressdo relativa foram calculados pelo método 2%°' utilizando Rho como
controle endégeno. Quando o desvio padrdo néo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio. Ambos os ensaios de atividade da 3-galactosidase e RT-PCR quantitativo foram feitos com a
linhagem NA1000 de C. crescentus.
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Figura 33 - Andlise da expressdo de sodA em resposta a ferro por meio do ensaio
de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase com a linhagem selvagem de C. crescentus NA1000 com o
promotor de sodA na fusdo de transcricdo, crescendo em meio rico com 100uM FeSO,4 ou 100uM
DDPi ou sem agentes. B. Ensaio de atividade da [(-galactosidase com a linhagem C. crescentus
NA1000 com o promotor de sodA no pRKlacz290, em meio rico com 100uM FeSO,4 ou 100uM DDPI
ou sem agentes. C. Analise da expressdo de sodA em resposta a ferro por meio de RT-PCR
quantitativo na linhagem NA1000 cultivada em suficiéncia de ferro (FeSO4) ou limitacdo (DDPi) em
meio minimo M2G. Os niveis de expresséo relativa foram calculados pelo método 224! utilizando
Rho como controle endégeno. Quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado
refere-se a um ensaio.
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Figura 34 - Andlise da expressdo de sodA em resposta a paraquat por meio de RT-
PCR quantitativo
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A expressao do gene sodA foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 uM de paraquat, quando cultivada em meio minimo
M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ como
controle endégeno Em cada ensaio a média e desvio padrdo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 35 - Andlise da expressao de sodA em resposta a menadiona por meio de
RT-PCR quantitativo
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A expressédo do gene sodA foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 uM de menadiona, quando cultivada em meio
minimo M2G. Os niveis de expresséo relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ
como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrao representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 36 - Analise da expresséo de sodA em resposta a pirogalol por meio de RT-
PCR quantitativo
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A expressao do gene sodA foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 pM ou 25 pM de pirogalol, quando cultivada em
meio minimo M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 2
DnaQ como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrédo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um

ensaio.

utilizando
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3.5 Andlise da expresséao de sodB

A expressao do gene sodB foi avaliada utilizando o ensaio de atividade da [3-
galactosidase com as culturas crescendo exponencialmente em meio PYE e M2G
em condicdes normais e de estresse oxidativo, gerado pela adicdo de H,O,,
paraquat, FeSO, ou DDPi. Os ensaios iniciais de gRT-PCR foram feitos em meio
minimo (M2G) acrescido dos seguintes agentes: paraquat, menadiona, pirogalol,
FeSO,4, DDPi, H,O, ou tBOOH, nas culturas crescendo exponencialmente, com
posterior comparacao dos niveis relativos com os niveis de NA1000 sem exposi¢ao
aos agentes.

Para iniciar a caracterizacdo da expressdo de sodB, fizemos ensaios de
atividade da B-galactosidase para determinar se ha diferencas na expressao entre
as fases exponencial e estacionéria (Figura 37). Neste ensaio, foi possivel observar
gue na fase estacionaria a expressao de sodB € maior que a apresentada na fase
logaritmica. Segundo Schnell e Steinman (1995), FeSOD tem a atividade mantida
nas fases exponencial e estacionaria em C. crescentus CB15. Todavia, no trabalho
desses autores eles avaliaram a atividade da proteina, enquanto no nosso trabalho
avaliamos a transcricdo do gene, por isso, 0s resultados podem apresentar
diferencas, visto que pode existir regulacao pos-transcricional para FeSOD.

Além disso, quando Schnell e Steinman realizaram seu trabalho eles néo
quantificaram a atividade da MnSOD codificada pelo gene sodA, pois essa proteina
nao estava identificada em C. crescentus. Com isso, a atividade total de SOD, que
foi considerada como sendo a de FeSOD juntamente com a de Cu/ZnSOD, e
atividade atribuida a FeSOD, podem também conter a possivel atividade da MnSOD.
Portanto, a auséncia de inducdo de atividade na fase estacionaria atribuida a
FeSOD demonstrada por Schnell e Steinman (1995), pode ter sido consequéncia da
auséncia de inducédo de MnSOD, visto que sodA tem sua maior expressao na fase
exponencial com progressiva reducdo de expressdo na fase estacionaria
(ALVAREZ-MARTINEZ et al, 2006), diluindo assim, a inducdo de sodB. Em
Pseudomonas putida e E. coli, FeSOD € constitutivamente sintetizada e presente em
ambos 0s crescimentos aerobio e anaerdbio (revisto por HASSAN; FRIDOVICH,
1977; KIM; MILLER; ANDERSON, 1999), contudo a expressao na fase estacionaria
nao foi avaliada nestes trabalhos.
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Também testamos perdxidos como possiveis agentes indutores da expressao
de sodB. Por meio do ensaio de atividade da -galactosidase, foi possivel observar
que sodB de C. crescentus NA100O ndo mostrou um aumento de expressdo nos
ensaios com H,0O, (Figura 38A). No entanto, no ensaio de qRT-PCR na presenca de
H.O, ou tBOOH (Figura 38B e 38C) houve um pequeno aumento da expressao de
sodB. De maneira geral, entende-se que o peroxido de hidrogénio ndo induziria a
expressdo do gene sodB, porque as superoxido dismutases sdo responsaveis pela
retirada de superoxido da célula transformando-o em peréxido de hidrogénio que é
retirado pelas enzimas catalases e alquil-hidroperéxido redutases (Fridovich, 1995).
Entretanto, como discutido na secdo 3.4, as superoxido dismutases poderiam ter sua
expressao aumentada na presenca de peroxidos para prevenir a formacéao do radical
hidroxila por meio da reacdo de Haber-Weiss.

Além de testar a inducdo da expressdo de sodB com agentes oxidativos,
também foi feito ensaio de atividade da (B-galactosidase com excesso e caréncia de
ferro, pois nos trabalhos de Silva Neto (2011), FeSOD foi induzida em excesso de
ferro (100 uM FeSO,), e positivamente regulada por Fur nos ensaios de Northern
blot, qRT-PCR e atividade de SOD em gel. Em nosso trabalho utilizando o ensaio de
atividade da B-galactosidase, observamos que n&o houve aumento da expresséo de
sodB em meio rico (Figura 39A) ou meio minimo (Figura 39B), tanto na caréncia
guanto no excesso de ferro. Embora os graficos demonstrem uma tendéncia de
aumento da expressao de sodB em algumas condi¢des, no ensaio de atividade da [3-
galactosidase a diferenca encontrada, aproximadamente 50 unidades Miller, é muito
pequena para ser considerada um indicio de indugcéo. No ensaio de qRT-PCR, em
meio minimo, na presenca de FeSO, ou DDPI, ndo houve aumento da expresséo de
sodB em ambas as condi¢cbes (Figura 39C). Esses dados sédo corroborados pelo
estudo de Silva Neto, Lourenco e Marques (2013) que demonstrou que em C.
crescentus crescendo em meio rico, 0 gene sodB foi menos expresso no mutante
Afur e a regulagédo dependente de ferro ndo foi observada nos ensaios de
microarranjos de DNA, demonstrando que sodB, diferentemente do observado em
outras bactérias, nao foi afetado pela limitacéo de ferro.

Segundo Massé e Gottesman (2002), em E. coli, sodB é positivamente
regulado por Fur, por isso na caréncia de ferro a transcricdo de sodB é diminuida,
mas quando ferro estd em excesso a transcricdo de sodB aumenta. Em C.

crescentus NA1000, Silva Neto e colaboradores (2009) estudaram o0s genes
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regulados por Fur, mas ndo encontraram sitio de ligacdo para Fur na regido
promotora de sodB. Contudo, sabe-se que alguns dos genes regulados
positivamente por Fur ndo possuem “Fur boxes”, sendo essa regulacdo positiva
devido a um mecanismo molecular indireto de regulacdo (Vecerek et al., 2003). No
entanto, ainda nao foi possivel definir um pequeno RNA em C. crescentus, com a
mesma funcdo do RNA RhyB de E. coli, para verificar se ele também esta regulando
sodB. Com isso, acreditamos que mais estudos serdo necessarios para definir o
efeito do ion ferro sobre a expressdo do gene sodB de C. crescentus NA1000 em
meio minimo e meio complexo.

Com o intuito de verificar se ocorre inducdo da expressao de sodB na presenca
de superoxido fizemos ensaios de atividade da B-galactosidase com a droga ciclo
redox paraquat. Por meio desse ensaio ndo foi possivel observar a inducdo da
expressdo do gene sodB (Figura 40A). Além disso, no ensaio de gRT-PCR com
paraquat houve um pequeno aumento da expressdo de sodB, na linhagem
selvagem, quando exposta a 50 uM de paraquat (Figura 40B). Esses resultados séo
corroborados pelo estudo de Carlioz e Touati (1986), pois apesar de terem
observado que em E. coli o mutante para FeSOD é mais sensivel a paraquat que a
cepa selvagem, a andlise das proteinas FeSOD e MnSOD na cepa selvagem na
presenca de 5 uM ou 50 pM de paraquat, demonstrou que apenas a MnSOD foi
induzida, enquanto que a atividade da FeSOD foi constante. Essas autoras também
demonstraram que nos mutantes sodA e sodB de E. coli o padrdo de inducéo na
presenca de paraquat, observado na linhagem selvagem, foi mantido nas duas
linhagens mutantes, caracterizando a auséncia de uma regulagcdo compensatoéria
entre as SODs citoplasmaticas, pois no mutante sodA na presenca de paraquat ndo
houve alteracdo na atividade da FeSOD, enquanto que no mutante sodB ocorreu
inducdo de MnSOD na presenca de paraguat.

Para verificar a expressao e a regulacdo do gene sodB em C. crescentus na
presenca de outros agentes oxidantes geradores de superoxido, foram feitos
ensaios de gRT-PCR com a linhagem selvagem NA1000 e as linhagens mutantes
Afur, AoxyR, AsigF e AsigJd de C. crescentus.

Na presenca de 50 uM de paraquat o gene sodB foi mais expresso na linhagem
NA1000, enquanto nas linhagens Afur, AoxyR, AsigF, e AsigJ foi menos expresso
(Figura 41). Com isso, entende-se que os reguladores de transcricdo Fur e OxyR,

juntamente com os fatores sigma de funcgdo extracitoplasmatica o e o podem
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influenciar a transcricdo de sodB. Contudo, a identificacdo de um possivel regulador
na presencga de paraquat tornou-se menos confiavel porque expresséo relativa de
sodB na linhagem NA1000 foi menor que 2 vezes.

Quando as linhagens foram submetidas a 50 uM de menadiona o gene sodB
teve sua expressdo aumentada nas linhagens NA1000, Afur e AsigF, ja nas
linhagens AoxyR e AsigJ o gene sodB néao teve alteracdo na expressao (Figura 42).
Na linhagem Afur o aumento da expressédo foi menor que o observado na linhagem
selvagem, por isso o regulador transcricional Fur ainda pode ter funcéo regulatoria
sobre o gene sodB. No AsigF, o resultado inicial indica que este fator sigma de
funcdo extracitoplasmatica nao influencia a regulacéo da transcricdo de sodB pois a
expressao foi semelhante a encontrada na linhagem selvagem NA1000, contudo
novos ensaios serdo necessarios para definir a fungdo de o na regulacdo de sodB.
O regulador de transcricdo OxyR e o fator sigma de funcdo extracitoplasmatica o”,
possivelmente estdo envolvidos na regulacdo de sodB. Mas, nos ensaios com 0O
AoxyR o desvio padrao esta alto e por isso ndo podemos definir o padrédo de
expressdo do gene sodB nesta linhagem mutante. Além disso, o aumento da
expressdo de sodB na presenca de menadiona foi maior que o observado na
presenca de paraquat, demonstrando que a droga ciclo redox menadiona foi mais
habil para gerar superéxido no citoplasma de C. crescentus, isso pode ter ocorrido
porque a vitamina K3 poderia entrar na célula com mais facilidade que o paraquat,
uma vez que € um composto que poderia ser utilizado no metabolismo celular.

Na presenca de 25 pM ou 50 pM de pirogalol o gene sodB ndo apresentou
alteracOes de expressdo nas linhagens NA1000, Afur, AoxyR e AsigF. No entanto,
na linhagem AsigJ o gene foi menos expresso (Figura 43). Consequentemente, 0s
reguladores de transcricio OxyR e Fur, além do fator sigma de funcéo
extracitoplasmatica o ndo demonstraram funcéo regulatéria na transcricdo de
sodB. No entanto, o fator sigma de fungdo extracitoplasmatica o”, mais uma vez,
pode estar envolvido na regulacdo de sodB, pois na presenca de todos os geradores
de superoxido utilizados nesse trabalho a expressdo de sodB apresentada em
NA1000 é diminuida no AsigJ.

De maneira geral, o gene sodB foi principalmente regulado pelo fator sigma de
funcdo extracitoplasmatica o’. Contudo, ainda é necessario determinar outros
agentes, além da menadiona, que sejam capazes de induzirem a expressao de

sodB. Além disso, um ensaio de gRT-PCR quantitativo, com analise da expresséo
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absoluta ao invés da expressdo relativa, poderia demonstrar se 0s niveis
constitutivos de sodB na linhagem selvagem sao suficientes para retirada do
superoxido testado e se os niveis constitutivos de sodB nas linhagens mutantes é
diferente do apresentado na linhagem NA1000 de C. crescentus.
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Figura 37 - Ensaio de atividade da [(-galactosidase com o promotor de sodB na
fusdo de transcricéo
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Andlise de expressdo por meio do ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de sodB na
fusdo de transcricdo, quando a cultura estava em fase logaritmica (DOg=0,5) e estacionaria (24 h e
48 h ap6s a DOg=0,1). Os ensaios foram realizados em meio rico (PYE) com a linhagem selvagem
C. crescentus NA1000. As médias representam dois ensaios independentes com triplicata técnica.
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Figura 38 - Andlise da expressdo de sodB em resposta a peroxidos por meio do
ensaio de atividade da -galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de sodB na fuséo de transcricdo, em meio
complexo na presenga ou auséncia de H,O,. B. Andlise da expresséo de sodB, por meio do ensaio
de RT-PCR quantitativo, em resposta a 60 uM de peréxido de hidrogénio. C. Analise da expressao de
sodB em resposta a 200 uM de tert-butil hidroperéxido por meio de RT-PCR quantitativo. Os ensaios
de gRT-PCR foram realizados com culturas que cresceram em meio minimo M2G. Os niveis de
expressdo relativa foram calculados pelo método 222 ytilizando Rho como controle endégeno.
Quando o desvio padrdo néo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um ensaio. Ambos 0s
ensaios de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo foram feitos com a linhagem NA1000
de C. crescentus.
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Figura 39 - Andlise da expressdo de sodB em resposta a ferro por meio do ensaio
de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de sodB na fuséo de transcricdo, em meio
rico PYE, com 100uM FeSO, ou 100uM DDPi ou sem agentes. B. Ensaio de atividade da [-
galactosidase com o promotor de sodB no pRKlacZ290 em meio minimo M2G, com 100uM FeSO, ou
100uM DDPi ou sem agentes. C. Analise da expressdo de sodB em resposta a ferro por meio de RT-
PCR quantitativo, em meio minimo M2G. Os niveis de expresséo relativa foram calculados pelo
método 2" utilizando Rho como controle enddgeno. Quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o
valor apresentado refere-se a um ensaio. Os trés ensaios foram realizados com a linhagem C.
crescentus NA100O cultivada em suficiéncia de ferro (FeSO4), limitacdo (DDPi) ou sem adi¢do de
compostos.

Figura 40 - Andlise da expressao de sodB em resposta a paraquat por meio do
ensaio de atividade da B-galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da B-galactosidase com o promotor de sodB na fuséo de transcricdo, em meio
rico, na presenca ou auséncia de paraquat. B. Analise da expressdo de sodB em resposta a paraquat
em meio minimo M2, por meio de RT-PCR quantitativo. Os niveis de expressao relativa foram
calculados pelo método 222C ytilizando DnaQ como controle endégeno. Ambos os ensaios utilizaram
a linhagem C. crescentus NA1000.
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Figura 41 - Andlise da expresséo de sodB em resposta a paraquat por meio de RT-
PCR quantitativo
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A expressao do gene sodB foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 pM de paraquat, quando cultivada em meio minimo
M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ como
controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrao representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 42 - Andlise da expressao de sodB em resposta a menadiona por meio de
RT-PCR quantitativo
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A expressao do gene sodB foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 pM de menadiona, quando cultivada em meio
minimo M2G. Os niveis de expresséo relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ
como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrdo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 43 - Analise da expresséo de sodB em resposta a pirogalol por meio de RT-

PCR quantitativo
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A expressao do gene sodB foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 pM ou 25 pM de pirogalol, quando cultivada em

meio minimo M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 2

utilizando

DnaQ como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padréo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um

ensaio.
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3.6 Andlise da expresséao de sodC

Utilizamos o ensaio de atividade da [-galactosidase para avaliar a expressao
do gene sodC sob condi¢cbes normais e de estresse oxidativo gerado pela adicao de
H.O, ou paraquat nas culturas crescendo exponencialmente em meio PYE e M2G.
Também realizamos ensaios de qRT-PCR em meio minimo (M2G) acrescido dos
seguintes agentes: paraquat, menadiona, pirogalol, H,O, ou tBOOH (tert-butil
hidroperdxido) nas culturas crescendo exponencialmente, para definir o padrédo de
expressao e a regulacdo do gene sodC.

Com o intuito de analisar os niveis de expressdo do gene sodC nas fases
exponencial e estacionaria em meio rico, ensaios de atividade da B-galactosidase,
foram realizados no meio da fase logaritmica e na fase estacionaria (Figura 44).
Nesse ensaio foi possivel observar que ocorreu um aumento da expressao do gene
sodC, que codifica a enzima CuZnSOD, na fase estacionaria. No trabalho de Schnell
e Steinman (1995) foi observado que na fase estacionaria 0s niveis da proteina
CuzZnSOD de C. crescentus CB15 aumentam em 3,7 vezes, em meio PYE,
corroborando a indugéo da expressédo do gene encontrada nesta fase em nosso
trabalho.

Utilizando o ensaio de atividade da B-galactosidase também testamos se havia
inducdo da expressdo de sodC na presenca de H,O,, mas ndo observamos
alteracdes na expressao desse gene (Figura 45A). O mesmo ocorreu no ensaio de
gRT-PCR com peroéxidos, pois a expressao relativa do RNAm de sodC na presenca
de H,O, ou tBOOH foi menor que 1,5 vezes (Figuras 45B e 45C). Esses resultados
demonstram que o gene sodC possivelmente ndo € induzido pela presenca de
peréxidos. Usualmente, entende-se que os perdxidos nao induziriam a expressao
dos genes codificadores das enzimas superoxido dismutases, como descrito na
secdo 3.5. Consequentemente, a auséncia de aumento da expressdo de sodC na
presenca de peroxidos, possivelmente, € uma caracteristica normal para esse gene.

A fim de avaliar a existéncia de inducdo da expressao de sodC por agentes
geradores de superoxido ensaios de atividade da B-galactosidase foram realizados
em meio rico na presenca e auséncia de paraquat. Por meio desse ensaio nao foi
possivel observar a inducdo da expressao do gene sodC (Figura 46A). Igualmente,
no ensaio de gRT-PCR com paraquat, também nao observamos aumento da
expressao de sodC, na linhagem selvagem, quando exposta a 50 UM de paraquat
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(Figura 46B), pois embora a média da expressao relativa esteja proxima a 2 vezes, a
extensdo do desvio padrdo anulou o indicio de inducdo. Esse padrdo de expressao é
esperado para sodC, visto que em C. crescentus CB15 ndo ocorreu inducao de
CuzZnSOD na presenca desse agente oxidante, enquanto que em E. coli, a indugéo
desse gene ocorre apenas na fase estacionaria e na presenca de menadiona
(IMLAY; IMLAY, 1996; KUMAR; GAUTAM; SHARMA, 2013; SCHNELL; STEINMAN,
1995).

Outros ensaios de gRT-PCR com a linhagem selvagem NA1000 e as linhagens
mutantes Afur, AoxyR, AsigF e AsigJ de C. crescentus, na presenca de agentes
oxidantes geradores de superéxido, iniciaram a definicdo dos agentes indutores e
dos possiveis reguladores do gene sodC em C. crescentus.

Quando as linhagens foram submetidas a 50 UM de paraquat o gene sodC teve
sua expressdo aumentada na linhagem Afur, enquanto que nas linhagens NA1000 e
AsigF a expressao relativa foi menor que 2 vezes. Contudo, nas linhagens AoxyR e
AsigJ o gene sodC foi menos expresso (Figura 47). Com isso, acreditamos que o
fator sigma de funcdo extracitoplasmatica o ndo esta envolvido na regulacéo da
expressdo de sodC, porque 0s niveis de expressdo para esse gene na linhagem
selvagem NA1000 e na linhagem mutante AsigF foram semelhantes. Na linhagem
mutante Afur, os niveis de expressdo de sodC foram aumentados, mas o0 desvio
padrdo também foi alto, por isso € possivel que o regulador de transcricdo Fur ndo
tenha influéncia sobre a regulacdo de sodC, além disso, segundo o trabalho de Silva
Neto et al. (2009) o gene sodC ndo pertence ao regulon de Fur. Assim,
possivelmente o regulador transcricional OxyR e o fator sigma de funcao
extracitoplasmatica o” sdo os reguladores que podem estar envolvidos na regulacéo
de sodC.

Na presenca de 50 pM de menadiona o gene sodC teve sua expressao
aumentada nas linhagens NA1000, Afur e AsigF, ja na linhagem AoxyR a expressao
relativa de 0,7 vezes, juntamente com desvio padrdo, ddo o indicio de que nao
houve alteracdo da expressdo, enquanto que na linhagem AsigJ o gene sodC foi
menos expresso (Figura 48). Assim, entende-se que o fator sigma de funcao
extracitoplasmatica o ndo influenciou a regulacéo da transcricéo de sodC, visto que
a expressdo foi semelhante a encontrada na linhagem selvagem NAZ1000,
corroborando o resultado observado no ensaio com paraquat. No Afur o aumento da

expressao de sodC foi maior que o observado na linhagem selvagem, isto pode ter
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ocorrido porque, como descrito na secdo anterior, a auséncia do controle da
concentracdo de ferro no citoplasma pode aumentar a quantidade de espécies
reativas de oxigénio formadas, ou quantidades menores de agentes oxidantes neste
mutante podem gerar um estresse oxidativo maior, e por iSSoO Sa0 necessarias
proteinas antioxidantes acima da quantidade constitutivamente expressa. Além
disso, a possivel regulacdo de sodC pelo fator sigma de funcdo extracitoplasmatica
o” foi corroborada. Novamente, como observado na anélise da expresséo de sodB, o
aumento da expressao de sodC na presenca de menadiona, mas nao na presenca
de paraquat, demonstrou que a droga ciclo redox menadiona pode ser mais habil
para gerar superoxido no citoplasma de C. crescentus. Em E. coli, também foi
demonstrado que o gene sodC tem sua expressao aumentada na presenca de
menadiona, por meio de um ensaio de microarranjos de DNA (KUMAR; GAUTAM,;
SHARMA, 2013).

Quando as linhagens foram submetidas a 25 pM ou 50 pM de pirogalol o gene
sodC teve sua expressdo aumentada nas linhagens Afur e AsigF, ja nas linhagens
NA1000 e AoxyR, ndo houve alteracdo da expressdo, enquanto que na linhagem
Asigd o gene sodC foi menos expresso (Figura 49). Assim, o regulador de
transcricdo OxyR ndo atua na regulacdo de sodC, visto que sua expressao foi
semelhante a encontrada na linhagem selvagem. Enquanto que o fator sigma de
funcdo extracitoplasmatica o” possivelmente é responsavel por sua regulacdo posto
que, novamente, sodC teve sua expressdo menor neste mutante. Na presenca de 25
UM de pirogalol a expressdo do gene sodC ficou inalterada na linhagem NA1000 e
aumentou na linhagem Afur. O mesmo ocorreu quando analisamos a expresséo de
sodA no Afur, corroborando a hipotese de que na linhagem selvagem a quantidade
de enzimas antioxidantes ja existentes sdo capazes de retirar o superoxido gerado
por 25 uM de pirogalol, enquanto que no mutante Afur, que é mais sensivel a
estresse oxidativo, essa concentracao provavelmente foi capaz de gerar superoxido
em niveis superiores ao geralmente retirado pelas enzimas antioxidantes,
necessitando entdo, diferentemente do ocorrido na linhagem selvagem, aumentar a
expressao de sodC.

No trabalho de Schnell e Steinman (1995), o mutante nulo para sodC de C.
crescentus CB15 foi submetido a testes com pirogalol em meio complexo. Nessas
condi¢bes foram feitos ensaios de sobrevivéncia, onde o mutante SodC" foi 2 vezes

mais sensivel em fase exponencial e 20 vezes mais sensivel em inicio de fase
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estacionaria do que a cepa selvagem. Além disso, Steinman (1993) demonstrou que
o mutante de CuzZnSOD de C. crescentus CB15 ndo apresenta resposta diferente
com relacdo a linhagem selvagem CB15 quando exposta a paraquat. Esses autores
justificaram esse fenotipo com os dados de Hassan e Fridovich (1979) porque eles
concluiram que paraquat forma superoxido apenas no citoplasma e superédxido nao
atravessa a membrana de gram-negativas.

No entanto, nosso trabalho demonstrou que a ativacao da transcricdo do gene
sodC ocorre na presenca de superdxido no citoplasma quando a célula é exposta a
menadiona, contudo essa inducdo ndo ocorreu na presenca de paraquat ou
pirogalol. Essa diferenca de indutores entre os trés trabalhos pode ser devido ao
meio utilizado: nos trabalhos de Schnell e Steinman (1995) e Steinman (1993) os
agentes oxidantes, paraquat ou pirogaol, foram adicionados as culturas que
cresciam em meio complexo PYE, enquanto que no nosso trabalho nés utilizamos o
meio minimo M2G.

Quando analisamos a mudanca no pH do meio durante o crescimento de C.
crescentus NA1000 em meio minimo e meio rico, encontramos que durante o
crescimento em M2G o meio torna-se acidificado, com pH inicial 7 e ap6s 8 h de
crescimento o pH estava proximo a 6 (Figura 50A). Esta acidificacdo do meio
ocorreu principalmente durante a fase exponencial do crescimento e manteve-se
inalterado apds a fase estacionaria. No meio rico PYE, o pH inicial também foi 7,
mas ao longo do crescimento foi ocorrendo a alcalinizacdo do meio que chegou a
8,5 apobs 12 h de crescimento (Figura 50B). Os ensaios de expressado apresentados
neste trabalho foram geralmente realizados no meio da fase logaritmica, durante
este periodo em meio minimo o pH observado foi de 6,8, enquanto no meio rico foi
7,8.

Com isso, durante os ensaios com M2G o pH da cultura ndo anulou o efeito
do pirogalol, que é inativado em pH 8,2 (Schnell e Steinman 1995). Além disso, a
concentracédo do agente oxidante utilizada foi diferente, enquanto em nosso trabalho
utilizamos 50 uM de paraquat, menadiona e pirogalol, nos trabalhos citados foram
utilizados 200 puM ou 500 uM de paraquat e 1 mM ou 2 mM de pirogalol. Em nosso
estudo essas concentracdes utilizadas nos trabalhos anteriores ndo foram utilizadas
porque causavam a morte das culturas que cresciam em M2G inviabilizando a

execucao dos experimentos (Figuras 8, 9 e 13).
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Na presenca de FeSO, e DDPi o ensaio de gRT-PCR indicou que
provavelmente esses agentes nao interferem na inducédo de sodC pois na presenca
de FeSO, (0,77 vezes) ou DDPi (1,49 vezes) os niveis de RNAmM estdo muito
proximos aos dos encontrados quando ndo ha estresse na célula (dados nao
apresentados).

Dessa forma, o gene sodC foi aparentemente regulado pelo fator sigma de
fungdo extracitoplasmatica o”, corroborando a hipétese de que esse sigma tem
papel importante no estresse oxidativo. Contudo, ainda € necessario determinar
outros agentes, além da menadiona, que sejam capazes de induzir a expresséo de
sodC. Demonstramos, também, que sodC ¢é induzido na presenca de superdxido no
citoplasma, mas ainda nao foi possivel determinar se sodC é regulado pelo mesmo
fator na presenca de superoxido apenas no periplasma.

Em E. coli, o gene sodC é induzido pelo fator sigma RpoS em fase estacionaria
e pela fumarato nitrato redutase (Fnr) em condicdo anaerdbica (GORT; FERBER,;
IMLAY, 1999). No entanto, em a-proteobactérias ndo foi encontrado um gene
homologo ao rpoS (revisto por ALVAREZ-MARTINEZ; BALDINI; GOMES, 2006), e
por isso ndo foi possivel encontrar o mesmo regulador para sodC em E. coli (y-
proteobactéria) e em Caulobacter crescentus (a-proteobactéria). Contudo, no grupo
das o-proteobactérias foram encontrados 55 ECFs exclusivos, denominados ECF15-
EsfG-like, que sdo fortemente sugeridos como o0s reguladores de resposta a
estresse geral (STARON et al., 2009). Dentre estes ECFs encontra-se o fator sigma
T de C. crescentus envolvido na resposta a Varios estresses e por isso foi
considerado um sigma de resposta a estresse geral, contudo os genes regulados
por este sigma ja foram estudados (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2007; LOURENCO;
KOHLER; GOMES, 2011), mas os genes do presente trabalho n&do foram
encontrados como regulados por ¢'. Com isso, outros ECF15-EsfG-like, como o
fator sigma J de C. crescentus, que durante os nossos ensaios de gRT-PCR
demonstrou-se envolvido na regulacdo dos genes sodA e sodC, que codificam
proteinas envolvidas na resposta a estresse oxidativos, pode ser outro sigma de

resposta a estresse oxidativo nesta bactéria.
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Figura 44 - Ensaio de atividade da [-galactosidase com o promotor de sodC na
fusdo de transcricéo
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Andlise de expressdo por meio do ensaio de atividade da -galactosidase com o promotor de sodC
na fusdo de transcri¢cdo, quando a cultura estava em fase logaritmica (DOgx0=0,5) e estacionaria (24 h
e 48 h ap6s a DOgyp=0,1). Os ensaios foram realizados em meio rico (PYE) com a linhagem selvagem
C. crescentus NA1000. As médias representam dois ensaios independentes com triplicata técnica.
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Figura 45 - Andlise da expressdo de sodC em resposta a perdxidos por meio do
ensaio de atividade da -galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da 3-galactosidase com o promotor de sodC na fusdo de transcricdo em meio
complexo na presenca ou auséncia de H,O,. B. Andlise da expressé@o de sodC em resposta a 60 uM
de peréxido de hidrogénio por meio de RT-PCR quantitativo. C. Andlise da expressdo de sodC em
resposta a 200 uM de tert-butil hidroperéxido por meio de RT-PCR quantitativo. Os niveis de
expressdo relativa foram calculados pelo método 25¢ ytilizando Rho como controle endogeno.
Quando o desvio padrdo néo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um ensaio. Ambos 0s
trés ensaios foram realizados com a linhagem NA1000 de C. crescentus.
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Figura 46 - Andlise da expressao de sodC em resposta a paraquat por meio do
ensaio de atividade da -galactosidase e RT-PCR quantitativo
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A. Ensaio de atividade da 3-galactosidase com o promotor de sodC no pRKlacZ290, em meio rico na
presenca ou auséncia de paraquat. B. Andlise da expressdo de sodC em resposta a paraquat, em
meio minimo M2, por meio de RT-PCR quantitativo. Os niveis de expressao relativa foram calculados
pelo método 22%¢ ytilizando DnaQ como controle endoégeno. Em ambos os ensaios foi utilizada a
linhagem C. crescentus NA1000.
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Figura 47 - Andlise da expressao de sodC em resposta a paraquat por meio de RT-

PCR quantitativo
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A expressao do gene sodC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 pM de paraquat, quando cultivada em meio minimo
M2G. Os niveis de expressao relativa foram calculados pelo método 225 ytilizando DnaQ como
controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrdo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um

ensaio.
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Figura 48 - Analise da expressao de sodC em resposta a menadiona por meio de
RT-PCR quantitativo
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A expressao do gene sodC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 uM de menadiona, quando cultivada em meio
minimo M2G. Os niveis de expresséao relativa foram calculados pelo método 2724 ytilizando DnaQ
como controle endégeno. Em cada ensaio a média e desvio padrdao representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 49 - Analise da expresséo de sodC em resposta a pirogalol por meio de RT-
PCR quantitativo
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A expresséo do gene sodC foi analisada por meio do ensaio de RT-PCR quantitativo. Os niveis do
RNAm deste gene foram analisados nas linhagens selvagem (NA1000) e mutantes (Afur, AoxyR,
AsigF e AsigJ) de C. crescentus em resposta a 50 uM ou 25 uM de pirogalol, quando cultivada em
meio minimo M2G. Os niveis de expresséo relativa foram calculados pelo método 2728 ytilizando
DnaQ como controle enddgeno. Em cada ensaio a média e desvio padrédo representam dois ensaios
independentes, quando o desvio padrdo ndo estiver indicado o valor apresentado refere-se a um
ensaio.
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Figura 50 - Analise da alteragdo do pH em culturas de C. crescentus NA1000
crescendo em meio minimo ou meio complexo
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3.7 Andlise geral da expressédo e regulacdo dos genes de resposta a estresse

oxidativo

Ao longo deste trabalho, definimos alguns agentes indutores e possiveis
reguladores para quatro genes envolvidos na resposta a estresse oxidativo de C.
crescentus NA100O. Estes resultados foram obtidos por meio do ensaio de gRT-PCR
com culturas que cresceram em meio minimo (Tabela 7). Para formacdo desta
tabela consideramos que houve aumento da expressédo quando o gene apresentou a
expressao relativa entre 2 e 3 vezes (2 =2 x < 3). Quando a expressao relativa ficou
acima de 3 vezes (x > 3), consideramos que houve um grande aumento da
expressao do gene. Se a expressao do gene ficou entre 0,51 e 1,99 vezes (0,5 > x <
2) consideramos que nao houve alteracdo na expressdo do gene, e o gene foi
menos expresso quando a expressao relativa foi menor ou igual a 0,5 vezes (x <
0,5).

Na linhagem selvagem foi possivel observar que os quatro genes estudados
no presente trabalho tiveram suas expressfes alteradas na presenca de diversos
agentes oxidantes. Na presenca de paraquat os genes ahpC e sodA tiveram as
expressbes relativas bastante aumentadas, demonstrando que na linhagem
selvagem as proteinas de resposta a estresse oxidativo sdo utilizadas
conjuntamente na retirada de superéxido, que € convertido a perdxido de hidrogénio,
do citoplasma celular. A droga ciclo redox menadiona foi 0 agente oxidante que
aumentou a expressdo dos quatro genes estudados neste trabalho, enquanto o
pirogalol influenciou a expressdo apenas do gene sodA. Portanto, a utilizagdo de
varias drogas geradoras da mesma espécie reativa de oxigénio, o anion superoxido,
permitiu a observacéo de diferentes padrées de resposta a estresse, demonstrando
gue para cada alteracao encontrada no meio Caulobacter pode adaptar-se utilizando
proteinas diferentes que provavelmente estdo sobre o controle de reguladores
distintos.

Na linhagem selvagem, também observamos que os genes ahpC e sodA
tiveram as expressoes relativas aumentadas na presenca de peroxido de hidrogénio,
mas 0 mesmo nhao ocorreu na presenca de peroxido organico, pois nenhum dos
genes estudados por ensaios de gRT-PCR, tiveram a expressdo alterada na
presenca deste agente oxidante, entretanto, a inducdo de ahpC por tBOOH foi

observada em ensaios de p-galactosidase em meio complexo PYE. Em condi¢des
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de crescimento com excesso de ferro devido a complementacdo com FeSO,, 0S
genes sodA e sodB foram menos expressos, enquanto em condicbes de
crescimento com caréncia de ferro, devido a na presenca do quelante DDPi, sodA foi
mais expresso e sodB foi menos expresso.

A linhagem mutante Afur demonstrou-se bastante sensivel aos diversos
agentes estressores utilizados, pois em varias condi¢cdes 0s genes de resposta a
estresse oxidativo foram observados com a expressdo relativa aumentada.
Diferentemente do observado na linhagem selvagem, nesta linhagem mutante o
gene ahpC foi mais expresso na presenca de pirogalol e o gene sodA foi
diferencialmente expresso na presenca de paraquat e pirogalol. Em trabalhos
anteriores foi demonstrado que o regulador transcricional Fur € responsavel pela
regulacdo dos genes sodA e sodB em E. coli, e do gene sodB em C. crescentus
(CONPAN; TOUATI, 1993; MASSE; VANDERPOOL; GOTTESMAN, 2005; SILVA
NETO; LOURENCO; MARQUES, 2013). Adicionalmente, em nosso estudo o gene
sodA de C. crescentus também pode ser regulado por Fur.

Nos ensaios com a linhagem mutante AoxyR, o gene ahpC foi 0 gene com o
padrdao de expressdo mais alterado com relacdo ao observado na linhagem
selvagem. Na presenca de todas as drogas geradoras do anion superoxido, a
expressdo do gene ahpC foi diminuida na linhagem mutante, confirmando a
regulacdo pelo regulador de transcricdo OxyR que foi observada nos ensaios de
atividade da [(-galactosidase. Nesta linhagem mutante os genes sodB e sodC
também foram menos expressos na presenca de paraquat e menadiona, quando
comparamos com a expressdo observada na linhagem selvagem. Demonstrando
gue em C. crescentus, o regulador OxyR também pode estar envolvido na regulacao
das enzimas superoxido dismutases da familia Fe-Mn, embora em E. coli este
regulador ndo seja responsavel pela regulacdo desses genes (revisto por DUBBS;
MONGKOLSUK, 2007).

Na linhagem AsigF, o gene sodA foi o gene mais afetado pela auséncia do
fator sigma F, pois nas trés condi¢bes estudadas este gene foi menos expresso na
linhagem mutante com relacdo a linhagem selvagem. Estes dados corroboram os
resultados encontrados por Alvarez-Martinez, Baldini e Gomes (2006) e aumentam
as condicdes nas quais o ECF o atua como regulador. Os genes ahpC na presenca

de paraquat e sodC na presenca de pirogalol também foram diferencialmente
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expressos nesta linhagem mutante, mas novos ensaios serdo necessarios para
definirmos se existe regulacdo por o para esses genes.

Nos ensaios com a linhagem mutante Asigd, os genes sodA, sodB e sodC,
codificantes das enzimas superoxido dismutases, foram diferencialmente expressos
em comparagdo com a linhagem selvagem, demonstrando que o fator sigma J esta
envolvido na resposta a estresse oxidativo, como esta linhagem ainda néo foi
caracterizada, nossos dados iniciais podem auxiliar a definicdo da funcéo regulatoria

deste sigma ECF.
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Tabela 7 - Quadro resumo com os dados obtidos nos ensaios de RT-PCR
quantitativo nas linhagens de C. crescentus em meio minimo

Paraquat 50 uM ++ ++ - 0 0
Menadiona 50 uM 1h ++ ++ - ++ ++
Pirogalol 2ol 0 o
9 50 UM 0 - 0 0
15 min i
ahpC HzOz 60 HM 30 min +
30 min 0
tBOOH 200 pM 1h 0
FeSO, 100 uM oh 0
DDPi 100 uM 0
Paraquat 50 uM ++ 0 ++ - -
Menadiona 50 pM 1h ++ + ++ 0 -
Pirogalol el 0 +
2 50 uM ++ ++ 0 -
15 min ¥
sodA Hzoz 60 HM 30 min +
30 min 0
tBOOH 200 pM 1h 0
FeSO, 100 uM oh -
DDPi 100 uM ++
Paraquat 50 uM 0 0 - 0 -
Menadiona 50 uM 1h ++ + ? ++ 0
Pirogalol Zon 0 0
50 uM 0 0 0 -
15 min 0
30 min 0
tBOOH 200 uM 1h 0
FeSO, 100 uM oh -
DDPi 100 uM -
Paraquat 50 uM 0 ? 5 0 -
Menadiona 50 pM 1h + ++ 0 + -
Pirogalol Zon 0 e
9 50 UM 0 0 + }
15 min 0
sodC H,0, 60 UM 30 min 0
30 min 0
tBOOH 200 pM 1h 0
FeSO, 100 uM >h 0
DDPi 100 uM 0

Nota: Significado dos simbolos utilizados:

- (sinal negativo): quando o gene teve a expresséo relativa menor ou igual a 0,5 vezes (x < 0,5), porque
consideramos que ele foi menos expresso.

0 (zero): quando o gene demonstrou a expresséo relativa entre 0,51 e 1,99 vezes (0,5 > x < 2), porque
consideramos que ndo houve alteracdo na expresséo do gene.

+ (sinal positivo): utilizado quando o gene apresentou a expressdo relativa entre 2 e 3 vezes (2 2 x < 3),
porque consideramos que a expressao foi maior.

++ (dois sinais positivos) quando o gene teve a expressdo relativa superior a 3 vezes (x > 3), porque
consideramos que a expressédo foi muito maior.

? (ponto de interrogagdo): o desvio padrao esta alto, impedindo uma concluséo do padrédo de expressao.
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4 CONCLUSOES

Em C. crescentus, o gene ahpC (AhpC) € induzido por perdxidos em meio
rico, e em meio minimo, ahpC foi induzido na presenca de peroxido de hidrogénio,
paraquat e menadiona. Além disso, definimos que ahpC é regulador por OxyR, no
entanto, pode ser regulado também pelos fatores sigma de funcéo

extracitoplasmatica 6" e 0” de maneira ainda desconhecida.

O gene sodA (MnSOD) foi induzido em meio minimo na presenca de
paraquat, menadiona, pirogalol e peroxido de hidrogénio. Este gene também foi
induzido na presenca de DDPi e reprimido na presenca de FeSO, Quanto a
regulacao, na presenca de superoxido o gene sodA foi regulado pelos fatores sigma

de funcdo extracitoplasmatica o" e o”.

Foi possivel determinar que sodB (FeSOD) possui inducdo na fase
estacionaria em meio complexo, e em meio minimo foi mais expresso na presenca
de menadiona, mas tanto na caréncia quanto em excesso de ferro, sodB foi
reprimido. Este gene possivelmente € regulado pelo fator sigma de funcao

extracitoplasmatica o”.

Quanto ao gene sodC (CuznSOD), definimos que é induzido em meio minimo
por menadiona e possivelmente é regulado pelo fator sigma de funcao

extracitoplasmatica o’ nessa condic&o.
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