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RESUMO

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

O estresse oxidativo, causado por niveis aumentados do anion superéxido (Oz’e), do
peréxido de hidrogénio (H20-), 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-hidroperéxido redutase
(AhpC e AhpF) protegem contra os efeitos toxicos dos peroxidos através de
eliminacao direta dos oxidantes. As enzimas superdxido dismutases (SOD) sao
importantes na remogao de ions superoxido. Para comecar a definir os mecanismos
de regulacdo da expressdo génica de C. crescentus para os genes ahpC, sodA,
sodB e sodC, os niveis de transcricao destes genes foram avaliados inicialmente na
cepa selvagem NA1000 para verificar os agentes oxidativos que induzem cada
gene. Fusdes de transcricdo com o gene repérter 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 perdxido de hidrogénio (H2O.), tert-butil
hidroperoxido (tBOOH), paraquat, menadiona, pirogalol, FeSO4, ou DDPi. Em PYE,
tBOOH e H,O, foram capazes de induzir a transcricdo de ahpC. Assim, peréxidos
causam estresse oxidativo em C. crescentus e AhpCF é responsavel pela eliminacéao
dessas espécies oxidantes. Além disso, na linhagem mutante oxyR, esta resposta foi
perdida, indicando que este gene é regulado por OxyR. As fusdes de transcricao
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 expressao de sodA foi induzida na presenca de HoOo,
paraquat, menadiona, pirogalol e DDPi, mas foi reprimida na presenca de FeSO,.
sodB teve sua expressdo induzida na presenca de menadiona, no entanto foi
reprimida na presenca de FeSO, e DDPi. A expressao 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 0 gene sodA
é regulado por o e 0, enquanto os genes sodB e sodC podem ser regulados por o”.
Em conclusdo, o gene ahpC de C. crescentus é induzido por peréxidos e esta sob o
controle de OxyR. As SODs sao induzidas principalmente por superéxidos, sodB e
sodC possuem indugao 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. Regulagdo 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 (Oz*’), hydrogen
peroxide (H2O.), 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 /acZ reporter gene were constructed, allowing the quantification of
expression by B-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 (H205) ,
tert-butyl hydroperoxide (tBOOH), paraquat, menadione, pyrogallol, FeSO4 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 gRT- PCR assays, in M2
medium, sodA expression was induced in the presence of HO,, paraquat,
menadione, pyrogallol and DDPi, but was diminished in the presence of FeSO,. 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 gRT-PCR assays with
the mutant strains fur, sigF and sigJ, we observed that the sodA gene is regulated by
o" and ¢’ 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 aerébica.
Os organismos utilizam o oxigénio molecular (O,) para a respiracdo ou para a
oxidacao de nutrientes a fim de obter energia, no entanto, as espécies reativas de
oxigénio, como o anion superéxido (Oze), 0 perdxido de hidrogénio (H-O.) e o
radical hidroxila (OHe), sdo geradas continuamente em células que estdo crescendo
sob condi¢cdes aerdbicas. A exposicdo a concentracées 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 - Redug&o do oxigénio molecular
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A reducao do oxigénio molecular (O,) pode ocorrer de forma completa ou incompleta. Quando o
oxigénio molecular é reduzido completamente a agua, ndao ha formacdo de espécies reativas de
oxigénio. No entanto, quando a redugao é incompleta, ocorre a formagao das espécies reativas: anion
superoxido (Oy'e), perdxido de hidrogénio (H»O,) e o radical hidroxila (OHe), que serado 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 é a principal fonte endégena de H>O, e de
O,'e (Figura 1). Porém, agentes ambientais como a ionizagao, a radiacao ultravioleta

(UV), metais e numerosos componentes, como a menadiona e o paraquat, que
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geram Og'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 reducdo. O radical
superoxido é resultante da adicdo de um elétron ao oxigénio molecular, e como esse
elétron fica desemparelhado em um orbital, caracteriza o superdxido como radical
livre (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O anion superdxido 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 reducédo do O,
por dois elétrons leva a producao de H.O, que embora ndo seja um radical, também
€ uma espécie reativa de oxigénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). O peréxido
de hidrogénio é precursor do radical hidroxila, que é gerado via reacdao de Harber-
Weiss ou reacao de Fenton (Figura 2). Ambas as reacdes estdo acopladas em um
ciclo onde cofatores, particularmente ions de metais de transicao, 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 - Reacao de Fenton e ciclo de Harber-Weiss

H.O, + Fe2"* & Fe®* + OH-+ OH~  (reacéo de Fenton)

O,” +Fe* =2 Fe?* + O,

Fe
H,O,+ O, - O, + OH + OH: (reacao de Haber-Weiss)

Na reagao de Fenton o peréxido de hidrogénio (H,O,) sofre fissado eletrolitica com a aquisicdo de um
elétron do Fe2+, que é oxidado a Fe3+, enquanto a H,O; 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
superoxido (O,'e), o ultimo sendo oxidado para O,. A reagao ou ciclo de Haber-Weiss é a unido da
reacdo de Fenton com a reacdo entre um superdxido e um Fe*. Quando essas duas reacdes estao
acopladas forma-se um ciclo, que resulta numa reagao onde o ferro é o cofator.

Fonte: adaptado de Dubbs e Mongkolsuk (2007).

Outro processo bioquimico que também gera agentes oxidantes é o processo
de desnitrificagdo: NO* > NO* - NO® > N,O > N, (CHIANG; SCHELLHORN,
2012). O processo inicia-se com o nitrato que é reduzido a nitrito, éxido nitrico, éxido
nitroso e nitrogénio elementar. O 6xido nitrico (NO®) é um composto tdxico, que na
presenca de superoxido, converte-se espontaneamente a peroxinitrito: NO® + Oy'e =

ONOQO'". O peroxinitrito (ONOQO’) é 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 aerdbicos 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 localizacao subcelular ou na regulacéo. Muitas destas proteinas com
propriedades antioxidantes sdo expressas em niveis baixos durante o crescimento
normal, e tem a expressao aumentada em resposta a concentracdes elevadas de
H>O, e de Oy'e (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 séo
removidos pelas superoxido-dismutases (SodA, SodB e SodC), gerando perdxido de
hidrogénio, o qual é removido pelas catalases (KatE e KatG) e pelas peroxidases
(Ahp). Entretanto, mais de outras 100 proteinas acessérias foram identificadas em E.
coli agindo nesta resposta (POOLE, 2005).

1.1 Superdxido dismutases

As superéxido dismutases (SODs) sdo enzimas antioxidantes encontradas em
todos os organismos expostos a O, (BAFANA et al., 2011). Elas sao responsaveis
pela conversdao do superéxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(FRIDOVICH, 1995): 205® + 2H" > H.0; + O..

Quatro diferentes tipos de centros de metais sdo encontrados nas superoxido
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 CuZnSOD 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 mitocéndria, sendo codificada pelo gene sodA em
procariontes. Enquanto que a FeSOD ¢é codificada pelo gene sodB em procariontes,

e também pode ser encontrada nos cloroplastos (BAFANA et al., 2011; CHIANG;



23

SCHELLHORN, 2012; IMLAY; IMLAY, 1996). A enzima dependente de niquel,
SodN, foi descrita apenas em Streptomyces e cianobactérias (BAFANA et al., 2011).

A CuZnSOD é geralmente encontrada como homodimero, cada monémero
pesa 14-33 kDa e contém um atomo de Cu e outro de Zn. A FeSOD e a MnSOD sao
tipicamente homodimeros ou tetrameros que contém um atomo 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 reacao de dismutacao 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 + Oz'e + H" > M?*(H*) + O, (12 etapa)

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

2 0z® + 2H" > Oz + Hx0,

E. coli possui trés superoxido dismutases: MnSOD, FeSOD e CuZnSQOD, e a
producédo de cada enzima é dependente de reguladores transcricionais globais. Com
iss0, a expresséo dessas enzimas € modulada de acordo com condigdes 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 geracao de superdxido, e essa regulagcdo 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 regulagdo de sodB, possivelmente
auxiliando RyhB no pareamento RNA-RNA, pois Hfq demonstrou-se necessaria para
a atividade de RyhB  (MASSE; GOTTESMAN, 2002). As proteinas IHF e H-NS,
também afetam a expressao de sodB (BAFANA et al., 2011). IHF &€ capaz de reprimir
a expressao de sodB independentemente de Fur. Enquanto H-NS, uma proteina
responsavel pela condensacao do DNA no nucledide bacteriano em enterobactérias,
regula-o negativamente apenas na auséncia de Fur, (DUBRAC; TOUATI, 2000).

Quanto a regulacao do gene sodC que codifica a proteina CuZnSOD em E.
coli, sabe-se que ele é reprimido por Fnr em condicdo anaerdbica e é induzido em
fase estacionaria pelo fator sigma RpoS (GORT; FERBER; IMLAY, 1999).

1.2 Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas sdao um importante componente da defesa bacteriana
contra a toxicidade dos peréxidos (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 os organismos, uma vez que essa proteina tem a
habilidade de reduzir varios peréxidos devido a presenca de um grande arcaboucgo
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 perdxido organico simples, e os perdéxidos organicos
complexos, tais como o hidroperdéxido de cumeno, hidroperoxido de acido lipéico,
hidroperoxido de timidina e peroxinitrito (revisto por DUBBS; MONGKOLSUK, 2007).

Todas as AhpCs sdao membros da familia de peroxirredoxinas com duas
cisteinas, por isso elas possuem dois residuos conservados de cisteina que sao
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) (WOQOD et al., 2002). Nessas proteinas do tipo 2-Cys tipicas
(com formacéao de ponte dissulfeto intermolecular), a cisteina peroxidatica reage com
o peréxido (ROOH) originando o alcool correspondente (ROH) ou agua quando for
H-O,, e a cisteina com o acido sulfénico (Cys-SOH). Esta Cys-SOH é entao reduzida
pelo residuo tiol da cisteina de resolugao, 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-hidroperéxido redutase e AhpF é a
dissulfeto redutase. A enzima AhpC reduzida forma dimeros, mas apds sua oxidagao pela reacao
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 sao 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)



26

(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
sao 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 FAD -8H HS- -5-8- -5H HS- ROOH
+ H*
Ct Nt
NAD* FADH, -5-5- -SH Hs- -5-5- ROH + H,0O

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 ligacao direta a sua regidao promotora. Em Bacillus
subtilis, Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus, o repressor transcricional
PerR tem sido identificado como regulador da expressao 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 peroxidos, mediado pelo ativador de transcricdo OxyR, e
outro mecanismo induzido por superdxidos, controlado pelos reguladores SoxR e
SoxS (CABISCOL et al., 2000).
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1.3.1 O ativador de transcrigdo OxyR

OxyR é 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 ligacdo ao DNA na regido N-terminal denominado hélice-alga-hélice, um
dominio central de reconhecimento do indutor de resposta, que é sensivel ao sinal
regulatério, e um dominio C-terminal responsavel pela multimerizagdo e ativagao. A
proteina OxyR atua principalmente como um ativador transcricional sob condi¢des
oxidantes por meio da interacdo 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 perdxidos e como
ativador de transcricao do regulon OxyR. Estudos mostraram que OxyR é ativado,
de maneira reversivel, pela formacédo de uma ponte dissulfeto intramolecular, entre
os residuos de cisteina das posi¢cdes 199 e 208, na presenca de H.O, (Figura 5)
(STORZ; ZHENG, 2000).

A ativacao de OxyR inicia-se com a oxidagdo do residuo (SH) da cisteina
sensora a acido sulfénico (-SOH), em seguida ocorre uma rapida formacao da ponte
dissulfeto intramolecular com a cisteina de resolugdo (SH). Isso resulta numa
mudanca conformacional que permite a interacado de OxyR com a RNA polimerase.
A ativacdo da transcrigdo envolve a interagao 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 ativacado de
OxyR. Esses mecanismos geralmente envolvem a oxidagao 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 ativacao do regulador
transcricional na auséncia da formacado da ponte dissulfeto (revisto por DUBBS;
MONGKOLSUK, 2012).
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Figura 5 — Mecanismo da ativacdo da transcri¢cao via formacao de ponte dissulfeto
intramolecular em 2-Cys OxyR

¥ IrxA\
G-5'S-G GSH

gor
NAD(P)* NAD(P)H

Modelo dependente de H,O,, para a ativagdo da transcri¢do dos genes alvos por OxyR em E. coli. As
caixas vermelhas e verdes indicam as regiées -35 e -10 do promotor. As caixas azuis indicam as
regides de ligagdo do OxyR ao DNA. A ativagdo também pode ocorrer via modificagdo oxidativa
apenas da cisteina sensora.

Fonte: retirado de Dubbs e Mongkolsuk (2012).

O regulon OxyR de E. coli inclui genes envolvidos no metabolismo e protecao
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 téxicos dos perdxidos, por meio da eliminacao direta dos
oxidantes. A inducdo da glutationa redutase (gorA), da glutarredoxina (grxA), e da
tiorredoxina 2 (irxC), 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 exposicao ao estresse oxidativo (LOPRASERT et al.,
2003; LUO et al., 2005). Em Xanthomonas campestris, OxyR promove a regulacao
compensatéria entre os genes katA e ahpC (CHAROENLAP et al., 2005). Quando
katA esta inativo ocorre uma aumento de expressao de AhpC, juntamente com o
aumento da resisténcia a peroxido organico. Enquanto, a inativacdo do gene ahpC
levou ao aumento da expressao de KatA, com concomitante aumento da resisténcia
a peréxido de hidrogénio. Contudo, esse padrao de expressdao compensatério 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 é um ativador de transcricdo da familia MerR, que ao ser
oxidada, ativa a transcricdo do operon soxRS, aumentando a expressao de SoxS.
SoxS é um ativador de transcricao da familia AraC, e o nivel elevado de SoxS, por
sua vez, ativa a expressao do regulon, por meio da ligacdo direta a 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 oxidagao
de seus centros [2Fe-2S] (NUNOSHIBA et al., 1992). Acreditava-se que esta
oxidacao 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 ativagcdo de SoxR estimula a transcrigdo 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 V), 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 expressao 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), rooH (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 & caréncia de
nitrogénio (MARQUES, 2012).

Dentre os fatores sigma de E. coli, o fator 6° da RNA polimerase possui um
papel importante na expressdo de um grande grupo de genes que sao induzidos
quando as células sdo expostas a diferentes tipos de estresse, incluindo caréncia
nutricional, estresse osmético, choque acido, 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
metabdlicas, 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
unico fator de E. coli da subfamilia dos fatores sigma de fungao extracitoplasmatica.
Contudo, em outras bactérias existem outros fatores sigma ECF responsaveis pela
resposta a varias mudangcas ambientais, permitindo a adaptagcdo 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), rooH (sigma 32) e rpoN (sigma 54)
tiveram suas funcgdes identificadas: o sigma 70 € a principal subunidade sigma, o
sigma 32 é responsavel pela transcricdo dos genes de resposta a choque de calor,
enquanto a proteina sigma 54 esta envolvida na regulacao dos genes para sintese
do flagelo (ANDERSON et al.,, 1995; MALAKOOTI; ELY, 1995; REISENAUER,;
MOHR; SHAPIRO, 1996; WU; NEWTON, 1996;). Os fatores sigma de funcéo
extracitoplasmatica também comecaram a serem identificados em C. crescentus: 0os
fatores sigma T e U, sdo paralogos 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, € 042, € estes
sdo homologos aos dominios do sigma 70, também denominados dominios 0, € 04.2.
Esses dominios sao responsaveis pela ligacdo a regidao 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, sado regulados por um fator antissigma, caracterizado
principalmente como uma proteina de membrana, que € 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 inativacdo do fator antissigma pode ocorrer por diversos
mecanismos: degradacdo do fator antissigma, mudangca conformacional ou
fosforilagao por um fator anti-antissigma (revisto por HO; ELLERMEIER, 2012).

A subfamilia dos fatores sigma ECF é um grupo amplo e diverso, com variagao
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 estd presente apenas em a-proteobactérias, que inclui o género
Caulobacter (STARON et al., 2009).

1.3.4 O regulador Fur

O ferro intracelular livre é oxidado por H>O» gerando o radical hidroxil por meio
da reacao 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 transcricao de muitos genes envolvidos na captacdo do ion férrico do ambiente
(ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003). O repressor Fur é o
principal regulador da homeostase de ferro e € ativado pela ligacao com Fe (Il) e Fe
(). Apés sua ativagao Fur liga-se ao DNA, em sequéncias denominadas Fur-box,
reprimindo os genes de aquisicao de ferro. Na auséncia de ferro, Fur € inativado e
com isso 0s genes do seu regulon ndo estao mais reprimidos (CHEN et al., 2007).
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Foi demonstrado, em E. coli, que Fur regula negativamente a expressdao do
pequeno RNA RyhB, que por sua vez, reprime a traducdo do RNAm de sodB,
explicando o controle positivo de sodB por Fur. Em Vibrio cholerae foi demonstrado
que Fur regula positivamente os genes sodA (superdxido 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 é mais
sensivel ao H.O, que as cepas proficientes em Fur (TOUATI et al., 1995). Em
Mycobacterium smegmatis, a sensibilidade a H.O. é aumentada na caréncia de ferro
(LUNDRIGAN et al., 1997); em Staphylococcus aureus, Fur é 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 aquaticos e muitos tipos de solo
(POINDEXTER, 1981). A espécie C. crescentus, pertence ao grupo das
a-proteobactérias, e tem sido extensivamente investigada em fungdo da assimetria
da divisdo celular e do ciclo de vida dimoérfico (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 sdao encontradas
predominantemente em dois morfotipos. O primeiro é plancténico, denominada
“célula mével” (swarmer cell), possui um Unico flagelo e multiplos pili em um Unico
pblo celular. O segundo é séssil, denominada “célula talo” (stalked cell), onde o
flagelo polar é 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
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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 pdlo da célula mével. Apdés a
compartimentalizacdo, a rotacédo flagelar é ativada (seta circular). A separacéo 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 Gj. O talo é formado predominantemente durante o estagio de
célula moével. Posteriormente, a célula mével se diferencia em uma célula talo. Esta diferenciacao
compreende o programa de desenvolvimento nao ciclico.

Fonte: adaptado de Curtis e Brun (2010).

O ciclo de vida comeca com uma célula moével 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 mével se diferencia na célula séssil
quando o flagelo é liberado. Um talo é construido no mesmo local do flagelo
descartado e simultaneamente a célula entra na fase S e inicia a replicagdo 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 constrdi um
novo flagelo e comecga a construir novos pili no pélo oposto ao talo. Uma vez que o
flagelo esteja completo, a divisao celular prossegue, produzindo uma célula-talo que
imediatamente reinicia a replicacdo do DNA, e uma célula mével que nao pode
comecar a replicacdo do DNA até que ocorra a diferenciacdo de movel 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 laboratério e de outros. Os estudos
de Schnell e Steinman (1995) mostraram que C. crescentus possui duas atividades
de superdxido dismutases: uma ferro superoxido dismutase (FeSOD) presente no
citosol, e uma cobre-zinco superoxido dismutase (CuZnSOD), 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 nao foi caracterizado.

No trabalho de Alvarez-Martinez, Baldini e Gomes (2006), foi demonstrado que
o fator de funcdo extracitoplasmica o é 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 andlise do transcriptoma do mutante sigF também
permitiu a identificacdo de oito genes regulados por o na fase estacionaria,
incluindo sodA e msrA, que fazem parte da resposta ao estresse oxidativo, uma vez
que 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 sulféxido de metionina, permitindo que a
metionina retorne ao seu estado ativo apds interacoes 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, hidroperdxido orgénico, oxigénio singlete
e irradiacao por UV-A (LOURENCO; GOMES, 2009). Dentre os genes regulados por
RpoE, encontram-se o0s genes rpoE, cfaS e hsp20 que foram necessarios para a
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sobrevivéncia de C. crescentus quando as células foram expostas ao oxigénio
singlete (LOURENGCO; GOMES, 2009).

C. crescentus possui uma Unica catalase-peroxidase, codificada pelo gene
katG, cuja atividade € constante durante a fase exponencial e é induzida em cerca
de 50 vezes na fase estacionaria (STEINMAN; FAREED; WEINSTEIN, 1997). Além
disso, a sobrevivéncia do mutante katG nulo de C. crescentus é reduzida em mais
de trés vezes apo6s 24 horas na fase estacionaria, e em mais de seis vezes apoés 48
horas (STEINMAN; FAREED; WEINSTEIN, 1997), um fenétipo nao 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 expressao do gene katG é regulado em
nivel de transcri¢cdo 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 expressao 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 é induzida no comeco 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 concentragao de ferro baixa na fase S
para prevenir o dano ao DNA durante a replicacdo. 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 nao é
regulado por Fur em Caulobacter (ITALIANI et al., 2011). Entretanto, foi observado
que a atividade da enzima SodB é diminuida no mutante fur (José F. S. Neto,
resultados nédo publicados), sugerindo que existe outro mediador desta resposta.
Este mediador poderia ser um pequeno RNA regulatério como o RNA RyhB descrito
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em E. coli. Varios pequenos RNAs regulatérios 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 regulagdo 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 regulatérios de Caulobacter sao distintos dos
descritos para E. coli e outras bactérias entéricas, decidiu-se identificar as redes
regulatérias que controlam as principais enzimas de eliminacado de espécies reativas
de oxigénio. Neste trabalho nosso objetivo foi definir os mecanismos regulatérios da
expressdao dos genes ahpC, sodA, sodB e sodC de C. crescentus NA1000,
analisando a expressao desses genes nas linhagens selvagem e mutantes para o
genes regulatoérios oxyR, fur, sigF e sigJ, em diferentes condicdes de crescimento.
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4 CONCLUSOES

Em C. crescentus, o gene ahpC (AhpC) é induzido por peroxidos em meio
rico, e em meio minimo, ahpC foi induzido na presenca de peréxido 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 o™ e o’ de maneira ainda desconhecida.

O gene sodA (MnSOD) foi induzido em meio minimo na presenca de
paraquat, menadiona, pirogalol e peréxido 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 fungao 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 é 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 condicéo.
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