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Resumo 

 

Ribeiro RA. Caracterização da DEAD box-RNA helicase CC1478 em 

Caulobacter crescentus e sua regulação[dissertação]. São Paulo. Universidade 

de São Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas; 2018. 

 

As helicases de RNA da família DEAD-box (DEAD-box RNA helicases) são enzimas envolvidas 

em diversos processos biológicos importantes, como a degradação e estabilização de ácidos 

nucléicos, montagem de complexos riboprotéicos, e biogênese do ribossomo. Caulobacter 

crescentus é uma bactéria oligotrófica pertencente ao grupo das α-proteobactérias, que possui 

três genes codificando RNA helicases da família DEAD-box. Resultados anteriores sugerem 

que uma destas enzimas, DbpA, codificada pelo gene CC1478, é uma RNA helicase funcional, 

mas possui uma extremidade carboxi-terminal pouco conservada, com possível função de 

ancoragem ao ribossomo. Este projeto propõe caracterizar a RNA helicase DbpA, definindo 

sua regulação, avaliar as informações filogenéticas para determinar sua origem evolutiva, e 

determinar a importância deste domínio C-terminal para a função da enzima. A expressão da 

proteína na resposta a estresses, e sua interação com complexos proteicos como o ribossomo 

também foram avaliados. Almejando caracterizar a função e regulação do gene CC1478, foi 

obtida uma linhagem onde a proteína continha uma etiqueta no amino-terminal. A expressão, a 

nível transcricional foi medida através da técnica de qRT-PCR, e a nível traducional por 

Western blotting onde observou-se pouca diferença entre os níveis da proteína nos vários 

estresses. Resultados obtidos com as construções truncadas no C-terminal indicam que a 

proteína sem a extensão C-terminal perde parte de sua função em relação à selvagem, e que o 

domínio DbpA é importante para a sua função. A análise da interação com as subunidades 

ribossomais mostrou que a proteína estava presente nas frações contendo subunidades do 

ribossomo tanto quanto ribossomos completos. Filogeneticamente a cauda C-terminal se 

mostra como uma região hiper-variável, rica em aminoácidos carregados, porém não sempre 

na mesma quantidade. No aspecto evolutivo esta família de proteínas se mostra rica em 

parálogos, sendo que muitos deles ainda são complementares na sua função. O clã RRM 

(RNA-recognitiion-motif), no qual DbpA está incluída, possui uma origem tão basal quanto 

LUCA, o que sugere que estas proteínas sempre estiveram atuando na montagem no 

ribossomo, e em redundância, conferindo versatilidade frente aos estresses do meio.  

Palavras-chave: Caulobacter crescentus. Helicase de RNA. Choque-frio.  

 

 



 

Abstract 

 

Ribeiro RA. Characterization of the DEAD-box RNA helicase CC1478 in 

Caulobacter crescentus and its regulation [dissertation]. São Paulo: 

Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas; 2018. 

DEAD-box RNA helicases (DEAD-box RNA helicases) are enzymes involved in several 

important biological processes, such as the degradation and stabilization of nucleic acids, 

assembly of riboprotein complexes, and biogenesis of the ribosome. Caulobacter crescentus is 

an oligotrophic bacterium belonging to the α-proteobacteria group, which has three genes 

encoding RNA helicases of the DEAD-box family. Previous results suggest that one of these 

enzymes, DbpA, encoded by the CC1478 gene, is a functional helicase RNA, but has a poorly 

conserved carboxy-terminal end, with possible ribosome anchoring function. This project aims 

to characterize the regulation of DbpA, defining its regulation, to evaluate the phylogenetic 

information to determine its evolutionary origin, and to determine the importance of this C-

terminal domain for the function of the enzyme. Protein expression in response to stress, and its 

interaction with protein complexes, such as the ribosome, were also evaluated. In order to 

characterize the function and regulation of the CC1478 gene, a strain was obtained where the 

protein contained an amino-terminal tag. Expression at the transcriptional level was measured 

by qRT-PCR and at the translational level by Western blotting, and little difference was 

observed for protein levels in the various stresses. Results obtained with the truncated 

constructs of the C-terminus indicate that the protein lacking the C-terminal extension loses part 

of its function compared to the wild type, and that the DbpA domain is important for its function. 

Analysis of the interaction with the ribosomal subunits showed that the protein was present in 

the ribosome subunits as well as in complete ribosomes fractions. Phylogenetically the C-

terminal tail is a hyper-variable region, rich in charged amino acids, but not always in the same 

amount. In the evolutionary aspect this family of proteins is rich in paralogues, and many are 

still complementary in their function. The RRM (RNA-recognitiion-motif) clan, in which DbpA is 

included, has an origin as basal as LUCA, suggesting that these proteins have always been 

acting in the assembly in the ribosome, and in redundancy, providing versatility in face of the 

environmental stresses. 

Keywords: Caulobacter crescentus. RNA helicase. Cold-shock.  
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1. Introdução 

1.1 RNA helicases 

As helicases de RNA (RNA helicases) são enzimas envolvidas em 

diversos processos biológicos importantes, como a degradação e estabilização 

de ácidos nucléicos, formação de complexos riboprotéicos, e biogênese do 

ribossomo. A transição entre os estados estruturais do RNA é facilitada por 

suas características físico-químicas, o que pode gerar estruturas secundárias 

não funcionais, onde as RNA helicases atuam como aceleradoras do processo 

e possibilitam o dobramento correto de estruturas de RNA (KARPEL et al., 

1975), e desenovelamento de RNA mensageiros (mRNAs), em situações 

desfavoráveis energeticamente, como em baixa temperatura. Proteínas desta 

família podem atuar como chaperones (JARMOSKAITE & RUSSELL, 2014), 

pois algumas têm atividade de desenovelamento de ácidos nucléicos, enquanto 

outras apenas translocam, apesar de serem classificadas como helicases. 

Em Escherichia coli, as RNA helicases são divididas em seis 

superfamílias (SF1 a SF6) com base em sequências conservadas e elementos 

estruturais (HARDWICK et al., 2013), e estas enzimas estão envolvidas em 

diversos processos, desde a alteração da estrutura de ácidos nucléicos, 

formação de complexos protéicos, e biogênese do ribossomo. A maior família 

(SF2) é formada pelo grupo das helicases DEAD-box (DEAH, DExD e DExH), 

que compartilham pelo menos 12 motivos conservados, que podem variar nos 

sub-grupos provenientes destas sub-famílias protéicas(LINDER et al., 2011), 

porém todas compartilham um núcleo conservado que se liga a ATP e a ácido 

nucléico, consistindo de dois domínios, semelhantes à recombinase RecA. 

Algumas helicases em Sacharomyces cerevisiae, dos grupos DEAD-box, 

Ski2-like, e DEAH/RHA atuam no splicing, de forma a montar, rearranjar, e 

dissociar-se do spliceossomo. Duas proteínas da família DEAD-box Sub2 e 

Prp5 são necessárias para o reconhecimento pela proteína U2 snRNP e 

promovem rearranjos que permitem o pareamento de bases com U2 snRNA 

(KISTLER, 2001). Outras quatro helicases spliceossomais DEAH/RHA 

catalisam rearranjos que acompanham ou começam a ativação do 
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spliceossomo no começo do processo de splicing, e estes rearranjos se 

baseiam em sua capacidade de pareamento, o que é conservado na maioria 

das proteínas DEAD-box (JARMOSKAITE & RUSSELL, 2014). A helicases 

Ski2-like Brr2 promovem um rearranjo de larga escala enfraquecendo ligações 

das proteínas U4 e U6 snRNA e permitindo associações entre U2 e U6 e intra-

U6 (RAGHUNATHAN, 1998). Adicionalmente, algumas helicases podem se 

utilizar de ATP para aumentar a fidelidade do processo de splicing (SEMLOW, 

2012). 

1.2 DEAD-box 

O grupo das proteínas DEAD-box (Figura 1) compõem um grupo muito 

amplo e ubíquo, que são compostas de um núcleo de helicase e nove motivos 

de aminoácidos conservados (CORDIN et al., 2006). Estas proteínas podem 

atuar de muitas formas, sendo que a atividade de helicase é dependente do 

gasto de ATP. Entre as varias funções atribuídas a estas helicases, estão a de 

desagregadora de complexos proteicos de moléculas de RNA, facilitar o 

dobramento de RNA ou o anelamento de RNA, ou apenas se ligar a RNA 

(JANKOWSKY AND FAIRMAN, 2007). A ausência de algumas das proteínas 

DEAD-box como CsdA e SrmB causam sensibilidade ao frio (OWTTRIM, 

2013). 

 

 

 

 

Figura 1 Helicase DEAD-box - Representação dos motivos de DEAD-box e estrutura de domínios 
conservada na família proteíca. Modificado de Jarmoskaite & Russell, 2014 
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As helicases de RNA podem conter diversas fusões de domínios e 

especificidades diferentes, como mostrado na Tabela 1. Algumas fusões, como 

aquelas similares a DbpA, podem indicar que sua função seja atribuída mais 

frequentemente à montagem ribossomal, porém alguns ortólogos possam 

incluir outros domínios em sua sequência. Grande parte da variabilidade destas 

proteínas é devido às suas extremidades carboxi e amino-terminal, onde estas 

regiões podem variar de 50 a 328 aminoácidos para o amino-terminal e até 766 

aminoácidos no caso do carboxi-terminal, conferindo especificidade e 

arcabouço para substratos (LÓPEZ-RAMIRÉZ et al., 2011). 

 

Tabela 1 – Diversidade de proteínas DEAD-box e suas funções.  

 

 

Proteína Organismo Função Domínio 

DbpA 

Referência 

DeaD E. coli Montagem do ribossomo-

Degradação de RNA 

Região 

dependente 

Moll et al. 2002 

DbpA E. coli Montagem do ribossomo sim Fuller-Pace et 

al., 1993 

RhlB E. coli Degradação de RNA não Py et al., 1996 

SrmB E. coli Montagem do ribossomo não Charollais et 

al,. 2003b 

CshA Bacillus 

subutilis 

Montagem do ribossomo não Jain 2008 

YxiN Bacillus 

subutilis 

Montagem do ribossomo sim Ando & 

Nakamura, 

2006 

YfmL Streptococcus 

pneumoniae 

Divisão celular Não 

determinado 

Garau et al., 

não-publicado 

CshB Bacillus 

subutilis 

Montagem do ribossomo não Hunger et al,. 

2006 

RhlE 

 

E.coli Montagem do ribossomo Não Jain, 2008 
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1.3 Biogênese ribossomal 

As helicases DEAD-box que são associadas à biogênese ribossomal, 

em E. coli, são: SrmB, DbpA, CsdA e RhlE.  SrmB interage com duas proteínas 

ribossomais, L4 e L24, que se ligam à região 5’ do RNA ribossômico 23S 

(TRUBETSKOY et al., 2009), e a deleção de SrmB leva a sensibilidade ao frio, 

com acúmulo de subunidades 40S e 50S incompletas (CHAROLLAIS et al., 

2003; JAIN, 2008). DbpA possui atividade de rearranjo estrutural de RNA 

devido ao reconhecimento do hairpin92 no centro da peptidiltransferase 

ribossomal (FULLER-PACE et al., 1993; TSU et al., 2001), sendo que o 

reconhecimento do hairpin é mediada pelo domínio C-terminal RRM (RNA 

recognition motif). Porém, quando deletado este domínio, não se observa 

fenótipo aparente, nem montagem defeituosa de ribossomos, dado que este 

domínio rearranja o precursor de 50S, mas quando observado em um mutante 

dominante negativo(ELLES, 2009) que não possui atividade desenoveladora 

mas se liga a RNA, há a formação de ribossomos defeituosos. CsdA é também 

conhecida como DeaD, e pode atuar em diversas funções, como chaperone de 

RNA na biogênese ribossomal, no decaimento de mRNA, e tradução (IOST et 

al., 2013). CsdA atua em diversos estágios da biogênese ribossomal, 

substituindo, quando defectivo, SrmB, e pode ser suprimida por CspA que 

também possui atividade de chaperone (PHADTARE, 2011). CsdA, tal como 

DbpA, possui uma região carboxi-terminal similar a RRM que pode auxiliar no 

reconhecimento de RNA, mas não é definida como domínio pelo algoritmos 

presentes, tal como HMM (cadeias ocultas de Markov), que são adotadas pelo 

banco de dados de proteínas, o PFAM 

(http://www.sanger.ac.uk/software/pfam). Por sua vez, a RNA helicase RhlE é 

funcionalmente associada a CsdA, pois somente observa-se sensibilidade ao 

frio e acúmulo de precursores de 50S quando há deleção de ambos os genes, 

sugerindo uma complementaridade de funções entre ambos (JAIN, 2008).  

 

 

 

http://www.sanger.ac.uk/software/pfam
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1.4 Degradossomo de RNA 

O processamento de RNA pelo degradossomo de RNA tem como 

principal função a degradação e reciclagem dos RNAs celulares. O 

degradossomo de E. coli compõe-se pela ribonuclease RnaseE, à qual se 

associam a DEAD-box helicase RhlB, a exonuclease fosforolitica 

polinucleotideo fosforilase (PNPase), e a enzima glicolitica enolase (IOST et al., 

2013). RhlB, diferentemente das outras helicases citadas, não atua na 

biogênese ribossomal mas sim na degradação de fragmentos e de estruturas 

terciárias de RNA. O núcleo do degradossomo associado a RNAseE ativa a 

degradação de RNA mensageiros, devido à região CTH (região carboxi-

terminal, pouco conservada) que permite a ativação do complexo (KHEMICI et 

al., 2004). A RNA helicase CsdA também pode estar associada ao 

degradossomo em condições de choque-frio, como cultivo de E. coli a 15C, e 

foi observado que a helicase pode se associar à RNAaseE e à PNPase 

sugerindo que em estresse por frio pode existir um ‘degradossomo de frio’, que 

contaria com uma segunda RNA helicase para facilitar a ação das 

ribonucleases (PRUD'HOMME-GÉNÉREUX, 2004). 

 

1.5 Caulobacter crescentus 

Caulobacter crescentus é uma bactéria Gram-negativa que cresce em 

ambientes aquáticos pobres em nutrientes e em solos úmidos, sendo um 

membro da subdivisão alfa das proteobactérias. C crescentus é um dos 

principais sistemas modelo para análise do ciclo celular bacteriano e 

diferenciação celular, e os mecanismos moleculares envolvidos vêm sendo 

detalhados extensivamente. C. crescentus tem um ciclo de vida dimórfico, onde 

cada divisão assimétrica produz uma célula com flagelo e outra séssil com uma 

haste polar (CURTIS & BRUN, 2010). O ciclo desta bactéria (Figura 2) é 

dividido em G1, S e G2/M (REISINGER, 2007), onde a fase G1 é caracterizada 

pela diferenciação da célula flagelada para a forma com haste polar, há ejeção 

do flagelo e retração dos pili, e síntese da haste. A iniciação da replicação 

ocorre após a síntese das proteínas de adesão da haste ao substrato na célula 

talo, na fase S. Após o DNA ser completamente replicado e os nucleóides 

segregados (JENSEN, 2006), esta compartimentalização produz diferentes 
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pólos, e posteriormente a célula se divide assimetricamente formando dois 

tipos celulares (GOBER & MARQUES, 1995).  

 

 

Um regulador central do ciclo celular de Caulobacter crescentus é a 

proteína CtrA, que é um fator de transcrição, auto-regulado, que regula uma 

centena de genes, mas sua ação principal se dá ao ligar a região OriC do DNA, 

bloqueando o acesso de DnaA e impedindo a replicação do DNA (QUON et al., 

1998). CtrA tem sua transcrição inibida quando a metil-transferase CcrM metila 

seu promotor (REISENAUER et al., 1999), e SciP pode atuar como repressor 

de CtrA, ligando a CtrA e impedindo sua ação como fator de transcrição 

(GORA et al., 2010). CtrA atua como repressor de GcrA, que promove sua 

própria expressão em feedback positivo (LAUB et al., 2002). Enquanto CtrA 

inibe a transcrição de GcrA, DnaA promove a expressão dele (WINZELER, 

1996). Partindo da célula natante, quando DnaA está em altas concentrações, 

e SciP está ativo, SciP reprime a transcrição de genes envolvidos no 

desenvolvimento dos pili e flagelo (TAN et al., 2010), e neste ponto ocorre a 

síntese do talo e começa a diferenciação para a forma séssil. GcrA começa a 

ser expresso, e leva à expressão de genes ligados a replicação do DNA. CtrA 

Figura 2 Ciclo celular de C. crescentus e suas principais proteínas regulatórias. Retirado de 
Quinones-Valles, 2014. 
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promove a expressão de genes ligados à divisão celular, e CcrM metila o DNA 

impedindo a transcrição. Quando CtrA, CcrM e SciP estão altamente expressos 

ocorre a divisão assimétrica de uma célula-filha natante, e a célula-talo fixa.        

 

1.6 Estresse frio 

 As bactérias mesofílicas (20ºC a 45ºC) sofrem alterações metabólicas 

quando expostas a temperaturas baixas como 10ºC, e ocorrem muitas 

alterações moleculares que levam à modificação dos genes expressos e de 

crescimento (JONES et al., 1987). Muitas moléculas podem sofrer 

modificações em seu dobramento devido ao novo equilíbrio de energia livre, 

como é o caso de fitas de RNA, que tendem a formar estruturas secundárias, e 

terciárias com mais facilidade, podendo alterar sua expressão. Nestas 

condições, são expressas proteínas de choque-frio, que permitem a 

reorganização durante uma fase de adaptação ao frio, chamada aclimatação 

(PHADTARE et al., 1999). 

 As proteínas de choque-frio (Csp) possuem um domínio conservado, 

observado em CspA, que é a principal proteína de choque frio em E. coli, e em 

outras oito proteínas parálogas (WANG et al., 1999), que atuam como 

chaperones de RNA linearizando estruturas secundárias e promovendo a 

tradução de RNA mensageiros que formem pareamentos internos. Destas, 

CspC e CspE são expressas constitutivamente, independente da temperatura 

(YAMANAKA et al., 1994), e CspD é expressa na fase estacionária e em 

condições de carência de carbono (YAMANAKA & INOUYE, 1997). As RNA 

helicases, tal como as proteínas de choque frio, têm um papel muito importante 

na resposta ao estresse frio, pois permitem que estruturas dependentes de 

RNA, como o ribossomo e o degradossomo funcionem da forma devida. 
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1.7 Relação estrutura e função das RNA helicases 

A RNA helicase de E. coli DbpA interage com seu substrato por meio de 

um motivo de reconhecimento carboxila-terminal, que constitui um domínio de 

ligação especifico com a forquilha 92 do centro peptidiltransferase no RNA 

ribossômico (rRNA) 23S (HARDIN et al., 2010). Todas as RNA helicases de E. 

coli, (IOST & DREYFUS, 2006) possuem atividade de helicase, porém têm 

extensões C-terminais distintas, como DbpA, e tal ligação é mediada 

diretamente pela região C-terminal; já CsdA e SrmB precisam de extensões 

simples fita, seja 3’ ou 5’ para iniciar a atividade de helicase, porém tais sítios 

não possuem a mesma especificidade que DbpA. RhlB não possui atividade de 

helicase quando sozinho, esta precisa ser estimulada pela região C-terminal da 

RNAase E para se ativar, e ambos estão envolvidos na composição do 

complexo do degradossomo. RhlE se liga à RNAaseE porém não é conhecida 

a sua função.  

As helicases DEAD-box de E. coli associadas à biogênese ribossomal 

SrmB e DbpA, conservam os mesmos motivos estruturais, Walker A, Walker B, 

SAT, DEAD-box, e Arginine-finger, porém devido à sensível diferença no C-

terminal de ambas proteínas, SrmB não tem a mesma especificidade que DbpA 

(PROUX., et al., 2011). DbpA reconhece o hairpin92 no centro da 

peptidiltransferase ribossomal (FULLER-PACE et al., 1993; TSU et al., 2001), 

mediada pelo domínio C-terminal RRM (RNA recognition motif), que é 

flexivelmente ligado ao núcleo da helicase e melhora o desenovelamento de 

hélices de RNA posicionadas tanto a montante quanto a jusante do hairpin 

(HARDIN et al., 2010). A proteína DbpA teve sua cinética e motivos 

determinados, onde mostra-se que há atividade de ATPase quando os motivos 

Walker AB e Arginine-finger estão intactos, permitindo o desenovelamento pela 

região de helicase (DEAD), onde a deleção de qualquer uma das argininas 

envolvidas resulta na perda de função de helicase da proteína (ELLES et al., 

2007).  

Em C. crescentus CB15 existem três genes codificando RNA helicases 

da família DEAD-box: CC_0835 (RhlE; DEAD/DEAH helicase), CC_1847 (RhlB; 

DEAD/DEAH helicase) e CC_1478 (DbpA; DEAD-box helicase-like). Trabalhos 
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anteriores mostraram que o mutante rhlE tem um fenótipo de baixa resistência 

ao frio (MAZZON et al., 2008; AGUIRRE et al., 2017). RhlB foi identificada 

como a proteína integrante do degradossomo a 30ºC, associada à degradação 

de RNA (HARDWICK et al., 2013). CC_1478 está anotada como uma proteína 

passível de comportar ambos os domínios DbpA ou SrmB, segundo a anotação 

depositada (CDD, National Center for Biotechnology Information, U.S. National 

Library of Medicine), porém há evidência de que uma região de 

reconhecimento de RNA (RRM) está presente caracterizando a proteína como 

uma DbpA, segundo critérios em ELLES e col. (2007). Assim, nos referiremos 

ao produto do gene CC_1478 de C. crescentus como DbpA. 

 A distribuição filogenética geral das proteínas DbpA em proteobactérias 

e firmicutes evidencia que a região que se liga a RNA (RNA binding domain, 

RBD) é muito diversa, e especificamente em gama-proteobactérias a 

ocorrência destes genes parece recente, e o aparecimento do domínio DbpA 

completo é basal. É inferido que tanto SrmB como RhlB, em E. coli parecem 

derivar de um ancestral com o domínio completo, e portanto SrmB e RhlB 

seriam parálogos de DbpA. Dentre as espécies analisadas observou-se uma 

diferença entre as regiões C-terminal grande, variando entre 766 a 357 

aminoácidos, conservando apenas a característica básica dos resíduos, 

necessários à função ligadora de RNA (LÓPEZ-RAMÍREZ et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
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1.8  Objetivos 

Este trabalho propõe caracterizar a regulação da proteína CC_1478 (DbpA), 

sua distribuição filogenética, definir seu papel celular na condição de estresse 

frio e avaliar a importância do seu domínio C-terminal. Para isso, abordou-se: 

 Construir linhagens que expressem a RNA helicase codificada pelo gene 

CC1478 (dbpA) em fusão com um epitopo para identificação por 

métodos imunológicos . 

 Definir o padrão de expressão do gene CC1478 (dbpA) em resposta a 

estresses . 

 Analisar o papel da proteína na adaptação ao frio, na biogênese 

ribossomal e no degradossomo de RNA.  

 Avaliar a importância da região rica em lisinas para a função da proteína. 

 Avaliar por métodos de análise filogenética o surgimento deste domínio 

C-terminal. 
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4 Conclusões 

Foi construída uma linhagem que expressa a RNA helicase codificada 

pelo gene dpbA (CC1478) em fusão com um epitopo M2-FLAG, que foi 

utilizada para identificação da proteína por métodos imunológicos, permitindo a 

análise de expressão em condição de estresse frio e ensaios de interação com 

o ribossomo.  

O padrão de expressão do gene dbpA em resposta a estresses foi 

analisado, mostrando que o transcrito provavelmente aumenta em baixa 

temperatura e estresse salino, e cai em fase estacionária. Porém ainda não foi 

possível determinar os mecanismos de sua regulação.  

Foi demonstrada a presença de DbpA associada a frações ribossomais, 

sugerindo que a proteína possa atuar na montagem do ribossomo. 

A região C-terminal rica em lisinas, argininas e prolinas se mostrou 

importante para a função da proteína, dado que houve perda de função quando 

o domínio DbpA completo foi removido, porém não houve perda significativa 

com a perda da extensão C-terminal sem o domínio DbpA.  

A análise filogenética mostrou que o grupo de alfa-proteobactérias 

possui extensões variáveis no comprimento da cauda C-terminal de DbpA, 

porém o compartilham desde o último ancestral comum de Bacteria. 

Observamos que a região C-terminal posterior ao domínio DbpA se manteve 

como hipervariável em nossas análises, mas conseguimos obter um 

agrupamento gerando cinco grupos distintos de arquiteturas. 
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