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RESUMO 

 

SANTOS, N. M. Estudo do transporte de ferro em Caulobacter crescentus, 2019. Nº 133 f. 

Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, 2019.  

 

Caulobacter crescentus é uma a α-proteobacteria oligotrófica que vive em ambientes 

aquáticos e pode colonizar ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes, sofrendo 

constantemente com a carência nutricional. Os transportadores dependentes de TonB (TBDT) 

realizam o transporte de ferro ligado a sideróforos através da membrana externa das bactérias 

Gram-negativas. Quando C. crescentus se encontra em carência de ferro, quatro TBDTs são 

altamente expressos, sendo eles codificados por CCNA_00138, CCNA_00028, CCNA_03023 

e CCNA_02277 (HutA). C. crescentus NA1000 apresenta ainda em seu genoma dois genes que 

codificam proteínas TonB (CCNA_02419 e CCNA_02412), que são os componentes 

energizadores do transporte. Este trabalho buscou elucidar qual fonte de ferro é transportada 

por cada um destes quatro receptores e o papel de cada uma das proteínas TonB. Uma análise 

de sequências de aminoácidos entre os TBDTs mostrou que essas proteínas apresentam 

sequências pouco conservadas entre elas, diferentemente das proteínas TonB, que apresentam 

uma alta conservação. Uma análise estrutural foi efetuada por modelagem para todas as 

proteínas estudadas a fim de se caracterizar essas proteínas em C. crescentus, e foi possível 

identificar algumas regiões conservadas nos TBDTs, como o TonB Box e plug. Foram 

construídas linhagens mutantes para os seis genes codificando os TBDT e as proteínas TonB 

de C. crescentus. Para a análise fenotípica desses mutantes realizamos ensaios de crescimento 

e de viabilidade em diferentes fontes de ferro, onde somente o ∆00028 apresentou um 

crescimento diferente quando comparado a linhagem selvagem NA1000, e pode estar envolvido 

com transporte de íons férricos. As linhagens ∆tonB não apresentaram nenhuma diferença de 

crescimento perante as fontes de ferro testadas, mas ensaios de crescimento em placas na 

presença de diferentes fontes de carbono mostraram crescimento diferente entre as linhagens 

mutantes e selvagens, em algumas dessas fontes. Mutações sitio-dirigidas no gene hutA foram 

realizadas alterando alguns aminoácidos para cisteína, para futuramente verificar quais seriam 

os aminoácidos nos loops importantes para o reconhecimento e transporte do sideróforo.  

 

Palavras-chave: Caulobacter crescentus, ferro, sideróforos, receptores dependentes de TonB, 

sistema TonB-ExbB-ExbD. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

SANTOS, N. M. Study of iron transport in Caulobacter crescentus, 2019. No. 133 f. 

Dissertation (Master in Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University of São 

Paulo, 2019. 

 

Caulobacter crescentus is an oligotrophic α-proteobacterium that lives in aquatic environments 

and can colonize environments with little availability of nutrients constantly suffering from 

nutritional deficiency. TonB dependent transporters (TBDT) transport iron bound to 

siderophores through the outer membrane of Gram-negative bacteria. When C. crescentus is in 

iron deficiency, four TBDT are highly expressed, encoded by CCNA_00138, CCNA_00028, 

CCNA_03023, and CCNA_02277 (HutA). C. crescentus NA1000 presents in its genome two 

genes encoding TonB proteins (CCNA_02419 and CCNA_02412), which are the energizing 

components of the transport. This work aimed to elucidate which iron source is transported by 

each of these four receptors and the role of each of the TonB proteins. Amino acid sequence 

analyses of the TBDTs showed that these proteins present little conservation among them, 

unlike the TonB proteins that present high conservation. A structural analysis was carried out 

by modeling all studied proteins in order to characterize these proteins in C. crescentus, and it 

was possible to identify some conserved regions in the TBDTs, such as the TonB box and the 

plug. Mutant strains were constructed for the six C. crescentus genes encoding TBDT and TonB 

proteins. In the phenotypic analysis of these mutants, growth and viability assays were carried 

out in different iron sources, and only Δ00028 presented a different growth pattern when 

compared to the NA1000 wild type strain, and could have a role in transporting ferric ions. The 

ΔtonB strains did not show any difference in growth with the iron sources tested, but growth 

assays in plates with different carbon sources, showed differences in growth between mutant 

and wild type strains, for some of the sources. Site-directed mutatgenesis in hutA we carried 

out substituting some residues for Cysteine, in order to verify which amino acids in the loops 

are important for siderophore recognition and transport. 

 

Keywords: Caulobacter crescentus, iron, siderophores, TonB-dependent receptors, TonB-

ExbB-ExbD system. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1  Homeostase de ferro em bactérias 

 

Muitos nutrientes e minerais são necessários para a sobrevivência e manutenção das 

funções celulares, sejam elas em condições normais ou de estresse, como fósforo, enxofre, 

zinco e ferro. Esses nutrientes são importantes pois desempenham funções celulares tais como, 

por exemplo, o fósforo, que pode ser encontrado no íon fosfato (PO4
3) e é essencial para a 

síntese dos ácidos nucleicos e de fosfolipídios que compõem a membrana celular; já o enxofre 

pode ser obtido através de fontes naturais que incluem o íon sulfato (SO4
2-), e é utilizado para 

sintetizar aminoácidos e vitaminas, como a tiamina e biotina. 

Por sua vez o ferro é o um metal abundante, sendo o quarto mais presente na superfície 

terrestre, disponibilizado em dois estados de oxidação diferentes. A forma ferrosa (Fe²+) é 

solúvel, sendo encontrada somente em ambientes em anóxia ou em baixo pH, e é necessária em 

reações biológicas devido ao poder de oxido-redução. Já a forma férrica (Fe³+) é insolúvel e 

encontrada na presença de altas concentrações de oxigênio (ANDREWS; ROBINSON; 

RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003) 

Por ser um micronutriente essencial o ferro normalmente é utilizado como grupo 

prostético ou cofator de proteínas envolvidas em funções como fixação de nitrogênio, síntese 

de aminoácidos, ciclo do ácido cítrico e outros processos importantes como a biossíntese de 

DNA, respiração, transporte de oxigênio e produção de H2 (ANDREWS; ROBINSON; 

RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; CHU et al., 2010). A  incorporação do ferro em proteínas 

pode ser realizada de forma simples ou na forma de  grupos heme e complexos ferro-enxofre 

(BEINERT; HOLM; MÜNCK;, 2007). 

Embora o ferro possua um caráter vital para o crescimento e sobrevivência celular, o 

mesmo pode ocasionar prejuízo quando está presente em excesso. Isto está associado ao estresse 

oxidativo, gerado através da reação de Fenton (1), onde a forma reduzida do (Fe²+) reage com 

o peróxido de hidrogênio intracelular originando assim radical hidroxila (OH-) que é capaz de 

danificar as proteínas, ácidos graxos e macromoléculas como o DNA ( REMES et al., 2014; 

TOUATI, 2000). 

 

(1) H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + OH● + OH- 
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Devido a este viés o ferro é encontrado na célula ligado a proteínas ou outros ligantes 

para garantir a solubilidade do metal e simultaneamente evitando que ocorra a formação de 

radicais tóxicos. Porém, foi demonstrado em Caulobacter crescentus que a escassez de ferro 

dentro da célula também tem a capacidade de gerar estresse oxidativo e danos ao DNA, 

iniciando assim a ativação de outras vias de resposta ao estresse (LEADEN et al., 2018). Para 

garantir a segurança contra esses tipos de danos, é necessário manter assim um nível de ferro 

livre intracelular controlado (PI; HELMANN, 2017). 

Apesar do ferro estar em grande quantidade na natureza, o ferro encontrado pelas 

bactérias em seu ambiente de crescimento não está prontamente disponível para ser utilizado. 

Em condições aeróbicas e pH neutro, o ferro oxidado está praticamente insolúvel sendo que a 

quantidade solúvel presente no ambiente não possui uma concentração necessária para sustentar 

a vida bacteriana (JOHNSTONE; NOLAN, 2015). Desta forma, os microrganismos necessitam 

criar estratégias para conseguir mobilizar o metal, utilizando sistemas de captação de ferro 

específicos que garantem a presença do metal e a adaptação em condições normais ou adversas. 

 

1.2 Captação e armazenamento de ferro 

 

No decorrer do tempo, as bactérias foram desenvolvendo formas eficientes e estratégias 

para conseguir permanecer em ambientes instáveis e com pouca disponibilidade de nutrientes 

e metais, e assim conseguir realizar a captação de ambos. O ferro é encontrado no meio 

extracelular com pouca disponibilidade (que chega a ser cerca de 10-9 a 10-18 M), porém para 

as bactérias conseguirem realizar seus processos metabólicos, fisiológicos e obter um 

crescimento ideal é requerido uma concentração de 108 M (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 

2017; SAHA et al., 2013). No caso de bactérias patogênicas a absorção de ferro pode ocorrer 

através de várias fontes de ferro encontradas no próprio hospedeiro como transferrina, 

lactoferrina, ferritina e hemeproteínas (WINKELMANN, 2002). 

Para sobreviver em ambientes de carência de ferro, ou seja, quando a concentração de 

ferro intracelular está abaixo de 10-6 M, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas secretam 

pequenas biomoléculas que são chamadas de sideróforos, palavra originada do grego sideros 

(significa ferro) e phores  (portador) (NAGOBA; VEDPATHAK, 2011). Os sideróforos são 

pequenas biomoléculas (200 – 2000 Da) que apresentem alta afinidade com o ferro férrico 

(Fe³+), sendo projetados para formar complexos estáveis com o íon de ferro e estão relacionados 

à sobrevivência de bactérias no solo e em ambientes aquáticos. Eles são essenciais para a 

virulência de muitos patógenos de animais (SAHA et al., 2013), sendo sintetizados e secretados 
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não somente por bactérias, mas também por fungos e plantas (AHMED; HOLMSTRÖM, 2014; 

SCHALK; HANNAUER; BRAUD, 2011). 

É sabido que os sideróforos diferem um do outro devido a sua estrutura e propriedades, 

e foram descritos aproximadamente 500 sideróforos, sendo que até o momento 270 já foram 

bem caracterizados (SAHA et al., 2016). Baseado na sua natureza química, onde o principal é 

a ligações do oxigênio com o ferro (Fe3+), os sideróforos foram caracterizados e classificados 

em grupos sendo eles: Hidroxamatos, Catecolatos (ou Fenolatos) e Carboxilatos. Além desses 

grupos, um novo grupo foi descrito seguindo o mesmo princípio que os outros e recebendo o 

nome de ‘Tipo Misto’, que são sideróforos que realizam interações entre os três grupos, como 

por exemplo: Hidroxamatos com Catecolatos ou Catecolatos e Carboxilatos (Figura 1) 

(MIETHKE; MARAHIEL, 2007; WILSON et al., 2016). 

Os hidroxamatos representam o maior grupo encontrado na natureza e também o maior 

grupo produzido e excretados pelos fungos. A ligação dos hidroxamatos com o ferro ocorre 

porque duas moléculas de oxigênio, presentes no hidroxamato, ligam-se ao íon férrico sendo 

capazes de formar um complexo octaédrico com Fe3+. O grupo dos catecolatos é encontrado 

somente em bactérias e, semelhante aos hidroxamatos, também fornece dois átomos de oxigênio 

para a quelação do ferro. Bactérias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Klebsiella 

pneumoniae são capazes de produzir enterobactina, um tipo de sideróforo pertencente ao grupo 

dos catecolatos onde se observa uma forte ligação com o ferro. Devido a essa forte afinidade, é 

possível obter a captação do ferro mesmo quando a sua concentração for extremamente baixa. 

Já os carboxilatos são produzidos por poucas bactérias, sendo produzido principalmente por 

Rhizobium e Staphylococcus e alguns fungos. Os carboxilatos, ao contrário dos outros dois 

grupos, possuem um grupo carboxila e hidroxila para a captação de ferro. Por fim, os 

sideróforos pertencentes ao grupo misto irão conter as características principais dos grupos que 

estão presentes (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2017; SAHA et al., 2016). 
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Figura 1 – Exemplo representativo dos diferentes grupos de sideróforos. (A) Demonstração das quatros 

regiões que atribuem a capacidade de ligação do ferro aos sideróforos: Carboxilato (laranja), Fenolatos (verde), 

Catecolato (vermelho) e Hidroxamato (azul). (B) Demonstração dos sideróforos de tipo misto que possuem mais 

de uma região de ligação ao ferro. Retirado de WILSON et al., 2016 . 

 

A regulação da biossíntese dos sideróforos é realizada em resposta a uma deficiência de 

ferro intracelular. Porém, já foi observado que outros metais também podem induzir a produção 

de sideróforos mesmo o ferro estando em concentrações altas no ambiente, indicando que o 

possível transporte desses outros metais também é mediado pelos sideróforos, como é o caso 

do molibdênio que regula a produção do sideróforo azotochelina secretado por Azotobacter 

vinelandii, sendo eficaz na captação desse metal (SAHA et al., 2013).  

A biossíntese dos sideróforos pode ser realizada de duas maneiras diferentes, sendo elas: 

(a) dependentes das sintetases peptídicas não ribossômicas (NRPS). Na qual as sintetases 

peptídicas são complexos multienzimáticos grandes que também são responsáveis pela síntese 

de outros vários produtos peptídicos importantes, porém sem um molde de RNA e (b) 

independentes de NRPS, que é caso de sideróforos que não são polipeptídios e que são 

montados em blocos variados derivados de aminoácidos, sendo ligados por ligações amina ou 

éster (CHALLIS, 2005; CROSA; WALSH, 2002). Algumas bactérias e fungos não possuem 

em seu genoma a presença de genes que façam partes de toda a via de produção e liberação de 
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sideróforos, consequentemente esses microrganismos acabam utilizam os sideróforos que já 

estão presentes no ambiente e que foram secretados por outros. 

Após sintetizados, os sideróforos são liberados no meio extracelular e se ligam aos íons 

de ferro originando assim um complexo sideróforo-Fe3+. Em bactérias Gram-negativas, o 

transporte de sideróforos para o interior da célula não é possível por difusão, devido ao tamanho 

do complexo formado que impossibilita sua passagem pelas porinas presentes na membrana 

externa. Assim, foi necessário o desenvolvimento de um mecanismo de transporte eficiente por 

proteínas específicas localizadas na membrana externa para que o complexo consiga chegar ao 

periplasma e logo após ao citoplasma da célula. Esse transporte é caraterizado por ser um 

transporte dependente de energia, a qual é obtida pelas proteínas presentes na membrana 

citoplasmática, compondo assim o sistema TonB-ExbB-ExbD (FERGUSON; 

DEISENHOFER, 2004; JOHNSTONE; NOLAN, 2015; WINKELMANN, 2002).  

Além de realizar o transporte de metais importantes, garantindo a sobrevivência de 

microrganismos, os sideróforos vêm apresentando uma gama diferente de aplicações em outros 

meios, como na agricultura promovendo o crescimento de plantas. Outra aplicação é na 

medicina, sendo utilizado no caso de bactérias resistentes aos antibióticos e também no 

tratamento de várias doenças humanas. O uso de sideróforos contra a resistência bacteriana é 

descrita como “cavalo de Tróia”, pois utiliza como base o transporte de ferro para transportar 

drogas, ligando o antimicrobiano no complexo, desta forma esse novo complexo (sideróforo, 

ferro e antibiótico) consegue interagir com os receptores de membrana externa, em seguida 

chegando ao interior da célula (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018; SAHA et al., 2016). 

 

1.3 Transportadores dependentes de TonB (TDTB) 

 

Com a formação do complexo estável entre o sideróforo e ferro que ocorre no meio 

extracelular, é necessário que ocorra a passagem do complexo para o meio intracelular, porém 

o mesmo é incapaz de passar pelas porinas devido ao tamanho destas moléculas. Nesta etapa 

são necessárias proteínas receptoras dos sideróforos carregados que estejam localizadas na 

membrana externa das bactérias Gram-negativas, que são intituladas de “transportadores 

dependentes de TonB (TBDT)” (NOINAJ et al., 2010a; WIENER, 2005). 

Em E. coli, foram descritas as estruturas de quatro transportadores dependentes de 

TonB: FhuA, responsável por transportar sideróforos do tipo hidroxamato como ferricromo 

(FERGUSON et al., 1998a; KILLMANN; BENZ; BRAUN, 1993), FepA, receptor de 

sideróforos do tipo catecolatos que transportam enterobactina férrica (BARNARD; WATSON; 
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MCINTOSH, 2001), FecA, que transporta citrato férrico (OGIERMAN; BRAUN, 2003), e o 

transporte de vitamina B12 que também é realizado do pela proteína BtuB (CHIMENTO et al., 

2003). Os receptores de membrana externa são expostos na membrana somente quando a 

bactéria se encontra em condição de limitação de ferro, e esse tipo de regulação é necessário 

porque as proteínas de membrana externa podem ser alvo de bacteriófagos, colicinas e 

antibióticos como ponto de entrada na célula. 

  As proteínas transportadoras dependentes de TonB em E. coli foram cristalizadas e sua 

estrutura foi determinada por difração de raios-X, sendo que a arquitetura comum entre elas é 

o formato de um  barril β composto por 22 fitas betas antiparalelas que atravessam a membrana 

externa (Figura 2), a qual irá permitir a passagem do sideróforo para o espaço periplasmático 

(KREWULAK; VOGEL, 2011). Na região N-terminal das proteínas de membrana externa, 

também conhecida como plug, encontra-se uma região conhecida como TonB-Box composta 

por 8 aminoácidos conservados, sendo observado em E. coli uma região composta com 

seguintes aminoácidos (DXXXVVTA). O TonB-Box está localizado na parte final do plug e se 

estende até o periplasma onde irá interagir com a região C-Terminal da proteína TonB, podendo 

ocorrer um rearranjo conformacional do domínio plug após essa interação mecânica. A 

sequência TonB-Box funciona como uma assinatura para essa família de transportadores 

dependentes de TonB (NOINAJ et al., 2010a). 

A região plug no interior do barril β na maioria das vezes é composta por quatro folhas 

β que estão entrelaçadas com loops e hélices. Em todos os TBDTs o plug obstrui o canal do 

barril β impedindo assim que ocorra uma passagem direta do sideróforo-ferro através do barril. 

Este domínio é mantido no interior do barril β por aproximadamente 50-70 pontes de hidrogênio 

e duas pontes salinas, que envolvem quatro aminoácidos  altamente conservados que são: dois 

resíduos de Arginina (R) do plug e dois de Ácido glutâmico (E) estes estão conservados no 

barril β (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; WIENER, 2005). 

Os sideróforos possuem uma alta seletividade que vem sendo demonstrada desde 1990 

através de vários experimentos de transporte em bactérias, fungos e plantas (SCHALK; 

MISLIN; BRILLET, 2012). Com estes estudos foi observado que a região do topo dos 

transportadores dependentes de TonB, onde estão localizados os loops, possui uma 

conformação diferente para cada transportador (Figura 2), e isto se dá devido a presença de 

diferentes aminoácidos nesta região, onde cada qual será especifico para o reconhecimento do 

sideróforo a ser transportado por aquele transportador. Ou seja, os aminoácidos nos loops 

diferem entre transportadores e podem ser a chave para o reconhecimento da ligação do 

sideróforo. Este fenômeno é demonstrado pela proteína FecA de E. coli que é responsável pelo 
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transporte de citrato férrico, onde a bolsa de ligação do sideróforo é revestida por aminoácidos 

que são carregados positivamente (FERGUSON, 2002; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003). 

Já no caso do transportador FhuA, também de E. coli, ocorre uma predominância de resíduos 

aromáticos (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; FERGUSON et al., 1998b). 

 

 

 

 

Figura 2 – Representação dos transportadores dependentes de TonB (TBDT). Os transportadores dependentes 

de TonB, estão localizados na membrana externada das células Gram-Negativas, situados entre a bicamada 

lipídica. São formados por um barril composto por 22 fitas β antiparalelas (verde e roxo) ao topo do barril β 

encontra-se os loops da proteína onde cada transportador terá uma conformação diferente entre si, e no lúmen do 

barril β encontra-se um domínio denominado de plug (vermelho e azul) e que possui na extremidade N-terminal 8 

aminoácidos que irão interagir com a proteína TonB, essa região é chamada de TonB-box (azul claro). Retirado 

de Klebba, 2016. 

 

 

Após o reconhecimento e a ligação do sideróforo nos transportadores de membrana 

específicos, um efeito cascata começa a ocorrer: a partir desta ligação, o domínio TonB-box 

presente no plug é exposto ao periplasma da célula onde irá interagir com a proteína TonB 

presente na membrana interna da bactéria. Devido a essa interação o sideróforo consegue passar 

pelo lúmen do barril β e chegar ao periplasma. Por ocorrer um efeito cascata e por envolver 

outras proteínas de membrana, o transporte mediado por sideróforos foi chamado de sistema 

TonB-ExbB-ExbD. 
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1.4 Sistema TonB-ExbB-ExbD 

 

Para a célula conseguir transportar o sideróforo para o meio intracelular é necessário 

que ocorra todo um processo dependente de energia envolvendo diferentes proteínas. A energia 

utilizada pelos micro-organismos é a energia próton-motriz já presente na membrana 

citoplasmática (ZHAI; HEIJNE; SAIER, 2003). No caso de transporte de ferro, a energia é 

transmitida para três proteínas presentes na membrana citoplasmática, denominadas TonB-

ExbB-ExbD, que irão conseguir energizar o transporte do sideróforo. Sabe-se que em E. coli as 

proteínas ExbB e ExbD possuem outras quatro proteínas parálogas, TolQ, TolR, MotA e MotB. 

As proteínas TolQ e TolR são encontradas no momento da divisão celular e são necessárias 

para a integridade e divisão da membrana externa, já as proteínas MotA e MotB estão 

envolvidas com a rotação do motor flagelar. Todas essas proteínas utilizam a força próton 

motriz (PMF) como a fonte de energia para suas funções (BRADBEER, 1993; KLEBBA, 2016; 

OLLIS et al., 2009). 

As proteínas pertencentes ao sistema TonB-ExbB-ExbD, foram mais descritas na 

bactéria E. coli onde ExbB apresenta uma função estrutural, conseguindo garantir assim 

estabilidade às proteínas ExbD e TonB (JANA; MANNING; POSTLE, 2011).  Em 

contraposição, ExbD possui sua região N-terminal no citoplasma e seu carboxi-terminal está 

no periplasma. ExbD é a proteína responsável por transmitir a energia próton-motriz para região 

carboxi-terminal de TonB, deixando assim o sistema ‘energizado’ (GRESOCK; KASTEAD; 

POSTLE, 2015a; SVERZHINSKY et al., 2015). 

A terceira proteína que compõe o sistema é TonB (26,1 kDa), a qual possui apenas um 

domínio acoplado à membrana citoplasmática, que é o N-terminal. O segundo domínio 

funcional de TonB se estende por todo o periplasma, sendo um espaçador com uma região rica 

em repetições de Prolina e Lisina que irão garantir flexibilidade a TonB no periplasma (Figura 

3). O terceiro domínio de TonB se encontra na região C-terminal e é fundamental para interagir 

com as TonB-boxes nos domínios N-terminais dos receptores de membrana externa 

(KREWULAK; VOGEL, 2011; SVERZHINSKY et al., 2015). 

Estudos mais recentes demonstraram que para ocorrer a transdução da energia próton-

motriz, é necessário que as proteínas TonB e ExbD formem um heterodímero, deste modo, 

TonB ficará energizado e sua região C-terminal irá interagir com a região TonB-Box dos 

TDTB, e o plug sofrerá uma mudança conformacional se desdobrando e permitindo assim a 

passagem do sideróforo para o periplasma (CELIA et al., 2016; GRESOCK; KASTEAD; 

POSTLE, 2015a). Após a translocação do sideróforo ao espaço periplasmático, o mesmo é 
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ligado por uma proteína periplasmática ligante de ferro, que irá transportar o sideróforo até um 

transportador ABC (ATP-Binding Cassette) localizado na membrana citoplasmática 

(FERGUSON; DEISENHOFER, 2002a; LOCHER, 2016).   

 

 

 

Figura 3 – Esquema do modelo do sistema TonB-ExbB-ExBD. Representação de todas as etapas do transporte 

de ferro em bactérias Gram-Negativas mediado por sideróforos. Na membrana externa é possível ver os β-barris, 

que é por onde os sideróforos passam, logo em seguida, no periplasma, é possível ver a extensão das proteínas 

presentes na membrana interna da bactéria: ExbB (azul), ExbD (verde) e TonB (amarelo). Também no periplasma, 

observa-se a presença da proteína periplasmática (cinza) a qual irá transportar o complexo sideróforo-ferro para o 

sistema ABC (preto) também localizado na membrana interna, outro sistema ABC presente na membrana interna 

é do tipo exportador (cinza) que é responsável por colocar o sideróforo novamente ao meio externo Na membrana 

interna da bactéria, temos a representação dos íons de hidrogênio que serão utilizados pela proteína ExbD para 

gerar a energia para o sistema todo, esse processo é chamado de força próton motriz PMF. Imagem retirada de 

Klebba, 2016. 

 

 Após a translocação do sideróforo para o periplasma da célula, o mesmo é ligado a uma 

proteína periplasmática. Em E. coli todas as proteínas periplasmáticas relacionadas ao 

transporte de ferro estão caracterizadas, sendo elas: FhuD, responsável pelo transporte de 

ferricromo; FepB, transportando enterobactina férrica; FecB, citrato férrico; e BtuE, que 
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transporta vitamina B12 (FERGUSON; DEISENHOFER, 2002a). Todas as proteínas 

periplasmáticas se ligam ao sideróforo através de ligações hidrofílicas e hidrofóbicas, e quando 

ocorre a ligação as proteínas sofrem uma mudança conformacional e transportam o complexo 

até um transportador ABC (ATP-Binding Cassette) localizado na membrana interna da célula 

(KREWULAK; VOGEL, 2008). 

O sistema ABC é comum na maioria dos organismos vivos, e no caso de procariontes 

sempre está organizado em operons e é dividido em duas classes, os importadores e 

exportadores. No transporte de ferro, são utilizados transportadores ABCs da classe 

importadores. Os importadores possuem dois domínios flexíveis que estão expostos ao 

periplasma, um outro domínio que está totalmente embebido na membrana interna e por fim o 

domínio ATPease que está exposto para o citoplasma da célula. Este último domínio irá realizar 

a hidrólise do ATP, gerando assim a energia necessária para o sistema para que o sideróforo e 

ferro possam atravessar chegando assim ao citoplasma da célula. Logo após a chegada ao 

citoplasma, enzimas especificas irão desfazer o complexo e o ferro Fe3+ será convertido em 

ferro Fe2+ que posteriormente será utilizado nos processos fisiológicos bacterianos. Já os 

sideróforos após se desligarem do ferro poderão ser liberados para serem reutilizados ou então 

degradados (ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; CONTRERAS et 

al., 2014; LOCHER, 2016).  

A utilização do sistema ABC também ocorre quando há um aumento na concentração 

do ferro no interior da célula. Sistemas ABC do tipo exportadores estão presentes na membrana 

interna e possuem os mesmos domínios dos importadores, mas realizam a ‘expulsão’ de íons 

de ferro para o meio externo, através da hidrólise de ATP para evitar que a alta concentração 

de ferro cause efeitos prejudiciais à célula. Eles também são os responsáveis por colocar os 

sideróforos novamente no meio externo para uma nova captação de ferro  (GREENE et al., 

2018; HANNAUER et al., 2010). 

 

1.5 Regulação gênica dependente de ferro 

 

O metabolismo de ferro é regulado de acordo com a sua disponibilidade no ambiente. 

Em bactérias, como E. coli e também em C. crescentus essa regulação é realizada por Fur 

(Ferric-uptake regulator) (DA SILVA NETO et al., 2009; DE CASTRO FERREIRA et al., 

2016; SILVA NETO; LOURENÇO; MARQUES, 2013). Essa proteína controla a expressão de 

genes envolvidos no metabolismo de ferro e enzimas dependentes de ferro (HANTKE, 2001). 
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Inicialmente, a atuação de Fur se faz pela repressão da transcrição de genes envolvidos 

na captação de ferro, sendo essencial a presença de Fe2+ como um sinalizador e também um co-

repressor (ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003). Na presença de Fe2+ 

ligado à proteína Fur, ambos irão se ligar entre os sítios -35 e -10 do promotor de genes que 

estarão envolvidos com processos na célula que envolvam ferro, em uma sequência 

palindrômica chamada de “Fur box”. (DA SILVA NETO et al., 2009; GOTTESMAN; MASSE, 

2002). Devido à ligação da proteína, a transcrição de genes envolvidos com o transporte de 

ferro é reprimida. Já na ausência de Fe2+, ocorre exatamente o inverso, devido à falta de Fe2+ 

na célula, a proteína Fur não consegue se ligar na região Fur box, permitindo assim que ocorra 

expressão dos genes relacionados com a captação e transporte de ferro (PARK; YOU; IMLAY, 

2005). 

Recentemente, vem sendo evidenciado que Fur pode funcionar como um ativador 

transcricional direto, o que ocorre em C. crescentus,  Anabaena sp e Neisseria meningitidis 

(DELANY; RAPPUOLI; SCARLATO, 2004; GONZÁLEZ et al., 2016; SILVA NETO; 

LOURENÇO; MARQUES, 2013). Com relação a regulação do ferro, temos a participação do 

pequeno RNA RyhB, o qual necessita da atuação da proteína Hfq para o estabilizar e assim 

conseguir realizar a sua função. O pequeno RNA RyhB irá favorecer a degradação de mRNAs 

que irão codificar proteínas que utilizam ferro, devido está função de degradação também foi 

visto que RyhB atua junto com a RNAseE para facilitar a degradação dos mRNAs alvos, em E. 

coli foi observado que RyhB pode ser reprimido pelo regulador Fur (MASSÉ et al., 2007; 

MASSE; VANDERPOOL; GOTTESMAN, 2005).  

 

1.6  Caulobacter crescentus 

 

C. crescentus é uma bactéria Gram-negativa não patogênica, pertencente à família das 

α-protobactérias. Por possuir a característica de ser oligotrófica, pode colonizar ambientes com 

pouca disponibilidade de nutrientes, apresentando um ciclo de vida dimórfico, onde a partir da 

divisão celular assimétrica resulta na formação de duas células-filhas distintas entre si, uma 

célula-talo e uma célula móvel. Por apresentar essas características C. crescentus vem sendo 

um modelo bacteriano de estudo devido ao seu ciclo celular, ambiente e regulação (CURTIS; 

BRUN, 2010). 

A célula–talo possui em sua extremidade a presença de polissacarídeo adesivo, 

permitindo assim a fixação da célula em diversas superfícies, enquanto a célula flagelada possui 

um flagelo ao invés do talo e pili. As diferenças encontradas nas células não são somente 
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morfológicas, as células-talo são capazes de iniciar a replicação do cromossomo e 

consequentemente a divisão celular, o que não ocorre na célula móvel (CURTIS; BRUN, 2010; 

ENGLAND et al., 2010). 

O ciclo celular de C. crescentus é demonstrado na Figura 4, sendo apresentado em três 

fases: G1, S e G2 (MARKS et al., 2010). A fase G1 é reconhecida pelo fato de as células móveis 

serem incapazes de replicar o seu DNA, nesta fase o flagelo é desfeito e o talo é sintetizado no 

polo oposto, ocorrendo também a retração dos pili. Posteriormente a célula-talo entra na fase S 

da divisão replicando o seu DNA e convertendo em uma célula pré-divisional. Já na fase G2 as 

duas células filhas já se encontram praticamente formadas, ocorre a síntese do flagelo na célula 

filha que será móvel, enquanto a célula filha séssil continua com o talo e ocorrendo a divisão 

completa em seguida. Assim sucede a divisão celular, onde as novas células-filhas se separam, 

dando origem a duas células morfológica e bioquimicamente diferentes; a célula-móvel 

corresponde à fase G1 e a célula-talo retorna para fase S (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 

2005b; GOLEY; INIESTA; SHAPIRO, 2007). 

 

 

 

Figura 4 – Representação do ciclo celular de C. crescentus. Aparecem indicados os estágios morfológicos e os 

estágios divisão celular (G1, S e G2). A fase G1 ocorre na célula flagelada, a qual antecede a replicação do DNA 

(fase S). No decorrer da fase S, a célula móvel perde o flagelo e no mesmo local há a formação de um talo; a célula 

alongada encontrada nessa fase é chamada de pré-divisional, e após esse evento inicia-se a fase G2 onde ocorre a 

citocinese. A célula séssil que apresenta o talo é capaz de reiniciar o ciclo imediatamente replicando o seu DNA, 

enquanto a célula móvel novamente tem que perder os eu flagelo dando origem ao talo e assim replicar o seu DNA. 

Retirado de (COLLIER, 2018). 
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Todo o ciclo celular de C. crescentus é regulado por reguladores globais: CtrA, GcrA, 

DnaA e CcrM, onde a estabilidade dessas proteínas são controladas durante o ciclo. A proteína 

CtrA é um fator de transcrição além de ser o regulador central, ele basicamente atua impedindo 

que a DnaA realize a sua função impedindo a replicação da célula (BEROUAL; BRILLI; 

BIONDI, 2018).  

 Da família das α-proteobactérias C. crescentus foi a primeira a ter o seu genoma 

totalmente sequenciado e a partir disso foi possível realizar inúmeras abordagens genômicas, 

como análise do perfil global de expressão utilizando técnicas de microarranjos de DNA e 

RNAseq ou abordagens proteômicas (KIRKPATRICK; VIOLLIER, 2012; MARKS et al., 

2010). Desse modo, é sabido que C. crescentus NA1000 possui um genoma único e circular 

contendo 4 Mb tendo 67% de GC, codificando aproximadamente 3.767 genes relacionados a 

adaptação ao ambiente e resposta a estresses (MARKS et al., 2010).  

 Em C. crescentus foram identificados 62 genes que codificam proteínas de membrana 

externa que são transportadores dependentes de TonB (TBDT) (LOCHER et al., 1998; MARKS 

et al., 2010; NIERMAN et al., 2001). Estes genes são responsáveis pelo transporte de nutrientes 

essenciais a célula, como por exemplo açúcares, vitamina B12, ferro e outros metais 

(NEUGEBAUER et al., 2005). Entretanto, dentre esses 62 genes, em condições limitantes de 

ferro foram identificados quatro transportadores dependentes de TonB (TBDT) sendo eles: 

CCNA_00138, CCNA_00028, CCNA_03023, CCNA_02277 estritamente regulados por Fur, 

ou seja, na presença de ferro na célula esses genes são reprimidos (SILVA NETO; 

LOURENÇO; MARQUES, 2013). 

 Em um trabalho recente executado por nosso grupo de pesquisa, foi realizada uma 

varredura de sideróforos férricos que C. crescentus poderia utilizar, e se descobriu que C. 

crescentus utiliza predominantemente sideróforos do tipo hidroxamato (BALHESTEROS et 

al., 2017), que são listados na Tabela 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

 

Tabela 1 – Sideróforos do tipo hidroxamato que são utilizados por C. crescentus. Retirado 

de (BALHESTEROS et al., 2017). 

 

 

 

Através desta varredura, observou que C. crescentus não utiliza sideróforos de outras 

categorias, não apresentando crescimento em sideróforos catecóis e nem de função mista. 

Porém com o início deste trabalho, constatamos que o transportador (TBDT) codificado pelo 

gene CCNA_02277 é capaz de transportar o sideróforo hemina/hemoglobina, algo não 

esperado, dado que C. crescentus não é uma bactéria patogênica. Como a utilização desse tipo 

de sideróforo é observado em patógenos, a utilização de hemina ou hemoglobina por C. 

crescentus provavelmente pode estar relacionada à presença destes componentes oriundos da 

decomposição de matéria orgânica, nos ambientes aquáticos na qual a mesma vive. O 

transportador de heme foi identificado como hutA (BALHESTEROS et al., 2017; 

CONTRERAS et al., 2014; KREWULAK; VOGEL, 2008). 

Da mesma forma, foi visto que enterobactina, um sideróforo do tipo catecol que é 

utilizado por muitas bactérias Gram-negativas (CAO et al., 2003), não foi capaz de fornecer 

ferro para C. crescentus (BALHESTEROS, et al., 2017)., o que é de certa forma é notável pois 

bactérias dos gêneros Enterobacter, Erwinia e Klebsiella que também estão presentes no 
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mesmo ambiente que C. crescentus sintetizam enterobactina, deixando esse sideróforo exposto 

neste tipo de ambiente (HIDER; KONG, 2010).  

Outro fato interessante é que foram descritos dois genes codificando possíveis proteínas 

TonB em C. crescentus (Lohmiller et al., 2008). Um destes genes codifica um TonB clássico 

(tonB1), fazendo parte de um operon com as outras proteínas do sistema ExbB e ExbD, e o 

outro codifica outra proteína (tonB2), e não está localizado em um operon como tonB1 (Figura 

5). Em Rhizobium leguminosarum foi descrito que está proteína TonB2 é necessária para a 

aquisição de heme e outros sideróforos (Wexler et al., 2001). 

 

 

Figura 5 – Localização dos genes tonB de C. crescentus. Mapa do cromossomo de C. crescentus NA1000 

mostrando na caixa vermelha o operon contendo tonB1 e a caixa verde o gene tonB2. Imagem retirada do KEGG 

(www.genome.jp/kegg/). 

 

Como exposto, apesar do ferro ser um metal essencial para a sobrevivência bacteriana, 

vários fatores acabam interferindo na absorção deste metal, e todo um sistema específico é 

necessário para esse transporte, sendo que necessita de uma regulação eficaz para que a célula 

não tenha prejuízos. Em algumas espécies de bactérias Gram-negativas todos os genes 

responsáveis pelo transporte do ferro Fe3+ já foram caracterizados, do momento que é captado 

no meio extracelular até onde ocorre a sua conversão para Fe2+, o que gerou informações para 

melhor compreensão da sobrevivência e fisiologia da bactéria. No entanto, este não é o caso de 

C. crescentus, do qual ainda pouco se sabe, especialmente se as características apresentadas por 

esta bactéria como seu ciclo celular e seu habitat, poderiam afetar de forma positiva ou negativa 

a captação e absorção de ferro. Estas singularidades e indagações sobre o assunto ainda pouco 

descrito levaram ao desenvolvimento deste trabalho.   
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2. OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve por objetivo caracterizar o transporte de ferro mediado por quatro 

receptores dependentes de TonB e outras proteínas envolvidas neste processo em C. crescentus. 

Para isso, as estratégias utilizadas foram: 

 

a) efetuar a deleção dos quatro transportadores dependentes de TonB (TBDT) que são 

regulados por Fur em C. crescentus, além dos genes codificando outros possíveis 

transportadores nesses loci. 

b) determinar o perfil de utilização de compostos de ferro de cada linhagem mutante 

em relação à linhagem parental. 

c) verificar se ocorre especificidade em relação aos dois possíveis TonBs na função de 

transporte de compostos férricos, através da deleção de cada um dos genes tonB1 e 

tonB2 e análise da utilização de compostos de ferro. 

d) efetuar a mutagênese sítio-dirigida dos aminoácidos de HutA que interagem com o 

sideróforo para realizar ensaios de transporte de heme in vivo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 – Análise in silício dos domínios presentes nos receptores dependentes de 

TonB e as proteínas TonB de C. crescentus 

As sequências dos transportadores dependentes de TonB (CCNA_00138, 

CCNA_00028,  CCNA_03023, CCNA_02277), das proteínas TonB de C. crescentus 

(CCNA_02419, CCNA_02412,) e dos transportadores de E. coli (FecA, FhuA, FepA e BtuB) 

foram adquiridas em formato FASTA da plataforma KEGG (http://www.genome.jp/kegg/), 

sendo posteriormente realizado o alinhamento entre elas utilizando o programa MAFFT 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) (KATOH et al., 2002) e GeneDoc 

(NICHOLAS et al.,1997). Após o alinhamento, foram identificados os aminoácidos 

conservados entre os transportadores, além da região respectiva ao plug e a região β-barril de 

cada transportador, por meio das anotações já fornecidas pelo UniProt 

(http://www.uniprot.org/). Para obter a porcentagem de identidade dessas proteínas, foi 

utilizado o BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.). 

 

3.2 – Análise estrutural dos receptores dependentes de TonB e as proteínas TonB 

de C. crescentus 

 

Utilizamos as sequências obtidas em formato FASTA dos transportadores dependentes 

de TonB e das proteínas TonB em C. crescentus, sendo realizada uma modelagem estrutural 

utilizando o programa Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) (GUEX; PEITSCH; 

SCHWEDE, 2003). Também realizamos um predição da topologia dessas proteínas utilizando 

o programa PRED-TMBB2 (http://www.compgen.org/tools/PRED-TMBB2) (TSIRIGOS; 

ELOFSSON; BAGOS, 2016). Após a obtenção da modelagem da estrutura de todos os 

transportadores os mesmos foram analisados com a utilização do programa Pymol (Molecular 

Graphics System, versão 2.0 Schrödinger, LLC). 

 

3.3 - Linhagens bacterianas e condições de crescimento    

  

As linhagens de C. crescentus foram cultivadas sob agitação a 30°C em meio PYE 

(peptona 2g/L; extrato de levedura 1 g/l; MgSO4 0,2 g/l; CaCl2 1M 0,5 mM) ou em meio mínimo 

M2 (Na2PO4 0,5 g/l; KH2PO4 1,74 g/l; NH4Cl 1,06 g/l; FeSO4 1 mM; glicose 20%; MgSO4 1 

http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
https://swissmodel.expasy.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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mM; CaCl2 0,5 mM; pH 6,9) (ELY, 1991). O meio M2 pode conter diferentes fontes de ferro 

(sulfato ferroso 100 μM, citrato férrico 100 μM, cloreto férrico 100 μM ou hemina 100 μM). 

No caso de o crescimento ser realizado sem a presença do ferro, o Fe2SO4 não era adicionado 

ao meio M2. Quando requerido, os meios foram complementados com antibióticos: ácido 

nalidíxico (20 μg/ml), canamicina (5 μg/ml) ou tetraciclina (1 μg/ml). As linhagens bacterianas 

utilizadas neste trabalho estão descritas nas tabelas 2 e 3. 

 

Tabela 2 – Linhagens de C. crescentus utilizadas 

 

 

 

 

 

LINHAGEM DESCRIÇÃO REFERÊNCIA 

NA1000 Linhagem sincronizável, considerada selvagem Evinger; Agabian, 1977 

MM96 
Linhagem mutante para transportador 

dependente de TonB CCNA_00028 
Este trabalho 

MM89 
Linhagem mutante para transportador 

dependente de TonB CCNA_00138 
Este trabalho 

MM90 
Linhagem mutante para transportador 

dependente de TonB CCNA_02277 
Balhesteros, 2017 

MM91 
Linhagem mutante para transportador 

dependente de TonB CCNA_03023 
Este trabalho 

MM90 (pMR20-hutA) Linhagem ∆CCNA_02277 com pMR20 – hutA Este trabalho 

MM91 (pMR20- 03023) 
Linhagem ∆CCNA_03023 com a presença do 

plasmídeo pMR20- 03023 
Este trabalho 

MM96 (pMR20-00028) 
Linhagem ∆CCNA_00028 com a presença do 

plasmídeo pMR20- 00028 
Este trabalho 

NA1000 (pMR20) 
Linhagem selvagem com a presença do 

plasmídeo pMR20 vazio 
Este trabalho 

MM90 (pMR20) 
Linhagem selvagem com a presença do 

plasmídeo pMR20 vazio 
Este trabalho 

MM91 (pMR20) 
Linhagem selvagem com a presença do 

plasmídeo pMR20 vazio 
Este trabalho 

∆CCNA_02419 
Linhagem mutante para proteína TonB1 

CCNA_02419 
Este trabalho 

∆CCNA_02412 
Linhagem mutante para proteína TonB2 

CCNA_02412 
Este trabalho 

MM90 (pMR20-hutA) Linhagem com pMR20 - hutA Este trabalho 

MM91 (pMR20) 
Linhagem mutante com a presença do plasmídeo 

pMR20 vazio 
Este trabalho 
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Tabela 3 – Linhagens de Escherichia coli utilizadas  

ESPÉCIE LINHAGEM DESCRIÇÃO REFERÊNCIA 

Escherichia coli 

DH10β 
F-mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcBC) 

Φ80lacZ∆M15∆lazX74recA end A1 
Hanahan, 1983 

S17-1 294::RP4-2(Tc:: Mu)(Km::Tn7) 
Simon; Priefer Puhler, 

1983 

 

Durante os procedimentos de clonagem, foram utilizadas células de E. coli DH10β 

(HANAHAN, 1983), e os plasmídeos utilizados estão descritos na tabela 3. Para a introdução 

dos plasmídeos em C. crescentus por conjugação, utilizou-se a linhagem de E. coli S17-1 

(SIMON; PRIEFER; PÜHLER, 1983). As linhagens de E. coli foram cultivadas sob agitação a 

37°C em meio Luria-Bertani-LB (triptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/l, NaCl 10 g/l, pH 

7,5), e suplementadas com ampicilina (100 μg/ml), canamicina (50 μg/ml) ou tetraciclina (12,5 

μg/ml) quando necessário. 

 

3.4 - Plasmídeos e oligonucleotídeos utilizados 

 

 As tabelas 4 e 5 listam os plasmídeos e oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 

 

Tabela 4 – Plasmídeos utilizados 

PLASMÍDEOS CARACTERÍSTICAS A REFERÊNCIA 

pGEM T-Easy Vetor de clonagem, Apr Promega 

pNPTS138 
Replicon ColE1, oriT, npt (Kmr), 

sacB. 
M.R.K. Alley 

pMR20 
Vetor de clonagem, replicon IncP1, 

Tcr, mobilizável 
Roberts et al., 1996 

pMR20hutA 
Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA 
Este trabalho 

pMR20-00028 
Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene CCNA_00028 
Este trabalho 

pNPT∆CCNA_2277 
Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_02277 no pNPTS138 
Este trabalho 

pNPT∆CCNA_3023 
Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_03023 no pNPTS138 
Este trabalho 

pNPT∆CCNA_0028 
Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_00028 no pNPTS138 
Este trabalho 

pNPT∆CCNA_0138 
Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_00138 no pNPTS138 
Este trabalho 

pNPT∆CCNA_02419Spec 

Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_02419 com cassete Spec no 

pNPTS138 

Este trabalho 
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Tabela 4 – Plasmídeos utilizados (continuação) 

a Apr, marca de resistência a ampicilina; Kmr, marca de resistência a Canamicina; Tcr marca 

de resistência a tetraciclina; Smr marca de resistência a espectomicina.  

 

Tabela 5 – Oligonucleotídeos utilizados neste trabalho 

NOME SEQUÊNCIA (5'-3')A CARACTERÍSTICAS 

00138 - 1a AAAAGCTTGCGAAGTTCAGCAGAATCTG 
Fragmento HindIII/EcoRI  

627pb na 

região 5’ do gene 

CCNA_00138. 
00138 - 2a AAGAATTCGACTCTGAACAGATCGACCC 

00138 - 3a AAGAATTCCAGCGCTTCTAGAGCATTTTC 
Fragmento EcoRI/Sph 

688pb na 

região 3’ do gene 

CCNA_00138. 
00138 - 4a AAGCATGCCAACGCCCATGTGCGCTATC 

00028 - 1a AAAAGCTTCCATGCTCGGGCTTGATGAAC Fragmento HindIII/BamHI  

695pb na região 5’ do 

gene CCNA_00028. 00028 - 2a AAGGATCCGTTACGCATAGTGGTCCTATCC 

00028 - 3a AAGGATCCCAATGTGAAGTACTGATCCTCC 
Fragmento BamHI/EcoRI  

653pb na 

região 3’ do gene 

CCNA_00028. 
00028 - 4a AAGAATTCCGTGACGTGATGCAGGCTGG 

03023 - 1a AAAAGCTTGGCCAAGAACGGTCTGAAGG 
Fragmento HindIII/BamHI  

867pb  

região 5’ do gene 

CCNA_03023. 
03023 - 2a CGAGACGAGACGACATCGGAG 

02419 - 1a AAGGATCCCAGACCCGCATCTCGGCCTAC 
Fragmento BamHI/EcoRI 

542pb na 

PLASMÍDEOS CARACTERÍSTICAS A REFERÊNCIA 

pNPT∆CCNA_02412 
Regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_02412 
Este trabalho 

pHP45Ω 
Derivado do pBR322, Apr, cassete 

ΩSpec (Smr / Spr) 
PRENTKI e KRISCH, 1984 

pMR20HutA-S263C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido S263 para C 

Este trabalho 

pMR20HutA-S510C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido S510 para C 

Este trabalho 

pMR20HutA-S567C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido S567 para C 

Este trabalho 

pMR20HutA-S709C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido S709 para C 

Este trabalho 

pMR20HutA-A352C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido A352 para C 

Este trabalho 

pMR20HutA-A656C 

Vetor pMR20 carregando uma 

cópia do gene selvagem hutA com 

troca do aminoácido A656 para C 

Este trabalho 
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02419 - 2a AAGAATTCCATCACCCCCTACTGGCTATC 
região 5’ do gene 

CCNA_02419. 

02419 - 3a AAGAATTCGCCTGGATCACAGCGAAAG 
Fragmento EcoRI/SphI 

716pb na 

região 3’ do gene 

CCNA_02419. 02419 - 4a AAGCATGCGTCACGAACGCGGTGAAGCAC 

02412 - 1a AAAAGCTTGGTAGGAGGCGTGATCCGAC Fragmento HindIII/BamHI 

518pb na 

região 5’ do gene 

CCNA_02412 02412 - 2a AAGGATCCGGCGTGGCGATTGTAAATTGAC 

02412 - 3a AAGGATCCCGTGTCAGTAGCTCTTGGGC 
Fragmento BamHI/EcoRI 

530pb na 

região 3’ do gene 

CCNA_02412. 02412-4a AAGAATTCCATGCTGTTTATCGAGGACC 

COMP2277-Fa ATATCATAAGAAGCTTCATTGGACAAACCCCAAGCGC 
Fragmento HindIII/BamHI 

2427pb para 

complementação do gene 

CCNA_02277. 
COMP2277-Ra ATATCATAAGGGATCCGCTTGTCCGCAAGGATGTCG 

COMP0028-Fa ATATCATAAGCCATGGGAAAGTCCACGCTTCCCGAGG 
Fragmento NcoI/PstI 

2400pb para 

complementação do gene 

CCNA_00028. 
COMP0028-Ra ATATCATAAGCTGCAGCTGGGTGTAAGCACCCTAAG 

COMP03023-Fa AAGCTTGGGAAAGGCGAGAGCCTTCC Fragmento para 

complementação do gene 

CCNA_03023. COMP03023-Ra GAATTCGCTCGACCACTTGTGAACCC 

Primer1 - HutAFb GCCAAGCTGATCTACTGCCCCAATGACAACAAC 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer1 - HutARb GTTGTTGTCATTGGGGCAGTAGATCAGCTTGGC 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer2 -HutAFb 
G C T T C T C C A A T C C G G T C T G C A A C T A C C A A T C

G A T C T C G  

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer2 -HutARb 
C G A G A T C G A T T G G T A G T T G C A G A C C G G A T T

G G A G A A G C  

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer3 - HutAFb C A C C G C C G C C T G C C C G G C C G T  

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer3 - HutARb A C G G C C G G G CA G C G C G T G 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer4 - HutAFb GTCCGCGGCCTGTGCAACACCTCGACGG 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer4 - HutARb CCGTCGAGGTGTTGCACAGGCCGCGGAC 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer5 - HutAFb CGCAACACCGCCTCTGACCGCACGC 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer5 - HutARb GCGTGCGGTCAGAGGCGGTGTTGCG 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer6 - HutAFb ATCGGCCAGCCGCTGCGGCGTCACCTGCG 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 

Primer6 - HutARb CGCAGGTGACGCCGCAGCGGCTGGCCGAT 

Primer para a troca de um 

aminoácido por uma 

cisteína. 
a As letras sublinhadas indicam sítios de enzimas de restrição usados para clonagem. 
b Nucleotídeos em negrito indicam a troca pela mutagênese sitio-dirigida. 
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3.5 – Extração de DNA cromossômico de C. crescentus 

 

A metodologia de extração do DNA cromossômico de C. crescentus foi baseada no 

protocolo descrito por (CHEN; KUO, 1993). Culturas de Caulobacter foram incubadas em 

meio PYE a 30ºC por 16 horas com agitação constante de 200 rpm. Foram transferidos 1,5 mL 

da cultura para um tubo de 2 mL, que foi centrifugado por 3 minutos a 12.000 rpm. As células 

foram ressuspendidas em 200 µl de tampão de lise (Tris-acetato 40 mM pH 7,8; acetato de 

sódio 20 mM; EDTA 1 mM; SDS 1%) e pipetadas vigorosamente. Em seguida, 66 µl de uma 

solução de NaCl 5 M foram adicionados, a mistura foi vigorosamente agitada até ficar viscosa 

e então foi centrifugada a 4 °C por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido 

para um novo tubo, ao qual foi adicionado um volume igual de uma mistura de fenol e 

clorofórmio (1:1). Os tubos contendo a mistura foram invertidos gentilmente, até que a mistura 

ficasse leitosa e sem apresentar separação de fases, quando então foi centrifugada por 3 minutos 

a 12.000 rpm. A fase do sobrenadante foi transferida para outro tubo, ao qual foi adicionado o 

dobro do volume de etanol e centrifugado para outro tubo, ao qual foi adicionado o dobro do 

volume foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm. O DNA 

cromossômico foi lavado com etanol 70% por duas vezes, seco e ressuspendido em 50 µl de 

TE (10 mM Tris, com HC e pH 8.0, 1 mM de EDTA). 

 

3.6 – Reação em cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese 

Conforme descrita por Mullis (1986), as reações de PCR foram realizadas utilizando-se 

os seguintes componentes: 1 μg DNA genômico, 1 μl de cada oligonucleotídeo utilizado (10 

pmol) (Tabela 5), 1 μl de dNTPs (0,2 mM) (Life Technologies), 0,5 μl da enzima DNA 

Polymerase (Sinapse), 3 μl de MgCl2, 1,25 μl de DMSO, 2,5 μl de tampão 10X (NH4SO4-

MgCl2) e água Mili-Q® estéril para completar o volume de uma reação total de 25 μl. 

A condição padrão para a realização da reação de PCR foi 94°C por 5 minutos, seguidos 

de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, e 72°C também por 30 segundos. Após 30 ciclos a reação 

permaneceu a 72°C por 7 minutos e foi mantida a 4°C ao final. Algumas das reações sofreram 

alterações nas variações de tempo e temperatura de acordo com o par de oligonucleotídeos 

utilizados. 

Alíquotas da PCR foram, então, submetidas à eletroforese em gel de agarose 1%, em 

tampão de corrida TBE 1X (Tris base, Ácido bórico, EDTA) e utilizando-se 1kb Plus DNA 
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Ladder (Life Technologies) como marcador de peso molecular. A condição padrão da 

eletroforese foi de 100 Volts por 1 hora e 30 minutos, podendo sofrer alterações de acordo com 

a finalidade. Após a eletroforese, o gel foi submetido a uma solução contendo brometo de 

etídeo, para a identificação das bandas de DNA sob luz UV. Quando necessária, a purificação 

de fragmentos do DNA de interesse diretamente do gel de agarose foi realizada utilizando o kit 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up conforme instruções do fabricante (Macherey-Nagel). 

 

3.7 – PCR de Colônia 

Após o crescimento de colônias em placas com meio sólido, uma colônia foi transferida 

para um tubo de 1,5 ml contendo 50 µl de buffer TE. Após colocar a colônia no buffer TE, 

coloca-se o tubo para ferver por 5 minutos, e a seguir o mesmo é passado imediatamente para 

o gelo e espera-se mais 5 minutos. Após os 5 minutos no gelo, é centrifugado por 5 minutos a 

12.000 rpm. Ao finalizar a centrifugação, temos a obtenção do DNA cromossômico da colônia.  

3.8 – Construção das linhagens mutantes  

As regiões flanqueadoras das ORFs CCNA_00138, CCNA_00028, CCNA_02277, 

CCNA_03023, CCNA_02419 e CCNA_02412 foram amplificadas do genoma e clonadas no 

vetor pGEM T-Easy (Promega). Os fragmentos (1 e 2) flanqueadores foram amplificados com 

pares de oligonucleotídeos contendo a presença de sítios para enzimas de restrição como 

descrito na tabela 5. Depois da obtenção de clones positivos, os mesmos foram sequenciados 

para a confirmação. Após a clonagem e confirmação de ambos os fragmentos no vetor pGEM 

T-Easy, as duas construções foram então transferidas por eletroporação (ver item 3.10) para 

uma linhagem de E. coli DH10β. 

Em seguida, os fragmentos no vetor pGEM T-Easy, foram digeridos com enzimas de 

restrição, purificados com o kit NucleoSpin Gel PCR Clean-up, e posteriormente clonados 

sequencialmente no vetor suicida pNPTS138. A ligação do fragmento 2 no vetor contendo o 

fragmento 1 foi realizada utilizando-se a T4 DNA Ligase (Invitrogen) (Figura 6). A construção 

positiva com os dois fragmentos no pNPTS138 foi inserida por eletroporação em E. coli S17-

1, que é capaz de transferir este plasmídeo para a linhagem NA1000 de C. crescentus, por 

conjugação (ver item 3.10). 
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Após a conjugação, as culturas foram semeadas em placas com meio PYE sólido 

contendo ácido nalidíxico (20 μg/ml) e Canamicina (5 μg/ml), e incubadas a 30°C por 48 horas. 

Uma colônia foi inoculada em meio PYE líquido a 30°C por 48 horas, sem adição de 

antibióticos. As culturas foram semeadas em placas PYE contendo 3% sacarose. 

 

 

 

 

Figura 6 – Esquema da construção dos mutantes. Representação de todos os passos realizados para obtenção 

das linhagens mutantes dos quatros transportadores e das proteínas TonBs de C. crescentus. Inicialmente foi 

realizada à amplificação das regiões upstream e downstream, o fragmento upstream foi chamado de 1 e o 

downstream de fragmento 2. Em seguida foi clonado no plasmídeo pGEMT – Easy o fragmento 1 dos genes 

citados, seguida de uma digestão com a enzimas específicas para cada gene da região final do fragmento 1 e do 

plasmídeo e a seguir foi inserido o fragmento 2 na mesma construção. Com o plasmídeo contendo os dois 

fragmentos, por meio de eletroporação o plasmídeo foi inserido na bactéria E. coli S17-1 e posteriormente realizada 

uma conjugação para que este plasmídeo fosse transferido para a linhagem selvagem NA1000 de C. crescentus. 

 

Para facilitar a seleção do mutante do gene CCNA_02419 após os dois eventos da 

recombinação homóloga, foi adicionado um cassete que confere resistência a espectinomicina 

entre as regiões flanqueadoras clonadas no plasmídeo pNPTS138. O cassete de resistência foi 

obtido do plasmídeo pHP45Ω por digestão. O cassete foi inserido entre as regiões 

flanqueadoras, e, para isto, ambos os plasmídeos foram digeridos com a enzima de restrição 

EcoRI (Biolabs) e posteriormente a ligação foi realizada utilizando-se a T4 DNA Ligase 

(Invitrogen). 
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Figura 7 – Obtenção do cassete de espectinomicina. Esquema representando (da esquerda para a direita) os 

passos para o isolamento do cassete com marca de resistência para espectinomicina. O cassete foi isolado através 

de digestão, após ser isolado o mesmo foi adicionado por meio de clonagem no meio do gene CCNA_02419 que 

se encontra no plasmídeo pNPTS138. 

 

3.9 – Southern blotting 

 

Para a confirmação de alguns mutantes dos TBDTs realizamos a técnica de Southern 

blotting, que é uma das técnicas de hibridização mais utilizada para a detecção de sequências 

específicas de DNA. Deste modo, a sonda utilizada foi o produto de PCR dos primers (00028-

1/00028-2; 00138-1/00138-2; 03023-3/03023-4) já usados na construção dos mutantes (Tabela 

5). As sondas foram marcadas com nucleotídeos biotinilados com o kit Chemiluminescent 

Nucleic Acid Detection. O DNA foi digerido com as seguintes enzimas de restrição: para o 

gene CCNA_000138 utilizamos duas enzimas sendo elas ApaI e HindIII, para o gene 

CCNA_00028 escolhemos a enzima PstI e para o gene CCNA_03023 a enzima BamHI, após a 

digestão os fragmentos foram observados em um gel de agarose 1,5 a 80V por 1 hora e 30 

minutos.  

Após a eletroforese o DNA foi transferido para uma membrana de náilon over night e 

ligado covalentemente a membrana pela luz UV. A hibridação entre a sonda e o DNA 

desnaturado na membrana, foi realizada sob as condições desejadas e o resultado da hibridação 

foi comparado com a região do gel original que contêm as sequências de DNA de interesse. 

Quando utilizada uma sonda marcada com biotina, a mesma foi detectada pela a ligação da 

streptavidina conjugada com fosfatase alcalina, usando o substrato BCIP-T/NBT 
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 3.10 – Transformação de células competentes por eletroporação 

As transformações ocorreram por eletroporação (a 1,8 KV, 200Ω e 25µF) de 40 µl de células 

previamente competentes (HANAHAN, 1983) contendo 1 µl das ligações ou plasmídeos de 

interesse. Logo após a eletroporação, as células foram inoculadas em 1 ml de meio LB líquido 

e incubadas a 37°C durante 1 hora. Após o período de incubação, a cultura foi distribuída em 

placas de Petri com meio LB sólido contendo o antibiótico apropriado, e permaneceram 

incubadas na estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas. 

3.11 – Extração de DNA plasmidial 

As colônias foram transferidas para tubo de microcentrífuga contendo meio LB líquido 

acrescido de antibiótico adequado, e centrifugados por 3 minutos a 12.000 x g, a fim de 

precipitar as células e descartar o meio de cultura. As extrações de DNA plasmidial dos 

processos de clonagem foram realizadas pelo método de lise alcalina como descrito por 

(FREDERICK M. AUSUBEL, ROGER BRENT, 1995). Os precipitados foram secos em 

temperatura ambiente e ressuspendidos em 50 µl de TE contendo 50 µg/ml de RNase A.  

3.12 – Conjugação 

Células de E. coli S17-1, contendo a construção plasmidial de interesse, foram colocadas 

em contato direto com as linhagens de C. crescentus utilizando-se uma alça de platina, em meio 

PYE sólido. A conjugação ocorreu em placas PYE por aproximadamente 12 horas sob 

incubação a 30°C. Após a conjugação as células foram semeadas em placas com PYE sólido 

contendo 5 µg/ml de Canamicina e 20 µg/ml de ácido nalidíxico (quando utilizado o vetor 

pNPTS138) ou contendo 1 µg/ml de tetraciclina e 20 µg/ml de ácido nalidíxico (quando 

utilizado o vetor pMR20), ou então contendo 20 µg/ml de espectinomicina (quando utilizado o 

vetor com o cassete de resistência a espectinomicina) sendo incubadas a 30°C durante 2 dias. 

 

3.13 – Construção das linhagens complementadas 

 

A complementação foi feita a partir da amplificação dos genes de interesse com seus 

respectivos pares de oligonucleotídeos (Tabela 4) compreendendo também a região promotora 

de cada gene, e os produtos das amplificações foram clonados no vetor pGEM–T Easy 

(Promega). Após confirmação desta etapa, os genes foram digeridos com as enzimas de 

restrição específicas e clonados no vetor pMR20, um vetor que apresenta baixo número de 
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cópias, e confere resistência ao antibiótico tetraciclina (ROBERTS et al, 1996). Com a 

confirmação das clonagens no vetor pMR20, o mesmo foi inserido por eletroporação em E. coli 

DH10β e posteriormente inserido na linhagem NA1000 por conjugação utilizando-se a 

linhagem E. coli S17-1. 

 3.14 – Ensaios de crescimento 

A linhagem selvagem (NA1000) e mutantes foram inoculadas em meio M2 líquido e 

incubadas overnight a 30°C. Estas foram diluídas em meio mínimo M2 sem adição da fonte de 

ferro no meio para uma densidade óptica a 600nm (DO600nm) igual a 0,1 em 10 ml de M2. Foi 

utilizado M2 contendo diferentes fontes de ferro, substituindo FeSO4 por 100 µM de citrato 

férrico, cloreto férrico 100 µM ou hemina 100 µM. A curva foi construída a partir da medição 

realizada pelo aparelho SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). 

3.15 – Mutações sítio-dirigidas da proteína hutA 

Para alterar os aminoácidos presentes no topo de HutA, foi realizada a metodologia de 

mutagênese sítio-dirigida, que foi realizada com o QuikChange II Site-Directed Mutagenesis 

Kit (Agilent Technologies). Nesta estratégia os oligonucleotídeos são sintetizados de modo a 

trocar as bases necessárias para alterar o códon original para o códon do resíduo desejado. Os 

oligonucleotídeos tem aproximadamente 30 bases, sendo complementares um ao outro e com a 

troca de interesse situada no meio dos mesmos, e como molde foi utilizado o gene hutA clonado 

no vetor pMR20. Para a reação de PCR foi utilizado 10 ng do molde usando 125 ng dos 

oligonucleotídeos; 1 µl dNTP; 5 µl 10x Buffer (a empresa não fornece a composição do buffer) 

e 1 µl da enzima PfuUltra HF de alta fidelidade em volume final de 50 µl. As condições da 

PCR foram de 95ºC por 1 minuto, seguidos de 18 ciclos de 95ºC por 50 segundos, 60ºC por 50 

segundos e 68ºC por 13 minutos. Após os 18 ciclos a reação permaneceu a 68 º C por 7 minutos 

e foi mantida a 4 ºC. Após a reação, foi adicionado em cada tubo 1 µl da enzima Dpn (que terá 

como função digerir o DNA metilado) e incubado por 1 hora a 37ºC. Neste passo ocorre a 

destruição das fitas molde, de modo que apenas o DNA amplificado e carregando a mutação 

pontual permanece íntegro. Após a reação com a enzima Dpn I o DNA foi utilizado para a 

transformação em células competentes. Posteriormente o plasmídeo foi extraído das colônias 

obtidas na transformação e para a confirmação da troca do nucleotídeo foi realizado uma reação 

de sequenciamento de DNA. 
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 3.16 – Crescimento em placas Biolog 

A linhagem selvagem NA1000 e as linhagens ∆02419 e ∆02412 foram inoculadas em 

meio M2 líquido e incubadas overnight a 30°C. Estas foram diluídas em meio mínimo M2 sem 

glicose para uma densidade óptica a 600 nm (DO600nm) igual a 0,15 em 20 ml de M2. Foi 

utilizada a placa PM1 Carbon Sources (BioLog) onde foram aplicados 150µl de cultura em 

meio M2 sem glicose em cada poço. O crescimento foi observado e a curva construída a partir 

da medição do crescimento realizada pelo aparelho SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). 

3.17 – Ensaio de viabilidade 

As linhagens NA1000 e as linhagens ∆00138, ∆00028, ∆03023, ∆02419, ∆02412 e 

∆00028Comp foram incubadas em meio M2 em temperatura ótima de 30°C sob agitação por 

uma noite. A seguir, as culturas foram diluídas para um volume de 10 ml em meio M2 sem 

ferro para uma DO de 0,1 e após diluição seriada retirou-se alíquotas para a contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFCs). Estas foram determinadas em meio M2 sólido com 

diferentes fontes de ferro (FeSO4 10 µM, Citrato férrico 10 µM, FeCl3 10 µM ou Hemina 10 

µM), utilizando diluições seriadas das culturas (10-1 a 10-5). As placas com as diluições foram 

colocadas na estufa a 30º e o crescimento foi observado depois de 2 e 3 dias. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Diversos mecanismos para a captação de ferro já foram descritos em bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, e demonstraram que uma grande quantidade das bactérias o obtêm 

de forma complexada, podendo ser através de sideróforos, protéinas ou grupos heme. A 

obtenção do ferro pode ocorrer de maneiras diversas, dependendo do microorganismo, podendo 

até mesmo refletir em seu ciclo de vida (ANDREWS; ROBINSON; RODRÍGUEZ-

QUIÑONES, 2003). Sendo assim, temos como objetivo caracterizar qual fonte de ferro é 

transportada por quatro receptores dependentes de TonB (TBDT) de C. crescentus que são 

induzidos em carência de ferro e regulados por FUR (DA SILVA NETO et al., 2009). 

 

 4.1 Análise in silício dos domínios funcionais presentes nos transportadores 

dependentes de TonB de Caulobacter crescentus 

 

 As sequências de aminoácidos dos quatro transportadores dependentes de TonB 

(TBDT) de C. crescentus (CCNA_00138; CCNA_00028; CCNA_03023 e HutA), foram 

comparadas com os respectivos transportadores de E. coli: FecA (PDB: 1KMO); FhuA (PDB: 

1QFG); FepA (PDB: 1FEP) e BtuB (PDB: 1NQE), bactéria que, além de ser um modelo para 

diversos mecanismos bacterianos em bactérias Gram-negativas, tem praticamente todo o 

transporte de ferro já bem conhecido (KREWULAK; VOGEL, 2008).  

 Em C. crescentus, ainda são escassos na literatura trabalhos sobre as estruturas dos 

TBDT, tanto com relação a composição do barril-β das proteínas, como também das outras 

regiões que irão interagir com as demais proteínas do sistema. Para fins de comparação, 

inicialmente optamos por alinhar cada TBDT de C. crescentus com os TBDTs já descritos em 

E. coli, pois assim é possível verificar se os transportadores de C. crescentus possuem regiões 

com alguma similaridade entre as proteínas de membrana contendo barril-β. Em todos os 

alinhamentos marcamos as regiões encontradas através de anotações fornecidas pelos bancos 

de dados como Uniprot (https://www.uniprot.org/), e além disso sinalizamos os domínios 

encontrados com o alinhamento. Todos os alinhamentos gerados estão localizados na seção dos 

Anexos A-D. 

 Através dos alinhamentos, foi possível identificar uma região conservada localizada 

próxima ao N-Terminal dos transportadores que pressupomos ser o domínio TonB Box, o que 

concorda com a literatura, que reporta que este domínio seja caracterizado por conter 8 

aminoácidos parcialmente conservados entre os transportadores. Sua função obrigatória é de 
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interagir com a porção C-Terminal da proteína TonB, e somente através dessa interação temos 

o sistema TonB-ExbB-ExbD completamente funcional (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 

2005a).  

 Os domínios TonB Box em E. coli nos transportadores descritos são: (FepA - 

DTIVVTAA); (FhuA - DTITVTAA); (FecA - DALTVV) e (BtuB - DTLVVTA) (LOCHER et 

al., 1998; OGIERMAN; BRAUN, 2003). Apesar dos domínios serem compostos por 8 

aminoácidos, nem todos irão interagir com o C-Terminal de TonB, sendo apenas 5 aminoácidos 

responsáveis por esta interação (GRESOCK; POSTLE, 2017). Mediante estas informações, e 

com os dados gerados pelos alinhamentos foi possível observar que nos transportadores de C. 

crescentus também encontramos 8 aminoácidos similares a estes localizados na mesma região.  

 Com o transportador CCNA_00028 de C. crescentus (anexo A) temos o aminoácido 

Valina (V) conservado; já com CCNA_00138 (anexo B) contém quatro aminoácidos 

conservados: Aspartato (D), Treonina (T), Leucina (L) e Valina (V); em HutA (anexo C) 

encontramos quase todos os aminoácidos conservados exceto por um, que no lugar da Treonina 

há uma Lisina (K) e no transportador CCNA_03023 (anexo D) também encontramos a mesma 

situação anterior onde somente um aminoácido não é conservado no TonB Box. Em todos os 

alinhamentos é possível notar que os aminoácidos mais conservados são Aspartato (D), Leucina 

(L) e Valina (V). Nota-se também que a posição desses aminoácidos no domínio TonB Box é 

de certa forma mantida, tendo inicialmente sempre um Aspartato. Ao meio do domínio temos 

a região mais variável dos aminoácidos, com a presença predominantemente da Leucina, e 

quando este aminoácido é substituído por outro na sequência, é sempre por algum que tenha a 

mesma classificação e propriedades semelhantes. A Leucina é classificada como um 

aminoácido apolar por apresentar uma distribuição homogênea de elétrons em sua cadeia lateral 

e através dos alinhamentos constamos que em alguns casos a mesma é substituída por Valina 

ou Isoleucina, também aminoácidos apolares (Figura 8). Este conceito é aplicado no caso de 

todas as substituições, pois a sequência de aminoácidos é quem determinará posteriormente 

qual será a estrutura dessa proteína e o dobramento necessita ocorrer de forma semelhante, caso 

contrário a proteína ficará inativa. Na porção final do domínio TonB Box de todos os 

transportadores de E. coli e de C. crescentus encontra-se a predominância dos aminoácidos 

Treonina e Alanina.   
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Figura 8 – Representação dos aminoácidos conservados no domínio TonB Box. WebLogo gerado a partir dos 

alinhamentos dos 4 transportadores de E. coli e dos 4 de C. crescentus demostrando no centro da figura os 

aminoácidos conservados no TonB Box de todos esses transportadores.  

 

 Outra região analisada a partir do alinhamento foi o domínio do plug que é onde se 

localiza o domínio TonB Box. Em todos os alinhamentos (Anexo A-D) na região do plug foi 

observada a conservação de alguns aminoácidos. É sabido que o plug pode possuir uma 

interação com o barril-β e até mesmo com os sideróforos, porém a sua função principal é o 

desdobramento para a região periplasmática. Para que o plug realize sua função principal, o 

sideróforo precisa interagir com a proteína transportadora, e como resultado dessa interação o 

plug se desdobra fazendo que a região N-Terminal fique exposta no periplasma e assim interaja 

com o C-Terminal da proteína TonB. Devido ao desdobramento do plug o interior do barril-β 

fica livre permitindo assim a passagem do sideróforo (CASCALES et al., 2007; FERGUSON; 

DEISENHOFER, 2002a, 2004). 

 O último domínio identificado pelos alinhamentos foram as 22 fitas β antiparalelas que 

irão compor o barril. Entre todas as fitas é possível notar aminoácidos que se conservam em 

todos os transportadores, porém esta é a região em que menos se detecta conservação entre as 

sequências, possuindo pouca conservação no C-terminal do barril-β de todos os transportadores 

(CHANG et al., 2001; FERGUSON; DEISENHOFER, 2002b; GRESOCK; POSTLE, 2017). 

Em adição às informações geradas pelos alinhamentos, decidimos averiguar a 

identidade de sequência dos transportadores TBDTs de E. coli, P. aeruginosa e C. crescentus. 

Para isso utilizamos o BLAST Protein, onde comparando novamente as regiões de maior 

similaridade das sequências é informada a porcentagem de identidade de cada bloco, que é 

demonstrado na Tabela 6. 
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TABELA 6 – Porcentagem de identidade entre os quatros transportadores de E. coli e 

dois de P. aeruginosa com relação aos de C. crescentus mediante comparação das 

sequências de aminoácidos. As sequências das proteínas utilizadas estão demonstradas 

pelo código do PDB. Resultados gerados pelo BLAST Protein.  

 

* melhor resultado gerado pelo BLAST protein, sendo o percentual de identidade obtido através dessa localidade 

de comparação   

 

 

 Após o resultado gerado pelo BLAST Protein, podemos dizer que apesar dos 

transportadores possuírem uma estrutura quaternária clássica estabelecida principalmente pelo 

barril-β, o mesmo não é observado quando se comparam as suas sequências de aminoácidos, 

onde o maior valor de identidade obtido foi de 30%. Entretanto, apesar dos valores de 

identidade entre eles não ser tão alto, este valor é aceito no caso de proteínas de membrana 

externa, porque apesar da variedade de aminoácidos os mesmos conseguem manter o 

dobramento correto da proteína. 

 

4.1.2 Análise in silício dos domínios presentes nas proteínas de TonB de 

Caulobacter crescentus 

 

Semelhantemente à análise feita com os TBDTs de C. crescentus, realizamos uma 

análise de sequência com as proteínas TonB que estão presentes na membrana interna das 

células Gram-negativas e que irão interagir com os transportadores. Assim como nos 
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transportadores, pouco se sabe sobre as outras três proteínas que compõe o sistema em C. 

crescentus: TonB, ExbB e ExbD.  

C. crescentus apresenta em seu genoma dois genes que codificam duas proteínas TonB: 

o gene CCNA_02419 que codifica o tonB1, e CCNA_02412 o tonB2 (LOHMILLER et al., 

2008). O gene CCNA_02419 está anotado como fazendo parte de um operon junto com ExbB 

e ExbD e foi caracterizado como sendo um gene high fitness. Já o gene CCNA_02412 não 

apresenta estas características (CHRISTEN et al., 2011). 

Desta maneira, primeiramente alinhamos apenas as duas proteínas TonBs de C. 

crescentus com a finalidade de se esclarecer mais sobre essas proteínas. O alinhamento foi feito 

pelo programa MAFFT (KATOH et al., 2002) e para facilitar a  observação dos resultados 

utilizamos o programa GeneDoc para gerar a imagem final (NICHOLAS et al.,1997). O 

resultado pode ser visto na Figura 9.  

Através do alinhamento podemos identificar algumas regiões extremamente 

conservadas em ambos os TonBs de C. crescentus, o que já pressupõe que sua estrutura 

quaternária seja muito semelhante. Através de informações contidas no banco de dados Uniprot 

(https://www.uniprot.org/), obtivemos as seguintes sequências: 

FGAFGISLTVVAGLHALLFAYLA (CCNA_02419) e VLLIGLGVSGALHIALIGYLAY 

(CCNA_02412) que possivelmente são as regiões de ancoramento na membrana interna. 

Como demonstrado no início do alinhamento, a identificação (I) indica que a região está 

presente no citoplasma da célula, (M) que a região está inserida dentro da membrana interna e 

(P) que a região da proteína TonB se estende pelo periplasma. Mediante estas informações e 

outras descritas na literatura, as sequências da caixa vermelha e que estão aproximadamente 

entre os resíduos 23 – 48 compartilham a mesma localização encontrada na proteína TonB de 

E.coli (CARTER et al., 2006; CHU et al., 2014; KREWULAK; VOGEL, 2008). Isso nos 

permite predizer que esta região (M) seria o N-Terminal do TonB e este domínio está localizado 

na membrana interna (KOEDDING et al., 2004). 

A região com a marca (P) da caixa azul é a região de TonB que se estende por todo o 

citoplasma e que irá interagir com o C-terminal da proteína ExbD, a responsável por fornecer 

energia ao sistema. A partir desta interação é formado um heterodímero, deixando assim TonB 

‘energizado’ garantindo a energia para o transporte do sideróforo pelo receptor de membrana 

externa (SVERZHINSKY et al., 2015). Por último, a caixa verde indica a localização do C-

terminal da proteína TonB o qual também se encontra no periplasma da célula, que irá interagir 

com a região N-terminal do plug presente no receptor de membrana externa, conhecido como 

TonB box.  
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Figura 9 – Alinhamento das sequências de aminoácidos dos produtos dos genes CCNA_02419 (tonB1) e 

CCNA_02412 (tonB2) de C. crescentus. As caixas vermelhas indicam a região N-Terminal, a caixa azul a região 

periplasmática e a caixa verde a região C-Terminal. As letras em vermelham indicam a localização na célula: (I) 

parte interna ou citoplasma; (M) a membrana citoplasmática e (P) região periplasmática. Alinhamento realizado 

com os programas MAFFT e Gene Doc. 

 

 

 

4.2 Modelagem das proteínas do sistema TonB-ExbB-ExbD de Caulobacter 

crescentus 

 

Inicialmente avaliamos a predição da disposição dessas proteínas na membrana, para 

isso fizemos uso do programa PRED-TMBB2 (http://www.compgen.org/tools/PRED-TMBB2) 
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que é capaz de fornecer informações sobre a topologia de todas as partes da proteína, como por 

exemplo se uma fita beta se encontra na membrana, fora ou interna a ela. Estas informações são 

concedidas em texto ou graficamente (BAGOS et al., 2004; TSIRIGOS; ELOFSSON; BAGOS, 

2016). A escolha por conferir inicialmente a topologia das proteínas é para termos a certeza que 

as mesmas apresentam a mesma predição para as de E. coli (FepA; FhuA; FecA e BtuB) que já 

são caracterizadas (FERGUSON; DEISENHOFER, 2002b; NOINAJ et al., 2010a).  

Mesmo com os dados obtidos pela predição sobre as topologias (Anexos E ao H), 

efetuamos a modelagem das proteínas de C. crescentus a partir da utilização do programa 

Swiss-model (https://swissmodel.expasy.org/), que gera o modelo comparando as sequências 

com um banco de dados de estruturas de proteínas já resolvidas. Basicamente todo o processo 

é composto por quatro etapas sendo elas: a identificação do modelo estrutural, alinhamento da 

sequência alvo e estrutura do modelo, a construção do modelo e pôr fim a avaliação da 

qualidade do modelo gerado (GUEX; PEITSCH; SCHWEDE, 2003). 

Os primeiros modelos que geramos foram os dos transportadores TDBTs de C. 

crescentus, os quais esperávamos  que as características encontradas fossem semelhantes com 

as de transportadores já caracterizados de bactérias como E. coli (FERGUSON, 2002; 

LOCHER et al., 1998) e outras bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa, Acinetobacter 

baumannii, Pectobacterium spp e Burkholderia thailandensis (BOUVIER; CÉZARD, 2017; 

GRINTER et al., 2016; HASSAN et al., 2016; HICKMAN et al., 2017; MOYNIÉ et al., 2017).  

Os quatro modelos criados para os transportadores de ferro de C. crescentus 

apresentaram porcentagens de identidade diferentes entre si, sendo CCNA_00028 teve 39,91%; 

e HutA 18,21%  com o transportador PiuA de Acinetobacter baumannii e CCNA_03023 obteve 

18,59% com o transportadores  FpvAI de Pseudomonas aeruginosa (Anexo I ao L) (MOYNIÉ 

et al., 2017; WHITE et al., 2007). Já o transportador CCNA_00138 foi o único que apresentou 

uma identidade de 23% com o transportador FecA de E. coli. Da mesma forma, como foi 

observado com os alinhamentos, a porcentagem de identidade das proteínas não apresentou um 

valor tão alto, isso pode ser devido aos loops, que é uma região não estruturada e que representa 

uma região muito variada. 

As informações geradas inicialmente através da predição foram aplicadas nos modelos 

de nossos transportadores, onde ressaltamos as suas regiões com a ajuda do programa Pymol 

(Figura 10).   
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Figura 10 – Modelagem dos transportadores dependentes de TonB (TBDT) de Caulobacter crescentus. (A) 

CCNA_00138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023 e (D) hutA. As colunas (da esquerda para direita): TBDT 

inteiro e domínio plug pintado de laranja e o barril-β de verde; barril-β isolado; domínio plug isolado; TBDT 

inteiro com vista do superior e TBDT inteiro com os loops pintados de azul. As marcações dos domínios foram 

realizadas utilizando o programa Pymol Molecular Graphics System, versão 2.0 Schrödinger, LLC. 

 

 

Com a modelagem podemos afirmar que os TBDTs de C. crescentus também 

apresentam as mesmas características que os outros transportadores dependentes de TonB 

(CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; SCHALK; MISLIN; BRILLET, 2012; 
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THERIAULT; NKONGOLO, 2017). Contudo, o fato mais interessante é que cada 

transportador é específico para a substância que ele transporta, ou seja, em uma bactéria como 

C. crescentus, que possui 62 transportadores dependentes de TonB (NIERMAN et al., 2001), 

todos realizarão um transporte específico. No caso do transporte de ferro, cada um dos quatros 

transportadores pode transportar um tipo de sideróforo. Isto pode estar relacionado com o fato 

de que a maioria dos transportadores difere somente na região superior, onde são encontrados 

os loops que são responsáveis por fazer o primeiro contato com os sideróforos. 

A interação dos sideróforos com os loops é independente de energia e na maioria das 

vezes esses loops apresentam cadeias laterais curtas que lhes conferem uma certa mobilidade  

(BARNARD; WATSON; MCINTOSH, 2001; GRINTER et al., 2016; SMALLWOOD et al., 

2014). Desta forma, devido ao contato com o sideróforo ser especifico, cada transportador terá 

a presença de aminoácidos diferentes na composição desses loops (SCHALK; MISLIN; 

BRILLET, 2012). Isso também faz com que exista uma estrutura diferente no topo da proteína 

o que pode ser visto na última coluna da figura 10, na qual os loops estão representados pela 

cor azul. 

 Outro fenômeno observado nos loops, relacionado aos diferentes aminoácidos que os 

compõem, é que cada transportador tem uma carga diferente que está relacionada com os 

aminoácidos presentes. Na proteína FecA de E. coli, responsável pelo transporte de citrato 

férrico, a ‘bolsa’ de ligação do sideróforo é revestida por aminoácidos que são carregados 

positivamente (FERGUSON, 2002; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003), e em FhuA de E. 

coli ocorre uma predominância por resíduos aromáticos (COBESSI; CELIA; PATTUS, 2005; 

FERGUSON et al., 1998a). Não foi possível determinar uma carga predominante nos loops dos 

TBDTs de C. crescentus, e ainda está sendo averiguado qual o sideróforo a ser utilizado por 

cada um para permitir está correlação.  

 

 4.2.1 Modelagem das proteínas de TonB de Caulobacter crescentus 

 

A mesma abordagem utilizada para a obtenção dos modelos dos TBDTs foi empregada 

para as proteínas TonB, que foram determinados a partir do Swiss Model após alinhamento das 

sequências de aminoácidos com proteínas dos bancos de dados.  

As duas proteínas TonB de C. crescentus deram uma melhor porcentagem de identidade 

com a proteína TonB de P. aeruginosa, onde a proteína TonB1 apresentou 22,73% de 

identidade e a TonB2, 20,69% de identidade. Dado que P. aeruginosa é uma bactéria patogênica 

da família das γ-proteobactérias, é interessante observar que possivelmente as proteínas TonBs 
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nas Proteobactérias não possuem grandes diferenças em sua estrutura. Os modelos obtidos das 

proteínas TonBs de C. crescentus estão na Figura 11.  

 

 

 

 

 

Figura 11 – Modelos das proteínas TonB de C. crescentus e P. aeruginosa. Modelos da estrutura, realizado 

pelo programa Swiss-Model. (A) CCNA_02419 (TonB1); (B) CCNA_02412 (TonB2); (C) TonB de P. aeruginosa 

que foi utilizado como template pelo Swiss-Model com melhor homologia (PDB: 1XX3). Algumas regiões das 

TonBs estão apontadas com seta sendo elas: N-Terminal (azul); C-Terminal (vermelho). As estruturas foram 

observadas utilizando o programa PyMOL. 

 

 

A proteína TonB de E. coli é composta por apenas 239 aminoácidos (POSTLE, 1993), 

e em C. crescentus, TonB1 possui 243 aminoácidos, enquanto TonB2 possui 240 aminoácidos. 

A proteína TonB pode ser considerada a ‘chave’ para todo o sistema TonB-ExbB-ExbD, devido 

à sua função essencial que é relacionada com a energização do sistema para que ocorra o 

transporte do substrato. Localizada na membrana interna das Gram-negativas, ela é composta 

por três domínios sendo eles: (1) N-terminal que basicamente possui três funções: (a) 

ancoragem de TonB na membrana citoplasmática realizada pela α hélice situada próxima ao N-

terminal; (b) uma sequência rica em Prolina e Lisina,  para facilitar o movimento de TonB no 

periplasma e (c) realiza uma interação com ExbB/ExbD, porém ainda não se sabe se essa 

interação seria para estabilização ou transdução de energia; (2) Domínio rico em Prolina (P), 



58 
 

que é uma extensão da proteína por todo espaço periplasmático que garante a flexibilidade desta 

extensão; (3) C-terminal posicionado logo após ao domínio do periplasma, que é o que interage 

com o N-terminal dos TBDTs mais especificamente o TonB box (CHANG et al., 2001; CHU; 

PEACOCK; VOGEL, 2007; OEEMIG; OLLILA; IWAÏ, 2018; POSTLE; KADNER, 2003; 

SVERZHINSKY et al., 2015).  

 Além das funções realizadas por cada domínio, a proteína TonB participa da transdução 

da energia para o sistema, por isso a mesma interage com outras duas proteínas também 

posicionadas na membrana citoplasmática, as proteínas ExbB e ExbD. Através da interação 

com ExbD, responsável por utilizar a força próton motriz (PMF) da membrana citoplásmica 

para ficar ‘energizada’ (LARSEN; THOMAS; POSTLE, 1999; LILL et al., 2016; OLLIS; 

POSTLE, 2012), é formado um heterodímero com TonB que irá transferir a energia para ExbD 

(GRESOCK; KASTEAD; POSTLE, 2015b). Com TonB energizado, o domínio periplasmático 

se enrijece, e o C-terminal irá interagir com o TonB box presente no plug e a partir disso uma 

mudança conformacional ocorre no sistema, o que garante que o plug do barril β do 

transportador TBDT desdobre e se direcione ao periplasma deixando o interior do barril β livre 

para a passagem do sideróforo (CELIA et al., 2016; HICKMAN et al., 2017; THERIAULT; 

NKONGOLO, 2017).  

 Um dos fenômenos mais relacionado com o sistema TonB-ExbB-ExbD é a mudança 

conformacional que ocorre após o sistema ficar energizado por TonB. Hipóteses têm sido 

levantadas para tentar descrever e caracterizar como a mudança conformacional ocorre em si. 

Diversos modelos já foram propostos, porém ainda não se tem certeza de qual seria o correto 

(KLEBBA, 2016; KREWULAK; VOGEL, 2011; NOINAJ et al., 2010b). Ainda não se sabe 

em qual proteína ocorre a mudança, a maior suspeita é que seja em TonB, pois a mesma está 

em contato com as duas membranas ao mesmo tempo durante a transdução de energia 

(POSTLE; KADNER, 2003). 

 Deste modo, comparamos os modelos anteriormente determinados para as proteínas 

TonBs de C. crescentus, com a de P. aeruginosa, a fim de se observar semelhanças estruturais 

(Figura 12).  
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Figura 12 – Comparação entre as proteínas TonB de C. crescentus e P. aeruginosa. (A) TonB1 (verde) e 

proteína TonB P. aeruginosa (laranja); (B) TonB2 (verde) e proteína TonB P. aeruginosa (laranja). As setas 

apresentadas nas imagens A e B apontam as únicas diferenças obtidas através da comparação. Molde P. aeruginosa 

(PDB: 1XX3). As estruturas foram observadas utilizando o programa PyMOL. 

 

 

Com o resultado da comparação da Figura 12, foi possível constatar que existem grandes 

semelhanças estruturais entre os TonBs de C. crescentus e P. aeruginosa. No entanto, 

observamos uma α hélice na proteína TonB1 de C. crescentus (verde) que não está presente em 

P. aeruginosa (laranja), além de um pequeno dobramento desigual nos loops, assim como 

verificamos quando comparada com a TonB2 de C. crescentus. 

Os dados apresentados a partir da obtenção do modelo predito permitiram que 

tivéssemos um maior entendimento e conhecimento sobre os TonBs de C. crescentus, mas ainda 

é necessário um estudo mais aprofundado sobre os domínios presentes nessas proteínas, uma 

melhor caracterização de sua estrutura e uma melhor compreensão sobre as funções dos 

aminoácidos que a compõem.  

 

 



60 
 

4.3 - Obtenção das linhagens mutantes dos genes que participam do sistema TonB-

ExbB-ExbD de Caulobacter crescentus 

 

Diante da caracterização estrutural das proteínas que compõe o sistema TonB-ExbB-

ExbD, realizamos a construção de linhagens com esses genes deletados, a fim de avaliar o seu 

papel fisiológico, e observar como a célula se comportaria na ausência desses genes em 

comparação com a linhagem selvagem. 

Para isto realizamos a obtenção das linhagens mutantes para cada um dos genes do 

sistema. A princípio os receptores dependentes de TonB (TBDTs): CCNA_00138, 

CCNA_00028, CCNA_03023 e HutA, e posteriormente as proteínas TonB1 e TonB2.  No caso 

das proteínas TonBs queríamos investigar se as proteínas teriam alguma especificidade para 

com os TBDTs de transporte de ferro. Inicialmente foi realizada a clonagem das regiões 

flanqueadoras (upstream e downstream) de cada gene no plasmídeo pGEM-T Easy. Logo após 

obter as clonagens dos fragmentos flanqueadores de cada gene ligados in tandem, os mesmos 

foram digeridos com as enzimas dos sítios de restrição externos contidos nos oligonucleotídeos, 

conforme descrito na Tabela 4.  Posteriormente os fragmentos foram clonados em outro 

plasmídeo, o pNPTS138, que não é replicativo em C. crescentus, perpetuando-se apenas por 

integração ao cromossomo da célula e a partir disso confirmamos os clones positivos por 

digestão (Figura 13). 
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Figura 13 – Confirmação por digestão das inserções dos fragmentos 1 e 2 no vetor pNPTS138. (1) receptores 

dependentes de TonB TBDTs. Confirmação da obtenção do plasmídeo pNPTS138 contendo os dois fragmentos 

(A) CCNA_000138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023; (D) hutA. (2) proteínas TonBs. Confirmação da 

obtenção do plasmídeo pNPTS138 contendo os dois fragmentos (A) CCNA_02419; (B) CCNA_02412. 

Visualização em gel de agarose 1%. 
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4.3.1 – Confirmação das linhagens mutantes 

 

Tendo obtido as construções do vetor pNPTS138 contendo os fragmentos 1 e 2 de cada 

gene, estes foram inseridos por eletroporação em E. coli S17-1 para posteriormente serem 

passados por conjugação para a linhagem C. crescentus NA1000. Logo após realizar duas 

passagens em placas PYE+Nal+Kan é esperado que tenha ocorrido o primeiro evento da 

recombinação homóloga, e o plasmídeo tenha integrado no cromossomo. É previsto que após 

dois eventos de recombinação homóloga, poderá ocorrer a troca da sequência residente pela 

nova sequência com o gene deletado. Posteriormente a seleção irá ocorrer com crescimento em 

meio rico e em duplicata utilizando os antibióticos que o vetor apresenta como marca de 

resistência (no caso do pNPTS138 a canamicina). Posterior à escolha das colônias sensíveis a 

canamicina, iniciamos a busca por aquelas que perderam o gene de interesse do cromossomo. 

Para isto, adotamos primeiramente a estratégia de se avaliar pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR), e realizamos a extração de DNA cromossômico dos possíveis mutantes e da 

linhagem selvagem NA1000.  

 Na PCR de confirmação dos mutantes, esperamos como resultado a amplificação do 

gene na linhagem NA1000 um tamanho aproximadamente de quase 4 Kb, pois o gene está 

presente em seu cromossomo; nas linhagens mutantes, onde o gene foi deletado, esperamos um 

tamanho menor referente à perda do gene no cromossomo. Construímos um esquema 

demonstrando os valores referentes a cada TBDT (Figura 14). 
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Figura 14 – Esquema representativo da clonagem dos fragmentos 1 e 2 no plasmídeo pNPTS138 para a 

construção das linhagens mutantes de cada TBDT. (1) Representação do evento da recombinação homóloga, 

com o plasmídeo pNPTS138 contendo as regiões flanqueadoras (vermelho) de cada TBDT e logo após ocorrer a 

recombinação, demonstrando a disposição no cromossomo da bactéria; (2) Representação dos tamanhos das 

linhagens (WT) e (Δ), (A) CCNA_00138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023 e (D) hutA. 
 

  

 Usando os primers 1 e 4 de cada gene (Tabela 5), obtivemos os seguintes resultados 

para o PCR de confirmação (Figura 15). 

 

 

  

 

 



64 
 

 

 

 

 

Figura 15 – Confirmação da deleção dos TBDTs por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Comprovação 

da banda obtida após a realização do PCR utilizando os primers 1 e 4 na cepa selvagem (WT) e dos mutantes (∆): 

(A) CCNA_00138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023; (D) hutA. Visualização por eletroforese em gel de 

agarose 1%. 
 

De acordo com os resultados das PCRs conseguimos identificar as linhagens que 

apresentavam os genes deletados. Além disso, a metodologia de Southern Blotting foi adotada 
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como uma segunda estratégia para confirmação das linhagens mutantes que é uma das técnicas 

de hibridização mais utilizada para a detecção de sequências específicas de DNA (ver item 3.9).  

Para os genes CCNA_00138 e CCNA_00028 utilizamos os primers 1 e 2 (Tabela 5) e 

para o gene CCNA_03023 os primers 3 e 4 (Tabela 5), todas as sondas foram marcadas com 

nucleotídeos biotinilados e reveladas por estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina, 

usando o substrato BCIP-T/NBT. O DNA foi digerido com uma ou mais enzimas de restrição 

específicas para cada gene, os fragmentos gerados pela digestão foram separados por 

eletroforese em gel de agarose 1,5% conforme visto na figura na figura 16A e 17A.  

 

 

 

Figura 16 – Verificação das linhagens com o gene CCNA_00138 possivelmente deletado pela metodologia 

de Southern blotting (1) Esquema representativo das regiões utilizadas para a construção das sondas 

empregadas na técnica de Southern Blotting. O quadro em verde corresponde a localização do gene no 

cromossomo, as setas indicam o sítio de clivagem das enzimas de restrição utilizadas.  (2) (A) Gel de 1,5% 

agarose resultantes da eletroforese a 80V durante 2 horas mostrando a digestões do DNA das linhagens 

mutantes e da linhagem selvagem. (B) Membrana de nitrocelulose + resultante do Southern blotting do gene 

CCNA_00138 mostrando as bandas após a hibridização com a sonda específica e detecção.  Legenda: (1/WT) 

NA1000; (2/∆) ∆00138-36; (3/WT) NA1000; (4/∆) ∆00138-36. 

 

 

 O Southern blotting do gene CCNA_00138, confirmou que as linhagens analisadas 

como possíveis mutantes realmente perderam o gene de interesse. A digestão da linhagem 

NA1000(1/WT) feita com a enzima de restrição HindIII gera uma banda por volta de 2.777 kb, 

entretanto, para o ∆00138 (2/∆) é esperado o tamanho de 4.658 Kb. Já quando o DNA é digerido 
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com a enzima ApaI que possui outro sítio de clivagem esperamos o inverso, assim, a linhagem 

NA1000(3/WT) tem um tamanho maior por volta de 5 Kb quando comparado com a linhagem 

∆00138(4/∆) que possui o tamanho de aproximadamente 3 Kb. No caso do gene CCNA_00138 

conseguimos utilizar duas enzimas de restrição diferentes, porque ambas tinham sítios de 

clivagem em regiões próximas ao gene que facilitaram o entendimento final do resultado. 

 Para o gene CCNA_00028 escolhemos digerir o DNA genômico com a enzima de 

restrição PstI que geraria fragmentos de tamanho esperado para a linhagem NA1000 de 

aproximadamente 3,5 Kb, e para as linhagens mutantes o tamanho de 1,2 Kb. Como observado 

na figura 22, em uma mesma membrana de nitrocelulose testamos sete linhagens candidatas a 

mutante, e podemos concluir que as linhagens de 2 a 6 perderam o gene de interesse após os 

eventos de recombinação homóloga, mas a linhagem 7 é um revertente para selvagem. O 

resultado obtido pode ser visto na figura 17. 

 

 

 

 

Figura 17 – Verificação das linhagens com o gene CCNA_00028 possivelmente deletado pela metodologia 

de Southern blotting. (1) Esquema representativo das regiões utilizadas para a construção das sondas 

empregadas na técnica de Southern Blotting. O quadro em verde corresponde a localização do gene no 

cromossomo, as setas indicam o sítio de clivagem das enzimas de restrição utilizadas.  (2) (A) Gel de 1,5% 

agarose resultantes da eletroforese a 80V durante 2 horas mostrando a digestões realizadas overnight das 

linhagens mutantes e da linhagem selvagem. (B) Membrana de nitrocelulose + do Southern blotting do gene 

CCNA_00028 mostrando as bandas após a hibridização com a sonda específica e detecção. Legenda: (1/WT) 

NA1000; (2/∆) ∆0028-02; (3/∆) ∆0028-06; (4/∆) ∆0028-45; (5/∆) ∆0028-53; (6/∆) ∆0028-54; (7/∆) ∆0028-65.
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Por fim, para o gene CCNA_03023 foi testado com o método já utilizado para os dois 

genes anteriores, e neste caso a enzima de restrição escolhida foi a BamHI que produziria 

fragmentos de tamanhos de aproximadamente 4,8 Kb na linhagem selvagem NA1000, e 2,5 Kb 

nas linhagens mutantes (dados não apresentados). Entretanto, a compreensão deste resultado 

foi prejudicada, devido a arrastes apresentados na membrana de nitrocelulose, durante a 

revelação pelo método. Já o gene para o transportador hutA foi o primeiro TBDT a ser deletado, 

confirmado por PCR e por análises das proteínas de membrana externa (Balhesteros et al., 

2017).  

 Para a confirmação das linhagens mutantes para os genes que codificam as duas 

proteínas TonBs, optamos por partir de uma PCR de colônia. Inicialmente efetuamos a 

varredura para identificar linhagens que poderiam apresentar a ausência de tonB1, porém não 

obtivemos o resultado esperado. As colônias que não cresceram em PYE+Kan, indicando que 

teriam perdido o plasmídeo pNPTS138, foram testadas como possíveis linhagens mutantes, mas 

todas eram colônias que tiveram seu genótipo revertido para a linhagem selvagem. 

Foram testadas aproximadamente 300 colônias, onde esperávamos o tamanho de 1,3 Kb 

para as linhagens mutantes, mas todas apresentaram o tamanho do fragmento da linhagem 

selvagem de 2 Kb. Pressupomos que a difícil deleção do gene codificando a proteína TonB1 

possa estar relacionada ao fato de que o gene CCNA_02419 foi descrito como um gene de high 

fitness (CHRISTEN et al., 2011), e assim a perda desse gene para a célula não seria vantajoso, 

ocasionando fenótipos graves e até ocorrer a morte da célula após a deleção do gene.  

Assim, utilizamos como estratégia adicionar ao pNPTS138, que já continha os dois 

fragmentos upstream e downstream clonados no plasmídeo, mais uma marca de resistência. 

Um cassete de 2 Kb conferindo resistência ao antibiótico espectinomicina (Spec) foi inserido 

entre as regiões flanqueadoras do gene (Ver 3.8). Podemos adotar esta nova estratégia pois o 

gene CCNA_02419 é o último gene de seu operon (Figura 5), o que não afetaria a transcrição 

dos demais genes do operon. A adição do cassete de resistência ao plasmídeo é demonstrada na 

figura 18. 
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Figura 18 – Confirmação da adição da marca de resistência ao vetor recombinante. Eletroforese da digestão 

do plasmídeo pNPTS138 contendo o cassete de espectinomicina entre as regiões flanqueadoras do gene 

CCNA_02419. Visualização em gel de agarose 1% 

  

Posteriormente à adição da marca de resistência, passamos a selecionar colônias que 

após o crescimento foram KanS e SpecR. Após a seleção de algumas colônias, realizamos uma 

reação de PCR com os primers 1 e 4 conforme já descrito anteriormente, e com isto 

conseguimos a linhagem mutante para ∆tonB1 (Figura 19). 
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Figura 19 – Representação e confirmação da deleção do gene CCNA_02419 por Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR). (A) Representação do evento da recombinação homóloga, com o plasmídeo pNPTS138 

contendo as regiões flanqueadoras (vermelho) do gene CCNA_02419 e o cassete de resistência a espectinomicina 

(verde). E logo após ocorrer a recombinação, demonstrando a disposição no cromossomo da bactéria; (B) 

Representação dos tamanhos das linhagens (WT) e (Δ); (C) Eletroforese dos produtos de PCR a partir do DNA 

cromossômico da cepa selvagem (WT) e dos mutantes (Δ). Visualização em gel de agarose 1%. 

 

O gene codificador da proteína tonB2 (CCNA_02412) de C. crescentus não aparece na 

literatura descrito como sendo um gene essencial ou high fitness (CHRISTEN et al., 2011). 

Deste modo, a varredura para a linhagem mutante foi mais simples, e realizamos uma reação 

de cadeia da polimerase (PCR) também com os primers 1 e 4 (Figura 20). 
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Figura 20 – Representação e confirmação da deleção do gene CCNA_02412 por Reação de Cadeia da 

Polimerase (PCR). (A) Representação dos tamanhos das linhagens (WT) e (Δ); (B) Comprovação da banda obtida 

após a realização do PCR da cepa selvagem (WT) e dos mutantes (Δ). Visualização em gel de agarose 1%. 

 

Desta forma, conseguimos obter todas as linhagens mutantes construídas para 

componentes do sistema TonB-ExbB-ExbD em C. crescentus, e estas linhagens foram 

analisadas quanto aos seus fenótipos de utilização de compostos de ferro. 

 

 4.3.2 - Complementação das linhagens com os genes que codificam os 

transportadores dependentes de TonB deletados 

 

 Logo após termos a construção das linhagens mutantes, efetuamos a sua 

complementação, pois para confirmação dos fenótipos observados na ausência desses genes, a 

avaliação das linhagens com os respectivos genes complementados por uma cópia em 

plasmídeo se faz necessária. Os genes CCNA_00028, CCNA_03023 e hutA foram amplificados 

com primers específicos (Tabela 5) que incluíam a região promotora de cada gene, e o produto 

da amplificação foi clonado no vetor de clonagem não integrativo pMR20 (Figura 21). 
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Figura 21 – Confirmação por digestão da clonagem para complementação no vetor pMR20.  O símbolo (*) 

sinaliza os positivos em todos os genes. (A) Complementação do gene hutA; (B) Complementação do gene 

CCNA_00028; (C) Complementação do gene CCNA_03023. Visualização em gel de agarose 1%.  

 

 

 Para a complementação é necessário que o gene a ser clonado esteja presente com o seu 

promotor, porque assim a transcrição do gene após a inserção em Caulobacter será realizada 

por seu promotor e não o do plasmídeo. Os respectivos clones positivos obtidos foram 

sequenciados a fim de verificar a ausência de eventuais erros em suas sequências, e os 

plasmídeos foram inseridos por conjugação na linhagem NA1000, para em seguida realizarmos 

experimentos para a confirmação da restauração do fenótipo. Com relação ao mutante 

CCNA_00138 ainda não realizamos a complementação, pois o mesmo foi analisado por 

nossos colaboradores em testes de utilização de sideróforos, não apresentando nenhum fenótipo 

para os sideróforos testados, e desta maneira adiamos a análise deste mutante complementado. 
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 4.4 – Análises fenotípicas das linhagens mutantes  

 

 Com o intuito de caracterizar o transporte de ferro e obter o conhecimento de qual fonte 

de ferro é utilizada por C. crescentus em seu ambiente, submetemos as linhagens mutantes em 

variados testes com a presença de diferentes íons de ferro, para avaliação dos fenótipos. Os 

resultados sobre a linhagem deletada hutA foram descritos em publicação científica 

(Balhesteros et al., 2017), e não serão abordados neste documento. 

 

 4.4.1 – Crescimento das linhagens mutantes para os TBDTs em diferentes fontes 

de Ferro 

 

 As linhagens mutantes dos TBDTs (∆00138; ∆00028 e ∆03023) e a linhagem selvagem 

NA1000 foram submetidas a uma curva de crescimento em meio mínimo M2, já que este meio 

permite alterar a composição da fonte de ferro utilizada. Testamos em cada linhagem diferentes 

fontes de ferro: FeSO4 100 µM, Citrato férrico 100 µM e FeCl3 100 µM.   

 A princípio testes preliminares foram realizados, para a padronização das condições do 

experimento de crescimento. Como resultado deste experimento de padronização observamos 

que na presença de citrato e cloreto férrico, as linhagens ∆000138 e ∆03023 não apresentaram 

uma aparente diferença quando comparamos com a linhagem parental NA1000, indicando que 

provavelmente esses transportadores não realizam o transporte destas fontes de ferro. Porém a 

linhagem ∆00028 apresentou um crescimento menor em comparação a linhagem NA1000 

(dados não mostrados). Deve-se ressaltar que os transportadores dependentes de TonB realizam 

o transporte do ferro na forma férrica (Fe3+) e o transporte de ferro ferroso (Fe2+), como no caso 

do FeSO4, é realizado por outros sistemas de proteínas (FeoAB) e por um sistema passivo não 

dependente de TonB. Como a forma ferrosa é muito instável na presença de oxigênio, não se 

pode excluir a possibilidade de que o FeSO4 utilizado se encontre oxidado e possua a presença 

de Fe3+. Entretanto, o que se observa é que a linhagem mutante consegue crescer e alcançar os 

mesmos níveis de DO que a selvagem, apenas apresentando uma grande fase lag (dados não 

mostrados).   

Por causa dos resultados intrigantes observados pela linhagem ∆00028, optamos por 

realizar alterações em nossos experimentos de crescimento. Desta forma, incubamos as 

linhagens em meio M2 sem FeSO4 por quatro horas a 30°C. O tempo do crescimento de quatro 

horas foi determinado através de trabalhos do nosso grupo de pesquisa, que demonstram que os 
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genes que são induzidos em carência de ferro e regulados por Fur neste meio levam em torno 

de quatro horas para a voltar a serem expressos (Leaden et al, 2018). Depois do crescimento 

sem ferro por quatro horas, foram adicionadas as mesmas fontes de ferro já determinadas 

anteriormente. Com a nova alteração alcançamos os seguintes resultados que pode ser 

observado nas Figura 22. Aplicamos a alteração de quatro horas de crescimento sem ferro, pois 

esperávamos que neste tempo a bactéria fosse capaz de perceber a ausência de ferro no meio, e 

desta maneira apresentar ou não algum fenótipo. Entretanto, nas curvas de crescimento, vimos 

que mesmo nas quatro horas sem ferro todas as linhagens conseguem crescer, isto ocorre porque 

a bactéria utiliza o ferro que ainda está presente no seu interior para se duplicar. Quando 

voltamos o ferro no meio (indicado pela seta vermelha nas curvas) independente da fonte, as 

linhagens continuaram seu crescimento sem alterações, passando por todas as etapas do 

crescimento microbiano, indicando que não foi possível alcançar a carência de ferro desejada. 

 Os dados apresentados mostram que apenas a linhagem ∆00028 apresentou um 

crescimento diferente, mas o crescimento da linhagem não foi mais lento, sendo a diferença na 

fase lag. Acreditamos que isto possa estar relacionado com a demora para perceber a volta da 

presença do ferro, quando comparado o crescimento da linhagem selvagem C. crescentus 

NA1000 e as linhagens mutantes ∆00138 e ∆03023. A maior fase lag de crescimento da 

linhagem ∆00028 ocorreu na presença não somente de FeSO4, mas também nas demais fonte 

de ferro utilizadas. Entretanto, aparentemente as taxas de crescimento são similares, não 

demonstrando deficiência na utilização das fontes de ferro testadas.  

Assim, decidimos utilizar a linhagem ∆00028 em ensaios de viabilidade em diferentes 

fontes de ferro. Também as linhagens serão avaliadas por nossos colaboradores Profº Philip 

Klebba e Profª Salete Newton da Universidade Kansas, USA onde irão testar a linhagem 

utilizando uma biblioteca de sideróforos, que ajudará a explicar este fenótipo de crescimento. 
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Figura 22 – Curvas de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e mutantes (∆00138, ∆03023 e ∆00028) 

em diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os gráficos indica o momento que foi adicionado as 

fontes de ferro após 4 horas de carência de ferro (A) Meio M2 com FeSO4 100 µM; (B) Meio M2 com citrato 

férrico 100 µM; (C) Meio M2 com FeCl3 100 µM. Todas as curvas foram feitas em duplicata. A figura mostra o 

experimento realizado pelo aparelho SpectraMax Paradigm. 
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4.4.2 - Crescimento das linhagens complementadas dos TBDT de C. crescentus 

 

Para a analisar a restauração do fenótipo nas linhagens complementadas, as linhagens 

NA1000, ∆00028, ∆03023 e ∆hutA  contendo o plasmídeo pMR20 foram incubadas em meio 

M2 com a presença do antibiótico tetraciclina devido a marca de resistência do plasmídeo 

pMR20 que está presente em todas as linhagens.  O crescimento foi medido conforme as curvas 

realizadas anteriormente, onde após a diluição para a DO600 0,1 em M2 sem ferro por quatro 

horas foram em seguida adicionadas as fontes de ferro, as mesmas utilizadas nas curvas 

anteriores. O resultado pode ser visto na figura 23.  
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Figura 23 – Curvas de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e linhagens complementadas dos 

mutantes (∆00028 e ∆03023) em diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os gráficos indica o 

momento que foi adicionado as fontes de ferro após 4 horas de carência de ferro (A) Meio M2 com FeSO4 100 

µM; (B) Meio M2 com citrato férrico 100 µM; (C) Meio M2 com FeCl3 100 µM. A figura mostra o experimento 

realizado pelo aparelho SpectraMax Paradigm 
 

 

 O resultado das curvas de crescimento confirma a clonagem das linhagens mutantes 

para a complementação no plasmídeo pMR20. Indicando que ∆03023 apresenta um 

crescimento semelhante a linhagem selvagem NA100, pois o mesmo também não apresentou 

um fenótipo diferente que a selvagem nas curvas anteriores. Já ∆00028 novamente apresenta 

um fenótipo diferente que é o atraso na fase lag de crescimento 

 

4.4.3 – Crescimento das linhagens mutantes para as proteínas TonB 

 

Sabe-se que muitas bactérias apresentam mais de uma proteína TonB, e que podem estar 

relacionadas ao transporte de ferro, vitaminas ou de algum outro nutriente que seja importado 

pelo sistema TonB-ExbB-ExbD. A maioria destas bactérias é classificada como patogênicas, e 

dentre elas estão: Vibrio cholerae, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Actinobacillus 

pleuropneumoniae, Riemerella anatipestife (CORNELIS; DINGEMANS, 2013; DONG et al., 

2016; KUEHL; CROSA, 2010; MIAO et al., 2015; SVERZHINSKY et al., 2015). Já foi 

descrito na literatura bactérias que possuem 3 proteínas TonBs, que é o caso de Aeromonas 

shydrophila, em que os genes de todas as três estão localizados no mesmo operon com as 
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proteínas ExbB-ExbD (DONG et al., 2016), diferente de C. crescentus (CHRISTEN et al., 

2011). 

Em todas as bactérias patogênicas citadas e que possuem mais de uma proteína TonB, 

verificou-se com a deleção de um ou mais genes tonB, que a falta dessas proteínas ocasiona um 

alto prejuízo à célula, relacionado na maioria das vezes com a virulência da bactéria. Outras 

bactérias não patogênicas como C. crescentus, também apresentam a presença de mais de um 

gene tonB, assim como em Rhizobium leguminosarum. Nesta bactéria a proteína TonB2 é 

necessária para a aquisição de heme e outros sideróforos (WEXLER et al., 2001). Em C. 

crescentus até o momento sabe-se que a proteína TonB2 está envolvida com o transporte de 

maltose (LOHMILLER et al., 2008), porém ainda nada se tem correlacionando o transporte de 

ferro com as proteínas TonBs. Para tal, a mesma abordagem para o experimento de crescimento 

dos TBDTs foi aplicada novamente, onde todas as linhagens (NA1000, ∆tonB1, ∆tonB2) foram 

incubadas em meio M2 líquido sem ferro, e posteriormente foram adicionadas diferentes fontes 

de ferro, e para que assim possamos investigar a especificidade das proteínas TonBs.  O 

resultado do crescimento está mostrado na Figura 24. 
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Figura 24 – Curva de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e mutantes (∆TonB1 e ∆TonB2) em 

diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os gráficos indica o momento que foi adicionado as fontes 

de ferro (A) Meio M2 com FeSO4 100 µM; (B) Meio M2 com citrato 100 µM; (C) Meio M2 com FeCl3 100 µM. 

Todas as curvas foram feitas em duplicata. A figura mostra o experimento realizado pelo aparelho SpectraMax 

Paradigm. 
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Observamos pelas curvas de crescimento que os mutantes ∆tonB1 e ∆tonB2 não 

apresentaram nenhuma diferença, com um crescimento semelhante ao da linhagem selvagem 

NA1000, o que nos leva a concluir que o transporte de ferro nas formas FeSO4, Citrato férrico 

e FeCl3 em C. crescentus não é afetado quando um dos TonBs não se encontram presentes no 

cromossomo. Em bactérias patogênicas, onde realizaram a deleção do gene que codifica a 

proteína TonB, notou-se mal crescimento em meio normal e deformidades na morfologia, mas 

a grande maioria dos efeitos da deleção sempre está relacionado com a virulência desses 

patógenos, consequentemente essas bactérias não conseguiram mais infectar seu hospedeiro 

(CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; DONG et al., 2016; JEONG et al., 2012; 

LOCHER et al., 1998). 

Como as deleções de cada TonB são de forma independente, acreditamos que não houve 

diferença de crescimento pois a outra proteína TonB consegue suprir a falta e permitir que 

ocorra o transporte normalmente pelo sistema. Os dados indicam, portanto, que as funções de 

cada proteína TonB possam ser redundantes. Em Burkholderia cenocepacia foi verificado que 

a ausência da proteína TonB pode gerar morte celular e que apenas a deleção do domínio 

periplasmático da proteína TonB seria necessário para a observação de um possível fenótipo, 

evitando assim a morte celular (PRADENAS; MYERS; TORRES, 2017).  

 Deste modo, acreditamos que seria necessário a construção de uma linhagem que 

apresente a deleção simultânea dos dois genes. Entretanto, como C. crescentus possui 62 

transportadores dependentes de TonB, e depende fortemente deste tipo de transporte para sua 

sobrevivência, essa estratégia seria talvez impossível, já que não existem informações sobre 

quais nutrientes transportam, sendo um organismo que se encontra em um habitat oligotrófico. 

Uma análise mais detalhada dos fenótipos destes mutantes será mostrada no item 4.4.4. 

 

4.4.4 - Ensaios de viabilidade 

 

Como foi visto anteriormente, no experimento de crescimento mostrou-se que a 

linhagem ∆00028 apresentou uma fase lag de crescimento maior quando comparada a NA1000, 

porém após algumas horas de crescimento o mesmo consegue alcançar a linhagem selvagem. 

Segundo SILVA NETO; LOURENÇO; MARQUES (2013), o gene CCNA_00028 foi o TBDTs 

que apresentou o maior aumento na sua expressão em carência de ferro. Diante disso, 

realizamos ensaios de viabilidade das quatro linhagens ∆TBDT de C. crescentus em placas 

contendo meio M2 sólido com as mesmas fontes de ferro utilizadas nas curvas de crescimento. 
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Estabelecemos “lavar” as culturas com o meio M2 sem FeSO4 antes de realizarmos a diluição 

das mesmas para a DO 0,1 esta abordagem foi estabelecida para tentar evitar resquícios do meio 

que continha a presença de FeSO4, e desta forma, definir que a única fonte de ferro presente no 

crescimento irá ser a que estará presente na placa de M2 sólido. Foram feitas diluições seriadas 

(10-1 a 10-5) das culturas e aplicado 10 µl de cada diluição nas placas. Após dois dias de 

crescimento a 30°C foi observado os seguintes crescimentos em placa (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 



81 
 

 

Figura 25 – Ensaio de viabilidade das linhagens mutantes ∆00138, ∆00028 e ∆03023 na presença de diversas fontes de ferro. As placas foram mantidas a 30ºC por dois 

dias. Os ensaios de viabilidade foram feitos em duplicata.
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 Assim como observado nas curvas de crescimento, as linhagens mutantes ∆00138 e 

∆03023 não apresentaram um fenótipo diferente da linhagem selvagem NA1000. Deste modo, 

o transporte das fontes de ferro testadas não foi afetado pela a deleção destes receptores 

dependentes de TonB. 

Porém, com relação a linhagem ∆00028 é possível observar que somente na presença 

de Hemina a linhagem obteve um crescimento igual a NA1000, o que tem coerência pois como 

sabemos o transporte de Hemina em C. crescentus é realizado pelo transportador HutA 

(CCNA_02277) (BALHESTEROS et al., 2017), podendo a Hemina ser considera um controle 

positivo para o experimento.  

Outro controle positivo para o experimento é o FeSO4, afinal o sulfato ferroso contém 

Fe2+ e seu transporte não é realizado pelo sistema TonB-ExbB-ExbD, porém como é possível 

observar na Figura 29 até mesmo em FeSO4, a linhagem ∆00028 nas ultimas diluições 10-4 e 

10-5 apresenta um crescimento menor com relação a NA1000. A partir destes resultados, 

realizamos o ensaio de viabilidade com a linhagem ∆00028 complementada (Figura 26).  
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Figura 26 – Ensaio de viabilidade com as linhagens mutante ∆00028, complementada (∆00028Comp) e 

selvagem NA1000. As placas foram mantidas a 30ºC por dois dias. Todos os ensaios de viabilidade foram 

realizados em duplicata. 
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Com o novo ensaio de viabilidade é visto que no caso de citrato e cloreto férrico, 

novamente o mutante ∆00028, apresentou um crescimento menor em quantidade de colônias 

com relação a NA1000 (mesmo quando as placas ficaram mais tempo incubadas não vemos o 

crescimento de novas colônias), e em todas as fontes de ferro testadas a linhagem 

complementada (∆00028Comp) apresentou um fenótipo restaurado. No caso de sulfato ferroso 

(FeSO4) é possível observar que o mutante ∆00028, obteve o mesmo número de colônias que a 

linhagem selvagem, que de certa forma é justificável pois FeSO4 é a forma ferrosa (Fe²+) a 

forma livre de ferro, e o transporte de ferro ferroso não é realizado pela secreção de sideróforos, 

mas sim através de outras proteínas que compõem o sistema FeoAB (ANDREWS; 

ROBINSON; RODRÍGUEZ-QUIÑONES, 2003; LAU; KREWULAK; VOGEL, 2017). 

O sideróforo Citrato férrico é um ácido orgânico com afinidade por ferro suficiente para 

permitir a formação de um complexo com o íon de ferro, e assim haver o transporte deste metal. 

A complexação de citrato com o ferro gera um complexo pequeno quando o mesmo está ligado 

a íons de ferro quando comparados a complexos grandes, por exemplo ferro ligado a proteína 

transferrina, assim como sua composição química mais simples e a afinidade de ligação do ferro 

relativamente mais fraca em relação a outros sideróforos  (CHU et al., 2010; YUE; GRIZOT; 

BUCHANAN, 2003).  Em algumas bactérias já foi descrito o transporte de citrato por TBDTs, 

como FecA em E. coli (FERGUSON, 2002; OGIERMAN; BRAUN, 2003) e em outras 

bactérias Gram-negativas como Pseudomonas, Bordetella e Xanthomonas (OGIERMAN; 

BRAUN, 2003).  

O citrato é considerado um importante sideróforo para a aquisição de ferro bacteriano 

devido à sua abundância no meio ambiente (YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003). Estudos 

com E. coli e Pseudomonas demonstram que quando o transportador de citrato férrico é 

deletado do genoma a célula passa por uma grande carência nutricional devido a falta do ion 

férrico (MARSHALL et al. 2009). A maioria das bactérias Gram-negativas que utilizam o 

citrato férrico como sideróforo são capazes de produzi-lo, (FERGUSON et al., 1998a; 

OGIERMAN; BRAUN, 2003; SAHA et al., 2013; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003) o que 

até o momento é desconhecido para C. crescentus, pois na linhagem selvagem NA1000 não 

foram identificados genes que codificam sideróforos, supondo-se que C. crescentus utilize 

apenas os sideróforos que serão encontrados no ambiente.  

Devido ao crescimento ter sido afetado mediante duas fontes de ferro distintas, não 

podemos afirmar qual delas seria transportada pelo receptor CCNA_00028. Por ser o receptor 

mais expresso no caso de carência de ferro, consequentemente pode haver mais receptores 

CCNA_00028 presentes na membrana externa, e por isso seria o mais utilizado para o 
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transporte em grande escala.  Com a deleção deste receptor, a membrana ficaria em um estado 

de escassez de transportadores e os outros que estariam sendo expressos normalmente não 

conseguiriam suprir todo o transporte de ferro. Isto poderia explicar os atrasos observados na 

fase lag durante o crescimento da linhagem ∆00028, já que com a falta deste receptor a célula 

levaria um tempo maior para conseguir perceber o aumento da presença de ferro no meio 

externo e com isso realizar a expressão de outros receptores para suprir este receptor. 

Entretanto, em geral existe uma especificidade para o transporte pelos TBDTs, e esta explicação 

não esclarece este aspecto. 

Assim, ainda é necessária a realização de mais experimentos para a confirmação desta 

hipótese, bem como os ensaios de utilização e produção de sideróforos, a fim de verificar se C. 

crescentus realmente não os produz.  

Do mesmo modo, realizamos ensaio de viabilidade com as linhagens deletadas para as 

proteínas TonBs (Figura 27). Os dados obtidos corroboram os resultados das curvas de 

crescimento. Novamente é visto que a deleção dos genes que codificam as proteínas TonBs não 

apresentaram nenhuma diferença no fenótipo. Em todas as diluições (10-1 a 10-5) as linhagens 

mutantes apresentam um crescimento bem semelhante a NA1000.  
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Figura 27 – Ensaio de viabilidade com as linhagens mutantes ∆TonB1 e ∆TonB2. As placas foram mantidas a 30ºC por três dias. Todos os ensaios de viabilidade foram 

realizados em duplicata.
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4.4.5 - Análise das fontes de carbono utilizadas pelas linhagens mutantes para a 

proteína TonB 

 

Espécies de bactérias que vivem em ambientes oligotróficos ou com uma alta carência 

nutricional, como água e solo, são particularmente ricos em receptores dependentes de TonB 

(ENDRISS et al., 2003), indicando que outros nutrientes além do ferro podem ser captados por 

sistemas ativo através da membrana. Já se sabe que em C. crescentus o transporte de maltose é 

realizado através do sistema TonB-ExbB-ExbD e que supostamente a proteína TonB1 é a que 

estaria interagindo com o transportador da maltose dependente de TonB (LOHMILLER et al., 

2008). Decidimos realizar alguns testes de crescimento com as linhagens mutantes para tonB 

(∆02419 e ∆02412) na presença de fontes de carbono. Para isso foram utilizadas microplacas 

(Biolog), que consistem em 96 poços contendo diferentes compostos (podendo ser carbônicos, 

nitrogenados, antibióticos, entre outros). O crescimento das culturas nestas placas é feito 

adicionando-se o meio mínimo sem fonte de carbono, e as culturas utilizam apenas a fonte de 

carbono fornecida em cada poço, comparando-se o perfil de crescimento dos mutantes ∆tonB1 

e ∆tonB2 com o de NA1000. 

As figuras 28 e 29 mostram uma representação gráfica do crescimento neste tipo de 

experimento, em que cada poço da placa possui uma curva de crescimento independente; dessa 

forma, é possível determinar de forma rápida a presença ou ausência de crescimento em uma 

determinada fonte de carbono após 24 horas de incubação. 

Inicialmente testamos as linhagens mutantes na placa PM1 (Anexo M) a qual é 

composta na maioria por diferentes fontes de carbono, o crescimento da placa PM1 pode ser 

visto na figura 28. Posteriormente utilizamos a placa PM2A (Anexo N) que também é composta 

por fontes de carbono, mas apresenta uma grande quantidade de aminoácidos, o crescimento 

desta placa está na figura 29.  
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Figura 28 – Representação esquemática do perfil de crescimento observado em microplacas PM1 Biolog. 

As fontes de carbono presentes na placa são identificadas pelas coordenadas, e em cada uma delas pode ser 

observada a curva de crescimento correspondente obtida. Sendo que o poço A1 corresponde ao controle negativo 

(sem fonte de carbono e sem cultura). Mostrando em: (A) Experimento realizado com a linhagem selvagem 

NA1000. (B) Experimento realizado com a linhagem ∆tonB 1. (C) Experimento realizado com a linhagem ∆tonB2. 

As caixas vermelhas destacam os poços que aparentemente possuem diferença de crescimento entre as linhagens. 

As curvas de crescimento foram obtidas pela medida da absorbância a 600 nm a cada 15 minutos no sistema 

Paradigm (Molecular Devices). 
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Figura 29 – Representação esquemática do perfil de crescimento observado em microplacas PM2A Biolog. 

As fontes de carbono presentes na placa são identificadas pelas coordenadas, e em cada uma delas pode ser 

observada a curva de crescimento correspondente obtida. Sendo que o poço A1 corresponde ao controle negativo 

(sem fonte de carbono e sem cultura). Mostrando em: (A) Experimento realizado com a linhagem selvagem 

NA1000. (B) Experimento realizado com a linhagem ∆TonB 1. (C) Experimento realizado com a linhagem ∆TonB 

2. As caixas vermelhas destacam os poços que aparentemente possuem diferença de crescimento entre as 

linhagens. As curvas de crescimento foram obtidas pela medida da absorbância a 600 nm a cada 15 minutos no 

sistema Paradigm (Molecular Devices). 
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   As caixas vermelhas nas figuras 28 e 29 indicam os poços onde aparentemente se 

obteve um crescimento diferente das linhagens mutantes comparada a NA1000. Na primeira 

placa testada a PM1 (Figura 28), notamos uma diminuição de crescimento na linhagem ∆tonB1 

em três poços (A8, G5 e G6), porém ao analisar cada curva que apresentou uma diminuição no 

crescimento separadamente em gráficos, é observado que a diferença de crescimento não é 

significativa (dados não mostrados). Isto não significa necessariamente um defeito no 

crescimento, mas pode significar apenas uma variabilidade normal do experimento.  

 Já na placa PM2A (Figura 29) notamos diminuição de crescimento em ambas as 

linhagens mutantes. No mutante ∆tonB1, identificamos em três poços: A3; A5 e G4 um 

crescimento menor com relação a NA1000, e para melhor visualização desses crescimentos 

foram analisadas as curvas juntas, onde constatou que havia uma diferença no crescimento da 

linhagem mutante. Os gráficos estão representados na figura 30. 
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Figura 30 – Gráfico de comparação das linhagens NA1000 e ∆TonB1. Gráfico realizado para demonstrar a 

diferença encontrada nos poços A3; A5 e G4 da placa PM2A. (A) Poço A3 composto por α-Ciclodextrina; (B) 

Poço A5 composto por γ-Cyclodextrin e (C) Poço G4 composto por L-Arginine. A curva de crescimento foi obtida 

pela medida da absorbância a 600 nm a cada 15 minutos no sistema Paradigm (Molecular Devices).  
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 Já no ∆TonB2 a única diferença observada foi novamente no poço G4, outra vez fizemos 

um gráfico para entre a linhagem mutante e a selvagem do poço G4, para observamos se há 

realmente a diferença de crescimento (Figura 31).  

 

 

 

Figura 31 – Gráfico de comparação das linhagens NA1000 e ∆TonB2. Gráfico realizado para demonstrar a 

diferença encontrada no poço G4 da placa PM2A. O poço G4 é composto por L-Arginine. A curva de crescimento 

foi obtida pela medida da absorbância a 600 nm a cada 15 minutos no sistema Paradigm (Molecular Devices).  

 

 

 Encontramos diferença de crescimento na linhagem ∆tonB1, quando crescida na 

presença de α e γ ciclodextrina. A Ciclodextrina é uma família de oligossacarídeos cíclicos, 

consistindo de um anel macrocíclico de subunidades de glicose sendo produzidas a partir do 

amido por conversão enzimática. As ciclodextrinas são formadas por monômeros de glicose 

que pode variar de 6 a 8 unidades, dando a forma de cone. A quantidade de monômeros de 

glicose, que além de caracterizar a ciclodextrina é que dará origem ao nome, como por exemplo: 

a que possui 6 carbonos na sua estrutura é α – ciclodextrina; 7 β – ciclodextrina e 8 carbonos γ 

– ciclodextrina (BECKET; SCHEP; TAN, 1999). 

 Com o resultado das placas PM2A do Biolog do ∆tonB1, notamos a que a linhagem não 

cresce na presença dessas fontes de carbono, indicando que a falta específica dessa proteína 

TonB possa estar envolvida de alguma maneira com a utilização dessa fonte de carbono.  

 Outra diferença encontrada nas duas linhagens ∆tonB1 e ∆tonB2 quando utilizado a 

placa PM2A é o não crescimento das linhagens no poço G4 que contém a presença de L-

Arginina.  
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A arginina é um aminoácido semi-essencial e principal carregadora de nitrogênio e faz 

parte da síntese de moléculas importantes e de outros aminoácidos como a prolina. Com a 

obtenção do gráfico da comparação das linhagens NA1000 e ∆tonB1 (Figura 30C) e NA1000 e 

∆tonB 2 (Figura 31) é possível reparar a diminuição de crescimento das linhagens mutantes. No 

caso de ∆tonB1 desde do início do crescimento a linhagem não consegue crescer igual a 

selvagem, já ∆tonB2 consegue crescer igual a NA1000, mas após três horas de crescimento tem 

uma queda no crescimento não conseguindo mais recuperar ao longo da curva. Para melhor 

compreensão e confirmação deste resultado ainda são necessários novos experimentos 

independentes com todas as fontes de carbono que foram observadas. 

 

4.4.6 - Mutações sítio-dirigidas em aminoácidos da proteína HutA 

 

 A partir da mutação do gene CCNA_02277 chamado de hutA, conseguimos provar que 

C. crescentus também é capaz de adquirir ferro de fontes como heme e hemoglobina, 

(BALHESTEROS et al, 2017), o que provavelmente está relacionado à presença destes 

componentes, oriundos da decomposição de matéria orgânica, nos ambientes aquáticos em que 

C. crescentus vive. Como já mencionado anteriormente, acredita-se que a região dos loops 

externos presente nos receptores dependentes de TonB possua os aminoácidos responsáveis 

pelo reconhecimento dos sideróforos. 

No caso de HutA, nosso colaborador, Profº Phillip Klebba da Universidade Kansas State 

(USA), a partir de uma predição comparando receptores dos quais se conhecem os aminoácidos 

responsáveis pelo reconhecimento do sideróforo (KLEBBA, 2016; NAIRN et al., 2017; 

SMALLWOOD et al., 2014) identificou alguns possíveis aminoácidos candidatos em HutA que 

ligam heme (Figura 32).  

Estes aminoácidos selecionados foram trocados por cisteínas para realizar ensaios de 

transporte de heme. A troca obrigatoriamente tem que ser pelo aminoácido cisteína pois o 

mesmo possui enxofre na composição o que é necessário para que o fluoróforo maleimida possa 

se ligar (NAIRN et al., 2017). Ao total localizamos seis aminoácidos onde realizamos as trocas 

nucleotídicas que codificarão para uma cisteína. São eles: S263; S510; S567; S709, A352 e 

A656. As trocas foram feitas na cópia do gene hutA no plasmídeo pMR20, para 

complementação do mutante deletado do gene original. 
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Figura 32 – Modelagem da estrutura da proteína HutA de C. crescentus. Indicando os possíveis aminoácidos 

envolvidos no reconhecimento do grupo heme. Obtido do Prof. Phillip Klebba. 
                                                                                                                                                              

Todos os códons para os seis aminoácidos pré-selecionados foram trocados por códons 

de cisteínas utilizando o Kit QuickChange XL (Agilent) (Item 2.14). Para que tivéssemos 

certeza que a mutação dirigida ocorreu e que somente o códon para o aminoácido desejado 

tenha sido alterado no cromossomo, o gene de cada mutação independente foi submetido a uma 

reação de sequenciamento de DNA. 

O resultado do sequenciamento gerou um eletroferograma, onde é possível confirmar as 

mutações. Também realizamos uma análise por BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) 

para confirmar novamente se a troca que ocorreu no gene foi somente a realizada pelo Kit. Na 

Figura 33 mostramos todos os eletroferogramas obtido para cada mutação específica.  
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Figura 33 – Representação da confirmação das mutações sitio-dirigidas em HutA. (A) Eletroferograma do sequenciamento de hutA para a confirmação da troca de 

nucleotídeos. O quadrado vermelho indica onde encontra-se a troca do nucleotídeo realizada. (B) A sequência FASTA de HutA, onde os aminoácidos trocados estão marcados 

em vermelho; (C) Modelagem de HutA feita pelo Swiss-Prot indicando em vermelho os aminoácidos presentes nos loops que foram mutados. 
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A seguir, após realizar e confirmar as mutações sítio-dirigidas, realizamos a clonagem 

do gene com cada mutação independente no plasmídeo pMR20 (Figura 34).  

 

 

 

 

Figura 34 – Confirmação da clonagem no plasmídeo pMR20. Comprovação da clonagem no plasmídeo pMR20 

com as mutações independentes em hutA. Visualização em gel de agarose 1%. 

 

Com a construção no vetor pMR20 contendo as mutações independentes em HutA, estes 

foram inseridos por eletroporação em E. coli S17-1 e posteriormente foram introduzidos por 

conjugação na linhagem ∆hutA. Assim, obtivemos no total 6 linhagens com as mutações em 

aminoácidos de HutA importantes para o transporte de heme. Estas linhagens serão utilizadas 

no futuro nos ensaios de cinética pelo nosso colaborador Profº Philip Klebba e Profª Salete 

Newton.  

 Em suma, os resultados desse trabalho demonstraram que possivelmente C. crescentus 

pode utilizar citrato ou cloreto férrico como sideróforo, porém mais estudos são necessários, 

para a confirmação de qual sideróforo é transportado por cada TBDT. Ainda não é conhecida a 

utilização de α e γ ciclodextrina como fonte de carbono em C. crescentus, necessitando assim 

uma melhor averiguação sobre o assunto. Não obstante, este trabalho permitiu a caracterização 

de algumas das proteínas que são necessárias para o transporte de ferro em C. crescentus.  
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5. CONCLUSÕES  

 

 Os receptores dependentes de TonB (TBDTs) de C. crescentus foram comparados com 

os TBDTs de E. coli por alinhamentos de sequência de aminoácidos, o qual mostraram que há 

um pequeno porcentual de conservação de sequências entre os transportadores. Foi possível 

identificar algumas regiões como o TonB Box e plug, que apresentaram a maior conservação 

entre as sequências. A maior diferença se encontra nos loops, provavelmente devido a presença 

de aminoácidos específicos de interação com os diferentes tipos de sideróforos. Também 

realizamos um alinhamento entre as duas proteínas TonBs de C. crescentus, e foram 

encontradas regiões muito conservadas entre elas, com a presença da região rica em Prolina e 

Lisina que compõe o domínio que se localiza no periplasma da célula.  

 Foram realizadas modelagens das estruturas das proteínas TBDTs e das proteínas 

TonB1 e TonB2, e foi visto que possuem as mesmas estruturas presentes em proteínas já 

cristalizadas e descritas de E. coli e P. aeruginosa.  

 Foram construídas linhagens mutantes para todos os quatro genes codificando os 

TBDTs e os dois genes codificando TonB, e foi realizada uma análise fenotípica das linhagens 

mutantes. O crescimento com três fontes diferentes de ferro, e ensaios de viabilidade mostraram 

que apenas o ∆00028 apresentou um atraso de crescimento perante as fontes testadas, sugerindo 

que este transportador esteja relacionado à incorporação de citrato férrico ou de cloreto férrico.  

Em relação às proteínas TonBs, ambas as linhagens mutantes não apresentaram uma 

diferença de crescimento nos dois experimentos realizados para observar o crescimento 

bacteriano, provavelmente por uma compensação de função entre elas. 

 Determinamos que a linhagem ∆tonB1 não cresceu na presença de três fontes diferentes 

de carbono, sendo elas: α e γ ciclodextrina e L-Arginina. Já o ∆tonB2 apresentou somente uma 

diferença de crescimento na presença de L-Arginina.  

Seis mutações sítio-dirigidas foram realizadas em HutA, para permitir futuros ensaios 

de cinética do transporte de heme/hemoglobina pelo nosso colaborador Drº Phillip Klebba. 

Essas análises nos ajudarão a compreender melhor o transporte desse sideróforo. 
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ANEXO 

 

A – Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o 

receptor CCNA_00028 de Caulobacter crescentus  
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B – Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor 

CCNA_00138 de Caulobacter crescentus   
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C – Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor 

hutA de Caulobacter crescentus 
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D – Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor 

CCNA_03023 de Caulobacter crescentus  
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E – Predição da topologia de CCNA_00028 realizada pelo programa PRED-TMBB2 
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F – Predição da topologia de CCNA_00138 realizada pelo programa PRED-TMBB2 
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G – Predição da topologia de CCNA_03023 realizada pelo programa PRED-TMBB2 
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H – Predição da topologia de CCNA_02277 realizada pelo programa PRED-TMBB2 
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I – Resultado da modelagem do transportador CCNA_00028  

 

J – Resultado da modelagem do transportador CCNA_00138  

 

 

 



131 
 

K – Resultado da modelagem do transportador CCNA_03023 

 

L – Resultado da modelagem do transportador CCNA_02277 
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M – Placa PM1 de Biolog  
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N – Placa PM2A de BioLog  
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