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l. INTRODUCAO

Caulobacter crescentus, uma bactéria gram-negativa e ndo patogénica cujo habitat
inclui todos os ambientes aquaticos e muitos tipos de solo (Poindexter, 1981) tem sido
extensivamente estudada por seu ciclo celular Unico, no qual duas células filhas distintas sao
geradas através de diferenciacdo e de divisdo celular assimétrica. O programa génico
envolvido no controle deste ciclo esta bem estudado e varias proteinas regulatérias
importantes ja foram identificadas e caracterizadas (Laub et al., 2002; Skerker e Laub, 2004).
Por outro lado, pouco se conhece a respeito da influéncia do meio ambiente no ciclo celular
dessa bactéria, sendo que poucos genes envolvidos neste aspecto da fisiologia bacteriana
foram caracterizados nessa espécie. Em meu trabalho de dissertagdo de mestrado (ltaliani,
2001), cujo objetivo foi o de promover o isolamento de mutantes deficientes na resisténcia de
C. crescentus a vérias condicbes ambientais, e fazer a identificacdo de genes que fossem
importantes para a sobrevivéncia da bactéria nestas condicbes, foi possivel isolar seis
mutantes deficientes na sobrevivéncia ou recuperagdo da fase estacionaria. Em um destes
mutantes (linhagem SP3710), o Tn5 interrompeu 0 gene que codifica para o fator de
terminacao de transcricdo Rho.

A terminacdo de transcricAo em bactérias representa um importante caminho na
regulacdo da expressdo génica. Em procariotos foram descritos dois sistemas distintos de
terminacdo de transcrigdo. Enquanto um deles requer o fator Rho, o outro depende da
estrutura secundaria e da sequéncia intrinseca do mRNA. O fator Rho € uma proteina
multimérica bastante conservada que consiste de seis sub unidades arranjadas em uma
estrutura na forma de anel, que se liga nas moléculas de mRNAs nascentes em regides ricas
em citosina que ndo formam estruturas secundarias, denominadas de sitios de utiliza¢éo de
Rho (rut) (Richardson 1990). Uma vez ligado, o hexamero Rho hidrolisa ATP e se move na
direcdo 5’-3' ao longo do RNA até alcancar o complexo de transcricdo. Com sua funcéo de
RNA-DNA helicase, Rho desfaz o complexo de transcricdo, separando o mRNA da RNA
polimerase e do molde de DNA (Morgan et al., 1983; Richardson, 2002). Em nosso trabalho
anterior foi demonstrado que a mutacdo no gene rho de C. crescentus gerada pela insergcéo

do transposon Tn5 na linhagem SP3710 causou uma deficiéncia na sobrevivéncia a alta
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concentracao de sal, pH acido e uma extrema sensibilidade ao estresse oxidativo (Italiani et
al.,, 2002). Também foi demonstrado que a transcricdo do gene rho de C. crescentus
aumenta na linhagem mutante rho, indicando um circuito autoregulatério negativo (Italiani et
al., 2002). Neste trabalho aprofundamos a analise do papel da proteina Rho de Caulobacter
crescentus e de sua regulagédo, tentando estabelecer os mecanismos moleculares pelos
guais a resposta ao estresse oxidativo é afetada por Rho.

Il. MATERIAIS E METODOS

1. Linhagens bacterianas, condi¢cdes de crescimento e procedimentos genéticos.

As linhagens de C. crescentus foram cultivadas a 30°C em meio PYE (Ely, 1991) e as
linhagens de E. coli foram crescidas a 37°C em meio LB. Quando necessario, foram
suplementados com os antibidticos apropriados. Os plasmideos foram introduzidos em
Caulobacter por conjugacédo com E. coli S17-1 (Simon et al., 1983). A analise da presenca de
Rho foi feita por ensaio de Western Blot (Towbin et al., 1979) usando soro policlonal anti-Rho
obtido através de injegcBes em coelhos. O ensaio de extensdo de oligonucleotideo foi feito
utilizando o oligonucleotideo Rhol (Figura 1) como descrito em Sambrook et al. (2001). A
proteina His-Rho foi expressa no vetor pProEx-HT (Invitrogen) em E. coli DH5a e purificada
em colunas de resina de niquel (Qiagen). O ensaio de alteracdo de mobilidade em gel para
RNA foi feito como descrito em Jiang et al. (1997), utilizando uma sonda de RNA que se
estende do oligonucleotideo Rho6 ao Rhol2 (Figura 1) e a proteina His-Rho purificada e
dialisada no tampéo de ligacdo. A sensibilidade da linhagem NA1000 de C. crescentus a
biciclomicina foi determinada pela medida da densidade oOptica (600 nm) de culturas
crescidas na presenca de diferentes concentracfes do antibi ético e a analise da expressao
das regidoes regulatérias de rho foram feitas na presenca de 100 pg/ml de biciclomicina.
Maiores detalhes dos métodos podem ser consultados em Italiani e Marques (2005).

2. Construcao de linhagens de C. crescentus com o gene rho deletado e substituido
por um cassete de resisténcia a antibiotico

O fragmento de 3,4 Kb que flanqueia o gene rho foi amplificado por PCR e clonado no
plasmideo pNPTS138. Em seguida, um fragmento de 1,0 Kb contendo a regido codificadora
de rho foi substituida por um cassete de resisténcia a e spectinomicina (Prentki and Krisch,
1984). O plasmideo modificado foi introduzido em C. crescentus e o gene rho completo foi
deletado por troca alélica apos duplo evento de recombinacdo. Uma copia do gene rho in
trans no plasmideo pMR20 (Italiani et al., 2002) foi introduzida nos clones 1S e 4S ap0s o

primeiro evento de recombinagdo. A porcentagem de células que sofreram a segunda
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recombinacdo foi determinada pelo namero de clones que se mostraram sensiveis a
canamicina e resistentes a espectinomicina. As delecdes foram confirmadas por Southern
Blot.

3. Ensaios de [3-galactosidase das fusfes de transcricéo e traducao.

As regides regulatorias do gene rho foram amplificadas por PCR e clonadas no vetor
TOPO (Invitrogen) para confirmagdo das sequéncias. Em seguida foram clonadas nos
vetores pRKlacZ290 (Gober and Shapiro, 1992) formando uma fusdo de transcricdo e no
pJBZ282 formando uma fusédo de traducdo. Em seguida os vetores foram introduzidos nas
linhagens de C. crescentus por conjugacgéo ou eletroporagcdo. Como o plasmideo pJBZ282
nao se replica em C. crescentus ele foi integrado no cromossomo desta bactéria por
recombinacdo homoéloga. A atividade de [3-galactosidase foi medida através do método de
Miller (Miller, 1972).

4. Ensaios de RT-PCR

O RNA total das linhagens foi extraido com Trizol (Invitrogen) e o DNA contaminante foi
eliminado pelo tratamento com DNAsel (Promega). Nas reagbes de RT-PCR semi-
guantitativo foram feitas reacdes padrao para garantir que a amplificacdo dos genes nao
atingisse a saturacdo. As reacdes foram feitas utilizando o kit SuperScriptTM One -Step RT-
PCR (invitrogen). Nas rea¢des de RT-PCR em tempo real os RNAs tratados foram utilizados
como molde para a sintese dos cDNAs correspondentes utilizando o kit SuperScript Ill First -
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) e as reac¢fes de qRT-PCR foram feitas
utilizando o kit Platinum SYBR Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen).

Il. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho esta dividido em duas grandes partes centrais. A primeira delas aborda o
estudo da essencialidade e autoregulacdo do gene rho de Caulobacter crescentus, cujos
resultados ja foram publicados (artigo anexado neste documento). A segunda parte esta
relacionada com o estudo da participacdo da proteina Rho na regulagdo do estresse
oxidativo em Caulobacter crescentus. E importante lembrar que sé estio mostradas as
figuras mais importantes para o entendimento do trabalho, devido a falta de espaco.

1. Estudo da essencialidade e autoregulacdo do fator de terminacdo de transcricao
Rho de Caulobacter crescentus
A) Andlise da essencialidade de Rho em C. crescentus

Estudos com E. coli, Rhodobacter sphaeroides e Micrococcus luteus mostraram que o

gene rho é essencial nestas bactérias (Das et al., 1976; Gomelsky e Kaplan, 1996; Nowatzke
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et al., 1997). Todavia, este gene nao se mostrou essencial para a viabilidade de
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Quirk et al., 1993; Washburn et al., 2001). A fim de
verificar a importancia deste gene na sobrevivéncia de C. crescentus, tentamos gerar um
mutante rho nulo. Esta estratégia foi utilizada porque através de ensaios de Western blot foi
verificado que a linhagem SP3710 ainda produz um polipeptideo truncado de 45 KDa, mas
nao apresenta a forma completa da proteina. A tentativa de obtencédo do mutante rho nulo foi
feita substituindo o gene rho cromossdmico por uma copia com a regido interna trocad a por
um cassete de resisténcia ao antibidtico espectinomicina, através de dupla recombinacgéo
homologa. Dois clones (1S e 4S) foram selecionados apdés o0 primeiro evento de
recombinacdo e o padrdo de resisténcia aos antibidticos canamicina e espectinomicina foi
analisado nos recombinantes obtidos ap6s o segundo evento de recombinagdo (Tabela 1).
Os resultados mostraram que a cépia cromossomal do gene rho somente foi perdida nos
clones 1S e 4S que carregavam uma copia do gene rho em um plasmideo (pMR20-Rho),
gerando clones resistentes a espectinomicina e sensiveis a canamicina. Estes resultados
indicam que o gene rho é essencial para a viabilidade de C. crescentus e que na linhagem
SP3710 a forma truncada da proteina Rho é parcialmente funcional. A essencialidade de
Rho para C. crescentus foi confirmada pela inibicdo do crescimento desta bactéria na
presenca do antibiotico biciclomicina que € um inibidor especifico da atividade de Rho em E.
coli (Zwiefka et al., 1993).

Tabela 1: Perfil de resisténcia a antibidticos das colbnias obtidas apds o segundo evento de
recombinacao

No. de colbnias

Clone
Sp'/Km*® Sp'/Km' Total
1S 0 73 73
1S(pMR20rho) 26 51 77
4S 0 79 79
4S(pMR20rho) 15 68 83

B) Anédlise da autoregulacéo do gene rho de C. crescentus
Depois de determinado o sitio de inicio de transcricdo do gene rho (Figura 1), uma série

de delecdes na regido regulatéria de rho foram construidas em fusdes de transcricdo com o
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gene reporter lacZ no vetor pRKlacz290 (Figura 2A) e a expressdo de cada construcdo foi
analisada por ensaio de atividade de [-galactosidase (Figura 2B). A regido regulatéria
completa do gene rho, incluindo o promotor e a regido 5’ ndo traduzida (constru¢cdo RhoPstl),
produziu 850 unidades de [-galactosidase na linhagem NA1000 e 4.500 unidades na
linhagem SP3710, indicando que a autoregulacédo esta ocorrendo nesta constru¢cdo. Como
controle o gene tacA (Marques et al., 1997), que nao é regulado por Rho, mostrou niveis
similares de expressdo nas duas linhagens. Entretanto, constru¢gdes contendo apenas o
promotor (Rhol4) ou o promotor e apenas 54 pb da regido 5 nao traduzida (Rhol0)
mostraram atividade de (-galactosidase muito mais elevada nas duas linhagens, indicando
que a regulacdo autdgena foi perdida nesta construcdo. Estes resultados indicam que a
autoregulacdo ndo ocorre no inicio da transcricdo e que o promotor de rho é um promotor
forte. Com o intuito de verificar se a autoregulacdo poderia ocorrer na regido a jusante do
nucleotideo da posicdo +54, duas outras fusbes de transcricdo foram testadas (Rholl e
Rhol12). Ambas as constru¢des apresentaram atividade de (3-galactosidase similares quando
comparadas com a construcdo RhoPstl, restabelecendo a autoregulacdo. Estes resultados
sugerem que sitios atenuadores devem estar presentes na regido entre os nucleotideos +54
e +213. Para averiguar a presenca de um segundo promotor na regido 5 ndo traduzida de
rho, utilizamos a construgcdo Rho7 que nédo possui a regido —35 do promotor de rho, mas
conserva a regidao 5 nado traduzida completa e 187 pb da regido codificante d o gene.
Nenhuma atividade de [(3-galactosidase foi detectada nesta constru¢ao, confirmando que néo
existe nenhum promotor a jusante da posicdo —13. Quando o promotor completo de rho esta
presente na extremidade 5’ (Rhol5), niveis normais de atividade de [(-galactosidase séo
observados. Estes resultados indicam que sitios atenuadores de transcricdo estdo presentes
entre os nucleotideos +54 e +213, o que € similar ao descrito para os genes rho de E. coli e
B. subtilis (Ingham et al., 1999; Matsumoto et al., 1986). Estes resultados foram confirmados
pela medida da expressédo de rho na presenca do antibiotico biciclomicina, indicando que a
presenca de Rho causa uma diminuigdo da transcrigcdo de seu proprio gene e que este efeito
€ dependente da regido regulatéria que se e ncontra a jusante da posicao +54. Os resultados
acima sugerem que devem haver sitios atenuadores de transcricdo na regido entre as
posicbes +54 e +213 (Figura 1). Esta regido é notavelmente rica em citosina/uracila e um
forte candidato a conter sitios rut. A ligacdo de Rho nesta regido foi testada por ensaio de

alteracdo de mobilidade em gel para RNA e a interacdo desta proteina com o0 mMRNA da
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regido 5 ndo traduzida de rho, confirmou a presenca de sitios rut nesta regido e que a

expressao do gene rho de C. crescentus é autoregulada por atenuacao de transcricao.

Pstl Rho9

-252 [CTGCAGICCCTGGATGATCGCCAAGCTCGTCGCCCTCGTGGGGCTTTACGGCTTCATGGCTTCCTGTCGGCCTCACGCAAGAAGTTCGAGCGGGGGGAGA
PWMI AKTILV ALV GLYG F H G FL SASRIK K FER G E
-152 ACGTCCGGTCGGAGAAGTTCTGGCGGATGGTCAACGAGATCCCGTTCGTCCTGGGATCGTCATCGTGATGTCGGTGACCACGAAGTACCTCAACCACTG
NV RSE KT FWIRMVNETI P FV LAIlV I VMSV T TZKY LN H -
Rhol4 Rho6 Rho8 Rho10
-52 AGCTTGCGGCGGCGGCGAITGACCAGCCGCCGTCCGAGTGGTTIGCATCCACAGTCGGTTCGGCGTTTGCCGGGEEETCTCTCTTCACGCACTGGCGCCCE
Rholl

+50 TCCTGGCGCECCCCECEAGCEAACCCECCECAAGTCCETTCEEEGAACGATCCGCGTCATCGTCAACAGACGCGCATGTCCGGTTTTCCGGACGTGATAT

Rhol/Rho12

+152 [CGCCATTCTATCGGCCGGGCTCCGTCGTGGGGACCGCGCCCCTTCTTGAGTCTTGCCATGACCGAAGACACCGAAAACCAGGTTCCGGCCGCCGACGAG
— M T E DT E N QV P A A D E

+252 CGACCATCGAGAACACCGTCGCCGATACGGCCGACATCACCACTGAAGCGGCOGTCGAGGCGGGCGTGGAAGGCGAGGGCGAGGACGAAGGGTCCGACH
A T I E N TV A DT AD I TT E AAA V EA G V E G E G E D E G S D
Rho7 Pstl

+351 TCGCCGCCGCCGTCGCAGCGCTGGGCCTCAAGTCCATGTCOCTGCAG
I A AAV A A LGLK SMSL Q

Figura 1: Sequéncia nucleotidica da regiao regulatdria do gene rho. A seta inclinada indica o sitio de inicio de transcrigdo
gue foi denominado de posicao +1. As sequéncias promotoras —35 e —10 estdo indicadas por caixas e as sequéncias ricas em C
estdo sombreadas. O sitio de ligagcao ao ribossomo esta duplamente sublinhado e os sitios de restrigdo para a enzima Pstl estd o
indicados. As setas indicam a posicdo de cada oligonucleotideo usado nos ensaio s de extensédo de oligonucleotideo, fusdo de
trancricdo e alteracdo de mobilidade em gel.

2. Estudo da participacdo da proteina Rho na regulacdo do estresse oxidativo em
Caulobacter crescentus
A) Analise do papel de Rho na expressédo de dois genes envolvido s na resposta ao
estresse oxidativo

A expressao das duas principais enzimas detoxificadoras de peroxidos de C. crescentus
foi determinada por ensaios de RT-PCR. Os resultados de RT-PCR semi-quantitativo
mostraram que a alquil hidroperoxido redutase (AhpC) € expressa apenas na fase de
crescimento exponencial e sua expressao ndo € alterada pela auséncia de Rho funcional
(Figura 3A), sugerindo que provavelmente a AhpC seja importante na resposta ao estresse
oxidativo na fase exponencial e dispensavel na fase estacionaria de C. crescentus. A
expressao relativa da Unica catalase -peroxidase (KatG) de C. crescentus foi avaliada por RT -
PCR quantitativo (Figura 3B), mostrando ter expressdo aumentada no mutante rho tanto na
fase de crescimento exponencial quanto na fase estacionaria. Este aumento foi reduzido
guando a linhagem SP3710 foi complementada com o gene rho in trans no vetor pMR20,
indicando que este aumento na expressao é devido a auséncia parcial do fator de terminagao
de transcricdo Rho. A funcionalidade da enzima catalase-peroxidase no mutante rho foi

testada através de uma colaboracdo com o Prof. Dr. Howard Steinman do Departamento de
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Bioquimica do Albert Einstein College of Medicine de New York. Os resultados obtidos

mostraram que a atividade de KatG esta muito diminuida no mutante rho na fase estacionaria

e levemente diminuida na fase exponencial, enquanto que outras enzimas, como a cobre -

zinco superoxido dismutase e a alquil hidroperoxido redutase, estdo com atividade

comparavel a linhagem NA1000.
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Figura 2: Analise da expressao da regiao
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de [-galactosidase. (A): Esquema da
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Figura 3: (A): Reacfes de RT-PCR do gene ahpC utilizando 500 ng de RNA de cada linhagem. A canaleta 1
representa a linhagem NA1000 na fase exponencial, a canaleta 2 a linhagem SP3710 na fase exponencial, a
canaleta 3 a linhagem NA1000 na fase estacionéria e a canaleta 4 a linhagem SP3710 na fase estacionaria. A
banda de 480 pb referente ao gene ahpC esta indicada pela seta. P: Padrdo de peso molecular 100 pb, C:
controle positivo da reacédo de PCR feito com DNA gendmico da linhagem NA1000. (B) Expresséo relativa do
gene katG. As reacBes de RT-PCR quantitativo foram realizadas com 50 ng do cDNA das linhagens NA1000,
SP3710 e SP3710 complementada com o gene rho in trans no vetor pMR20 [SP3710(pMR20rho)] nas fases de
crescimento exponencial e estacionaria (40 horas). Os niveis de express do foram normalizados com os valores
obtidos para o gene de RNA ribossomal 16S e estdo apresentados em relacdo a linhagem NA1000 na fase
exponencial.

B) Andlise da expressao de KatG por fusdes de transcricao e traducéo

A fim de verificar se os niveis de transcricdo do gene katG estavam alterados no mutante
rho, a expressdo deste gene além de ser determinada por RT-PCR em tempo real também
foi determinada pela medida da atividade da (-galactosidase em fusdo de transcricdo com o
gene reporter lacZ (Figura 4A e B). Nestas condi¢cbes foi observado que nenhuma mudanca
significativa ocorreu na transcricdo de katG na fase exponencial das duas linhagens testadas
e que na fase estacionaria o promotor de katG € mais induzido na linhagem SP3710 do que
na linhagem parental. Isto poderia indicar que no mutante rho, a transcricdo e os niveis de
MRNA deste gene estejam aumentados como um mecanismo compensatorio para suprir a
baixa atividade da proteina catalase -peroxidase observada neste mutante. Além disto, os
resultados indicam que a baixa funcionalidade de KatG na linhagem SP3710 néo é devido a
uma diminuicdo nos niveis de transcricdo e nem na estabilidade da mensagem, indicando
que o problema possa estar na regulacdo da tradugdo ou na maturacao desta proteina. Com
o intuito de verificar se a proteina KatG de C. crescentus sofre regulacdo na traducdo da
proteina, a analise de sua expressdo foi avaliada através de uma fusdo de traducao
cromossomal da regido regulatoria do gene katG com o gene reporter lacZ no vetor pJBZ282
(Figura 4C e D). Os resultados obtidos mostram que assim como na transcrigdo, a traducao
da proteina KatG na linhagem NA1000 ndo apresentou mudanca no padrao de expressao na
fase exponencial, mas sofreu inducdo na fase estacionaria , como foi previamente reportado
por Steinman et al. (1997). Comparando a expressdao do gene katG obtida na fusdo de
transcricdo com a expresséao obtida na fusédo de traducéo, percebemos um pequeno aumento
nos niveis de traducdo em relagéo a transcricdo. Estes resultados sugerem que a catalase-
peroxidase de C. crescentus além de ser regulada na transcricéo, também pode ser regulada
por mecanismos pos-transcricionais. A regulacdo a nivel transcricional do gene katG vem
sendo demonstrada em varias bactérias, mas a regulacdo poés -transcricional deste gene

ainda nao foi descrita em nenhuma delas (Loewen e Hengge-Aronis, 1994; Luo et al., 2005).
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Figura 4: Analise da expressao de katG através de fusdes de transcricdo e traducdo com o gene reporter lacZ. (A) e
(C): Esquema da regido regulatéria do gene katG de Caulobacter crescentus. Os quadros estao identificados com os
cadigos dos genes e as setas horizontais vermelhas correspondem a posicdo dos oligonucleotideos utilizados para
amplificar a regido clonada na frente do gene lacZ. Abaixo do mapa as fusbBes estdo representadas. A caixa vermelha
indica a sequéncia Shine-Dalgarno do gene katG e a caixa verde a sequéncia Shine-Dalgarno do gene lacZ. A caixa azul
representa a regido codificante de KatG (B) e (D): Atividade de [3-galactosidase das fusGes de transcricdo e traducdo nas
linhagens NA1000 e SP3710. O tempo O representa a atividade de [ -galactosidase medida quando as culturas
apresentaram D.O.g de 0,6. Aliquotas foram retiradas nos tempos 2, 20, 24, 40, 48, 70 e 120 horas para medida da
atividade de B-galactosidase. Os resultados estdo apresentados em relacdo ao tempo O e representam a médi a de dois
ensaios independentes.

Para sobreviver a varios estresses os organismos desenvolveram sistemas eficientes de
expressao génica. Entretanto, o papel da terminacdo de transcricdo na regulacdo génica
ainda é pouco compreendido. A nossa descoberta anterior, do envolvimento de Rho de C.
crescentus na resposta a estresses ambientais, especialmente ao estresse oxidat ivo, foi de
grande importancia para a compreensao dos fatores que levam a essencialidade de Rho
para algumas bactérias. Neste trabalho foi demonstrado que provavelmente o fator Rho
exerca um papel regulatorio na atividade da catalase-peroxidase, interferindo em sua
regulacdo poés-transcricional. Sendo assim, este trabalho permitiu fazer alguns avancos no
entendimento da complexa rede regulatéria que envolve a terminacao de transcricdo, além
de evidenciar a provavel existéncia de um novo mecanismo regulatorio da enzima catalase-
peroxidase, que futuramente podera contribuir para um melhor entendimento da viruléncia de
muitos organismos patogénicos e qui¢d para o desenvolvimento de novos e potenciais
antimicrobianos.
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