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 é uma bactéria quimiolitotrófica, Gram9negativa e acidofílica que 

exerce um importante papel no processo de biolixiviação. O processo de biolixiviação é afetado por 

intempéries como variações na temperatura e na composição de nutrientes e, entender os 

mecanismos que dispõe para sobreviver em ambientes extremos é de suma 

importância para melhorar o seu emprego no processo de biolixiviação. Neste trabalho foi estudada a 

resposta de ao aumento da temperatura e à privação de fosfato. Para tanto, foram 

utilizadas técnicas baseadas em microscopia, espectroscopia no infravermelho, ferramentas 

proteômicas, PCR quantitativo e bioinformática. Pela microscopia eletrônica de varredura, verificou9

se o alongamento das células de e a espectroscopia no infravermelho (FTIR) 

mostrou alterações em números de ondas entre 850 e 1275 cm91, referentes a carboidratos, 

fosfolipideos e fosfoproteínas. A abordagem proteômica utilizada, uma combinação de eletroforese 

de duas dimensões e espectrometria de massas, identificou 44 proteínas diferencialmente expressas e 

pertencentes a 11 categorias funcionais. Dentre as proteínas com expressão aumentada foram 

identificadas algumas de resposta ao choque térmico. A técnica de PCR quantitativo em tempo real 

foi utilizada para avaliar o padrão de expressão de genes do choque térmico e de outros genes que 

codificam proteínas pertencentes a diversas categorias funcionais em . Para tanto, 

foi cultivada a 40˚C até 50% de oxidação dos íons ferrosos (aproximadamente metade 

fase logarítimica) e também foi submetida a um choque térmico em diferentes tempos e na mesma 

temperatura. Os resultados obtidos mostraram que o padrão de expressão da maioria dos genes 

analisados foi afetado após o choque térmico. Contudo, o crescimento a 40˚C pouco afetou a 

expressão gênica, com exceção de alguns genes relacionados com o tranporte de ferro, os quais 

foram consideravelmente reprimidos. Análises para predição de sítios de ligação do fator 
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sigma 32 da RNA polimerase nos genes afetados pelo aumento da temperatura indicaram que 15 do 

total de genes analisados possivelmente estão sob a regulação deste fator. Adicionalmente, análises 

da filogenia das sequências de aminoácidos de três (AFE_1437, 

AFE_1009 e AFE_2172) revelou que elas são, possivelmente, proteínas não9parálogas. Estudos 

estruturais baseados em modelagem molecular por homologia indicaram que as proteínas 

AFE_1437, AFE_1009 e AFE_2172 possuem um domínio α9cristalino com características 

estruturais semelhantes. Contudo, a proteína codificada por AFE_2172 apresenta uma região C9

terminal bastante curta. Os resultados obtidos com este trabalho mostram que possui 

um conjunto de respostas ao estresse muito bem elaborado, enfatizando seu potencial para uso 

biotecnólogico. 
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is a chemolithoautotrophic, Gram negative, acidophilic bacterium 

which plays an important role in metal bioleaching. During bioleaching, cells are subjected to 

changes in growth temperature and nutrient starvation, thus understanding the mechanisms used for 

their survival in such harsh environments could help to improve ’s efficacy on such 

processes. This study presents the effects of heat and phosphate starvation on 

physiology, analysed using microscopy, infrared spectroscopy, proteomic tools, quantitative PCR 

and bioinformatics. Scanning electron microscopy results showed that under the tested stress 

conditions cells became elongated, and the Fourier transform infrared spectroscopy 

(FT9IR) analysis showed alterations in wavenumbers between 850 and 1275 cm91, which are related 

to carbohydrates, phospholipids and phosphoproteins. Proteomic analyses, such as 29DE and tandem 

mass spectrometry, identified 44 differentially expressed protein spots, the identified proteins 

belonging to 11 different functional categories. The up9regulated proteins were mainly from the 

protein fate category. Real time quantitative PCR was employed to analyze changes in the 

expression patterns of heat shock genes, as well as many other genes encoding proteins related to 

several functional categories in Cells were submitted to long9term growth and to 

heat shock, both at 40°C. The results evidenced that heat shock affected the expression levels of 

most genes while long9term growth at 40°C caused minimal changes in gene expression patterns – 

with exception of some iron transport related genes, which were strongly down9regulated. Further 

bioinformatic analysis indicated a putative transcriptional regulation, by the σ32 factor, for 15 of the 

34 heat9affected genes. In addition, phylogenetic analysis of some small heat shock proteins 

(AFE_1437, AFE_1009 e AFE_2172) showed that sHSPs from  are possible non9
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paralogous proteins. Homology molecular modeling structure studies indicated that the proteins 

encoded by AFE_1437, AFE_1009, and AFE_2172 have conserved α9crystallin domains. However, 

the model for AFE_2172 showed a very short C9terminus. These results evidence that 

has an efficient range of stress9responses, which explains its ability for 

biotechnological purposes.  
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Organismos unicelulares, como bactérias, não dispõem de órgãos e tecidos especializados em 

prover um ambiente interno relativamente homogêneo e estável. Desta forma, os micro9organismos 

procariotos apresentam diversos mecanismos para se adaptarem às mudanças ambientais drásticas. A 

habilidade em responder rapidamente às flutuações ambientais é crucial para a aptidão competitiva e 

sobrevivência. O objetivo de entender a resposta celular às mudanças ambientais é obter informações 

que decifrem o aparato molecular escondido atrás da capacidade microbiana de adaptação aos mais 

diversos ambientes.  

é uma bactéria extremófila capaz de crescer em valores de pH 

tão baixos quanto 0,5 e concentrações de metais pesados muito elevadas para a maioria dos seres 

vivos existentes. Sendo considerado um organismo modelo para o estudo da biolixiviação 

(Rawlings, 2005), vem despertando crescente interesse biotecnológico. Desta forma, 

a compreensão dos mecanismos adotados por essa bactéria em resposta às condições de estresse as 

quais está exposta é de considerável relevância.  

Sendo o termo estresse recorrente neste estudo, faz9se necessário defini9lo. Assim, estresse 

pode ser definido como qualquer fator que promova uma situação desvantajosa para um organismo. 

Na maioria dos casos o estresse é uma medida diretamente relacionada ao crescimento e/ou 

sobrevivência. Em plantas, por exemplo, ele é medido através de alterações em processos 

relacionados com o crescimento vegetal, tais como a absorção de CO2 e de minerais (Nogueira, 

2004). Já em bactérias, estresse pode ser definido como o fenômeno no qual o crescimento normal 

da bactéria é interrompido ou desacelerado em virtude de algum fator externo. Este fator pode ser a 

ausência de algum nutriente, choque térmico, mudança brusca de pH, invasão viral entre outros. 
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Neste trabalho, o aumento da temperatura e a privação nutricional de fosfato foram estudados. 

Estes dois fatores de estresse afetam o processo de biolixiviação e, consequentemente, seus micro9

organismos participantes. Para tanto, foi utilizada uma abordagem que englobou técnicas de 

diferentes áreas do conhecimento, biologia molecular e química. Este trabalho foi organizado em 

capítulos, sendo este o Capítulo 1. No Capítulo 2 é feita uma revisão bibliográfica do tema desta 

pesquisa e uma breve explicação das técnicas utilizadas. O Capítulo 3 foi destinado à apresentação 

dos objetivos deste trabalho e nos Capítulos 4, 5 e 6 são apresentados os artigos científicos 

resultantes desta pesquisa. No capítulo 7 é apresentada uma discussão geral dos resultados obtidos e 

as conclusões são apresentadas no Capítulo 8.  
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é uma bactéria pertencente ao gênero  

juntamente com as espécies   e  (Kelly & Wood, 2000). 

é considerado um gênero polifilético enquadrando9se no Domínio filo 

Proteobacteria, classe γ9 (Kelly & Wood, 2000); o mesmo subgrupo de famílias muito 

bem caracterizadas de bactérias heterotróficas como Enterobacteriaceae, Pseudomoniaceae e 

Vibrionaceae.  

As espécies compreendidas pelo gênero  são bactérias Gram9negativas, não 

patogênicas, acidofílicas e quimiolitotróficas obrigatórias, sendo que o carbono para a constituição 

celular é captado através da fixação do dióxido de carbono atmosférico. Recentemente, Hallberg et 

al. (2010) propuseram a existência de uma nova espécie para o gênero De acordo 

com esses autores, a nova espécie, denominada é um micro9organismo anaeróbio 

facultativo, diazotrófico, psicrotolerante com conteúdo de CG em torno de 56%. Ainda de acordo 

com Hallberg  (2010), as principais diferenças entre e são 

referentes a uma menor tolerância a baixos valores de pH por e por essa última 

apresentar um mecanismo diferente de oxidação de ferro devido à ausência dos genes e 

codificadores da rusticiana, uma das principais enzimas envolvidas na oxidação do ferro em 

 

Todas as espécies do gênero são capazes de obter energia através da oxidação 

do enxofre e de compostos inorgânicos contendo formas reduzidas deste elemento químico, como 
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sulfitos, sulfetos e tiosulfatos (Kelly & Wood, 2000), sendo que somente e 

são capazes de obter energia através da oxidação aeróbica de íons Fe2+ (Kelly & Wood, 

2000; Hallberg et al , 2010). É importante ressaltar que a capacidade em oxidar íons Fe2+ não é uma 

característica incomum entre as bactérias acidofílicas (Johnson & Hallberg, 2008). 

Devido a este metabolismo oxidativo, as bactérias do gênero principalmente 

e são largamente empregadas no processo de biolixiviação ou 

lixiviação bacteriana, sendo que a espécie  tem sido considerada como um micro9

organismo modelo no estudo deste processo (Rawlings, 2005).  

A biolixiviação promove a solubilização e subsequente recuperação de metais a partir de 

soluções aquosas. Neste processo os sulfetos metálicos insolúveis são oxidados a sulfatos solúveis 

pela ação do íon férrico e do ácido sulfúrico produzidos pelos micro9organismos (Rawlings, 2005). 

Segundo Bosecker (1997), a biolixiviação pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na forma direta, 

os sulfetos metálicos são oxidados pelo contato direto das células bacterianas, ou por ação 

enzimática das mesmas, gerando sulfatos solúveis. A forma indireta é caracterizada pela ação de 

substâncias lixiviantes originadas do metabolismo microbiano. Estas substâncias oxidam 

quimicamente os metais, solubilizando9os. As formas direta e indireta de biolixiviação ocorrem, na 

prática, concomitantemente em uma série de reações químicas, havendo, no entanto, divergências 

sobre qual dos dois processos é mais importante para a biolixiviação. 

As espécies do gênero são comumente encontradas em uma grande variedade 

de ambientes, especialmente em lugares onde compostos de enxofre são abundantes, como em áreas 

de mineração, de tratamento de efluentes e fontes térmicas sulfurosas. O Rio Tinto, localizado na 

Espanha, é um destes ambientes, apresentando pH ácido e altas concentrações de metais. Resultados 

de estudos microbiológicos convencionais mostraram que está presente em alto 

número neste rio (Rawlings, 2005). 
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A importância do processo de biolixiviação para a economia mundial e para preservação do 

meio ambiente se dá em virtude do aumento da demanda mundial de bens minerais, o que tem 

provocado um esgotamento progressivo de reservas contendo altos teores de metais de interesse 

econômico. Assim, a aplicação da biolixiviação para recuperação de metais a partir de minérios de 

baixos teores se mostrou como uma alternativa economicamente e ecologicamente viável, pois quase 

sem exceção, este método não requer alto consumo de energia, não gera emissão de gases poluentes 

e formação de chuva ácida, devido à liberação de óxidos de enxofre para atmosfera e não poluem 

efluentes aquáticos com resíduos de metais tóxicos, como acontece nos métodos convencionais 

(Rawlings, 2005).  

No Brasil, o Centro de Tecnologia Mineral (Cetem), unidade de pesquisa do Ministério da 

Ciência e Tecnologia no Rio de Janeiro, está operando uma unidade semi9piloto de Biolixiviação em 

parceria com a norte9americana Geobiotics, objetivando a substituição gradativa do processo 

pirometalúrgico (queima de sulfetos de cobre em altas temperaturas) pelo bio9hidrometalúrgico 

(lixiviação bacteriana). Na unidade de biolixiviação situada na mineração Caraíba (Bahia), os 

sulfetos calcopirita e bornita são utilizados para a obtenção do cobre eletrolítico. O cobre eletrolítico 

é utilizado em cabos e fios para a transmissão de energia elétrica por chegar a ter 99,99% de cobre 

puro 1.  

 

é uma bactéria muito versátil sendo que com muita frequência são publicados 

novos dados na literatura de linhagens capazes de diferentes tipos de respiração, linhagens 

                                                           
1 http://www.inovacaotecnologica.com.br/noticias/noticia.php?artigo=0101250702279 Acesso em 08/08/2010 
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psicrotolerantes e/ou com maior tolerância a valores mais baixos de pH. Além dessa diversidade 

quanto às propriedades fisiológicas e ao crescimento, também são observadas diversidades nas 

sequências de RNAr 16S e no conteúdo de C+G. Toda essa diversidade era, até então, explicada 

como sendo uma consequência da variabilidade genética da espécie todavia, 

atualmente vê9se uma tendência de considerar a existência de novas espécies (Hallberg et al., 2010).  

Luo et al. (2009) realizaram um trabalho de detecção de diversidade genômica em 12 linhagens 

de isoladas de diferentes áreas de drenagem ácida de minas (DAM) na China e, por 

meio da tecnologia de microarranjos de DNA, essas linhagens mostraram9se altamente diversas. 

Estes autores analisaram detalhadamente cinco categorias funcionais, incluindo o metabolismo 

energético e de carbono, sendo que os resultados mostraram que muitos genes são ausentes em 

várias dessas categorias. Além disso, estes autores concluíram que a distribuição geográfica foi o 

principal fator para a diversidade encontrada. Obviamente, a variabilidade genética entre diferentes 

linhagens de  reflete na grande diversidade fisiológica encontrada entre linhagens até 

então descritas. Por exemplo, realiza respiração aeróbica utilizando Fe2+ e S0 como 

doadores de elétrons (Fe2+/O2 e S0/O2), mas muitas linhagens são capazes de realizar também a 

respiração anaeróbica utilizando os seguintes pares doador/receptor de elétrons: H2/Fe3+, H2/S
0, e 

S0/Fe3+ e outras também são hábeis em utilizar hidrogênio e ácido fórmico para o crescimento 

aeróbico (Ohmura et al., 2002). 

A resistência a altas concentrações de metais pesados como alumínio, zinco, cobalto, 

manganês, cobre, cromo e urânio (Rawlings, 2005) é outra característica que se destaca em 

 e é extremamente importante para micro9organismos que atuam no processo de 

biolixiviação. O crescimento desta bactéria em meios de cultivo contendo Co2+ (30,0 g/L), Cu2+ 

(55,0 g/L), Ni2+ (72,0 g/L), Zn2+ (120,0 g/L) e Fe2+ (160,0 g/L) já foi reportado (Rawling, 2005). 
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Em um estudo comparativo entre e

foi demonstrado que e tinham aproximadamente a mesma resistência 

ao Cu2+, Zn2+, Al3+, Ni 2+ e Mn2+, mas foi menos resistente ao cobalto do que 

Os resultados para mostraram que esta bactéria foi resistente a menos 

que 5 g/L para todos os cátions testados, com exceção ao zinco que foi de 10 g/L (Sand, 1993). 

O crescimento ótimo para , assim como para as outras espécies do gênero, 

ocorre em temperaturas em torno de 30ºC e pH de aproximadamente 2,0 (Rawling, 2005), embora 

existam dados na literatura da ocorrência de linhagens de  capazes de crescer a 0°C 

(Dopson et al., 2006) e outras a 42°C (Rawlings, 2005). A linhagem psicrotolerante de 

denominada SS3, capaz de crescer a 0°C, foi isolada em uma área industrial no 

noroeste da Sibéria. A comparação da capacidade oxidativa desta bactéria, crescida a 5˚C, com uma 

linhagem mesofílica mostrou que a oxidação do Fe2+ e dos compostos sulfurosos foi maior com a 

linhagem psicrotolerante (Dopson et al., 2006). 

Economicamente o emprego de também se mostra bastante versátil. Além da 

sua participação no processo de biolixiviação, esta bactéria é utilizada no tratamento de minérios 

refratários de ouro, na remoção de metais pesados de esgotos e no processo de desulfurização do 

carvão (Rawlings, 2005). 

 

Com o genoma totalmente anotado, estudos que avaliam as capacidades metabólicas e de 

regulação d  foram e estão sendo realizados, ajudando na compreensão dos caminhos 

bioquímicos que sustentam os processos biogeoquímicos, funções metabólicas e da evolução das 

comunidades microbianas em ambientes ácidos. A anotação do genoma deste micro9organismo se 
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torna ainda mais importante quando nos deparamos com sua recalcitrância às manipulações 

genéticas convencionais.  

São várias as dificuldades impostas ao pesquisador para se obter sucesso na manipulação 

genética deste organismo, por exemplo, não há marcadores selecionáveis como resistência a 

antibióticos e/ou a metais pesados, o cultivo deste micro9organismo em meio sólido é bastante 

difícil, além do fato de que seu crescimento lento e baixa produtividade celular dificultarem a 

realização de vários experimentos. Assim, com relativa dificuldade e pouca eficiência, foram 

realizados experimentos de conjugação (Peng et al., 1994) e transformação por eletroporação 

(Kusano et al., 1992). Zhenying et al. (2000) obtiveram mutantes por meio de mutagênese de 

troca de marcadores. Todavia, informações básicas sobre a genética molecular de 

foram acumuladas durante os anos. Um enorme número de relatos sobre a existência de plasmídeos 

naturais e transposons em  tem sido registrado (Rawlings & Kusano, 1994; Dominy 

et al., 1997; Holmes et al., 2001). Vários destes plasmídeos foram clonados em . 

Rawlings et al. (1984) reportaram que um plasmídeo isolado de , capaz de replicar 

em e  se propagou entre linhagens de . 

Dois plasmídeos de  têm sido estudados em maiores detalhes, o plasmídeo 

pTF1 de 6,7 kb (Holmes et al., 1984) e o plasmídeo pTF9FC2 , de 12,2 kb e 

relacionado à resistência ao arsênio nesta bactéria (Rawlings et al., 1993). Um trabalho realizado por 

Jin et al. (1992) demonstrou a transferência do plasmídeo InPC de para No 

entanto, tentativas de transferir plasmídeos de largo espectro de  para não 

obtiveram o mesmo sucesso.  

Conforme mencionado anteriormente, produz energia através da oxidação de 

íons ferrosos e de compostos sulfurados, gerando íons férricos e ácido sulfúrico. Estes produtos da 

oxidação são os responsáveis pelo ataque químico aos sulfetos metálicos, permitindo a solubilização 
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de metais. Assim, o transporte de elétrons é muito importante para o processo biolixiviante. Nesta 

bactéria, os genes que codificam para proteínas envolvidas na oxidação de ferro estão organizados 

em duas unidades transcricionais, os operons e 

O operon foi alvo de estudo nas linhagens de ATCC 19859 (Levican et al., 

2002) e ATCC 33020 (Bruscella et al., 2007). Este operon ( , e ) 

codifica as três subunidades do complexo (PetCAB), uma desidrogenase de cadeia curta (Sdr) 

cuja função é desconhecida e um citocromo , para o qual a função de receptor de elétrons oriundos 

da proteina rusticianina tem sido sugerida. Esses elétrons são transferidos para o complexo bc 

(Levican et al., 2002).  

O operon ( , e ) codifica dois citocromos do tipo 

 (Cyc1 e Cyc2), os componentes do complexo citocromo9oxidase e a proteína rusticianina, 

respectivamente (Appia9Ayme et al., 1999). Yarzabal et al. (2002) demonstraram que Cyc2 recebe 

elétrons diretamente do Fe2+ devido sua localização na membrana externa, atuando no primeiro 

passo da oxidação do ferro. Baseando9se em estudos genéticos, bioquímicos e transcricionais, 

Holmes & Bonnefoy (2006) propuseram que os elétrons oriundos da oxidação do ferro, seguem do 

citocromo Cyc2 para rusticianina, a partir de onde alguns elétrons seguem o caminho “downhill” – 

citocromo Cyc 1  citocromo9oxidase aa, enquanto outros elétrons seguem o caminho “uphill”. 

Neste último ocorrerá a regeneração do doador universal de elétrons NADH através do percurso: 

CycA1  complexo  ubiquinona  NADH desidrogenase. 

 fixa CO2 atmosférico usando a energia oriunda da oxidação de ferro/enxofre 

através do ciclo de Calvin. A enzima chave neste processo, D9ribulose91,59bifosfato carboxilase9

oxigenase (RuBisCO) é composta de duas subunidades, uma grande e uma pequena (Kusano et al., 

1999). Em  a subunidade maior é codificada pelos genes  1 e , e a 

subunidade menor é codificada pelos genes  e  (Kusano et al., 1999; Appia9Ayme et 
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al., 2006), sendo que a expressão da RuBisCO é controlada pelo regulador transcricional cbbR. Luo 

et al. (2009) demonstraram através de experimentos de hibridização DNA9DNA que em 

 os genes /  são mais conservados que /    

Em 2006, Appia9Ayme et al. sugeriram modelos para o metabolismo de carbono usando 

técnicas de microrranjos de DNA e de bioinformática. Os resultados deste trabalho indicaram que 

genes que codificam proteínas envolvidas na fixação de CO2, formação de carboxissomo e biosíntese 

de glicogênio foram induzidos quando a bactéria era cultivada na presença de enxofre enquanto 

genes envolvidos na utilização de glicogênio foram preferencialmente expressos na presença de 

ferro, sugerindo que é capaz de ajustar o metabolismo de carbono em resposta a 

variações ambientais.  

O genoma de  carrega genes que codificam cinco enzimas requeridas na 

biosíntese de glicogênio a partir de 69P9frutose. Vários genes envolvidos no anabolismo ( , , 

) e catabolismo de glicogênio ( , ) também já foram descritos (Valdés et al., 2008). 

Alguns genes, como o que codifica fosforibuloquinase, envolvidos na utilização do glicogênio, não 

foram identificados no genoma de sugerindo que esta bactéria regenera piruvato e 

39P9glicerato por caminhos alternativos. 

carrega três genes (AFE_1802, AFE_1676 e AFE_3248) que foram preditos 

codificar frutose9bifosfato aldolases, enzima que catalisa a formação de frutose 1,69bifosfato. Na 

maioria das bactérias heterotróficas, a interconversão de 1 frutose 1,69bifosfato em 69P9frutose é 

executada pelas enzimas frutose9bifosfatase e fosfofrutoquinase (Valdés et al., 2008). Um gene 

codificando uma frutose9bifosfatase (AFE_0189) foi identificado no genoma de o 

que sugere um fluxo direto de carbono fixado a armazenamento de glicogênio. Da mesma forma, um 

gene candidato para fosfofrutoquinase (AFE_1807) também foi identificado na região vizinha aos 
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genes envolvidos em glicólise e gliconeogênese, sugerindo uma rota metabólica bidirecional para 

utilização e geração de glicogênio (Valdes et al., 2008). 

No que se refere à resistência a metais pesados, o operon composto pelos genes 

, e , codifica proteínas responsáveis pela resistência ao arsênio III em (Butcher 

et al., 2000) e está presente no genoma de O operon de resistência ao mercúrio 

encontrado em difere daqueles encontrados na maioria das bactérias Gram9negativas 

por não se iniciar com o gene Ao contrário, este operon consiste do gene que codifica 

uma proteína transportadora de mercúrio, e do gene Adicionalmente, é encontrado no genoma 

de outro operon contendo dois genes funcionais um e dois genes não9

funcionais Foi encontrado um gene homólogo Tn7 próximo ao operon sugerindo 

que um evento de transposição pode ter sido responsável por esse arranjo gênico (Inoue et al., 1991).  

  

A biolixiviação é uma tecnologia já consolidada na indústria mínero9metalúrgica e é aplicada 

com sucesso no tratamento de minérios refratários de ouro e na recuperação de cobre contido em 

minérios marginais e rejeitos. Entretanto, muitas vezes os processos ambientalmente seguros, como 

a biolixiviação, possuem uma cinética mais lenta, quando comparados a processos químicos 

tradicionalmente empregados no processamento de sulfetos metálicos (lixiviação direta e lixiviação 

sob pressão). Diversos são os fatores tidos como limitantes para a biolixiviação, como o pH, a 

temperatura, a disponibilidade de nutrientes, o fosfato, concentração de íons metálicos, potencial de 

óxido9redução, disponibilidade de O2 e CO2, entre outros. Grande parte do poder limitante desses 

fatores se deve a sua grande influência no crescimento e na sobrevivência das bactérias. 
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A temperatura é um dos principais parâmetros para o crescimento microbiano e, em se tratando 

de biolixiviação, além de interferir no crescimento dos micro9organismos do processo, a temperatura 

também interfere na velocidade das reações químicas, particularmente na biolixiviação indireta, em 

que ocorrem reações sem ação enzimática (Rawlings, 2005). As reações envolvidas no processo de 

lixiviação bacteriana são exotérmicas e, apesar da velocidade das reações ser baixa, o processo se dá 

numa grande massa mineral, levando o interior desta massa a atingir temperaturas elevadas, na faixa 

de 60 a 80˚C. Em um modelo desenvolvido para simular uma pilha cilíndrica de minério de sulfeto 

com 20 m de altura e 20 m de raio foi estimado temperaturas de até 100˚C em determinados pontos 

da pilha (Rawlings, 2005). Nestas condições a oxidação química ocorre de forma mais rápida 

(Bennett, 1989).  

Tyagi et al. (1994) mostraram que a temperatura exerce um papel indireto, mas bastante 

significativo na dissolução de metais como cádmio, cromo, cobre, níquel, chumbo e zinco. Segundo 

esses autores esse efeito indireto se deve à influência da temperatura no crescimento microbiano e na 

taxa de produção de sulfato, o que por sua vez acarreta em mudanças no pH. O trabalho de 

dissertação de mestrado de Pina (2006) mostrou que a quantidade de zinco solubilizado é fortemente 

influenciada pela temperatura, de forma que o aumento da temperatura provoca uma elevação na 

concentração de metal solubilizado. Existe uma concentração limite ou crítica do agente oxidante 

acima da qual um posterior aumento da temperatura não provoca uma elevação na concentração de 

zinco em solução. Segundo Pina (2006), a etapa controladora do processo de lixiviação do sulfeto de 

zinco é, provavelmente, a reação química na superfície do sulfeto na etapa inicial de lixiviação, e a 

difusão do íon férrico através da camada de enxofre elementar formada sobre a superfície do sulfeto, 

durante a etapa final do processo de dissolução.  
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Em se tratando de a literatura é farta de trabalhos que investigam o efeito da 

temperatura na taxa de oxidação de metais por essa bactéria (Tshilombo et al., 2002; Leahy et al., 

2005). Kovalenko et al. (1981) relataram que a temperatura afeta a taxa de oxidação dos íons 

ferrosos. Rodríguez et al. (2003) demonstraram que a dissolução da pirita é controlada pela 

quimioadsorção competitiva entre Fe2+ e Fe3+ na superfície do mineral e, de acordo com Deveci et 

al. (2004), altas temperaturas podem promover a precipitação do íon férrico (Fe3+). A influência da 

temperatura é também crucial na biolixiviação da calcopirita, um mineral extremamente importante 

para a indústria do cobre (Rawlings, 2005). Durante a biolixiviação desse minério, uma camada de 

passivação, de constituição ainda indefinida é formada. Essa camada é considerada uma das razões 

para a lenta cinética de lixiviação da calcopirita e a temperatura tem sido considerada um dos fatores 

de maior interferência na formação dessa camada (Dutrizac, 1989; Tshilombo et al., 2002). 

Modak et al. (1996) adaptaram uma linhagem  à temperatura de 42ºC, 

usando várias subculturas em meio 9k em temperaturas crescentes (30 a 42ºC). Estes autores 

observaram que a linhagem adaptada apresentou um aumento na biolixiviação da pirita. Quando a 

linhagem voltou a ser cultivada a 30ºC, a tolerância a 42ºC foi perdida mostrando que ela era 

estresse9dependente. Desta forma, para que linhagens adaptadas a temperaturas mais elevadas 

possam ser utilizadas, a biolixiviação deve ser efetuada na mesma temperatura a qual a bactéria foi 

adaptada (Modak et al., 1996). 

Entretanto, em se tratando do efeito direto da temperatura na fisiologia de 

ainda pouco se sabe. Em geral, quando células procarióticas ou eucarióticas são confrontadas com 

altas temperaturas em seus ambientes uma resposta ao choque térmico ou “ ” é 

acionada (Lindquist, 1986). A resposta ao choque térmico é caracterizada por uma redução da 

síntese de proteínas celulares normais e, ao mesmo tempo, uma superprodução transiente de um 
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grupo específico de proteínas, conhecido como ” ” (HSPs), após uma curta 

exposição a temperaturas elevadas ou a outros agentes de estresse (Lindquist, 1986). 

Em Hubert et al. (1995) demonstraram que após sofrer um choque de 

temperatura, as células sobreviventes adquiriram uma resistência temporária a altas temperaturas. 

Estudos em eletroforese de duas dimensões mostraram modificações no padrão de proteínas de 

células de  durante crescimento em temperatura ótima (30ºC) e estressante (41ºC), 

sendo observado que a síntese de HSPs aumentava na condição estressante (Hubert et al., 1995). 

Xião et al. (2009), ao analisarem a expressão de alguns genes codifcantes para HSPs de 

mostraram que a maioria desses genes, incluindo , foram 

significantemente induzidos após um choque térmico de 25 minutos a 42 ºC. 

A indução de HSPs em resposta ao aumento da temperatura tem sido relatado em várias 

espécies de bactérias. Em mais de 20 tipos de HSPs foram sintetizadas com o aumento da 

temperatura de 30ºC para 42ºC (Arsene et al., 2000). Através de experimentos de  e 

sequenciamento do amino9terminal de proteínas isoladas de géis de duas dimensões, Varela & Jerez 

(1992) mostraram que DnaK e GroEL eram as principais HSPs de  

 

 

Durante o processo de biolixiviação, mudanças em vários parâmetros podem afetar 

adversamente os micro9organismos. Pode9se citar a privação de nutrientes como os fosfatos. O 

fósforo é um nutriente essencial para todas as células vivas, uma vez que é um constituinte dos 

ácidos nucléicos e de outros componentes celulares, como fosfolipídeos (Wanner, 1990). Um dos 

principais mecanismos de sinalização celular envolve a fosforilação de proteínas e várias moléculas 

sinalizadoras apresentam fosfato em sua constituição, como o cAMP, (p)ppGpp e polifosfato. Essas 
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moléculas são de fundamental importância para os mecanismos de transdução de sinais e regulação 

da expressão gênica (Vera et al., 2003). 

Em resposta à limitação de fosfato inorgânico (Pi), bactérias e provavelmente todos os 

organismos vivos sintetizam fosfatases, nucleases e fosfato permeases para atender a demanda 

intracelular desse nutriente (Nahas et al., 1982). De fato, Seeger & Jerez (1993) demonstraram haver 

um aumento no nível de uma fosfatase ácida em células de sob privação de fosfato. 

A fosfatase ácida tem como função converter o fosfato que se encontra associado a compostos 

orgânicos em fosfato inorgânico, uma vez que tais compostos orgânicos impedem a assimilação do 

fosfato. 

A resposta fisiológica mediante a privação de fosfato tem sido bem caracterizada em 

(Warnner, 1990). Nesta bactéria já foi verificado que diferentes estresses ambientais como 

temperaturas extremas, choque osmótico e privação nutricional, induzem uma resposta semelhante 

(Hengee9Aronis, 1999). Esta resposta generalizada ao estresse se caracteriza principalmente pelo 

aumento dos níveis da subunidade σS da RNA polimerase, e uma concomitante diminuição da 

concentração da subunidade vegetativa σ70 (Hengge9Aronis, 1999).  

Em o nível de mais de 80 proteínas aumenta em resposta à privação de fosfato, sendo 

que muitas destas são proteínas codificadas por genes co9regulados pelo regulon Pho (Makino et al., 

1989). A indução de genes pertencentes ao regulon Pho é acompanhada por um mecanismo no qual 

o regulador transcricional PhoB que liga à sequência box Pho (Makino et al., ). Muitas unidades 

transcricionais do regulon Pho representam operons multigênicos, como o operon que codifica para 

as quatro subunidades (PstS, pstC, PstA e pstB) do sistema de transporte de alta afinidade Pst 

(Willsky & Malamy, 1980). O operon  inclui o gene  que é um possível regulador 

negativo do sistema de dois componentes PhoR9PhoB  (Wanner, 1995). Genes do regulon Pho 

também codificam fosfatases (por exemplo, PhoA), que tem como função liberar fósforo de fontes 
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orgânicas do ambiente e enzimas requeridas para utilização de outras fontes de fósforo, incluindo 

UPG glicerol9fosfato (Wanner, 1995). Pf01 possui um regulon Pho 

carente de um homólogo de PhoA, porém apresenta uma fosfatase conhecida como PhoX, proteína 

responsável pela atividade fosfatase extracelular durante condições limtantes de fósforo (Monds et 

al., 2006). As enzimas polifosfatase kinase 1(PPk1) e exopolifosfatase (PPX) também são membros 

do regulon Pho em E. coli e na cepa PCC 6803 de Synechcocystis. PPk1 é uma enzima altamente 

conservada em procariotos e é responsável pela polimerização reversível do ATP para formar 

polifosfato [poly(P)] (Gómez9García et al., 2003). Já PPX é responsável pela degradação de poly(P) 

em condições de privação de fosfato 

Em , já foi demonstrado que o cultivo na ausência de fosfato acarreta em 

mudanças no perfil de várias proteínas (Jerez et al., 1992; He et al., 2005), mudanças morfológicas e 

fisiolóficas, incluindo diminuição da taxa de oxidação de Fe2+ e de fixação de CO2, acarretando em 

um declínio do metabolismo celular (Seeger & Jerez, 1993). Amaro et al. (1993) mostraram que a 

quantidade de lipopolissacarídeos, componente da matriz de polissacarídeos envolvida na 

colonização do minério por aumenta quando ela é submetida ao crescimento na 

ausência de fosfato. Farah et al. (2005) relataram a indução do gene , um componente chave na 

regulação do sistema “quorum sensing”. De fato, o metabolismo bacteriano de fosfato e polifosfatos 

tem sido correlacionado com a formação de biofilme e com vias regulátorias por “quorum sensing” 

(Rashid et al., 2000). A fosforilação das chaperonas DnaK e GroEL em  submetida à 

privação de fosfato também foi relatada (Seeger et al., 1996), sugerindo que chaperonas, em geral, 

estão envolvidas na resposta  a diferentes tipos de estresse.  

Vera et al. (2003) identificaram através da análise , ortólogos dos principais genes do 

regulon  de  em . Apesar dos produtos putativos das ORFS terem 

apresentado peso molecular semelhante ao de seu ortólogo, os pontos isoelétricos e a organização 
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destes genes diferem em algum nível, o que pode ser um reflexo das diferenças na regulação dos 

mesmos. De acordo com Vera et al. (2008),  é capaz de crescer na ausência de 

fosfato inorgânico devido à expressão do operon CP9lyase. Este operon permite a utilização de 

fosfanatos, uma classe de compostos orgânicos que possuem uma ligação C9P inerte e muito 

recalcitrante à degradação microbiana. Até o momento, é o primeiro micro9

organismo quimiolitotrófico capaz de utilizar fosfanatos como fonte de fosfato. 

Uma análise do genoma anotado de ATCC 2370 revelou a presença dos 

seguintes “ ” gênicos potencialmente envolvidos no metabolismo de fosfato: 

• (AFE_1643, exopolifosfatase, também envolvida com processos de resistência a 

metais pesados) (AFE_1644, proteína regulatória de transporte de fosfato)

(AFE_1645, fosfato ABC transportador dependente de ATP) (AFE_1646, 

permease fosfato ABC transportador) (AFE_1647, permease fosfato ABC 

transportador) (AFE_1648, PstC, ABC transportador – proteína de ligação ao 

fosfato) (AFE_1649, proteína regulatória PhoR) (AFE_1650, proteína 

regulatória de ligação ao DNA). 

• e (AFE_1150 e AFE_1151) codificam para uma fosfato permease e 

uma proteína periplasmática de ligação ao fosfato, respectivamente; 

•  (AFE_1210) proteína envolvida no estoque de polifosfato. 

 

A determinação do estado fisiológico de  em situações de limitação de fosfato 

é particularmente importante quando os micro9organismos são crescidos na presença de arsenato. 

Sendo um análogo estrutural do fosfato, arsenato entra nas células através do sistema de transporte 

de fosfato inorgânico (Pit 9 ) e do Pst, que é o 
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sistema de transporte de fosfato inorgânico induzível (Van Veen, 1997). Como consequência, a 

resistência de  ao arsenato depende não apenas da presença de um  de 

resistência a arsênio, mas também da concentração de fosfato presente no meio de crescimento 

(Varela, 1998).  

Como visto, tanto o estresse térmico como o estresse causado pela privação nutricional por 

fosfato gera uma resposta comum conhecida como resposta ao choque térmico ou “

”. Um detalhamento deste processo será feito, pois será necessário em muitos pontos ao 

longo desta tese. 

 

As proteínas do choque térmico, ou HSPs, compõem um maquinário celular envolvido no 

renovelamento, reparo e degradação de proteínas danificadas (Lindquist, 1986). A indução das HSPs 

é transiente e isto representa um mecanismo homeostático e de proteção para que os organismos 

possam enfrentar o estresse fisiológico e ambiental. 

O termo proteínas do choque térmico foi usado pela primeira vez em 1962 por Ritosa ao 

observar que o aumento da temperatura levava a uma mudança no padrão de cromossomos 

politênicos e a alteração dos genes expressos na glândula salivar de larvas de . 

Posteriormente, esses genes diferencialmente expressos devido à variação de temperatura foram 

clonados e seus produtos protéicos chamados de proteínas de choque térmico 9 HSP (Tissièrs et al., 

1974). A resposta ao estresse descrita para larvas de  é aparentemente universal, ocorrendo 

tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos (Lindquist, 1986). Além disso, a estrutura 

primária da maioria das HSPs é bastante conservada evolutivamente, sugerindo uma similaridade 

funcional em todos os organismos. O estresse oxidativo, a privação nutricional, a exposição celular a 
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metais pesados e variações no pH dentre outros, são fatores que estão também associados à 

expressão de proteínas de choque térmico (Lindquist, 1986).   

HSPs são comumente divididas em dois grupos, chaperonas moleculares e proteases. 

Juntamente, as chaperonas e proteases constituem o principal arsenal celular no combate aos efeitos 

de alguma forma de estresse, devido à suas habilidades em remover proteínas danificadas e em 

promover a regulação da expressão de diversos genes que codificam chaperonas e proteases 

(Dougan et al., 2002). 

 

 

As chaperonas moleculares constituem uma família de proteínas importante na resposta ao 

estresse. Trata9se de proteínas que interagem com diversos substratos protéicos para auxiliar na 

obtenção da conformação tridimensional adequada ou no encaminhamento destas proteínas para 

degradação (Arsene et al., 2000). Consequentemente, as proteínas de choque térmico auxiliam na 

recuperação celular após o estresse reparando proteínas mal9formadas ou então promovendo sua 

degradação. Este grupo de proteínas é classificado de acordo com a massa molecular que possuem, 

por exemplo, HSP100 (Clps), HSP90, HSP70, HSP60 e HSP20 ou sHSP ( HSPs).  

Apesar de serem denominadas proteínas de choque térmico, muitas destas proteínas são 

expressas também em condição normal. Por exemplo, em , a principal proteína de choque 

térmico da família das HSP70 é a DnaK, que sendo seu gene codificante expresso em condições 

normais de crescimento. A sequência de aminoácidos da proteína DnaK é altamente conservada em 

bactérias, como em ,  , 

,  e espécies dos gêneros   e  
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(Gupta & Singh, 1994; Rensing & Maier, 1994; Gupta, 1998). De fato, esta chaperona é considerada 

uma das proteínas mais conservadas (Macario & Macário, 1999) e é a HSP melhor estudada. 

As principais funções da proteína DnaK são auxiliar a montagem e hidrólise de proteínas, 

prevenir a agregação dos polipeptídios, ajudar na translocação de proteínas entre os compartimentos 

celulares e evitar a formação de grandes complexos protéicos (Gething, 1997). A atividade de DnaK 

está intimamente relacionada com a dependência de ligação com ATP, que fornece energia para que 

esta chaperona se ligue a proteínas para ajudar na montagem, reparo ou degradação de proteínas 

recém montadas ou desnaturadas. Além disso, para que a DnaK se ligue às proteínas, é necessária a 

participação de co9chaperonas: HSP40 (DnaJ) e GrpE (Mayer & Bukau, 1998). Estas três proteínas 

constituem a maquinaria necessária para auxiliar outras proteínas a adquirir sua conformação nativa 

(Parsell & Lindquist, 1993).  

Na maioria das bactérias Gram9negativas como , a resposta ao choque térmico e a 

expressão de HSPs são principalmente e positivamente reguladas em nível transcricional pelo fator 

alternativo da enzima RNA polimerase sigma 32 9 σ32 (Bukau, 1993), codificado pelo gene . 

Porém, a expressão dos genes também pode ser regulada negativamente em reposta ao choque 

térmico (Narberhaus, 1999). Um exemplo é o gene  que codifica um repressor do gene  

em .  

A expressão do gene  é determinada pelo balanço homeostático entre a ligação da DnaK 

com proteínas desnaturadas e da interação da DnaK com o fator σ32 (Gamer et al., 1992). Quando as 

células encontram9se em condições normais, a concentração de proteínas desnaturadas é reduzida e a 

chaperona DnaK livre se liga ao fator σ32, reduzindo a transcrição dos genes de proteínas de choque 

térmico (Gamer et al., 1992). Sob condições de choque térmico, a DnaK liga9se preferencialmente 

com proteínas desnaturadas, e desta forma o fator σ32 fica livre para se ligar à RNA polimerase, e 

este complexo fator σ32/RNA polimerase induz a transcrição específica de genes de choque térmico, 
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incluindo os genes  e . Algumas proteínas necessitam de outra chaperona, GroEL, para o 

processo de renaturação ser completado.  

A proteína GroEL também é uma HSP cuja expressão é controlada pelo fator σ32. Assim como 

DnaK, GroEL é altamente conservada, ATP9dependente, e possui atividade de chaperona ligando9se 

a proteínas em estado não9nativo e auxiliando a recuperação de suas formas nativas (Fayet et al., 

1989). GroEL e sua co9chaperona GroES são proteínas essenciais não somente em condições de 

estresse, mas também sob condições normais (Fayet et al., 1989). Em , estas duas proteínas 

são co9expressas a partir do operon  (Bukau, 1993). Especula9se que os substratos 

fisiológicos de GroEL sejam proteínas estruturalmente instáveis que portanto requerem a chaperona 

permanentemente para manutenção conformacional (Houry et al., 1999).  

Outro grupo de HSPs induzidas por choque térmico inclui proteínas de baixo peso molecular 

(10 kDa a 30 kDa), denominadas  (sHSPs), HSP da família 20 ou ainda α9HSP, sendo 

que a denominação sHSP foi a adotada neste trabalho. As sHSPs são encontradas em praticamente 

todos organismos em número geralmente maior que um, contudo, alguns organismos eucariotos 

podem conter mais que 65 sHSP (Han et al. 2008). Esta classe de proteínas confere termotolerância a 

culturas celulares durante incubação prolongada a temperaturas elevadas (Laksanalamai et al. 2006). 

Isto demonstra a habilidade das sHSP em proteger outras proteínas celulares e em manter a 

viabilidade celular sob condições de estresse extremo, possivelmente devido a sua habilidade em se 

associar com proteínas, impedindo agregação irreversível e desnaturação. 

As sHSP possuem diversas características que as distinguem das demais HSPs: elas são 

chaperonas independentes de ATP, são ativas na forma de complexos oligoméricos e exibem uma 

ampla capacidade de ligação a substratos (Han et al. 2008). Estudos recentes indicam que sHSPs  são 

importantes para termoestabilidade, desagregação protéica e inibição da proteólise. Essas funções 
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podem ser aproveitadas para várias aplicações, incluindo nanobiotecnologia, proteômica, 

bioprodução e bioseparação (Han et al. 2008) 

 Em  foram descritas duas sHSPs desta família, IpbA e IpbB (Kuczyńska9Wiśnik et al. 

2002). A expressão de ambas as proteínas é induzida positivamente pelo fator σ32 em  (Bukau 

1993). A indução da expressão destas sHPSs ocorre em células que foram cultivadas a 30ºC e 

posteriormente submetidas a 45ºC durante 15 min (Kuczyńska9Wiśnik et al. 2002).  A proteina IbpB 

(16 KDa) se liga com IbpA para formar um “corpo de inclusão”. Esta estrutura é formada 

rapidamente no citoplasma da célula quando a concentração de proteínas em conformação não9

nativa aumenta. Este acúmulo é responsável pela indução da transcrição de IbpA e IbpB que se 

aderem às proteínas não9nativas  formando o corpo de inclusão e direcionando algumas destas 

proteínas para as chaperonas DnaK e GroEL.  Análises por eletroforese desnaturante (SDS9PAGE) 

de agregados protéicos mostraram que IbpA e IbpB em  são as proteínas mais abundantes na 

fração insolúvel, embora a concentração de IpbB seja menor que a de IbpA (Kuczynska et al. 2002). 

Isto sugere que ambas as proteínas atuam em conjunto na estabilização dos agregados protéicos pós9

choque térmico. É interessante notar que proteínas chaperonas ATP9dependentes (DnaK/DnaJ, 

GroEL/GroES) previnem a formação de agregados protéicos em (Parsell & Lindquist 1993), 

enquanto que IbpA e IbpB, ambas proteínas não9dependentes de ATP, exercem um efeito oposto. 

Outro fator importante é que depois de uma mudança de temperatura de 30ºC para 42º C, o nível 

celular de IbpA e IbpB em  aumenta aproximadamente 10 vezes, enquanto que a concentração 

de DnaK e GroEL apenas 2 vezes (Mock et al. 1999).   

Outra proteína envolvida na resposta ao estresse, a proteína UspA,  conhecida como proteína 

de estresse universal, é também uma pequena proteína citoplasmática codificada pelo gene  cuja 

expressão é aumentada quando a viabilidade celular é alterada devido a vários agentes de estresse, 

seja choque térmico, falta de nutrientes ou agentes tóxicos (Nyström & Neidhardt 1994). Além 
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disso, em  a inativação do gene  torna a bactéria mais sensível aos agentes estressantes 

(Nyström & Neidhardt 1994). Bochkareva e colaboradores (2002) notaram que UspA foi co9

sedimentada com GroEL durante o processo de purificação. Após adição de ATP e GroES, UspA foi 

liberada demonstrando que existe interação entre GroEL e UspA.  

 

 

Os processos celulares são controlados por diversos tipos de regulação. A proteólise é um 

destes mecanismos de regulação por constituir uma importante forma de qualidade da síntese 

protéica e, consequentemente, representar uma regulação precisa dos níveis de diversas enzimas 

metabólicas (Sauer et al. 2004). 

A proteólise em procariotos e eucariotos é realizada majoritariamente por complexos 

proteolíticos dependentes de energia (Parsell & Lindquist 1993). Tais complexos proteolíticos são 

capazes de clivar um amplo espectro de ligações peptídicas. No entanto, apenas proteínas anormais 

e/ou proteínas com tempo de vida curto são degradadas (Sauer et al. 2004). Esta regulação específica 

e precisa de degradação protéica depende de fatores reguladores que se associam aos complexos 

proteolíticos e que podem incluir até 6 ATPases diferentes e outras proteínas acessórias (Sauer et al. 

2004). 

Em células eucarióticas, a principal via de degradação protéica dependente de ATP envolve a 

conjugação de ubiquitina às proteínas alvo a serem degradadas. As proteínas ubiquitinadas são então 

degradadas pelo complexo protéico denominado proteasomo 26S (Pickart & Cohen 2004). Já em 

procariotos, a degradação protéica é realizada por pelo menos cinco complexos proteolíticos 

dependentes de ATP, ClpAP, ClpXP, hslUV (ClpYQ), Lon e FtsH (Sauer et al. 2004). Esses 

complexos apresentam uma arquitetura do tipo “pilha de anéis” e são formados por dois 
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componentes funcionais: um centro proteolítico em forma de barril (ClpP ou ClpQ /HslV) e uma 

chaperona ATPase da família AAA+ que forma um anel hexamérico (ClpA, ClpC, ClpE, ClpX ou 

HslU). A chaperona é responsável pelo reconhecimento do substrato, desnovelamento e 

segmentação da cadeia polipeptídica, enquanto o barril proteolítico possui múltiplos sítios ativos de 

serina e treonina que habilitam a hidrólise de proteínas em peptídeos (Sauer et al. 2004). 

Essa arquitetura de dois componentes das proteases Clps e a existência de dois centros 

proteolíticos e diferentes chaperonas resultam em vários possíveis complexos. A protease ClpP pode 

interagir com as chaperonas ClpA, ClpC, ClpE e ClpX, enquanto ClpQ interage exclusivamente com 

ClpY formando o complexo ClpYQ (também chamado HslUV). 

Praticamente toda espécie bacteriana possui o complexo ClpXP e as proteases Lon e FTsH 

(Kress et al. 2009), isso torna o complexo ClpXP o mais ubíquo de todos os complexos proteolíticos. 

ClpA e ClpC são ortólogos e usualemente um ou outro estão presentes no genoma bacteriano. ClpA 

é encontrada em proteobactéria Gram9negativas enquanto ClpC é encontrado em bactérias Gram9

positivas e cianobactérias. ClpYQ existe na maioria das proteobactéiras podendo também ser 

encontrado em algumas bactérias Gram9positivas. 

As proteínas que interagem com a peptidase ClpP apresentam um sítio de ancoragem a esta 

última que consiste de um tripeptídeos   ([LIV]9G9[FL]) localizado dentro do domínio D2 (Kress et 

al. 2009). Interessantemente, essa região é ausente em todos ClpBs homólogos examinados, o que 

explica por que ClpB atua independemente de ClpP apesar da grande similaridade que ClpB possui 

com ClpA. Ainda, ClpB age juntamente com a chaperona DnaK na desagregação e renovelamento 

de proteínas (Mogk et al. 1999). 

As proteínas ClpA, ClpX e ClpC regulam a proteólise através de sua interação com ClpP e 

atuam também como chaperonas em várias reações celulares tais como a ativação da proteína RepA 

do fago P1 e a montagem da transposase Um (Kress et al. 2009). Em  ClpA e ClpX são as 
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proteínas reguladores de CLpP enquanto em outras bactérias ClpC é o equivalente evolucionário de 

ClpA (Mock et al. 2004). Na presença de ClpX, ClpP degrada proteínas envolvidas no controle de 

replicação, transcrição e tradução como as proteínas  9 O, Phd e fator σ RpoS (Mock et al. 2004). Na 

presença de ClpA, ClpP degrada proteínas fusionadas à proteína β9galactosidade através de um 

mecanismo que depende diretamente da natureza do aminoácido terminal (Mock et al. 2004). Como 

parte do complexo ClpAP, a proteína ClpA exerce múltiplas funções: reconhecimento do substrato, 

hidrólise de ATP, desnovelamento do substrato, translocação do substrato para o centro proteolítico 

e ativação alostérica da atividade da peptidase  (Hoskins et al. 1998). ClpA reconhece sequências 

específicas no N e no C terminal dos seus substratos. Uma vez reconhecido, o substrato é 

desnovelado e translocado para a cavidade proteolítica de ClpP (Hoskins et al. 1998). 

Como anteriormente mencionado, ClpB não está estruturalmente nem funcionalmente 

relacionada à peptidase ClpP e não direciona seus substratos para degradação (Kim et al. 2000). Pelo 

contrário, ClpB tem uma notável capacidade em resgatar  agregados protéicos e mediar a sua 

desagregação (Kim et al. 2000), processo que requer a assistência do sistema DnaK (Mogk et al. 

1999). A proteína ClpB distingue das demais HSP 100 por conter uma região central mais longa 

conhecida como “espaçador” que separa os domínios D1 e D2 e é essencial para a atividade 

chaperona  e para desagregação protéica (Kim et al. 2000).  

Outra proteína chave nos complexos proteolíticos bacterianos é a proteína adaptadora ClpS. 

Uma das formas de garantir a especificidade e a diversidade funcional das proteínas AAA+ é através 

de proteínas adaptadoras (Mogk et al. 2004). As proteínas adaptadoras constituem uma nova classe 

de proteínas que modulam a especificidade de ligação e a atividade de chaperona de proteínas 

AAA+. Estas proteínas não são relacionadas estruturalmente e variam consideravelmente de 

tamanho, embora tendam a ser pequenas na maioria dos casos (Dougan et al. 2002). As proteínas 

adaptadoras podem exercer os seus efeitos ligando9se diretamente aos seus substratos ou formando 
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complexos (Mogk et al. 2004). Várias proteínas adaptadoras foram caracterizadas nos últimos anos 

em procariotos e em organismos superiores (Dougan et al. 2002).  

A proteína ClpS exerce atividade moduladora da atividade do complexo ClpAP (Dougan et al. 

2002). O gene codifica uma proteína de 106 aminoácidos e, análises de bioinformática, 

revelaram que existem dois homólogos de ClpS distintos em bactérias (Lupas & Koretke, 2003). No 

primeiro grupo,  está presente ao lado ou próximo de e encontra9se universalmente 

distribuída em proteobactérias e em organismos superiores como fungos e animais. No segundo 

grupo, a proteína ClpS está presente em organismos que não possuem ClpA tais como 

actinobactérias e cloroplastos, sugerindo que esta proteína possui atividades moduladoras de outras 

proteínas. se encontra no primeiro grupo. 

A proteína ClpS apresenta dois resíduos (E79 e K84) envolvidos no contato com ClpA que são 

essenciais não apenas para a formação do complexo ClpAS mas também para a própria degradação 

do substrato (Dougan et al. 2002). Os resíduos correspondentes não estão presentes na chaperona 

ClpB (Kim et al. 2000) o que pode explicar porque ClpS modula apenas a atividade de ClpA apesar 

da elevada similaridade entre esta última e ClpB. Apesar da proteína ClpS ser necessária pra a 

degradação eficiente de proteínas agregadas pelo complexo ClpAP, ela não é essencial para que tal 

degradação ocorra (Dougan et al. 2002). 

 
 

 

A técnica da RT9PCR em tempo real permite a quantificação da expressão de genes induzidos 

em resposta a diferentes condições. A quantificação é baseada no número de transcritos de um dado 
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gene presente no cDNA em estudo, pois a quantidade de mRNA, produto direto da expressão gênica, 

é diretamente proporcional à atividade da célula. Isso permite quantificar a expressão de genes 

relacionados a diferentes processos fisiológicos e/ou metabólicos em uma dada condição de cultivo 

(Huggett et al., 2005). 

Para se obter a quantificação relativa de genes de interesse se torna necessário a utilização de 

“ ” ou controles endógenos. Os controles endógenos são assim chamados porque 

são expressos constitutivamente e são necessários para sobrevivência da célula (Huggett et al.,

2005). O controle endógeno escolhido neste trabalho foi gene  que codifica uma Alanil  tRNA 

sintetase. Este mesmo controle endógeno foi usado com sucesso em um estudo sobre a regulação da 

expressão gênica do operon em (Yarzábal et al. 2004). 

O ensaio realizado no presente trabalho foi baseado no sistema de detecção com o marcador 

, em combinação com um sistema analítico de PCR em tempo real. Esta molécula, 

quando livre não emite fluorescência, mas quando ligada a cadeias duplas de DNA emite um forte 

sinal luminoso. O fluoróforo tem a capacidade de se ligar às cadeias duplas de DNA que, com a 

excitação da luz emitida pelo sistema óptico do termociclador, emite uma fluorescência verde. À 

medida que se vão formando mais cadeias duplas de DNA por reação em cadeia de polimerase, mais 

moléculas de  se vão ligando a estas. A reação é monitorizada continuamente, sendo o 

aumento da fluorescência observado em tempo real. Durante as etapas de desnaturação, devido à 

quebra das cadeias duplas de DNA, as moléculas de SYBRGreen libertam9se, diminuindo a 

fluorescência. Uma vez que a detecção da fluorescência ocorre no final de cada etapa de extensão de 

cada ciclo de PCR, é possível monitorizar a quantidade crescente de DNA amplificado, sendo que a 

intensidade do sinal gerado é diretamente proporcional à quantidade de produto formado. 

Em análises de PCR em tempo real, a quantificação da expressão é baseada no ciclo limiar ou 

ciclo “ ” (CT).  O CT é definido como o primeiro ciclo de amplificação, no qual o sinal de 
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fluorescência é maior que o nível mínimo de detecção, indicando que os produtos de PCR tornam9se 

detectáveis (Huggett et al. 2005). No final das reações de amplificação é também determinado o 

“  ”, ou seja, a temperatura à qual ocorre a quebra da cadeia dupla de DNA. Para 

um dado par de “ ”, a temperatura de desnaturação é sempre igual. Assim, é possível 

determinar se a fluorescência lida se deve à amplificação do DNA alvo ou, por exemplo, à formação 

de dímeros de “primers”.  

 

 

A proteômica é definida como a análise sistemática do proteoma, em que Mark Wilkins e 

Keith Williams (1994), definiram como do conjunto de proteínas expressas por um genoma, célula 

ou tecido em uma condição específica. A proteômica permite identificar e quantificar o número de 

proteínas que influenciam diretamente a bioquímica celular e prover uma análise do estado celular, 

ou mudanças que ocorrem durante o crescimento, desenvolvimento ou resposta a fatores ambientais 

mostrando9se como uma tecnologia útil no estudo de sistema biológicos altamente dinâmicos e 

complexos. 

A proteômica é uma ferramenta que vem complementar o estudo do genoma.  O 

sequenciamento completo do genoma de um organismo gera os chamados quadros abertos de leitura 

ou ORFs (Open Reading Frames), que são sequências de bases que tem o potencial de codificar 

proteínas. Algumas destas ORF’s codificam proteínas hipotéticas, que são proteínas que não 

apresentam ainda uma anotação funcional confiável. Aproximadamente 30% das ORF’s de 

organismos já sequenciados codificam para proteínas hipotéticas e, portanto a confirmação de um 

produto gênico através da análise proteômica é um passo importante complementar à anotação do 

genoma. 
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Inúmeras possibilidades de interações entre as proteínas tornam o proteoma ainda mais 

complexo, uma vez que a função molecular de uma proteína isolada pode não ser a mesma que a 

função dessa proteína num ambiente celular complexo. A estrutura tridimensional da proteína 

também vai interferir no papel funcional que desempenha (Kress et al. 2009).   Desta forma, a 

proteômica tem como objetivo estudar as propriedades das proteínas, seus níveis de expressão, suas 

funções, modificações pós9traducionais, interações entre proteínas e mecanismos regulatórios. Uma 

descrição completa do proteoma de um organismo pode fornecer não apenas um catálogo do 

conjunto de proteínas que está sendo expresso pelo genoma, mas também dados de expressão celular 

sob condições definidas e a distribuição dessas proteínas na célula. 

 

 

A habilidade dos micro9organismos de se adaptarem a diferentes temperaturas tem atraído 

considerável atenção. Neste contexto é proposto que as propriedades das membranas biológicas são 

fundamentais para a sobrevivência e crescimento em diferentes temperaturas (Arthur & Watsnon 

1976). De uma forma geral, os componentes do envoltório celular (parede e membrana celulares) 

estão fortemente sujeitos a modificações de acordo com condições ambientais e/ou de cultivo 

(Arthur & Watsnon 1976).As membranas celulares são consideradas estruturas macromoleculares 

termo9sensíveis e sinalizam quando ocorre acúmulo de proteínas desnaturadas e/ou danificadas na 

célula, ativando genes de choque térmico, os “ ” (Cordwell 2006). Esta sinalização 

se dá principalmente por eventos de fosforilação de proteínas (Kennelly & Potts 1996).  

Tendo em vista que a técnica de FTIR (

) é uma técnica utilizada a mais de 40 anos para a caracterização de 

micro9organismos baseando9se em seus diferentes espectros de infravermelho (Norris 1959) e tem se 
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mostrado uma ferramenta útil para avaliar a diferença da composição química de bactérias em 

diferentes estágios de crescimento, em diferentes meios de cultura e na classificação em espécies e 

em subespécies (Naumann et al. 1991), ela foi adotada neste trabalho como uma estratégia para 

avaliar as modificações sofridas por quando submetida ao aumento da temperatura 

ótima de crescimento e à privação de fosfato. O uso desta abordagem foi encorajado pelo trabalho 

desenvolvido por Yu e Irudayaraj (2004) onde mostraram que o citoplasma e o envelope celular 

bacteriano apresentam características espectroscópicas diferentes. Desta forma, o FTIR neste estudo 

foi usado para investigar se e em que proporção o envelope celular de é afetado 

mediante os estresses propostos. 

A espectroscopia de infravermelho é uma radiação eletromagnética que fornece uma 

impressão digital da amostra. As bandas de absorção no espectro são causadas por movimentos de 

rotação, vibração ou rotação9vibração das moléculas em análise. Como cada composto é uma 

combinação única de átomos, dois compostos distintos nunca apresentam o mesmo espectro 

(Schmitt & Flemming 1998). 

A região do espectro entre 4000 e 500 cm91 detêm bandas características e úteis na 

caracterização de micro9organismos, sendo que, a região abaixo de 1500 cm91 tem sido referida 

como região do  metabólico (Schmitt & Flemming 1998). O metabólico 

detecta possíveis mudanças decorrentes da resposta a um determinado fator (Gidman et al. 2003) 

podendo elucidar alterações metabólicas, sem, contudo detalhar vias bioquímicas (Gidman et al. 

2003).   

Em diferentes bactérias, os grupos funcionais são bastante parecidos e geram sinais muito 

semelhantes. Contudo, a quantidade e a distribuição de tais grupos funcionais são altamente 

variáveis, permitindo uma análise eficiente (Naumman et al. 1991). Em a técnica de 

FTIR por reflectância difusa foi utilizada para caracterizar células cultivadas na presença de ferro e 
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enxofre, tendo sido demonstrado que as propriedades de superfície desta bactéria são afetadas pelas 

condições de cultivo (Sharma et al. 2003).  

A espectroscopia por refletância difusa é principalmente observada em amostras sólidas 

pulverizadas, sendo sua aplicação prática muito difundida na literatura, podendo ser utilizada em 

equipamentos que operam na região do infravermelho próximo (Pasquini 2003), associada à sigla 

NIRRS, , ou simplesmente NIRS. A refletância difusa é 

observada quando uma luz incide em uma matriz descontínua, penetra na amostra (amostras do tipo 

pó, sólido, placa ou filme) e reflete trazendo informações espectrais. O caminho percorrido pela luz 

no interior da matriz pode ser considerado aleatório devido a múltiplas reflexões, algumas das quais 

após percorrer o interior de algumas partículas que constituem a amostra. Desta forma a luz refletida 

pode ser atenuada por absorção e o espectro resultante é similar ao obtido através da técnica no 

infravermelho por transmissão utilizando KBr (brometo de potássio). Uma importante diferença 

entre a transmissão e a refletância se dá devido o diferente caminho óptico percorrido pela luz. 

Enquanto que na transmissão o caminho óptico é constante para todo número de onda, na refletância 

por sua vez, o caminho pode ser variável.  

 

  

A análise multivariada é a rigor, qualquer abordagem analítica que considere o comportamento 

de duas ou mais variáveis simultaneamente, num vasto campo do conhecimento que envolve uma 

grande multiplicidade de conceitos estatísticos e matemáticos (Pereira, 1999). Os métodos de análise 

multivariada aplicados na modelagem de informações químicas fazem parte da área da 

quimiometria, e são assim denominados, pois no caso da espectroscopia permitem manipular dados 

de absorbância espectrais associadas a uma ou mais frequências ao mesmo tempo. Estes métodos 
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têm recentemente tornado possível modelar propriedades químicas e físicas de dados simples e 

complexos, a partir de dados espectroscópicos. 

 

 

A análise por componentes principais (PCA) é um dos métodos mais comuns empregados na 

análise de informações (Brown 1995; Ferreira 2002), a qual tem por objetivo reduzir a 

dimensionalidade do conjunto de dados original, a partir de combinações lineares dessas variáveis, 

preservando a maior quantidade de informação possível (variância). Esta análise vetorial permite 

descrever a variação ou disperção de um determinado conjunto de dados. 

Quando aplicamos um algoritmo de PCA num conjunto de variáveis, como por exemplo, 

espectros no infravermelho, o conjunto original destas variáveis é substituído por um novo conjunto 

de variáveis denominado de Componentes Principais (CPs). As novas coordenadas das amostras, no 

novo sistema de eixos das CP são denominadas de “ ” e “ ”. 

A principal característica do CPs é a ortogonalidade, porém o mesmo é facilmente reconstruído 

a partir da combinação linear das variáveis originais (espectros). Como vantagem, o novo conjunto 

de variáveis (CPs), geralmente concentra a maior parte da informação (variância) em poucas 

variáveis, diminuindo assim a dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da informação 

química. A maioria dos aplicativos disponíveis utilizam a técnica de decomposição do valor singular 

(SDV) para obter as CPs, sendo neste caso a primeira componente principal (CP1) definida na 

direção (eixo) de maior variância do conjunto de variáveis originais. De forma decrescente em 

termos de variação são definidas as demais componentes principais, porém estas serão sempre 

ortogonais a CP1 e entre si. Por exemplo, um sistema que seja reduzido a 3 CPs (CP1, CP2 e CP3) 

se assemelha ao sistema cartesiano de coordenadas, em que todos os eixos são linearmente 
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independentes, isto é, ortogonais entre si. Para os casos de conjuntos de espectros consideramos 

inicialmente matriz de dados X (m x n), sendo que m corresponde ao número de amostras 

(espectros) e n o número de variáveis (freqüências do espectro), que pode ser decomposta em 3 

outras matrizes, U, S e V (Ferreira, 2002), conforme expressão: X = USVt.                                

As colunas de U e V são ortogonais. A matriz V é a matriz dos pesos, em que a primeira 

coluna contém os pesos de PC1 e assim por diante. O produto U x S corresponde à matriz T dos 

escores. Por fim, S é matriz diagonal, cujos elementos (valores singulares) contêm informações 

sobre a quantidade de variância que cada componente principal descreve. A matriz S é importante na 

determinação da dimensionalidade intrínseca da matriz de dados, podendo os analistas definir 

quantas CPs ou fatores devem ser utilizados para análises posteriores. Os autovalores que forem 

pequenos serão excluídos e as informações relevantes podem, de alguma maneira, ser separadas, 

eliminando9se, assim, os ruídos experimentais. 

 

 

A morfologia dos micro9organismos usualmente sofre mudanças em decorrência de variações 

no ambiente. A maioria das bactérias termofílicas é pequena e apresenta forma filiforme, 

aumentando assim a superfície área9volume e melhorando a velocidade de troca de substâncias entre 

as células e o meio externo (Allen, 1953). Em bactérias mesofílicas, como a 

influência da temperatura no tamanho das células varia entre as espécies; Costa e Anton (1999) 

relataram uma diminuição no tamanho das células de com o aumento da 

temperatura de incubação, contudo, um aumento celular foi observado em levedura, e 

(Christophersen, 1973).  A técnica de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) tem sido 

largamente usada no estudo de efeitos de ambientes estressantes em células bacterianas, como por 
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exemplo, na análise de alterações morfológicas em  submetida a 

temperaturas elevadas (Shi & Xia, 2003) e, desta forma, foi utilizada nesta tese para avaliar as 

modificações sofridas por sob estresse. 

 

 
 

Apesar do crescente avanço das técnicas experimentais em biologia molecular, caracterizar e 

identificar um número considerável de promotores, presentes em um dado genoma, continua sendo 

uma tarefa demorada e cara. Abordagens são bastante utilizadas para reconhecer essas 

regiões em procariotos.  é uma expressão usada no âmbito da simulação computacional e 

áreas correlatas para indicar algo ocorrido "em ou através de uma simulação computacional". A 

expressão foi cunhada a partir das expressões latinas  e , frequentemente usadas na 

Biologia. Análises  se tornam cada vez mais comum no campo da biologia graças aos 

avanços da bioinformática. 

Bioinformática é o estudo e a aplicação de modelos e técnicas computacionais aos problemas 

de biologia molecular e consiste no desenvolvimento de ferramentas para a manipulação e análise de 

biossequências (DNA ou proteína). Um dos desafios da bioinformática é o estudo da regulação 

gênica e o conhecimento da região promotora de um dado gene. Um gene, em bactérias, é composto 

basicamente por uma região codificadora, por uma região promotora e por outras regiões, também 

importantes. A região codificadora é bem conhecida, mas sobre a região promotora não é trivial 

indicar com precisão a sua localização. Em contraste com regiões expressas de sequências de DNA, 

cuja função se torna aparente quando são traduzidas para proteínas ou para outras sequências de 

DNA, a função de um promotor é dada diretamente pela sua sequência de nucleotídeos. Além disso, 

as sequências que definem os vários promotores de um organismo podem apresentar variação 
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relativamente pequena entre si, mesmo entre organismos diferentes, mas pertencentes a um mesmo 

grupo. Quando esse fenômeno ocorre diz9se que ele se conserva (Almeida & Setubal 1998). Com 

base em promotores procarióticos conhecidos, basicamente, é possível prever três regiões 

características: 

 

• uma sequência de 6 bases de nucletídeos (hexâmero) centrada em –35 do sítio    

inicial de transcrição +1; 

• um hexâmero centrado a –10; 

• e a região que separa os dois hexâmeros (distância). 

 

Nos casos conhecidos, a principal característica do promotor consiste no fato de que cada 

posição de ambos os hexâmeros obedece a algum tipo de conservação. Por outro lado, o tamanho 

(número de bases) da região entre eles, que é variável, é relevante, enquanto que as suas bases 

parecem não ter qualquer conservação (Qiu, 2003). Ainda que os promotores sejam estruturas de 

importância indiscutível, a habilidade em identificá9los é menos desenvolvida comparada à de 

regiões codificantes de um gene. Isso acontece porque os promotores são muitos divergentes e, até 

os seus padrões mais característicos, como os hexâmeros centrados nos sítios –35 e –10, nem sempre 

são conservados (Qiu, 2003).  

O uso de ferramentas computacionais tem se mostrado importante para inferir funções e 

estruturas de sequências e proteínas regulatórias. Dentre estas ferramentas, os Modelos Ocultos de 

Markov “Hidden Markov Models” HMM constituem a mais utilizada atualmente e que tem dado 

melhores resultados no estudo de promotores. Essa preferência está firmada na hipótese de que 

regiões características de promotores, relevantes para que a RNA polimerase se direcione 
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corretamente ao sítio +1, devem se apresentar conservadas entre os promotores de um genoma ou até 

mesmo entre promotores de genomas de organismos próximos evolutivamente (Almeida & Setubal 

1998). Um HMM descreve uma série de observações através de um processo estocástico oculto, 

tendo uma sequência de DNA como uma série de símbolos observados e as posições do promotor 

como a componente oculta do modelo. Com HMM é possível tratar de forma probabilística a 

variação estrutural dos elementos de uma mesma classe biológica, apontando regiões conservadas 

em sequências envolvidas na regulação da expressão gênica de organismos procarióticos (Reis, 

2005). 

Os métodos computacionais são uma poderosa ferramenta para a resolução de problemas 

biológicos.  Assim, análises foram usadas neste trabalho para predição de sítios de ligação 

para o fator σ32 da RNA polimerase em alguns genes do genoma de . 
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O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de resposta de  à 

condições de estresse utilizando diferentes metodologias como, Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV), PCR em tempo real, MALDI TOF9TOF9MS/MS e FTIR.  

 

9 Caracterização morfológica das células de através de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV), mediante ao aumento da temperatura ideal de cultivo e sob a 

privação de fosfato. 

9 Identificação de alterações no envelope celular através de FTIR – infravermelho com 

transformada de Fourier. 

9 Identificação e análise de proteínas expressas diferencialmente por 

submetida a alterações na temperatura e sob privação de fosfato. 

9 Análise, através de PCR em tempo real, da expressão de genes de diversas categorias 

funcionais e genes do choque térmico em  submetida ás condições mencionadas 

acima. 
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Introducão 

 

é uma bactéria Gram9negativa, mesofílica e quimiolitotrófica 

que obtém energia através da oxidação de ions ferrosos e compostos reduzidos de enxofre (Kelly and 

Wood, 2000). Esta bactéria exerce uma importante contribuição no clico biogeoquímico da natureza 

e pode ajudar na recuperação de áreas contaminadas com metais devido à sua habilidade em oxidar e 

reduzir metais. é largamente empregada na biolixiviação de metais, um processo 

usado para recuperação de metais, em que os sulfetos metálicos são convertidos em sulfatos 

metálicos solúveis. Este micro9organismo é também usado em outros processos economicamente 

importantes como o pré9tratamento de minérios de ouro e desulfurização de carvão (Hutchins et al. 

1986), e remoção de metais de esgostos (Tyagi et al. 1996).  

Durante a biolixiviação,  é exposta a alterações nas condições ideais de 

crescimento como pH, temperatura e privação de nutrientes (Rawlings, 2005). No que diz respeito 

ao estresse térmico, Hubert et al. (1995) demonstraram que a linhagem A1 de 

adquiriu termotolerância e, Jerez (1998) demonstrou que mudanças no perfil de proteínas ocorreram 

após crescimento em altas temperaturas. Mais recentemente, Xiao et al. (2009) mostraram que 

alguns genes de choque térmico eram induzidos quando  ATCC foi submetida a um 

choque térmico.  

A resposta ao choque térmico é caracterizada por um aumento na síntese das proteínas de 

choque térmico (HSP), que atuam como chaperonas moleculares ou proteases, e também, por uma 

diminuição na síntese de outras proteínas (Lindquist 1986). A síntese de HSPs, em , 

é transcricionalmente regulada por sigma 32 (σ32), que é codificada pelo gene  (Yamamori e 

Yura, 1980). Sob condições normais de crescimento, σ32 é muito instável, mas aumenta sua meia9

vida na presença de um estresse térmico (Straus et al. 1987). Além disso, em , σ32 tem sua 
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atividade, estabilidade e síntese controlada por  (Nonaka et al. 2006). Os membros do 

regulon σ32 medeiam esses loops de  ou seja, FtsH, uma metaloprotease dependentes de 

ATP associada à membrana interna, controla a estabilidade e as chaperonas DnaK / DnaJ e GroEL / 

GroES controlam a atividade do fator sigma 32 (Yura, 1996). 

Neste estudo, a expressão relativa de vários genes de LR foi analisada 

mediante um aumento na temperatura ótima de crescimento e a um choque térmico. Ferramentas de 

bioinformática foram usadas para predizer sítios de ligação do fator σ32 na região promotora destes 

genes. 

 

Materiais e métodos 

 

 

A linhagem brasileira denominada LR de (Garcia Jr e Silva, 1991) foi 

cultivada em 250 rpm em meio T&K (Tuovinen e Kelly, 1972), contendo 0,4 g/L K2HPO4.3H2O, 0,4 

g/L MgSO4.7H2O, 0,4 g/L (NH4)2SO4 e 33,4 g/L FeSO4.7H2O, pH 1,8, ajustado com ácido sulfúrico. 

As bactérias foram cultivadas até 50% de oxidação do íon  ferroso. Para o experimento de 

crescimento até a fase logarítimica, as células foram cultivadas a 30°C (controle) e 40°C. Estas 

células foram coletadas por filtração em membrana Millipore (0,45 mm) e lavadas com água ácida 

para eliminar precipitações de ferro. Para os experimentos de choque térmico, as células foram 

cultivadas a 30°C e coletadas nas mesmas condições mencionadas acima. Posteriormente, elas foram 

mantidos a 40°C durante os seguintes intervalos de tempo: 15, 30 e 60 min e coletadas novamente 

por filtração em membrana Millipore (0,45 m). 
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O RNA total foi isolado a partir de três culturas  independente de , de acordo 

com Paulino et al. (2002). As células foram suspensas em uma solução contendo EDTA 1 mM, 100 

mM de LiCl e 100 mM de Tris9HCl, pH 7,5. A fração de RNA foi extraído com fenol: clorofórmio: 

álcool isoamílico (25: 24: 1, v/v/v)  contendo 10% (w/v) de SDS, precipitado a 920°C, com 2% (w/v) 

de acetato de potássio pH 5,5 e 100% (v/v) de etanol. O RNA foi ressuspendido em água tratada com 

dietilpirocarbonato (DEPC). O RNA foi tratado com DNase (Invitrogen) por 1 hora a 37°C e 

armazenado a 970°C. 

 

 

A expressão relativa dos genes listados na Tabela 1 foi determinada por qRT9PCR (Carlos et 

al. 2008). Os cDNAs foram sintetizados com o kit  (Invitrogen). O 

gene  foi utilizado como controle endógeno (Yarzábal et al. 2004). Os  utilizados nos 

experimentos (Tabela 1) foram projetados com o software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi9

bin/primer3www.cgi), utilizando toda a região codificante dos genes selecionados do genoma de 

 ATCC 23270  (J. Craig Venter Institute 9 JCVI, http://cmr.jcvi.org). A especificidade 

de cada foi confirmada por PCR utilizando o DNA genômico de  LR. 

Os experimentos de qRT9PCR foram realizadas em triplicata em um 7500 

 (Applied Biosystems) e os números de ciclo  (Ct) foram determinados usando o 

programa   v. 1.3.1 (Applied Biosystems). As reações de qRT9PCR 

foram realizadas em triplicata, utilizando o kit  

(Invitrogen). Após os ciclos de PCR, uma análise da curva de dissociação foi realizada para garantir 
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a especificidade de cada amplificação, bem como a ausência de dímeros de  e amplificações 

inespecíficas. A expressão gênica relativa foi calculada de acordo com o método comparativo do 

limiar crítico (��TC), descrito por Livak e Schmittgen (2001). A significância estatística para os 

dados de qRT9PCR foi feita utilizando o teste  de  (valor9p ≤ 0,05). 
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Tabela 1.Primers usados nos experimentos de PCR. 

Gene 
Tamanho do 

Amplicon  
(pb) 

AFE_0439 GGAAACCTACCGCAACGAT CGCATAATTACGGGCATCTT 97 

AFE_0440 CTGGCAGATTCCTTCAAAGC CAACTCGATCTTCGCCTTCT 85 

AFE_0441 GTCAGGTCCGGATGGTACAG CTTGATGACCTTGCCGCTAC 80 

AFE_2495 CCATGGCAAAATTCTCGAAG GCATATTTGGCGAAGAGCAC 81 

AFE_2496 TAGGTACCATCTCCGCCAAC TTCTTCCACGGTGATGACG 98 

AFE_2517 GGTCATGGGTAGAACGCAAC CCATGGGAGTGAAATCATCA 111 

AFE_2518 GCTACTGCGTTTCGACATGA GATCATGCCCGACATATCCT 96 

AFE_1122 GGCCTGAAAGAACGCTATGA TCGGTGATATAGCGGTGTGA 92 

AFE_2133 GACAAGATCACCCGCAAGTC ACCGTCCCTTCAATCAGCTT 102 

AFE_2134 TTACTCCCGTCTGCTCAAGG CGCCTCCAGAAAAAGCAACT 98 

AFE_1395  GATCGCCTATCTCGTGAACC GGGCAGTTTCCACATGTACC 97 

AFE_0003  CATCCAGTCCGCAAGTAACA AACTACCACTCCACCGTTGC 91 

AFE_3047 TGTACTCTCCGCCCTCCA ACGGGTGAACTTGTCCTTCA 118 

AFE_3048 GAAATATCCCCAGTCCATCG CGAACATGCTGAAATTGGTG 107 

AFE_2891 ATCGAGGTGAATACGGCATC GATGCTGATGCGGTTGAAG 95 

AFE_1217 ACGCAAGGATCAGAATACGC CGCCACTGGACATCTTGTAG 101 

AFE_3203 TTTTTCAAGCACGATTTCGAT CAGAACACCTATGCGGAACA 120 

AFE_0123 GGGCAGCGTCTTCAGTTTAC CCAGTCCGCTTTCAACATTT 84 

AFE_0125 TGATGGTCAGGACGTCAGAG TGTCGACCATAACGCACATT 120 

AFE_0990 GGTGTTATTGTTGGCGCTCT GTGAAATTGGGAGCGTCTGT 91 

AFE_0993 TGATTCAAAAAGGCCAGCTT TTGTTGCTGAGCGATTTCAC 104 

AFE_0112 GGTCATCGCTTATGCCAGTT TCAGGTCCAGGAGCAAGAGT 102 

AFE_0173 GCGTAAAGGTAGGCTGGTCA TCAGGTTGTTCATGGGGATT 90 

AFE_0174 GCATCTGGTTCGTCGGTATT AGTGGCCTTCTCGAAACTCA 102 

AFE_0796 AACGCCAATCTCAAGCTCTC GGAGGGCACATAAGGGGTAT 102 

AFE_0800 CCTATGTCGGCTCCAGCTAC GCGCTGAATTTGAGGCTATC 100 

AFE_0806 GGCGGATGGACACTTAAAAA CTCTGCCGCTTCTGGATTAT 105 

AFE_0810 ATCATTGTCGAACCGGCTAA CTACCAATCAGACGGGCATT 95 

AFE_1054 GTCCAATCCGAAGAACCTC CACGTCCACGTCATTGTAGG 104 

AFE_1592 GTGACTCCATCCAGCCCATTT TATTTCTCCGCTATTGATGAC 96 

AFE_1601 CGGCAGAAATTCCAGGATTA TGGCTGTAGAAGGGCTTGAT 92 

AFE_0169 CAGCCTTGGGATAAAAACGA CGCGCATCAAAGAGATTGTA 96 

AFE_2277 GCTTCAGGACGCACATTACA CCACACCCGCAAGATAAGTT 104 

AFE_3103 ATGAACTCGGGATGCGTTAC ATTGGTGTTCGTGAGGAAGG 95 
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AFE_2747 TGGTGTGTACTGCCTGTGGT GGCTGTGGTCGCTGATAAAG 108 

AFE_2238 CGGATATTTGCGCTGAACTT TGGCAAAGGGGAACTCATAC 105 

AlaS13/S3 GTGCCTTTCCCGAACTCACG TCCTCCAGCAGACTGAGTCC 108 

 

O software BPROM (Softberry, Inc.) foi utilizado para predizer o sítio de início da 

transcrição dos genes selecionados neste estudo. BPROM é um programa que reconhece a região 

promotora dos genes alvo da RNA polimerase com o fator sigma 70 (σ70), com cerca de 80% de 

precisão e especificidade. Para identificar potenciais sítios de ligação ao σ32, uma abordagem 

amplamente aceita de informações teóricas (Schneider, 1997) foi adotada. Desde que os sítios para 

ligação do σ32  são compostos por dois blocos conservados (935 e 910) separados por um intervalo 

( ) de tamanho variável, duas matrizes de peso (PWM) foram geradas, cada uma com base nas 

informações complementares dos elementos 935 e 910 . A freqüência da matriz foi baseada em um 

conjunto de 18 promotores para σ32 em  (Slamti et al. 2007). Utilizamos a estrutura 

do promotor σ32 com 6 posições no elemento 935 e 8 posições no elemento 910 separados por um 

espaçador de tamanho variável. Usando as PWMs como uma função de pontuação, a presença de 

supostos sítios de ligação para σ32 foi verificada em uma região composta por 200 bases amontante  

ao códon  de iniciação nos genes de  . Cada local foi marcado pelo seu grau de 

correspondência para σ32 entre as PWMs  935 e 910. 
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Resultados e Discussão  

 

A técnica de PCR quantitativo em tempo real foi utilizada para analisar as mudanças nos níveis 

de transcrição de 40 genes selecionados em  LR submetida ao crescimento a 40˚C e a 

um choque térmico também a 40˚C. Os resultados mostraram que 31 dos 40 genes analisados foram 

diferencialmente induzidos ou reprimidos pelo menos 1,5 vezes. Segundo Gao et al. (2004) esta 

variação é biologicamente significativa. A Tabela 2 resume os níveis de expressão dos 31 genes, 

bem como suas categorias funcionais de acordo com JCVI. Os genes cuja expressão permaneceu 

inalterada durante o estresse térmico foram AFE_3047, AFE_0123, AFE_0125 AFE_0993 e 

AFE_0112. 
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Tabela 2. Expressão relativa dos genes em  LR cultivda a 40°C e submetida ao choque térmico. A significância 

estatística dos resultados de qRT9PCR foi baseada no teste  t (  value ≤ 0.05). A identidade protéica (ID) e categoria funcional 

foram baseadas no JCVI. 

Expression under heat shock E Fold changes (p value) 
Locus/Gene ID (JCVI) 

Functional 
category 15  30 60 

Expression under longEterm 
growth E Fold changes (p value) 
 

AFE_0439 
Induzido  
6.4  (0.005) 

Induzido  
9.2  (0.000)  

Induzido  
16.4  (0.006) 

Inalterado  (0.684) 

AFE_0440 
Induzido 
9.3 (0.001) 

Induzido  
18 (0.001) 

Induzido   
28 (0.029) 

Inalterado (0.784) 

AFE_0441 
Induzido  
4 (0.001) 

Induzido  
5.5 (0.001) 

Induzido  
7.2 (0.017) 

Inalterado (0.531) 

AFE_2495 
Induzido  
13 (0.001) 

Induzido  
23.61 (8.74E907) 

Induzido  
77.78 (0.000) 

Inalterado (0.245) 

AFE_2496 
Induzido  
10.2 (0.000) 

Induzido  
15.6 (0.000) 

Induzido  
61 (0.000) 

Inalterado (0.212) 

AFE_2517 
Induzido  
3.1 (0.004) 

Induzido  
4.0  (0.042) 

Induzido  
6.9 (3.69E97) 

Reprimido  2.0 (0.014) 

AFE_2518 
Induzido  
2.8 (0.003) 

Induzido  
3.7 (0.005) 

Induzido  
5.5 (0.000) 

Reprimido 2.1  (0.001) 

AFE_1122 
Induzido  
14 (0.001) 

Induzido  
22 (0.007) 

Induzido  
44 (0.000) 

Inalterado  (0.092) 

AFE_2133 
Inalterado  
(0.128) 

Induzido  
1.5 (0.015) 

Induzido  
2.6 (0.001) 

Reprimido  1.5 (0.022) 

AFE_2134 

Processamento de 
Proteínas 

Induzido  
1.5 (0.078) 

Induzido  
1.7 (0.014) 

Induzido  
3.8 (0.001) 

Reprimido  3.5 (0.019) 

AFE_1395 ( ) 
Inalterado 
 (0.365) 

Induzido  
6.6 (0.003) 

Induzido  
22 (2.49E95) 

Reprimido 1.2  (0.052) 

AFE_0003 ( ) Inalterado  (0.413) 
Induzido  
1.6 (0.008) 

Induzido  
2.2 (0.002) 

Inalterado (0.985) 

AFE_3048 

Metabolismo 
enérgetico 

Inalterado 
(0.48905) 

Induzido (0.053) Induzido  (0.008) Inalterado ( 0.911) 

AFE_2891 ( ) 

Biosintese de 
cofatores, 

carreadores e 
grupos 

prostéticos 

Inalterado (0.665) 
Induzido  
1.5 (0.046) 

Induzido  
2.7 (0.009) 

Reprimido  2.4 (0.001) 

AFE_1217 
Processos 
celulares 

Induzido  
2.5 (0.008) 

Induzido  
2.8 (0.005) 

Induzido  
3.8 (0.001) 

Inalterado (0.743) 
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AFE_3203 
Induzido  
2.8 (0.041) 

Induzido  
2.1  (0.02) 

Induzido  
3.7 (0.002) 

Inalterado (0.900) 

AFE_0990 

Transporte e 
ligação de 
proteínas 

Inalterado  
(0.180) 

Inalterado  
(0.119) 

Induzido  
2.9 (0.000) 

Inalterado (0.897) 

AFE_0173 Inalterado (0.774) Inalterado (0.174) 
Reprimido  2.5 
(0.000) 

Reprimido  4.1 (9.03E906) 

AFE_0174 Inalterado (0.074) Inalterado (0.203) 
Reprimido 2.2 
(0.001) 

Reprimido 11.0 (0.001) 

AFE_0796 
Induzido  
1.5 (0.011) 

Induzido  
3.2 (0.001) 

Induzido  
5.0 (0.001) 

Inalterado (0.753) 

AFE_0800 
Induzido  
2.3 (0.000) 

Induzido  
3.7 (0.001) 

Induzido  
5.2 (0.000) 

Inalterado (0.929) 

AFE_0806 
Induzido  
3.0 (0.012) 

Induzido  
3.8 (0.002) 

Induzido  
4.5 (0.000) 

Inalterado (0.267) 

AFE_0810 
Inalterado  
(0.176) 

Induzido  
 (0.034) 

Induzido  
2.6 (0.001) 

Inalterado (0.898) 

AFE_1054 
Inalterado  
 (0.116) 

Inalterado  
(0.004) 

Reprimido 7.1 
(0.000) 

Reprimido 18.0 (0.000) 

AFE_1592 
Inalterado  
(0.453) 

Induzido  
1.8 (0.002) 

Induzido 
 4.0 (0.013) 

Inalterado (0.323) 

AFE_1601 
Induzido  
1.6 (0.023) 

Induzido  
3.0 (0.018) 

Induzido  
7.5 (0.001) 

Inalterado  (0.122) 

AFE_0169 
Inalterado 
 (0.053) 

Inalterado  
(0.403) 

Inalterado  
(0.059) 

Reprimido 20.0  (0.000) 

AFE_2277 
Inalterado 
 (0.063) 

Inalterado  
(0.101) 

Induzido  
2.2 (0.015) 

Inalterado  (0.174) 

AFE_3103 

Transporte e 
ligação de 
proteínas: 

carreadores de 
ferro 

Inalterado  
(0.231) 

Inalterado  
(0.401) 

Induzido  
3.4 (0.003) 

Reprimido 13.0 (0.000) 

AFE_2747 
Funções 

regulatórias 
Inalterado  
(0.461) 

Induzido  
2.5 (0.005) 

Induzido 
 3.1(0.011) 

Inalterado (0.181) 

AFE_2238 
Função 

desconhecida 
Inalterado  
(0.159) 

Inalterado 
 (0.917) 

Induzido  
9.7 (0.002) 

Inalterado (0.974) 
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Alterações na temperatura de crescimento podem afetar a permeabilidade das membranas 

externa e interna de bactérias, permitindo um aumento no fluxo de substâncias entre essas 

membranas (Konings, 2006). Assim, não surpreende que os resultados deste estudo mostraram um 

número considerável de genes que codificam proteínas de transporte, cuja expressão foi modulada 

pelo estresse térmico (Tabela 2). Os genes que codificam receceptores de membrana dependentes da 

energia do sistema Tonb foram na sua maioria alterados, a saber: AFE_0173, AFE_0174, 

AFE_0796, AFE_0800, AFE_0806, AFE_0810, AFE_1054, AFE_1592, AFE_1601, AFE_0169, 

AFE_2277 e AFE_3103. Com exceção dos genes AFE_0173, AFE_0174, AFE_1054 e AFE_0169, 

todos os outros genes foram induzidos durante o choque térmico. Os receptores dependentes de 

Tonb estão relacionados a um sistema de aquisição de alta afinidade de ferro mediado por 

sideróforos e a expressão desses genes geralmente aumenta em condições de limitação de ferro 

(Higgs et al. 2002). Isto sugere que o aumento da temperatura pode interferir com a capacidade de 

 usar o ferro como fonte de energia, como já foi sugerido por Ribeiro et al. (2010). 

Além disso, os genes AFE_3203 (3,7 vezes) e AFE_0990 (2,9 vezes), que codificam, 

respectivamente, uma proteína de canal de cloro, cuja expressão é controlada por íons cloreto tanto 

em ambientes internos quanto externos (Chen et al. 2003), e um transportador ABC do tipo 

permease, cuja expressão foi demonstrada mudar em resposta a flutuações na temperatura e pH 

(Antelmann et al 2000; Ojaimi et al 2003), também foram induzidos. 

A diminuição (AFE_0173, AFE_0174 e AFE_1054) e o aumento (AFE_3203 e AFE_0990) na 

expressão de alguns genes envolvidos no transporte sugere que os sistemas de transportes são 

afetados quando  é submetida ao estresse térmico. Por outro lado, os níveis de 
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expressão da maioria dos  genes de transporte não se alterou durante o crescimento a 40˚C, com 

exceção de AFE_0173, AFE_0174, AFE_1054 AFE_3103, que foram fortemente reprimidos. 

O gene localizado no locus AFE_2747, que codifica o regulador global FUR (

), teve sua expressão aumentada após 30 (2,5 vezes) e 60 (3,1 vezes) minutos, de choque 

térmico, mas não se alterou após o crescimento até a fase logarítimica a 40˚C . Fur controla a 

assimilação do ferro mediada  por sideróforos e modula vários processos, tais como estresse 

oxidativo e tolerância ácida (Thompson et al. 2002). FUR tem um duplo mecanismo de ação, agindo 

como um repressor ou como um indutor (Quatrini et al. 2005), de acordo com a disponibilidade de 

ferro. Foi demonstrado que, após tratamento com ácido, ocorreu um aumento da transcrição de 

reguladores da família FUR em  (Chao et al. 2008), sugerindo que os sistemas de 

transporte, incluindo o ferro, são afetados por diversos fatores ambientais. 

 
 

Os genes do metabolismo energético, biossíntese de cofator e processo celular 9 divisão celular, 

foram induzidos após 60 minutos de choque térmico. Desde que sob condições de estresse a 

maquinária de síntese de proteínas é restrita apenas para produzir proteínas importantes ou críticas 

para a sobrevivência da célula e/ou proteínas de manutenção (Lindquist 1986), o aumento da 

regulação dos genes AFE_1395 (cbbS92), AFE_0003 (RESB), AFE_3048, AFE_2891 (hemN) e 

AFE_1217 parece indicar que estes genes são essenciais para a sobrevivência  de  

durante o choque térmico. Curiosamente, a maioria dos genes tiveram os níveis de expressão 
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alterados somente após 60 minutos de choque térmico. Isso pode acontecer como uma conseqüência 

da lenta taxa de crescimento de . 

A expressão do gene , que codifica a subunidade menor da enzima ribulose9bifosfato9

carboxilase/oxigenase91,59bifosfato/ oxigenase (Rubisco), aumentou significativamente após 60 

minutos de choque térmico (22 vezes 9 tabela 2). Além do efeito direto da temperaura nos processos 

biológicos, ela também pode afetar de forma indireta a expressão gênica por interferir em alguns 

parametros físico9químicos como, solubilidade de gases  (Stintzi, 2003) ou estabilidade do ferro 

(Wang et al. 2007) então, podemos especular que o aumento na expressão de pode ter 

ocorrido em virtude de alterações na  pCO2, uma vez que a concentração de CO2 pode afetar a 

transcrição de genes do operon Rubisco (Caldwell et al. 2007; Wei et al. 2008). Da mesma forma, o 

gene que codifica a proteína ResB, envolvida na maturação de citocromos tipo , foi 

demonstrado ser sensível a baixas concentrações de O2 (Mukhopadhyay et al. 2007). Esta pode ser 

uma explicação plausível para a expresão afetada deste último gene. Quanto ao gene há 

evidâncias que a concentração de O2  também pode afetar sua expressão na bactéria 

(Fischer et al. 2001).  

O gene localizado no  AFE_3048 codifica uma proteína de ligação ao enxofre (

; Fe9S). Proteínas Fe9S atuam como sensores celulares e são requeridas para a 

maioria dos processos celulares incluindo transferência de elétrons, catálise redox e não9redox e 

regulação da expressão gênica (Beinert et al. 1997). Mudanças na expressão destes genes tem sido 

principalmente relacionadas a estresses oxidativos (Takahashi & Tokumoto, 2002; Thorgersen & 

Downs, 2009). Contudo, Nonaka et al. (2006) mostraram que o regulon σ32 de codifica muitas 

proteínas Fe9S, sugerindo que um fornecimento adequado de tais protéinas contribui para a 

homeostase celular em diferentes situações de estresse.  
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O único gene pertencente à categoria de divisão celular está localizado no locus AFE_1217 e 

codifica uma proteína putativa que atua na inibição da divisão celular. A seqüência de aminoácidos 

da proteína codificada pelo gene AFE_1217 mostrou um domínio comum com as proteínas 

conservadas SulA (dados não mostrdos). O gene é induzido durante a resposta SOS e tem como 

alvo a proteína essencial divisão FtsZ (Bi e Lutkenhaus, 1993). O aumento dos níveis deste gene 

após o choque térmico pode ter ocorrido para diminuir ou até mesmo interromper a divisão celular, 

já que este é um processo energético altamente caro (Mazia, 1961) e, portanto, reduziria a demanda 

energética imposta às células durante o estresse térmico. Na verdade, SulA está fortemente 

relacionado com a resposta ao choque térmico em bactérias (Parsell e Lindquist, 1993), o que 

corrobora com a  expressão aumentada do gene AFE_1217 durante o choque térmico e seus níveis 

inalterados de expressão no experimento onde as células foram mantidas até a fase logarítimica a 

40ºC.  

 

Em , a resposta ao choque térmico foi caracterizada pela identificação de duas 

proteínas típicas de choque térmico, ou chaperona moleculares, chamadas DnaK e GroEL (Jerez, 

1988). Seeger et al. (1996) demonstraram que essas proteínas são induzidas e têm seus níveis de 

fosforilação aumentada quando as células de  são expostas a várias condições de 

estresse, indicando que estas chaperonas poderiam diretamente sentir não só a temperatura, mas 

também a várias outras condições de estresse, sendo um “sensor de estresse" (Seeger et al. 1996). De 

fato, existem evidências que suportam a hipótese de que o operon DnaK, que consiste  nas proteínas 

DnaK, DnaJ e GrpE, é o primeiro sensor celular monitorarando mudanças na concentração celular de 
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proteínas danificadas ou desnaturadas, atuando como um "termômetro" celular (Craig e Gross, 1991; 

Tomoyasu et al 1998). 

 Os genes HSPs analisados foram induzidos durante o choque térmico, mas tiveram sua 

expressão diminuida ao longo do tempo, como mostrado pelos resultados do experimento de cultivo 

40˚C (Tabela 2). De fato, é sabido que na resposta ao choque térmico uma rápida acumulação de 

HSPs ocorre, seguido por um período de adaptação, durante o qual os níveis de HSPs são 

reajustados para as novas condições de crescimento (Richmond et al. 1999). Este resultado é uma 

evidência de que  foi capaz de ajustar seu metabolismo a 40°C, após ter vencido um 

período de estresse térmico. 

Chaperonas e proteases trabalham juntas para combater os efeitos do estresse celular. Proteases 

dependentes de ATP, são responsáveis pela degradação seletiva de diversas proteínas, que 

influenciam no controle da qualidade protéica e na regulação de muitos processos celulares. Essas 

tarefas são realizadas por um repertório de proteases, incluindo Lon e as proteases FtsH (Striebel et 

al. 2009), bem como por membros da família das proteases Clp (ClpAP, ClpCP, ClpEP, ClpXP, 

HslUV). Aqui, foram investigados o nível de expressão de genes que codificam as proteases ClpA, 

ClpB, ClpP, CLPs e ClpX  e, como  mostrado na Tabela 2, todos estes genes apresentaram um 

aumento nos seus níveis de expressão durante o choque térmico. Curiosamente, o nível mais elevado 

de expressão foi encontrada para o gene ClpB (44 vezes em 60 minutos de choque térmico). Os 

complexos de degradação Clp apresenta uma arquitetura do tipo ''pilha de anéis'', composta por dois 

elementos funcionais: um núcleo proteolítico em forma de cilindro (ClpP) e um  núcleo de 

chaperonas ATPase9ativo, que é responsável pelo reconhecimento do substrato e redobramento do 

segmento do cadeia polipeptídica estendida. No entanto, ClpB pode agir independentemente da 

peptidase ClpP (Dougan et al. 2002), o que pode explicar os resultados obtidos. 
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σ32 

 

Para prever quais genes são regulados pelo o fator de transcrição σ32, as sequências de DNA a 

montante dos genes induzidos pelo estresse térmico foram analisadas, a fim de identificar supostas 

sequências consenso de  ligação ao  σ32. Conforme mostrado na Tabela 3, as regiões 910 e 935 

deduzida dos genes localizados nos loci AFE_0003, AFE_2891, AFE_1217, AFE_2238, AFE_0439, 

AFE_0440, AFE_2495, AFE_1122, AFE_2134, AFE_2517, AFE_0796 e AFE_1054 mostrou um 

elevado conteúdo informativo, com base na PWMs para σ32, indicando que esses genes possuem 

promotores dependentes de σ32. Uma região com 12917 nucleotídeos separando as regiões 910 e 935 

foi observada, e a sequência da região 935 se mostrou mais conservada do que para a região 910 

(Figura 1). A seqüência consenso σ32 de  é semelhante àquela relatada para  

(Nonaka et al. 2006) e  (Slamti et al. 2007). Nonaka et al. (2006) mostraram que 66% 

dos promotores de σ32 em  foram localizados dentro de 100 nt do ajusante do início da 

transcrição do gene, o que corrobora com nossos resultados (Tabela 3). Além disso, as previsões 

para o regulon σ32 de  (Nonaka et al. 2006) e  (Slamti et al. 2007)  abriga 

membros das diferentes categorias funcionais, como o metabolismo energético, o processamento de 

proteínas, reguladores de transcrição, proteínas de transporte e biossíntese de cofatores, entre os 

outros. 

Sequências consenso de ligação ao σ32 não foram observadas para os genes AFE_0041 ( ), 

AFE_2496 ( ), AFE_2518 ( ), AFE_2133 ( ), AFE_1395 ( ), AFE_3048, 

AFE_3203, AFE_0990, AFE_0173, AFE_0174, AFE_0800, AFE_0806, AFE_0810, AFE_1592, 

AFE_1601, AFE_0169, AFE_2277, AFE_3103 e AFE_2747.  A sequência consenso de ligação ao 

σ32 foi ausente nos genes de choque térmico e contudo, estes genes são 

organizados em operon ajusante aos genes que apresentaram sítios de ligação ao σ32, o que poderia 
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explicar a ausência de tais sítios nestes genes. Já a ausência dos sítios de ligação do σ32  nos demais 

genes induzidos pode indicar a existência de mecanismos regulatórios alternativos. 

 

 

 

 

Fig.1. Logotipo da seqüência de um sítio de ligação ao fator σ32 a montante dos genes de 

. A altura de cada coluna indica a conservação da sequência em cada posição, enquanto 

que a altura dos símbolos na pilha indica a freqüência relativa de cada ácido nucléico nessa posição. 

O número de vezes que cada nucleotídeo é encontrado em cada posição na sequência consenso é 

mostrado abaixo da seqüência. N (12917) indica o intervalo entre os dois blocos. 
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Tabela 3. Sítios de ligação do fator σ32 e sítios de início da transcrição (TIS) nos genes de  analisados. Para o gene marcado 

(*), não foi possível predizer TIS, e nestes casos os sítios de σ32 foram selecionados pelo maior conteúdo de informação. Sítios de início de 

transcrição e promotores reconhecidos por σ32 são indicados pela seta (▼) e por letras sublinhadas, respectivamente. O conteúdo total de 

informação de cada sítio σ32 (935 and 910) é mostrado em bits. 

Locus σ32 distance from TIS (bp) TIS position from ATG (bp) Sequence 

AFE_0439 ( 39 26 
E35 (11.3 bits)                      E10 (5.4 bits)                               ▼          Met 
CTTGAAATACCCTGGTCCTTTCCCATATGGTCTTGGACT(n)ATG 

AFE_0440 ( ) 38 17 
E35 (7.3 bits)                                    E10 (5.9 bits)                         ▼           Met 
GCACAATGATACCACGCAGGGCAGACAAATTTTGCATATC(n)ATG 

AFE_2495 (  107 
E35 (9.4 bits)                                                   E10 (6.1 bits)                                    ▼        Met 
GCACAACTTGACAGGGCATTCTCAGCGCCTATGCATTCGT(n) ATG 
 

AFE_2517 (  39 150 
E35 (5.3 bits)                                                   E10 (6.9 bits)                                     ▼       Met 
CTTCGCACCAAGTAATTCTGGTATCGCCCAAACACATGCGT(n) ATG 
 

AFE_1122 (  60 47 
E35 (11.4 bits)                                     E10 (6.9 bits)                                              ▼         Met 
CTTGAAAAAGAGGCCGATTAATCCCATT ACCGATGCGTT(n) ATG 

AFE_2134 (  66 38 
E35 (7.3 bits)                                           E10 (5.2) bits                                             ▼      Met 
GGTGAAACAAACGCGGAATAACCGGTGTCGCCAATCGATT(n) ATG 

AFE_0003( 38 57 
E35 (5.3 bits )                                              E10 (7.2 bits)                             ▼           Leu 
CGGGCATAAACATGCATTGTTATCTTATTATAGAACTATTT(n)TTG 

AFE_2891 ( ) 38 30 
E35 (7.4 bits)                                              E10 (5.0 bits)                            ▼        Met 
CTTGGGGTAAAGGATATTTCAGGCTTATGATCGCCCTG(n)ATG 

AFE_1217 41 42 
E35 (5.3 bits)                                           E10 (5.6 bits)                                     ▼          Met 
CTCCTATTTCTGTGGATTTGCACGCGATAGTCTGACAATAG(n)ATG 

AFE_2238 36 18 
E35 (5.3 bits)                                                  E10 (5.5 bits)                     ▼              Met 
ATAGCAAACCCAGTCCACTACGGTAATATTCAGTCAATG(n)ATG 

AFE_0796 47 129 
35 (11.3 bits)                                                  E10 (5.5 bits)                                    ▼        Met 
CTTGAAGGCCCTGCGCGCCAGCCGCTTTGATTGATGCGTT(n) ATG 

AFE_1054 39 92 
35 (7.3 bits)                                                  E10 (9.7 bits)                                       ▼       Met 
CGAGAAAAACAGAGCCCGCCCATATCATTACCGATGCGTT(n) ATG 
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Em conclusão, a indução dos genes analisados sugere que o choque térmico interfere com a 

homeostase celular em . Em contraste, a expressão gênica inalterada ou reprimida no 

cultivo até a fase logarítímica de crescimento indica uma possível adaptação ou aquisição de 

tolerância térmica sob a nova temperatura (Parsell e Lindquist, 1993; Gao et al 2004). Os resultados 

indicam que as células de  lidam com o estresse térmico, modulando a expressão 

gênica até chegarem a um estado de tolerância. Desde que os genes de diferentes categorias 

funcionais tiveram sua expressão modulada pelo estresse térmico podemos especular que diferentes 

vias metabólicas, tais como o metabolismo do ferro, são afetados por esse estresse. Os resultados 

obtidos com esse trabalho mostram que o uso de células adaptadas a temperaturas acima da 

temperatura ótima de crescimento nos processos de biolixiviação poderia aumentar a eficiência do 

processo por evitar mudanças na fisiologia destas bactérias. 
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1. Introducão 

 

  é uma bactéria quimiolitotrófica e acidofílica que obtém 

energia a partir da oxidação de ions ferrosos e do enxofre elementar e de seus compostos reduzidos 

(Kelly and Wood 2000). Esta bacteria é aplicada com sucesso em biolixiviação de sulfetos metálicos 

com baixos teores de metal. Durante este processo,  é exposta a condições extremas 

de crescimento como variações na temperature e pH, privação de nutrientes e presença de metais 

(Rawlings, 2005), o que pode afetar a eficiência da recuperação do metal. 

Os estresses ambientais, como variações na temperatura, geralmente afetam processos 

essenciais para o crescimento e a sobrevivência do micro9organismos como a transferência de 

energia. Geralmente, todos os organismos respondem a estresses ambientais por meio de um rápido 

aumento na síntese de proteínas do choque térmico (HSP9 ). HSPs atuam tanto 

como chaperonas moleculares, mediando o correto dobramento e montagem de proteínas, quanto 

como proteases, degradando proteínas danificadas irreversivelmente (Lindquist 1986).  As HSPs 

usualmente são classificadas de acordo com seu peso molecular, incluindo HSP100, HSP90, HSP70, 

HSP60 e HSP20 ou  HSPs (sHSPs).  

Particularmente, as sHSPs são caracterizadas por possuirem um baixo peso molecular, 

entre 12 e 43 kDa e pela presença de um domínio conhecido como domínio α9cristalino. Tal 

Domínio é composto por 80 a 100 residuos de aminoácidos e é flanqueado por regiões C9 e N9

terminais de baixa similaridade.  A região N9terminal é crítica para a atividade destas proteínas 

, pois exercem um papel na oligomerização e ligação ao substrato (Sun et al. 2005; Giese et al. 

2005). O domínio α9crystalino funciona como chaperona molecular (Horwitz 1992) e o C9terminal 

tem por função manter a solubilidade, estabilidade e atividade chaperonina (Sun et al. 2005).  
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As  sHSPs são extensivamente estudadas devido a sua habilidade em proteger e manter a 

viabilidade celular em condições de estresse extremo. Esta característica é particularmente 

importante para micro9organismos extremófilos. Interessantemente, a maioria dos extremófilos 

possui uma ou duas sHSPs apenas e, espécies que apresentam pelo menos 3 sHSPs são geralmente 

aquelas do domínio Archea (Laksanalamai & Robb 2004). Contudo, três sHSPs foram identificadas 

no genoma de   ATCC 23270. 

Xiao et al. (2009) mostraram haver uma significativa diferença entre os níveis de expressão 

das sHSPs de ATCC 23270 em resposta a um choque térmico. Estes achados 

indicam que os genes sHSPs de estão sob diferentes mecanismos de regulação e, 

suas proteínas podem exercer funções especializadas. Neste estudo, a expressão dos três genes 

codificantes de sHSPs (Afe_1009, Afe_1437 e Afe_2172) foi investigada na linhagem Brasileira LR 

de  LR submetida a um choque térmico. Análises filogenéticas e por modelagem 

molecular comparativa foram feitas com o objetivo de prover novas informações estruturais e 

funcionais das sHSPs de . 
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2. Materiais e Métodos 

 

 

A linhagem de utilizada neste estudo foi a LR, isolada em efluente ácido de 

coluna de lixiviação de minério de urânio, em Lagoa Real, Brasil (Garcia, 1991).  LR 

foi cultivada em temperaturas de 30 e 40ºC, em meio T&K, pH 1,8 (contendo 0.4 g/L 

K2HPO4.3H2O, 0.4 g/L MgSO4.7H2O, 0.4 g/L (NH4)2SO4 e 33.4 g/L FeSO4.7H2O Tuovinen & 

Kelly, 1972). O crescimento foi interrompido em 50% de oxidação do Fe2+, o que foi acompanhado 

por titulação do Fe2+ com dicromato de potássio. As culturas obtidas foram filtradas em papel de 

filtro comum e a seguir, as células foram coletadas através de filtração em membrana Millipore (0,45 

�M). Para o experimento de choque térmico, as células foram cultivadas nas condições acima 

mencionadas e foram então mantidas a 40˚C por 15, 30 e 60 minutos, em 100 mL de meio T&K. As 

células foram estocadas a –70°C e a massa celular obtida foi utilizada para o isolamento do RNA.  

O RNA foi isolado segundo o método descrito por Paulino et al. (2002), com modificações. 

Para isto, as células de  foram lavadas várias vezes com TE (10 mM Tris9HCl, pH 

8,0; 1 mM EDTA, pH 8,0) e uma vez com água tratada com DEPC e, posteriormente, 

ressuspendidas em 1 mL de tampão de extração (EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M) e a seguir, 

foi feita uma extração com fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1, v/v/v) contendo 100 �L 

de SDS 10%. As amostras foram agitadas por 2 min em um vortex e centrifugadas a 8000 rpm por 3 

min a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e todo processo foi repetido 
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até que a interface não fosse mais visível. O RNA foi precipitado através da adição de acetato de 

sódio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2 volumes). O RNA foi mantido a –20ºC por no 

mínimo 2 horas. A seguir, as amostras foram centrifugadas e o precipitado (RNA) lavado com etanol 

70%. O RNA foi solubilizado em 100 �L de água DEPC e armazenado a –70ºC. A concentração e a 

integridade do RNA isolado foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose 1%, 

contendo 6% de formaldeído, em tampão MOPS 1x (MOPS 10x: 41,8 g de MOPS, 16,6 mL de 

acetato de sódio 3 M, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8; água q.s.p. 1000 mL; pH 7). A seguir, 

procedeu9se o tratamento do RNA com DNASe. 

 

 

Para síntese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit  

(Invitrogen), seguindo9se as instruções do fabricante. Para tanto foram utilizados 1 �L do primer 

hexâmero randômico (50 ng/�L), 500 ng de RNA (desnaturado pela incubação a 65ºC por 5 min), 2 

�L de dNTP mix (10 mM) e água tratada com DEPC (quantidade suficiente para 12 �L). Para cada 

reação de síntese de cDNA, foi preparado um mix contendo 4 wL do tampão de reação (5x), 1 wL de 

DTT (0,1 M), 1 wL de RNase OUT™, 1 wL do Thermoscript RT™ (15 U/wL) e 1 wL de água 

DEPC. O cDNA sintetizado foi  armazenado a –20ºC para posterior análise da expressão relativa 

através de PCR em tempo real. 

As reações de qRT9PCR foram realizadas em triplicada em um  PCR  7500 

(Applied Biosystems), usando o corante  (Invitrogen). conforme 

(Carlos et al. 2008). A reação foi normalizada através da amplificação do gene (Yarzábal .,

2004). A análise dos dados foi feita com o auxílio do software  
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v.1.3.1 (Applied Biosystems). Dímeros de  e outros artefatos foram avaliados pela curva de 

“melting” e somente reações livres de dímeros e artefatos foram consideradas válidas. Os primers 

usados nos experimentos foram desenhados utilizando o programa Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/). A expressão relativa de cada gene foi calculada de acordo com o método 

comparativo do limiarcrítico threshold (��TC) descrito por Livak & Schmittgen (2001). A 

significância estatística foi determinada usando o teste ( 9value ≤ 0.05). 

 

Tabela 1. Primers usados nos experimentos de  qRT9PCR. 
 

 

 

O genoma de ATCC 23270 (J. Craig Venter Institute 9 

http://cmr.jcvi.org/cgi9bin/CMR/Genome) foi usado para buscar genes codificantes para sHSPs. O 

programa CLUSTAL W foi utilizado para alinhar as sequências das sHSPs de  com 

seqüências encontras em outras bactérias. O alinhamento foi editado com o programa GeneDoc 

(Chenna et al. 2003).  

Para predizer sítios de início da transcrição para os genes que codificam sHSPs (

) em foi usado o software BPROM  (Softberry, Inc.). BPROM é um 

Gene alvo 
 

 primer  (5’      3’) 
 

 primer  (5 ’     3’) 
Tamanho do 

Amplicon 
(bp) 

Afe_1009 CCGAAATACCTGAGGTCAA TCCCTTTCTCCTCCTTCTCC 91 

Afe_1437 GTATTGAAGGCGGAGATTGC TCTTCTTCCTTGACGCCACT 118 

Afe_2172 AGGTAATCTTCAGCGGCAAC TAGGGGATCTCCAGACGATG 97 
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programa que reconhece a região promotora dos genes alvo da RNA polimerase com o fator sigma 

70 (σ70). Uma vez que esses promotores bacterianos se caracterizam por apresentarem posições 

conservadas em torno dos nucleotídeos 935 e 910, sendo estas posições separadas por uma seqüência 

de tamanho variável, duas matrizes de peso (PWM) foram geradas, baseando9se em informações 

complementares de cada sítio de ligação, 910 e 935. A freqüência da matriz foi baseada em um grupo 

de 18 promotores para σ32 em (Slamti ., 2007). Usando essa PMW, possíveis 

regiões 910 e 935 foram buscadas em 200 pb amontante ao códon de início AUG dos genes de sHSPs 

de Cada sítio foi pontuado para seu grau de correspondência para as regiões 935 e 9

10 das matrizes. 

 Foi feita uma importação de todas as sequências de proteínas bacterianas que se 

encontram depositadas no . As sequências protéicas codificadas pelos genes de sHSPs 

localizados nos  Afe_1009, Afe_1437 e Afe_2172, foram comparadas por blastp (Altschul et al., 

1997) e sequências duplicadas foram eliminadas. Os 20 melhores para cada sHSP de 

foram usadas para construir um alinhamento usando MAFFT v6.717b 

(http://align.bmr.kyushu9u.ac.jp/mafft/software/). Um alinhamento contendo 76 resíduos foi usado 

para construir, usando o software 3.0 software (http://atgc.lirmm.fr/phyml/), uma árvore de máxima 

verossimilhância ( ) Uma matriz PAM (Dayhoff et al. 1978) foi gerada 

para calcular a distância genética e o programam  (Anisimova & Gascuel, 2006) foi 

empregado para obter os nós para análise estatística. 
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Primeiramente foi realizada uma busca por sequêncas similares com as sequências das sHSPs 

de (Afe_1009, Afe_1437 and Afe_2172) usando  contra o PDB (

). Esta busca resultou em apenas modelos com baixa identidade (<28%). Contudo, buscas 

usando o algorítmo pGenTHREADER implementado no servidor PSIPRED (McGuffin et al. 2000) 

retornou duas estruturas com significantes, as duas mostrando um domínio α9cistalino bem 

conservado. A estrutura do cristal da HSP16.9 de trigo (van Montfort et al. 2001; wHSP16.9, código 

de entrada no PDB: 1GME) e HSP16.5 de   (MjHSP16.5, código de 

entrada no PDB: 1SHS) foram usadas como modelo tridimensional para a modelagem molecular do 

domínio α9crystalino. A região N9terminal foi modelada usando como modelo somente a estrutura 

de wHSP16.9. As sequências modelo e alvo foram alinhadas usando o servidor mGenThreader 

(McGuffin and Jones, 2003) e foram cuidadosamente examinados para assegurar and a precisão do 

alinhamento. Modelagem comparativa de proteínas pela satisfação de restrições espaciais foi 

realizada utilizando o programa MODELLER 9v7 (Fiser and Sali 2003). Quinze modelos foram 

construídos para cada sHSP de  e todos modelos foram avalidos com o programa 

DOPE. Modelos para cada proteína com baixo global foram selecionados para explicitar a 

simulação da dinâmica molecular do solvente fazendo uso do programa GROMACS (Lindahl et al. 

2001) para checar sua consistência e estabilidade. As análises de qualidade global e local do modelo 

final foram avaliados usando o programa VERIFY3D (Eisenberg et al. 1997), PROSA (Wiederstein 

and Sippl 2007) e VADAR (Willard et al. 2003). As estruturas tridimensionais foram visualizads, 

analisadas e comparadas usando os programas COOT (Emsley and Cowtan, 2004) e PyMoL 

(DeLano, 2002). 
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3. Resultados e Discussão 

 

Por meio de uma busca no genoma de  ATCC 23270, três genes para sHSPs, 

Afe_1009, Afe_1437 e Afe_2172 foram localizados. De acordo com Han e co9laboradores (2008), 

cerca de 71% dos micro9organismos que possuem genomas completamente anotados possuem um ou 

dois genes codificantes para sHSP e 10% dos micro9organismos pertencentes ao domínio Archaea 

possuem mais que 3 genes relacionados a sHSP. Notavelmente,  (uma 

espécie de rizóbio) apresenta 13 genes codificantes de sHSP (Münchbach et al  1999). 

Laksanalamai & Robb (2004) mostraram que a identidade de sHSPs de vários micro9

organismos extremófilicos que possuem apenas um gene para sHSP foi de 75% e a identidade de 

sHSPs em um mesmo organismo varia entre 20 a 50%. Desta forma, a baixa identidade entre as 

seguências de sHSP em é intrigante.   

Os genes Afe_1009, Afe_1437 and Afe_2172 não são organizados em um operon no genoma 

de  De fato, a maioria dos genes de sHSP conhecidos não estão organizados em 

operon (Roy et al. 1999; Tomoyasu et al. 2003), com algumas exceções como o operon  de 

 que contem dois genes,  and  (Allen et al. 1992; Kuczynska9Wisnik et al. 

2001) e  que possui genes de sHSP em unidades independentes e outros 

agrupados no mesmo operon (Münchbach et al. 1999).  
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Tabela 2. Paramêtros fisico9químicos dos três genes de  sHSPs em . 
 
 

Gene Tamanho 
Pesp 

Molecular  
(Da) 

 pI teórico 
Identidade/ 
similaridade 

com Afe_1009 

Identidade/ 
similaridade 

com Afe_1437 

Identidade/ 
similaridade 

com Afe_2172 

Afe_1009 145 16934 6.20 ─ 29/58% 26/47% 

Afe_1437 148 16680 5.43 29/58% ─ 22/53% 

Afe_2172 134 16401 5.60 26/47% 22/53% ─ 

Os níveis dos transcritos dos genes Afe_1009, Afe_1437 and Afe_2172 foram avaliados por 

RTq9PCR em   LR crescida a 30°C (controle) e submetida a um choque térmico a 

40°C  durante 15, 30 and 60 minutos (Figura 1). Os resultados de RTq9PCR indicaram que após 60 

minutos, os três genes analisados foram significantemente induzidos (P < 0.05 e  ≥ 2.0) 

apesar de que o nível de expressão do gene Afe_2172 foi consideravelmente menor em relação aos 

demais.  O maior nível de expressão foi observado para Afe_1437, que foi 20 vezes maior do que 

Afe_2172 e 11.5 vezes maior do que o nível de expressão encontrado para o gene Afe_1009. Um 

padrão de expressão semelhante foi observado para o gene Afe_1437 no trabalho desenvolvido por 

Xiao et al. (2009). Contudo, nossos resultados de expressão para os genes Afe_1009 e Afe_2172 e 

os resultados obtidos por Xiao et al. (2009) foram bastante diferentes. Contudo, este tipo de 

comparação pode não ser confiável devido às diferentes linhagens utilizadas nos dois trabalhos e 

também às diferenças na abordagem experimental.  
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Fig 1. Análise de PCR quantitativo em tempo real para os genes localizados nos locus Afe_1009, 

Afe_1437 and Afe_2172. Para tanto, as células de  LR foram submetidas a um 

choque térmico a 40°C durante 15, 30 e 60 minutoss. Os valores de expressão são relativos aqueles 

obtidos com as células mantidas a 30°C. 

 

 

Em adição, as diferenças observadas na expressão dos genes sHSPs em LR 

sugerem mecanismos de regulação diferentes. Em um grande número de bactérias, o fator da RNA 

polimerase sigma 32 (σ32) regula a expressão de genes que codificam para proteínas do choque 

térmico de forma temperatura dependente (Allen et al. 1992). Sob outras condições de estresse, a 

transcrição dos genes de choque térmico é induzida seguida a um rápido e transiente aumento deste 

fator (Gao et al. 2004).  Em decorrência deste fato, uma análise foi realizada para deduzir as 

regiões 910 e 935 dos três genes . Os resultados indicaram que os três genes apresentam 
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possíveis promotores para σ32 (Figura 2). No trabalho conduzido por Xiao et al. (2009), promotores 

para σ32 foram encontrados apenas para os genes Afe_1437 e Afe_2172. Contudo, as diferenças 

obtidas por ambos os trabalhos podem ser explicadas pelas distintas estratégias de análise 

escolhidas. 

Em , a região 935 do sítio de ligação ao σ32 parece ser mais onservado do que 

a região 910. Esta mesma característica dos sítios de ligação ao σ32 é vista em  e 

(Slamti et al. 2007). Apesar das diferenças nos níveis de expressão observadas para os genes 

as análises de bioinformática não revelaram nenhum outro tipo de mecanismos de regulação 

(resultados não mostrados). Contudo, mecanismos de regulação alternativos são possíveis para genes 

. Munchbach e co9autores (1999) identificaram, através de eletroforese subtrativa um grupo de 

10 sHSPs em  submetido a um aumento na temperatura de 28˚C para 43˚C. Estes 

autores observaram que a quantidade de sHSP observada foi bastante diferente, sugerindo um 

repertório de mecanismos regulatórios para genes que codificam sHSP.  
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Fig 2 Sequência de nucleotídeos da região 5'9amontante dos genes Afe_1009, Afe_1437 e Afe_2172, 

que codificam sHSPs em . Sítios de início da transcrição foram preditos pelo 

programa BPROM e as são indicaddos pelas letras sombreadas. Sequências promotoras reconhecidas 

por σ32 são indicadas pelo triângulo (▼). O primeiro códon da sequência é indicado pelas letras nas 

caixas. O conteúdo total de informação dos sítios para ligação do σ32 (935 e 910) é mostrado em 

 

A análise filogenética de máxima verossimilhança (MV) sugere que as 

estudadas neste trabalho não são parálogos recentes (Figura 3). Este achado está de acordo com a 

baixa similaridade entre as sequências das sHSPs de (Tabela 2 e Figura 3). A 

divergência de sequências entre as sHSPs de pode ser uma consequência de uma 

evento de transferência horizontal de um gene ou mesmo de dois; contudo, a possibilidade de uma 

divergência evolutiva (Ingram 1961) causada por diferentes pressões evolutivas não pode ser 
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descartada. Para obter mais informações a respeito da origem das sHSPs de  sHSPs 

foi comparado o conteúdo de CG de cada gene com a média do conteúdo de CG do genoma de  

 (~59% of CG). O Conteúdo de CG do gene Afe_1437 (46.53%) e Afe_1009 (47.71%) 

foram estatisticamente diferentes da média do genoma (p<0.01; ²=11.7766 and x²=9.4510, 

respectivamente) enquanto que para gene Afe_2172 (58.76%) a diferença não foi significativa 

(x²=0.1025). Estes achados sugerem que os genes Afe_1437 e Afe_1009 podem ter sido herdados 

horizontalmente por . Interessantemente, a espécie pertencente ao mesmo 

genêro que possui apenas um gene sHSP que representa um possível ortólogo do 

gene Afe_1437 de . Considerando a hipótese da origem por transferência horizontal 

dos genes Afe_1437 e Afe_1009 é possivel que  tenha perdido o ortólogo Afe_2172 

(possível sHSP original) e teria mantido o ortólogo Afe_1437. Neste cenário, a transferência 

horizontal que teria originado o gene Afe_1437 ocorreu antes da divergência entre as duas espécies. 
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 Fig 3 Relações filogenéticas deduzidas entre sHSP de e sHSP de bactérias 

relacionadas. As 20 sequências protéicas mais relacionadas para cada sHSP de sHSP 

foram recuperadas por blastp contra 1295 genomas completos de bactérias. A topologia foi obtida 

por MV usando 76 resíduos de aminoacidos. Distâncias foram calculadas pela matriz PAM matrix e 

a confiância estatística dos nódulos foi calculada com o teste aLRT. Ramos com valores de aLRT 
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menores que 50% foram colapsados. Números de acesso ao GeneBank são mostrados em frente a 

cada espécie.  

Figura 4 mostra o alinhamento das sequências de aminoácidos das três sHSP de 

com outras seqüências de sHSP, incluindo seqüências da subdivisão gama

proteobacteria. Como mostrado na Figura 4, as sHSPs de  carregam um domínio α9

crystalino bem conservado e todos os elementos considerados essenciais para sua oligomerização e, 

portanto, para a atividade chaperona. Contudo, a proteína Afe_2172 tem uma região C9terminal 

muito curta o que é observado raramente em sHSPs de outras bactérias. A única exceção é uma 

sHSP de , uma bactéria que causa doença do trato respiratório superior em aves 

(Figura 4). Esta característica pode tanto diminuir a habilidade desta proteína em formar oligômeros 

ou dimunuir a habilidade em modular sua atividade chaperona. Contudo, a região C9terminal das 

sHSPs de algumas bactérias apresenta resíduos de cisteína bastante conservados. Estes resíduos 

parecem habilitar as sHSPs em detectar mudanças sob condições oxidantes e traduzir essas 

mudanças em diferentes conformações protéicas e atividade chaperona (Graf and Jacob 2002). Em 

adição, em algumas espécies de plantas, uma sequência rica em metionina na região N9terminal vem 

sendo correlaciondo com um controle redox da atividade chaperona e da dinâmica do oligômero 

(Gustavsson et al. 2001). Contudo, estes resíduos de metionina no C9terminal não foram encontrados 

nas sHSPs filogeneticamente relacionados com  (Figura 4), o que sugere ausência 

deste tipo de controle das sHSPs pertencentes a subdivisão gama proteobacteria. 

A região N9terminal não mostrou identidade de sequência com outras sHSPs com atividade 

chaperona bem definida (grupos C e D), mas ferramentas de predição de estrutura secundária 

indicaram que todas as seqüências analisadas possuem uma propensão em formar α9helices  que são 

consideradas elementos chaves para a ligação do substrato e estabilização da estrutura oligomérica. 

Além do mais, a região N9terminal sozinha foi capaz de interagir com proteínas denaturadas (Fu et 
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al. 2005) e seu truncamento reduz a atividade chaperona das sHSPs (Usui et al. 2004), enfatizando a 

importância dessa região para a ligação ao substrato e atividade chaperona.  

 

 
 

 

 

Fig 4 Alinhamento das sequências de aminoácidos das sHSPs de  e de outras 

bactérias. As sequências foram agrupadas da seguinte forma: Grupo A, sequência de aminoácidos 

das sHSPs de ; Grupo B, sequências de sHSPs de espécies filogeneticamente 

relacionadas; Grupo C, sHSPs com estrutura tridimensional resolvida e com atividade chaperona 

caracterizada; Grupo D, sHSPs com atividade chaperona de gama9proteobacteria e Gruop E, 

seqüências de aminoácidos da sHSP bem caracterizada de trigo ( . 

NETerminal αEcristalino 

αEcristalino CEterminal 
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Modelos tridimensionais das proteínas codificadas pelos genes Afe_1009, Afe_1437 e 

Afe_2172 mostraram excelente propriedades esteroquímicas global e local com  (PROSA 

server) de aproximadamente 93.5 e todos os resíduos encontrados dentro da região permitida do 

gráfico de Ramachandran.. Um bom  significa que está dentro de um intervalo de scores 

tipicamente encontrado para proteínas nativas de tamanho similar. Análises de RMSD entre um 

modelo estrutural e os modelos resultantes resultaram em valores abaixo 0.5 Å para a cadeia 

principal do domínio α9crystalino, sugerindo que esses modelos são adequados para análise 

estrutural e comparativa. 

Os modelos do domínio α9crystalino das proteínas codificadas pelos genes Afe_1009, 

Afe_1437 e Afe_2172 dividem caracerísticas estruturais similares com outras sHSPs de organismos 

procariotos e eucariotos. Este domínio (resíduos 469135) mostra uma estrutura de β9sanduiche 

composta por 7 fitas β em duas folhas (Figura 5). A região N9terminal (resíduos 1945) engloba duas 

hélices, somente observada na estrutura do trigo 9 wHSP16.9  (van Montfort et al. 2001). Na 

estrutura wSHP16.9, as hélices N9terminal participam na estabilização da estrutura oligomérica 

fazendo interações com o domínio α9crystalino adjacente (van Montfort et al. 2001). A extensão C9

teminal (1369148) apresenta uma conformação helicoidal aleatória e tem um papel fundamental na 

formação do estado oligomérico. Contudo, diferentemente das proteínas codificadas pelos genes 

Afe_1437 e Afe_1009, a proteína codificada pelo gene Afe_2172 tem um C9terminal encurtado raro 

que pode previnir a formação de um oligômeto estável  e pode estar envolvido na modulação da 

atividade chaperona. Canonicamente, a alça longa, que é responsavável pela dimerização, é 

totalmente preservada e a identificação das regiões funcionais por mapeamento de superfíce de 

informações filogenéticas, como implementado no servidor ConSurf Web (Goldenberg et al. 2009), 
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indica que todos resíduos considerados essenciais para dimerização são bem conservados nas três 

sHSPs de . 

A fim de obter informações sobre o estado oligomérico das proteínas codificadas pelos genes 

Afe_1437 e Afe_1009, que possuem o C9terminal estendidos, foi realizada uma análise acurada dos 

determinantes para a montagem do disco dublo dodecâmero (wHSP16.9) ou da concha esférica 

composta dor 24 monômeros (MjHSP16.5). Em ambas as estruturas wHSP16.9 e MjHSP16.5, as 

interações intermoleculares feita pela extensão C9terminal são virtualmente idênticas, apesar do fato 

de que o C9terminal de wHSP16.9 requer duas orientações diferentes para formar o oligômero. Esta 

capacidade do C9terminal adotar duas conformações reside nos segmentos de aminoácidos entre as 

folhas β 9 e β 10 que permitem o movimento de uma dobradiça. Analisando os contatos do C9

terminal na estrutura MjHSP16.5, observamos que o segmento entre as vertentes β 9 e 10 β adota 

uma conformação estabilizada por ligações de hidrogênio entre os átomos OεGlu137 e NεGln52, e 

do oxigênio da carbonila do átomo Glu137 e  NζLys142. Surpreendentemente, estes contatos não 

são encontradas na estrutura wHSP16.9 por causa da presença de um segundo resíduo de Prolina na 

posição 142, o que incapacita o dobramento do segmento em um motivo estável gerando um resíduo 

do segmento 6 (KAEVKK), com alta flexibilidade, que é o que permite a articulação do movimento. 

Nas sequências proteícas de Afe_1437 e Afe_1009, este segmento não contém tal resíduo de prolina 

na mesma posição relativa e os resíduos que povoam este segmento tem todos os requisitos para 

formar um motivo estável, da mesma forma que a estrutura MjHSP16.5. Assim, com base em nossos 

achados estruturais, sugerimos que tanto a proteína Afe_1437 quanto a Afe_1009 se comportam 

como a sHSP procariótica de  que adota uma configuração de  24 moléculas esféricas 

em forma de concha. No entanto, alguns dados experimentais obtidos por qualquer técnica que 

forneça informações sobre o comportamento hidrodinâmico como espalhamento de luz dinâmico, 
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análise de ultra9centrifugação, cromatografia por exclusão de tamanho e de espalhamento de raios9X 

são necessários para confirmar nossas previsões . 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Representação da estrutura modelada da proteína codificada pelo gene Afe_1009 e Afe_1437 

(A) e Afe_2172 (B). O domínio do B9 sanduíche, alça longa, as regiões N9 e C9terminais são 

coloridos de cinza9claro, verde, azul escuro e vermelho, respectivamente. 
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Nos últimos tempos, questões relacionadas à preservação ambiental tem ganhado muita 

importância em todo o mundo. por ser um microrganimo 

extremamente versátil, vem sendo alvo de muitos estudos que visam o seu emprego em processos 

que prometem amenizar os prejuízos ambientais, como a biolixiviação. O grande desafio é tornar tais 

processos economicamente viáveis. Para tanto, a detenção de conhecimento sobre todos os 

parâmetros que envolvem tais processos se torna imprescindível. Assim, a metodologia de estudo 

aqui proposta, combina técnicas que permitem uma boa avaliação sobre a resposta da bactéria 

a fatores estressantes encontrados em seu ambiente. 

Com base em dados protêomicos, obtidos por eletroforese bidimensional e espectrometria de 

massas, verificamos que o perfil protéico de foi significantemente afetado mediante 

o crescimento sob uma temperatura mais elevada e sob privação de um nutriente essencial como o 

fósforo. Seguindo9se à separação das proteínas por eletroforese bidimensional, foi realizada uma 

análise da variância biológica utilizando o software Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, 

USA) e o número de proteínas identificadas com nível de confiança de pelo menos 95% (p value ≥ 

0.05) foi reduzido para 44 (~28%). 

Dentre as 44 proteínas significativamente alteradas, 30 foram identificadas em células de 

crescidas a 40ºC, sendo que 18 mostraram9se reprimidas (Tabela 2 – capítulo 4). As 

proteínas reprimidas foram identificadas como fazendo parte de diferentes categorias funcionais o 

que pode ser um reflexo de uma homeostasia celular afetada e, de uma atividade metabólica 

diminuída em decorrência do esforço para reverter o estresse através da ativação da “



 100

”. Esta resposta pode ser observada pela indução de proteínas como DnaK e GroEL, 

identificadas no crescimento a 40ºC (Lindquist, 1986). 

De forma semelhante, o crescimento de mediante a privação de fosfato 

provocou a redução da síntese de 10 das 14 proteínas identificadas, mais uma vez indicando um 

desvio do metabolismo bacteriano em prol da síntese de proteínas envolvidas na resposta ao estresse. 

Como uma forma de verificar a condição afetada de pelos estresses 

estudados nesta tese, uma análise da morfologia das células foi empregada visto que a morfologia 

dos micro9organismos usualmente sofre mudanças em decorrência de variações no ambiente. Para 

tanto, foi empregada a técnica de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). MEV é uma técnica 

que tem sido largamente usada no estudo de efeitos de ambientes estressantes em células bacterianas 

(Ritz ., 2001), como por exemplo, na análise de alterações morfológicas em 

 submetida a temperaturas elevadas (Shi & Xia, 2003). As diferenças observadas 

para foram confirmadas pelo teste estatístico de Hotelling, mostrarando que as 

células crescidas a 40˚C e sob privação de fosfato diferem significantemente das células controle, 

assim como diferem entre si. Esse resultado está de acordo com Shi & Xia (2003), ao verificarem 

células alongadas e deformadas de após o cultivo em temperaturas elevadas e 

com Seeger e Jerez (1993) que mostraram células alongadas de em consequência do 

crescimento na ausência de fosfato. 

Em acréscimo, foi realizada uma análise discriminante ou análise dos componentes principais 

para detectar variações dos parâmetros avaliados (Daly, 1985). A análise de componentes principais 

consiste basicamente em resumir um conjunto grande de medidas, em poucos componentes 

principais, que podem informar a maior parte da variabilidade da amostra e, quando esses 

componentes são plotados um contra o outro, pode ocorrer a formação de grupos. As funções 

discriminantes (ou canônicas) são combinações de variáveis que melhor discriminam grupos 



 101

definidos a priori (Reis, 1988). Portanto, a análise discriminante é uma técnica confirmatória, tendo 

sido capaz, no presente estudo, de definir dois grupos: controle e tratamentos. Assim, as imagens 

obtidas mostraram haver uma forte evidência de que o crescimento a 40°C e sob a privação de 

fosfato representam fatores de estresse à De fato, a morfologia celular foi um dos 

fatores demonstrados influenciarem na termoresistência adquirida por  

(Rowan & Anderson, 1998). É possível propor que o alongamento celular seja uma resposta 

generalizada a situações de estresse.  

As alterações morfológicas observadas em possivelmente derivam de 

alterações na membrana bem como na parede celular. Estes componentes externos são 

principalmentes constituídos por fosfolipídeos e polissacarídeos (Yu and Irudayaraj 2004). Uma 

ferramenta que vem sendo muito utilizada na microbiologia para o estudo de componentes celulares 

é o FTIR. Assim, o FTIR por reflectância difusa foi utilizado para verificar se, de fato, tais 

componentes celulares são afetados pelas condições de estresse estudadas. 

Análises preliminares dos espectros obtidos mostraram não haver nenhuma distinção 

aparente entre os espectros obtidos para o grupo controle e os grupos tratamentos 9 40˚C e privação 

de fosfato. Para detectar diferenças entre esses grupos de amostras, foi utilizada uma análise por 

componentes principais (PCA). Assim, foram construídos modelos baseados na primeira derivada do 

espectro inteiro. Porém, não foram obtidos bons resultados para a separação dos dois grupos. Então, 

os espectros foram divididos em regiões e a região que apresentou melhores resultados foi a região 

situada entre 850 e 1275 cm91, que é a região referente ao “ ” metabólico. Foi realizada, 

também, a primeira derivada desta região e o PCA se mostrou capaz de fazer uma excelente 

separação entre os dois grupos de amostras, evidenciando alterações nas regiões correspondentes a 

carboidradatos, fosfoproteínas e fosfolípideos, que constituem os principais componentes das 

paredes celulares (Yu and Irudayaraj 2004). Sendo uma bactéria quimiolitotrófica, 
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as modificações observadas nos comprimentos de onda relativos a carboidratos podem indicar que a 

fixação de carbono é afetada quando é mantida em temperatura elevada e sob 

privação de fosfato, como já havia sido observado por to Seeger and Jerez (1993). Estes resultados 

confirmam as alterações morfolóficas observadas pela MEV. 

Como mencionado acima e anteriormente proposto por Jerez (1988) e Xiao et al. (2009), 

desenvolve uma resposta ao estresse através da indução da expressão de genes que 

compõem a resposta ao choque térmico ( ). Com o objetivo de verificar a 

modulação desta resposta em decorrência de um estresse térmico, alguns genes codificantes de 

proteínas do choque térmico foram estudados nesta tese através de qPCR. Esses genes foram 

escolhidos devido ao fato de que proteínas do choque térmico (HSP) funcionam como termosensores 

celulares, havendo uma superprodução das mesmas em momentos críticos para a sobrevivência da 

célula e uma queda a níveis normais ou mesmo uma repressão quando essa situação é vencida, 

caracterizando um estado de termotolerância e/ou adaptação (Craig & Gross 1991). Conforme 

esperado, os genes que codificam HSPs analisados apresentaram um alto nível de indução mediante 

o choque térmico e foram ou reprimidos ou inalterados mediante o crescimento prolongado a 40˚C, 

indicando que consegue, rapidamente, se adaptar a um aumento de 10˚C na 

temperatura ótima de crescimento.  

Com o intuito de averiguar outras funções do metabolismo de genes de 

diversas categorias funcionais também foram submetidos ao mesmo tipo de análise e, foi verificado 

que genes pertencentes às categorias relacionadas ao metabolismo energético, biosíntese de 

cofatores, divisão celular e transporte de substâncias foram, de alguma forma, afetados pelo estresse 

térmico, sugerindo certa “essencialidade” destes genes na sobrevivência da bactéria. 

Interessantemente vários genes relacionados ao sistema de transporte de ferro, os receptores de Fe3+ 

dependentes da energia do sistema TonB, foram afetados pela temperatura, sugerindo que o 
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crescimento em temperaturas elevadas pode afetar a capacidade de utilizar ferro. 

Resultados da análise proteômica já haviam sugerido essa condição afetada em ao 

identificarmos que a proteína rusticianina foi reprimida mediante o crescimento a 40°C.  

Rusticianina é a proteína mais abundante em células de crescidas em ferro (Cox and 

Boxer 1978) e baixos níveis de produção desta proteína foram justamente correlacionados com um 

baixo nível de ferro (Yarzábal et al., 2004; Carlos et al., 2008). 

Voltando aos resultados de qRT9PCR, os dados obtidos para expressão dos 40 genes 

analisados mostrou que 31 deles responderam positivamente ou negativamente à temperatura. 

Buscando um melhor entendimento desta resposta, iniciou9se uma busca por possíveis reguladores 

desses genes através de análises de bioinformática. Pelo menos três diferentes mecanismos podem 

regular a expressão de HSPs em bactérias. Na maioria dos organismos, fatores sigma alternativos, 

como σ32 e/ou σ54, induzem a transcrição desses genes sob condições de estresse (Kuczyanska9

Wisnik ., 2001). Controle negativo da transcrição, como o repressor RheA, foi demonstrado em 

 (Servant ., 1999) e um controle pós9transcricional através de uma 

sequência conservada na região 5’ não9traduzida (5’9UTRs) de genes que codificam sHSPs foi 

demonstrado em rizóbios (Nocker . 2001). Essa sequência, denominada ROSE (

), é um sistema de regulação que funciona como um elemento  que 

bloqueia o sítio de ligação ao ribossomo pela formação de uma alça (Nocker . 2001). Os 

resultados da análise de bioinformática foram positivos apenas para os sítios de ligação para σ32 e 

somente para os genes AFE_0003, AFE_2891, AFE_1217, AFE_2238, AFE_0439, AFE_0440, 

AFE_2495, AFE_1122, AFE_2134, AFE_2517, AFE_0796, e AFE_1054. Assim, os mecanismos 

que regulam a resposta de ao aumento da temperatura ainda precisam ser melhor 

elucidados. 
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No entanto, apesar de termos encontrado sítios de ligação para σ32 nos genes que codificam 

sHSPs ( AFE_1009, AFE_1437 e AFE_1272 e nenhum outro tipo de 

regulação ter sido encontrado pelas análises de bioinformática, uma investigação filogenética foi 

realizada para se obter informações que ajudassem a entender a diferença na expressão dos genes em 

questão. 

Análises da árvore filogenética construída usando as sequências de aminoácidos das sHSPs 

em estudo sugerem que os genes que as codificam são não9parálogos. Assim, é possível que estes 

genes não tenham se originado de uma recente e exclusiva duplicação em Isso 

reflete a baixa similaridade entre as sequências protéicas dessas sHSPs. Esse dado está de acordo 

com relatos prévios da literatura de que sHSPs de um mesmo organismo apresentam baixo nível de 

similaridade (Laksanalamai & Robb, 2004). Aparentemente, os genes localizados nos 

AFE_1437 e AFE_1009 são mais relacionados entre si do que com o gene localizado no  

AFE_2172. Essa divergência das sequências pode ser atribuída a uma evolução divergente (Ingran, 

1961) ocasionada por diferentes pressões evolutivas em .  Uma consequência desse 

evento poderia ser uma especialização funcional destas proteínas, o que explicaria os diferentes 

níveis de mRNA para os respectivos genes. Porém, transferência horizontal de genes pode, também, 

ter sido a origem desses genes em Neste caso, os genes em questão teriam origens 

filogenéticas diferentes o que poderia explicar a divergência observada.  Corroborando esses dados, 

nós desenvolvemos modelos estruturais teóricos das proteínas codificadas pelos genes em questão e 

verificamos uma grande similaridade entre as proteínas codificadas pelos genes AFE_1437 e 

AFE_1009.  O modelo obtido para a proteína codificada por AFE_2172, mostrou uma região c9

terminal bastante curta. A região c9terminal é proposta estar envolvida na atividade de chaperona 

(Sun et al. 2005), sugerindo uma ação diminuída desta proteína na proteção contra o estresse térmico 

o que explicaria o menor nível de expressão deste gene. 
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Por fim, este trabalho mostra a diversidade de respostas de a condições de 

estresse e fornece evidências de que o uso de uma linhagem adaptada a temperaturas mais elevadas 

pode favorecer o processo de biolixiviação.  Além do mais, este trabalho pode fornecer dicas a 

respeito de um bom marcador molecular para o processo, como por exemplo, a proteína rusticianina. 
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1.   Os estresses térmico e nutricional provocaram alongamento nas células de 

LR, sugerindo que o alongamento celular seja uma resposta generalizada a situações de 

estresse.  

 

2.   Alterações nos números de onda do espectro infravermelho foram identificadas na região de 

carboidratos, fosfolipídeos e fosfosfoproteínas o que indica alterações no envelope celular. 

 

3.   A análise proteômica evidenciou que ocorreu uma diminuição do metabolismo bacteriano, 

além de identificar alterações na expressão de proteínas chaves para o metabolismo 

oxidativo/energético e resposta ao estresse. 

 

4.   Os genes que codificam para proteínas de choque térmico apresentaram um nível maior de 

expressão após 1 hora de choque, sugerindo seu envolvimento em um possível processo de 

adaptação.  

 

5.  A proteína ClpB apresentou maior nível de expressão quando comparada às outras proteases, 

o que pode ser um indício de um mecanismo de ação independente e energeticamente mais 

econômico para a célula. 

 

6.   A sHSP localizada no locus AFE_1437 apresentou maior nível de expressão em relação as 

outras sHSPs.  

 

7.  Análises filogenéticas por NJ sugeriram que as três sHSPs são proteínas não parálogas.  

 

8.    As sHSPs localizadas nos  AFE_1009 e AFE_1437 são mais relacionadas entre sido que 

aquela localizada no  AFE_2172. É possível que a presença destas três proteínas tenha 

surgido de um evento de transferência horizontal. 
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9. A modelagem molecular indicou que as sHSPs 1009 e 1437 possuem regiões C e N9terminais 

bem similares com MjHSP15.4 de . Porém, a sHSP 2172 apresenta C9termincal 

curto, o que a diferencia das demais sHSPs. 
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