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RESUMEN

La mineria se ha establecido como el pilar principal en el desarrollo econdmico de Chile, en
donde la producciéon de cobre se ha situado como la principal fuente de ingresos fiscales. El
desarrollo cientifico asociado a la aplicacién de nuevas tecnologias va a permitir una produccién
mas eficiente, segura y con menor riesgo ambiental. Una de estas tecnologias alternativas es la
biolixiviacién, que se define como el uso de microorganismos en la recuperacién de metales desde
los minerales que los contienen.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una y-proteobacteria, Gram-negativa, acidéfila y
quimiolitoautotréfica encontrada en faenas de biolixiviacién. Sus vias metabdlicas y adaptacioén
fisiolégica han sido objeto de variados estudios puesto que en su creéimiento es capaz de oxidar
aerobicamente el ion ferroso, azufre elemental, sulfuros metdlicos, hidrégeno molecular y 4cido
férmico, considerdandose como uno de los miembros mas importantes del consorcio presente en los
procesos de biolixiviacion.

Se ha descrito que para disolver sustratos sélidos, A. ferrooxidans se une a la superficie del
sustrato hidrofébica e hidrofilicamente y también gracias a productos extracelulares, como
proteinas, exopolisacaridos u otros. Sin embargo, se desconocen muchos de los agentes que
participan en el mecanismo de la adhesidn. El perfil de proteinas de la superficie celular de 4.
ferrooxidans esta determinado principalmente por las condiciones de crecimiento.

En la aproximacién protedmica del estudio de un compartimento subcelular se requiere de
un método simple de obtencién de las proteinas, luego una separacién eficiente de €stas para
finalmente poder identificar y obtener la secuencia aminoacidica de cada una de las proteinas del
subproteoma analizado, lo que podra asociarlas a una funcion determinada.

Durante este Seminario de Titulo se propone resolver el primer paso de la aproximacién
proteémica del estudio del secretoma, que consiste en obtener y optimizar un procedimiento de
recuperacion y concentracién de las proteinas extracelulares de A. ferrooxidans ATCC 23270

cuando la bacteria crece en un sustrato sélido como el azufre elemental.




ABSTRACT

Mining has established as the main pilar in the economical development of Chile, where the
copper production has become the principal source of fiscal incomes. The scientific development
associated to the use of new technologies will allow a more efficient and safer production with less
environmental risk. One of these alternative technologies is bioleaching, which is defined as the
use of microorganisms in the recovery of metals from ores.

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemolithoautotrophic, acidophilic and Gram-negative
y-proteobacteria found on bioleaching tasks. Its metabolic pathways and physiological adaptation
have been object of several studies, since in its growth the bacteria is able to aerobically oxidate
ferrous iron ions, elemental sulfur, metallic sulfides, molecular hydrogen, and formic acid, being
considered as one of the most important members of the consortium present in bioleaching
processes.

It is well described that in the dissolution of solid substrates, 4. ferrooxidans binds to the
substrate surface hydrophobically and hydrophilically and also due to extracellular products, such
as proteins, polysaccharides or others. However, many of the agents that participate in the adhesion
mechanism are unknown. The protein profile from the cellular surface of 4. ferrooxidans is mostly
determined by growth conditions.

In the proteomic approach to study a subcellular compartment, a simple method of protein
recovery is required to separate them efficiently and finally identify and obtain the aminoacidic
sequence of each protein of the analyzed subproteome in order to attempt their association to a
specific function.

During this Title Seminary, the goal is to solve the first step of the proteomic approach of
the secretome study. This consists in obtaining and optimizing a procedure for the recovery and
concentration of the extracellular proteins from A. ferrooxidans ATCC 23270 when the bacteria

grows in a solid substrate like elemental sulfur,




1. INTRODUCCION

La mineria se ha establecido como un pilar en el desarrollo econémico de Chile, sitnandose
en las tiltimas décadas como la principal fuente de ingresos. Se estima que para el afio 2010, Chile
tendr4 una produccién de 6,7 millones de toneladas métricas finas (TMF) de cobre (COCHILCO,
2005). Estos niveles de produccién son el resultado de una alta inversién ptiblica y privada, y se
espera que esta inversién alcance los US$ 12.000 millones en el periodo 2006-2010. Esta inversion
va acompatiada con el desarrollo cientifico, que se traduce en la aplicacién de nuevas tecnologias
que iran en beneficio de una produccién mas eficiente, segura y con menor riesgo ambiental.

Hoy en dia, la mayoria de los metales son obtenidos y refinados desde los minerales
mediante l2 pirometalurgia, proceso que funciona en base a la utilizacién del calor y requiere altos
niveles de metales en los minerales, no siendo rentable el tratamiento de minerales de baja ley. Una
tecnologia alternativa es la biolixiviacién, definida como la utilizacién de microorganismos en la
recuperacién de metales a partir de los minerales que lo contienen, y puede ser aplicada en
minerales de baja ley. El término biolixiviacién se refiere a la conversién de un metal insoluble
(sulfuro metlico) a una forma soluble (sulfato metalico) (Rawlings, 2002). Actualmente los
procesos de biomineria involucran la oxidacion de metales pesados presentes en sulfuros metalicos
como la pirita (FeSy) y la calcopirita (CuFeS;). La mayoria de las operaciones comerciales de
biolixiviacién se llevan a cabo por consorcios de diversas bacterias acidéfilas vy
quimiolitoautotréficas entre la cuales se encuentran Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirillum
ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans (d. ferrooxidans), otras bacterias aciddfilas
pertenecientes al género Acidiphilum y arqueas (Rawlings y col, 1994).

A. ferrooxidans fue la primera bacteria descubierta capaz de oxidar minerales y es capaz de
oxidar tanto hierro como los compuestos reducidos de azufre presentes en los minerales (Rawlings,

2002). A. ferrooxidans es una bacteria Gram-negativa, con pH 6ptimo de crecimiento entre 1,5 y

< 8




2,5. Pertenece al subgrupo de las y-proteobacterias y es capaz de cmplear como fuente de energia la
oxidacion aerébica del ion ferroso [Fe(Il)], azufre elemental, compuestos de azufre parcialmente
oxidados (Pronk y col, 1990), hidrégeno molecular (Drobner y col, 1990} y acido formico (Pronk y
col, 1991). De este modo, cobra importancia el estudio de las vias metabdlicas y energéticas
relacionadas con el crecimiento y las adaptaciones fisioldgicas de 4. ferrooxidans, puesto que se le
considera como uno de los miembros mas importantes del consorcio presente en los procesos de
biolixiviacién (Rawlings y col, 1994).

En la oxidacion del azufre elemental extracelular (Sg) éste es movilizado como persulfuro
sulfano hacia el periplasma mediante una proteina especial de membrana externa ain no
identificada (OMP) y luego es oxidado por una azufre dioxigenasa periplasmatica (SDO). A
continuacién el sulfito resultante es oxidado a sulfato por una sulfito:aceptor oxidoreductasa (SOR)
que probablemente usa citocromos como aceptores de electrones. El sulfuro libre es oxidado a
azufre elemental separadamente por una deshidrogenasa (SQR) que usa quinonas como aceptor de

electrones (Fig.1) (Rohwerder y col, 2003).

Sg-sulfur

2 Cyl{ox)

2 Cyl(red)

Figura 1. Modelo propuesto para la oxidacién del azufre por 4. ferrooxidans (Rohwerder y col, 2003).

Se han propuesto dos mecanismos para la disolucién de sulfuros metalicos mediada por
bacterias: el mecanismo indirecto y el directo (Tuovinen, 1990). En el mecanismo indirecto son los

iones férricos en solucion los que disuelven el mineral. Sin embargo, se han propuesto dos
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diferentes vias por Ias cuales este mecanismo ocurrirfa: i) la via del tiosuifato; y, ii) la via de los
polisulfuros (Fig. 2) (Schippers y col, 1999). En la via del tiosulfato, la solubilizacién del metal
ocurre luego del ataque de los iones férricos al sulfuro metélico, generandose tiosulfato como
principal intermediario y sulfato como producto final. Este mecanismo ocurre sobre sulfuros
metalicos insolubles en acido como lo son la pirita (FeS;) y la molibdenita (MoS;). El mecanismo
de los polisulfuros implica la solubilizacién del metal gracias al ataque combinado de iones férricos
y protones, siendo el intermediario principal el azufre elemental que luego puede ser oxidado 2
sulfato por microorganismos oxidadores de azufre como 4. thiooxidans y Acidithiobacillus caldus.
El ion ferroso generado puede ser reoxidado a ion férrico por microorganismos como A.
ferrooxidans o bacterias de los géneros Leptospirillum o Sulfobacillus. Este proceso se asocia a la
oxidacién de sulfuros metalicos solubles en 4cido como la esfalerita (ZnS), calcosina (Cw,S) o
galena (PbS). Otro papel asociado a los microorganismos es proporcionar el 4cido sulfiirico de
modo que los protones faciliten la oxidacién-del hierro(IT) y lo mantengan en forma férrica a fin de

que éste realice el ataque oxidativo en contra del mineral (Schippers y col, 1999; Crundwell, 2003).

Thiosulfate Polysuliide
mechanism mechanism
(‘nu
Fe™
1
4
]
1
T
 {TLTY)
‘
[3
¥
so)+ W 50>

Figura 2. Mecanismos de solubilizacién de los sulfuros metélicos. Atf: 4. ferrooxidans, Lf: L. ferrooxidans,
Att: A, thiooxidans (Schippers y col, 1999).

En el mecanismo directo, la bacteria deberfa atacar el mineral enzimaticamente producto de

una estrecha interaccién y de la adhesién del microorganismo al sustrato sélido, de modo que la
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adhesién es un paso previo al proceso de oxidacién (Brierley, 1978). Se ha visto que A4
ferrooxidans se adhiere a la superficie de varios sustratos sélidos como azufre (Espejo y col, 1987;
Ceskova y col, 2002) y sulfuros metélicos (Devasia y col, 1993; Myerson y col, 1983).

La transferencia de electrones de las reacciones involucradas en la oxidacion del hierro(II)
comprende varios intermediarios periplasméticos (citocromo tipo-c, rusticianina, citocromo css2)
siendo el aceptor terminal de los electrones una citocromo oxidasa anclada a la membrana
citoplasmatica (Yarzdbal y col, 2002).

Se ha descrito que la adhesién bacteriana a sustratos solidos estd mediada por interacciones
hidrofébicas (Devasia y col, 1993; Solari y col, 1992) e hidrofilicas (Ohmura y col, 1993). Asi
mismo, los componentes de la envoltura celular de las bacterias Gram-negativas tales como los
LPS y proteinas de membrana externa juegan un papel importante en la adhesién. El perfil de
protefnas en la superficie celular en 4. ferrooxidans esta determinado principalmente por la
diferencia de los sustratos de medio de cultivo y por otros factores (temperatura, pH, osmolaridad,
etc) (Amaro y col, 1993; Arredondo y col, 1994). El cambio de las proteinas superficiales puede ser
regulado por un mecanismo elaborado para adaptarse a la utilizacion del sustrato, sin estar éste bien
identificado (Arredondo y col, 1988; Amaro y col, 1992; Ohmura y col, 1996). Tettelin y col del
Institute for Genomic Research (TIGR) obtuvieron en 2002 la secuencia completa del genoma de la
cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans mencionando en ese entonces que el andlisis de las proteinas
secretadas y de superficie es de gran importancia para entender los mecanismos que permiten a la
bacteria obtener la energia desde los minerales y sobrevivir en su ambiente.

Se sabe que las proteinas extracelulares de bacterias cumplen funciones trascendentales,
como son la provision de nutrientes, adhesién a sustratos, comunmicacién célula-c€lula,
destoxificacidn, virulencia, etc. (Antelmann y col, 2001). El secretoma por definicion comprende a
las proteinas secretadas y su maquinaria de secrecion (Tjalsma y col, 2000), siendo las proteinas

secretadas aquellas que son exportadas desde el citoplasma al medio extracelular. Diversos
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resultados sustentaron la idea de que la informacion para el destino subcelular de las proteinas
estaba provisto por su composicion de aminoacidos (Nakashima y col, 1994; Schneider, 1999).

Las proteinas una vez sintetizadas pueden ser destinadas a varios compartimentos
subcelulares dependiendo de la presencia o no del péptido sefial en el extremo N-terminal y de
sefiales de retencion especificas. La mayoria de las proteinas bacterianas destinadas a abandonar el
citoplasma se exportan a través del sistema SEC (Secretory), cuyos componentes se encuentran
altamente conservados (Tjalsma y col, 2000). Muchas de estas preproteinas exportadas se sintetizan
como precursores con su péptido sefial en el extremo N-terminal, los cuales son reconocidos por
factores solubles especificos para su transporte y translocacion a través de la membrana. Luego de
esta translocacidn, el péptido sefial es removido, lo cual resulta en la liberacién de la proteina desde
la membrana, adquiriendo inmediatamente después de esto su conformacion correcta (Antelmann y
col, 2001). Se han reportado otros mecanismos para la exportaciéon de algunas proteinas tales
como: scfiales de secrecion del sistema TAT (Twin Arginine Translocation) que transporta
proteinas ya plegadas (Berks y col, 2005), sefiales de lipoproteinas y transportadores ABC (ATP
Binding Cassette), (Fekkes y col, 1999). Recientemente se identificé un nuevo sistema para la
exportacién de proteinas desde el citoplasma y se denominé Sistema de Secrecion tipo No Clésico
(Bendtsen y col, 2005).

Con la informacién conocida y disponible se han elaborado muchos predictores
automatizados de localizacion subcelular basados principalmente en la secuencia de aminoacidos
(neural network, support vector machines (SVM), ProtLock predictor, etc) (Claros y col, 1997,
Gardy y col, 2003). La mayoria de estos predictores se basan en la identificacion de secuencias
objetivo en las proteinas exportadas, por e¢jemplo: la prediccién de péptido seiial en la posicion N-
terminal y los correspondientes sitios de clivaje sefial-peptidasa en las proteinas precursoras (von
Heine y col, 1986; Nielsen y col, 1997; Schneider y col, 1998).

En Bacillus subtilis, una bacteria Gram-positiva que se considera uno de los organismos
12




modelos para el estudio del secretoma, cerca del 50 % del proteoma extracelular es secretado
mediante los sistemas SEC y TAT (Antelmann y col, 2001). Se demostrd que en esta bacteria
existian al menos 4 mecanismos diferentes para la exportacién de proteinas e identificaron 90
proteinas extracelulares, de las cuales s6lo el 53 % fue predicho a poseer péptido sefial. El 47 %
restante consistié en proteinas que tenian péptido seifial lipoproteicos y potenciales segmentos de
transmembrana, pudiendo estas proteinas ser liberadas hacia el medio extracelular por fuga o
simple liberacion de la membrana, recambio de proteinas de membrana, lisis celular, por la
macuinaria de exportacién del flagelo, sistema de holinas o bien otros sistemas de exportacidén aun
no conocidos. Dentro de las funciones encontradas en este secretoma destacan las proteinas
asociadas al metabolismo de los carbohidratos, proteinas, 4cidos nucleicos y lipidos; transporte y
unién de proteinas y lipoproteinas, motilidad y destoxificacion, entre otras.

Watt y col. en 2005 afirman que existen dos grupos de proteinas secretadas, luego de
analizar el proteoma extracelular de la bacteria fitopatogénica Gram-negativa Xanthomonas
campestris pv. campestris B100: i) las proteinas activamente secretadas que comprenden enzimas
extracelulares y proteinas que unen nutrientes y apéndices celulares, siendo su secrecion y sintesis
regulada por la densidad celular o el sustrato y, ii} proteinas que cumplen su funcidn en el
citoplasma y que no son activamente secretadas pero que son liberadas al espacio extracelular por
lisis o bien otro mecanismo desconocido. Junto con esto proponen que la presencia de proteinas de
membrana externa en el espacio extracelular puede deberse a que algunas proteinas no se insertan
bien en la membrana o que existe una digestidn parcial de proteasas. Algunas funciones
encontradas en este proteoma exiracelular son: adquisicion de elementos ftraza, enzimas
degradativas, enzimas metabdlicas, chaperonas y proteinas de membrana externa.

La aproximacién proteémica del estudio del secretoma incluye disponer de un rapido y
simple procedimiento de obtencién de las proteinas desde el espacio extracelular, un método

sensible de separacion de las proteinas donde la electroforesis bidimensional es la herramienta mas
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poderosa actualmente y finalmente un mecanismo de identificacion a gran escala (high-throughput)
en ¢l cual el MALDI-TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Jonization Time of Flight Mass
Spectrometry) es la linea tecnol6gica mds usada (Gevaert y col, 2000; Bouchal y col, 2006;
Valenzuela y col, 2006).

Existen muchos procedimientos para la precipitacion y concentracion de proteinas desde la
solucién que las contiene entre los cuales destacan: aumento de la fuerza idnica, efecto de solventes
organicos, efecto del pH, particidén en fases, formacién de agregados, etc. La solubilidad de las
proteinas es consecuencia de las interacciones polares con el solvente acuoso, interacciones idnicas
con sales y de las fuerzas electrostaticas repulsivas entre moléculas cargadas (Polson y col, 2003).

La adicién de sulfato de amonio a soluciones de proteinas disminuye la solubilidad de las
proteinas en solucién (fenémeno conocido como salting-out) y es el resultado de la competencia
por las moléculas de solvatacién entre los iones de sal adicionados y los otros solutos disueltos. A
altas concentraciones de sal, muchos de los iones adicionados se encuentran rodeados por
moléculas de agua por lo que el solvente remanente es insuficiente para disolver otros solutos,
resultando en la precipitacién de las proteinas. Estos iones, que disminuyen la solubilidad de las
proteinas, estabilizan su estructura nativa por lo que las proteinas precipitadas no se desnaturan
(Bohinsky, 1978).

Los solventes orgénicos miscibles en agua como la acetona y el etanol son buenos agentes
para la precipitacién de proteinas porque sus bajas constantes dieléctricas disminuyen ¢l poder de
solvatacién de las soluciones acuosas por las proteinas. Los procedimientos se llevan a cabo cerca
de los 0 ° C porque a mayores temperaturas los solventes orginicos tienden a despaturar las
proteinas (Bohinsky, 1978).

La solubilidad de las proteinas en funcién del pH se espera que sea minima en un valor de
pH coincidente con el punto isoeléctrico de la proteina. Sobre éste, las proteinas tienen una carga

neta negativa mientras que bajo su punto isoeléctrico tienen una carga neta positiva. Los iones H'y
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OH" ademas de afectar la envoltura acuosa también afectan la carga eléctrica de los grupos 4cidos y
basicos de las cadenas laterales de los aminoacidos. Esta alteracién de la carga superficial de las
proteinas elimina las interacciones electrostaticas que estabilizan la estructura terciaria, provocando
la precipitacién de las proteinas. En la precipitacién en condiciones cidas, el icido forma sales
insolubles con los grupos cargados positivamente de las proteinas a pHs menores del punto
isoeléctrico de ellas. Un ejemplo de esto se da en la precipitacion usando acido tricloroacético, el
cual es un 4cido fuerte y cuya forma predominante en solucién es el anion tricloroacetato. La
interaccién entre este anién y los péptidos inducirian el aumento de la hidrofobicidad de las
proteinas que llevaria a su agregacién, junto con un cambio brusco del pH. Ambos hechos generan
un precipitado que consiste en agregados de proteinas desnaturadas (Yvon y col, 1989; Polson y
col, 2003).

La particién en tres fases usa un solvente orgénico C4 o Cs (preferentemente #-butanocl) y
sulfato de amonio para precipitar proteinas desde soluciones acuosas. El sulfato a altas
concentraciones se comporta como un buen cosmotropo puesto que es un promotor aniénico del
orden y estructura del agna. La precipitacién ocurre por la combinacién de los siguientes factores:
salting-out, cosmotropia, aumento de la tensién superficial, deshidratacién, exclusion y
compactacién. Al afiadir suficiente sal, la mezcla se separa en dos fases, quedando en la parte
superior la fase orgénica y en la inferior la fase acuosa. Las proteinas separadas mediante esta
técnica se sitlian en una tercera fase intermedia (Dennison y col, 1997).

Otro sistema empleado en la precipitacion de proteinas corresponde al PRMM (Pyrogallol
Red-Molybdate-Methanol), una mezcla que contiene rojo de pirogalol, molibdato, oxalato y
metanol. En condiciones acidas y ante la presencia de molibdato, se forma un complejo coloreado
entre el rojo de pirogalol y las proteinas. Al centrifugar la mezcla se genera un precipitado de este
complejo proteina-colorante, lo cual se ve favorecido por la presencia de metanol que reduce la

constante dieléctrica del agua aumentando la eficiencia del proceso (Caldwell y col, 2003).
15




2. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

Sabiendo que en otras bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas se encuentra
ampliamente documentado el proteoma extracelular con sus diversas funcionalidades y que se
dispone de miltiples procedimientos para obtener y concentrar las proteinas desde el espacio
extracelular, nos propusimos realizar el primer paso en la aproximacién protedmica del estudio del
secretoma en un acidofilo como es 4. ferrooxidans, que corresponde al desarrollo y validacion de
una metodologia répida y sencilla de obtencién de las proteinas extracelulares.

Se emplearon tres técnicas de precipitacion de proteinas basadas en diferentes principios: i)
precipitacion en condiciones 4cidas usando TCA, que si bien es el procedimiento cominmente
usado para este tipo de analisis, no creemos que dé un buen rendimiento, pero fue incluido como
control y porque que es la metodologia empleada en el estudio del secretoma de otras bacterias; i)
precipitacion usando el sistema PRMM, el cual es un método ya estandarizado de recuperacion de
proteinas desde soluciones diluidas; y iii) precipitacion mediante TPP, el cual requiere la

optimizacién de varios parametros.

2.1 HipOTESIS
Es posible recuperar las proteinas extracelulares del acidofilo 4. ferrooxidans ATCC 23270

desde el sobrenadante de cultivo con metodologias ya establecidas para ofras bacterias.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Adaptar y optimizar un procedimiento para la obtencion de las proteinas extracelulares de

A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre elemental.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. CEPASY CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizé la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans, la cual se crecié aerdbicamente a 30 ° C
con agitacién en el medio 9K modificado segin el sustrato a oxidar. Para el crecimiento en azufre
clemental, el medio contenia 0,4 g/L de MgSO4 x 7 Hy0, 0,1 g/ de (NH4)280;, 0,04 g/l de
KH,PO; x 3 H,0 v 50 g/L de perlas de azufre esterilizadas previamente, ajustando luego el pH a 2,5

con 4cido sulfiirico concentrado (Amaro y col, 1991).

3.2 MONITOREO DEL CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento de A. ferrooxidans en las perlas de azufre se sigui¢ mediante ¢l conteo celular
del sobrenadante de cultivo en una cémara de Petroff-Hausser mediante la visualizacién con el
microscopio 6ptico OLYMPUS BX50. La concentracién de células se obtuvo dividiendo el promedio
de células contadas en cada celda por el volumen que contiene una celda, que corresponde a 5 x 10®
mL. Se realizd una curva de crecimiento de 4. ferrooxidans en las perlas de azufre para establecer la
fase del crecimiento en la que se extrajeron las proteinas presentes en el sobrenadante de cultivo. No

se determinaron las células adheridas a las perlas de azuffe.

33 OBTENCION DE PROTEINAS EXTRACELULAi%ES

Las protefnas a estudiar se obtienen desde el sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans, para
Io cual éste se crecié hasta la fase exponencial tardia. Este sobrenadante de cultivo se cenirifugé a
7000 rpm durante 15 min a 4 ° C, luego de lo cual se filird a través de una membrana GV Durapore
PDVF (Millipore) con un tamafio de poro de 0,22 pum para descartar el resto de las células no
separadas durante la centrifugacion.

Se analizaron distintos protocolos de obtencién de las proteinas extracelulares para lograr
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obtener el método que otorga un rendimiento de exiraccién més alto.

En el primer caso, las proteinas extracelulares se obtuvieron mediante precipitacién en
condiciones 4cidas usando TCA (Sambrook ¥ col, 1989). Se agregé TCA fiio 100 % al sobrenadante
de cultivo para quedar a una concentracién final de TCA de 10 %. Se conservé toda lanochea4®Cy
luego se centrifugd a 12000 rpm durante 1 h a 4 © C. El precipitado obtenido se lavé dos veces con
etanol al 100 % y luego dos veces con etanol al 70 %, y el etanol remanente en el precipitade de
proteinas se elimind por evaporacién a temperatura ambiente. Para solubilizar el precipitado, €ste se
resuspendié en un volumen de amortiguador de isoelectroenfoque (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS 4
%) para luego cuantificar las protefnas disueltas mediante €l ensayo de Bradford usando albimina de
suero de bovino como estandar. Este amortiguador de isoelectroenfoque no contenia anfolitos puesto
que éstos interfieren en esta cuantificacién y se agregaron posteriormente. Las concentraciones finales
de urea, tiourea y CHAPS en la mezcla de reacci6n para el ensayo de Bradford no interfieren en la
cuantificacion de las protefnas.

Un segundo protocolo empleado fue el sistema PRMM, cuya solucién contenia 0,05 mM rojo
de pirogalol, 0,16 mM molibdato de sodio, 1,0 mM oxalato de sodio, 50,0 mM 4cido succinico y 20 %
(v/v) de metanol ajustado a pH 2 con HCI concentrado (Caldwell y col, 2003). Un volumen de esta
solucién se agregd a un volumen de sobrenadante, luego se ajusté a pH 2,8 con NaOH 5 N. La mezcla
se dej6 a temperatura ambiente durante dos horas y luego a 4 ° C durante toda la noche para luego
centrifugar a 12000 rpm durante 1 h a 4 ° C. El precipitado obtenido se lavé dos veces con etanol al
100 % v luego dos veces con etanol al 70 %, y el etanol fue removido del pellet final de proteinas por
evaporacién a temperatura ambiente. El precipitado se solubilizo en amortiguador de
isoelectroenfoque (urea 8 M, tiourea 2 M, CHAPS 4 %). La cuantificacion de las proteinas que unen
el rojo de pirogalol se realizé espectrofotométricamente a 540 nm, para lo cual se elabor6 previamente

una curva de calibracién con concentraciones conocidas de albiimina de suero de bovino precipitadas
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mediante el sistema PRMM.

Un tercer método empleado para concentrar proteinas desde el sobrenadante de cultivo de 4.
ferrooxidans correspondié a la particion en tres fases (TPP). El volumen de sobrenadante se saturd al
75 % agregando sulfato de amonio, a temperatura ambiente. Esta solucion se dejé agitando durante 30
min para luego agregar 2/5 del volumen inicial de 2- o n-butanol (Dennison y col, 1997). La mezcla se
agit6 durante 2 min y se dejé reposar durante 1 h a temperatura ambiente. Luego se recuper6 la fase
intermedia generada por este procedimiento y se centrifugd a 2000 rpm durante 10 min para separar la
fase acuosa y la fase organica. El precipitado obtenido se secd a temperatura ambiente para luego ser
solubilizado en un volumen de amortiguador Tris 40 mM pH 8,5. Se efectud pequefios lapsos de
sonicacion para favorecer la resuspension de las proteinas precipitadas en el amortiguador, para luego
agregar PMSF 100 pg/ul. y RNasa 50 pg/mL. Posteriormente se cuantificé las proteinas mediante el

ensayo de Bradford usando alblimina de suero de bovino como esténdar.

3.4 OBTENCION DE PROTEINAS CELULARES TOTALES

Las células obtenidas luego de centrifugar el sobrenadante de cultivo se lavaron 4 veces con
agua Acida (pH 2,5 con H,SO4). Para obtener un extracto total de protefnas, las células se
resuspendieron en 15 uL de amortiguador de sonicacién por miligramo de célula, €l cual contenia 10
mM Tris-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl; y 50 pg/ml de RNasa pancredtica. Se agregd céctel de inhibidor
de proteasas (SIGMA®) en proporcion de 1 pL de cdctel por cada 4 miligramos de peso hiimedo de
células y luego éstas se sonicaron con el Homogenizador MISONIX XL-2010 en lapsos de 20 s,
dejando las células 40 s en hielo entre cada lapso de sonicacién. La concentracién de proteinas se
obtuvo mediante el ensayo de Bradford usando albiimina de suero de bovino como estandar.

Posteriormente se trat la muestra con DNasa 50 pg/ml concentracion final, por 10 min en hielo.
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3.5 ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE FLECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA
3.5.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes

Las muestras para la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes se
trataron con amortiguador de muestra (Laemmli, 1970) que contenia: Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8,
SDS al 2 %, glicerol al 10 %, B-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofenol al 0,06 %. Se calent6
la mezcla a 100 ° C durante 5 min, luego se centrifugé a 10000 rpm por 5 min para quedarse con
las proteinas solubilizadas en este amortiguador.

Las muestras para electroforesis bidimensional sin alcanzar el equilibrio (2D-NEPHGE) se
trataron con un amortiguador de rehidratacién que contenia urea 9,5 M, nonidet P-40 al 2 %,
anfolitos al 2 % (pH 3-10y 5-7, BioRad®™) y B-mercaptoetanol al 5 % (O’Farrel, 1975).

Se prepararon geles para la electroforesis de acuerdo a lo descrito por Laemmli. Se usaron
geles con un gel concentrador al 3 % y un separador al 12,5 % en poliacrilamida en presencia de SDS
al 0,1 %. La electroforesis se corri6 a 50 V hasta que la muestra ingresa completamente al gel
concentrador para luego someterla a 150 V hasta que el azul de bromofenol alcanzara el extremo
inferior del gel. Para estimar el peso molecular de las proteinas a analizar, se utilizé el marcador de

peso molecular BenchMark™ (Invitrogen).

3.5.2 Electroforesis bidimensional de proteinas

La electroforesis bidimensional se llevd a cabo segiin lo descrito por O’Farrel en 1975 y
O’Farrel y col en 1977. La primera dimension consistié en una electroforesis en gradiente de pH de 3
a 10, sin alcanzar el equilibrio (NEPHGE). La solucidn del gel contenia Urea 9,2 M, Nonidet P-40 al 2
%, acrilamida al 3,8 %, bisacrilamida al 0,2 %, anfolitos al 2 % (del rango de pH 3 a 10 BioRad®),

persulfato de amonio al 0,02 % y N,N,N’,N"-tetrametilendiamina al 0,014 %. La muestra s¢ aplicé en
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la parte superior del gel y se cubrié con una solucién de urea 9 M y anfolitos al 1 % (0,8 % anfolitos
pH 5-7,0,2 % anfolitos pH 3-10, BioRad®). La clectroforesis se realizé de modo que la parte superior
de la cdmara (dnodo) contuviese la solucién de H3PO4 10 mM y la inferior (cdtodo) tuviera la solucién
de NaOH 20 mM. Los geles con las muestras de interés se sometieron al isoelectroenfoque durante 5 h
a 400 V, luego de lo cual los geles se equilibraron y lavaron en una solucion que contenia glicerol al
10 %, P-mercaptoetanol al 5 %, SDS al 2,3 % y Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 durante 90 min,
cambiando la solucién cada 30 min, Luego se lavd dos veces con agua bidestilada durante 10 min,
para luego enjuagar el gel en amortignador de corrida de Laemmli. La segunda dimensién se llevé a
cabo segitin lo descrito anteriormente en el punto 3.5.2 a excepcion de que el voltaje usado fue de S0V
durante toda la electroforesis. Sobre el gel concentrador se coloco el gel de la primera dimensién y se

cubrid con solucién de agarosa al 1 % con azul de bromofenol al 0,01 %.

3.5.3 Tincion de los geles de poliacrilamida

Tanto los geles monodimensionales como los bidimensionales se tifieron con azul de
Coomassie coloidal G-250 o mediante nitrato de plata.

Para el caso de la tincién con azul de Coomassie coloidal G-250, los geles se fijaron durante
una hora en una solucién que contenia etanol al 50 % y H3PO, al 2 %, luego de lo cual se tifieron toda
la noche con una solucidén que contenfa metanol al 34 %, Coomassie G-250 1 g/L, H;PO4 al 2 % y
(NH4),S0;4 al 15 %. Una vez que los geles se tifieron completamente, éstos se destifieron con lavados
suc\esivos de agua bidestilada (Neuhoff y col, 1988).

La tincién con nifrato de plata se efectué segin lo descrito por Rabilloud y col (1988) y

Shevshenko y col (1996). La siguiente tabla muestra las soluciones empleadas en cada etapa:
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solucion tiempo
1 Fijacién
10 % 4Acido acético + 30 % etanol toda la noche
2 Lavado
30 % etanol 20 min [3 veces]
3 Lavado con agua
H,0 bidestilada 15 min [2 veces]
4 Sensibilizadoy
ditionito de sodio 0,025 % 1 min
5 Lavado con agua
H,0 bidestilada 1 min [2 veces]
6 Tincidn
0,2 % AgNO; + 1 mM 30 min
formaldehido
7 Lavado con agua
H,0 bidestilada 1 min
8 Revelado
6 % NaCQ; + 6 mM formaldehido+
20 pM Na,8,0, 2a3 min
9 Detencion
3,5 % acido acético 20 min

10 Lavado con agua
H,0 bidestilada 30 min [4 veces]
11 Guardar

20 % etanol [4 ° C]
Tabla 1. Composicion y orden de las soluciones empleadas para la tincién con nitrato de plata y los tiempos
que los geles se someten 2 estas soluciones.

3.6 DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS

Se realizé de acuerdo al método de Bradford (1976) usando el Coomassie Plus Protein Assay
Reagent Kit (Pierce®).

Para poder medir la cantidad de proteina precipitada mediante el sistema PRMM, inicialmente
hubo que determinar la longitud de onda en la cual existia un maximo de absorbancia de 1a muestra de
proteinas precipitadas con el sistema PRMM. Para esto se hizo un barrido de absorbancia entre 200
nm y 700 nm de la solucién PRMM y luego otro barrido de absorbancia entre las mismas longitudes
de onda de una muestra que contenia albiimina de suero de bovino (BSA) precipitada mediante el
sistema PRMM. Una vez determinada la longitud de onda en la cual medir, se elaboré una curva de
calibracion con concentraciones conocidas de BSA precipitadas mediante el sistema PRMM.

Sin embargo, puesto que ningin método de precipitacion de proteinas otorga un 100 % de
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eficiencia, fue necesario corregir los valores de concentracion de esta curva de calibracion. Para esto a
partir de la foto de un gel en condiciones desnaturantes que contenia cada punto de la curva de
calibracién de BSA precipitada mediante el sistema PRMM se midié la intensidad de los pixeles de
cada banda. Se elaboré otra curva de calibracion con concentraciones conocidas de BSA sin ningtin
tratamiento previo de precipitacién versus la intensidad de pixeles de las bandas presentes en la foto de
un gel en condiciones desnaturantes que contenia cada uno de los puntos de esta curva.

Las imagenes de cada gel fueron analizadas mediante el programa Quantity One, version 4.21

(Bio-Rad®).
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4. RESULTADOS

4.1 Monitoreo del crecimiento celular.

Las proteinas a estudiar se obtuvieron desde el sobrenadante de cultivo de la cepa ATCC
23270 de A. ferrooxidans crecido en azufre, para lo cual fue necesario elaborar previamente una
curva de crecimiento del microorganismo sobre este sustrato midiendo la densidad poblacional en
el sobrenadante (Fig. 3). Esto se us6 como referencia para establecer en que etapa procesar los

sobrenadantes de cultivo.
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Figura 3. Curva de crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 23270 en azufre elemental. La flecha indica el
tiempo escogido para obtener y procesar los sobrenadantes de cultivo. La curva se realiz6 solamente con el
conteo de las bacterias planctonicas.

Considerando que en fases tempranas de crecimiento la cantidad de proteinas presente en el
sobrenadante de cultivo es muy baja, y que en fase estacionaria existe una mayor tasa de lisis
celular, se emplearon cultivos de A. ferrooxidans en la fase de crecimiento sefialada en la figura 3

para todos los estudios posteriores.
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4.2 Influencia del pH y del porcentaje de saturacion con (NH;);SO4 en el método TPP,

Es conocido que la obtencién de proteinas usando el método TPP es dependiente del
porcentaje de saturacidn con (NH;),SO4, sin embargo no se sabe como las variaciones de pH
afectan el rendimiento durante este procedimiento. Solamente existe un reporte en donde la
variacién del pH lleva a la obtencion de cantidades y perfiles diferentes de proteinas (Paule y col,
2004).

De esta manera, para optimizar el protocolo de obtencién de proteinas desde el
sobrenadante de cultivo usando TPP se variaron estos dos paridmetros para encontrar aquella
combinacién que otorgara un rendimiento mds alto de extraccién de proteinas. Se utilizd 25 %, 50
% y 75 % de saturacién con sulfato de amonio (agregando 144, 313 y 516 g/L de la sal
respectivamente) y se ajusté el pH a valores de 2,5, 4,5 y 7,5 agregando NaOH 5 N. Con esto se
obtuvieron 9 posibles combinaciones (Fig. 4) con las cuales se procedié a precipitar las proteinas de
acuerdo a lo descrito anteriormente, para lo cual el sobrenadante de cultivo se dividié en 9 voliimenes

de 70 mL.

. Todas las muestras se trataron de la misma manera una vez recuperadas desde la fase
intermedia generada entre la solucién acuosa y la solucién orginica. Las muestras una vez secas a
temperatura ambiente se resuspendieron en 50 pL de amortiguador de isoelectroenfoque y
posteriormente se cuantificé la concentracion de proteinas de cada muestra mediante el ensayo de
Bradford. Luego se comparé el patrén de migracién a través de electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes.

Los resultados de la figura 4 confirman que la recuperacién de protefnas desde el
sobrenadante es fuertemente dependiente de la cantidad de sulfato de amonio agregado. Se observé

un aumento significativo en el rendimiento de la obtencién de proteinas al aumentar de 25 % a 50
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9% la saturacion del sobrenadante de cultivo con la sal. Sin embargo, pese a que se observé un
aumento leve en el rendimiento de obtencién de las proteinas al aumentar la saturacién desde 50 %
a 75 %, este aumento no fue significativo. Con respecto al pH, podemos decir que no se observaron
cambios significativos en el rendimiento de la obtencién de proteinas desde el sobrenadante de

cultivo al variar este parametro.

pH % saturacion | proteina desv est
solucién (NH4)2804 (pg) (+9)
2 25 13,6 32
2 50 19,7 19
2 75 216 34
45 25 16,2 37
45 50 215 3.1
45 75 222 53
75 25 14,0 09
75 50 20,5 1.3
7,5 75 22,8 4,6

Figura 4. Influencia del porcentaje de saturacién con sulfato de amonio y del pH sobre el rendimiento de
recuperacion de proteinas desde el sobrenadante de cultivo de 4. ferrooxidans usando la técnica TPP. Los
datos corresponden al promedio de la cantidad de proteina recuperada desde 70 mL de sobrenadante de
cultivo de 3 replicas biologicas.

Posteriormente analizamos el perfil de migraciéon de las proteinas de cada una de estas
muestras en un gel SDS-PAGE, el cual se tifio con nitrato de plata (Fig. 5). Se decidi6 emplear esta
técnica de tincién de geles debido a la baja cantidad de proteina disponible. En cada carril del gel

SDS-PAGE se cargd la misma cantidad de proteina para analizar variaciones en el perfil de

proteinas de cada muestra.
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Figura 5. Perfil de migracién de proteinas extracelulares de A. ferrooxidans. Las proteinas se obtuvieron
desde el sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans usando la técnica TPP a los porcentajes de saturacion
con sulfato de amonio y valores de pH indicados. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se
tifieron con nitrato de plata. En cada carril se aplico 1,5 ug de proteinas. Las flechas rojas indican las
proteinas que aumentan su intensidad al aumentar el porcentaje de saturacién, mientras que las flechas
azules muestran las proteinas que aumentan su intensidad al subir el pH.

Observamos que algunas proteinas aumentaron su intensidad en la medida que
incrementamos el porcentaje de saturacion con sulfato de amonio. Las mayores diferencias se
observaron al aumentar de 25 % a 50 % de saturacién. En algunos casos existio enriquecimiento de
proteinas al usar 75 % de saturacion con respecto al 50 %. No se observaron cambios en el perfil de
proteinas al variar el pH, a excepcion de un grupo situado entre los 30 y 40 KDa (Fig. 5).

Con los resultados obtenidos se considerd que la mejor combinacion de parametros en el
protocolo TPP para recuperar las proteinas desde el sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans
crecido en azufre elemental corresponde a 75 % de saturacion con sulfato de amonio y pH 7.5,
puesto que fue en este caso cuando se obtuvo la mayor cantidad de proteinas, sumado al hecho de
que un grupo de proteinas ven aumentada su intensidad con respecto a los otros valores de pH

estudiados.
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4.3 Influencia del isomero primario (n-) o secundario (2-) del butanol usado en el
procedimiento TPP.

Originalmente el procedimiento descrito para TPP incluye el uso del isomero terciario del
butanol (#-butanol). Por otro lado, Paule y col. demostraron en su estudio de las proteinas
secretadas de Corynebacterium pseudotuberculosis que el uso del isomero terciario (f-) o primario
(n-) del butanol no genera diferencias en la cantidad ni perfil de las proteinas obtenidas mediante
TPP. Debido a que no se pudo contar con el reactivo -butanol, analizamos si 10s otros isomeros del
butanol (#- y 2-) tenian influencia sobre la cantidad y perfil de proteinas obtenidas con el método
TPP, para lo cual, a partir de un mismo sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans crecido en
azufre elemental separado en dos volimenes iguales, se efectud el procedimiento antes descrito de

particion en tres fases usando n-butanol o 2-butanol como solvente organico (Tabla 2).

solvente | pg | desv est (+/-)
n-butanol 30,6 0,1
2-butanol 33,2 0,6

Tabla 2. Cantidad de proteina (ug) obtenida a partir de 100 mL de sobrenadante de cultivo de A.
ferrooxidans crecido en azufre elemental, usando n-butanol o 2-butanol en el procedimiento TPP.

PM n-butanol 2-butanol

Figura 6. SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata de las proteinas extracelulares de A. ferrooxidans
obtenidas mediante TPP usando n-butanol (n-) o 2-butanol (2-).
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La cantidad de proteina recuperada con cada variante organica fue muy similar y el perfil de
estas proteinas en un SDS-PAGE fue practicamente idéntico para ambos solventes. De esta manera
se pudo afirmar que el uso de n-butanol o 2-butanol en TPP no generd diferencia alguna en nuestro
procedimiento. Luego de esta etapa se decidid seguir utilizando para los experimentos siguientes el
butanol primario (x#-butanol) puesto que este era el isomero que se encontraba disponible en

nuestro laboratorio.

4.4 Elaboracion de un método de cuantificacion de las proteinas precipitadas mediante el
sistema PRIVIM.

Una vez precipitadas las proteinas mediante el sistema PRMM, lo siguiente fue
resolubilizarlas en el amortiguador adecuado y medir su concentracién. Dado que las proteinas
obtenidas con este método forman una solucién coloreada, no fue posible emplear el ensayo
tradicional de Bradford para medir la concentracién de proteinas, Debido a esto entonces se
aprovechd uno de los principios de este procedimiento que consiste en que el colorante rojo de
pirogalol en condiciones Acidas y en presencia de molibdato forma un complejo coloreado con las
proteinas facilitando su precipitacién. Luego este precipitado fue resolubilizado en amortiguador de
isoelectroenfoque sin anfolitos y esta mezcla coloreada pudo ser medida espectrofotométricamente.

A continuacion se determind la longitud de onda en la cual existe un maximo de absorcion
del complejo proteina-colorante. Para esto se efectud un barrido de absorbancia entre 300 nm y 700
nm (en intervalos de 1 nm) de la solucién PRMM y luego otro barrido entre las mismas longitudes
de onda de una muestra que contenia albiimina de suero bovino precipitada mediante el sistema

PRMM y solubilizada en amortignador de isoelectroenfoque sin anfolitos.
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(a) Barrido de Absorbancia: PRMM (b) Barrido de Absorbancia: BSA + PRMM
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Figura 7. Barrido de Absorbancia de la solucion PRMM (a) y de una solucién que contiene 32,7 ug de BSA
precipitada mediante el sistema PRMM (b).

El maximo de absorbancia de la solucion PRMM apareci6 a los 474 nm, mientras que al
estar formando un complejo con proteinas este maximo se desplazo a 540 nm (Fig. 7).

A continuacién, una vez conocida la longitud de onda de maxima absorbancia se elaboro
una curva de calibracion con cantidades conocidas de BSA precipitadas mediante el sistema
PRMM. En esta etapa surgié un inconveniente de gran consideracion puesto que ningin método de
precipitacién tiene eficiencia del 100 % y el sistema PRMM no fue una excepeion. Es por esto que
en la curva de calibracion fue necesario corregir los valores de la cantidad de proteina precipitada
con PRMM (BSA-PRMM) para poder asociarlos adecuadamente con las absorbancias medidas.

Para esta correccion se corrieron dos geles SDS-PAGE, el primero con cantidades
crecientes conocidas de BSA (0,5 -16 ug) que sirvié de estandar, y el segundo cargado con 8 pL de
cada una de las muestras de BSA precipitadas con el sistema PRMM, solubilizadas previamente en
100 uL de amortiguador de isoelectroenfoque sin anfolitos, empleadas para elaborar la curva de
calibracion. Ambos geles se tifieron con azul de Coomassie coloidal G-250 (datos no mostrados).
Se empled el programa Quantity One (Bio-Rad) para medir la intensidad de los pixeles de las
bandas presentes en cada uno de los carriles de ambos geles. Con los valores de intensidad de

pixeles de cada una de las bandas del gel que contenia cantidades conocidas de BSA se elabor6 una
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curva que asocia intensidad de pixeles con cantidad de proteinas (Fig. 8).

Intensidad de pixeles
&

y=37242x+ 3,4928 '
R?=09728

|
0 3 6 9 12 15
| Hg BSA }

Figura 8. Grafico que relaciona cantidades conocidas de BSA (ug) con su intensidad de pixeles en un gel
SDS-PAGE.

Usando la ecuacion generada a partir del grafico de la figura 8, fue posible interpolar los
valores medidos de intensidad de pixeles de cada banda del segundo gel (columna (b), Tabla 3),
que contenia las muestras de BSA precipitadas con el sistema PRMM solubilizadas en
amortiguador de isoelectroenfoque usadas para construir la curva de calibracion y asociar una

cantidad de proteinas a esos valores.

(@) (b) ©) d
carril Intensidad BSA-PRMM BSA-PRMM

gel de pixeles (ng) sin corregir (pg)

1 3,501 0,00 0,0

2 5,146 0,44 0,8

3 9,232 1,54 1,6

4 13,623 2,72 32

5 15,700 3,28 48

6 25,924 6,02 8,0

7 33,618 8,09 12,0

8 38,736 9,46 16,0

Tabla 3. Valores de intensidad de pixeles de cada carril del gel SDS-PAGE que contenia 8 pL (de los 100
uL totales) de las muestras de BSA precipitadas mediante el sistema PRMM (columna b), a partir de los
cuales y usando la ecuacién generada en el grafico de la figura 8 se obtuvo un valor estimado de la cantidad
de proteina (ug) adicionada en cada carril del gel (columna c). La columna de BSA-PRMM smn corregir (d)
corresponde a los pg adicionados en cada carril del gel SDS-PAGE si la eficiencia de precipitacion fuera
100 %.
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Disponiendo entonces de valores mas exactos de la cantidad de BSA precipitada mediante
el sistema PRMM que fue cargada en cada carril del gel SDS-PAGE y sabiendo el volumen
aplicado, fue posible determinar la concentracion de proteinas de cada una de esas muestras.
Luego, conociendo entonces la concentracion de proteinas de cada muestra (con cantidades
crecientes de BSA precipitadas mediante el sistema PRMM), fue posible construir una curva de

calibracion para cuantificar proteinas precipitadas mediante este sistema.

18 s
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Figura 9. Curva de calibracién para la cuantificacién de las proteinas precipitadas mediante el sistema
PRMM. En la medicién espectrofotométrica a 540 nm se agregan 5 o 30 uL de cada muestra de BSA
precipitada mediante el sistema PRMM dependiendo de cada punto, en 500 uL de volumen final. Los
valores de la cantidad de proteinas ya estan corregidos

4.5 Comparacion del rendimiento de obtencién de proteinas usando 3 diferentes métodos de
precipitacion.

Se estudiaron 3 diferentes métodos de obtencion y concentracion de proteinas, a fin de
determinar cual método es el mas efectivo en la obtencion de las proteinas desde el sobrenadante

de cultivo de A. ferrooxidans ATCC 23270 crecido en azufre elemental. Se efectuaron 3 réplicas
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biologicas para tener mayor seguridad en los resultados. En cada réplica, el sobrenadante de cultivo
se dividié en tres fracciones de igual volumen y se efectud el tratamiento descrito anteriormente
para cada método.

Los resultados de la figura 10 mostraron que la precipitacion de proteinas mediante el
sistema PRMM fue el método que nos dio mayor cantidad de proteina. Destacamos que el
comunmente usado método de precipitacion con TCA no precipité mas de un 3 % del total de

proteinas presentes en el sobrenadante de cultivo.

Rendimiento de precipitacion
%
100

80 4
64,18

TCA TPP PRVM
Tratamiento

Figura 10. Grafico del rendimiento promedio de la obtencién de proteinas desde el sobrenadante de cultivo
de A. ferrooxidans crecido en azufre elemental usando tres diferentes métodos de precipitacion.

Esto quiere decir que por cada mg de proteinas presentes en un sobrenadante de cultivo de
A. ferrooxidans, el sistema PRMM hizo precipitar 0,65 mg, en tanto que usando el tratamiento con
TCA la cantidad obtenida fue insignificante.

Se analiz6 el patron de migracion electroforética de las proteinas obtenidas con cada

procedimiento mediante un gel SDS-PAGE (Fig. 11).
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Figura 11. SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata de las muestras de sobrenadante de cultivo de A

ferrooxidans precipitadas con TCA, con el sistema PRMM y mediante el procedimiento TPP. En cada carril

se cargd 1,5 pg de proteina.

Se observo que el perfil de proteinas fue practicamente idéntico entre los tratamientos TPP
y PRMM, mientras que para el caso del TCA, solo aparecieron las bandas mas intensas.
Posiblemente en las muestras de proteinas precipitadas con TCA los lavados con etanol no
removieron completamente el acido, y éste debe interferir con la medicion del ensayo de Bradford,
por lo que de la figura 11 se dedujo que la cantidad de proteinas obtenida mediante esta
precipitacion pudiera ser menor a lo informado en la figura 10. La sola aparicion de las bandas mas
intensas en el carril de las proteinas precipitadas con TCA se pudo deber a que no se aplico la
misma cantidad de proteinas con respecto a los otros dos carriles, debido al inconveniente antes
mencionado de la cuantificacion. Para resolver este inconveniente seria necesario efectuar mas
lavados del precipitado de proteinas con etanol y posteriormente desalar las muestras empleando

membranas de dialisis de corte de peso molecular bajo.

4.6 Comparacion de las proteinas extracelulares de A. ferrooxidans versus su extracto crudo.

Disponiendo de dos procedimientos para recuperar las proteinas extracelulares de A.
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ferrooxidans crecido en azufre elemental, decidimos pasar a la segunda etapa de la aproximacion
protedmica en el estudio del secretoma de este acidéfilo, en donde comparamos estas proteinas
frente a un extracto crudo del microorganismo crecido en el mismo sustrato (extracto de proteinas
celulares totales). Las muestras se sometieron a electroforesis bidimensional para obtener una
separacion eficiente de las proteinas de cada extracto. La primera dimension consistid en una

electroforesis en gradiente de pH de 3 a 10 sin alcanzar el equilibrio (O’ Farell, 1975).
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Figura 12, 2D-NEPHGE de proteinas extracelulares (A) obtenidas mediante la precipitacion con el sistema
PRMM versus las proteinas de un extracto crudo (B) de A. ferrooxidans crecido en azufre elemental. Las
flechas rojas indican proteinas que aumentan su intensidad en la fraccion extracelular.

Usando esta metodologia de separacion de proteinas, fue posible visualizar una serie de
proteinas que cambian su nivel de intensidad, aumentando en la fraccion extracelular con respecto
a las proteinas del extracto crudo (Fig. 12). La misma comparacion se hizo con una muestra

obtenida mediante el método TPP (Fig. 13).

Se pudo apreciar que con ambos procedimientos de precipitacion, los resultados son

cualitativamente similares (Fig. 12 A vs Fig. 13 A).
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Figura 13. 2D-NEPHGE de proteinas extracelulares (A) obtenidas mediante el método TPP versus las

proteinas de un extracto crudo (B) de A. ferrooxidans crecido en azufre elemental. Las flechas rojas indican
proteinas que aumentan su intensidad en la fraccion extracelular.
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este Seminario de Titulo constituyen la primera etapa de la
aproximacion protedmica del estudio del secretoma de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans.

Para esto se compararon tres diferentes procedimientos de obtencién y concentracién de
proteinas, encontrando que el protocolo més eficiente para concentrar y recuperar las protefnas
extracelulares correspondi6 a la precipitacion mediante el sistema PRMM. Este procedimiento
logré en promedio hacer precipitar alrededor del 65 % de las proteinas presentes en el sobrenadante
de cultivo de A. ferrooxidans, el més alto de los tres métodos evaluados. Se pudo confirmar que la
condici6n 4cida del sobrenadante de cultivo (pH alrededor de 1,9) no ocasioné problemas en este
procedimiento, ya que precisamente fue escogido porque funciona a pH 2,8, valor muy cercano al
del sobrenadante de cultivo. El colorante rojo de pirogalol en condiciones 4cidas y en presencia de
molibdato se une a las proteinas y forma un complejo coloreado, que gracias a la accién del
metanol que baja la constante dieléctrica de la solucién, logra precipitar las proteinas luego de
someter la mezcla a centrifugacion,

Al intentar cuantificar la concentracién de proteinas obtenida con este procedimiento se
advirtié que como los métodos de precipitacién no son 100 % eficientes, una curva clésica de
cuantificacion que relaciona linealmente absorbancia con cantidades conocidas de proteinas no nos
sirve, puesto que estarfamos subestimando la concentracién de proteinas del exiracto. Junto con
esto, al formarse una solucién coloreada, no nos fue posible emplear los métodos tradicionales de
estimacion de la concentracién de proteinas usando el ensayo de Bradford o mediante otros
ensayos que usan tintes organicos. Debido a esto, en un principio tuvimos que determinar el
maximo de absorbancia de la mezcla proteina-colorante para lo cual se hizo un barrido de
absorbancia de la mezcla determinando que este miximo se desplazé desde 474 nm para la

solucién PRMM a 540 nm para la mezcla PRMM-proteina. Luego elaboramos una curva con las
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concentraciones corregidas de proteina precipitada mediante el sistema PRMM versus su
absorbancia a 540 nm. En la correccion se debié analizar la intensidad de Ios pixeles de las bandas
de un gel SDS-PAGE que contenia cantidades conocidas de BSA sin previo tratamiento, que luego
sirvi6 para estimar la cantidad de proteina presente en otro gel SDS-PAGE cargado con cantidades
desconocidas de BSA precipitadas mediante el sistema PRMM usadas para elaborar la curva de
calibracion.

Sin embargo este método, atin cuando fue el mas eficiente al obtener la mayor cantidad de
proteinas desde el sobrenadante de cultivo, no necesariamente sera el més 1til si el objetivo del
estudio va mas alld de un analisis protedmico, puesto que las proteinas obtenidas mediante este
procedimiento no se encuentran en condiciones nativas, por lo que ensayos enziméticos o de alguna
actividad especifica no pueden llevarse a cabo con proteinas provenientes de este tratamiento.

Sobre este ultimo punto, destacamos que si bien el procedimiento TPP fite menos eficiente
que el anterior, precipitando cerca del 25 % de las proteinas presentes en el sobrenadante de
cultivo, puede permitir el andlisis de alguna actividad especifica o ensayos enziméaticos puesto que
no desnatura las proteinas. Esto puede ser interesante para tener en cuenta dependiendo del estudio
que se desee realizar, Se confirmé que el aumento del porcentaje de saturacién con suifato de
amonio tuvo como consecuencia una mejora del rendimiento de obtencién de proteinas desde el
sobrenadante de cultivo usando este protocolo. Las variaciones de pH pudieran tener efectos
importantes al momento de analizar la cantidad de proteina obtenida, no obstante, estas variaciones
no mostraron cambios significatives en el rendimiento. Sin embargo, pudimos ver que variaciones
en estos dos pardmetros generan diferencias en el perfil de proteinas obtenidas, aumentando la
intensidad de algunas proteinas a 75 % de saturacién y pH 7,5.

La técnica TPP funciona gracias a la combinacién de varios factores, como son la

saturacién del sistema con sulfato de amonio (“salting-out”), cosmotropia, aumento de Ia tensién
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superficial, deshidratacién, exclusion y compactacién, en donde la fraccién de proteinas es
precipitada en la interfase generada entre la fraccién acuosa y la fase orgénica (butanol).

Se confirmé que el uso de diversos isdmeros del butanol no tienen efectos significativos
durante el procedimiento TPP debido probablemente a que las propiedades fisicoquimicas de los
isomeros n- y 2- son practicamente idénticas para el propdsitc del método. Otro isémero del
butanol presenta caracteristicas muy similares por lo que creemos que la adicién de cualquiera de
éstos isdmeros no debiera generar diferencias en la recuperacién de las proteinas desde el
sobrenadante de cultivo de A. ferrooxidans.

El fracaso del protocolo de precipitacién usando TCA pudiera deberse a que este
procedimiento, que precipita las proteinas debido al aumento de la hidrofobicidad de éstas y su
posterior agregacién generada por la interaccién entre ellas y el anidn tricloroacetato, ve
despotenciado el efecto del cambio brusco de pH dada las condiciones ya 4cidas del sobrenadante.
Sobre esto hay que considerar que las proteinas extracelulares de 4. ferrooxidans son 4cido-
estables, por lo que posiblemente esta sea la principal razén para explicar la baja cantidad de
proteinas obtenidas mediante la precipitacién con TCA. Otra razén para la tan baja cantidad de
proteina total obtenida es que el método no es sensible ante concentraciones bajas de proteinas,
como ocurre en el caso del sobrenadante de cultivo de 4. ferrooxidans en la fase de crecimiento
escogida (aproximadamente 1,4 mg/L), es decir, el procedimiento no es eficiente en soluciones
muy diluidas. Fue asi como se confirmaron las sospechas de que este procedimiento no seria
eficiente para obtener las proteinas extracelulares de un microorganismo acidéfilo como es 4.
ferrooxidans, pese a ser una de las técnicas més tradicionales y empleadas para concentrar
proteinas,

Finalmente, se pudo ver que el perfil de protefnas en geles bidimensionales fue muy

diferente al momento de analizar las proteinas obtenidas desde el sobrenadante de cultivo obtenidas
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ya sea mediante precipitacién por el sistema PRMM o por TPP, en comparacion con las proteinas
totales de un extracto crudo originado por la sonicacién de células de A. ferrooxidans. Varios
estudios de secretomas en otros microorganismos plantean la interrogante sobre la presencia de un
ntmero importante de proteinas descritas como citoplasmaticas en la fraccién extracelular, sin
llegar a una respuesta clara para esta inquietud (Antelmann y col, 2001; Tjalsma y col, 2004),
Nuestros resultados nos dieron indicios de que las proteinas recuperadas no provienen solamente
de la lisis celular, sino posiblemente a otros mecanismos mds sofisticados en la exportacién de
proteinas desde el espacio citoplasmatico (Tjalsma y col, 2004).

Se vio que los perfiles de proteinas del sobrenadante de cultivo de la bacteria empleando
estos dos protocolos no mostraron diferencias considerables, entendiendo por esto que la aplicacién
de uno u otro metodo no tiene incidencia al momento de un andlisis cualitativo de las protefnas
extracelulares. Adquiere gran relevancia la recuperacién cuantitativa de las proteinas desde el
sobrenadante de cultivo de 4. ferrooxidans puesto que la cantidad de proteina presente en el medio
extracelular es muy baja,

Es recomendable para completar la segunda etapa de esta aproximacién protedmica,
someter las muesiras a electroforesis bidimensional empleando distintos rangos de pH en la 1ra
dimensi6n, de modo de ampliar el rango del isoelectroenfoque y asi obtener una separacién mas
eficiente de cada una de las proteinas de este compartimento.

Para completar la aproximacién protedmica del estudio del secretoma seri necesario
determinar las secuencias aminoacidicas mediante espectrometrfa de masas de cada una de las
manchas presentes en los geles bidimensionales de las proteinas extracelulares para poder
identificarlas. Esto ayudara a predecir los posibles tipos de sistemas involucrados en la exportacién
de las proteinas e indicios de las funciones que éstas pudieran cumplir en dicho espacio

extracelular,
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6. CONCLUSIONES

1- Durante este seminario de Titulo se inici6 el estudio del secretoma en un microorganismo
acidofilo como es Acidithiobacillus ferrooxidans. Se desarrollé y validé un procedimiento de
recuperacién, obtencién y concentracién de las proteinas extracelulares cuando el microorganismo

fue crecido en un sustrato sélido como el azufre elemental.

2- Se determin6 que de los tres procedimientos escogidos y evaluados, la precipitacién en
condiciones 4cidas mediante el sistema PRMM fue el protocolo mis eficiente, obteniendo en

promedio casi el 65 % de las proteinas presentes en el sobrenadante de cultivo.

3- Se estandariz6 y optimiz6 un segundo protocolo de extraccién de proteinas (TPP) a partir
del sobrenadante de cultivo de 4. ferrooxidans. Este procedimiento tiene la ventaja de no provocar
la desnaturacién de las proteinas, lo cual puede ser de gran utilidad a la hora de estudiar procesos

enziméticos o analizar alguna funcionalidad de protefnas en particular de este subgrupo.

4- Finalmente se logré separar las protefnas pertenecientes al proteoma extracelular mediante

electroforesis bidimensional para una futura identificacién y asociacién a una funcién de las

proteinas presentes en el secretoma de la cepa ATCC 23270 de 4. ferrooxidans.
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