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Resumen

RESUMEN

Mientras los mecanismos de resistencia al cobre han sido ampliamente
estudiados en bacterias, se tiene escasa informacion sobre los mecanismos de
resistencia al cobre en arqueas. Recientemente se ha identificado un grupo de genes
(cop) de resistencia al cobre, altamente conservado en las arqueas del orden
Sulfolobales. Este grupo de genes incluye un regulador transcripcional especifico de
arqueas (copR), una metalochaperona de cobre (copT) y un transportador de cationes
ATPasatipo P (copA).

Otro posible mecanismo de resistencia al cobre en Sulfolobales comprenderia a
los polifosfatos (poliP). Los poliP son moléculas lineales presentes en todos los seres
vivos y que cumplen diversas funciones celulares. El modelo que vincula los poliP con
la resistencia a cobre propone una disminucibn de poliP mediada por la
exopolifosfatasa (PPX), enzima que degradaria el gran polimero hasta fosfato
inorganico (Pi), el cual podria unirse a cobre para ser finalmente expulsado hacia el

periplasma o al medio extracelular por transportadores especificos.

Recientemente nuestro laboratorio ha logrado generar una cepa de Sulfolobus
solfataricus recombinante con niveles deficientes de poliP, con el fin de evaluar el

efecto de su carencia en distintos fendmenos, entre ellos la resistencia a cobre.

Basados en estudios transcripcionales realizados mediante la técnica PCR en
tiempo real, determinamos que la induccion de la expresion de copA en respuesta a
cobre ocurre mas tempranamente en células carentes de poliP, comparadas con
células que poseen este polimero. Una explicacion a este fendmeno seria que en
ausencia de poliP, el modelo que vincula los poliP con el eflujo de cobre no seria
operativo. En consecuencia, el sistema cop deberia ser activado mas tempranamente

para compensar la carencia de poliP.

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento que se tiene sobre los poliP y
su relacion con la resistencia a cobre en S. solfataricus, analizamos la expresion
diferencial de proteinas en células carentes de poliP y en células expuestas a cobre.

De esta forma, mediante la técnica de protedmica cuantitativa ICPL determinamos que

vii



Resumen

en carencia de poliP las células de S. solfataricus sobreexpresaron proteinas
involucradas en la degradacion de glucégeno y acidos grasos, junto a aquellas que
remueven especies reactivas del oxigeno (ROS). Por otro lado, algunas de las
proteinas que disminuyeron sus niveles en carencia de poliP estan involucradas en la
gluconeogénesis y el ciclo del glioxilato. Estos resultados en conjunto, sugieren que los
poliP podrian desempefiar un papel energético en S. solfataricus, ya que al parecer, en
su ausencia se favorecen las vias catabdlicas. La sobreexpresion de proteinas que
remueven ROS sugiere un mayor estado de estrés oxidativo en las células

S. solfataricus poliP-.

Adicionalmente, los experimentos de proteGmica cuantitativa nos permitieron
determinar que en presencia de cobre, las células de S. solfataricus poliP+
sobreexpresan proteinas involucradas en el ciclo del TCA, en la degradacion y
plegamiento de proteinas, la reparacién del ADN y en la degradacion del ARN. Estos
resultados sugieren que la presencia de cobre podria provocar dafio a tanto a nivel de
proteinas, como de acidos nucleicos en las células de S. solfataricus. El aumento en
los niveles de algunas proteinas involucradas en el ciclo del TCA puede relacionarse
con el ATP y el poder reductor que las células necesitan para enfrentar una situacion
de estrés (gj: protedlisis, plegamiento de proteinas).

Finalmente, las células carentes de poliP y expuestas a cobre aumentaron los
niveles de algunas proteasas, de proteinas que forman parte de la cadena
transportadora de electrones y de proteinas que participan en la remocion de ROS,
como la peroxiredoxina y la superoxido dismutasa (SOD). Si bien la peroxiredoxina se
aumentoé sus niveles en todas las condiciones de estudio, la SOD sélo lo hizo cuando
las células de S. solfataricus carentes de poliP, fueron expuestas a cobre. En conjunto
estos resultados sugieren un mayor nivel de estrés oxidativo en las células S.
solfataricus poliP- expuestas a cobre y un papel energético de los poliP. Dentro de las
proteinas que disminuyeron sus niveles, encontramos proteinas ribosomales. Esto
podria incidir directamente en la sintesis proteica, disminuyendo la capacidad de las
células de S. solfataricus poliP- de hacer frente a una situacion de estreés.

viii



Abstract

ABSTRACT

Effect of inorganic polyphosphates defiency in global protein expression and in
the copper resistance determinants in the archeon Sulfolobus solfataricus

While copper resistance mechanisms have been widely studied in bacteria,
there is little information about copper resistance mechanisms of Archaea. Recently, a
highly conserved group of genes (cop) related to the resistance to copper was identified
in some species of Sulfolobales. This group of genes consists of an archaeal-specific
transcriptional regulator (copR), a putative metallochaperone (copT) and a P-type

cation-transporting ATPase (copA).

Another potential mechanism involved in copper resistance of Sulfolobales
would involve inorganic polyphosphates (polyP). PolyP is a linear polymer present in all
organisms and performs a wide variety of functions. The model that links polyP with
resistance to copper suggests that the exopolyphosphatase (PPX) mediates the
degradation of polyP to inorganic phosphate (P;) which could eventually join copper and
be finally ejected to the periplasm or to the extracellular medium by specific

transporters.

Recently, our laboratory has generated a recombinant Sulfolobus solfataricus
strain deficient in polyP levels, in order to evaluate the role of its deficiency in various

phenomena, including copper resistance.

Based on transcriptional studies carried out through real-time PCR, we
determined that the induction of the expression of copA in response to copper occurs
earlier in cells lacking polyP, than those possessing the polymer. One explanation for
this phenomenon could be that, in the absence of polyP, the model linking polyP to
copper efflux would not be operational. As a consequence, the cop system should be

activated earlier to compensate for the lack of polyP.

To gain insight into polyP and its relationship to copper resistance in S. solfataricus,
we studied the differential expression of proteins in cells lacking polyP and in cells
exposed to copper. Thus, quantitative proteomics studies (ICPL) showed that in the

absence of polyP S. solfataricus cells overexpresses proteins involved in: the



Abstract

degradation of glycogen and fatty acids, and in the removal of reactive oxygen species
(ROS). On the other hand, some of the proteins that decreased their levels are involved
in gluconeogenesis and the glyoxylate cycle. These results suggest that polyP could
play an energetic role in the cell considering that the lack of this polymer, upregulated
proteins involved in catabolic pathaways. The upregulation of proteins involved in
removal of ROS suggests the presence of a higher level of oxidative stress in
S.solfataricus poliP- cells.

Further, ICPL experimentas allowed us to determine that in the presence of
copper, S. solfataricus polyP+ cells overexpress proteins involved in: the TCA cycle, the
degradation and folding of proteins, DNA repairing, and in RNA degradation. These
results suggest that the presence of copper could cause damage to both proteins and
nucleic acids from S. solfataricus cells. The up-regulation of some TCA proteins could
be related with the ATP levels and reducing power that cells need to face a stress

situation (e.g. proteolysis, folding of proteins).

Finally, when cells lacking polyP were exposed to copper, there was an
overexpression of proteases, electron transport chain proteins, and proteins involved in
ROS removal (peroxiredoxin and SOD). Although peroxiredoxin was overexpress in all
our study conditions, SOD was only up-regulated when S. solfataricus polyP- cells were
exposing to copper. These findings may reflect a higher oxidative stress in cells lacking
polyP and also suggest an energetic role of polyP. Some of the proteins that decreased
their levels were ribosomal proteins. This could directly affect protein synthesis and

therefor the ability of S. solfataricus polyP- cells to respond to a stressing situation.



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Proceso de biolixiviacion

La biolixiviacion es un proceso que permite la extraccion de metales pesados a
partir de los minerales insolubles que los contienen, gracias a la accion de
microorganismos capaces de oxidar dichos compuestos (Van Veen y col., 1994; Outten
y col., 2001; Cardonay col., 2002; Rohwerder y col., 2003; Ettema y col., 2006; Jerez,
2011). Esta técnica es ampliamente utilizada para la extraccion de metales de interés
comercial como oro y cobre, pues permite explotar minerales que no pueden lixiviarse
de manera quimica y ademas genera un menor impacto ambiental comparado con los
métodos tradicionales (Gentina y Acevedo, 1985; Acevedo y col., 1993; Rawlings,
2002; Jerez, 2009).

En el proceso de bioloxiviacion, para poder extraer los minerales de interés es
necesaria la oxidaciéon de sulfuros metalicos, lo cual genera tanto la diminucion del pH
en el medio, producto de la generacion de acido sulfdrico, como la liberacion de altas
concentraciones de metales pesados que resultan toxicos para la vida (Dopson y col.,
2003; Orell y col., 2010).

1.2 Caracteristicas de los microorganismos que participan en la biolixiviacion

Los microorganismos utilizados en los procesos de biolixiviacion, ademéas de
prosperar en ambientes de gran acidez, pueden hacerlo en altas concentraciones de
metales pesados. Dentro de este grupo de microorganismos, encontramos a
Acidithiobacillus ferrooxidans, una bacteria capaz de desarrollarse en ambientes con
hasta 800 mM de cobre (Das y col., 1998) y a microorganismos pertenecientes al
dominio Archaea como Ferroplasma acidarmanus y Sulfolobus metallicus que resisten
concentraciones de cobre de 312 y 200 mM, respectivamente (Baker-Austin y col.,
2005; Remonsellez y cal., 2006).

Ya que la eficiencia de los diferentes mecanismos de resistencia a metales
pesados juega un papel importante en las caracteristicas fisiologicas y estructurales de

las comunidades microbiol6gicas presentes en las operaciones de biomineria, el

1
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conocimiento de estos tipos de mecanismos es de importancia tanto para el desarrollo
y optimizacion de procesos biolixiviantes, como de biorremediacion en sitios mineros
(Dopson y cal., 2003; Orell y col., 2010). En este contexto, son los microorganismos
acidofilos y que se desarrollan en ambientes lixiviantes los que deben poseer los
mecanismos de resistencia a metales pesados mas avanzados, convirtiéndolos en un

buen modelo para estudiar dicho fenémeno (Navarro y col., 2009).

Dentro de la amplia gama de metales pesados que existen, uno de interés
comercial para la industria minera nacional es el cobre, mineral que estd ampliamente
distribuido en la naturaleza y se encuentra principalmente en forma de sulfuros, 6xidos
o carbonatos, asi como en minerales de calcopirita (CuFeS,), calcocita (Cu,S), cuprita
(Cu,0) y malaquita (Cu,CO3(OH),). Por esta razon, el presente trabajo se centrara en

los mecanismos de resistencia a cobre de los microorganismos aciddfilos.

1.3 Mecanismos de resistencia a cobre en microorganismos acidofilos

El cobre es un metal que a bajas concentraciones es vital para los organismos
vivos, sin embargo altas concentraciones de este metal resultan extremadamente
téxicas (Penay col., 1999; Solioz y Stoyanov, 2003). Por lo tanto, las células requieren
una fuerte regulacion de la concentracion intracelular de cobre la cual es mantenida, en
gran medida, por transportadores especificos del tipo P-ATPasa que permiten la
expulsién de los iones de cobre hacia el medio extracelular (Lutsenko y Kaplan, 1996;
Rensing y col., 2000; Mandal y col., 2002).

En el genoma de A. ferrooxidans se logré identificar por lo menos 10 genes
gue estarian involucrados en la homeostasis de este metal. Entre ellos encontramos
tres genes que codifican ATPasas putativas relacionadas con el transporte de cobre
(afcopAl, afcopA2 y afcopB), tres genes relacionados a un sistema de la familia de
transportadores RND (por Resistencia, Nodulacion, Division celular), involucrados en
la extraccion de cobre de la célula (cusAas, CusBasy cusCy) y dos genes que codifican
metalochaperonas periplasméticas (cusFas y copCa) (Navarro y col., 2009). La
expresion de estos marcos de lectura abiertos se estudié mediante PCR en tiempo real

usando células de A. ferrooxidans adaptadas a crecer en presencia de cobre. Los



Introduccion

resultados mostraron que estos determinantes de resistencia a cobre aumentan su
expresion cuando las células son expuestas a concentraciones de cobre en el rango de
5-25 mM o superiores. Ademas, también se observé que Escherichia coli adquiere
mayor resistencia a cobre cuando los genes ya mencionados, se expresan en este

microorganismo (Navarro y col., 2009; Orell y col., 2010).

En relacion a los mecanismos de resistencia a cobre en arqueas aciddfilas,
estudios bioinformaticos revelaron la existencia de un putativo grupo de genes de
resistencia a cobre (cop), que se encuentra conservado en varios genomas de
arqueas del reino Crenarchaeota tales como Sulfolobus solfataricus, Sulfolobus
tokodaii y Sulfolobus acidocaldarius (Ettema y col., 2003). Este grupo de genes del
tipo cop cadifican un regulador transcripcional (CopT), una metalochaperona para
cobre (CopM) y finalmente un transportador de cobre del tipo P-ATPasa (CopA)
(Ettemay col., 2003).

En S. solfataricus el regulador CopT posee en el extremo N-terminal un
dominio HTH (por “helix-turn-helix”’) de unién a ADN y en el extremo C-terminal un
dominio TRASH (por “Trafficking, Resistance and Sensing of Heavy metals”) de union a
metales. Los genes copM y copA también poseen un dominio TRASH y se transcriben
como una sola unidad en respuesta a cobre (Ettema y col., 2006). Ensayos de unién a
ADN muestran que CopT se une al promotor de copTA y que el cobre modula la
afinidad de este regulador por el ADN. De esta forma parece que este grupo de genes
juegan un papel importante en la respuesta a cobre de S. solfataricus (Ettema y col.,
2006).

Recientemente, nuestro laboratorio demostr6 la presencia de dos genes
putativos que codifican ATPasas relacionadas con el transporte de cobre (copAl y
copA2) y dos genes putativos para metalochaperonas (copM1 y copM2) en el genoma
de S. metallicus. Se observd que las ATPasas se expresaban cuando el arqueodn
crece en presencia de sulfato de cobre (CuSO,4) 5-50 mM o cuando la calcopirita

(CuFeS:,) es usado como sustrato oxidable (Orell, 2010).
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No obstante, la presencia de genes similares a los determinantes de resistencia a
cobre de microorganismos neutrdéfilos, no explica del todo la alta resistencia a este
metal en aciddfilos, por lo que es posible que existan multiples sistemas de resistencia
a cobre, los cuales actian simultdneamente para conferir dicha propiedad. Uno de
estos posibles mecanismos involucrados en la resistencia a cobre estaria mediado por

moléculas llamadas polifosfatos inorganicos (poliP) (Orell y col., 2010).
1.4 Polifosfatos inorganicos
1.4.1 Aspectos generales

Los poliP son moléculas lineales de cientos de ortofosfatos unidos covalentemente
por enlaces fosfoanhidrido altamente energéticos y que cumplen variadas funciones
celulares tales como sustituto del ATP en reacciones mediadas por quinasas, reserva
de fosfato, quelante de metales y ademas participan en la regulacion de la expresion
de los genes SOS, sistema global de respuesta ante distintos tipos de estrés (Kornberg
y col., 1999).

Dos enzimas relacionadas con el metabolismo de los poliP son la polifosfato
quinasa (PPK) y la exopolifosfatasa (PPX); la primera cataliza la formacion de poliP a
partir de ATP en forma reversible y la PPX cataliza la hidrdlisis de los poliP liberando
Pi (Fig. 1) (Kornbergy col., 1999).

Polifosfato quinasa (PPK)

poliP + ATP ——~ poliP,, + ADP

Exopolifosfatasa (PPX)

poliP ——— poliP,, + Pi

Figura 1. Reacciones catalizadas por la polifosfato
quinasa (PPK) y la exopolifosfatasa (PPX).

Ambas enzimas se han purificado de E. coli y sus genes se han identificado en
muchas bacterias, incluyendo A. ferrooxidans (Veray col., 2003).
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1.4.2 Polifosfatos inorganicos y su relacion con la resistencia a metales pesados

En bacterias, hongos, algas y levadura, los poliP generalmente se asocian con
moléculas de carga positiva y de bajo peso molecular (Peverlyj y col., 1978; Urech y
col., 1978). Los cationes que se encuentran mas frecuentemente asociados a los poliP
son Ca*, K' y Mg?, sin embargo, se observd que esta asociacion también puede

ocurrir con metales pesados (Keasling, 1997).

Rachlin y col. postularon que las células utlizan los poliP para la
destoxificacion de metales pesados una vez que estos han ingresado al medio
intracelular (Rachlin y col., 1982). Algunos antecedentes que respaldan esta hipotesis
son: en algas del género Chlorophyceae, Cyanophyceae y Bacillariophyceae se
observé que a medida que se reducia la cantidad de poliP, los cambios citolégicos
producidos por el plomo aumentaban hasta el punto de causar la muerte celular
(Sicko-Goad y Lazinsky, 1986); Anabaena cylindrica acumula significativamente mas
aluminio cuando crece en un medio rico en fosfato (condicion en la que se forman
poliP) que cuando crece en un medio bajo en fosfato (Pettersson y col., 1985) y
finalmente Klebsiella aerogenes acumula fosfato inorganico para la destoxificacion de
cadmio (Aiking y col., 1984).

Estas observaciones proponen que los poliP, dada su alta densidad de cargas
negativas y la flexibilidad de su enlace, actuan como un quelante de iones metélicos
(Kornberg y col., 1999). Ademas, existe evidencia que sugiere que los poliP son
degradados durante el crecimiento en presencia de metales pesados. Por ejemplo en
Klebsiella aerogenes se observd que el gran contenido de poliP intracelular
desaparece luego de la exposicion a cadmio (Aiking y col., 1984), fendmeno que se
repite en Stichococcus bacillaris luego de la exposicion a varios metales pesados
(Zhang y Majidi, 1994).

Estudios desarrollados en E. coli muestran que al clonar y sobreexpresar los
genes que codifican la PPK y la PPX aumenta significativamente la resistencia a
cadmio de la cepa recombinante (Keasling y Hupf, 1996). En base a estos resultados
se propuso que la degradacion de los poliP, catalizada por la PPX, permitiria que el

fosfato inorgéanico liberado de esta reaccion se asocie con metales pesados u otros
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cationes toxicos, pare ser finalmente expulsados de la célula por transportadores de
fosfato inorganico ubicados en la membrana plasmatica (Fig. 2) (Van Veen y col., 1994;
Keasling, 1997).

Medio extracelular Me*2HP «1/-» H*

Py \

M T Ty e

N =
Citoplasma )
Me*2HP —

poliP -» Pi » Me*2HP
PPX

H+

Figura 2. Modelo de destoxificacion de metales pesados
mediado por poliP en bacterias. La actividad de la PPX es
estimulada por entrada de cationes dentro de la célula. Bajo estas
condiciones, la enzima cataliza la hidrélisis de los poliP liberando
fosfato inorganico (Pi), el cual puede ser expulsado de la célula
junto a los iones metdlicos por un transportador tipo Pit.

En los microorganismos acidoéfilos también existe evidencia de que los poliP
podrian estar involucrados en la resistencia a metales pesados y especificamente en la
resistencia a cobre.

En S. solfataricus se logré identificar el gen putativo ppx que codificaria la
PPX, la cual se sobreexpreso y purificé en E. coli (Cardona y col., 2002). Sin embargo,
aun no se ha identificado la actividad que sintetiza los poliP en este microorganismo
ni en ningan otro miembro del género Sulfolobus (Orell y col., 2012).

También se sabe que A. ferrooxidans y S. metallicus acumulan grandes
cantidades de poliP, en forma de granulos densos que se pueden observar por
microscopia electronica. En ambos microorganismos se demostré que en presencia de
cobre se produce una diminucion de los niveles intracelulares de poliP, junto con un

aumento de la actividad de PPX y del eflujo de P; al medio extracelular (Alvarez y
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Jerez, 2004; Remonsellez y col., 2006). Estos resultados son consistentes con el
modelo que propone que la disminucién de poliP estaria mediada por la PPX, enzima
que degradaria el gran polimero de poliP hasta fosfato inorganico (P;), el cual podria,
unirse a cobre para ser finalmente expulsado hacia el periplasma o al medio
extracelular por transportadores de fosfato inorganico, como el sistema Pit presente en
E. coli. Sin embargo en arqueas del género Sulfolobus y en A. ferrooxidans no se han
encontrado genes putativos que codifiguen para un sistema Pit, pero si se han
encontrado marcos de lectura abiertos para un putativo Pho-84 de levadura que podria
actuar como transportador de fosfato (Orell y col., 2009) y que como se ha demostrado
en Saccharomyces cerevisiae, s6lo puede transportar complejos Me-Pi en condiciones
acidas (Fristedt y col., 1999).

En base a estos resultados, se disefié un modelo para el género Sulfolobus
gue explica como actuarian los poliP, junto con los determinantes de resistencia a
cobre, en el proceso de destoxificacion del cobre dentro de la célula (Fig.3). Sin
embargo, hasta el momento ain no se ha podido comprobar la formacién y transporte

de un complejo Me-Pi, lo que impide validar por completo el modelo propuesto.
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Figura 3. Modelo que resume el posible papel de los determinantes de
resistencia a cobre en Sulfolobus. CopAl, CopA2, CopT, CopR, son
determinantes de resistencia a cobre descritos en muchas arqueas. La polifosfato
quinasa (PPK), es la enzima que sintetiza los poliP, la cual no se ha encontrado en
arqueas. Pho84 es el transportador de fosfato putativo, presente en el genoma de
algunos Sulfolobus y que podria ser usado en vez del sistema Pit. Este modelo se
basa en parte en el trabajo de los siguientes autores: Van Veen y col., 1994;
Keasling, 1997; Outten y col., 2001; Cardona y col., 2002; Ettema y col., 2006;
Remonsellez y col., 2006; Auernik y col., 2008 y algunos resultados no publicados
de nuestro laboratorio.

1.5 Género Sulfolobus

Las arqueas del género Sulfolobus son microorganismos termoaciddfilos,
descritos por primera vez por Brock en 1972 como “bacterias” oxidantes de azufre
capaces de crecer a altas temperaturas y bajos pH (Brock y col., 1972). Debido a la
existencia de especies heterotroficas y aerobias pertenecientes a este género, varios
de estos microorganismos pueden cultivarse facilmente en medio liquido, siendo

ampliamente utilizados como modelos para estudios bioquimicos y genéticos. En la
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actualidad S. solfataricus, S. acidocaldarius y S. todakii han sido los miembros méas
estudiados del género Sulfolobus debido a su habilidad de alcanzar altas densidades

de crecimiento tanto aerébica como heterotréficamente en el laboratorio.

Para profundizar el conocimiento que se tiene respecto a los poliP y su relacién
con la homeostasis de cobre en arqueas acidofilas, el arquedn Sulfolobus solfataricus
es un buen modelo, ya que presenta varias caracteristicas que facilitan su estudio,
tales como ser cultivable en condiciones aerobicas y heterotréficas tanto en medio
liquido como en medio solido; su genoma se encuentra anotado y secuenciado (She y
col., 2001); se disponen de herramientas genéticas para la transformacion y también
vectores para la expresion génica (Jonuscheit y col., 2003; Albers y col., 2006).
Ademas nuestro laboratorio ha logrado generar una cepa recombinante con niveles
deficientes de poliP, con el fin de evaluar el papel de su carencia en distintos

fendbmenos, entre ellos la resistencia a cobre.

Estudios realizados por nuestro laboratorio muestran que al inducir la eliminacion
de poliP de la cepa M16-PPX, ésta presenta una concentracién minima inhibitoria
(CMI) de 0,75 mM CuSO, siendo casi 3 veces menor a la CMI de la cepa en presencia
de poliP (2 mM CuSO,) y ademas que en la presencia de 1 mM de CuSO, la cepa
recombinante M16-PPX muestra una disminucion de aproximadamente el 40% del
crecimiento comparadas con la cepa M16-PPX sin cobre (Orell, 2010). Sin embargo,
hasta el momento se desconoce como la carencia de poliP afecta los diversos
mecanismos celulares de resistencia a cobre y la transcripcion de los determinantes de
resistencia a cobre en S. solfataricus. Este trabajo tiene la intencién de investigar dicho

fenébmeno.

Considerando los estudios que vinculan a los poliP con la resistencia a
metales, es de esperar que en presencia de cobre la deficiencia en este polimero
altere, entre otras cosas, la transcripciéon de los determinantes de resistencia a cobre
aumentandola, para compensar asi la carencia de poliP y la expresion global de

proteinas relacionados con la homeostasis de este metal.
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Por lo tanto nuestra Hipotesis de trabajo es: La deficiencia de polifosfatos
inorganicos produce cambios en los niveles de las proteinas, algunas de las cuales
podrian estar relacionadas con la resistencia a cobre y un aumento en la transcripcion

de los determinantes de resistencia a cobre en S. solfataricus.

Para validar esta hip6tesis se propuso como Objetivo general: Determinar el
efecto de la carencia de los polifosfatos inorganicos en la expresion global de proteinas

y en la transcripcion de los determinantes de resistencia a cobre en S. solfataricus.

Para llevar a cabo nuestro objetivo general los estudios de proteémica
resultan utiles pues permiten analizar la expresion global de proteinas en la célula, en
un momento determinado y bajo distintos estimulos ambientales. Del mismo modo,
estudios cuantitativos mediante PCR en tiempo real permitiran estudiar los perfiles de
expresion de los genes involucrados con la resistencia a cobre en S. solfataricus y

cémo estos responden ante la carencia de poliP en presencia de cobre.
De esta forma nuestros Objetivos Especificos son:

1) Cuantificar la expresion de los determinantes de resistencia a cobre (copR,
copT, copA) mediante PCR en tiempo real, en la cepa recombinante
S. solfataricus M16-PPX, tanto en ausencia como en presencia de cobre.

2) Determinar mediante protedmica cuantitativa ICPL, cambios en los niveles
proteicos en el extracto de proteina total de la cepa S. solfataricus M16
(poliP+), tanto en ausencia como en presencia de cobre.

3) Determinar mediante proteémica cuantitativa ICPL, cambios en los niveles
proteicos en el extracto de proteina total de la cepa S. solfataricus M16-PPX

(poliP-) tanto en ausencia como en presencia de cobre.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Cepas

Para la realizacion de esta memoria de titulo, se utilizaron las cepas de
S. solfataricus M16 y M16-PPX. M16 es una cepa mutante pyrEF, auxotrofa de uracilo.
M16-PPX es una cepa recombinante que sobreexpresa el gen ppx enddégeno que
codifica para la exopolifosfatasa (PPX). Esta cepa se gener6é en colaboracion con
Albers S. (Albers y col., 2006) utilizando el vector de integracion cromosomal pJ0503,
cuya expresion fue inducible por la adicion de D-arabinosa en el medio de cultivo. La
construccion del vector de expresion fue posible luego de realizar un subclonamiento
del gen ppxS.so (gen ppx de S. solfataricus) en el vector pMZ1 propagable en E. coli y
su posterior clonamiento con el vector de expresion pJ0503. De esta forma, producto
de la sobreexpresion de la PPX, enzima responsable de la hidrdlisis de los poliP, se
obtuvo una cepa de S. solfataricus con niveles deficientes en este polimero
(Orell, 2010).

2.2 Condiciones de cultivo

Ambas cepas de S. solfataricus se crecieron a 75°C y con agitacion orbital a
120 rpm. Se utilizd medio Brock ajustado a pH 3, que contiene: 1,3 g/l (NH,4),SO,, 0,28
g/l KH,PO,, 0,25 g/l MgCl, x 7 H,0, 0,07 g/l CaCl, x 2 H,0O, 0,02 g/l FeCl, x 4 H,0, 1,8
mg/l MnCl, x 4 H,O, 4,5 mg/l Na,B,O; x 10 H,0, 0,22 mg/l ZnSO, x 7 H,0, 0,06 mg/I
CuCl, x 2 H,0, 0,03 mg/l Na,MoO, x 2 H,O, 0,03 mg/l VoSO, x 2 H,O y 0,01 mg/l
CoCl, x 6 H,0. Este medio salino se suplementé con 0,1 % (p/v) de N-Z amina

(Fukla®), con 0,2% (p/v) de glucosay con 0,01 mg/ml de uracilo.

Para los experimentos de induccién de la enzima PPX recombinante se agreg6
al medio de cultivo 0,2 % de D-arabinosa (Sigma-Aldrich®). El preindculo consistio en
2 ml de un cultivo crecido hasta la fase exponencial de crecimiento y mantenido en
medio Brock con 50 % de glicerol, a -80°C. EI mismo se inocul6 en 50 ml de medio de
cultivo y cuando alcanz6 una densidad 6ptica de 0,6 a 600 nm (DOg0), Se utilizd como
inoculo al 1% (v/v). Para asegurarnos que en nuestros experimentos la construccion

genética de la cepa M16-PPX fuera funcional, el indculo criopreservado a partir del cual
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hicimos nuestros experimentos, provenia de un clon del cual fue posible purificar la
PPX recombinante (que poseia cola de histidina), mediante columnas de niquel. El

crecimiento se determind midiendo la DOgqo.

2.3 Técnicas generales de biologia molecular
2.3.1 Extraccion de ADN gendémico

Las células de S. solfataricus se inocularon en 100 ml de medio Brock,
suplementado con N-Z amida y glucosa (ver seccion 2.2), al 1% y se crecieron hasta
fase exponencial tardia. Posteriormente, se colectaron las células provenientes de
1,5 mL por centrifugacién (8.000 x g durante 3 min) y se lavaron tres veces con medio
Brock. Para la extraccion del ADN gendmico, se utilizé el protocolo para bacterias

Gram-negativas del kit Wizard Genomic DNA Purification kit (Promega®).

2.3.2 Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN genomico se realiz6 por la medicion de la
absorbancia a 260 nm (Axo) en un equipo espectrofotdbmetro para multi-volimenes
Epoch (Biotek, USA). Para la cuantificacion de ADN gendmico se utilizaron 2 ul de una
dilucién 1:5 del ADN gendmico extraido. Una A,go igual a 1 corresponde a una solucién
de ADN de 50 ug/ml. La pureza se determiné obteniendo la razén de Ajso/Azgo. Se
utilizé una preparacion de ADN con una razon Ae/Azs0 > 1,8 lo que se considera con

una baja cantidad de proteinas.

2.3.3 Electroforesis del ADN en geles de agarosa

Para comprobar la calidad del ADN gendmico, se realizaron electroforesis en
geles de agarosa al 1 % en tampon TAE 0,5 X (20 mM Trisacetato pH 8,0; 0,5 mM
EDTA). Las muestras se mezclaron con amortiguador de carga 6 X (glicerol 25 % (v/v),
SDS 0,5 % (p/v), 0,025 % (p/v) azul de bromofenol, y EDTA 12 mM). Para la tincion del
ADN se utilizé una solucion de bromuro de etidio a una concentraciéon de 0,2 pg/mL

preparado en amortiguador TAE 0,5 X. Las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta.
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2.3.4 Disefo de oligonucleétidos para las reacciones de PCR y PCR en tiempo
real

Para amplificar los fragmentos especificos de cada uno de los genes de estudio
se disefiaron partidores usando la secuencia anotada del genoma de S. solfataricus de
la cepa P2. ElI disefio se realizd6 utlizando el programa WEB Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) y se sintetizaron por la empresa Invitrogen®. En

general, se escogieron partidores de entre 18 a 20 nucledtidos, con un contenido
guanina-citocina de al menos 50%, con estructuras secundarias débiles y que
permitieran obtener un amplificado entre 100 y 250 pb para cada pareja.
Posteriormente, se comprobd que cada una de las parejas de partidores amplificara un
fragmento especifico para cada ORF utilizando la herramienta BLAST. Las secuencias

de los partidores utilizados, se encuentran en la tabla A1 (Anexol).

2.3.5 Reacciones de PCR

Para comprobar la especificidad de los partidores disefiados se utilizo la enzima
Tag ADN polimerasa (Promega®) siguiendo las especificaciones del fabricante. Cada
reaccion de PCR se mont6 en un volumen final de reaccion de 25 ul y se utilizaron
1ng/ul de ADN gendmico de S. solfataricus, 5 ng/pl de cada partidor, 0,1 mM dNTPs,
0,1 U/ul de Tag ADN polimerasa y un amortiguador adecuado para la actividad de
dicha enzima. El programa de amplificacion fue el siguiente: 3 min a 95 °C, seguido de
30 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s a 55-62 °C (de acuerdo a los partidores utilizados), 0,5-

2 min a 72 °C, para finalizar con un paso de 7 min a 72 °C.

También se realizaron reacciones de PCR para comprobar la inexistencia de
contaminacion con ADN en la sintesis de ADNc. Para esto se amplifico un fragmento
del gen rps2P que codifica para una proteina ribosomal. Como molde se us6 el ADNc

diluido 1:20 veces obtenido con y sin transcriptasa reversa (ver seccion 2.4.2).

2.3.6 Reacciones de PCR en tiempo real

La cuantificacion de la transcripcion del gen copA de S. solfataricus, se realizé
mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Estos experimentos se desarrollaron en

el equipo Corbett Rotor Gene 6000 (Corbertt Research®) y las reacciones se hicieron
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en tubos del tipo “Strip tube” de 0,1 mL (Corbett Research®) en un volumen final de
15 pL para cada reaccién. Para las mediciones de copA y del gen de referencia rps2P
se usO 1 pL de una dilucion 1:20 de cada ADNc previamente obtenido (ver seccion
2.4.2), 1 uM final de cada partidor y 7,5 pL de “master mix” QuantiFast SYBR Green
(Quiagen®). Las condiciones de amplificacion fueron de 10 min de desnaturacion y
activacion enzimatica a 95°C, seguido de 30 ciclos de 10 s a 95°C (desnaturacion) y
30 s a 60°C (apareamiento y extension). La especificidad de las amplificaciones se

comprobd por andlisis de curvas de fusion realizado en el mismo equipo.

2.3.7 Cuantificacion de transcritos por PCR en tiempo real

Para el andlisis de la transcripcion de copA en respuesta a una situacion de
estrés causada por el cobre en carencia de poliP, se cuantificd la expresion total del

transcrito mediante PCR en tiempo real

En este trabajo se utilizd el método de cuantificacion relativa para el estudio de
los niveles de transcrito de copA. Este método determina los cambios en los niveles de
MRNA de un gen respecto de los niveles de otro gen, cuyos niveles permanecen

constantes en la condicion experimental que se esta estudiando.

Se construyeron curvas de calibracién a partir de diluciones seriadas de ADN
gendémico de S. solfataricus cuyo rango fue desde 10 ng/upl a 0,001 ng/pl. Al graficar el
valor de CT, ciclo en el cual la amplificacion comienza a ser exponencial, versus el
logaritmo de la concentracion de ADN se obtiene una recta con pendiente negativa,
con la cual podemos determinar la eficiencia (E) de la reaccién para cada pareja de
partidores. Conociendo este valor (E) y el CT de nuestras muestras, podemos utilizar la
siguiente estrategia para determinar la expresion relativa de un gen en una

determinada situacion experimental (Pfaffl, 2001):

EACT gen de estudio (condicion control- condicion experimental)

Expresion relativa =

EACT gen referencia (condicioén control- condicion experimental)
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Para estos experimentos se desarrollaron 3 réplicas biolégicas, con
preparaciones independientes de ARN y de ADNc y como gen de referencia de utilizé
el gen rps2P que codifica la proteina S2P de la subunidad ribosomal 30s. Se escogi6
este gen de referencia debido a que su expresion no se ve afectada ni por la carencia

de polifosfato, ni por la presencia de cobre.

2.4 Técnicas con ARN

2.4.1 Extraccion del ARN total

El ARN total de S. solfataricus se extrajo durante la fase exponencial del
crecimiento (0,3 DOgq). Para ello, se modifico el protocolo de extraccion descrito para
el reactivo TRIzol (Invitrogen®). Las células se colectaron por centrifugacion a 8.000 x
g por 3 min a T° ambiente y se lavaron dos veces con medio Brock. Para la obtencion
del ARN se tomaron fracciones de 7 mg (peso himedo) de sedimento de células y se
resuspendieron en 60 uL de tampdén TEN (20 mM Tris-HCI; pH 8,0; 1 mM EDTA y 100
mM NaCl). Esta suspension se mezcldé con 60 pl de solucién de lisis (tampdén TEN
suplementado con 1,6 % de lauroylsarcosyl de sodio y 0,12 % de Triton X-100) y se
incub6 durante 15 min a T° ambiente. A cada una de las suspensiones se agregd 1 ml
de reactivo TRIzol y se incubo durante 5 min a T° ambiente. Luego se agregaron 200 pl
de cloroformo, se agité vigorosamente por 30 s y se centrifugé a 12.700 x g durante
15 min, seguido de la recoleccién de la fase superior acuosa. EI ARN se precipitd
incubando la fase acuosa a T° ambiente con 250 pl de isopropanol y 250 ul citrato de
sodio (0,8 M) durante 15 min. Luego de la precipitaciéon, el ARN se recuperd por
centrifugacion a 12.700 x g por 15 min a 4°C y se lavé 2 veces con etanol al 70 %.

Finalmente, se resuspendio en 12 uL de agua libre de nucleasas.

Para eliminar los restos de ADN presentes en la preparacion, el ARN se incub6
por 1 h a 37°C con 40 U (2 pl) de DNAsa libre de RNAsas “Turbo DNA-free”
(Ambion®) en un volumen final de 100 pL siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante. La integridad del ARN se observé mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1 %. Para determinar la concentracion del ARN se utilizaron 2 pul de la

suspension y se midio la Ay en un equipo espectrofotometro de multi-volumenes
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Epoch (Biotek, USA). Se utilizo la relacion 1 DO, = 40 uyg ARN/mL para cuantificar el
ARN presente en la muestra. La pureza del ARN se estimo por la razon Ayee/Azgo. Se

utilizé una preparacion de ARN con una razon Ajso/Azso > 1,8.

2.4.2 Transcripcion reversa

Para cada una de las reacciones de transcripcion reversa se utilizé 0,8 ug de
ARN total. En los experimentos de RT-PCR se agreagron 0,5 ug de hexameros de
oligonucledtidos (Random hexamer primer, Invitrogen®) como partidores. En un primer
paso se mezclé el ARN con los partidores en un volumen final de 6 pL y esta mezcla
se incub6 a 70°C por 5 min, para luego incubarla en hielo durante 5 min. Este paso
tiene por objetivo permitir la desnaturacion de las posibles estructuras secundarias del
ARN vy facilitar el acceso del partidor a su zona de hibridacion. Luego, se agregé la
mezcla de reaccién que contenia: amortiguador ImProm-Il 1x (Promega®), dNTPs 0,5
mM cada uno, MgCl, 3 mMy 1 U de transcriptasa reversa ImProm-Il (Promega®).
Todas las concentraciones mencionadas corresponden a las concentraciones finales
en el medio de reaccion. Esta mezcla se incubo por 10 min a 25°C para inducir la union
de los partidores y luego la sintesis de ADNc se realizé durante 1 h a 42°C y

finalmente, la enzima se inactivé incubando la mezcla por 10 min a 70°C.

2.5 Métodos para el analisis de proteinas

2.5.1 Preparacion de extractos proteicos totales de S. solfataricus

Se prepararon extractos de proteinas totales tanto de células de
S. solfataricus M16, como de S. solfataricus M16-PPX crecidas hasta la fase
exponencial (0,3-0,6 DOgq) ¥ en presencia de D-arabinosa (0,2 % p/v) y 0,01 mg/ml
de uracilo. Para ambas cepas, el tiempo de incubacion con D-arabinosa fue de 24 h.
Las células se cosecharon mediante centrifugacion (7.700 x g por 15 min) y se lavaron
3 veces en medio Brock. Para la preparacion de los extractos proteicos, los sedimentos
celulares se resuspendieron en solucion amortiguadora de sonicacion (50 mM Tris-HCI
pH 8,15, 1 mM EDTA y 100 pg/ml PMSF), a una razén de 10 yl de amortiguador por 1
mg de peso humedo de células. La lisis se realiz6 mediante un programa de sonicacion
en hielo, que consistié en 9 ciclos de 20 seg e intervalos alternados de 30 seg de

detencion. Se utilizdé un equipo sonicador Ultrasonic Liquid Processor, SONICATOR®.
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Consecutivamente, las suspensiones se centrifugaron a 9.800 x g durante 5 min para
eliminar las células enteras y los restos celulares. Finalmente, el sobrenadante se
transfirio a un tubo de 1,5 mL y se utiliz6 como extracto proteico para realizar los

analisis de protedmica.

2.5.2 Cuantificacion de proteinas

Los extractos de proteinas totales se cuantificaron seguin el método de Bradford

(1976) usando el sistema comercial Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce®).

2.5.3 Preparacion de las muestras de proteinas para ser analizadas por ICPL

Para la preparacion de las muestras, se tomaron 50 pg de extracto de proteinas
total, provenientes de 3 cultivos independientes y se mezclaron en un tubo de 1,5 mL

para dar un total de 150 ug de proteina.

Estas mezclas proteicas se liofilizaron por 48 h a -40°C. Las muestras se
sellaron con parafilm y se guardaron a -20°C hasta el momento de ser despachadas
para realizarles los analisis de protedmica, mediante la técnica cuantitativa ICPL

(Isotope-coded protein label).

2.6 Anédlisis estadisticos

Los resultados obtenidos mediante PCR en tiempo real se analizaron mediante
el modelo estadistico ANOVA de doble via, junto con un post- ensayo de Bonferroni. El
analisis ANOVA se utilizo para establecer si existen diferencias significativas entre las
varianzas de nuestros datos respecto a nuestras dos variables: tiempo vy
carencia/ausencia de poliP. El post-ensayo de Bonferroni se utilizé para determinar en
gué tiempo la diferencia en los niveles de transcrito de copA, fue estadisticamente

significativa entre la condicion poliP- y la condicién poliP+.
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3. RESULTADOS

3.1 Cuantificacion del gen copA en carenciade poliPy presenciade
cobre

Como ya se conoce, los genes copTMA (también conocidos como copRTA y
llamados asi de ahora en adelante) participan de la resistencia a cobre de S.
solfataricus (Ettemay col., 2006). Adicionalmente, se cree que los poliP podrian ser un
sistema alternativo de resistencia a cobre en este microorganismo. Para determinar si
existe una relacion entre los poliP y copRTA, decidimos medir los niveles estos genes
mediante PCR en tiempo real. Sin embargo, solo fue posible disefiar partidores

adecuados para el gen copA, por lo que fue el inico gen que se analizo.

Para estudiar como se comporta la expresion de copA en carencia de poliP y
presencia de cobre, se crecieron las cepas de S. solfataricus M16-PPX (poliP-) y
S. solfataricus M16 (poliP+) hasta alcanzar el inicio de la fase exponencial de
crecimiento (0,3 DOgy), en la cual se suplementd el medio con 0,2 % de D-arabinosa y
luego de 3 h de induccién se agregd CuSO, 1 mM. Posteriormente, se extrajo el ARN
alos 0, 10, 20, 30, 60, 90 y 120 min luego de agregar CuSO, 1 mM, para hacer un
estudio en el tiempo de los niveles de transcrito de copA en respuesta a cobre, en
células carentes de poliP. Como condicion control, se usaron las cepas
S. solfataricus M16-PPX y S. solfataricus M16 crecidas en las mismas condiciones de
cultivo que nuestra condicion experimental, pero sin agregar CuSO,. Como gen de
referencia se utilizé rps2P.

Nuestros resultados mostraron que copA, aumenta sus niveles de transcrito
cuando las células de S. solfataricus son expuestas a cobre y que luego de alcanzar
un nivel maximo de transcrito, éstos disminuyen (Fig. 4). Este comportamiento se
observé tanto en presencia, como en carencia de poliP. Sin embargo, a los 20 min los
niveles de transcrito de copA fueron significativamente superiores (p<0.001) en la
condicién poliP- en comparacién con la condicion poliP+. De esta forma, tenemos que
los niveles méaximos de copA se alcanzaron a los 20 min en la condicion poliP-,

mientras que en la condicidn poliP+ se alcanzaron 30 min luego de agregar el cobre.
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Figura 4. Niveles de de copA medidos mediante PCR en tiempo real.

Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM). Los
asteriscos indican p<0,001.

3.2 Cambios en el proteoma total de las células recombinantes de
S. solfataricus M16-PPX deficientes en poliP (poliP-)

Teniendo en cuenta antecedentes que muestran la mayor sensibilidad de las
células recombinantes de S. solfataricus M16-PPX carentes de poliP frente a la
exposicion al cobre (Orell, 2010), se decidio realizar el estudio de los cambios que
tienen lugar en el proteoma de estas células y que pudieran dar cuenta del estado
metabdlico producto de la carencia de este polimero. Para estudiar estos cambios, se
compararon los proteomas de células recombinantes de S. solfataricus M16-PPX en la
condicion poliP— versus células de S. solfataricus M16 (poliP+). Estas células se
crecieron hasta alcanzar el inicio de la fase exponencial de crecimiento (0,3 DOgq), €n
la cual se suplemento el medio con 0,2 % de D-arabinosa y se dio un tiempo de 24 h
de induccion, luego del cual se prepararon los extractos proteicos (ver secciéon 2.5.1).
De esta forma, se analizaron comparativamente los cambios observados mediante
ICPL.
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ICPL es una técnica cuantitativa que permite analizar diferencialmente mezclas
complejas de proteinas (como los extractos totales de proteinas) combinando diversas
técnicas como lo muestra la Figura 5. En términos generales, las etapas de esta
técnica consisten en reducir y alquilar las proteinas provenientes de dos condiciones
experimentales distintas; marcarlas diferencialmente con etiquetas que contienen un
isotopo liviano (C*?) y un isotopo pesado (C'®) respectivamente; combinar las muestras
proteicas marcadas y separarlas mediante electroforesis; digerir mediante proteasas
y finalmente identificar y cuantificar los péptidos obtenidos por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas de ionizacién por electrospray y trampa de iones
(LC ESI IT-MS).

| Muestra A (100ug) | | Muestra B (100ug) |

| Reduccion y alquilacion | | Reduccion y alguilacion |

| Marcajec/ isotopo liviano | | Marcajec/ isdtopo pesado |
1:1

l

Combinar ambas muestras

1D-PAGE

Digestion proteolitica
(Tripsina, EndoGluC)

|

| Analisis de muestras por LC ESI IT-MS, identificacion y cuantificacion |

Figura 5. Esquema de la técnica ICPL

Como muestra la Tabla 1 se observaron proteinas que aumentan o disminuyen
sus niveles en las células poliP— (M16-PPX) comparadas con las células control poliP+
(M16 no transformada). En resumen, se encontraron 52 proteinas que experimentaron
cambios en sus niveles producto de la carencia de poliP (28 aumentos y 24
disminuciones). En este estudio se consideraron las proteinas cuyo log, del factor de

cambio (poliP-/poliP+)- mediana fue superior a 0,64 o inferior a -0,69 y de las cuales
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se identificaron al menos 2 péptidos. El criterio utilizado para la seleccion de los
rangos de corte se determind por un andlisis en el cual se graficé la razén
log, (poliP-/poliP+)-mediana versus el nuamero de proteinas identificadas. Los
resultados de este analisis mostraron que a partir de los valores 0,64 y -0,69 se
observaba una desviacion (punto de inflexion) de los datos respecto al eje central en

dénde se agruparon la mayoria de las proteinas (Fig. 6).

Tabla 1. Resumen resultados condicion poliP-/poliP+
Péptidos encontrados 4934
Péptidos cuantificados 2452
Proteinas identificadas 380
Proteinas que experimentaron 52
cambios significativos

Proteinas que aumentaron sus niveles 28
Proteinas que disminuyeron sus niveles 24

B
26
24
2.2 1

T

4

. L:DE?EF.‘, liP-/poliP+)-mediana

-1.6
1.8

1.2 ‘
‘ o

2.2

Figura 6. Representacion grafica del log, (poliP-/poliP+)- mediana versus namero
de proteinas. Los puntos de inflexion de la curva (indicados con la linea roja), se
utilizaron como rango de corte para determinar aquellas proteinas que cambiaron sus
niveles en carencia de poliP.
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Para la mejor comprension y analisis de los cambios observados, las proteinas
que cambiaron sus niveles se agruparon segun sus categorias funcionales. Para ello
cada uno de los ORFs identificados se categorizd segun la anotacion disponible del
genoma de S. solfataricus P2, usando la clasificacion entregada por la base de datos
COG (Clusters of Orthologous Groups) (Tablas 2 y 3). Aquellas proteinas cuyos ORFs
no tenian un COG asociado se clasificaron utilizando la herramienta informatica

COGnitor (http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/COG/old/xognitora.html), que permite asignar

un COG, en base a la secuencia aminoacidica de una proteina.

En términos generales se observd que el proceso celular mas afectado por la
carencia de poliP es el metabolismo, pues considerando tanto aumentos como
disminuciones en los niveles de proteinas, un 61% de los cambios se asociaron a esta
categoria funcional. La siguiente categoria funcional mas representada fue
procesamiento y almacenaje de la informacion (13%) y finalmente procesos celulares y
de sefializacion (5%). Ademas de esto, hubo un grupo de proteinas cuya funcion se

desconoce. Dentro de esta categoria encontramos un 21% de las proteinas (Fig. 7A).

Un desglose de las categorias funcionales ya mencionadas nos permitio
establecer que dentro del metabolismo, las funciones que experimentaron mayor
cantidad de cambios fueron conversion y produccion de energia, junto con
metabolismo y transporte de aminoacidos. Las proteinas que experimentaron cambios
(aumentos o disminuciones) en sus niveles dentro de las categorias ya mencionadas

representan un 17,5% y un 12,3% respectivamente.

Las proteinas que experimentaron cambios en sus niveles y  estan
relacionadas con el metabolismo de carbohidratos representan un 10,5%, las que
estan relacioandas con el metabolismo de coenzimas un 8,8% y con el metabolismo
de lipidos un 7%. EIl resto de las categorias funcionales dentro del metabolismo,
experimentaron cambios que representan solo 1,8% de los cambios totales.
Finalmente, dentro de la categoria funcional procesamiento y almacenaje de la
informacion, vimos que proteinas involucradas con la transcripcion experimentaron

cambios que representan un 10,5% de los cambios totales. (Fig. 7B).
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A
B Metabolismo
M Procesos celularesy de sefalizacion
Procesamientoy almacenaje de la
informacion
B Proteinas pobremente
caracterizadas
B
Categoria Funcional N° de proteinas Y
Metabolismo y transporte de lipidos 4 7.0
Metabolismo y transporte de coenzimas ] 8.8
Metabolismo y transporte de aminoacidos 7 12,3
Metabolisme Metabolismo y transporte de carbohidratos 6 10,5
Conversion y produccion de energia 10 17,5
Metabolismo y transporte de nucledtidos 1 1,8
Catabolismo, transporte y 1 1.8
biosintesis de metabolitos secundarios
Metabolismo y transporte de iones inorg. 1 1.8
Procesos celularesy |Modificaciones postraduccionales, 2 3,5
de sefializacién recambio proteico y chaperonas maoleculares
Pared celular y membrana 1 1.8
Procesamiento y Transcripcion 6 10,5
almacenaje de la Dinamica y estructura de la cromatina 1 1.8
informacion
Proteinas pobremente |Funcion desconocida 12 21,1
caracterizadas

Figura 7. Anédlisis global de las proteinas de S.

solfataricus que

experimentaron cambios en carencia de poliP. A, distribucién de las proteinas
segun categorias funcionales. B, desglose del porcentaje de distribucion.

Entre las proteinas que aumentaron sus niveles en las células poliP—

encontramos la exopolifosfatasa (PPX), lo cual confirma que la induccion de esta

proteina fue efectiva y por lo tanto, nuestro modelo de estudio es funcional.
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Respecto a las proteinas involucradas en el metabolismo de aminoacidos,
podemos decir que la carencia de poliP produciria un aumento en la biosintesis de
algunos aminoacidos. Enzimas como la D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa y la serina-
piruvato aminotransferasa dan cuenta de un aumento de la biosintesis de serina,
glicina y treonina, mientras la acetolactato sintasa esta directamente relacionada con

la biosintesis de leucina, isoleucina y valina.

Por otro lado, dentro de las proteinas que estan involucradas con el
metabolismo energético vimos un aumento de la acil-CoA deshidrogenasa, enzima
gue interviene en la primera de las cuatro reacciones que constituyen la f-oxidacion de
los acidos grasos. Este proceso tiene como consecuencia un aumento en los niveles
de acetil-CoA, molécula que puede ingresar al ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA).
Adicionalmente, observamos un aumento en los niveles de la a-amilasa, la cual
participa en la degradacion del glicogeno y el aumento de la subunidad D de la NADH
deshidrogenasa (NuoD), complejo multienzimético que cataliza la transferencia de

electrones del NADH a la coenzima Q en la cadena respiratoria.

Finalmente, observamos que también aumentaron sus niveles proteinas
relacionadas con procesos de destoxificacion y estrés celular. Es el caso de la
peroxiredoxina (Bcp-4) y la peroxiredoxina probable (Bcp-2), enzimas involucradas en
la destoxificacion de especies reactivas de oxigeno y la proteccion del ADN

cromosémico frente a posibles dafios producto del estrés oxidativo.

Dentro del metabolismo energético, disminuyd sus niveles en las células poliP-
la malato sintasa, enzima que participa en el ciclo del acido glioxilico, catalizando de
manera reversible la sintesis de malato a partir de acetil-CoA y glioxilato. Una
disminucion en los niveles de esta enzima, reduciria el consumo de acetil-CoA por
parte del ciclo del &cido glioxilico, quedando disponible para que se integre al ciclo de
los &cidos tricarboxilicos. Ademas, también encontramos una disminuciéon en los
niveles de la fosfoenolpiruvato sintasa y la ribosa-5-fosfato isomerasa. La primera es
una enzima involucrada en la gluconeogénisis que cataliza la conversion de piruvato a
fosfoenolpiruvato y la segunda, una enzima que participa en la via de las pentosas

fosfato.
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Respecto a las funciones de transporte, observamos una disminucion en los
niveles de dos transportadores, uno para arabinosa y otro para maltosa. Ambos
transportadores son del tipo ABC por lo que consumen ATP al ejecutar su funcion. La
disminucion del transporte de maltosa al medio intracelular podria ser la razon por la
cual también observamos una disminucion de la a-glucosidasa, enzima que hidroliza la
maltosa. La relacion que podria existir entre la disminucién de este tipo de
transportador y la carencia de poliP se discute en la seccién 4.3.1.

3.3 Cambios en el proteoma total de las células de S. solfataricus M16
(poliP+) en presencia de cobre

Para establecer el efecto que tiene la carencia de poliP sobre la resistencia a
cobre, decidimos primeramente estudiar los cambios que genera este metal, por si
solo, sobre el proteoma total de S. solfataricus. De esta forma, se crecié la cepa
S. solfataricus M16 (no transformada) hasta alcanzar el inicio de la fase exponencial
de crecimiento (0,3 DOggo), €en la cual se suplementé el medio con 0,2 % de D-
arabinosa y luego de 3 horas se agregé CuSO, 1 mM. Luego de 24 h se prepararon
los extractos proteicos (ver seccidon 2.5) y se realizaron los estudios de protedmica
mediante ICPL.

Como muestra la Tabla 4, encontramos 50 proteinas que experimentaron
cambios en sus niveles producto de la presencia de cobre en el medio de cultivo (30
aumentos y 18 disminuciones). En este estudio se consideraron las proteinas cuyo
log, del factor de cambio (poliP+ Cu/poliP+)- mediana fue superior a 0,5 o inferior a -
0,55 y de las cuales se identificaron al menos 2 péptidos. Estos rangos de corte, se

determinaron segun lo descrito en la seccién 3.2.

Para la mejor comprension y analisis de los cambios observados, las proteinas
gue cambiaron sus niveles se agruparon segun sus categorias funcionales
(Tablas 5y 6).

Al igual que en células de S. solfataricus carentes de poliP, la categoria
funcional que mas cambios experimento fue el metabolismo, ya que un 44% de las

proteinas que aumentaron o disminuyeron sus niveles en la condicion poliP+/Cu estan
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involucradas con esta funcion celular. Respecto a las proteinas involucradas en el
procesamiento y almacenaje de la informacion, un 23% de las proteinas que
cambiaron sus niveles estan asociadas a esta funcion. Finalmente, es porcentaje de
proteinas de funcién desconocida que experimento aumentos o diminuciones fue 23%
respecto al total de proteinas que experimentaron cambios en esta condicién de
estudio (Fig. 8 A).

Tabla 4. Resumen resultados condicién poliP+ Cu/poliP+
Péptidos encontrados 3737
Péptidos cuantificados 1885
Proteinas identificadas 374
Proteinas que experimentaron 48
cambios significativos

Proteinas que aumentaron sus niveles 30
Proteinas que disminuyeron sus niveles 18

Un desglose de las categorias funcionales nos permitié establecer que dentro
del metabolismo, la funcidbn que experimentd mayor cantidad de cambios fue el
metabolismo y transporte de aminoacidos (15,4%). Ademas, dentro de la categoria
funcional procesamiento y almacenaje de la informacion la funcién traduccion,
estructura ribosomal y biogénesis representa un 15,4% de los cambios, situacion que

no observamos en la condicion poliP- (Fig. 8 B).

Entre las proteinas que aumentaron sus niveles en presencia de cobre,
destacan aquellas involucradas en la degradacion de péptidos. Tal es el caso de la
acilaminoacil-peptidasa (isoformas ApeH-1 y ApeH-3) y de la proteasa tricorn. La
acilaminoacil-peptidasa es una enzima que pertenece a la familia de las
propiloligopeptidasas (POP). Fue cristalizada desde el arquedn Aeropyrum pernix
(Bartlam y col., 2004) y cataliza la remocion de un aminoacido N-acetilado desde un
péptido pequefio (Tsunasawa y col., 1975). En mamiferos, esta enzima y el
proteosoma actian de forma coordinada para eliminar proteinas desnaturadas que

podrian resultar citotoxicas (Fujino y col., 2000; Shimizu y col., 2004).
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Por otro lado, tricorn es una proteasa, descrita en el arquedn Thermoplasma

acidophilum que degrada oligopéptidos generados por el proteosoma o por otras

proteasas dependientes de ATP (Tamuray col., 1998).

A

| Metabolismo
B Procesoscelularesy de sefializacion
W Procesamientoy almacenaje de la

informacion

M Proteinas pobremente caracterizadas

Categoria Funcional N° de proteinas %
Metabolismo y transporte de lipidos 2 3.8
Metabolismo y transporte de coenzimas 3 5.8
Metabolismo y trasporte de aminoacidos 8 15,4
Metabolismo Metabolismo y transporte de carbohidratos 3 58
Conversion y produccion de energia 3 58
Catabolismo, transporte v 1 1.9

biosintesis de metabolitos secundarios

caracterizadas

Metabolismo y transporte de iones inorganicos 3 58
Procesos celularesy |Modificaciones postraduccionales, 3 58
de seinalizacién recambio proteico y chaperonas moleculares

Pared celular y membrana 2 3,8
Procesamiento y Transcripcion 2 3,8
almacenaje de la Dinamica y estructura de la cromatina 1 1.9
informacién Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis 8 154

Replicacion, recombinacion y reparacion 1 19
Proteinas pobremente |Funcién desconocida 12 231

Figura 8. Analisis global de las proteinas de S. solfataricus que experimentaron
cambios en la condicion poliP+ en presencia de cobre. A, distribucion de las
proteinas segun categorias funcionales. B, desglose del porcentaje de distribucion.
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En nuestros estudios, también fue posible identificar proteinas involucradas en
el metabolismo de aminoacidos. Entre ellas encontramos la glutamato deshidrogenasa
(GdhA-2,-4), que cataliza la desaminacion oxidativa del glutamato para generar
2-oxoglutarato, un intermediario clave del ciclo del TCA (Consalvi y col., 1991). A esto
se suma el aumento de los niveles de dos transportadores: un transportador de
prolina/betaina y un transportador de dipéptidos, lo cual sugiere una mayor demanda
de aminoacidos frente a una situacién de estrés por cobre.

Adicionalmente, también aumentaron los niveles de tioredoxina reductasa
(SsTrx-B3) y de peroxiredoxina (Bcp-2). La tioredoxina reductasa es parte del sistema
tiorredoxina, compuesto por tiorredoxina, tiorredoxina reductasa y NADPH. Este
sistema esté presente en arqueas, bacterias y eucariotas y juega un papel primordial
en mantener el equilibrio redox de la célula y protegerla del estrés oxidativo (Mustacich
y Powis, 2000; Williams y col., 2001). La peroxiredoxina, como se discute en la seccion

4.3.3, también participa en la respuesta celular al estrés oxidativo.

En relacion al metabolismo energético, en nuestros experimentos de
protedmica vimos el aumento de los niveles de la ferredoxina y la malato sintasa.
Adicionalmente, vimos que dentro de la categoria funcional procesamiento y
almacenaje de la informacidbn aumentaron los niveles de una proteina tipo
endonucleasa IV. Por otro lado, dentro las proteinas que disminuyeron sus niveles
encontramos algunas relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y energético,
como la fosfoglicerato quinasa y la isocitrato liasa. Finalmente, también disminuyeron
sus niveles la arginil-tRNA sintetasa, el factor de iniciacion 2 y una proteina pequefia
de la familia Hsp20.

3.4 Cambios en el proteoma total de las células de S. solfataricus
M16-PPX (poliP-) en presencia de cobre

Para establecer el efecto que tiene la carencia de poliP sobre la resistencia a
cobre se crecié la cepa S. solfataricus M16-PPX hasta alcanzar el inicio de la fase
exponencial de crecimiento (0,3 DOgn), €n la cual se suplementé el medio con
0,2 % de D-arabinosa y luego de 3 h de inducciébn se agreg6 CuSO,; 1 mM.
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Posteriormente, se prepararon los extractos proteicos tras 24 h de agregar CuSO, (ver

seccién 2.4) y se realizaron los estudios de protedmica mediante ICPL.

Como muestra la Tabla 7 se observaron proteinas que aumentan o disminuyen
sus niveles en las células poliP- (M16-PPX), expuestas a una concentracion de CuSO,
1 mM, comparadas con las células control poliP- no expuestas a cobre. e encontraron
73 proteinas que experimentaron cambios en sus niveles producto de la carencia de
poliP y la presencia de cobre en el medio de cultivo (40 aumentos y 33 disminuciones).
En este estudio se consideraron las proteinas cuyo log, del factor de cambio (poliP-
Cu/poliP-)- mediana fue superior a 0,61 o inferior a -0,72 y de las cuales se
identificaron al menos 2 péptidos. Las Tablas 5 y 6 muestran las proteinas que

aumentaron y disminuyeron sus niveles respectivamente.

Tabla 7. Resumen resultados condicién poliP- Cu/poliP-
Péptidos encontrados 4440
Péptidos cuantificados 2293
Proteinas identificadas 432
Proteinas que experimentaron 73
cambios significativos

Proteinas que aumentaron sus niveles 40
Proteinas que disminuyeron sus niveles 33

Al medir el efecto de la exposicién a cobre en células carentes de poaliP, la
categoria funcional que agrupa la mayor cantidad de proteinas que experimentd
cambios fue el metabolismo (47%), cuyo porcentaje se acerca bastante a lo ocurrido
en la condicién poliP+/Cu (44%). Esta similitud también se observdé en la categoria
funcional procesamiento y almacenaje de la informacion, que representa un 29% de
los cambios, lo que se acerca bastante al 23% de proteinas que experimentaron
cambios en la condicién poliP+/Cu. Sin embargo, a pesar que los porcentajes son
parecidos, el nimero de proteinas involucradas es considerablemente mayor en la
condicion poliP-/Cu, comparada con la condicion poliP+/Cu. Ademas de esto, el
porcentaje de proteinas de funcion desconocida que experimentdé aumentos o

disminuciones se mantuvo cercano al 20% (Fig. 9A).
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B Metabolismo

W Procesoscelularesy de
sefializacion
Procesamientoy almacenaje

de la informacion

B Proteinas pobremente
caracterizadas

Categoria Funcional M® de proteinas %
Metabolismo y transporte de lipidos 1 1,3
Metabolismo y transporte de coenzimas 3 3,8
Metabolismo y transporte de aminoacidos 13 16,7
Metabolismo y transporte de carbohidratos 3 3.8
Metabolismo Conversion y produccion de energia 8 10,3
Metabolismo y transporte de nuclettidos 3 3.8
Catabolismo, transporte y 1 1,3
biosintesis de metabolitos secundarios
Metabolismo y transporte de iones inorganicos 5 6,4
Procesos celularesy |Modificaciones postraduccionales, 2 26
de sefalizacion recambio proteico y chaperonas maleculares
Pared celular y membrana 1 1,3
Procesamiento y Transcripcion 3 3.8
almacenaje de la Dindmica y estructura de la cromatina 1 1,3
informacign Traduccion, estructura ribosomal y biogénesis 18 231
Replicacion, recombinacion y reparacion 1 1,3
Proteinas pobremente |Funcidn desconocida 16 20,5
caracterizadas

Figura 9. Andlisis global de las proteinas de S. solfataricus que experimentaron
cambios en la condicion poliP- en presencia de cobre. A, porcentaje de distribuciéon
de las proteinas segun categorias funcionales. B, desglose del porcentaje de
distribucion.

Nuestros resultados muestran que la funcion que experimentdé mayor cantidad
de cambios fue el metabolismo y transporte de aminoacidos (16,7%). Ademas, dentro
de la categoria funcional “procesamiento y almacenaje de la informacion” la funcién

traduccion, estructura ribosomal y biogénesis agrupa un 23,1% de los cambios,
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situacion que representa el porcentaje mas alto de cambios dentro de esta categoria

en todas las condiciones estudiadas (Fig. 9B).

Ademas, la exposicion a cobre en carencia de poliP, aumenta los niveles de la
6,7-dimetil-8-ribilumazina sintasa, enzima que participa de la biosintesis de rivoflavina,
precursor de los cofactores FMN y FAD, los cuales se usan en una gran variedad de

reacciones redox (Fischer y col., 2004).

En relacion al metabolismo de aminoacidos, aumentaron los niveles de la
homoserina deshidrogenasa, la cual cataliza la tercera etapa de transformacion del
aspartato a homoserina, molécula precursora de treonina, metionina y cisteina (W hite,
2003). Ademas, aumentaron los niveles de la PAPS reductasa y la sulfato
adenililtransferasa. En E.coli, ambas enzimas participan de la reduccion del azufre,
transformando el sulfato en sulfito (Fig.10) (Sekowska y col., 2000). El sulfito es un
metabolito importante en la biosintesis de metionina y cisteina. La relacién que puede
existir entre estos aminodcidos y la resistencia a cobre se discutirdA con mayor
profundidad en la seccion 4.5.3. Junto con estos cambios, también observamos el
aumento en los niveles de una posible espermidina sintasa, enzima que participa en la
sintesis de poliaminas; de un posible sistema H de fragmentacion de glicina y de la
metionina aminopeptidasa. Esta ultima remueve el aminoacido metionina del extremo

N-terminal de péptidos y arilamidas.

.r'.l':: (7 f,j;'\_
Sulfato 7._..?,\“ Adenililsulfato _/,__.:‘.‘J 3 -fosfoadenosil-sulfato —=—, Sulfito
ATP el (APS) - (PAPS)

+H2:|

Figura 10. Reduccion del sulfato a sulfito en E.coli. Enzimas: (1) Sulfato
adenililtransferasa; (2) Adenililsulfato quinasa; (3) PAPS reducatasa.
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Adicionalmente, aumentaron los niveles de dos proteinas involucradas en la
cadena respiratoria. Estas son la subunidad citocromo b de la quinol oxidasa (SoxC) y
la proteina-1 rieske hierro-azufre (SoxL). También aumentd sus niveles la superéxido
dismutasa, enzima involucrada en la respuesta al estrés oxidativo, la subunidad alfa de

la chaperona prefoldina y la ADN topoisomerasa, entre otras.

Finalmente, dentro de las proteinas que disminuyeron sus niveles
encontramos la corismato mutasa, enzima que participa en la biosintesis de corismato,
gue a su vez es precursor de los aminoacidos triptéfano, fenilalanina y tirosina
(Krappmann y col., 1999). La carbamoil-fosfosintasa, involucrada en la biosintesis de
arginina (Legrain y col., 1995) y la acido-dihidroxideshidratasa, involucrada en la
sintesis de isoleucina y valina (Kim y Lee, 2006). Se suman a este grupo una gran
cantidad de proteinas ribosomales y la alanil-tARN sintetasa. Estos resultados en
primera instancia resultan confusos, pues por un lado vemos favorecida la biosintesis
de aminoacidos como cisteina y metionina y por otro lado se observd que la
biosintesis de otros aminoacidos (ej: Arg, lle, Trp) se ve inhibida. Una posible

explicacion de este fendmeno se discutird con mas profundidad en la seccién 4.5.3.
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4. DISCUSION
4.1 Respuesta de copA frente al cobre en carenciade poliP

Como se menciond en la introduccion de esta memoria de titulo (seccién 1.3),
COpA es parte de un grupo de genes que participan en la homeostasis de cobre
(Ettema y col., 2006). Este grupo de genes (copRTA) codifica para tres proteinas:
CopR, regulador transcripcional; CopT, metalochaperona de cobre; y CopA,
transportador de cobre dependiente de ATP. Estudios en S. solfataricus muestran que
en presencia de cobre se induce la co-transcripcion de copTA. Sin embargo, también
se encontrd que este cotranscrito esta presente en bajos niveles en células de S.
solfataricus no expuestas a cobre. CopR en cambio, no ve afectados sus niveles de
transcrito en presencia de cobre. Estos antecedentes indican que CcOpRTA se
transcriben basalmente en condiciones control (sin cobre) (Villafane y col., 2009). En
cambio, en presencia de altas concentraciones de cobre, CopR aumenta la
transcripcion de copTA uniéndose a un promotor rio arriba de estos genes y rio abajo
de copR (Villafane y col., 2011). Por lo tanto, es muy probable que la actividad de

CopR esté regula de forma alostérica por el cobre.

Ademas de este sistema canonico de resistencia a cobre, se cree que los poliP
podrian desempefiar un papel importante en la destoxificacion de este metal. Estudios
realizados en microorganismos biomineros y altamente resistentes a cobre como A.
ferrooxidas y S. metallicus muestran que al interior de éstas células se acumula una
gran catidad de poliP. Los niveles de este polimero disminuyen cuando las células son
expuestas cobre y junto con esto, también se observd que la actividad de la PPX,
enzima que degrada los poliP, aumenta (Alvarez y Jerez, 2004; Remonsellez y col.,
2006; Orell y col., 2010). Estos antecedentes, junto con los ya mencionados en la

seccioén 1.4.2, permiten relacionar los poliP con la resistencia a cobre.

Nuestros resultados de PCR en tiempo real concuerdan con lo documentado en
la literatura respecto al comportamiento de copA en respuesta a cobre. Como se
expuso en la seccion 3.1, los niveles de transcrito aumentan en respuesta a cobre en

forma transiente, tanto en carencia como en presencia de poliP. Sin embargo, en
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carencia de poliP, los niveles méximos de transcrito se alcanzaron antes que en la
condicién poliP+. La explicacion propuesta para este fenébmeno es que en carencia de
poliP el cobre no podria ser expulsado de la célula en la forma de Cu-Pi y esto
aumentaria las concentraciones intracelulares de cobre. Para hacer frente a estas
condiciones, las células de S. solfataricus compensarian el papel de los poliP en la
detoxificacion del cobre, no sélo aumentando los niveles de transcrito de copA sino
también, activando su transcripcidbn mas tempranamente que en presencia de poliP.

Finalmente, a pesar que los niveles de transcrito de copA se elevaron luego de
la exposicidén a cobre, los niveles proteicos de este transportador no fueron detectados
por la técnica ICPL. Posiblemente, se debe a limitaciones de la técnica proteémicay a
lo complejo que resulta poder solubilizar proteinas de membrana. Otra explicacién, es
gue debido al recambio proteico, los niveles de CopA hayan vuelto a niveles bajos
luego de las 24 h que se esperaron para preparar los extractos proteicos que se

utilizaron en los experimentos de proteomica cuantitativa.

4.2 Proteinas que experimentaron cambios en mas de una condicion de
estudio y proteinas hipotéticas

Dentro de las proteinas que cambiaron sus niveles en mas de una condicion
encontramos un grupo relacionadas con la estructura de ADN. Estas son la proteina
de unién a cromatina Cren7 y las proteinas de union a ARN/ADN alba 1 y alba 2.
Cren7 es una proteina que junto a la proteina Sac7d compactan el ADN, cumpliendo
una funcién similar a las histonas en eucariontes (Zhang y col., 2010). Nuestros
experimentos muestran que esta proteina aumenta sus niveles en la condicién poliP-y
los disminuye tanto en la condicion poliP+/Cu como poliP-/Cu. Hasta la fecha sélo se
han realizado estudios estructurales de Cren7 (Feng y col.,, 2010). Para poder
establecer una relacion entre esta proteina y un fendmeno de estrés, se requiere mas

informacion.

Por otro lado, alba 1 y alba 2 son proteinas ampliamente distribuidas en las
arqueas. Mientras alba 1 es una proteina altamente conservada entre las
Creanarqueas, alba 2 en cambio, es mucho mas divergente (Jelinska y col., 2005).

Estas proteinas se unen tanto al ADN, como al ARN in vivo (Guo y col., 2003; Marsh y
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col.,, 2005). Estudios de cristalografia muestran que alba 1 puede formar un
homodimero o un heterodimero con alba 2 en la proporcion 1:1. Estos dimeros
generan distintos niveles de condensacién del ADN circular in vitro. El heterodimero
siempre genera estructuras altamente condensadas, mientras el homodimero puede
generar estructuras relajadas, tanto como condensadas. Una relacion 6pb/dimero
genera una estructura relajada de ADN y una relacion 12 bp/dimero, una condensada
(Jelinska y col., 2005). Ademas de una funcion estructural, las proteinas alba pueden
tener funciones reguladoras de la transcripcion. Estudios en S. solfataricus muestran
gue la afinidad de la proteina alba 1 por el ADN esta regulada por la acetilacion de la
Lys16. Cuando alba 1 esta desacetilada posee mayor afinidad por el ADN y es capaz
de reprimir la transcripcion del promotor T6 del SSV1 (de Sulfolobus spindle-shaped
virus) in vitro (Bell y col., 2002). Por otro lado, debido a su capacidad de unirse al ARN
in vivo (ARNr y ARNm), se propuso que una de las funciones de la proteina alba 1 es

mantener la estructura y la estabilidad de ARN.

Nuestros resultados de protedmica mostraron que tanto en la condicion poliP-
como en la condicién poliP-/Cu aumentan los niveles de la proteina alba 1. Alba 2 en
cambio aumenta sus niveles en la condicion poliP- y los disminuye en la condicion
poliP+/Cu. Debido a las multiples funciones y el poco conocimiento que se tiene de las
proteinas alba, es dificil determinar el efecto que tendria el aumento o disminucion de
los niveles de esta proteina. Sin embargo, nuestros resultados en la condicion
poliP+/Cu sugieren que alba 2 podria tener una funcién protectora del ADN y del ARN.
Esto explicaria que junto con la diminucion de los niveles de alba 2, se observara el

aumento de la endonucleasa IV y de una proteina del exosoma (ver seccion 4.4.1).

Otra proteina que cambio en més de una condicion es la piridoxal biosintesis
liasa. Esta enzima, participa en la biosintesis de piridoxal 5-fosfato (PLP), un cofactor
esencial de enzimas involucradas en el metabolismo de aminoacidos (Mittenhuber,
2001). Nuestros estudios mostraron que la enzima piridoxal biosintesis liasa aument6
sus niveles en la condicion poliP-/Cu, lo que podria conducir a una mayor produccion
de PLP. La relacién mas interesante que podemos encontrar entre el posible aumento
de este cofactor y la carencia de poliP en presencia de cobre, es que la cisteina sintasa

es una enzima dependiente de PLP (Alexander y col., 2005) y, como se discutira en la
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seccion 4.5.2, se observa favorecida la biosintesis de cisteina en esta condicion de
estudio.

Finalmente, dentro de nuestros resultados de proteémica encontramos un grupo
de proteinas cuya funcion es hasta hoy desconocida (proteinas hipotéticas). Ademas,
hubo proteinas de las cuales se conoce su funcion, pero sus cambios no se pudieron
relacionar ni con la resistencia a cobre ni con la carencia de poliP. Las principales
razones de esta situacion fue el poco conocimiento de algunas vias metabdlicas en
arqueas y las multiples funciones que puede cumplir una misma proteina, haciendo

dificil relacionar sus cambios con un fenémeno especifico.

4.3 Efecto de la carencia de poliP en el arquedn S. solfataricus

Como se menciond anteriormente, los poliP son polimeros lineales de decenas
o centenas de residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidrido (Kornberg y
col., 1999). Los poliP se observan, mediante microscopia electronica, como granulos
densos al paso de los electrones (Wiame, 1947) y ademas, se han encontrado en
todos los seres vivos en los que se ha buscado: bacterias, hongos, protistas, plantas,
animales (Wood y Clark, 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983;
Rudnick y col., 1990; Remonsellez y col., 2006, Orell y col., 2012). El posible origen

prebiotico y el caracter ubicuo de los poliP sugieren una multiplicidad de funciones.

En esta memoria de titulo nos interes6 conocer el efecto que tendria la
carencia de poliP en S. solfataricus y de esta forma comprender mejor el papel que
desempefia este polimero en arqueas. Con este objetivo en mente, disefiamos
experimentos de protedmica cuantitativa que nos permitieron comparar las proteinas
de una cepa recombinante carente de poliP (poliP-) frente a una cepa silvestre
(poliP+).

4.3.1 Metabolismo de carbohidratos, lipidos y conversion de energia

Nuestros datos protedmicos apoyan la hipétesis que los poliP tienen un papel
energético, en particular en la regeneracion de ATP y del poder reductor. Asi,

observamos que la carencia de poliP aumenté la expresion de la a-amilasa. Esta
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enzima participa en la degradacion del glucogeno, polimero capaz de actuar como una
reserva de polisacaridos en arqueas (Konig y col., 1982) y cuya degradacion liberaria
glucosa al medio intracelular para incorporarse finalmente a la via glicolitica. Ademas,
una disminucion de la fosfoenolpiruvato sintasa, enzima involucrada en la
gluconeogénisis y que cataliza la conversion de piruvato a fosfoenolpiruvato. Un
descenso en los niveles de esta proteina sugiere que en carencia de poliP se favorece
la via glucolitica, sobre la gluconeogénesis (Fig.11). Finalmente, el aumento en los
niveles de la acil- CoA deshidrogenasa, da cuenta de una mayor degradacion de
acidos grasos y subsecuente produccion de acetil- CoA (Fig. 11), molécula que al
incorporarse al ciclo del TCA podria actuar como un mecanismo que permite hacer
frente a una posible carencia de ATP. Por otro lado, la disminucion de los niveles de
transportadores de maltosa y arabinosa en S. solfataricus, se reportd anterirmente, a
nivel de transcrito, por Tacholjian y col. (Tacholjian y col., 2006) al exponer estas
células a un estrés por calor. Considerando el antecedente ya mencionado, la posible
explicacion para la disminucién de los niveles de estos transportadores es que, frente a
una situacion de estrés, la célula obtiene ATP desde sus reservas energética en vez de
consumir ATP en el transporte de azucares hacia el medio intracelular. Esto sugiere
gue la cepa deficiente de poliP podria ser menos activa metabdlicamente y ajusta la

asimilacién de nutrientes a esta condicion.

En este estudio no se encontraron cambios de proteinas involucradas
directamente con el ciclo del TCA, el cual tiene una funcion relevante dentro del
metabolismo energético. Sin embargo, es posible relacionar la disminucion de los
niveles de la malato sintasa y de la maleato isomerasa con este proceso celular pues,
como indica la Figura 12, una disminucion de la malato sintasa favorece que la acetil-
CoA ingrese al ciclo de los TCA. La maleato sintasa es una enzima que transforma el
maleato a fumarato. Una disminucion de sus niveles conllevaria a una acumulacion de
maleato, molécula que in vitro es capaz de inhibir la isocitrato liasa del arquedn
haléfilo Haloferax mediterranei (Oren y col., 1995). Si bien es necesario estudiar si el
maleato tiene el mismo efecto sobre la isocitrato liasa de microorganismos termofilos,

este dato sugiere que la reduccion de la actividad de la isocitrato liasa y la disminucion
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de los niveles de malato sintasa favorecen el ciclo del TCA sobre al ciclo del acido

glioxilico, lo que implica una mayor generacién de poder reductor y ATP.

- o
lucs QJ' | acil-CoA &
glucogeno —p glucosa ~ o
@f i

enoil-CoA o-

Glicolisis: Via gluconato Glicolisis: Via no 3_
semifosforilativa i fosforilativa ED g\
ED 3-hidroxiacil-CoA &
KDG o

’ @

. . o

gliceraldehido  piruvato _,  acetil-CoA ¢ 3-cetoacetil-CoA 8

glice}ato ‘( 2)
!

2P-glicerato ___, PEP

Figura 11. Esquema de la via glicolitica Entner—Doudoroff (ED) y de la
degradacion de acidos grasos en S. solfataricus. Enzimas: (1) alfa amilasa;
(2) fosfoenolpiruvato sintasa; (3) acil-CoA deshidrogenasa. Las flechas rojas indican
las enzimas que aumentaron sus niveles en carencia de poliP y la flecha azul indica la
enzima que los diminuyo.

En relacion a la cadena respiratorioa, en nuestros estudios vimos el aumento de
los niveles de la subunidad D de la NADH deshidrogenasa (NuoD). Respecto a esta
proteina, She y col. (2001) lograron identificar el operén nuoBCDHI (SSO0665,
SS00322-0329) en S. solfataricus, pero no asi los genes que codifican para las
subunidades que participan en la unién de NADH y la oxidacion (nuoEFG). Por lo tanto,
ellos concluyeron que la NADH deshidrogenasa no es funcional en la cadena
respiratoria de S. solfataricus (She y col., 2001). Sin embargo, resultados de
transcriptobmica muestran que células de S. solfataricus aumentan los niveles de
transcrito del operén nuoBCDHI frente a un estrés por calor (Tacholjian y col., 2006).
Para tener una idea clara, de la funcion que cumple la NADH deshidrogenasa en
arqueas seran necesarios mas estudios que permitan relacionar esta proteina con

situaciones de estrés.
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2 Ferredoxina o4

Figura 12. Esquema del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA) en
S. solfataricus. Enzimas: (1) citrato sintasa; (2) aconitasa; (3) isocitrato
deshidrogenasa; (4) 2-oxoacido ferredoxina oxidoreductasa; (5) succinil-CoA
sintetasa; (6) succinato deshidrogenasa; (7) fumarasa; (8) malato deshidrogenasa; (9)
isocitrato liasa; (10) malato sintasa; (11) maleato cis-trans isomerasa. Las flechas en
verdes indican las proteinas que disminuyeron sus niveles en carencia de poliP.
@ Indica la posible inhibicion de la isocitrato liasa por maleato.

Finalmente, hubo un grupo de proteinas cuyos cambios resultaron ambiguos, ya
gue proteinas con una funcion similar mostraron diferentes patrones de cambio. Tal es
el caso de la acetil-CoA C-acetiltranferasa, proteina que participa en el metabolismo de
lipidos, el ciclo fijador de carbono del 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato y la
degradacion de isoleucina, en donde la isoformas Acab-3 y Acab-4, disminuyeron sus
niveles mientras que la isoforma Acab-6 los aumento. Esta situacion fue reportada con

anterioridad por Tacholjian y col. en donde los genes acab-1,-3,-8,-10 disminuyeron
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sus niveles y los genes acab-4,-5,-6 los aumentaron frente a un estrés por calor
(Tacholjian y cal., 2006).

Por otro lado, en relacién a la via de las pentosas fosfato observamos una
disminucion de los niveles de la ribosa-5-fosfato isomerasa. En S. solfataricus, solo se
han identificado los genes que codifican para la ribosa-5-fosfato isomerasa (Ss01978) y
la transcetolasa (Ss00297 y Ss00299). Por lo tanto, la funcion y la implicancia de la
disminucién de los niveles de esta proteina en carencia de poliP son hasta ahora

desconocidas.

4.3.2 Metabolismo de coenzimas y aminoacidos

Dentro de este grupo encontramos un aumento en los niveles de una cobalto-
precorrina-6Y C(15)-metiltransferasa. Esta proteina es una enzima que participa en la
biosintesis de la vitamina B12 (Rodionov y col., 2003). Esta descrito que la vitamina
B12 es un cofactor de enzimas con actividad isomerasa, metiltanferasa y
deshalogenasa (Banerjee y col., 2003). Mediante estudios gendmicos, se determiné
que en arqueas del género Sulfolobus la vitamina B12 es esencial para la actividad de
la metilmalonil-CoA mutasa (Zhang y col., 2009), la cual cataliza la conversién de

metilmalonil-CoA a succinil-CoA, siendo este Ultimo un intermediario del ciclo del TCA.

Adicionalmente, observamos un aumento de la enzima geranilgeranil
pirofosfato sintasa, la cual cataliza las siguientes reacciones:

@ (2E,6E)-farnesil-PP + Isopentil I » trans-geranil-geranil-PP + PP

@ dimetalil-PP + Isopenti-PP  ———3  geranil-PP + PP

- . H - i -
@) geranil-PP + Isopentil-PP > trans, trans-farnesil-PP

Como se puede ver en las reacciones (1), (2) y (3), un aumento en los niveles
de esta enzima conduce a un aumento de geranil-PP, geranilgeranil-PP y farnesil-PP.
Estos tres compuestos son relevantes para la sintesis de terpenoides y lipidos de
membrana (DeRosa y Gambacorta, 1986), ademas son componentes esenciales para

la sintesis de las ubiquinonas (Meganathan, 2001), proteinas que participan en la
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cadena respiratoria recibiendo electrones de la NADH deshidrogenasa y la succinato

deshidrogenasa para transferirlos al citocromo bc; (Complejo IlI).

De esta forma, tanto los cambios observados en la cobalto-precorrina-6Y C(15)-
metiltransferasa, como en la geranilgeranil pirofosfato sintasa sugieren que en carencia
de poliP la células de S. solfataricus aumentan sus requerimientos de proteinas
involucradas en el metabolismo y la produccion de energia. Otros antecedentes que
apoyan una posible funcién energética de los poliP son aportados por el trabajo de
Varela y col. en donde la carencia de poliP en células de Pseudomonas sp. B4,
produce un aumento en los niveles de proteinas que participan en el ciclo de TCAy en

la degradacion de acidos grasos (Varelay col., 2010)

Por otro lado, respecto al metabolismo de aminoacidos observamos que
aumentaron los niveles de la D-3-fosfoglicerato deshidrogenasa, enzima que cataliza la
primera reaccién de la via fosforilativa de la biosintesis de serina (Fig.13). Ademas, el
aumento en los niveles de la enzima serina-piruvato aminotransferasa, la cual participa
en la via no fosforilativa de la biosintesis de serina. Sin embargo, estudios realizados
en S. tokodaii mostraron que esta proteina tiene actividad fosfoserina aminotranferasa
y por lo tanto podria participar en la via fosforilativa de la sintesis de serina (Shimizu y
col., 2007). Los aumentos de estas dos enzimas muestran que no sélo se incrementa
la biosintesis de serina, sino también de aminoacidos que pueden ser obtenidos a

partir de ella. Tal es el caso de la glicina y la treonina.

® @ ®
D-3 fosfoglicerato —— 3P-hidroxi-piruvato ——— Fosfoserina ——— ) Serina

Figura 13. Via fosforilativa de sintesis de serina. Enzimas: (1) D-3 fosfoglicerato
deshidrogenasa; (2) L-fosfoserina aminotrasnferasa; (3) fosfoserina fosfatasa. Esta via
ha sido descrita tanto en E. coli como en alaunos Sulfolobales.

Finalmente, otra de las proteinas que aumentd sus niveles en carencia de poliP
es la acetolactato sintasa, enzima que participa en la biosintesis de leucina, isoleucina
y valina (Singh y Shaner, 1995). Estudios transcriptomicos en el arqueodn

hipertermofilo Pyrococcus furiosus dan cuenta tanto del aumento de los niveles de
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transcrito del gen que codifica para la acetolactato sintasa, como del aumento de los
niveles de trasncrito de genes involucrados en la biosintesis de serina/treonina, luego
de 5 h de un estrés por frio. Este hallazgo, seria una respuesta tardia que se produce
como consecuencia del incremento de intermediarios C-3 y C-4 generados por el
aumento de la degradacion de glucosa durante las primeras 2 h post-estrés (Weinberg
y col.,, 2005). De esta forma, es posible que el aumento en la biosintesis de los
aminoacidos ya mencionados esté supeditado al aumento de las vias de degradacion

de glucosa y glucogeno que se discutieron en la seccion 4.3.1.

4.3.3 Modificaciones postraduccionales y chaperonas

Dentro de esta categoria funcional encontramos el aumento de los niveles de
dos peroxiredoxinas (Bcp-2 y Bcp-4), las cuales tienen un papel central en la
proteccion de S. solfataricus frente al estrés oxidativo acoplado al ciclo del TCA y la
cadena respiratoria (Rhee y col., 2005; Limauro y col., 2006). Junto con transformar el
H202 en H20 y O, regeneran el contenido intracelular de NAD y mantienen el
equilibrio redox (Nishiyama y col., 2001; Seib y col., 2006). El aumento en los niveles
de peroxiredoxinas fue reportado antes por Varela y col. en Pseudomonas sp. B4
carente de poliP (Varela y col., 2010) y por Maaty y col. en células de S. solfataricus
expuestas a H,O, (Maaty y col., 2009). Por lo tanto, es posible que el aumento de
proteinas que participan en las vias catabdlicas, producto de la carencia de poliP,
conlleve también un aumento de las especies reactivas del oxigeno. Frente a esta
situacion, las peroxiredoxinas actuarian como un mecanismo de proteccion frente a los

mayores niveles de ROS.

4.4 Efecto del cobre en el proteoma del arqueodn S. solfataricus

El cobre es un micronutriente esencial para todos los seres vivos (eucariotas,
procariotas y arqueas), que puede ser altamente téxico cuando se encuentra en
concentraciones que exceden a las requeridas fisiologicamente. Aunque la toxicidad

del cobre no estd completamente entendida, en gran parte se debe a su capacidad
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para generar especies reactivas de oxigeno a través de una reaccion tipo Fenton
(Lloyd y Phillips, 1999; Bruins y col., 2000; Teitzel y col., 2006).

Cu* 4+ H,O, = Cu** + QH™ + OH®

Asi, los radicales libres generados mediante esta reaccion pueden dafiar las
membranas celulares, alterar la estructura de las proteinas y del DNA, perturbando las
funciones celulares en general (Yoshida y col.,, 1993; Bruins y col., 2000; Solioz y
Stoyanov, 2003a). Ademas de este mecanismo de dafio, Macomber e Imlay (2009)

proponen gue el cobre es capaz de dafar los centros Fe-S de las proteinas.

En esta memoria de titulo nos interesaba conocer los mecanismos de
S. solfataricus que le permiten hacer frente a una situacion de estrés generada por el
cobre. Con este objetivo en mente, disefiamos experimentos de protedémica
cuantitativa que nos permitieron comparar las proteinas de este microorganismo en
presencia de una concentracion de CuSO, 1 mM respecto a la condicion control sin

cobre.

4.4.1 Procesamiento y almacenaje de la informacion

Dentro de esta categoria funcional aumentaron los niveles de dos proteinas
gue estan involucradas con el procesamiento del ARN. Una es el factor de
procesamiento del extremo 3' ARNm cuya funcion ain no es del todo clara. Sin
embargo, estudios protedmicos en el arquedn Ferroplasma acidarmanus Ferl
mostraron que en presencia de cobre, este factor aumenta sus niveles respecto a la
condicion control (Baker-Austin y col., 2005). El otro aumento a considerar es el de
una proteina del exosoma. Estudios realizados en S. solfataricus muestran que el
exosoma participa en la poliadenilacion del extremo 3° del ARNm y su posterior
degradacion (Portnoy y col. 2005). La actividad del exosoma es importante, pues
permite eliminar ARNm defectuoso; determinar la abundancia de ARNm; y la velocidad
de la sintesis de proteinas (revisado por Houseley y col., 2006). Es posible que en

presencia de cobre se genere una situacion de estrés ta, que la célula aumente su
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maquinaria de degradacion de ARN, el cual puede presentar dafios debido a una

posible condicion de estrés oxidativo.

Adicionalmente, también logramos identificar una proteina tipo endonucleasa
IV, que aumento sus niveles en presencia de cobre. La endonucleasa IV es una
proteina que pertenece a la familia de las AP-endonucleasas (Ljungquist, 1977) que
son proteinas que catalizan la ruptura del enlace fosfodiester de una molécula de ADN
cuando se generan sitios apurinicos-apirimidinicos (AP) (Fig.14) La ruptura del enlace
fosfodiéster es la primera etapa del sistema de reparacion del ADN BER (de Base
Exicision Repair) (Barzilay e Hickson, 1995). La pérdida de una base nitrogenada es
una de las lesiones mas frecuentes del ADN, la cual necesita ser corregida
rapidamente pues puede generar mutaciones y blogueo de la replicacién (Loeb, 1985;
Sobol y col.,, 2003). Estudios en E. coli muestran que la expresion de la
endonucleasa IV es inducida por un regulén de respuesta al ion O, (SoxRS). Si bien la
endonucleasa IV no es la principal responsable de la actividad AP-endonucleasa en
E.coli, su actividad es relevante en la reparacion del ADN, especialmente en
situaciones de estrés oxidativo (Demple y col., 1986). Estos antecedentes, junto con el
aumento observado en los niveles de una proteina tipo endonucleasa IV, nos permiten
sugerir que el cobre genera una situacion de estrés oxidativo y dafio en el ADN de S.
solfataricus. Finalmente, estudios protedmicos realizados en Ferroplasma acidarmanus
Ferl muestran que en presencia de cobre también se sobreexpresa Ila
endonucleasa IV, permitiendo relacionar esta enzima con una situacion de estrés
generada por el cobre (Baker-Austin y col., 2005).
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4.4.2 Metabolismo de carbohidratos, lipidos y conversion de energia

Dentro de estas funciones celulares aumentaron los niveles de la ferredoxina y
la malato sintasa. También disminuyeron los niveles de la isocitrato liasa y la
fosfoglicerato quinasa.

Las ferredoxinas son pequefias proteinas con centros hierro-sulfuro que
funcionan como transportadores de electrones intracelulares. En el caso de
S. solfataricus, la ferredoxina posee un centro 2Fe-2S y actla como aceptor de
electrones de la 2-oxoacido ferredoxina oxidoreductasa (lwasaki y col., 1995), enzima
que participa en el ciclo del TCA convirtiendo el 2-oxoglutarato en succinil-CoA (Park y
col.,, 2006). A pesar que nuestros experimentos de protedmica no mostraron un
aumento en los niveles de la 2-oxoacido ferredoxina oxidoreductasa, el aumento de los
niveles de la ferredoxina sugiere una mayor actividad de esta enzima, lo que implica
una mayor actividad del ciclo del TCA (Fig.15). Este ciclo también se ve favorecido por
la disminucién de los niveles de la isocitrato liasa. Sin embargo, resulta curioso que los

niveles de esta ultima enzima disminuyeran mientras los niveles de la malato sintasa,
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enzima estrechamente relacionada con ella, aumentaran. Estudios del metabolismo de
azUcares C5 en S. solfataricus mostraron que es posible observar actividad malato
sintasa en ausencia de actividad isocitrato liasa al degradar azicares como xilosa o
arabinosa (Brouns y col., 2006; Nunn y col., 2010). Ademas, a pesar que ambas
proteinas estén estrechamente relacionadas, la distancia de los genes que las
codifican es de 461 pb y no forman un operén (Reiter y col., 1990). La D-arabinosa
ademas de funcionar como fuente de energia, es inductor de la expresion de la PPX en
la cepa S. solfataricus M16-PPX. En cambio, en el caso de la cepa S. solfataricus M16
(silvestre), s6lo actuaria como fuente de energia ya que no induce la expresion de
ninguna proteina.De esta forma, el comportamiento de la isocitrato liasa y la malato
sintasa sugiere que en presencia de cobre la de D-arabinosa es degradada y utilizada
como fuente de energia. Finalmente, la disminucion de los niveles de la fosfoglicerato

guinasa podria dar cuenta de un apagamiento de la via gluconeogénica.

Estos resultados en conjunto sugieren que en presencia de cobre se privilegian
las vias catabolicas (como el ciclo del TCA y la degradacion de D-arabinosa),

produciendo mayores niveles de ATP y poder reductor.

4.4.3 Metabolismo de coenzimas, aminoacidos e iones inorganicos

A nivel celular, las proteinas estan dentro de un ciclo de degradacién y
regeneracion. Este constante recambio le permite a la célula responder eficientemente
a cambios en su habitat natural. No solo las proteinas normales son degradadas, sino
también aquellas proteinas mal plegadas o desnaturadas, que se acumulan luego de
una situacion de estrés (revisado por Goldberg, 2003). En nuestros estudios de
protedmica el estrés generado por el cobre tuvo como consecuencia el aumento en los
niveles de la proteasa tricorn y dos acilaminoacil-peptidasas (ApeH-1y ApeH-3). La
explicacién al aumento en los niveles de proteasa podria ser que la presencia de cobre
dé origen a proteinas mal plegadas, las cuales deben ser rapidamente degradarlas
para no incurrir en la produccion y acumulacién de proteinas que pudieran resultar
citotoxicas. Adicionalmente, también destaca el aumento de los niveles de la tiosulfato

azufretransferasa, ya que una de las funciones propuestas para esta proteina es la
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formacién de grupos prostéticos en proteinas con centro hierro-sulfuro (Pagani y cols.,

1984), los cuales pueden ser dafiados por el cobre (Macomber e Imlay, 2009).

2 Ferredoxina o4

Figura 15. Esquema del ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) de
S. solfataricus en presencia de cobre. Enzimas: (1) citrato sintasa; (2) aconitasa;
(3) isocitrato  deshidrogenasa; (4) 2-oxoacido ferredoxina  oxidoreductasa;
(5) succinil-CoA sintetasa; (6) succinato deshidrogenasa; (7) fumarasa; (8) malato
deshidrogenasa; (9)isocitrato liasa; (10) malato sintasa; (11) glutamato
deshidrogenasa. Las flechas rojas indican las proteinas que aumentaron sus niveles en
presencia de cobre y la flecha azul la que los disminuy®.

Por otro lado, también observamos el aumento de los niveles de un
transportador de dipeptidos DppA y un transportador de prolina/betaina. Este hallazgo
sugiere que en presencia de cobre la célula requiere transportar mas aminoacidos al
medio intracelular, posiblemente para ser utilizados en la sintesis de proteinas

necesarias para hacer frente a una situacion de estrés.
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Finalmente, dentro de este grupo aumentaron los niveles de la glutamato
deshidrogenasa, enzima que convierte el glutamato en 2-oxoglutarato, intermediario
central de ciclo del TCA. La produccién de mayores niveles de 2-oxoglutarato refuerza
la idea de una mayor actividad de la 2-oxoacido ferredoxina oxidoreductasa (ver
seccion 4.4.2), lo que favoreceria el ciclo del TCA y por lo tanto la produccion de ATP
y poder reducto (Fig. 16). El favorecer las vias de produccion de ATP es relevante a la
luz de los resultados expuestos, pues la protedlisis es un proceso dependiente de

energia (Gottesman y Maurizi, 1992).

4.4.4 Modificaciones postraduccionales y chaperonas

Nuestros resultados de protedmica dan cuenta de algunos de los mecanismos
gue tiene S. solfataricus para hacer frente a una situacion de estrés por cobre. Es asi
como un aumento de los niveles de la peroxiredoxina Bcp-2, junto con la tiorredoxina

reductasa.

En levaduras y mamiferos el sistema tioredoxina, ademas de proteger a la
célula del estrés oxidativo, regula la sintesis de ADN, la transcripcion génica, el
crecimiento celular y la apoptosis (Mustacich y Powis, 2000; Arner y Holmgren, 2000).
Ademas, en E. coli se reporté que la tioredoxina y la tioredoxina reductasa presentan
actividad chaperona al ser capaces de renaturalizar y plegar proteinas desnaturadas
in vitro (Kern y col., 2003). En el genoma de S. solfataricus se han identificado dos
tioredoxinas (SsTrx-Al, -A2) y tres tioredoxinas reductasas (SsTrx-B1, -B2, -B3)
putativas. Mientras ambas tioredoxinas son funcionales, sélo la SsTrx-B3 opera en
S. solfataricus (Grimaldi y col., 2003). SsTrx-B3, ademas de participar del sistema
tioredoxina junto con las tioredoxinas, puede participar de un nuevo sistema tioredoxina
conformado por una proteina disulfuro oxidoreductasa (SsPDO), la cual es sustrato de
SsTrx-B3 y NADPH (Pedone y col., 2006). La SsPDO, también llamada glutaredoxina,
es una proteina que presenta actividad chaperona, oxidoreductasa (forma y reduce
puentes disulfuro) e isomerasa (reordena puentes disulfuro). El papel que desempeiia
la SsPDO es relevante si consideramos que, a diferencia de la mayoria de las células,
en el citoplasma de microorganismos termofilos es posible encontrar proteinas con

puentes disulfuro. La importancia de los puentes disulfuro radica en que éstos
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contribuyen significativamente a la termoestabilidad de las proteinas (Beeby y col.,
2005). Finalmente, un sustrato importante del sistema SsPDO/SsTrx-B3/NADPH es la
peroxiredoxina, ya que en S. solfataricus las isoformas Bcp-1, -3, -4 de la
peroxiredoxina son restituidas (reducidas) por este sistema (Limauro y col., 2008)
(Fig. 16).

Por lo tanto, en el contexto de un posible estrés oxidativo generado por el
cobre, el aumento en los niveles de la SsTrx-B3 es relevante ya que ayudaria a
proteger a la célula de tres maneras: reduciendo proteinas oxidadas mediante el
sistema tioredoxina; restableciendo puentes disulfuro de proteinas mal plegadas
mediante el sistema SsPDO/SsTrx-B3/NADPH vy finalmente, restituyendo (reduciendo)
las peroxiredoxinas que ayudan en la eliminacion de las especies reactivas del oxigeno
generadas tanto una reaccion tipo Fenton, como por el aumento de la vias catabodlicas
discutidas en la seccion 4.4.2.

P o— '-_.*. > [ Reduced "
NADI I! FAD xuhxtr..ulle
NADP r ADH, ““d“*“

\»uhwt:‘ulu-

i._\h Thioredoxin reduciase Thioredoxin *

Figura 16. Sistema tiorredoxina. Imagen obtenida de Grimaldi y col., 1994.
La tioredoxina reductasa utiliza NADPH para catalizar la conversion de tioredoxina ox.
a tioredoxina red. A su vez la tioredoxina, reduce multiples sustratos intracelulares.

4.5 Efecto de la carencia de poliPy la presencia cobre en el proteoma del
arqueodn S. solfataricus

Una de las funciones que se le han atribuido a los poliP es participar en la
destoxificacion de metales pesados, para lo cual se han propuesto al menos tres
mecanismos potenciales. El primero seria como quelante de iones metdlicos; el
segundo establece que la degradacion de los poliP por parte de la PPX generaria
moléculas de fosfato inorganico, los que en esas condiciones se asociarian a metales
pesados y otros cationes toéxicos para ser eliminados de la célula mediante

transportadores de fosfato inorganico ubicados en la membrana plasmatica.
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Finalmente, el tercer mecanismo seria que los poliP son un reservorio de energia
(Kornberg y col., 1999), particularmente por la reaccion reversa de la PPK, participando
en los mecanismos de resistencia a metales de manera indirecta, mas bien como una
fuente de ATP.

Para profundizar en el conocimiento que se tiene de los poliP en la resistencia
al cobre en arqueas, disefiamos experimentos de protedOmica cuantitativa que nos
permitieron comparar los niveles de proteinas del arquedn S. solfataricus, en carencia
de poliP y presencia de cobre, respecto de la condicion control poliP+ y ausencia de
cobre.

4.5.1 Procesamiento y almacenaje de la informacion

Una de las proteinas que aumentd sus niveles dentro de esta categoria
funcional es la ADN topoisomerasa. Las topoisomerasas son enzimas que resuelven
problemas topolégicos del ADN, es decir problemas asociados a su geometria durante
los procesos de replicacidn, transcripcién, recombinacion y estructura de la cromatina
(revisado por Champoux, 2001). La ADN topoisomerasa de S. solfataricus pertenece a
la familia 1A y relaja el sobrenrollamiento negativo del ADN (Dai y col., 2003). En lineas
celulares de linfoma de histiocitos tratadas con H,O,, la ADN topoisomerasa Il
participa del proceso de ruptura del ADN que conduce finalmente a la apoptosis (Li y
col.,, 1999). Este antecedente sugiere que las topoisomerasas podrian tener una
funcién en una situacion de estrés. Sin embargo, hacen falta mas estudios para

esclarecer la funcion de las ADN topoisomerasas en arqueas sometidas a estres.

Por otro lado, nuestros resultados también mostraron una importante
disminucién en los niveles de proteinas ribosomales. Este hallazgo sugiere que en
carencia de poliP y presencia de cobre, hay una disminucion en la sintesis proteica.
Esta afirmacion se condice con lo expuesto en la seccion 4.5.3., donde se discute
sobre la disminucién de la biosintesis de aminoacidos, a excepcion de la cisteina que
podria desempefiar un papel importante en la resistencia a estrés oxidativo. Ademas,
antecedentes de nuestro laboratorio sefialan que en presencia de 1 mM de CuSOQOy, las
células S. solfataricus poliP— disminuyen aproximadamente el 40% de su crecimiento

comparadas con las células poliP+ (Orell, 2010). Por lo tanto, es posible que células
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carentes de poliP, sean méas sensibles frente a una condiciébn nociva como la

exposicion al cobre, al ver afectada su sintesis proteica.

Finalmente, observamos que la agmatinasa aumenta sus niveles en las células
S. solfataricus poliP- expuestas a cobre. La agmatinasa, es una enzima involucrada en
la sintesis de poliaminas (Panagiotidis y col., 1987). Las poliaminas son moléculas
polianidnicas con diversas funciones celulares. En S. solfataricus desempefian un
papel importante al ser necesarias tanto para el ensamblaje como para la estabilidad
de los ribosomas (Londei y col., 1986). Ademas, en esta condicion también
aumentaron los niveles de una espermidina sintasa, otra enzima involucrada en la
sintesis de poliaminas (Panagiotidis y col., 1987). Por lo tanto, es posible que en
presencia de cobre y carencia de poliP se produzca una degradacion de los ribosomas
(lo que explicaria la disminucidn en los niveles de proteinas ribosomales) y por esa
razobn se requiera una mayor cantidad de poliaminas que permitan estabilizar los

ribosomas y hacer frente a una situacion de estrés.

4.5.2 Metabolismo de carbohidratos, lipidos y conversion de energia

Dentro de esta categoria funcional, en presencia de cobre y carencia de poliP
aumentaron los niveles de proteinas involucradas en la cadena respiratoria. Entre ellas
encontramos a la subunidad citocromo b de la quinol oxidasa (SoxC) y la proteina-1
rieske hierro-sulfuro (SoxL). Para entender la funcidon que cumplen estas proteinas, es
necesario conocer cOmo se articula la cadena respiratoria en las arqueas del género
Sulfolobus. El conocimiento actual que se tiene sobre la cadena respiratoria en
Sulfolobales, se basa principalmente en estudios realizados en varios miembros de
este orden. En resumen, lo que se sabe es que los electrones del NADH o de la
oxidacion del succinato, entran a la cadena transportadora de electrones via
NADH:quinona oxidireductasas 0 succinato:quinona oxidoreductasas. Luego, las
quinonas reducidas transportan los electrones hacia varios complejos oxidasas, los
cuales le entregan los electrones al O,, transformandolo en H,O y bombean protones al
medio extracelular (Auernik y Kelly, 2008) (Fig.17). Hasta la fecha se han encontrado
tres tipos de complejos oxidasa en S. solfataricus: SOXABCD-SoxL, SoxEFGHIM y

DoxBCE. Estudios de transcriptomica realizados en S. solfataricus, mostraron que el
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complejo SoxABCD-SoxL se induce preferentemente en condiciones de crecimiento
reducidas de O, y el complejo SoxEFGHIM en condiciones ricas de O,. Esto se debe a
la mayor afinidad del complejo SoxABCD-SoxL por el O,, permitiendo que el proceso
de respiracion sea mucho mas eficiente (Simon y col.,, 2009). En conjunto estos
resultados sugieren que la carencia de poliP induce vias de produccion de energia que
deben ser eficientes para hacer frente a la condicion de estrés por cobre. EI aumento
de estas vias no se observd en la condicion poliP+/Cu, lo que deja de manifiesto la

importancia de los poliP como reservorio de energia.

terminal oxidase-bc, complexes
(pmf gfﬁerators)

ST

Reduced quinones deliver
electrons to terminal oxidase
complexes from
organic sources

Reduced quinones deliver
electrons to terminal oxidase
complexes from
inorganic sources

DoxDA

SdhABCD (TQO)

NDH-II TetH

Figura 17. Esquema de la cadena respiratoria en Sulfolobales. Imagen obtenida de
Auernik y Kelly, 2008.

4.5.3 Metabolismo de coenzimas, aminoacidos e iones inorganicos

Nuestros experimentos de protedmica muestran que en carencia de poliP y
presencia de cobre aumentan los niveles de la 6,7-dimetil-8-ribilumazina sintasa lo que
sugiere un aumento en la sintesis de rivoflavina, precursor de los cofactores FMN vy

FAD. Las proteinas dependientes de FAD estan involucradas en el sistema tioredoxina
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(Lennon y col., 1999) y en diversos procesos celulares tales como: proteccion contra el
estrés oxidativo (Karplus y Schulz, 1987), tranferencia de electrones en la cadena
respiratoria (Foster y col.,, 1999; Roberts y col., 1996) y degradacion de
lipidos (Tiffany y col., 1997), entre otros. Por esta razon, no es de extrafiar que frente a
una situacion de estrés, como la que representa la presencia de cobre, aumenten los
requerimientos de un factor tan importante como FAD. Sin embargo, en la condicion
poliP+/Cu, no observamos aumentos en los niveles de ninguna proteina involucrada en
la biosintesis de rivoflavina (ver seccion 3.2), lo que sugiere que la carencia de poliP es

la responsable de dicho efecto.

Respecto al metabolismo de aminoacidos, nuestros resultados sugieren que
frente a una situacion de estrés como lo es la presencia de cobre en carencia de poliP
hay una disminucién de la biosintesis de fenilalanina, triptofano, tirosina, arginina,
isoleucina y valina. Sin embargo, no todos los aminoacidos presentaron una menor
biosintesis, ya que el aumento en los niveles de homoserina deshidrogenasa, PAPS
reductasa y sulfato adeniltransferasa sugieren un aumento en la biosintesis de cisteina,

metionina y treonina, segun lo ilustra la Figura 18.

Sulfato
@I l
Adenililsulfato L-homoserina — —

@l :

3 fosfoadenilil-sulfato ,

] !

Sulfito —=—»H,S — L-homocisteina — — —Pp Cisteina
0 ® Metionina
=

Figura 18. Posible via metabdlica de sintesis de treonina, cisteina y metionina
en S. solfataricus. Enzimas: (1) Sulfato adenililtransferasa; (2) Adenililsulfato
guinasa; (3) PAPS reductasa; (4) Sulfito reductasa; (5) Homocisteina desulfhidrasa.
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En el contexto de nuestras condiciones experimentales (poliP-/Cu), un aumento
en el repertorio intracelular de cisteina podria ser relevante, si consideramos
antecedentes que vinculan este aminoacido con la resistencia al estrés oxidativo.
Estudios realizados en las especies vegetales Nicotiana tabacum y Arabidopsis
thaliana muestran que la sobreexpresion del gen de la O-acetyl-Ser(thiol) liasa (oas-a),
enzima clave en la biosintesis de cisteina, aumenta la tolerancia al estrés oxidativo
generado por SO, (Youssefian y col., 2001) y al estrés generado por metales pesados
(LOpez-Martin y col., 2008), respectivamente. Ademas, la delecion de las isoformas
oas-al y oas-al.2 en A. thaliana provoca un aumento en la acumulacion de ROS
(L6pez-Martin y col., 2008). La posible explicacion a este fendmeno radica en que la
cisteina es precursor de la sintesis de varios metabolitos sulfuro-dependientes, como
por ejemplo el glutation (GSH), un importante antioxidante. De esta forma, la
diminucion en el contenido intracelular de cisteina conduce a una disminucion en los
niveles de GSH, pero mas importante aun, privilegia la existencia del glutation en su
forma oxidada, lo que genera finalmente un desbalance de la homeostasis de H,0,.
Sin embargo, hasta la fecha no hay indicios de la existencia de glutation en arqueas,
pero si de proteinas importantes para la remocion de ROS, cuya funcion catalitica o
estructura son dependientes de cisteina. Entre ellas encontramos las peroxiredoxinas
(Limauro y col., 2006; Limauro y col., 2008a), la disulfuro oxidoreductasa (Limauro y
col., 2008b), las tioredoxinas (Guagliardi y col., 1994) y la ferredoxina tipo rieske
(Kounosu y col., 2004). Por lo tanto, considerando la importancia de la cisteina en la
respuesta a un posible estrés oxidativo generado por el cobre, es de esperar que se
aumenten proteinas involucradas en su biosintesis. Adicionalmente, nuestros
resultados también mostraron un aumento en los niveles de la superoxido dismutasa
(SOD). Esta enzima cataliza la dismutacion del radical super6xido en oxigeno y
peroxido de hidrégeno y participa en la respuesta de S. solfataricus contra el estrés
oxidativo (Maaty y col., 2009). Es interesante notar que esta enzima so6lo aumenté sus
niveles en la condicion poliP-/Cu, no asi en la condicién poliP- ni poliP+/Cu, indicando

un mayor nivel de estrés oxidativo en la condicion poliP-/Cu.

Finalmente, nuestros experimentos mostraron una diminucion en los niveles de

una proteina relacionada con el estrés térmico. Esta proteina pertenece a la familia de

60



Discusion

las Hsp20, las cuales actuan como chaperona frente a un estrés por calor. Su actividad
permite prevenir que se agreguen proteinas mal plegadas que podrian resultar
citotoxicas (Li y col., 2012). Llama la atenciobn que los niveles de esta proteina
disminuyeran, ya que su actividad chaperona podria facilitar el plegamiento de
proteinas desnaturadas producto de una situacion de estrés. Se requiriran mas
estudios que permitan entender como responden las proteinas Hsp20 frente a un
estrés producido por el cobre.

4.5.4 Modificaciones postraduccionales y chaperonas

Dentro de esta categoria funcional, ademas de aumentar los niveles de la
peroxiredoxina, aumentaron los niveles de la subunidad alfa de la prefoldina. La
prefoldina es una chaperona ATP-independiente presente tanto en eucariontes como
en arqueas. En el caso de S. solfataricus, las prefoldinas estdn constituidas por dos
subunidades alfa y cuatro subunidades beta formando un hexamero (Leroux y col.,
1999). Su funcién celular consiste en unirse tanto a proteinas en formaciéon, como a
proteinas desnaturadas para llevarlas hacia el termosoma en donde son plegadas
(Okoshi y col., 2002). De esta forma, las prefoldinas pueden prevenir la agregacion de
proteinas mal plegadas producto de una situacion de estrés. El aumento en los niveles
de prefoldina se observd solamente en la condicidon poliP-/Cu, por lo tanto es posible
gue las células carentes de poliP muestren un estado de mayor estrés y por lo tanto
estas células serian mas sensibles frente a una condicion nociva, como la exposicion
al cobre. Sin embargo, debido a que sélo observamos el aumento de la subunidad
alfa, se requeriran mas estudios para verificar si efectivamente la prefoldina cumple

una funcién en la condicion poliP-/Cu.
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5. CONCLUSIONES

En presencia de cobre, las células de S. solfataricus poliP- aumentan los
niveles de transcrito de copA, mas rapido que las células poliP+. Esto sugiere que los
poliP son un mecanismo complementario de respuesta a cobre, el cual al no estar

presente, es compensado por un aumento en la expresion de copA.

La carencia de poliP produce la expresion diferencial de proteinas que
indicarian un déficit energético a nivel celular. Algunas de ellas son enzimas de las
vias de degradacion de lipidos y glucogeno que permitiian mantener el suministro

energético, de forma alternativa al que pudiera ser aportado por el poliP.

En carencia de poliP las células de S. sofataricus aumentan los niveles de
proteinas involucradas en procesos de destoxificacion celular (peroxiredoxinas),
reflejan un estado de mayor estrés en las células de S. solfataricus poliP—, en

comparacion con células que poseen poliP.

En presencia de cobre las células de S. solfataricus, aumentan los niveles de
proteinas involucradas en vias de destoxificacion, plegamiento de proteinas y
proteodlisis. Esto sugiere que uno de los mecanismos de citotoxicidad del cobre es la

generacion de ROS y por lo tanto de estrés oxidativo.

El dafio generado por el cobre, no sélo tiene un efecto a nivel proteico, sino
también nucleico. Esto queda de manifiesto, frente al aumento de los niveles de
enzimas involucradas en procesos de degradacion de ARN y reparacion del ADN.

El aumento de los niveles de nuevas proteinas que participan en la remocion de
ROS (gj. SOD), sugieren que las células de S. solfataricus poliP- presentan un mayor
nivel de estrés oxidativo que las poliP+, cuando son expuestas a cobre. El estrés
oxidativo generado en esta condicion de estudio, puede relacionarse tanto con la
presencia de cobre, como con el aumento de los niveles de proteinas que participan en

la cadena respiratoria.
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Las células carentes de poliP- disminuyeron los niveles de varias proteinas
ribosomales en presencia de cobre, lo que podria afectar directamente la sintesis
proteica, revelando una menor capacidad de S. solfataricus poliP- de responder a una

situacion de estrés, en comparacion con las células poliP+.
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Anexos

Anexo 1

Tabla Al. Oligonucledtidos usados en este trabajo. Todos los oligonucleétidos se

sintetizaron en la empresa Invitrogen.

Nombre

Secuencia del oligonucleotido

COpA_ Fw
CopA_ Rv
rps2P_Fw
rps2P_Rv

5-TGGTGTAAAAGATGCCGAAG
5-TGGAGTAGTGGTCTCTGGATTG
5-GGTAGCAAGTAGACCCTATGC
5 -GGTATCAGCAAAAGCGACAA
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Anexo 2
Cuantificacion de los niveles de transcritos relativos al gen rps2P mediante PCR

en tiempo real.

Las curvas de calibracion para los genes estudiados se generaron a partir de
diluciones seriadas de DNA gendémico (10 ng/ul - 0,001ng/ul) amplificado en las
mismas condiciones en que se hicieron los experimentos con cDNA. La eficiencia de
las reacciones fue calculada en base a la pendiente de las curvas de calibracién, segun
la formula:

E=10"""-1

COpA

R= 0,9982 o]
RE= 0,9865 .

M=-2,314 .
" B=10,038 g,
Efficiency=1,7

13 13 13 1&: 1&' °

Concentration

90
deg

55 60 65 70 75 80 85 90
deg

Concentration

Figura A2. Curvas de calibracion para los genes estudiados por PCR en tiempo
real. Se muestran las curvas de calibracion obtenidas mediante las diluciones seriadas
de DNA gendmico. Se indica también la pendiente (M) para cada curva y la eficiencia
de la reaccién de PCR en tiempo real (Efficiency). Ademas se muestra la curva de
fusion para cada caso.
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Ejemplo de los calculos realizados en la determinacién de la expresion relativa
de copA.

Primero debemos calcular los CT tanto de copA, como de rpsP2. En nuestros
experimentos la condicion control es aquella en ausencia de cobre y la condicion

experimental, aquella en presencia de cobre.

Por ejemplo, para la cepa S.solfataricus M16-PPX (poliP-) los CT calculados cuando

las células se expusieron a cobre durante 1 hr son:

CT copA (gen de estudio) control= 14,51

CT copa (gen de estudio) experimental= 10,24
CT rps2P (gen de referencia) control= 10,22

CT rps2P (gen de referencia) experimental= 10,47

Ademas, debemos calcular la eficiencia (E) para cada pareja de partidores. En
el caso de los partidores utilizados para cuantificar copA y rps2P la eficiencia es 1,7 y
1,45 respectivamente.

Los valores mencionados anteriormente, deben reemplazarse en la siguiente

ecuacion:

EACT gen de estudio (condicion control- condicion experimental)

Expresion relativa =

EACT gen referencia (condicién control- condicion experimental)

Reemplazo:

1 7(1451-10,24)

Expresion relativa=

1 45(10,22—10,47)
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9,63
Expresion relativa=

0,91

Expresion relativa= 10,57

Este resultado quiere decir que luego de 1 hr de exposicion a cobre, los niveles
de transcrito del gen copA en las células de S. solfataricus carentes de poliP, son 10,57

veces mayores que en la condicion control (sin cobre).
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