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RESUMEN

Sulfolobus metallicus es un arqueén termoacidéfilo que crece bajo condiciones
ambiecntales extremas, tales como pll 4cido y altos niveles de metales tOxicos, y es de
gran importancia en procesos de biomineria. Los metales pesados son importantes
‘cofactores de muchas enzimas involucradas en diversos procesos celulares. Mientras que
cantidades trazas de metales son esenciales para la vida, un exceso es toxico para las
células. Los microorganismos que habitan ambientes con altas concentraciones de
metales pesados se encuentran con una presién selectiva para desarrollar eficientes
mecanismos de resistencia a metales, y muchos microorganismos acidofilos son
resistentes a concentraciones de metales toxicos que superan los niveles de resistencia de
los microorganismos neutréfilos. Los mecanismos genéticos y bioquimicos responsables
para la resistencia a metales en arqueas acidéfilas no se han caracterizado. Por lo tanto,
nos interesamos en el estudio de mecanismos globales de respuesta a estrés por metales
pesados en S. metallicus.

Los polifosfatos inorganicos (poliP) son polimeros lineales de residuos de
ortofosfato, los cuales son observados frecuentemente como granulos densos al paso de
los electrones y estdn presentes en muchos organismos incluyendo bacterias, arqueas y
eucariontes. Los poliP tienen una variedad de funciones fisiolégicas, y se ha propuesto
que estos polimeros pueden funcionar como un mecanismo bacterial de tolerancia a
metales pesados. En este mecanismo, la hidrélisis del polimero y el transporte de
complejos metal-Pi fuera de las células podrian ser los pasos fundamentales. Para
estudiar si este sistema existe en arqueas, en esta Tesis estudiamos el posible papel del

metabolismo de los poliP en la respuesta adaptativa de S. metallicus en tolerar metales
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pesados (Cu*" and Cd™). La presencia de poliP se determiné mediante microscopia
electronica, espectroscopia de pérdida de energia del electrén (EELS), y ademdas se
cuantificaron usando un método enzimdtico especifico en S. metallicus, Sulfolobus
solfataricus y Sulfolobus acidocaldarius. Los tres microorganismos sintetizaron poliP
durante su crecimiento, pero sélo S. metallicus acumulé granulos de poliP y altos niveles
de este polimero (180 nmoles/mg de proteina, expresado como residuos de Pi). Ademss,
detectamos en S. metallicus una actividad tipo exopolifosfatasa (PPX) asociada a
extractos de membranas, y estos valores fueron similares a los descritos para la actividad
PPX de S. solfataricus.

Las diferencias en la capacidad de acumular poliP entre estas arqueas puede
reflejar sus respuestas adaptativas a sus ambientes naturales. S. metallicus crecid y toleré
hasta 200 mM de sulfato de cobre, y los niveles de poliP disminuyeron al incrementar la
concentracion de cobre. Por otro lado, S. solfataricus no crecié y no tolerd
concentraciones de sulfato de cobre mayores que 1-5 mM, posiblemente debido a los
bajos niveles de poliP que presenta. Ademas, S. metallicus creci6 en presencia de
concentraciones de sulfato de cadmio superiores a 1 mM. El traspaso de células de S.
metallicus a 100 mM de sulfato de cobre produjo un rapido incremento en Ia actividad
tipo PPX, la cual fue concomitante en el tiempo con la disminucién en los niveles de
poliP y la estimulacion del eflujo de fosfato. Sin embargo, el traspaso de células de S.
metallicus a 20 mM de sulfato de cadmio produjo una débil disminucion en los niveles
de poliP. Sumado a lo anterior, €l cobre estimulé fuertemente la actividad tipo PPX en

extractos libres de células desde S. metallicus, en un rango de 10 uM, y otros metales




tales como cadmio y zinc también estimularon la actividad tipo PPX. Los resultados
sugieren fuertemente que un mecanismos de tolerancia a metales mediado por poliP es
funcional en S. metallicus. Esta capacidad de acumular e hidrolizar poliP puede jugar un
importante papel no solo en la sobrevivencia de este microorganismo en ambientes de
minerales sulfurados conteniendo altas concentraciones de metales t6xicos, si no que
también en su aplicacion en procesos de biomineria.

Con el objetivo de encontrar nuevos mecanismos responsables de la resistencia a
metales en S. metallicus utilizamos una aproximacién proteémica para analizar la
expresion diferencial de proteinas en células expuestas a Cu y Cd™. Este estudio
revel6 la disminucion en la expresion de 23 proteinas y un aumento en la expresion de
alrededor de 31 proteinas cuando las células se traspasaron a cobre. Observamos un
comportamiento similar cuando las células se traspasaron a cadmio. 18 proteinas
inducidas desde células expuestas a cobre se analizaron por espectroscopia de masa, y se
encontrd que estas estaban relacionadas con la produccién y transporte de energia, la
biosintesis de aminoacidos, la respuesta a estrés, y la regulacion de la transcripcion. 9 de
las proteinas inducidas se definieron como proteinas con funciones desconocidas. Se
identificaron proteinas involucradas en el transporte de electrones, como
oxidoreductasas que responderfan al estrés oxidativo causado por metales pesados, y
proteinas involucradas en estrés tales como la subunidad de la chaperonina HSP60 y del
proteosoma, las que jugarian un importante papel en asegurar la calidad y funcionalidad
de las proteinas. Algunas de estas proteinas también se indujeron cuando las células se
expusieron a cadmio. El amplio espectro funcional que entregaron las protefnas

sobreexpresadas es consistente con otros estudios protedmicos recientes relacionados
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con la resistencia a metales pesados en otros procariontes y en el arquedn acidéfilo
Ferroplasma acidarmanus. Finalmente, este estudio constituye la primera
caracterizacion protedmica de mecanismos de resistencia a metales pesados en un

microorganismo termoacidéfilo involucrado en procesos de biomineria.
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ABSTRACT

Sulfolobus metallicus is a thermoacidophilic archaeon of great importance for
biomining operations. It grows under extreme environmental conditions such as acidic
pH and presence of high levels of toxic metals. Heavy metals are important co-factors
for many enzymes involved in diverse cellular processes. While trace amounts of metals
are essential for life, high amounts are toxic for cells. Microorganisms inhabiting
environments with high heavy metals concentrations encounter a selective pressure to
develop metal resistance mechanisms, and many acidophilic microorganisms are
resistant to concentrations of toxic metals that exceed the levels of resistance in
neutrophilic microorganisms. The genetic and biochemical mechanisms responsible’ for
metal resistance in acidophilic archaea remain largely uncharacterized. Therefore, we
were interested to study global mechanisms of response to heavy metals stress in S.
metallicus.

Inorganic polyphosphates (polyP) are linear polymers of orthophosphate
residues, which are frequently observed as electrondense granules and are present in
most organisms including bacteria, archaea and eukaryotes. PolyP has a variety of
physiological functions, and it has been proposed that they can work like a bacterial
mechanism for heavy metals tolerance. In this mechanism, the hydrolysis of the polymer
and the transport of a metal-Pi complex out of the cell are essential. To study if such a
system exists in archaea, in this Thesis we studied the possible role of polyP metabolism

in the adaptive response of S. metallicus tolerance to the heavy metals Cu** and Cd™.

The presence of polyP was determined by electron microscopy and electron energy loss
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spectroscopy (EELS) procedures, and quantified by using a specific enzymatic ‘method
in 8. metallicus, Sulfolobus solfataricus and Sulfolobus acidocaldarius. All three
microorganisms synthesized polyP during growth, but only S. metallicus greatly
accumulated granules of polyP, with polyP levels of 180 nmoles/mg of protein
(expressed as Pi residues). Also, we detected in S. metallicus an exopolyphosphatase
(PPX-like) activity associated to membrane extracts similar to the PPX activity found in
S. solfataricus.

The differences in the capacity to accumulate polyP between these archaea may reflect
adaptive responses to their natural environment. S. metallicus grew in and tolerated up to
200 mM copper sulfate, and its polyP levels decreased with increasing copper
concentrations. On the other hand, S. solfataricus could not grow in or tolerate more
than 1-5 mM copper sulfate, most likely due to its low levels of polyP. Also, S.
metallicus could grow in the presence of cadmium sulfate concentrations up to 1 mM.
Shifting S. metallicus cells to copper sulfate concentrations up to 100 mM led to a rapid
increase in their PPX-like activity which was concomitant in time with a decrease in
their polyP levels and a stimulation of phosphate efflux. However, shifting S. metallicus
cells to 20 mM cadmium sulfate led to a weak decrease in their polyP levels.
Furthermore, copper in the range of 10 pM greatly stimulated PPX-like activity in cell-
free extracts from S. metallicus. Other metals such as cadmium and zinc also stimulated
the PPX-like activity. These results strongly suggest that a metal tolerance mechanism
mediated through polyP is functional in S. metallicus. This ability to accumulate and

hydrolyze polyP may to play an important role not only in the survival of this




microorganism in sulfidic mineral environments containing high toxic metals
concentrations, but also in their applications in biomining.

To find new genetic mechanisms responsible for metal resistance in S.
metallicus, we used a proteomic approach. The differential expression of proteins in
cells exposed to Cu** and Cd* revealed the repression of 23 proteins and the induction
of around 31 proteins when cells were shifted to copper. We observed a similar behavior
when cells were shifted to cadmium. 18 Copper-induced proteins were analyzed by mass
spectrometry, and they were found to be related to the production and transport of
energy, biosynthesis of amino acids, stress responses and transcription regulation. Nine
of the copper-induced proteins were defined as proteins with unknown functions. Some
proteins identified were related to electron transport and were putative oxidoreductases
that could respond to oxidative stress caused by heavy metals. Others proteins had
similarities to proteins involved in stress responses such as the subunits of HSP60
chaperonine and proteosome. All these proteins would play important roles in assuring
the quality and functions of cell proteins. Some of these proteins were also induced
when cells were exposed to cadmium. The broad functional spectrum of up-regulated
proteins is consistent with other recent proteomic reports concerned with heavy metals
resistance in other prokaryotes and in the acidophilic archaeon Ferroplasma
acidarmanus. Finally, this study constitutes the first proteomic characterization of heavy
metals resistance mechanisms in a thermoacidophilic microorganism involved in

biomining processes.
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1.0 INTRODUCCION
111 Eldominio Archaea
1.1.1 Existencia del dominio 4rchaea

La comparacién de secuencias nucleotidicas de ARN ribosomal 16S/18S ha
permitido la construccién de un 4rbol filogenético universal que agrupa a los seres vivos
en tres dominios llamados Bacteria, Eukarya y Archaea (Woese y col., 1990). Desde
entonces, comenzo el interés de avanzar en el estudio del dominio Archaea, y una de las
razones fundamentales de este interés se atribuye a las caracteristicas de adaptacion a la
vida en condiciones extremas que presentan muchos de sus representantes (Rajapogal y
col., 1998).

El gran aumento de secuencias de ADN disponibles, gracias a la secuenciacion
de genomas microbianos, ha dado lugar a la construccién de arboles filogenéticos
basados en otras secuencias de genes diferentes al ARN ribosomal 16S, pero
universalmente conservados como por ejemplo la proteina de estrés térmico de 70 kDa
(HSP70) (Gupta, 1998). Ademas, otros arboles universales construidos con diferentes
genes muestran una variedad de posibles relaciones filogenéticas (Brown y Doolittle,
1997). Lo anterior desmoroné el nuevo paradigma de los tres dominios, entregando una
nueva vision basada en que los fendmenos de transferencia horizontal de genes, que
explican las aparentes inconsistencias entre distintos arboles universales, han ocurrido y
son una fuerza importante en la evolucién biolégica, y por otro lado ponen en evidencia
que los arboles filogenéticos universales basados en un inico gen muestran la historia de

esc gen y no necesariamente del organismo que lo contiene (Doolittle, 1999; Woese,
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2000). Desde este punto de vista, para muchos genes el drbol de la vida se transforma en

una red (Figura I).
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Figura 1. El arbol de la vida visto como una red (Doolittle, 1999).

1.1.2 Caracteristicas del dominio Archaea

Entre los aspectos mas sobresalientes que definen al dominio Archaea se puede
destacar la estructura de sus envolturas celulares formadas por una capa S de
glicoproteinas y una membrana plasmdtica que contiene una gran proporcion de tetra-
éteres lipidicos (Brown y Doolittle, 1997; Rajagopal y col., 1998). También se han
caracterizado cldsicamente por su adaptacion a la vida en condiciones extremas, por lo
que muchos de sus representantes pertenecen a la categorfa de extremdfilos (Rajagopal y
col., 1998).

La secuenciacion de nuevos genomas de arqueas ha revelado que la mayor parte
de los sistemas de procesamiento de la informacion como la replicacidn, la transcripcion

y la traduccién, que mantienen y expresan los genomas son claramente de tipo
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eucarionte (Baumann y col., 1995; Rowlands y col., 1994; Dennis, 1997). En cambio,
los genes relacionados con el metabolismo son de tipo bacteriano (Olsen y Woese, 1997;
Gaasterland, 1999). Otras similitudes con bacterias son sus tamarios celulares, ausencia
de membrana nuclear y organelos, y la presencia de un cromosoma circular acompafiado
de plasmidos circulares mas pequefios (Brown y Doolittle, 1997). Esto explicaria porqué
los arboles basados en secuencias génicas relacionadas con estos procesos, como la
transcripcion y traduccion, sugieren un origen comun entre Archaea y Eukarya (Horiike
y col., 2001). Por lo tanto, los enfoques comparativos que relacionan al dominio
Archaea con bacterias y eucariontes podrian entregar una visién completa y
representativa del fenémeno de la evolucion biolégica.

El dominio Archaea se divide en los reinos Crenarchaeota, Euryarchaeota y
Korarchaeota. Los Crenarchaeota incluyen a los termoaciddfilos extremos, que crecen
a pH entre 1 y 3, y a temperaturas de 80 °C a 102 °C o mas (Brown and Doolittle, 1997),
mientras que los Euryarchaeota incluyen a las arqueas halofilicas, capaces de tolerar
concentraciones muy altas de sal, vy a los metandgenos que generan metano bajo
condiciones anaerdbicas; y los Korarchaeofa comprenden microorganismos de
ambientes termofilos atiin no cultivados, identificados en base al analisis del ARN 168

(Barns y col., 1996).

1.2  El género Sulfolobus
1.2.1 Caracteristicas del género Sulfolobus
El género Sulfolobus pertene al reino Crenarcheota y comprende especies

termoacidéfilas aisladas de habitats geotermales como las fuentes solfataricas
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(Ciaramella y col., 2002). Estos ambientes extremos se caracterizan por las altas
temperaturas de sus aguas circulantes, la presencia de minerales como hierro y azufre y
una gran acidez (Stetter, 1995).

Debido 1la existencia de especies heterdtroficas y aerobias pertenecientes a este
género, varios de estos microorganismos pueden cultivarse facilmente en medio liquido,
siendo ampliamente utilizados como modelo de estudios bioquimicos y genéticos. Por lo
tanto, desde el punto de vista basico, se ha avanzado mucho en el estudio de Sulfolobus
acidocaldarius y Sulfolobus solfataricus. El genoma del primero se secuenci6 y anotd
recientemente (Chen y col., 2005). El genoma del segundo fue secuenciado por She y
col. (2001), y se han desarrollado algunas herramientas genéticas necesarias para la
expresion heterdloga y la mutagénesis en S. solfataricus (Aravalli y Garrett, 1997,
Cannio y col., 1998; Jonuscheit y col., 2003). Recientemente se probo un sistema de
transformacion que utiliza un vector viral para la expresion heteréloga y homéloga de
genes en S. solfataricus. Hasta el momento, este es el tnico sistema descrito para
expresar proteinas a altas temperaturas que generalmente son encontradas en cuerpos de

inclusion al clonarlas en huéspedes mesofilicos (Albers y col., 2006).

1.2.2  Sulfolobus metallicus y su utilizacion en biomineria

S. metallicus es un termoacidéfilo que crece a 65 °C, a pH entre 2 y 3, y tiene la
capacidad de oxidar hierro y azufre (Stetter, 1998; Bathe y Norris, 2007). Es el menos
estudiado dentro de este género, pero es el més interesante desde el punto de vista
biotecnolégico. Las propiedades metabélicas que tienen algunos microorganismos como

S. metallicus se emplean con gran beneficio para extraer metales como cobre y oro desde
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los minerales que los contienen, en el proceso biotecnolégico conocido como
biolixiviacién (Lindstrtdm y col., 1992; Aguilar, 1996; Bathe y Norris, 2007). Este
proceso es de gran importancia industrial no sélo en Chile, sino que mundialmente, ya
que utiliza minerales que no pueden lixiviarse de manera quimica y ademds produce
menos contaminacion ambiental al compararlo con los métodos tradicionales (Gentina y
Acevedo, 1985; Acevedo y col., 1993; Rawlings, 2002).

En afios recientes ha sido de interés el desarrollo de procesos de biolixiviacién a
altas temperaturas utilizando arqueas termofilicas como S. metallicus y Acidianus
brierleyi (Rawlings, 2002; Bathe y Norris, 2007); donde la aplicacién de éstos
microorganismos ha resultado en un aumento de las tasas de obtencion de minerales
(Nemati y col., 2000; d"Hugues y col. 2001; Stott y col., 2001), debido a que las
reacciones quimicas ocurren a mayor velocidad (Lindstrém y col., 2001). Sin embargo,
no existe claridad acerca de los mecanismos de adaptacion de este tipo de
microorganismos a estos ambientes extremos como lo son altas concentraciones de
metales pesados y alta acidez.

Desde el punto de vista basico, existe un gran interés por dilucidar los
mecanismos por los cuales estos extremdfilos se adaptan y responden a su medio
ambiente. Pero ademas, el conocimiento de estos mecanismos es de importancia para
controlar el complejo ecosistema microbiano presente en operaciones de biomineria o
para evitar contaminaciones ambientales (4cido y metales pesados) en sitios mineros
abandonados, debido a los procesos biogeoquimicos normales que desempefian estos

microorganismos (Aguilar, 1996).
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1.3  Polifosfatos inorganicos
1.3.1 Caracteristicas de los polifosfatos inorganicos

Los polifofatos inorganicos (poliP) son polimeros lineales formados por decenas
a cientos de ortofosfatos (Pi) unidos por enlaces fosfoanhidrido (Figura 2) (Kornberg,
1995; Kornberg y col., 1999). Estas moléculas se han encontrado en todos los seres
vivos en los que se los ha estudiado: bacterias, hongos, protistas, plantas y animales
(Wood y Clarck 1988) y también en arqueas (Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y col.,
1990). De especial interés es el hecho que los poliP podrian ser considerados como
componentes prebidticos (Yamagata y col., 1991). Su carga negativa sugiere que
podrian haberse adherido a las superficies de pirita donde se cree que se originaron los
primeros metabolizadores quimioautotréficos en un ambiente no reductor y de altas

temperaturas (Wichtershiuser, 1992).
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Figura 2. Polifosfatos inorganicos. n representa el niimero de residuos de fosfato.
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La localizacion de los poliP varia entre bacterias y eucariontes. En bacterias, los
poliP son principalmente citoplasmaticos y se encuentran como granulos o en forma
soluble (Rao y col.,, 1998). En eucariontes, los poliP se encuentran en distintos

compartimentos celulares como vacuolas, pared celular y niicleo (Kulaev y col., 1999).

1.3.2 Metabolismo de los poliP
1.3.2.1 Metabolismo de los poliP en bacterias

Hasta hace pocos afios, la tinica via bien establecida para la biosintesis de poliP
en bacterias era la polimerizacion del fosfato terminal del ATP mediante la enzima

polifosfato quinasa o PPK, segiin la reaccién reversible:
PPK
nATP —poli Pn +nADP  (Ecuacion 1)

La PPK de Escherichia coli ha sido purificada, su gen clonado y secuenciado
(Ahn y Kornberg, 1990; Akiyama y col., 1992). La enzima es un homotetrdmero con
subunidades de 80 kDa asociado a membrana; y homodlogos del gen que codifica para la
PPK se encuentran presentes en varios genomas bacterianos (Tzeng y Kornberg, 1998).

En E. coli, el gen ppk es parte de un operoén en el cual se encuentra rio abajo un
segundo gen cuyo producto es una exopolifosfatasa (PPX) que hidroliza los residuos

terminales de poliP liberando Pi (Akiyama y col., 1993) segin la siguiente reaccion:

PPX . .
poliPn —— poliP(n-1)+Pi  (Ecuacion 2)
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Ademas de la PPK y la PPX, otras enzimas contribuyen a la sintesis y
degradacion de los poliP en bacterias. Por ejemplo, se ha detectado una actividad 1,3-
difosfoglicerato-poliP fosfotransferasa (Kulaev y col., 1999) y se ha caracterizado la
enzima polifosfato glucoquinasa que es capaz de utilizar el poliP como sustituto de ATP
en reacciones de fosforilacién de glucosa en algunas bacterias (Hsich y col., 1993).
Incluso recientemente se identificé una glucoquinasa estrictamente dependiente de los
poliP (Tanaka y col., 2003).

Recientemente en Pseudomonas aeruginosa se descubrié una nueva actividad
PPK (designada PPK2) que presenta principalmente actividad polinucledtido quinasa
(NDK) que utiliza a los poliP como donantes para generar GTP a partir de GDP a una
tasa 75-veces mayor que la sintesis de poliP a partir de GTP. Pero utiliza indistintamente
GTP y ATP en la sintesis de los poliP (Zhang y col., 2002). Por lo tanto, la PPK2
sintetiza GTP a partir de poliP y en contraste, la PPK favorece la sintesis de los poliP

exclusivamente a partir de ATP (Zhang y col., 2002; Ishige y col., 2002).

1.3.2.2 Metabolismo de los poliP en eucariontes

En eucariontes, por su parte, se describié una actividad dolicol pirofosfato:
polifosfato fosfotransferasa asociada a las membranas de vesiculas de transporte en
levadura. Esta enzima cataliza la transferencia de fosfato desde el dolicol fosfato hacia el
poliP (Kulaev y col., 1999). Se identificaron cuatro genes homélogos, PHMI, PHM2,
PHM3 y PHMA4, que codifican para proteinas de la membrana vacuolar en
Saccharomyces cerevisisiae y cuyos mutantes son deficientes en acumulacion de poliP

(Ogawa y col., 2000a). Por otro lado, varias polifosfatasas han sido caracterizadas a
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nivel genético en levadura. Una de ellas es la exopolifosfatasa citosélica codificada por
el gen ppxI (Wurst y Kornberg, 1994; Wurst y col., 1995) que no presenta ninguna
similitud con las exopolifosfatasas bacterianas. En el mismo microorganismo también se

ha descrito una endopolifosfatasa vacuolar (Ppn1) (Sethuraman y col., 2001).

1.3.2.3 Metabolismo de los poliP en arqueas

El grupo de trabajo del Dr. Jerez ha estudiado durante varios afios los
mecanismos de adaptacién a cambios en el ambiente en varios microorganismos
pertenecientes al género Sulfolobus. Entre ellos, se ha investigado la respuesta global de
S. acidocaldarius ante condiciones de estrés como el aumento de temperatura y la
carencia de fosfato (Osoric y Jerez, 1996). Mediante microscopia electronica de
transmision se detectd la presencia de granulos densos a los electrones, probablemente
compuestos por poliP (Osorio, 1998). Ademas, la descripcion de una proteina asociada
al glicégeno en S. acidocaldarius con actividad PPK (Skdrko y col., 1989) sugirié la
existencia de los poliP en este microorganismo. Por lo tanto, se han realizado estudios
cuantitativos determinando los niveles de poliP en S. acidocaldarius y S. solfataricus,
como también sus variaciones frente a distintos cambios ambientales (Cardona, 2001).
Con respecto a la enzimologia del metabolismo de los poliP en el dominio Archaea, la
PPK unida a glicégeno descrita por Skdrko y col. (1989) resulté ser una glicégeno
sintetasa (Cardona y col., 2001). Por lo tanto, no se tenia conocimiento de las enzimas
involucradas en el metabolismo de los poliP, hasta que se describié un gen ppx funcional

en S. solfataricus, con similitud al gen ppx de E. coli (Cardona y col., 2002).
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1.3.3 Funciones de los poliP

A pesar de la multiplicidad de funciones que puedan tener los poliP debido a su
posible origen prebidtico y a su caricter ubicuo, estas moléculas fueron consideradas
clasicamente como componentes con funcién de reserva energética. De esta manera, la
regulacion y funcion de los poliP en los seres vivos permanecié desconocida por mucho
tiempo. En los tltimos afios se han estudiado sus posibles funciones fisioldgicas y
potenciales aplicaciones industriales. Entre las funciones propuestas se ha postulado que
el poliP actiia como sustituyente de ATP en reacciones de proteinas quinasas (Kornberg
y col., 1999). También es una reserva de fosfato, debido a que el poliP puede ser
convertido a Pi por la accion de polifosfatasas, lo que asegura una mantencién de niveles
estables de este ion. También colabora con la mantencién del pH intracelular al
presentar accién amortiguadora (Kornberg y col., 1999). Su alta densidad de cargas
negativas y la flexibilidad de su enlace lo convierte en un buen quelante de iones
metilicos tales como Mn*?, Ca™, AI”, lo que sugiere su posible participacion en
mecanismos celulares de destoxificaciéon de metales pesados (Keasling, 1997). Existen
otras funciones de los poliP, como por ejemplo participar en la regulacion de la
expresion de ciertos genes tales como rposS, un factor sigma de fase estacionaria (Shiba y
col.,, 1997) y de los genes SOS, involucrados en un sistema global de respuesta ante
distintos tipos de estrés (Tsutsumi y col., 2000). Ademads se demosiré que la proteasa
Lon de E. coli forma un complejo con los poliP, el cual es responsable de la degradacion
de proteinas ribosomales en respuesta a la carencia de aminoéacidos (Kuroda y col.,

2001).

10
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La dinamica de acumulacion y utilizacién de los poliP muestra sin duda que la
mayor utilizacién de estas moléculas debe ser como fuente de energia y reserva de Pi.
Ademds, la acumulacién de poliP asociada a la limitacién de algunos nutrientes e
incluso a condiciones de estrés, como carencia de aminodcidos y fosfato, sugiere que
probablemente el poliP sea un enlace entre este tipo de situaciones y los sistemas

globales de respuesta (Ault-Riché y col., 1998; Kornberg y col., 1999).

1.3.4 PoliP y su relacién con la tolerancia metales pesados

Un proceso de gran importancia ecoldgica consiste en la remocion de iones
metélicos desde sitios contaminados (Keasling y col., 2000). Uno de los mecanismos por
los cuales las células pueden tolerar amplias concentraciones de metales pesados, es el
secuestro de estos debido a la interaccion con los poliP, dismimiyendo sus
concentraciones intracelulares (Keasling, 1997). Por lo tanto, la relacién existente entre
los poliP y la resistencia a metales sugiere una posible aplicacién de organismos con el
metabolismo de los poliP genéticamente mejorados para la biorremediacién de aguas
contaminadas con este tipo de iones (Keasling y col., 1998; Keasling y col., 2000).

Generalmente los poliP se encuentran en vacuolas de microorganismos
eucariontes y como granulos en bacterias, donde se encuentran asociados con cationes
(Urech y col., 1978; Peverly y col., 1978). Entre ellos, los més frecuentes son Ca*?, K* y
Mg (Keasling, 1997). Sin embargo, en los granulos de poliP de algunas bacterias se
han encontrado también metales pesados como aluminio, titanio, plomo y cadmio
(Keasling, 1997). Dada su naturaleza polianidnica y por lo tanto, su caracter quelante de

iones de metales pesados, se ha propuesto que las células emplean los poliP como un
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mecanismo para desintoxicarse de los metales pesados una vez que éstos han ingresado a
la célula (Keasling, 1997). Al respecto, existen estudios de microscopia electrénica de
transmision (TEM) y analisis de dispersion de enegia de rayos X (EDAX) que muestran
que los poliP se asocian in vivo a iones metalicos (Aiking y col., 1984; Pettersson y col.,
1985, Witschel y col., 1999), como es el caso Staphylococcus aureus que es capaz de
secuestrar niquel (Gonzalez y Jensen, 1998). Ademas, Aiking y col. (1984) demostraron
que Klebsiella aerogenes acumula granulos de poliP para destoxificar cadmio, y
Petterson y col. (1985) observaron que Anabaena cylindrica acumula mdis aluminio
durante el crecimiento en alta concentracion de fosfato, condicion en la que se forman
granulos de poliP.

Tedricamente, al aumentar el nivel celular de poliP las células deberian hacerse
més tolerantes a los metales pesados. Sin embargo, en estudios con bacterias
modificadas genéticamente que aumentan sus niveles de poliP no se ha podido
demostrar claramente este tipo de correlacion (Keasling y Hupf, 1996; Keasling y col.,
1998). No obstante, al sobreexpresar la PPK y la PPX, se han obtenido células mas
tolerantes a cadmio (Keasling y Hupf, 1996). Esto sugiere que no sélo es importante un
elevado nivel de los poliP, sino que también se requiere la degradacion de ellos. Esto
estd en concordancia con evidencias que sugieren que los poliP intracelulares serian
degradados luego de exponer a K. aerogenes a cadmio (Aiking y col., 1984).

Basado en los datos anteriores, Keasling (1997) propuso un modelo (Figura 3)
para explicar el fendmeno de la interaccion del metal con los poliP. Este modelo plantea

que la concentracion intracelular de cationes regula la actividad polifosfatasa.
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intracelular

extracelular

Figura 3. Esquema de la destoxificacion de metales con la participacion de poliP. La
concentracion intracelular del metal regularia la actividad exopolifosfatasa (PPX)
afectando directamente los niveles de poliP. El fosfato liberado desde el poliP es
transportado fuera de la célula con el ion metélico a través de un transportador de fosfato
tipo Pit (Keasling, 1997).

La liberacion in vitro de fosfato a partir de los poliP por la enzima PPX es
afectada por la concentracion de cationes (Keasling, 1997), ya que incrementos en la
concentracion de NaCl, NaF, o MgCl, inducen un aumento de la actividad PPX,
mientras que la disminuciéon de la concentracion de los iones inhibe la actividad de la
enzima (Keasling y col., 1993). Posteriormente, el fosfato liberado es transportado fuera
de la célula acompaifado por cationes, como se demostrd en los sistemas transportadores

de fosfato inorganico (Pit) de E. coli y Acinetobacter johnsonii, los que transportan

reversiblemente complejos metal-fosfato (van Veen y col., 1994 a y b).
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14  Mecanismos de respuesta a metales pesados en bacterias

Los metales desempefian papeles esenciales en los procesos vitales de los
microorganismos. Algunos metales, tales como calcio, cobalto, cobre, hierro, potasio,
magnesio, manganeso, sodio y zinc, son nutrientes requeridos por las células y son
esenciales. Otros metales tales como plata, aluminio, cadmio, oro y mercurio no tienen
un papel biologico. Los metales esenciales presentan funciones bioquimicas importantes
como ser cofactores de enzimas, participar activamente en algunos procesos de oxido-
reduccion y estabilizar algunas estructuras como proteinas, paredes celulares e incluso
4cidos nucleicos (Bruins y col., 2000; Ettema y col., 2003). Por el contrario, la toxicidad
de los metales ocurre por diversos mecanismos entre los que se pueden destacar: la
formacion de enlaces de coordinaciéon con aniones provocando el bloqueo de grupos
funcionales de enzimas, el desplazamiento de metales esenciales desde sus sitios de
unién nativos y la desintegracion de membranas celulares. Ademds, metales como cobre
y hierro, cuya funcién fisiologica es participar en reacciones redox, pueden generar
productos secundarios daiiinos (Bruins y col., 2000).

Debido a la presion selectiva en ambientes que contienen metales (Bruins y col,,
2000), los microorganismos han desarrollado mecanismos especificos altamente
regulados para el transporte de estos micronutrientes (Nies, 1999). Existen diversos
sistemas regulatorios asociados con el estrés de metales de transicion (Qutten y col.,
2000). Estos mecanismos denominados de resistencia son codificados genéticamente y
se expresan frente a la presencia del metal. Los microorganismos deben resolver el
dilema que se presenta entre la necesidad de las células por mantener un balance entre

los sistemas de adquisicién y de eflujo de metales para prevenir sus efectos téxicos. Es
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importante destacar que los microorganismos pueden presentar mecanisnos

denominados de tolerancia, que no dependen la presencia de los metales pero de igual

froma pueden tener efectos sobre la tolerancia que puedan tener las células a dichos

metales.

Los mecanismos de resistencia a metales pueden estar asociados a elementos

cromosomales y a transposones, pero los mas especificos y por lo tanto mas estudiados

se encuentran asociados a plasmidios (Silver, 1996; Bruins y col., 2000). La mayoria de

los autores concuerdan con que existen cinco mecanismos basicos para responder a la

presencia de metales (Dopson y col., 2003; Bruins y col., 2000):

I.

Transporte activo o eflujo, el cual es el mecanismo principal usado por los
microorganismos para exportar metales toxicos desde su citoplasma hacia el
espacio extracelular. Estos mecanismos pueden ser dependientes o no de
ATPasas, y ademas son altamente especificos (Ej: arsénico, cadmio y cobre).
Conversion enzimatica a una forma menos toxica (Ej: mercurio).

Secuestro o inmovilizacién intra o extracelular por proteinas o metalotioninas, o
por deposito de sales insolubles sobre la superficie celular (Ej: cobre, cadmio,
zinc, uranio).

Exclusion por medio de barreras de permeabilidad mediante alteracion de las
envolturas celulares, dentro de las cuales se encuentra la union del cobre al
periplasma, o por otro lado la formacion extracelular de polisacaridos en algunas
bacterias, otorgdndoles la capacidad de bioabsorber iones metalicos

exiracelularmente o unién del metal a exopolisacéridos (Ej: cobre, cadmio).
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5. Reduccion de la sensibilidad al metal de los blancos celulares, mediado por
mecanismos moleculares normales de la célula, como pueden ser el caso de

mutaciones o mecanismos de reparacion del ADN (Ej: cobre, cadmio, hierro).

Es importante destacar que los microorganismos pueden presentar no solo uno de
estos mecanismos, sino que es posible la presencia de una combinaciéon de varios
mecanismos de resistencia. Ademas, otros factores pueden determinar la capacidad de
tolerancia a metales pesados en cada microorganismo; como lo son el papel que juega
cada metal en el metabolismo normal de la célula y la presencia de genes localizados en
cromosomas, transposones o plasmidios que controlan la resistencia a los metales

(Bruins y col., 2000).

1.5  Mecanismos de respuesta a metales pesados en bacterias extremofilas

utilizadas en biomineria

1.5.1 Caracteristicas ambientales en los procesos de biolixiviacién

En general, los ambientes lixiviantes contienen grandes cantidades de sulfuros
metalicos que son sometidos continua y simultdneamente tanto a reacciones de
oxidacion quimica como de oxidacién bacteriana. Como producto final de la oxidacion
de estos compuestos azufrados, en gran medida catalizada por la accion fisiolégica de
las bacterias, se genera gran cantidad de acido sulftirico que disminuye el pH del medio
y ademds se liberan altas concentraciones de iones de metales pesados, los que son

potencialmente t6xicos para las propias células que participan en estos procesos (Dopson
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y col., 2003). Se ha descrito una gran variedad de microorganismos capaces de crecer en
ambientes donde ocurren estos procesos, que incluye no solo a bacterias
quimiolitotroficas autotréficas, sino también, bacterias heterotréficas, arqueas, hongos,
algas y algunos protozoos (Johnson, 1998).

Las caracteristicas mas sobresalientes de los microorganismos que son capaces
de vivir en este ambiente son su caracter acidofilo y su capacidad para tolerar altas
concentraciones de iones de metales pesados. Sin duda, dada las caracteristicas
particulares del ambiente, los microorganismos que se desarrollan en este habitat estan
constantemente sometidos a una presion selectiva para desarrollar mecanismos que les

permiten adaptarse a estas condiciones extremas (Dopson y col., 2003).

1.5.2 Tolerancia a metales pesados en la bacteria acidéfila Acidithiobacillus

Jferrooxidans

La mayoria de los microorganismos altamente tolerantes a metales pesados se
han aislado desde drenajes dcidos de minas y drenajes acidos desde rocas. En los
drenajes acidos de mina y en los sitios de biolixiviacion, la bacteria A. ferrooxidans ha
sido la mas estudiada durante muchos afios, pero gracias al uso de herramientas
filogenéticas moleculares se demostrd que otras especies también se encuentran en sitios
de biolixiviacion tanto naturales como comerciales (Dopson y col., 2003).

A. ferrooxidans es una bacteria gram negativa capaz de tolerar una concentracion
de hasta 800 mM de cobre (Das y col., 1998). Sin embargo, se sabe muy poco en cuanto
a los mecanismos moleculares mediante los cuales esta bacteria tolera altas

concentraciones de este metal (Rohwerder y col., 2003). La reciente disponibilidad de la
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secuencia del genoma de esta bacteria ha permitido identificar genes putativos que
codificarian para determinantes genéticos de resistencia a metales (Barreto y col., 2003).
Algunos estudios realizados en 4. ferrooxidans indican que este microorganismo es
capaz de incorporar una gran cantidad de cobre y probablemente este cobre puede ser
excluido desde el interior de las células via alglin sistema inducible de eflujo de cobre
{Boyer y col., 1998). Ademas, mediante aproximaciones protedmicas se han identificado
varias proteinas inducidas en respuesta a cobre, zinc, niquel y cadmio, algunas de ellas
especificas para cada metal y otras que probablemente serian parte de una respuesta méas
general frente al estrés de metales (Novo y col., 2000). Otro antecedente importante en
cuanto a la tolerancia de A. ferrooxidans a cobre tiene que ver con los altos niveles de
poliP que acumula este microorganismo en su citoplasma. Sin embargo, cuando esta
bacteria es expuesta a cobre, estos poliP comienzan a ser progresivamente degradados,
lo que es acompafiado por el eflujo de iones fosfato y supuestamente de dtomos de cobre
desde la célula (Alvarez y Jerez, 2004). Esto apoya la idea que este microorganismo
utiliza la exclusion de cobre como mecanismo de respuesta a altas concentraciones de

este metal.

1.6  Tolerancia a metales pesados en arqueas acidéfilas

A pesar que la mayoria de los mecanismos de resistencia a metales pesados
identificados en microorganismos neutrofilos también estdn presentes en
microorganismos acidéfilos, el grado de tolerancia a metales pesados es mayor en estos
ultimos, posiblemente debido a la presencia de efectivos mecanismos de resistencia a

metales (Dopson y col., 2003). A pesar de esto, muy pocos estudios relacionados con
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tolerancia a metales pesados se han desarrollado en arqueas aciddfilas (Baker-Austin y
col., 2007).

La mayoria de los estudios realizados en algunas arqueas acidéfilas hasta hace
algunos afios solo dan referencia de altos niveles de tolerancia a ciertos metales que
presentan estos microorganismos (Tabla 1), pero no dan una explicacion de los posibles
mecanismos de resistencia y tolerancia que presentan. De esta manera, inicamente se ha
documentado la tolerancia de algunas cepas del género Sulfolobus a metales como
cadmio, cobalto, cobre, niquel, zinc y magnesio (Miller y col., 1992); como también la
toxicidad del arsenito [As(Ill)] en Ferroplasma acidarmanus y Metallosphaera sedula

(Huber y col., 1989; Dopson y col., 2003; Gihring y col., 2003).

Tabla 1. Concentraciones de metales toleradas por arqueas acidofilas, revisado por

Dopson y col., 2003.
Arqueas acidofilas Concentracion de metal (mM)
~As(I1I) Cu(Il) Zn(11) Cd (II)  Ni (1D
F. acidarmanus 13 16 ND 9 ND
M. sedula 1 16 150 1 ND
S. acidocaldarius ND 1 10 10 1
S. solfataricus ND 1 10 10 0,1

ND = no determinado.

1.6.1 Mecanismos de resistencia a cobre en arqueas acidofilas

El cobre es uno de los metales encontrados en altas concentraciones en los
procesos de biolixiviacion, y es un elemento traza que funciona como cofactor en varias
enzimas dentro del metabolismo celular. Bajas concentraciones de cobre son vitales para

los organismos vivos, sin embargo un exceso del metal es extremadamente tdxico
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(Deigweiher y col., 2004; Baker-Austin y col., 2005; Ettema y col., 2006). Por lo tanto,
una fuerte regulacion de la concentracién de cobre intracelular es requerida por las
células, la cual es mantenida generalmente por transportadores especificos de tipo
ATPasas que utilizan la energia utilizada por la hidrélisis de ATP (Mandal y col., 2002;
Deigweiher y col., 2004). Este tipo de enzimas aparecen como elementos centrales en
los procesos de biotolerancia y bivacumulacién de metales (Mandal y col., 2002). Hasta
hace algunos afios no existian comunicados de resistencia al cobre en arqueas, sélo
algunos estudios de tolerancia en S. acidocaldarius, S. solfataricus (Miller y col., 1992),
en F. acidarmanus (Dopson y col., 2003), como también en M. sedula (Huber y col.,
1989) (Tabla 1).

El primer trabajo sobre la caracterizacién funcional de una ATPasa tipo CopA en
una arquea hiperterméfila, Archaeoglobus fulgidus, se ralizé hace pocos afios. En este
estudio se demostré que la ATPasa tipo CopA es activada independientemente por Ag" y
Cu’ a altas temperaturas, y no es activada a 37 °C. Ademés, esta enzima se fosforil6 en
presencia de estos metales, lo que indica que conduce movimientos de metales hacia el
exterior de la célula. Esta proteina es un fuerte candidato para estudios
estructurales/funcionales de este tipo de transportadores en microorganismos termafilos
(Mandal y col., 2002).

Debido a la disposicion del genoma completo de S. solfataricus se han realizado
algunos estudios bioinformaticos en busca de determinantes genéticos involucrados en la
resistencia a cobre. Uno de estos estudios describe la presencia de un dominio llamado
TRASH, el cual contiene motivos con residuos de cisteina muy conservados que dan

cuenta de un posible efecto sobre la coordinacién de algunos metales. Este dominio
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TRASH se encuentra en multiples genomas procariontes, y es parte de reguladores
transcripcionales, ATPasas que transportan metales e hidrogenasas. Se describid que
algunas arqueas como S. solfataricus y Sulfolobus tokodaii presentan este dominio en
marcos de lectura abierfos que codifican para ATPasas que transportan cobre,
reguladores trascripcionales y metalochaperonas para cobre. Se sugiere que este dominio
es un nuevo componente en el trifico de metales dentro de las células y en los
mecanismos de resistencia a metales pesados (Ettema y col., 2003). Otros autores han
descrito la existencia de dos genes que codifican para las putativas CopA y CopB de S.
solfataricus y ademads investigaron los mecanismos moleculares de la ATPasa de tipo
CopB de este microorganismo. Se demostré la funcionalidad del dominio fosfatasa
mediante la capacidad de hidrolizar ATP con una mayor actividad a altas temperaturas,
y ademds se demostré que esta actividad fue incrementada especificamente por Cu™ A
pesar de los datos obtenidos, el papel bioldgico de esta proteina es desconocido debido a
que no existen mutantes disponibles para estudiar este tipo de funcidén in vivo
(Deigweiher y col., 2004).

Recientemente se identificé un “cluster” de genes tipo cop que se encuentra
conservado en varios genomas de arqueas que pertenecen al reino Crenarchaeota tales
como S. solfataricus, S. tokodaii y S. acidocaldarius. Este “cluster” codifica para una
metalochaperona (CopM), una ATPasa para cobre (CopA), y un nuevo regulador
transcripcional (CopT) el cual controla la expresion de los genes cop. El regulador CopT
de S. solfataricus tiene en el extremo N-terminal un dominio HTH de unién a ADN y en
el extremo C-terminal un dominio TRASH. Los genes copM y copA, los cuales también

presentan un dominio TRASH, se transcriben como una sola unidad y en respuesta a
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concentraciones de cobre y cadmio que inhiben el crecimiento de este microorganismo.
Ensayos de unién a ADN revelaron que CopT se une al promotor de copMA4, pero no a
su propio promotor. Ademas, el cobre modula especificamente la afinidad del regulador
transcripcional por el ADN. Por lo tanto, este “cluster” tipo cop estaria jugando un rol
importante en la respuesta a cobre en S. solfataricus. El rol de la proteina CopM no estd
claro, pero podria estar cumpliendo varias funciones como lo son el trafico de metales
dentro de la célula, regulando la actividad de CopA, o modulando la regulacién
transcripcional (Ettema y col., 2006).

En el arqueon F. acidarmanus también se han estudiado determinantes genéticos
relacionados con la resistencia a cobre debido a que este microorganismo es un acidéfilo
aislado desde drenajes acidos de minas donde las concentraciones de cobre son muy
altas (0,4 g/l). Los genes copMA de este microorganismo (referidos como copZB)
también son expresados como un mensajero policistrénico, y la expresion fue inducida
al aumentar las concentraciones de cobre, y el gen copT (referido como copY) tampoco
cambia su expresion frente a cobre. Complementario a lo anterior, el estudio proteémico
de este microorganismo frente a altas concentraciones de cobre revelé una acumulacion
de proteinas de estrés involucradas en plegamiento de proteinas (subunidades del
termosoma, chaperonas moleculares) y reparacion del ADN. Probablemente, esto refleja
una respuesta global para rescatar a las células del desplegamiento de proteinas y/o la

formacion de radicales libres (Baker-Austin y col., 2005).
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1.6.2 Mecanismos de resistencia a otros metales en arqueas acidéfilas

A pesar del bajo ntimero de estudios relacionados con la tolerancia a metales
pesados en arqueas acidofilas, otro metal que ha acaparado la atencién de muchos
autores es el arsénico. Esto debido a que el arquedn acidéfilo F. acidarmanus, el cual es
nativo de ambientes ricos y contaminados en arsénico, ademas de presentar una alta
tolerancia a arsenito [As(Il[)] y arseniato [As(V)], podria estar involucrado en procesos
de biolixiviacién (Gihring y col., 2003). Estudios in silico indicaron la presencia de un
homélogo a la bomba de eflujo ArsB, en varios genomas de microorganismos acidéfilos,
incluyendo a las arqueas F. acidarmanus, Thermoplasma acidophilum y Thermoplasma
volcanium; pero no se encontrd una homologia significante en S. solfataricus y S.
tokodaii (Dopson y col., 2003). Ademas, en F. acidarmanus también se encontr el
represor ArsR, que se encuentra en un simple operén con ArsB; y por otro lado este
microorganismo no presenta genes homologos a la reductasa tipo ArsC (Gihring y col.,
2003).

En microorganismos del género Sulfobus no se han realizado muchos estudios
referentes a mecanismos de resistencia a arsénico. S6lo en una cepa de S. metallicus
denominda BC se ha descrito una actividad oxidasa de [As(III})] unida a membrana, la
cual pudiera estar involucrada en resistencia a [As(V)]. Ademas, este microorganismo
presenté una proteinasa dependiente de tetrationato con actividad reductora de [As(V)]
(Sehlin y Lindstrom, 1992). Por lo tanto, las especies del género Sulfolobus podrian ser
resistentes a arsénico via una oxidasa de [As(II])], o alternativamente mediante una
reductasa de [As(V)] que no presente homologia con la reductasa tipo ArsC (Dopson y

col. 2003).
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Datos obtenidos por analisis bioinformaticos en F. acidarmanus son apoyados
por resultados bioquimicos que indicaron que este microorganismo tolera hasta 13 mM
de [As(ID] y [As(V)], aunque la reduccién de este ultimo no es observada, como
tampoco la oxidacion de arsenito [As(II)] a una forma menos téxica, por lo tanto se
sugiere que este microorganismo tiene un sistema de resistencia a arsénico desconocido
(Gihring y col., 2003; Baker-Austin y col., 2007). Finalmente, se realizé un estudio
protedmico en F. acidarmanus crecido en [As(I)], el cual reveld la expresion de
proteinas asociadas al plegamiento de proteinas, tales como la chaperonina termosomal
HSP60 y la proteina de estrés térmico DnaK. Este trabajo es el primer estudio de
mecanismos de resistencia a arsénico mediante protedmica en arqueas acidofilas (Baker-
Austin y col., 2007).

Uno de los metales mas toxicos para las células es el cadmio. A pesar de esto, no
se han descrito mecanismos especificos de ftolerancia para este metal en
microorganismos acidofilos. En algunos microorganismos, ¢l cadmio es captado via
transportadores de magnesio y manganeso (Revisado por Nies, 1999). Sélo algunos
niveles de tolerancia a cadmio se han descrito en arqueas acidofilas (Tabla 1). En
Thermoplasma spp. se encontr6 un homélogo a la ATPasa (CadA) presente en algunos
Gram positivos, la cual elimina cadmio de las células (Dopson y col., 2003). Finalmente,
estudios de tolerancia a zinc y niquel se han realizado en especies del género Sulfolobus
(Miller y col., 1992) (Tabla 1), pero los mecanismos de tolerancia a estos metales no han
sido atn elucidados (Dopson y col., 2003).

Basado en los antecedentes ya expuestos y en el gran interés por conocer los

mecanismos de resistencia y tolerancia a metales pesados en arqueones utilizados en
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biominerfa, en esta Tesis se propuso estudiar la respuesta a metales pesados,
especialmente cobre, en S. mefallicus. Adicionalmente, los resultados obtenidos
permitirdn aumentar el conocimiento acerca de la homeostasis de metales pesados en
arqueas.

Por lo tanto, como hipdtesis de trabajo se planteé que algunos metales toxicos
tienen un efecto sobre el metabolismo de los poliP y también sobre Ia expresion global
de proteinas cuando el arquedn S. metallicus se enfrenta a estas condiciones. Para validar
esta hip6tesis nos propusimos como objetivo general estudiar el efecto que tienen
algunos metales pesados, como el cobre y el cadmio, en el metabolismo de los
polifosfatos y en la expresion global de proteinas posiblemente relacionadas con la
homeostasis de estos metales, en el arquedn S. mefallicus.

Finalmente nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

. Determinar los niveles de poliP y actividad PPX en S. metallicus.

. Determinar si existe una relacién entre la tolerancia a metales pesados (cobre y
cadmio) y el metabolismo de los poliP en S. metailicus.

. Estudiar los cambios globales en la expresién de proteinas de S.metallicus frente

a metales pesados (cobre y cadmio). Ademds de identificar y caracterizar las

proteinas que cambien su expresion frente a estas condiciones.
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2.0 MATERIALES Y METODOS
2.1  Cepas, medios y condiciones de cultivo
2.1.1 Cepas del género Sulfolobus
Se utilizaron las cepas DSM 6482 de S. metallicus, DSM 639 de S

acidocaldarius y DSM 1617 de S. solfataricus.

2.1.2 Cepas bacterianas

Se utilizé la bacteria E. coli NR100, la cual es una cepa BL21 (DE3),
transformada con un vector de expresién de tipo pET-21b(+) que contiene como inserto
el gen PPKI de E. coli fusionado a un péptido de 6 histidinas (PPKIr) para su posterior
purificacion mediante cromatografia de afinidad (Ault-Riché y col., 1998). La cepa fue

proporcionada por el Dr. Arthur Kornberg.

2.1.3 Medios y condiciones de cultivo
2.1.3.1 Medios y condiciones de cultivo para S. metallicus, S. acidocaldarius y S.
solfataricus
S. metallicus se crecid a 65 °C y 120 rpm (agitacion orbital) en medio 88 ajustado
a pH 2, que contiene 1,3 g/l (NH4)2S0y4, 0,28 g/l KH2POq4, 0,25 g/l MgS04x 7 H20, 0,07
g/l CaCly x 2 H>O y 0,02 g/l FeCl; x 6 110, 1,8 mg/l MnCl; x 4 H»0, 4,5 mg/l Na;B40;
x 10 H,0, 0,22 mg/l ZnS0O, x 7 H,0, 0,05 mg/l CuCl; x 2 H0, 0,03 mg/l Na;MoO4 x 2
H;0, 0,03 mg/l VOSO4 x 2 HO y 0,01 mg/l CoSOs x 7 H;O. El medio fué
suplementado con 0,05 % (p/v) de azufre elemental y 0,02 % (p/v) de extracto de

levadura. El in6culo se realizé al 10 % (v/v).
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S. acidocaldarius se crecidé a 70 °C y 180 rpm (agitacion orbital) en el mismo
medio utilizado para S. mefallicus. La diferencia es que el medio se suplementd con 0,1
% (p/v) de extracto de levadura y 0,2 % (p/v) de sacarosa segiin Skorko y col., (1989).
El inéculo se realizé al 5 % (v/v).

S. solfataricus se crecié a 70 °C y 180 rpm en medio 182 ajustado a pH 4,2, que
contiene 3,1 g/l KH,POy, 2,5 g/l (NI4)2804, 0,2 2/l MgSO4x 7 H;0 y 0,25 g/l CaCly x 2
1,0, y como trazas contiene 1,8 mg/l MnCl x 4 H20, 4,5 mg/l Na;B40;7 x 10 H0, 0,22
mg/l ZnS04 x 7 H,0, 0,05 mg/l CuCl; x 2 H;0, 0,03 mg/l Na;MoOj4 x 2 H,0, 0,03 mg/l
VOSO04 x 2 H;0 y 0,01 mg/l CoSO4 x 7 H,0. El medio es suplementado con 0,1 % (p/v)
de extracto de levadura y 0,1 % (p/v) de casaminoécidos. El inéculo se realizé al 5 %

viv).

2.1.3.2 Condiciones de cultivo para los ensayos con metales pesados en S. metallicus y
S. solfataricus

Condiciones de cultivo para los ensayos de tolerancia a cobre v cadmio en S. metallicus

v S. solfataricus

Para el estudio de la tolerancia a cobre en S. metallicus y S. solfataricus, los
microorganismos se crecieron en sus respectivos medios que contenfan desde el inicio
diferentes concentraciones de CuSQy que fueron desde 5 hasta 200 mM. Para el estudio
de la tolerancia a cadmio en S. metallicus y S. solfataricus, los microorganismos se
crecieron en sus respectivos medios que contenfan desde el inicio diferentes
concentraciones de CdSQ, que fueron desde 0,01 hasta 10 mM. El crecimiento se

determiné contando el nimero de células utilizando una camara Petroff-Hauser.
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Condiciones de cultivo para los ensayos de traspaso a cobre y cadmio en S. metallicus

Para los estudios de traspaso a metales pesados, S. metallicus se crecié en
ausencia de cobre y cadmio hasta fase estacionaria temprana, que corresponde a
10® células/ml. Posteriormente, el medio fue removido de las células mediante
centrifugacion. Las células se traspasaron a un nuevo medio que contenia 0, 10,20 o 100
mM de CuSO;, como también a un nuevo medio conteniendo 0, 5, 10 0 20 mM CdSOq.
Como condicidn control las células se traspasaron a 100 mM de (NH;),SO,. Posterior al
traspaso, se tomaron alicuotas en diferentes tiempos para la determinacién de los niveles
de poliP y la actividad degradadora de los poliP (PPX).

Condiciones de cultivo para los ensavos de expresion diferencial de protefnas en S.

metallicus

Para los ensayos de expresion diferencial de proteinas, S. metallicus se crecio
en ausencia de cobre y cadmio hasta fase estacionaria temprana. A los cultivos se les
agregé 100, 200 mM de CuSO4 0 5 mM de CdSQy,, y se dejaron crecer durante 24 h. Las
células obtenidas por centrifugacion se trataron para la obtencion de extractos totales de

proteinas.

2.1.3.3 Medios y condiciones de cuitivo para E. coli

La bacteria E. coli NR100 se crecié a 37 °C y 200 rpm (agitacion orbital) en
medio Luria-Bertani (LB; 10 g/l triptona, 5 g/l extracto de levadura y 5 g/l NaCl)
(Sambrook y Russell, 2001) suplementado con 100 pg/ml de ampicilina, hasta alcanzar

una Agqgo de 0,6. Luego se agregd IPTG a una concentracién 1 mM final y se dejé crecer
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2 h maés para inducir la expresion del gen ppk. Finalmente, las células se centrifugaron

para la posterior purificacion de la PPK recombinante.

2.2  Sintesis y purificaciéon de poliP i vitro
2.2.1 Sintesis in vifro de [y-P33]p01iP-,-50 catalizada por la PPK recombinante de E. coli
La sintesis in vitro de [y-P*’IpoliPssp se realizo segtin Ault-Riché y col. (1998),
en un volumen de 10 ml de una solucién que contenia 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 40 mM
(NH4).S04, 4 mM MgCl,, 40 mM creatina-fosfato, 20 pg/mi creatina fosfoquinasa
(CPK), 1 mM [y-P®]ATP (0,01 uCinmol) y 90.000 unidades de PPKr de E. coli
(Kumble y col., 1996). La reaccidn se incubd 3 h a 37 °C y se detuvo agregando 1 ml de
0,5 M EDTA. La cinética de reaccién se siguié mediante TLC ascendente en placas de
polietilenimidacelulosa (SIGMA-ALDRICH®) utilizando como solvente una solucién

0,75 M KH,PO,, pH 3,5.

2.2.2 Purificacion de [y-P*JpoliPssq sintetizado in vitro

La reaccion de sintesis de 10 ml se cargé en un colchdn de 55 ml de 2,5 M CsCl
en 50 mM Tris-HC1 pH 7,4, 10 mM EDTA. La centrifugacién se realiz6 durante 16 h a
100.000 x g (rotor Sorval® 647.5). El gradiente se dividié en alicuotas de 5 ml, y a cada
una de ellas se le determind la radiactividad emitida (cpm). A las alicuotas que
presentaron mayor radiactividad se les agregé 3,5 ml de isopropanol y se incubé a
temperatura ambiente durante 30 min para precipitar el poliP, seguido de una

centrifugacién por 30 min a 16.000 x g (rotor Beckman® AJ-20). Los sedimentos se
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lavaron con 3,5 ml de etanol al 70 %, se sec6é durante la noche al vacio a temperatura
ambiente y se resuspendid en 600 pl de agua bidestilada estéril. La concentracion de
poliP se determiné en alicuotas de 1 pl en un contador de centelleo liquido (Beckman
Instruments LS 5000 TD, Fullerton, EUA). Tipicamente se obtuvieron soluciones de

entre 8 y 20 mM de [y-P**1poliP+so.

2.2.3  Analisis del [y-P**]poliPso sintetizado in vitro

El anilisis del poliP sintetizado in vitro se realizé mediante la hidrdlisis del
polimero utilizando la PPX de S. cerevisiae (PPXSce) segiin lo descrito previamente
(Wurst y col., 1995; Cardona y col., 2001). El ensayo se realizo en un volumen de 20 pl
conteniendo 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 5 mM Mg(CH;C0O0)z, 50 mM NH4(CH;COO),,
200 pM [y-P**IpoliP7sp y 6.000 unidades de PPXSce (Wurst y col., 1995). La reaccion se

incubd a 37 °C y la cinética de reaccion se siguio mediante TLC.

2.3  Métodos de extraccion y cuantificacion de poliP
2.3.1 Extraccion de poliP endégeno de S. metallicus, S. acidocaldarius y S.
solfataricus
La extraccién de poliP se realizo segiin Ault-Riché y col. (1998). A los tiempos
correspondientes, alicuotas de 100 ml de cultivos provenientes desde S. metallicus, y
alicuotas de 10 ml desde S. acidocaldarius y S. solfataricus se centrifugaron durante 10
min a 9.800 % g. Los sedimentos tienen aproximadamente 4 mg de células (peso

humedo). Los sedimentos se resuspendieron en 0,3 ml de 4 M GITC, 50 mM Tris-HCI
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pH 7,0 calentado previamente a 95 °C. La suspension se mezcld por vortex y se incubé a
95 °C por 3 min para conseguir una lisis ripida. Se reservé una alicuota de 15 pi de esta
fraccién para la determinacion de proteinas. A cada tubo se agregd 30 pul de 10 % SDS ¥
luego de incubacién a 95 °C durante 2 min, se agregd 300 pl de 96 % etanol y 5 ul de
una suspension de microperlas de vidrio Glassmilk® (Bio 101). Luego de agitacién por
vortex y de incubar 30 s a 95 °C, los tubos se centrifugaron a 13.000 x g durante 1 min y
el sedimento de Glassmilk® se resuspendid por vortex en 0,5 ml de “buffer New Wash”
(5 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 % etanol) frio en hielo y se
centrifugé a 13.000 = g durante 30 s. El sedimento que contenfa el poliP, ADN y ARN
unido a Glassmilk®, se resuspendié en 100 pl de una solucién que contenia 50 mM Tris-
HCI pH 7,0, 5 mM MgCl,, 5 pg/ml de DNasa y 5 pg/ml de RNasa y se incub6 a 37 °C
por 30 min. Luego el sedimento se lavé dos veces con 200 pul de “buffer New Wash” frio
en hielo para eliminar los productos de la degradacion de los 4cidos nucleicos. EI poliP
unido a Glassmilk® se eluy6 en dos pasos resuspendiendo el sedimento por vortex en 50
ul de agua cada vez, incubando 2 min a 95 °C y centrifugando a 13.000 x g para tomar
el sobrenadante. El poliP soluble recuperado en esta fraccion (100 pl) se congeld a

-20 °C hasta su cunantificacion.

2.3.2 Purificacion de la PPK recombinante de E. coli
La PPKr de E. coli se purificé desde la cepa NR100 por afinidad a Ni*?, de
acuerdo a lo descrito por Tzeng y Konberg (2000). La cepa se cultivé en 1 L de medio

LB suplementado con 100 pg/ml de ampicilina. Las células se colectaron por
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centrifugacion durante 20 min a 4.500 x g, y el sedimento se resuspendié en 50 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 10 % (v/v) glicerol, 5 mM MgCl, a una proporcion de 3 ml/g de
células (peso hiimedo). Se realizé una ruptura celular mediante tratamiento con lisozima
(250 pg/ml), seguido de 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento en hielo seco,
més 1 min de sonicacién (Ultrasonic Liguid Processor, SONICATOR®). Se agregé
secuencialmente y en concentraciones finales los siguientes compuestos: 1 M KCl, 100
mM Na,CO; y 0,05 % Triton X-100, y luego se incub6 durante 2 h a 4 °C, para asi
liberar a la PPKr de las membranas. Se centrifugd 20 min a 40.000 x g y el sobrenadante
se aplico a una columna con resina “His Bind” (Novagen) cargada con NiSO,,
equilibrada con 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 10 % (v/v) glicerol, 5 mM MgCl,, 0,05 %
Triton X-100 y 100 mM imidazol. La elusion se realizd en la misma solucién con 1 M
EDTA. La muestra se dializé contra 50 mM Tris pH 7,4, 1 mM DTT, 10 % glicerol y se

almaceno a -80 °C.

2.3.3 Cuantificacién de poliP

La reaccidn se realizé segin Ault-Riché y col. (1998) utilizando la actividad
reversa de la PPKr de E. coli en exceso de ADP (Kumble y col., 1996). El ensayo se
realizé en un volumen final de 50 pl en amortiguador 50 mM Hepes-KOH pH 7,2, 40
mM (NH4);SO4, 4 mM MgCl,, 0,1 mM ADP, 2.500 unidades de la PPKr y 5 ul de
solucién conteniendo el poliP por determinar. La incubacién se realizdé por 90 min a
37 °C. La reaccion se interrumpid por calentamiento (2 min a 95 °C) y luego la mezcla

se diluyd 1:20, 1:50, 1:200 y 1:500. Alicuotas de 50 pl de estas diluciones se ensayaron
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con 50 pl de luciferasa (Roche®), en placas de 96 pocillos. E1 ATP generado por la PPK

se cuantificé midiendo la luz emitida en un luminémetro Lumi/96 de Bioscan®.

24  Determinacion de la actividad degradadora de los poliP (tipo PPX) y analisis
de los productos de la reaccion
2.4.1 Determinacion de la actividad degradadora de los poliP (tipo PPX)

La actividad PPX se determiné midiendo el fosfato que se obtiene debido a la
hidrolisis del [y-P”]poliP—,-so segin lo descrito por Cardona y col. (2002), con las
siguientes modificaciones, La mezcla de reaccién (50 pl) contenia 50 mM Tris-acetato
pH 7,0, 1 mM MnClh, 100 mM KCl, 50 pg de extracto de proteina y 250 pM
[y**IpoliP;s. E1 MnCl, se agregé al final para evitar la precipitacién del poliP. Luego de
incubar 60 min a 65 °C, se tomaron 4 pl de cada reaccién, los que se aplicaron en una
TLC como se describid en el punto 2.2.1. Las manchas obtenidas por el fosfato
producido se visualizaron y cuantificaron utilizando un equipo Phosphor imager
(Molecular Imagen FX™ System, Bio-Rad) y se extrapolaron a una curva de calibracién
de [P¥] ortofosfato. Una unidad se definié como la cantidad de enzima capaz de

hidrolizar 1 pmol de ortofosfato (Pi) a partir de poliP por min a 65 °C.

2.4.2 Obtencién de [P¥] ortofosfato para calibrar la medicién de la actividad
degradadora de poliP (tipo PPX)
Para disponer de un estandar de ortofosfato (Pi) marcado radiactivamente con P**

que permitié la cuantificacién de la actividad degradadora de los poliP, se realizo una
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hidrélisis acida del [7—P33]p01iP750 sintetizado in vitro. Para ello se tomé una cantidad
conocida de [y-P33]poliP750 y se incubd durante 1,5 h a 98 °C en presencia de 1 M HCI
pH 1,3, completando un volumen total de 200 pl. EI progreso de la hidrdlisis se siguio
mediante TLC. El [P*]ortofosfato de concentracién conocida, se utilizé para la
preparacioén de una curva de calibracién de pmoles de [P**Jortofosfato con respecto a la
intensidad de la radiactividad, la cual fue cuantificada en un equipo Phosphor imager

{Molecular Imagen FX™ Systems) luego de su exposicion en una pantalla K-Screen.

2,5  Fraccionamientos celulares
2.5.1 Preparacién de extractos crudos de S. metallicus para la determinacion de la
actividad degradadora de poliP (tipo PPX)

Para determinar la actividad tipo PPX en extractos crudos de S. metallicus,
células provenientes desde cultivos crecidos hasta fase estacionaria temprana (10
células/ml), o desde cultivos traspasados a distintas concentraciones de CuSQ,, CdSO, 0
a 100 mM de (NH4)2S804, se colectaron por centrifugacion durante 15 min a 7.700 x g.
Las células se lavaron con medio 88 para remover el azufre. Luego las células se
resuspendieron en un amortigrador que contine 50 mM Tris-acetato pH 7,0, 10 %
sacarosa (razon 20 pl de amortiguador por 1 mg de peso himedo de células), se
congelaron y se sonicaron (Ultrasonic Liquid Processor, SONICATOR®) 8 veces
durante 30 s cada vez. Las suspensiones finales (lisados) se centrifugaron a 4.300 x g
durante 5 min para eliminar las células enteras, y el sobrenadante se utilizé para

determinar la actividad tipo PPX.
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2.5.2 Preparacion de extractos crudos de S. metallicus para electroforesis

bidimensional de proteinas

Para realizar el isoelectroenfoque de la electroforesis bidimensional de los
extractos crudos de S. metallicus, células provenientes desde cultivos crecidos hasta fase
estacionaria temprana (10° células/ml), o desde cultivos traspasados a 100, 200 mM de
CuS0y4, 0 a 5 mM CdSOy, se colectaron por centrifugacién durante 15 min a 7.700 x g,
Las células se lavaron con medio 88 para remover el azufre. Luego las células se
resuspendieron en un amortiguador que contine 50 mM Tris, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
PMSF pH 8,15 (razon 20 pl de amortiguador por 1 mg de peso hiimedo de células), se
congelaron y se sonicaron (Ultrasonic Liguid Processor, SONICATOR®) 6 veces
durante 30 s cada vez. Las suspensiones finales (lisados) se centrifugaron a 9.800 x g
durante 5 min para eliminar [as c€lulas enteras. A los sobrenadantes se les determiné la

concentracion de proteinas, y posteriormente se utilizaron en el isoelectronfoque.

2.5.3 Obtencion de fraccion de membranas totales de S. metallicus

El procedimiento se realizo similarmente a lo descrito por Guiliani y Jerez
(2000). El extracto crudo obtenido segin el punto 2.5.1 se sometié a centrifugacion a
100.000 x g durante 2 h. El sobrenadante de esta centrifugacion constituyé la fraccion
de proteinas soluble (fraccion citoplasmatica). El sedimento, que representa la fraccion
de membranas totales, se lavé en su superficie con 50 mM Tris (pH 7), 10 % sacarosa,
para eliminar los contaminantes de la fraccién soluble, y finalmente se resuspendié en

200 ul de la misma solucion.
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2.6  Determinacién del eflujo de Pien S. metallicus
2.6.1 Marcacién in vivo de S. metallicus con H3**PO,

Las células se crecieron en medio 88 suplementado con 0,05 % (p/v) de azufre
elemental y 0,02 % (p/v) de extracto de levadura hasta fase exponencial media en
condiciones suficiente de Pi (2 mM de Pi). Para la marcacion, las células se
centrifugaron y concentraron a una densidad de 10'° células/ml en un medio nuevo con
una baja concentracion de Pi (0,2 mM de Pi), para asi favorecer la incorporacion de la
marca. A esta suspension celular (5 ml) se le agregd 100 pCi/ml de Hs**PO, y se incubd
durante 20 h a 65 °C con agitacion orbital. Finalmente, las células marcadas

radiactivamente se colectaron por centrifugacion.

2.6.2 Determinacion del eflujo de Pi

Las células marcadas con *’Pi se lavaron exhaustivamente (5 veces) mediante
resuspencion y centrifugacion con nuevo medio 88 conteniendo condiciones suficientes
de Pi (2 mM de Pi) para eliminar la marca radiactiva no incorporada. Finalmente, las
células se resuspendieron en el mismo medio alcanzando un niimero de 10® células/mli,
en presencia o ausencia de CuSQ;. Con el fin de determinar el aumento de **Pi liberado
al medio, se tomaron muestras de 1,5 ml perioédicamente, las que se cenirifugaron a
12.000 % g por 10 min y se determind la radiactividad liberada hacia el medio contenida
en el sobrenadante mediante un contador de centelleo liquido (Beckman Instruments LS

5000 TD, Fullerton, EUA).
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2.6.3 Visualizaci6n de especies de fosfato marcadas con **Pi

Los mismos sobrenadantes cuantificados en el punto 2.6.2 se analizaron
mediante TLC tal como se describié en el punto 2.2.1., y ademas se agregé **Pi como
estandar, Después de la corrida se visualizaron especies de fosfato marcadas con *2Pj

presentes en el sobrenadante utilizando el equipo Phosphor imager.

2.7  Determinacion de la captacion de cobre en S. metallicus
2.7.1 Marcacion in vivo de S. metallicus con **Cu

Las células se crecieron en medio 88 suplementado con 0,05 % (p/v) de azufre
elemental y 0,02 % (p/v) de extracto de levadura hasta fase exponencial media. Para la
marcacion, las células se centrifugaron y se resuspendieron alcanzando 107 células en
300 pl de medio 88 fresco sin (NH4)SOj. Las células se marcaron con 5 pM *Cu
durante 10 h. Como control de marcacion se utilizé la bacteria Enferococcus fecalis en
medio PBS (pH 7), la cual se marcé con la misma concentracion de Cu y durante el

mismo tiempo.

2.7.2 Determinacion de la captacién de cobre

Las células marcadas con *Cu se lavaron mediante resuspension 'y
centrifugacion con medio 88 fresco conteniendo 500 pM CuSO; una vez, y con medio
88 fresco dos veces. Para el caso del control E. fecalis, los lavados se realizaron con 500

UM CuSOy4 una vez, 500 uM EDTA una vez y Glicina pH 3 una vez. El %Cu
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incorporado se determiné mediante un contador de centelleo liquido (Beckman

Instruments LS 5000 TD, Fullerton, EUA).

2.8  Técnicas de microcopia
2.8.1 Microscopia electronica de transmision

El andlisis visual de células sin tefiir de S. metallicus y S. solfataricus para
determinar la presencia de granulos densos al paso de los electrones (granulos de poliP)
se realiz6 segin Gonzélez y Jensen (1998). Células provenientes de cultivos crecidos
hasta fase estacionaria temprana desde varias condiciones de crecimiento se lavaron con
agua bidestilada estéril. Luego las células se resuspendieron a una Agq de 0,5 y alfcuotas
de 10 pl de las suspensiones celulares se aplicaron sobre grillas de niquel cubiertas con
carbén, dejandolas sedimentar. El exceso de liquido se absorbi6 con papel de filtro y las
grillas se secaron al aire; este procedimiento se repitié 2 veces. Para el analisis, las
células se observaron con un microscopio electrénico de transmision (Philips Tecnai 12)

operado a 80 kV.

2.8.2 Espectroscopia de pérdida de energia del electrén (EELS)

El analisis de EELS (Liinsdorf y col., 2000) se realizé6 con un microscopio
electronico de transmision de energia-filtrada integrado Zeiss CEM 902 (EFTEM). El
microscopio funciond en el modo de proyeccion de imagen espectroscopica del electrén
(ESI) para la representacion del fosfato, y el EELS paralelo se realizé para el registro del

espectro con la ayuda del programa ESI-Vision (Soft Imaging Systems, Miinster,
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Alemania). Se utilizaron los ajustes de abertura segin lo descrito por Liinsdorfy col.
(2000). La hidroxilapatita comercial se utilizé como estdndar interno de fosfato (Chavez

y col., 2004).

2.9  Meétodos de analisis de proteinas
2.9.1 Determinacion cuantitativa de proteinas
La cuantificacion de las proteinas se realizd segin el método de Bradford (1976)

utilizando el sistema comercial Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce).

2.9.2 Electroforesis bidimensional de proteinas (Electroforesis 2D)
2.9.2.1 Preparacion de la muestra para el isoelectroenfoque (IEF)

Los extractos crudos obtenidos en el punto 2.5.2 se utilizaron para realizar el
isoelectroenfoque. Para cada muestra, 250 ul de un amortiguador IEF de rehidratacion
que contiene algunas modificaciones al descrito por Choe y Lee (2000) y Hatzimanikatis
y col. (1999), compuesto por 8 M urea, 2 M tiourea, 2 % (p/v) CHAPS, 0,27 % (v/v)
anfolitos Bio-Lyte® 3-10, 0,13 % (v/v) anfolitos Bio-Lyte® 5-8, y 0,001 % (p/v) azul de
bromofenol, se incubaron a 25 °C durante 30 min. Luego al amortiguador IEF se le
agregd 0,03 g de DTT (64,5 mM concentracion final). Entre 120 y 500 pg de proteinas
de los extractos crudos, y agua nanopura estéril se agregé al amortiguador IEF para
alcanzar un volumen de 300 pl finales. Las muestras conteniendo el amortiguador IEF y
las distintas cantidades de protefnas se incubaron a temperatura ambiente por 1 h, pasado
este tiempo los 300 pl se agregaron con una micropipeta a la bandeja de focalizacién de

proteinas. Los geles inmovilizados RadySrips IPG (Biorad) de 11 c¢m de largo, con
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rangos de pH 3-10 no lineal (NL) y 5-8, se ponen en contacto con la muestra y el
amortiguador de rehidratacion IEF, y se dejaron a temperatura ambiente durante 1 h.
Finalmente se agregd 2,5 ml aceite mineral con una pipeta sobre cada gel inmovilizado

para prevenir la deshidratacion y precipitacién de la urea.

2.9.2.2 Isoelectroenfoque (Primera Dimension)

ILa corrida del isoelectroenfoque se programo en el PROTEAN IEF (Biorad) con
una temperatura fija de 20 °C en la plataforma de Peltier. La rehidratacién de los geles
inmovilizados se realizd con un programa en condiciones pasivas (sin voltaje) durante
18 h. Luego del tiempo de rehidratacién el programa de focalizacion comenzd
automaticamente. El programa de focalizacion contiene un paso 1 a 250 V por 15 min,
una paso 2 a 2.000 V por 2 h, un paso 3 a 8.000 V por 4 h, un paso 4 a 10.000 V por 11

h, y un paso 5 a 50 V por 4 h, y alcanz6 un total de 120.00 V/h.

2.9.2.3 Equilibrio de los geles inmovilizados ReadyStrip IPG

Para preparar lo geles inmovilizados para la segunda dimensién, estos se quitaron
de la bandeja de focalizacién y se traspasaron a otra bandeja especial para ser
equilibrados. El equilibrio se realizd con algunas modificaciones segin lo descrito por
Hatzimanikatis y col. (1999). En una primera etapa los geles inmovilizados se
equilibraron con 2,5 ml de un amortiguador compuesto por 24 mM Tris-HCI pH 6,8, 6
M urea, 2 % (p/v) SDS, 30 % (v/v) glicerol y 156 mM DTT, durante 15 min. Luego los
geles inmovilizados se secaron con toalla nova y se equilibraron con 2,5 ml de un

segundo amortiguador compuesto por 24 mM Tris-HCI pH 6,8, 6 M urea, 2 % (p/v)
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SDS, 30 % (v/v) glicerol y 135 mM yodoacetamida. Finalmente, los geles inmovilizados
se secaron nuevamente, y se dejaron con 2.5 ml de amortiguador de electroforesis de
proteinas compuesto por 250 mM Tris-HCI pH 8,3, 192 mM glicina y 1 % (p/v) SDS,

hasta que fueron corridos en la segunda dimension.

2.9.2.4 SDS-PAGE (Segunda Dimensién)

Los geles inmovilizados se transfirieron a geles SDS-PAGE, con porcentajes de
11,2 % acrilamida y 0,3 % bisacrilamida, y 14,6 % acrilamida y 0,4 % bisacrilamida, y
se cubrieron con 1 % agarosa en amortiguador de electroforesis de proteinas, luego de
aplicar el patrén de peso molecular (BenchMark™ Ladder, Invitrogen). Los geles se

corrieron toda la noche a un voltaje constante de 70 V.

2.9.2.5 Tinciones de los geles bidimensionales
Tincién con plata de los geles bidimensionales

La tincién con plata se realizd segin lo descrito por Shevchenko y col. (1996),
con las siguientes modificaciones. Luego de la electroforesis los geles se fijaron con 30
% (v/v) de etanol, 10 % (v/v) de 4cido acético en agua destilada durante toda la noche.
Después se lavaron tres veces con 30 % (v/v) de etanol en agua destilada durante 20
min, y adicionalmente una vez con agua durante 15 min para remover el 4cido
remanente. Los geles se sensibilizaron durante 1 min en una solucién que contiene 0,25
g/l de ditionito, y estos se lavaron con dos cambios de agua destilada durante 1 min
cada uno. Posterior al lavado, los geles se sumergieron en una solucion de 0,2 % (p/v) de

AgNQ;, 1 mM formaldehido, y se incubaron a temperatura ambiente por 30 min. La
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solucién de AgNO; se descarto y los geles se lavaron con agua destilada por 1 min. Los

geles se desarrollaron con una solucion que contiene 6 % (p/v) de Na,CO3;, 6 mM

formaldehido, 20 pM Na2;8203, y se agité vigorosamente hasta que la solucion adquiri6
un color amarilio. En estie momento se descartd la solucién y se reemplazd por una
porcion fresca. Es fundam;ental que el desarrollo se realice en una solucién transparente,
Una vez que se adquiri6 I;Ea intensidad deseada, la solucién de desarrollo se descarto, se
agregd 5 % (v/v) de e’widoi acético en agua destilada, y se dejo en agitacion por 10 min.
Finalmente, los geles se lévaron cuatro veces con agua destilada, y se guardaron a 4 °C
en 1 % (v/v) de 4cido acético en agua destilada hasta ser utilizados.

Tinecion con azul de Coomasie G-250 de los geles bidimensionales

La tincién con azul de Coomasie coloidal G-250 se realizé segin lo descrito por

Giavalisco y col. (2005), con las siguientes modificaciones. Luego de la clectroforesis
los geles se fijaron con 5!O % (v/v) de etanol, 2 % (v/v) de acido fosforico en agua
destilada durante toda la noche. Después se lavaron dos veces con agua destilada por 1
min cada vez. Posterior al lavado, los geles se sumergieron en una solucion de 34 %
(v/v) de metanol, 15 % (p/v) de sulfato de amonio, 2 % (v/v) de acido fosférico en agua
destilada durante 1 h. Se agrego 0,25 g de azul de Coomassie coloidal en la solucion de
250 ml que contiene a los geles, y se agitdé gentilmente a temperatura ambiente durante

3

24 h. Finalmente, los geles se destifieron con dos lavados utilizando agua destilada.

|
|
g
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Tincién con SYPRO® de los geles bidimensionales,

La tincién con SYPRO® (Biorad) se realizé segin lo descrito por el manual de
instrucciones de los productores, con las siguientes modificaciones. Luego de la
electroforesis los geles se fijaron con 10 % (v/v) de metanol, 7 % (v/v) de acido acético
en agua destilada durante 30 min, y después se lavaron con agua destilada por 1 min. Se
agreg6 a los geles 200 mi de la tincién fluorescente SYPRO®, y se agité suavemente a
temperatura ambiente durante 90 min. Se elimind la tincidn fluorescente, y los geles se
traspasaron a una solucién con 10 % (v/v) metanol, 7 % (v/v) acido acético en agua
destilada durante 60 min para eliminar el exceso de fluorescencia que pueden tener los
geles. Para obtener las imagenes, los geles se lavaron con agua, y se utilizé un

transiluminador con luz ultravioleta.

2.9.2.6 Identificacion, seleccion y secuenciacion de proteinas por espectrometria de

masas

Las intensidades de las sefiales de las proteinas que cambiaron su expresion en
los geles bidimensionals de los extractos crudos de S. metallicus en condiciones normal
y después de traspasarlo a cobre se determinaron usando el programa computacional de
andlisis de imagenes de geles bidimensionales “Delta 2D software package”
(DECODON GmbH, Alemania). Se tomaron 18 proteinas desde los geles
bidimensionales obtenidos de la condicién con 100 mM CuSO4 y se enviaron para su
posterior secuenciacion mediante espectrometria de masas (MS) con un equipamiento de

ionizacién por electro-spray y un analizador de tiempo de vuelo (ESI-QUAD-TOQF). Las
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muestras se procesaron en el Centro de Protedmica de la Universidad de Cambridge
(UK). Los datos de los iones MS/MS producidos con este método se utilizaron para
identificar las proteinas mediante su busqueda en las bases de datos de secuencias
aminoacidicas de las protefnas (Mascot, Matrix Science). Los parametros de tolerancia
del péptido (2 Da) y la tolerancia de MS/MS (1.2 Da) se limitaron y el tipo de
instrumento se fij6 en ESI-QUAD-TOF. Las bisquedas se realizaron contra toda la base

de datos de NCBI debido a que no existe la secuencia del genoma de S. metallicus.
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3.0 RESULTADOS
3.1  Metabolismo de los poliP en S. metallicus
3.1.1 Los poliP inorgédnicos en S. metallicus
3.1.1.1 Observacion microscopica de los grdanulos de poliP en microorganismos del
género Sulfolobus
Una de las formas de observar los poliP es examinar mediante microscopfa
electronica de transmisién (TEM) la presencia de granulos densos al paso de los
electrones en células no tefiidas. Estos granulos se han descrito frecuentemente como
acumulaciones de poliP (Wood y Clark, 1988; Harold, 1966). Cuando se analizaron
células de S. solfataricus (Figura 4A) y S. acidocaldarius (datos no mostrados), algunas
presentaron débiles y pequefios granulos densos a los electrones de forma esférica. En
contraste, todas las células de S. metallicus (Figura 4B) presentaron entre dos y tres

grandes granulos densos a los electrones.

3.1.1.2 Andlisis de los grdanulos en microorganismos del género Sulfolobus

Para obtener detalles acerca de la composicién de los granulos densos a los
electrones se utilizé espectroscopia de pérdida de energia de los electrones (EELS), la
cual permite un analisis mas detallado de un compuesto quimico en particular (Liinsdorf
y col., 2000; Chdvez y col., 2004). La Figura 5 muestra los espectros de pérdida de
energia obtenidos desde areas celulares que contenfan granulos densos a los electrones
en S. metallicus (espectro azul) y S. acidocaldarius (espectro rojo). Después de la

substraccion del ruido y filirado de los espectros se muestra que el perfil del espectro de
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S. metallicus (azul) es muy similar al del patrén de hidroxilapatita (verde), el cual se usa

como fosfato de referencia (Figura 5).

A

1 pum 1pum

Figura 4. Presencia de granulos densos al paso de los electrones en miembros del
género Sulfolobus. Las células de S. solfataricus (A) o S. metallicus (B) crecidas hasta
fase estacionaria temprana se analizaron mediante microscopia electronica.

El inicio de la energia de ionizacion de la franja L2,3 coincide en los 135 eV para
los tres espectros, seguido por la caracteristica pérdida de energia cerca de las estructuras
de los extremos (ELNES) con la region de pérdida de energia mas alta alrededor de los
50 eV (indicado con una barra en la Figura 5). Los tres maximos principales estan
presentes en todos los espectros obtenidos, aunque las intensidades del espectro de S.
acidocaldarius (rojo) fueron muy débiles (Figura 5), y al mismo tiempo similares a las
intensidades obtenidas en S. solfataricus (datos no mostrados). A pesar que los maximos

Il de los espectros son menores a los que muestra la hidroxilapatita (Figura 5)

demostramos que los granulos densos a los electrones acumulados por S. metallicus
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estan principalmente compuestos por fosfato y es muy probable que correspondan a

poliP.
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Figura 5. Espectros EELS de células de S. metallicus y 8. acidocaldarius.
Comparacion de los espectros de los granulos densos a los electrones desde S. metallicus
(azul) y S. acidocaldarius (rojo). El espectro de hidroxilapatita de calcio (verde) se
utilizé como control de fosfato.
3.1.1.3 Analisis cuantitativo de los poliP en microorganismos del género Sulfolobus
Para determinar si la presencia los granulos densos a los electrones compuestos
de fosfato tiene relacion con los niveles de poliP, se cuantificé este biopolimero en las
mismas condiciones y medios de cultivo empleados en las observaciones de microscopia
electronica en S. metallicus, S. acidocaldarius y S. solfataricus. Esta metodologia se
basa en la conversion enzimatica del poliP, previamente extraido de las células, a ATP

mediante la utilizacion de la PPKr de E. coli en exceso de ADP y posterior

cuantificacion de ATP mediante la produccion de luz en presencia de
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luciferina/luciferasa (Ault-Riché y col., 1998). Los tres microorganismos sintetizaron

poliP, alcanzando los mayores valores en la fase estacionaria de crecimento (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de poliP y nimero de células alcanzados en la fase estacionaria de

crecimiento en microorganismos del género Sulfolobus.

) ) PoliP Crecimiento
Microorganismo
(nmoles poliP/mg proteina) (células/ml)
S. metallicus 180 2x 10°
S. acidocaldarius 15 8x 10
S. solfataricus 20 4x 10’

La sintesis de poliP en S. metallicus se incrementd al avanzar la etapa de
crecimiento (Figura 6). Este comportamiento también se observé en S. solfataricus y S.
acidocaldarius (datos no mostrados). Los niveles de acumulacion de poliP alcanzados
en S. metallicus (Tabla 2 y Figura 6) fueron mayores a los descritos en otros
microorganismos, como E. coli que no forma granulos de poliP visibles bajo
condiciones normales de crecimiento (Kornberg y col., 1999). Este alto nivel de poliP
demostrado en S. metallicus es aproximadamene 10 veces mayor a los que presentaron
S. solfataricus y S. acidocaldarius (Tabla 2). Estos resultados confirman que la
acumulacion de los granulos densos al paso de los electrones compuestos de fosfato en
S. metallicus es posiblemente debida a los altos niveles poliP inorganicos presentes en

este microorganismo.
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Figura 6. Niveles de poliP durante el crecimiento de S. metallicus. El
microorganismo se crecié en medio 88, se determind el numero de células mediante
conteo celular y los niveles de poliP se cuantificaron por su conversion a ATP mediante
la reaccion reversa de la PPKr, a los tiempos de crecimiento indicados.
3.1.1.4 Actividad degradadora de poliP en S. metallicus

Para la determinacion de la actividad tipo PPX se utilizé como sustrato [*°P] poliP
de 750 residuos, sintetizado in vitro utilizando la PPKr de E. coli. Empleando 50 pg de
proteinas, 1| mM Mg, 100 mM KCI, pH 7,0, se determiné la actividad tipo PPX en
extractos crudos (fraccion total) y en las fracciones de proteinas soluble y de membranas
de S. metallicus. El ensayo se realizé mediante la cuantificacion de Pi generado a partir
de poliP radiactivo, separado mediante TLC sobre placas de polietileniminacelulosa y
visualizado en un phosphorimager (Figura 7A). Ademas, se observo el efecto que tiene
la temperatura de incubacion (65 °C) en la hidrdlisis del poliP cuando no se agregd

extracto proteico al ensayo (blanco enzima) (Figura 7A). Las manchas visualizadas

debido al fosfato producido después de las incubaciones se cuantificaron utilizando una
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curva de calibracion en pmoles de [P**ortofosfato (Figura 7B), que se obtuvo mediante

la hidrélisis quimica de [y-P*JpoliPssy sintetizado in vitro como se describié en

Materiales y Métodos.
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Figura 7. Ensayo de la actividad tipo PPX en S. metallicus. (A) Las células se
fraccionaron como se indicoé en Materiales y Métodos. Luego de 60 min las reacciones
se detuvieron al aplicar 4 pl de cada ensayo en la placa cromatografica. b: blanco
enzima; m: muestra; total: fraccion total de proteinas; sol: fraccion de proteinas
solubles; mem: fraccion de proteinas de membrana. (B) Curva de calibracion en pmoles

de [P**Jortofosfato.

S. metallicus presenté una actividad especifica tipo PPX de 834 U/mg de

proteina, la cual es similar a la actividad especifica observada en extractos proteicos de

S. solfataricus. Finalmente, se observo que estos niveles de actividad especifica tipo
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PPX estan principalmente asociados a las fracciones de membranas tanto de S.

metallicus como de S. solfataricus (Tabla 3).

Tabla 3. Actividades enzimaticas tipo PPX en diferentes fracciones proteicas en S.

metallicus y S. solfataricus.

S. metallicus S. metallicus S. solfataricus
Fracciones Unidades Actividad especifica | Actividad especifica
(pmoles Pi/min) (U/mg proteina) (U/mg proteina)*
Extracto total 9.675 834 800
Soluble 5.269 684 400
Membranas 521 950 850

T Actividad tomada desde Cardona y col., 2002,

3.2 Relacion entre la tolerancia a metales pesados y el metabolismo de poliP en

S. metallicus

En las siguientes secciones se describen experimentos que pretenden relacionar
el metabolismo de los poliP y la tolerancia a metales pesados en S. metallicus. Para estos
experimentos se utilizaron como modelos los iones Cu** y Cd*2. Por un lado, el primero
se encuentra en altas concentraciones en los ambientes biolixiviantes y el segundo ha
sido descrito por tener efectos sobre los niveles de poliP en algunos microorganismos.
Como se mencioné anteriormente, algunos metales podrian estimular la hidrélisis de los
poliP y el transporte de Pi, junto al i6n metalico hacia el espacio extracelular como una

forma de destoxificar el ambiente intracelular (Keasling, 1997).
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3.2.1 Relacion entre la tolerancia a cobre y el metabolismo de los poliP en S.

metallicus
3.2.1.1 Efecto de CuSOy en el crecimiento de S. metallicus

Previo a estudiar el efecto del cobre sobre los poliP en S. metallicus, se
determind el efecto que tiene este elemento sobre el crecimiento de este arqueon. Para
ello, el microorganismo se crecié en medio 88 pero en presencia de 10, 50, 100 y 200
mM CuSO; o en ausencia de esta sal. Las células utilizadas en estos experimentos
fueron previamente adaptadas a estas condiciones de crecimiento mediante traspasos
sucesivos a las concentraciones mencionadas anteriormente. Se observo una pequefia
disminucién en las tasas de crecimiento y en los niveles de células alcanzados en las
curvas cuando los microorganismos se crecieron en concentraciones ascendentes de
cobre comparado con el cultivo control sin metal (Figura 8A). Sin embargo, en la
concentracion de 200 mM CuSO;, se observo un efecto mayor en el crecimiento con un
30 % de disminucion en el niimero de células (Figura 8A). Por otro lado, S. solfataricus
no crecié a ninguna de la concentraciones de cobre ensayadas (Figura 8B). Estos
resultados concuerdan con previas comunicaciones en las cuales S. solfataricus creci6é
s6lo a concentraciones entre 0,1 y 1 mM de cobre, siendo completamente inhibido su

crecimiento en presencia de 10 mM cobre (Miller y col., 1992).

52




Resultados

—e— control —w— 10 MM —a— 50 mM —e— 100 mM —¢— 200 mM

16
14 -
12 1

-
<
1

célulasiml x 107
[¢+]

0 2 4 6 8 10 12 14
A Tiempo, dias

—e—control —0—5 mM —s— 10 mM

célulass/imix 107

0 2 4 6 8 10
B Tiempo, dias

Figura 8. Crecimiento de dos especies del género Sulfolobus en presencia de CuSO,.
Células de S. metallicus (A) y S. solfataricus (B) se inocularon en sus respectivos
medios en ausencia de CuSQg, 0 se suplementaron con 5, 10, 50, 100 o 200 mM CuSO,,
y las células se contaron diariamente.
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3.2.1.2 Efecto de CuSQy en los niveles de poliP en S. metallicus

Para evaluar la relacion entre el metabolismo de los poliP y la presencia de cobre
en c€lulas de S. metallicus, durante el crecimiento del microorganismo se investigo el
efecto que tienen diferentes concentraciones de CuSO; sobre el nivel celular de poliP. Se
utilizaron células previamente adaptadas a las correspondientes concentraciones de
cobre, tal como se describié en el punto 3.2.1.1. Los niveles de poliP mostraron una
gradual disminucidn al incrementar la concentracion de cobre en el medio de cultivo de
S. metallicus y en forma clara se observé el mayor descenso de los niveles de poliP (mas
del 85 %) cuando la concentracién de CuSO; alcanzé 200 mM con respecto a las células
crecidas sin cobre (Figura 9). Es importante recordar que esta concentracion de cobre no
afectd mayormente €l crecimiento de las células (Figura 7A) por lo que esta disminucion
no estarfa dada por algin defecto fisiologico producto de la incapacidad de la bacteria
para tolerar esta condicién ambiental. Los resultados obtenidos anteriormente se
correlacionaron exactamente con la desaparicion de granulos de poliP cuando las células
sc crecieron en altas concentraciones de CuSQ4 (100 y 200 mM) con respecto a las
células crecidas sin cobre (Figura 10A, B, C). En ausencia de cobre, el 96 % de las
células presentaron dos o tres grandes grinulos de poliP por célula (Figura 10A),
mientras que en 200 mM de CuSO; los granulos de poliP son de pequefio tamafio y con
solo el 46 % de las células contenia estos agregados (Figura 10C). Estos resultados
sugieren una probable relacion entre los niveles de poliP y la adaptacion de S. metallicus

: +
para crecer en presencia de Cu*?.
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Figura 9. Disminucién de los niveles de poliP durante la exposicion de S. metallicus
a CuSO0,. Las células se crecieron en ausencia o presencia de las concentraciones de
CuSO4 indicadas hasta fase estacionaria temprana y el poliP se cuantificé como se
describié en Materiales y Métodos. La barra de error representa las desviaciones
estandar.

A

Figura 10. Desaparicion de granulos de poliP durante la exposicion de S. metallicus
a CuSO0y. Células tomadas de cultivos descritos en la Figura 8 crecidos en ausencia de
CuSOy4 (A), o en presencia de 100 mM (B) y 200 mM (C) de CuSO,, se analizaron
mediante microscopia electrénica sin tincion.
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3.2.1.3 Niveles de poliP en células de S. metallicus transferidas a un medio con CuSOy
Para investigar el efecto de los iones de cobre sobre los niveles de poliP se
utilizaron células no adaptadas a crecer en este elemento. Para ello se crecié S.
metallicus en medio 88 y las células se traspasaron al mismo medio pero con diferentes
concentraciones de CuSO,. Como se mostré anteriormente, bajo esta condicién de
crecimiento las células acumulan altos niveles de poliP (Figura 9). Las células se
colectaron a diferentes intervalos de tiempo y los niveles de poliP fueron cuantificados.
Se observé una rapida disminucién en el nivel de poliP cuando las células se expusieron
a la sal de cobre, siendo el efecto mas notorio en 100 mM CuSOQ; (Figura 11). A los 15
min despu¢s del traspaso a 100 mM CuSOy, el nivel de poliP disminuyé alrededor de un
60 % con respecto al valor obtenido a tiempo cero (Figura 11), v este nivel se mantuvo
por las siguientes 24 h (datos no mostrados). Para observar el posible efecto del sulfato
sobre los niveles de poliP, se traspasaron células de S. merallicus a 100 mM (NH4),SO,,
y se observé que esta sal no tiene efectos significativos sobre los niveles de poliP,
manteniéndose los niveles de este polimero entre 130 y 145 nmoles de Pi/mg de proteina
como se muestra en la Figura 11 (triangulos naranjos). Estos resultados muestran que la
presencia de cobre y no de sulfato, genera una importante disminucién en el nivel celular
de poliP en S. metallicus, probablemente debido a una mayor degradacién de este
polimero como se ha propuesto en otros sistemas (Aiking y col., 1984; Keasling, 1997;

Alvarez y Jerez, 2004).
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Figura 11. Contenido de poliP de células de S. metallicus expuestas a CuSQ, y
(NH,4);S0,. Células de S. metallicus se crecieron en ausencia de CuSO, hasta fase
estacionaria temprana (10% células/mL). Las células se traspasaron a medios frescos
conteniendo distintas concentraciones de CuSO; o 100 mM (NH4),SO, (triangulos
naranjos). Alicuotas se tomaron a los tiempos indicados y se determiné los niveles de
poliP como se describié en Materiales y Métodos.

3.2.1.4 Actividad tipo PPX en células de S. metallicus transferidas a un medio con
CuSOy
Como se mostré en los experimentos recién descritos, la presencia de CuSQy,
produjo una disminucion del nivel celular de poliP en S. metallicus, tanto en células
adaptadas (Figura 9) como en células no adaptadas a este compuesto (Figura 11). El
modelo propuesto para la destoxificacion de iones metalicos (Figura 3), propone un

aumento de la actividad PPX estimulada por alglin eventual i6n metélico téxico. Por lo
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tanto, se estudié el efecto del cobre sobre esta actividad tipo PPX en S. metallicus. Para
ello se crecio S. metallicus en medio 88 y las células se traspasaron a mismo medio
conteniendo diferentes concentraciones de CuSQy. Lis células se colectaron a diferentes
intervalos de tiempo y la actividad tipo PPX se cuantifico en extractos libres de células,
Se observo un rapido incremento de la actividad degradadora de poliP cuando las células
fueron expuestas a la sal de cobre, siendo el efecto mds notorio a 100 mM CuSGOy
(Figura 12). A los 15 min después del traspaso a 100 mM CuSOQy,, la actividad tipo PPX
aumento alrededor de un 160 % con respecto al valor obtenido a tiempo cero (Figura 12)
y este nivel se mantuvo por las siguientes 24 h (datos no mostrados). Para observar el
posible efecto del sulfato sobre la actividad tipo PPX se traspasaron células de S.
metallicus a 100 mM (NH4),80Qy4, v se observd que esta sal no tuvo efectos significativos
sobre la actvidad degradadora de poliP, manteniéndose valores de actividad entre 780 y
825 U/mg de proteina como se muestra en la Figura 12 (tridngulos naranjos). Estos
resultados muestran que la presencia de cobre y no de sulfato, generé un importante
aumento en la actividad tipo PPX en S. metallicus. Este aumento presenté una buena
correlacion temporal con la rapida disminucioén observada en el nivel de poliP cuando se
realizo el tratamiento similar (Figura 11), lo que sugiere que el efecto del cobre sobre el
nivel de poliP seria el resultado de un aumento de la actividad degradadora de este

polimero.
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Figura 12. Actividad degradadora de poliP en células de S. metallicus expuestas a
CuSOy y (NH4),S80y. Células de S. metallicus se crecieron en ausencia de CuSOy hasta
fase estacionaria temprana (10% células/mL). Las células se traspasaron a medios frescos
conteniendo distintas concentraciones de CuSO4 o 100 mM (NH4),SO;4 (tridangulos
naranjos). Se obtuvo extractos libres de células a los tiempos indicados y se determiné la
actividad tipo PPX como se describié en Materiales y Métodos.
3.2.1.5 Actividad tipo PPX en extractos libres de células después de la adicion de

diferentes concentraciones de metales

Un posible mecanismo para explicar la diminucion de los niveles de poliP,
cuando las células de S. metallicus se expusieron a cobre, es el incremento de la
actividad degradadora de este polimero. Para analizar un poco mas en profundidad el
fenomeno descrito anteriormente se determind el efecto in vitro de cobre y otros metales
sobre la actividad tipo PPX presente en extractos libres de células provenientes de

cultivos de S. metallicus no adaptado a metales. El cobre estimulé la actividad tipo PPX

a concentraciones muy bajas (Figura 13). Se alcanzaron altos valores de actividad tipo
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PPX tanto con cobre como con manganeso. Sin embargo, la concentracion de metal
requerida para esto fue de 10 uM para cobre (Figura 13) y sobre 500 pM para
manganeso (resultados no mostrados). A concentraciones sobre 10 uM de cobre se
produjo una disminucion de la actividad tipo PPX (Figura 13). Cadmio y zinc también
estimularon la actividad tipo PPX en un rango de concentraciones micromolares, aunque
este efecto no alcanzo los valores obtenidos para cobre (datos no mostrados). Estos
resultados sugieren un efecto directo de los iones de metales pesados sobre la actividad

tipo PPX vy la hidrolisis de poliP en S. metallicus.

Actividad PPX, U/mg proteina

600 — - w
0 10 20 30 40 50 |

Me* (uM)

Figura 13. Respuesta de la actividad tipo PPX frente a cationes bivalentes in vitro.
La actividad tipo PPX se determind usando el ensayo descrito en Materiales y Métodos
con extractos libres de células de S. metallicus crecido en ausencia de cobre. Las
cantidades indicadas de CuSO4 0 MnSOy se agregaron a las mezclas de reaccion de los
ensayos.
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3.2.1.6 Efecto del cobre sobre el eflujo de Pi desde células de S. metallicus

El mecanismo de tolerancia a iones de metales pesados propuesto, no solo
propone la degradacion los poliP, sino que ademés propone el transporte hacia el espacio
extracelular del Pi generado a partir del poliP junto al ién metalico (Figura 3). Por lo
tanto, la disminucion de los niveles de poliP en S. metallicus debido a cobre (Figuras 9 y
11) podria generar Pi libre. Para determinar si este Pi es transportado fuera de la célula,
S. metallicus se creci6 hasta fase estacionaria temprana y se marcé i vivo con *>Pi como
se indicé en Materiales y Métodos. Posterior a un lavado exhaustivo de las células
radiactivas para eliminar la marca no incorporada, éstas se resuspendieron en medio
normal que contiene azufre con o sin iones Cu*? y se determiné el eflujo de Pi (Figura
14).

Durante el tratamiento con cobre, se colectd muestras a distintos tiempos, las
cuales se centrifugaron para eliminar las células y determinar la radiactividad presente
en el sobrenadante. En la condicion control se observé una continua liberacion de Pi
desde las células (Figura 14). Sin embargo, observamos un aumento sobre este nivel
basal cuando las células se expusieron a cobre. La cantidad de marca liberada hacia el
sobrenadante fue mayor cuando las células se expusieron a 200 mM cobre (Figura 14).
Ademas se observaron diferencias enire las cinéticas de los poliP degradados (Figura 11)
y el Pi liberado (Figura 14). También se analizé Ja naturaleza de la radiactividad
presente en los sobrenadantes mediante TLC. Este andlisis se realizé solo con los
sobrenadantes de los tiempos mayores de tratamiento para asi facilitar la deteccion
mediante Phoshorimager, ya que €stos tienen una mayor marca acumulada (Figura 14).

Se encontrd que la marca liberada hacia el medio parece ser principalmente Pi (datos no
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mostrados) debido a que no se detect6 la presencia de otros metabolitos, indicando que
la marca liberada al medio no fue producto de lisis celular durante los tratamientos con
cobre. Estos resultados sugieren fuertemente que al menos una parte del Pi generado por

la hidrolisis de poliP en presencia de iones cobre se transport6 fuera de las células.

—4— control —e— 100 mM Cu —— 200 mM Cu
35000 - — e

30000
25000 -
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15000
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Pi 32 Liberado(cpm/ml)

Tiempo, horas

Figura 14. Efecto de CuSOy sobre el eflujo de Pl desde células de S. metallicus.
Células de S. metallicus se marcaron in vivo con Hy>PO, durante 20 h en presencia de
0,2 mM Pi. Las células se lavaron exhaustivamente con el medio estandar y se
traspasaron a un nuevo medio sin cobre, o conteniendo 100 o 200 mM CuSOy. En los
tiempos indicados, las células se centrifugaron y se determin¢ el Pi radiactivo liberado al
medio.
3.2.1.7 Marcacion y captacion de cobre en células de S. metallicus

Se trat6 de marcar células de S. metallicus con ®*Cu para determinar la formacion

de algln tipo de complejo metal-fosfato y su posible salida desde las células cuando

. e . ’ . 4
estas fueran expuestas a cobre. Para lograr este objetivo se estimé la captacion de #Cu
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en células de S, metallicus segin lo descrito en Materiales y Métodos. EI **Cu
incorporado en las ¢élulas se determind mediante centelleo liquido. E. fecalis se utilizd
como control de marcaje que incorpord un total de 60.000 cpm (valores obtenidos desde
células que captan cobre). En cambio, S. metallicus solamente incorpor6 40 cpm. Por lo
tanto, no se obtuvo resultados satisfactorios probablemente debido a la competencia con
los protones presentes en el ambiente acido en que vive este microorganismo. De esta
manera no se pudo determinar el eflujo de cobre desde células de S. metallicus. Pero
aunque la formacién de complejos cobre-fosfato no se ha demostrado en S. metallicus,

no se puede descartar que el cobre tenga efectos indirectos sobre los niveles de poliP.

3.2.2 Relacién entre la tolerancia a cadmio y el metabolismo de los poliP en S
metallicus
3.2.2.1 Efecto de CdSQy en el crecimiento de S. metallicus
Previo a estudiar el efecto de cadmio sobre los poliP en S. metallicus, se quiso
conocer qué efecto tiene este elemento sobre el crecimiento de este arquedn. El
microorganismo se creci en medio 88 pero en presencia de 0,5, 1, 2, 3, 5 y 10 mM
CdSO4 o en ausencia de esta sal. Semejante al estudio realizado con cobre, las células
utilizadas fueron previamente adaptadas a estas condiciones de crecimiento. Se observo
que S. metallicus crecié a concentraciones de hasta I mM CdSO; sin un efecto notable
en las tasas de crecimiento y en los niveles de células alcanzados por las curvas en fase
estacionaria comparado con el cultivo control sin metal (Figura 15). A concentraciones
entre 2 y 3 mM CdSO, se observé un aumento en la fase lag de crecimiento y Ios

cultivos sufrieron un efecto severo en el crecimiento con una disminucion significativa
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en el namero de células (Figura 15). S. metallicus no crecié a concentraciones por sobre
5 mM de CdSO;, (Figura 15). Por otro lado, S. solfataricus no fue capaz de crecer en

concentraciones sobre 10 uM de CdSO, (datos no mostrados).

—ea—control —a—05mMM —a—1mM ——2mM
—%—3mM 5mM ——10mM

- o .
o N b

Células/ml x 107
(0)]

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo, dias

Figura 15. Crecimiento de S. metallicus en presencia de CdSO,. Células de S.
metallicus se inocularon en medio 88 en ausencia de CdSOy, o fueron suplementados
con0,5,1,2,3,50 10 mM CdSOy, y las células se contaron diariamente.
3.2.2.2 Efecto de CdSOy en los niveles de poliP en S. metallicus

Para investigar el efecto del cadmio sobre los niveles de poliP, en una primera
aproximacion se utilizd células adaptadas a crecer en esta sal. Para ello se crecio S.
metallicus en medio 88 con diferentes concentraciones de cadmio tal como se describio

en el punto 3.2.2.1. Las células se colectaron en fase estacionaria y los niveles de poliP

fueron cuantificados. Se observo que los niveles de poliP no cambiaron cuando las
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células se expusieron a las concentraciones de cadmio a las que se adaptaron (Figura

16).

160
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| 100 |
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PoliP, nmoles Pi/mg proteina

Figura 16. Niveles de poliP durante la exposicion de S. metallicus a CdSO,. Las
células de S. metallicus se crecieron en ausencia o presencia de las concentraciones de
CdSO; indicadas hasta fase estacionaria temprana y el poliP se cuantificé como se
describe en Materiales y Métodos. La barra de error representa las desviaciones
estandar.

En una segunda aproximacion se investigé el efecto de iones de cadmio sobre los
niveles de poliP en células no adaptadas a crecer en este elemento. Para ello células de S.
metallicus se traspasaron a medio 88 conteniendo diferentes concentraciones de CdSOj.
Las células se colectaron en diferentes intervalos de tiempo y los niveles de poliP fueron
cuantificados. No se observé un efecto sobre los niveles de poliP cuando las células se
traspasaron hasta 10 mM CdSOy (Figura 17). En cambio una disminucion de alrededor

de un 20 % en el nivel de poliP con respecto al valor obtenido a tiempo cero, se

determind cuando las células fueron expuestas a 20 mM CdSO, (Figura 17). Es
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importante destacar que traspasos a concentraciones mayores de 20 mM CdSO, no fue

posible de realizar debido a lisis celular.

—4—0mM ——5mM
——10mM —a—20 mM
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Figura 17. Contenido de poliP en células de S. metallicus expuestas a CdSO,.
Células de S. metallicus se crecieron en ausencia de CdSQ, hasta fase estacionaria
temprana, y se traspasaron a medios conteniendo distintas concentraciones de CdSO,.
Alicuotas se tomaron en los tiempos indicados y se determiné los niveles de poliP como
se describié en Materiales y Métodos.
3.3  Efecto de metales pesados en los cambios globales de expresion de proteinas
en S. metallicus
A pesar que la mayoria de los microorganismos acidofilos pertenecientes al
dominio Archaea, que actualmente se utilizan en procesos de biolixiviacion, han sido
aislados desde ambientes que contienen altas concentraciones de metales pesados, la
informacion acerca de sus mecanismos de resistencia a metales pesados es limitada.

Decidimos iniciar un estudio protedmico que pudiera dar cuenta de determinantes

genéticos involucrados en la tolerancia a metales pesados, especificamente cobre y
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cadmio, en S. metallicus. Por un lado, para aumentar el conocimiento acerca de la
homeostasis de metales pesados en arqueas, y por sobre todo entender posibles
mecanismos que presente este microorganismos para sobrevivir en ambientes

biolixiviantes.

3.3.1. Efecto de CuSQ, en el proteoma de S. metallicus
3.3.1.1 Cambios globales en la expresion de proteinas de S. metallicus debido a la
presencia de CuSOy

Para investigar el efecto de iones de cobre sobre los cambios de expresion de
proteinas en S. metallicus, el cual toler6 hasta 200 mM de CuSO4 (Figura 8A), se utilizo
células no adaptadas a crecer en esta sal. Para ello se crecié S. metallicus en medio 88
hasta fase estacionaria temprana y posteriormente las células se traspasaron a 100 o 200
mM CuSOQ, durante 24 h. Se estudiaron los proteomas de las células en ansencia de
cobre (Figura 18) y en presencia de 100 mM CuSO; (Figura 19) o 200 mM CuSO,
(datos no mostrados). Para esto se analizaron comparativamente los mayores cambios
observados mediante electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-
PAGE). Con la ayuda del programa computacional para el procesamiento de imagenes
Delta 2D, se identificé y cuantific los niveles de las proteinas que disminuyeron y
aumentaron su expresién debido al efecto del cobre con respecto a la condicion control
sin el metal.

Se identifico un total de 23 proteinas cuya sintesis se reprimi6 en presencia de
cobre (Figura 18). Dentro de este grupo, 11 proteinas desaparecieron completamente

cuando las células fueron expuestas a cobre y 12 disminuyeron su expresion entre 1,5 y
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5,1 veces (datos no mostrados) con respecto a la condicién control sin cobre. Por el
contrario, se identificé un total de 28 proteinas cuya sintesis aumentd en presencia de
cobre (Figura 19). La mayoria de estas proteinas aparecieron sélo cuando las células se
expusieron a cobre (Figura 19) y no se encontraron presentes en la condici6n control sin
cobre. Solo tres proteinas tuvieron un aumento de expresién entre 2,6 y 5,5 veces (Tabla
4).

Sumado a lo anterior, se identificaron 3 proteinas de bajo peso molecular que
aumentaron su expresién al exponer las células a cobre. Estas tres proteinas aparecieron
cuando en la separacién por peso molecular (SDS-PAGE) se utilizé 15 % de acrilamida
(Figura 20). Todos los resultados anteriores se obtuvieron a partir de geles con gradiente
de pH inmovilizado entre 3 y 10. Ademds, nuevas proteinas que aumentaron su
expresién debido a la presencia de cobre, aparecieron cuando el rango de pil de de los
geles inmovizados utilizados fus entre 5 y 8 (Figura 21). Estos resultados indican que al
variar condiciones tales como el rango de pH del isoelectroenfoque y el porcentaje de

acrilamida del SDS-PAGE, pueden aparecer nuevas proteinas de interés.
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Figura 18. Proteoma de S. metallicus crecido en condiciones normales. Las proteinas
totales obtenidas desde células de S. metallicus crecidas hasta fase estacionaria temprana
se separaron mediante geles 2D con un gradiente de pH 3-10 no lineal y se tifieron con
plata. Los nimeros rojos indican las proteinas que disminuyeron su expresion cuando las
células se expusieron a cobre (Figura 19). Los cuadros punteados (A, B y C) se analizan
con mas detalles en la Figura 22.
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Figura 19. Proteoma de S. metallicus al exponerlo a 100 mM CuSOy. Células de S.
metallicus se crecieron hasta fase estacionaria temprana y se traspasaron a un medio
nuevo con 100 mM CuSO,. Las proteinas totales se separaron mediante geles 2D con un
gradiente de pH 3-10 no lineal y se tifieron con plata. Los nimeros azules indican las
proteinas que aumentaron su expresion cuando las células se expusieron a cobre. Los
cuadros rojos (A y B) se analizan con mas detalles en la Figura 21.
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Figura 20. Efecto de la concentracion de acrilamida en el proteoma de S. metallicus
al exponerlo a 100 mM CuSOy. El procedimiento fue idéntico al de la Figura 19, con la
diferencia que las proteinas totales se separaron con acrilamida al 15 % mediante
SDS-PAGE y se tifieron con azul de Coomassie coloidal. Las fotos muestran las
regiones de bajo peso molecular de los geles. Los niimeros indican las nuevas proteinas
que aumentaron su expresion cuando las celulas se expusieron a 100 mM CuSOs.

71




Resultados

4 4
TS

Figura 21. Efecto del gradiente de pH en el proteoma de S. metallicus al exponerlo a
100 mM CuSO0;. El procedimiento fue idéntico al de la Figura 19, con la diferencia que
las proteinas totales se separaron mediante geles 2D con un gradiente de pH 5-8 y se
tifieron con plata. Las fotos de arriba muestran los cuadros rojos A y B de la Figura 19.
Las fotos de abajo muestran los mismos cuadros A y B pero desde geles que contienen
las proteinas de S. metallicus crecido en ausencia de cobre. Los nimeros azules en
circulos indican las nuevas proteinas que aumentaron su expresion cuando las celulas se
expusieron a 100 mM CuSO;.
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3.3.1.2 Identificacion de proteinas de S. metallicus que aumentaron su expresion
debido a CuSQy
Se eligieron 18 de las proteinas que aumentaron su expresion al exponer células
de S. metallicus a cobre (Figura 19) y se aislaron desde geles de poliacrilamida tefiidos
con azul de Coomassie coloidal y SYPRO® (figuras no mostradas) para su identificacion
mediante espectrometria de masa (Tabla 4).

Tabla 4. Proteinas identificadas mediante espectrometria de masa que aumentaron

su expresion al traspasar células de S. metallicus a CuSQy,.

Proteinas Mejor similitud Microorganismo Peso Estimulacion
molecular
(kDa)
1 Subunidad del proteosoma S. solfataricus 26,6 0
3 Ferridoxina oxidoreductasa S. solfataricus 70,1 &
4 Oxidoreductasa S. solfataricus 42,9 )
5 Desconocida - ~35% 2,6
6 Desconocida - ~27% o0
9 Fosfoglicerato deshidrogenasa M. thermautotrophicus 57,1 o0
13 Desconocida - ~27% 3.4
14 Desconocida - ~28% o0
15 Desconocida - ~35% 5.5
20 Glutamato deshidrogenasa S. solfataricus 46,1 o
21 Desconocida . ~45% 0
22 Desconocida - ~49% 0
23 ATP sintetasa subnidad B S. solfataricus 51,1 o
24 HSP60 subunidad gamma S. shibatae 58,5 ')
30 Desconocida - ~48% )
31 Desconocida - ~16% ND
32 Regulador transcripcional S. solfataricus 14,4 ND
33 Terminador transcripcional NusA  S. solfataricus 13,8 ND

* Peso molecular aproximado (kDa) obtenido por observacion de los geles (Figura 18 y 19).

La induccién se determind utilizando el programa Delta 2D. ND=induccion no determinada.
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Los péptidos tripticos de las proteinas se analizaron por espectrometria de masa
(ESI-QUAD-TOF). Debido a que el genoma de S. metallicus no se conoce, el analisis de
los péptidos se realizé en una primera instancia comparandolos con las secuencias de los
genomas de arqueas disponibles, y en una segunda comparandolos con las secuencias de
todos los genomas de organismos disponibles.

Las proteinas identificadas se relacionaron con los siguientes procesos celulares:
produccion y conversion de energia, biosintesis de aminoacidos, respuestas a estrés y
regulacion de la transcripcion (Tabla 4). Entre las proteinas que tienen relacion con la
produccién y conversion de energia, se identifico la cadena B de una ATP sintasa
(proteina 23) que tiene relacion directa con la sintesis de nucledtidos y particularmente
de ATP; las otras dos proteinas son oxidoreductasas, una 2-oxodcido-ferridoxina
oxidoreductasa (proteina 3) y una oxidoreductasa tipo alcohol deshidrogenada (proteina
4), que generalmente estan involucradas en cadenas transportadoras de electrones y
utilizan NAD" como aceptor de electrones. Interesantemente en los ultimos afios se les
estd asignando un importante papel en la respuesta celular al estrés oxidativo,
posiblemente causado por metales pesados, en bacterias y arqueas (Sitthisak y col.,
2005; Rodriguez-Montelongo y col., 2006; Kaur y col., 2006). Las proteinas
involucradas en la sintesis de aminoacidos son una fosfoglicerato deshidrogenasa
(proteina 9) que cataliza la oxidacién dependiente de NAD" del 3-fosfoglicerato a
3-fosfohidroxipiruvato, la cual es un paso inicial en la sintesis de L-serina (Thompson y
col., 2005) y una glutamato deshidrogenasa (proteina 20), que cataliza la interconversion
dependiente de NAD" entre L-glutamato y 2-cetoglutarato, jugando de esta manera un

papel importante en la asimilacion de amonio por parte de las células (Consalvi y col.,
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1991). Las proteinas que tienen relacion con la respuesta a estrés son una subunidad del
proteosoma (proteina 1), el cual es un complejo proteico degradador de enzimas no
especifico asociado con el catabolismo de las proteinas. Sin embargo, Gltimamente se le
ha asignado un papel de controlador de procesos bioldgicos que pueden salvar a las
células de la muerte, e interesantemente podrian jugar un papel muy estrecho con
chaperonas en asegurar la calidad de las proteinas frente al estrés (Maupin-Furlow y col.,
2006). La otra proteina es una subunidad de la HSP60 (proteina 24) la cual es una
chaperona de estrés térmico, ampliamente estudidada en arqueas, involucrada
directamente en el plegamiento de proteinas (Macario y col., 1999). Las dos dltimas
proteinas identificadas tienen relacion con la regulacion de la transcripcion. Una de ellas
es un regulador transcricional putativo (proteina 32); la otra es el terminador
transcripcional NusA (proteina 33), el cual es un factor transcripcional multifuncional
involucrado en la terminacion intrinseca de la transcripcion (Shibata y col., 2007).
Finalmente, las proteinas 5, 6, 13, 14, 15, 21, 22, 30 y 31, no mostraron un puntaje
significativo con alguna proteina presente en la base de datos (Tabla 3), por lo tanto

podrian ser proteinas que solo estén presentes en el genoma de S. metallicus.

3.3.2 Efecto de CdSO, en el proteoma de S. metallicus

3.3.2.1 Cambios globales en la expresion de proteinas de S. metallicus debido a CdSOy
Para investigar el efecto de los iones cadmio sobre los cambios de expresion de

proteinas en S. metallicus, el cual toleré hasta 1 mM de CdSO, (Figura 15), se utilizé

células no adaptadas a crecer en esta sal. Para lograr este objetivo, se crecio S. metallicus

en medio 88 hasta fase estacionaria temprana y posteriormente las células se traspasaron
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a | mM CdSOy durante 24 h. Se estudio los proteomas de las células en ausencia de
cobre (Figura 18) y en presencia de 1 mM CdSO4 (Figura 22), y se analizaron
comparativamente los mayores cambios observados mediante electroforesis
bidimensional en geles de poliacrilamida (2D-PAGE).

En general observamos una disminucion de la sintesis total de proteinas cuando
S. metallicus se enfrentd a cadmio (datos no mostrados). Por el contrario, un total de 13
proteinas aumentaron su expresion en presencia de cadmio (datos no mostrados). Dentro
de estas proteinas, 3 aumentaron su expresion sélo en cadmio y 10 aumentaron su

expresion tanto en cadmio como en cobre (algunas de ellas se muestran en la Figura 22).

3.3.2.2 Identificacion de proteinas de S. metallicus que aumentaron su expresion debido

a CdSOy

Las proteinas que aumentaron su expresion frente a cadmio en S. metallicus, no
se aislaron de geles y por ende no fueron analizadas mediante espectrometria de masa.
Sin embargo, se realiz un andlisis comparativo con las proteinas identificadas que
aumentaron su expresion frente a cobre (Tabla 3). En S. metallicus identificamos que las
proteinas 1, 2, 3, 4, 9, 13, 20, 21, 23 y 30, las cuales aumentaron su expresion frente a
cobre, también fueron sobreexpresadas en cadmio. Algunas de estas proteinas que
aumentaron su expresion frente a los dos metales se muestran en la Figura 22. En S.
metallicus, el cadmio aumentd la expresion de proteinas involucradas en la produccion y
conversion de energia (proteinas 3, 4, 23), las cuales podrian estar respondiendo al estrés
oxidativo producido por el cadmio (Vido y col., 2001). Las mismas proteinas

involucradas en la sintesis de aminoacidos que se detectaron en presencia de cobre
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también se identificaron en la presencia de cadmio (proteinas 9, 20). Ademas, la proteina
que tiene relacion con la respuesta a estrés se indujo tanto en cobre como en cadmio
(proteina 1). Finalmente, también se encontrd proteinas con funcién desconocida
(proteinas 13, 21, 30) y una proteina que también aument6 su expresion en cobre pero

que no fue secuenciada por espectrometria de masa (proteina 2).

Control Cobre Cadmio
A 13— 13— B

Figura 22. Efecto de 1 mM CdSOjy sobre el proteoma de S. metallicus. Células de S.
metallicus se crecieron hasta fase estacionaria temprana y se traspasaron a un medio
nuevo con | mM CdSO,. Las proteinas totales se separaron mediante geles 2D con un
gradiente de pH 3-10 no lineal y se tifieron con plata. Las fotos muestran ampliaciones
de los cuadros punteados A, B y C de la Figura 18, y de las mismas regiones de los geles
obtenidos con 100 mM CuSO4 y 1 mM CdSOs. Los numeros azules indican las proteinas
que aumentaron su expresion cuando las células se expusieron a cobre y cadmio.
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40 DISCUSION
41  Metabolismo de los poliP en 8. metallicus

Los poliP son moléculas ubicuas presentes en organismos de los tres dominios de
la vida (Kornberg, 1999; Kornberg y col., 1999; Cardona y col., 2001). Hasta hace
algunos afios, no se tenia conocimiento acerca de este polimero en microorganismos
acidofilos, excepto por algunas descripciones respecto a la presencia de grinulos densos a
los electrones presentes en el citoplasma en algunas especies (Shively y col., 1970) los que
son frecuentemente descritos como acumulaciones de poliP. Sin embargo, estos cuerpos
densos al paso de los electrones pueden corresponder a otro tipo de compuestos.

En el desarrollo de esta Tesis se detectd la presencia de dos a tres grandes granulos
densos al paso de los electrones presentes en el citoplasma de S. metallicus (Figura 4B).
Dos tipos de evidencia permitieron afirmar que estos granulos son acumulaciones de
poliP. Por una parte, el andlisis mediante EELS mostré que los granulos estan
principalmente compuestos de fosfato (Figura 5) y probablemente corresponde a poliP.
Los granulos fueron mas abundantes en S. metallicus que en S. solfataricus (Figura 4A) y
S. acidocaldarius (datos no mostrados). Por otra parte, las observaciones anteriores se
correlacionaron adecuadamente con la determinacion cuantitativa de los niveles de poliP
(Tabla 2), la cual moste6 que los niveles de poliP en S. metallicus son aproximadamente
10 veces mayores que los niveles presentes en las otras dos especies del género Sulfolobus.
El analisis enzimético especifico constituye otra prueba de la existencia de poliP en S.
metallicus.

S. metallicus present6 niveles de 180 nmoles de poliP/mg de proteina (expresado

como residuos de Pi) cuando se crecié medio 88. Estos niveles son mayores a Jos niveles
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detectados en microorganismos que no acumulan altos niveles de poliP como E. coli, e
incluso son mayores que los valores publicados para algunos microorganismos
acumuladores de granulos de poliP como Vibrio cholerae (Ogawa y col., 2000b), y
ademas son cercanos a los niveles que presentan otros microorganismos que tienen la
capacidad de acumular grandes cantidades de poliP (Tabla 5). La bacteria 4. johnsonii
presenté 300 nmoles de poliP/mg de proteina bajo condiciones de estrés nuiricional. Es
interesante destacar que A. johmsonii es capaz de acumular el 30 % de su masa como
poliP, por lo que es utilizado en plantas de tratamientos de agua en procesos de remocion
de fosfato (Kulaev y Kulakovskaya, 2000). Por otro lado, la bacteria capaz de degradar
policlorobifenilos Pseudomonas sp. B4 presentd alrededor de 450 nmol de poliP/mg
cuando se crecid en bifenilo vy clorobifenilo (Chdvez y col., 2004). Los dos casos
anteriores reflejan condiciones en las cuales se favorece la acumulacion de poliP en estas
bacterias, posiblemente como una respuesta a determinadas condiciones de estrés. Otro de
los microorganismos que acumula gran cantidad de poliP es el acidéfilo 4. ferrooxidans,
que presentd alrededor de 450 nmoles de poliP/mg de proteina (Alvarez y Jerez, 2004).
Estos resultados indican claramente que los altos niveles de poliP presentes en algunos
microorganismos se encuentran relacionados directamente con condiciones adversas de
crecimiento. Lamentablemente, es dificil hacer comparaciones con otros sistemas, debido
a la gran heterogeneidad de métodos utilizados en las determinaciones de poliP y el modo

como se expresan los resultados.

79




Discusion

Tabla 5. Comparacion de los niveles de poliP presentes en diferentes

microorganismos.
Microorganismo PoliP Referencia
(nmoles de Pi/mg proteina)
Bacterias
Shigella flexneri 21 Kim y col., 2002
Salmonella typhimurium 25 Kim y col., 2002
E. coli 25 Kim y col., 2002
V. cholerae 150 Ogawa y col., 2000b
A. johnsonii* 300 Ault-Riché y col., 1998
Pseudomonas sp. B4 450 Chavez y col., 2004
A. ferrooxidans 400 Alvarez y Jerez, 2004
Arqueas
S. metallicus 180 Este estudio
S. solfataricus 20 Este estudio
S. acidocaldarius 15 Este estudio

¥ Determinado bajo condiciones de estrés nutricional de Pi.

Generalmente en el metabolismo bacteriano de poliP se ha descrito una actividad
PPK que sintetiza este polimero y otra que lo degrada, denominada PPX (Kornberg y col.,
1999). A pesar que se ha detectado la presencia de poliP en algunos microorganismos del
dominio Archaea (Scherer y Bohem, 1983; Rudnick y col., 1990; Cardona y col., 2001),
no existe mucho conocimiento acerca de la enzimologia involucrada en el metabolismo de
los poliP en este dominio. En este estudio encontramos una actividad tipo PPX en
extractos crudos de S. metallicus, determinada a 65 °C, asociada principalmente a la
fraccion de membrana. Los valores de actividad tipo PPX determinados en este
microorganismo fueron similares a los detectados en extractos crudos de S. solfataricus a
70 °C (Cardona y col., 2002). En S. solfataricus se demostré la presencia del gen que
codifica para una PPX funcional de tipo bacteriano, y la actividad PPX recombinante

purificada presenté los mayores valores de actividad entre 50 y 60 °C. Ademas, esta
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actividad tuvo sus mejores valores a altas concentraciones de Mn**, comparado con su
homélogo presente en la bacteria mesofila E. coli, la cual es funcional a bajas
concentraciones tanto de Mn*? como de Mg (Cardona y col., 2002). El mismo efecto se
observé al cuantificar la actividad tipo PPX in vitro en extractos crudos de S. metallicus,
donde al aumentar la concentracién de Mn™ se obtuvo los mayores valores en la actividad
tipo PPX (Figura 13 y datos no mostrados). Por lo tanto, posiblemente S. metallicus
presenta una PPX homéloga a la descrita en S. solfataricus, pero aun no ha sido
identificada debido a que no se encuentra secuenciado el genoma de S. metallicus.
Finalmente, a pesar que se han detectado y cuantificado los poliP en S. metallicus,
S. solfataricus y S. acidocaldarius, no se ha encontrado genes que codifiquen para una
polifosfato quinasa o PPK en los genomas disponibles de microorganismos
pertenecientes al dominio Archaea. Es posible que las proteinas responsables de la sintesis
de los poliP en estos microorganismos tengan una similitud muy baja con sus homélogos
en bacterias o eucariontes. Por lo tanto, no es posible de identificar con métodos
bioinformaticos. Una posibilidad serfa identificar dominios funcionales o estructurales en
las PPKs conocidas y otra es que la sintesis de poliP se deba a otra actividad enzimatica
como Ja PPK2 descrita en P. ageruginosa la cual convierte el GTP en poliP (Ishige y col,,

2002).
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42  Relacién entre el metabolismo de los poliP y la tolerancia a iones de metales
pesados en S. mefallicus

Los poliP tienen la posibilidad de ser un fuerte quelante de iones metalicos debido
su caracteristica polianiénica. De tal forma, podrian ayudar a disminuir la toxicidad de
algunos metales, como zinc, cobre, cadmio y hierro dentro de las células (Kornberg,
1999). Durante muchos afios se ha propuesto que los poliP tienen la capacidad de
destoxificar una gran diversidad de metales pesados (Keasling, 1997; Komberg y col.,
1999; Kulaev y Kulakovskaya, 2000) a través de su inmovilizacién, probablemente
asociados directamente a los granulos de poliP, como se ha demostrado, por gjemplo, en S.
aureus (Gonzalez v Jensen, 1998). En este sentido, existen evidencias que indican que
células con un alto nivel de poliP muestran una mayor tolerancia a cadmio comparado con
aquellas que presentan una reserva menor (Keasling, 1997). Sin embargo, evidencias mas
recientes sefialan un papel mas activo de los poliP en la tolerancia a iones metélicos, en la
que estarfa involucrada su degradacién hasta Pi y el transporte de complejos metal-Pi
hacia el espacio extracelular (Fig. 3). Este mecanismo constituye un sistema alternativo
para tolerar metales pesados, el cual seria inespecifico al metal (Keasling, 1997; Keasling
y Hupf, 1996).

Una manera directa de ensayar esta hipdtesis es utilizando cepas modificadas
genéticamente que presenten diferentes niveles de poliP, en que se encuentre afectada la
actividad PPK o la actividad PPX. Lamentablemente, no existen actualmente herramientas
genéticas reproducibles que permitan este tipo de modificacién en S. metallicus.

Recientemente se estdn comenzando a desarrollar métodos genéticos necesarios para la
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expresion heteréloga y mutagénesis en S. solfataricus (Cannio y col., 1998; Jonuscheit y
col., 2003; Albers y col., 2006). Sin embargo, en esta Tesis se obtuvo evidencias
fisiolégicas que permiten sostener que los poliP, y su degradacién, serian parte de un
mecanismo de destoxificacién de cobre y posiblemente otros metales como cadmio en S.
metallicus, las que se acercan al modelo hipotético propuesto por Keasling (1997).

En primer lugar, se determind que S. metallicus toler6é concentraciones de hasta
200 mM de cobre (Figura 8A), comparado con S. solfataricus (Figura 8B) y S
acidocaldarius (datos no mostrados), los cuales sélo fueron capaces de crecer en
concentraciones menores a 1 mM de cobre. Estos resultados concuerdan con estudios
anteriores que demostraron que S. solfataricus y S. acidocaldarius crecen en presencia
de 0,1-1 mM de cobre (Miller y col., 1992). Se han descrito otros microorganismos
acidofilos, tanto bacterias como arqueas, que toleran altas concentraciones de Cobre
(Harvey y Crundwell, 1996; Baker-Austin y col., 2005), comparado con la mayoria de
los microorganismos mneutrfilos (Tabla 6). También se observé el mismo
comportamiento para cadmio, donde el crecimiento de S. mefallicus fue afectado por
concentraciones entre 2 y 3 mM de esta sal (Figura 15), comparado con 8. solfataricus
cuyo crecimiento fue afectado por concentraciones de alrededor de 10 pM cadmio (datos

no mostrados).
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Tabla 6. Tolerancia a cobre de algunos microorganismos acidéfilos y neutrofilos.

Microorganismo Concentraciones de cobre Referencia
toleradas (mM)
Acidofilos
A. ferrooxidans 800 Harvey y Crundwell, 1996
F. acidarmanus 312 Baker-Austin y col., 2005
S. metallicus 200 Este estudio
S. solfataricus 1 Miller y col, 1992
S. acidocaldarius 1 Miller y col, 1992
Neutrofilos
E. hiriae 8 Solioz y Stoyanov, 2003
P. aeruginosa 6 Treitzel y Parsek, 2003
E. coli 1 Niess, 1999
S. cerevisiae 0,2 Soares y col., 2003

Para evaluar la relacion entre el metabolismo de los poliP y la tolerancia a cobre y
cadmio en células de S. metallicus, se determinaron los niveles de poliP durante su
crecimiento frente a distintas concentraciones de estos metales. Se determind que los
niveles de poliP fueron menores cuando S. metallicus se crecié en altas concentraciones de
cobre (Figura 9), lo cual fue corroborado con la desaparicion de los granulos de poliP
(Figura 10). Estos resultados indican fuertemente la existencia de una relacion entre los
niveles de poliP y la adaptacion de S. metallicus a crecer en presencia de cobre. Ademas,
se estudio el efecto del cobre en los niveles de poliP en células no adaptadas a este metal.
Observamos que altas concentraciones de cobre promovieron un rapido descenso en el
nivel de poliP, alrededor de un 60 % de disminucion en 15 min (Figura 11). No obstante,
para afirmar que esta disminucion se deba a que el poliP esté siendo hidrolizado hasta Pi
en presencia de cobre, se determiné que la actividad tipo PPX aumenté en estas células
expuestas a este metal (Figura 12). Ademas, este aumento de actividad se correlaciond

temporalmente con el descenso en los niveles de poliP (Figura 23). Esta correlacion entre
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la disminucién de los niveles de poliP y el incremento en la actividad PPX frente a cobre
también ha sido descrita en la bacteria acidéfila 4. ferroxidans (Alvarez y Jerez, 2004).
Las evidencias anteriores concuerdan con algunos pasos claves del modelo propuesto por
Keasling (1997), ya que éste modelo supone como primer evento que los poliP se
degradan hasta Pi, estimulado por la presencia del ion metélico téxico. No obstante, las
experiencias anteriores también fueron realizadas con cadmio, donde se observo que a
pesar de que S. metallicus toler6 altas concentraciones de este metal, los niveles de poliP
no disminuyeron en células adaptadas a cadmio (Figura 16) y solo se observé una
disminucién de alrededor de un 20 % de los niveles de poliP cuando el microorganismo no
adaptado se traspas6 a 20 mM de cadmio (Figura 17). Esto sugiere que los niveles de
poliP son afectados frente a altas concentraciones de metales pesados, a pesar que este
fendmeno no fue observado claramente frente a cadmio debido a que experimentos con
concentraciones superiores a 20 mM de este metal fueron imposibles de realizar a causa de

la lisis de las células de S. metallicus.
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Figura 23. Curso temporal de los niveles de poliP y la actividad tipo PPX en células
de S. metallicus expuestas a cobre. Los niveles de poliP se determinaron en células
traspasadas a 0 mM (A )y 100 Mm (A) de CuSO,. La actividad tipo PPX se determiné en
células traspasadas a 0 mM (=) y 100 Mm (m) de CuSO,.

Para explicar el posible mecanismo por el cual los iones de metales incrementan la
actividad degradadora de poliP afectando el metabolismo de este polimero, se estudio el
efecto in vitro de este i6n sobre la actividad tipo PPX en extractos crudos de S. metallicus.
Los resultados mostraron un efecto directo de los iones Cu*" sobre la actividad tipo PPX,
estimulandola en un rango de concentraciones micromolares (Figura 13). Otros iones
como Cd*" y Zn®" también mostraron un efecto estimulador en este mismo rango de
concentraciones (datos no mostrados). Interesantemente, en extractos crudos de la bacteria
acidofila A. ferroxidans, la actividad PPX también fue estimulada por iones como Ccu™,

Cd*" y Zn*" (Alvarez y Jerez, 2004). De esta manera la disponibilidad intracelular de estos
y P

iones seria la responsable del efecto que tienen sobre el metabolismo de los poliP. Estos
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resultados sugieren entonces un efecto estimulador de algunos iones de metales pesados
sobre Ia actividad tipo PPX en S. metallicus. Es interesante que el efecto de estos iones se
observé en este nivel de concentraciones, ya que se ha demostrado que el nivel intracelular
libre de ellos est4 fuertemente controlado y alcanza concentraciones de este orden (Finney
y O’Halloran, 2003). Posiblemente, las concentraciones intracelulares de los iones
metélicos se encuentran reguladas por efecto de metalochaperonas descritas
recientemente, que guiarfan a los metales a través del citoplasma hasta sus lugares de

destino (Huffman y O’Halloran, 2000; Finney y O’Halloran, 2003).

4.3  Transporte de fosfato y cobre en el modelo de destoxificacion de metales
pesados en 8. metallicus.

El aumento de la actividad tipo PPX de S. metallicus en respuesta a la presencia
de cobre implica la generacion de Pi. Para estudiar €l destino de este Pi, se emple6 una
estrategia radiactiva midiendo la salida del fosfato desde células de S. metallicus
marcadas in vivo con 2P hacia el espacio extracelular, Se observé que la aparicién de
32p ¢n el sobrenadante de los cultivos fue estimulada con la presencia de cobre de una
manera dependiente de la concentracién (Figura 14). Este aumento en la salida de Pi
debido a la presencia de cobre también fue observada en la bacteria acidéfila A.
ferroxidans (Alvarez y Jerez, 2004). Ademads, demostramos mediante TLC que la marca
liberada desde las células se debié principalmente a la liberacion de Pi y no a productos
de lisis celular (datos no mostrados). Sin embargo, no es posible afirmar
concluyentemente cudl es el origen intracelular de este Pi liberado. No obstante, el

efecto de Cu®" sobre la salida de Pi fue posterior al momento en que se observé la
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disminucion del nivel celular de poliP (Figura 11}, lo que sugiere fuertemente que al
menos una parte del Pi generado debido a la hidrélisis de poliP en presencia Cu** fue
transportado fuera de las células.

La formacion y transporte de un complejo metal-fosfato ha sido demostrado en
células o en vesiculas de membrana aisladas de algunas bacterias mediante
determinaciones de cambios en los potenciales de membrana (van Veen y col., 1994a y
1994b). Este tipo de sistema no se encuentra disponible en S. metallicus y la estrategia
utilizada para tratar de determinar el eflujo de cobre en este microorganismo fue marcar
las células con $*Cu. No se obtuvo resultados satisfactorios en el marcaje de las células
con **Cu para estudiar la salida del posible complejo metal-fosfato. La posible explicacién
de este resultado negativo en la marcacién de las células de S, metallicus con **Cu es el
ambiente acido en el cual este microorganismo vive. Por un lado, existiria una
competencia entre el cobre y los protones, y ademds, recientemente se ha descrito que
generalmente los microorganismos acidofilos presentan una compleja homeostasis de pH
debido a que presentan potenciales de membrana inversos y membranas celulares
altamente impermeables (Baker-Austin y Dopson, 2007). Ademas, varios autores han
dado explicacion de la alta tolerancia a metales pesados que presentan los
microorganismos acidofilos, debido al efecto que tiene la alta cantidad de protones en sus
medios y se ha propuesto que un ambiente protonado es suficiente para proteger a las
células de los metales téxicos (Miller y col., 1992). Finalmente, no se pudo determinar el
eflujo del metal desde las células, pero aunque la formacién del complejo metal-fosfato no
se demostrd en S. metallicus, no se puede descartar que el cobre tenga un efecto indirecto

que afecta los niveles de poliP.
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Como el modelo propuesto para la destoxificacion de iones metalicos involucra el
transporte de complejos metal-fosfato hacia el exterior de las células. Se ha propuesto que
un transportador de fosfato inorganico tipo Pit, que transporta en forma reversible
complejos metal-fosfato, seria el candidato para este proposito (Keasling, 1997; van Veen,
1997). De esta manera se realizé una biisqueda bioinformatica de este transportador de
fosfato tipo Pit en los genomas disponibles de S. solfataricus, S. acidocaldarius y S.
tokodaii. No se encontr6 este transportador tipo Pit, pero por el contrario encontramos un
marco de lectura abierto que codifica para un homologo de la proteina Pho84, la cual es
parte del sistema transportador de fosfato de la levadura S. cerevisize (Remonsellez,
2004). Evidencias experimentales indican que la proteina Pho84 de S. cerevisiae
transporta complejos metal-fosfato de forma similar al transportador tipo Pit (Persson y
col., 1993). La proteina Pho84 pertenece a la familia de simporters Pi:H" y adem4s es
miembro de la “Major facilitaior superfamily” que se caracterizan por funcionar como
sistemas bidireccionales (Pao y col., 1998). No obstante, es interesante que estas arqueas
acidofilas presenten un transportador tipo Pho84, ya que este transportador es funcional en
condiciones ambientales acidas (pH 4,5) en la levadura (Persson y col.,, 2003). Lo
discutido anteriormente no es evidencia de que S. metallicus presente un transportador de
fosfato tipo Pho84, ya que no existe la secuencia del genoma de este microorganismo. Sin
embargo, es interesante que la proteina tipo Pho84 esté presente en todos los genomas
disponibles de arqueas acidofilas: S. solfataricus, S. acidocaldarius, S. tokodaii, M. sedula,
Caldivirga maquilingensis, F. acidarmanus, Picrophilus torridus, T. acidophilum y 1.
volcanium; vy también en la bacteria acidofila 4. ferroxidans (Alvarez y Jerez, 2004). De

esta manera, proponemos como candidato a transportar complejos metal-fosfato desde el
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interior de las células de microorganismos acidéfilos al transportador tipo Pho84, el cual
participaria en el mecanismo de destoxificacion de iones de metales pesados. Ademas,
recientemente se han descrito en todos los genomas disponibles de microorganismos
acidofilos putativos sistemas de eflujo de protones del tipo H* ATPasas (antiporters y
simporters), para remover ¢l exceso de protones para de esta forma mantener su
homeostasis (Baker-Austin y Dopson, 2007).

A pesar que el genoma de S. metallicus no se encuentra disponible y a no tener
clara la existencia de mecanismos de captacidon y eflujo de cationes en este
microorganismo, es posible que S. metallicus utilice un mecanismo de resistencia a
metales pesados mediado por poliP tal como el que se describié para la bacteria acidéfila
A. ferrooxidan (Alvarez y Jerez, 2004), el cual tendria una gran significancia en la
supervivencia de este tipo de microorganismos extremofilos que normalmente estin
expuestos a altas concentraciones de metales pesados y son utilizados en procesos de
biomineria (Dopson y col., 2003).

Finalmente, es posible que el modelo propuesto para la destoxificacion de metales
mediado por poliP también pueda operar en otros microorganismos del género Sulfolobus.
Sin embargo, los bajos niveles de poliP que presentan estos microorganismos comparados
con S. metallicus (Tabla 4), pueden hacer que este sistema sea de menos importancia en
microorganismos que no son capaces de tolerar altas concentraciones de metales pesados
(Dopson y col, 2003). Es importante destacar que los bajos niveles de poliP en S.
solfataricus y S. acidocaldarius no se deben a la ausencia de fosfato en sus medios de
crecimiento, ya que en sus ambientes naturales de crecimiento el fosfato ha sido

encontrado en diferentes formas iénicas dependiendo del pH del medio (Amend y Shock,
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2001). Ademas, posiblemente estos microorganismos presentan una combinacion de
mecanismos de resistencia a metales pesados, incluyendo aquellos que son inducibles y
especificos tales como los transportadores tipo CopB recientemente descritos en S.

solfataricus y F. acidarmanus (Baker-Austin y col., 2005; Ettema y col., 2006).

44. Efecto de cobre y cadmio en el proteoma de S, metallicus

A pesar de algunos de los microorganismos actualmente utilizados en procesos de
biolixiviacién han sido aislados desde ambientes que contienen altas concentraciones de
metales pesados {(Dopson y col., 2003; Baker-Austin y Dopson, 2007), existen pocos
trabajos enfocados al estudio de la resistencia a estos elementos en arqueas acidofilas. Por
lo tanto, la mayoria de los mecanismos genéticos y bioquimicos responsables de la
resistencia a metales pesados en este tipo de microorganismos son desconocidos (Baker-
Austin y col., 2007). Basado en estos antecedentes se decidié estudiar la respuesta global
del proteoma de S. metallicus, el cual toler6 altas concentraciones de metales pesados
(Figuras 8A y 15), con el objetivo de encontrar determinantes genéticos involucrados en
tolerancia especificamente a cobre y cadmio.

Un comportamiento importante observado en este estudio es la gran cantidad de
proteinas que desaparecen o disminuyen su expresion cuando S. metallicus se enfrento a
cobre, y especialmente a cadmio. Este comportamiento también ha sido observado en
estudios similares en donde F. acidarmanus se enfrentd a [As(III)] y a cobre (Baker-
Austin y col, 2005; Baker-Austin y col., 2007). Por otro lado, un gran nimero de proteinas

aumento su expresion en S .metallicus, en presencia de cobre y cadmio, y la mayoria de
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estas proteinas aparecen solo frente a estas condiciones. Sélo se analiz6 por espectrometria
de masa 18 de las proteinas que aumentaron su expresion en cobre y se determind que
estin relacionadas con los siguientes procesos celulares: produccién y conversion de
energia, respuesta a estrés, biosintesis de aminoacidos y regulacién de la transcripcion.
Entre las proteinas involucradas en la produccidn y conversion de energia se
identifico la cadena B de una ATP sintasa. Generalmente, cuando las ce€lulas son
sometidas a alguna condicion de estrés como la presencia de metales pesados, se produce
una demanda energética mayor por parte de las células (Baker-Austin y col., 2005). Esta
demanda energética podria relacionarse con la funcién energética que puede tener el poliP,
debido a que cuando células de S. metallicus se traspasaron a cobre, observamos una
disminucién en los niveles de este polimero (Figuras 9 y 11), lo que puede reflejarse en
una disminucién de los niveles de ATP, y para poder restaurar sus niveles se debe producir
una estimulacién en la sintesis de nucledtidos. El aumento en la demanda energética
debido a la presencia de metales pesados también puede ser motivo de la expresion de las
dos oxidoreductasas identificadas en S, metallicus que utilizan NAD® como aceptor de
electrones, las que estin generalmente involucradas en cadenas transportadoras de
electrones. Pero es interesante que, en los dltimos afios, a las oxidoreductasas de variados
microorganismos se les esté asignando un importante papel en la respuesta celular al estrés
oxidativo (Sitthisak y col., 2005; Rodriguez-Montelongo y col., 2006; Kaur y col., 2006).
En E. coli se determiné que una deshidrogenasa dependiente de NADH disminuye Ia
susceptibilidad de algunas cadenas respiratorias a ser dafiadas por cobre, sugiriendo que
esta protefna contribuye a la proteccion oxidativa y a la homeostasis del cobre (Rodriguez-

Montelongo y col., 2006). En S. aureus se describié una oxidasa que une cobre y que tiene
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un importante papel en la homeostasis del cobre y en la respuesta al estrés oxidativo
(Sitthisak y col., 2005). El papel que juegan algunas deshidrogenadas dependientes de
NADH en el estrés producido por metales de transicion también ha sido descrita en
Haloarqueas (Kaur y col., 2006). Mediante microarreglos de ADN se observo que el
arquedn hiperterméfilo Pyroccus furiosus respondio al estrés oxidativo expresando dos
complejos compuestos por oxidoreductasas (Williams y col., 2007). Sumado a lo anterior,
algunas proteinas involucradas en reparar daifio oxidativo, tales como oxidasas
dependientes de NADH y tiorredoxinas reductasas, se expresaron en F. acidarmanus al
exponerlo a [As(III)] (Baker-Austin y col., 2007); y la expresion de este tipo de proteinas
también ha sido sugerida al exponer este microorganismos a altas concentraciones de
cobre (Baker-Austin y col, 2005). Como conclusion podemos decir que las
oxidoreductasas juegan un papel importante frente al estrés oxidativo y de esta manera
eliminarian las especies reactivas de oxigeno, las cuales constituyen el mayor componente
de estrés producido por los metales de transicion (Gaetke y Chow, 2003; Davies, 2005;
Kaur y col., 2006).

Entre las proteinas identificadas en S. metallicus que estin involucradas en la
respuesta a estrés se encuentra una subunidad de la chaperonina HSP60. Las proteinas
pertenecientes a la familia ISP se encuentran presentes en todos los organismos vivos y
son sintetizadas en altos niveles bajo condiciones de estrés como cambios de temperatura,
pH, sal y estrés oxidativo. La gran funcién de estas protefnas es prevenir la agregacion y
mantener a las proteinas plegadas en su conformacion nativa (Hartl y Hayer-Hartl, 2002).
De esta manera, la proteina de estrés térmico expresada en S. metallicus, en presencia de

cobre y cadmio podria estar directamente relacionada con las alteraciones
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conformacionales producidas en las proteinas. Hasta hace algunos afios, la regulacion de
este tipo de proteinas debido al efecto de los metales pesados sélo estaba descrita en
eucariontes y levaduras, y solo en algunos procariontes y arqueas (Ferianc y col., 1998).
Recientemente, mediante un analisis protedmico de F. acidarmanus expuesto a [As(IID)] y
a cobre, se observo la expresion de proteinas asociadas con el plegamiento de proteinas,
incluyendo la chaperonina de la familia HSP60 y la proteina de estrés térmico DnaK
(HSP70) (Baker-Austin y col, 2005; Baker-Austin y col., 2007). La otra proteina
identificada, involucrada en la respuesta a estrés en S. metallicus, es una subunidad del
proteosoma. El proteosoma es un complejo proteico presente en todos los organismos
vivos y tiene la capacidad de degradar proteinas hasta aminoacidos, los cuales pueden ser
utilizados en la sintesis de nuevas proteinas (Maupin-Furlow y col., 2005; Sun y col,,
2007). En el arquedn termoacidéfilo T, acidophilum se demostré que el proteosoma y
chaperonas fueron muy inducidas frente a condiciones de estrés, indicando un alta tasa de
renovacion de proteinas (Sun y col., 2007) ¢ interesantemente esta respuesta puede
deberse a la gran produccion de especies de oxigeno que afectan a algunos constituyentes
celulares como proteinas (Davies, 2005). También se ha descrito que la subunidad (1 del
proteosoma del arqueén P. furiosus es expresada frente a condiciones de estrés como la
temperatura (Madding y col., 2006). En los tltimos afios, se ha dado al proteosoma un
papel de controlador de procesos biolégicos que pueden salvar a las células de la muerte, e
interesantemente podrian jugar un papel muy estrecho con chaperonas en asegurar la
calidad de las proteinas frente a algin estrés (Maupin-Furlow y col., 2005). Esta puede ser
una de las explicaciones del porqué se expresarian algunas chaperonas y subunidades del

proteosoma en S. metallicus cuando se enfrento a altas concentraciones de cobre.

94




Discusion

Las proteinas involucradas en la sintesis de aminodcidos que se expresaron en S.
metallicus frente a cobre y cadmio, son una fosfoglicerato deshidrogenasa dependiente de
NAD", involucrada en la sintesis de L-serina (Thompson y col., 2005) y una glutamato
deshidrogenasa dependiente de NAD, importante en la asimilacién de amonio por parte de
las células (Consalvi y col., 1991). La induccién del proteosoma en S. metallicus puede ser
una sefial que indique la necesidad de un aumento en la tasa de recambio de proteinas en
estas células. Asf seria normal que proteinas relacionadas con la biosintesis de proteinas se
expresen. Una explicacion alternativa tiene referencia a que ambas proteinas expresadas
frente a cobre y cadmio son deshidrogenasas dependientes de NAD" y tienen funciones de
oxidoreduccién. Como se discutié anteriormente, esta demostrado que las oxidoreductasas
jugarfan un papel importante frente al estrés oxidativo producido por metales de transicion
(Gaetke y Chow, 2003; Davies, 2005; Kaur y col., 2006). En Halobacterium halobium se
caracterizd una glutamato deshidrogenasa, cuya actividad fue estimulada por todos los
aminoacidos con la excepcion de L-glutamato (Bonete y col, 1996). En el hipertermoéfilo
Pyrobaculum islandicum se purifico una glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD*
cuya actividad se incrementé por la adicion de denaturantes de proteinas y ademds,
present6 una alta estabilidad frente a estos compuestos (Kujo y Ohshima, 1998). Por otro
Jado, una glutamato deshidrogenasa descrita en plantas funciona como destoxificadora de
amonio al aumentar la acumulacién de este compuesto en las células frente a algunas
condiciones de estrés como temperatura y salinidad, en las cuales se produce una
degradacién de proteinas. Interesantemente, esta proteina es termoestable y tiene una
mayor homologia con las glutamato deshidrogenasas de arqueas, comparado con las

enzimas de origen eucarionte (Syntichaki y col., 1996). En F. acidarmanus se expresaron
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dos proteinas relacionadas con la sintesis de proteinas frente al estrés por arsénico, lo que
puede tener como fin incrementar el recambio de proteinas frente al estrés celular (Baker-
Austin y col., 2007). Por lo tanto, este tipo de proteinas podrian ser determinantes en la
respuesta a condiciones celulares adversas. Es interesante comentar que en un estudio
protedmico de S. cerevisiae en respuesta a cadmio, aumentaron su expresion proteinas
involucradas en la biosintesis de los aminodcidos que contienen un residuo de azufre. Esto
sugiere un aumento en la sintesis de cisteina, y por lo tanto de glutatin, el cual es esencial
en la desintoxicacién celular debida a cadmio (Vido y col., 2001). El glutatién es un
péptido formado por cisteina, 4cido glutimico y glicina, el cual tiene propiedades
antioxidantes. A pesar que el glutatién no ha sido descrito en arqueas, es interesante que
proteinas relacionadas con la biosintesis de aminoacidos, que aumentaron su expresion
frente a cobre y a cadmio en S. metallicus, sean parte de las vias metabolicas necesarias
para la sintesis de dos aminoécidos que conforman el glutation en eucariontes.

Las dos ultimas proteinas identificadas tienen relacion con la regulacién de la
transcripcién, una de ellas es un regulador transcricional putativo y la otra, el terminador
transcripcional NusA, el cual es un factor de terminacién intrinsica de la transcripcion
(Shibata y col., 2007). Los cambios en la expresion de proteinas producidos por la
exposicion de células a cobre puede deberse a la presencia de reguladores
transcripcionales dependientes de metales, que estimulen o repriman la transcripcion de
genes especificos. En un estudio gendmico, en el cual células P. furiosus se sometieron a
estrés oxidativo, se encontré que dos reguladores transcripcionales aumentaron su
expresioén. Uno tenia relacion con la sintesis de aminoacidos y el otro con la represion

genética dependiente de iones metdlicos (Williams y col., 2007). El terminador
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transcripcional NusA también tiene funciones importantes en la respuesta celular a
factores adversos. En E. coli se demostr6 que este factor transcripcional es
sobreexpresado cuando las células son sometidas a condiciones de estrés como el frio
(Bae y col., 2000). Por lo tanto, el aumento de la expresién de reguladores
transcripcionales dependientes de metales seria clave para la respuesta celular a estrés.

Una gran cantidad de proteinas que aumentaron su expresion frente a cobre en S.
metallicus presentaron funciones desconocidas al buscar homologias en las bases de
datos. A pesar de esto, se observo un amplio espectro funcional de proteinas expresadas
frente cobre y cadmio. Estos resultados son consistentes con otros resultados de
expresion global de proteinas en el arqueén F. acidarmanus (Baker-Austin y col, 2005;
Baker-Austin y col., 2007), en comunidades naturales de drenajes acidos de minas (Ram
y col., 2005), y en otros microorganismos procariontes y eucariontes (Vido y col., 2001;
Noel-Georis y col., 2003), los cuales sugieren una respuesta, de mecanismos celulares de
estrés y en las cadenas respiratorias, para responder frente a los metales téxicos. Por lo
tanto, una expresién coordinada de distintos grupos de genes, sugiere la existencia de
redes regulatorias que responderian ante la presencia del iones metalicos (Novo y col.,
2000).

En el analisis protedmico desarrollado en esta Tesis no se detectd el incremento
en la expresion de las posibles bombas de eflujo de cobre. Esto pudo deberse a que por
un lado s6lo se analizaron 18 proteina que aumentaron su expresion ftrente a cobre y por
otro lado, que las bombas de eflujo de metales son proteinas de membrana y no son
faciles de resolver en geles normales de poliacrilamida. Tampoco se observo este tipo de

bombas de eflujo en analisis protedmicos realizados en F. acidarmanus frente a cobre y
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arsenico (Baker-Austin y col, 2005; Baker-Austin y col., 2007). Esto puede deberse a
que las proteinas de membrana presentan una solubilidad muy baja, y por lo tanto no
pueden resolverse mediante electroforesis bidimensional. Ademads, las membranas de las
arqueas se caracterizan por ser muy impermeables (Van de Vossenberg y col., 1998),
por lo que se sugiere realizar fraccionamientos celulares para poder encontrar bombas de
eflujo en trabajos futuros.

Finalmente, a pesar que no se cuenta con la secuencia del genoma de S. metallicus;
este andlisis preliminar, en cual identificamos algunas proteinas involucradas en la
homeostasis de cobre y cadmio, es el primero realizado en una arquea termoacidofila
involucrada en procesos de biolixiviacién de minerales y abre una nueva ventana para
posibles investigaciones enfocadas a Ja caracterizacion bioquimica y molecular de algunos

de estos mecanismos de resistencia a metales pesados presentes en este microorganismo.
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5.0 CONCLUSIONES

Comparado con otras especies del género Sulfolobus, S. metallicus acumula una
elevada cantidad de poliP (180 nmol/mg de proteina, expresado como Pi) los que se
pueden observar en la forma de abundantes granulos densos a los electrones.

S. metallicus tolerd altas concentraciones de cobre y cadmio con respecto a otras
especies del género Sulfolobus.

La presencia de cobre en células no adaptadas, promueve la degradacion de los
poliP, mediada por una estimulacidn de la actividad hidrolizante tipo PPX, y el
transporte de Pi hacia el exterior de la célula, probablemente en la forma de complejos
metal-Pi.

La actividad tipo PPX en extractos libres de células desde S. metallicus es
estimulada por concentraciones micromolares de varios metales como cobre, cadmio y
zinc.

Sugerimos que los poliP constituyen un mecanismo de tolerancia transiente en S.
metallicus para tolerar una alta concentracion de cobre.

Mediante una aproximacion protedmica se identificaron algunas proteinas que
aumentaron su expresion frente a cobre y cadmio en S. metallicus. Las funciones
posibles de estas proteinas estan relacionadas con la produccion y transporte de energia,
la biosintesis de aminoacidos, la respuesta a estrés, y la regulacion de la transcripcion.

Las proteinas inducidas frente a cobre y cadmio en S. metallicus indican que
cuando estos metales estan presentes en altas concentraciones producirian un estrés

oxidativo en las células.
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Debido al amplio espectro funcional de proteinas inducidas frente a cobre y
cadmio, proponemos que S. mefallicus podria presentar un sistema complejo de
respuesta a metales pesados compuesto por una combinacién de varios mecanismos de

resistencia que estarian actuando a distintos niveles dentro de las células,
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