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Naci el 1° de Julio de 1985 en Santiago. Estudié toda mi vida escolar en el
mismo lugar, el Colegio Santa Familia. Ahi forjé gran parte de personalidad y conoci
a grandes amigas, que espero tener cerca siempre. Era una buena estudiante en
casi todas las areas, pero siempre me vi atraida hacia la biologia. En el afio 2004
entré a estudiar una carrera “prometedora para el desarrollo de pais’, como se
sefialaba en algin suplemento de estudios universitarios: “Ingenieria en
Biotecnologia Molecular”. Daba miedo ese nombre al principio, y en algunos
semestres fue una tortura, pero ahora que ya esta terminada, no parece tan
aterradora. Acé conoci a muchos “fiofiazos”, que ademas de ser personas
brillantes, han sido un apoyo enorme para poder avanzar en el curso de esta

carrera.

En 2007, entré al Laboratorio de Comunicacioén Bacteriana para hacer una

unidad de investigacion, y se ha convertido en mi segunda casa hasta el dia de hoy.

Este afio han ocurrido varios hitos: me compré mi primer vehiculo
motorizado, una Yamaha roja bellisima; entré al programa de Magister de Ciencias
Biolégicas de esta Facultad, donde pienso extender el trabajo de este seminario, y

hoy, 11 de diciembre, me estoy titulando de biotecnoéloga. Por fin.
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1. Resumen

Acidithiobacillus  ferrooxidans es una  bacteria  Gram-negativa
quimiolitoautotréfica que participa en el consorcio bactetiano de biolixiviacién de
minerales. La adherencia de los microorganismos al mineral es determinante en la
eficiencia del mecanismo directo de biolixiviacién. Existen antecedentes que indican
que A. ferrooxidans es capaz de modular la composicién de ciertas sustancias
poliméricas extracelulares ("EPS” en inglés) cuando se cultiva en diferentes
condiciones (sustratos energéticos solubles v/s sélidos; sustratos hidrofébicos v/s
cargados). Las células crecidas en azufre elemental no pueden adherirse a pirita,
debido a que poseen un EPS no apto para la adherencia a una superficie cargada
(la pirita estd cargada negativamente a pH 2). Estos resultados sugieren que Ia
bacteria tiene la habilidad de adaptarse a ias condiciones ambientales que enfrenta

para mejorar el proceso de adherencia.

El lipopolisacarido (LPS) es la molécula mas expuesta y mas abundante de
la membrana extema de las bacterias Gram-negativas. Se ha descrito que tiene un
rol de importancia en la adherencia a superficies solidas. En el caso de
A. ferrooxidans, se ha observado que la remocién parcial de! LPS, tiene efectos
negativos sobre la adherencia a sustratos minerales como la calcopirita. Esto nos
permite inferir que el LPS es importante en el proceso de adherencia al mineral de
A. ferrooxidans. Entonces, como se ha observado con el EPS, esta bacteria podria
ser capaz de modular tanto la sintesis como la estructura misma de su LPS, en
respuesta a diferentes condiciones ambientales, y asi incrementar la adherencia. Si
bien existen algunos trabajos enfocados en estudiar la estructura y composicién del
LPS de A. ferrooxidans, no hay ninguno que haya estudiado la sintesis y funcién del

LPS en esta bacteria.




Una de las técnicas més usadas para el esiudio del LPS en bacterias
patégenas, es la visualizacion de su perfil electroforético en geles de poliacrilamida.
Este trabajo buscd estandarizar la técnica de visualizacién del perfil electroforético
del LPS de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans, con la finalidad de, en estudios

posteriores, caracterizar su patrén de migracién en diferentes condiciones.

Se realizaron modificaciones a los dos métodos de obtencién de LPS mas
usados en la literatura, la extraccion con fenol caliente descrita por Westphal y Jann
y el método de Hitchcock y Brown. A pesar que estaba descrita la utilizacion del
protocolo de Westphal y Jann, para extraer LPS de las cepas R2 e IFO 14262 de
A. ferrooxidans, no se obituvo resultados satisfactorios en este estudio. La
oplimizacion del método de Hitchcock y Brown se enfocd principalmente en el
proceso de lisis, ya que se observd que este paso era deficiente en las condiciones
sefialadas en el protocolo otiginal. Por lo tanto se realizaron meodificaciones en el
pH de la solucién amortiguadora y en el tiempo de lisis. Ademéas, se incorporaron
pasos de digestién con DNAsa | y de didlisis de las muesfras. También se probé
realizar la electroforesis en geles de 17 cm y de gradiente de poliacrilamida para

mejorar la resolucién.

Los resultados obtenidos muestran que la cepa ATCC 23270 de
A. ferrooxidans posee una distribucién modal entre 5 y 10 unidades repetidas de
antigeno O. Adicionalmente, se logré contabilizar hasta 20 unidades repetidas en el
gel, que es equivalente a lo reportado anteriormente. En experimentos preliminares,
la Gnica diferencia que fue posible observar, fue una menor cantidad de LPS del
largo preferencial de A. ferrooxidans en la muestras extraidas desde células

crecidas en idn ferroso v/s azufre elemental y tiosulfato.




2. Abstract

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative chemolithoautothrophic
bacterium involved in bioleaching of ores. The efficiency of the direct bioleaching
mechanism depends on the adhesion of microorganisms to the mineral. When it is
grown under different conditions (soluble v/s solid energetic substrates; hydrophobic
v/s charged substrates), A. ferrooxidans is capable of modulating the composition of
its extracellular polymeric substances (EPS). The cells grown in elemental sulfur are
not able to attach to pyrite (which is negatively charged at pH 2), since they possess
an EPS that is not suitable for the attachment fo a charged surface. These results
suggest that the microorganism has the ability to adapt {o the environmental

conditions in order to improve the adhesion process.

The lipopolysaccharide (LPS) is the most exposed and abundant molecule of
the outer membrane in Gram-negative bacteria. It has been described that it has an
important role in the adhesion to solid surfaces. It has been reported that in
A. ferrooxidans the paitial removal of the LPS has negative effects on the
attachment to mineral substrates, such as chalcopyrite. This evidence allows us to
infer that LPS is important in the mineral adhesion process of A. ferrooxidans. As it
has been described for the EPS, this bacteriurn might be capable of modulationg
the synthesis and the structure of its LPS in response to different environmental

conditions.

Although the siructure and composition of the LPS of A. ferrooxidans has
been studied, there are no reports related to the synthesis regulation and function in

this bacterium.




One of the most used techniques in the study of LPS in pathogenic bacteria
is through electrophoretic profile visualization by polyacrylamide gels. This thesis
aims to standardize this technique for LPS from the A. ferrooxidans ATCC 23270

strain, in order to characterize the migration patiern under different conditions

Modifications were carried out of the two most commonly used methods for
LPS obtention reported in the literature, the Hitchcock and Brown method and the
hot phenol extraction described by Westphal and Jann. Even though the Westphal
and Jann method has been previously reported as a successful protocol for LPS
extraction from A. ferrooxidans strains R2 and IFO 14262, no satisfactory results
were obtained with the strain ATCC 23270. The optimization of the Hitchcock and
Brown method was mainly focus on the lysis process, because it was observed that
this step was deficient in the conditions described in the original protocol. Therefore,
modifications were carried out in pH of the lysis buffer and the time of lysis process.
Furthermore, steps of DNAse | digestion and dialysis of the samples were
incorporated. Also, electrophoresis of 17 cm and polyacrilamide gradient gels were

tested to improve the resolution of the profile.

The obtained results demonstrated that A. ferrooxidans ATCC 23270
possesses a modal distribution between 5 and 10 repeated units of O antigen.
Moreover, we were able to detect up to 20 repeated units of O antigen, which is
equivalent to what has been reported previously. In addition, in our experimental
conditions, it appears that the ATCC 23270 strain produces a lower amount of LPS
at the modal distribution level in celis grown on ferrous iron compared to sulfur and

thiosulphate grown cells.




3. Introduccién

3.1. Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria acidéfila Gram-negativa que
obtiene energla a partir de la oxidacion de compuestos reducidos de azufre e idn
ferroso. Este microorganismo forma parte del consorcio bacteriano que participa en
la biolixiviacion de minerales de cobre, uranio y oro (Devasia y col.,, 1993).
Actualmente en Chile el 5% del cobre producido se obtiene mediante biolixiviacién,
y se proyecta un aumento acelerado de su aplicacion, debido a que permite ampliar
considerablemente las reservas de cobre econémicamente expiotables en el pais.

{Orozco, 2009).

La adherencia al sustratc mineral es critica para el mecanismo directo de
biolixiviacion (Devasia y col., 1993), de modo que las estructuras superficiales de la
bacteria son de gran relevancia en la eficiencia del proceso (Sand y col., 2001).
Existen estudios que sefialan que la disolucién de sustratos minerales por bacterias
lixiviantes, como A. ferrooxidans, involucra la adherencia al mineral mediada por
sustancias poliméricas extracelulares (“EPS” en inglés) (Gehrke y col., 1998; 2001).
Cuando A. ferrooxidans es crecido en pirita (FeS,), el EPS que produce tiene una
alta concentracion de acido glucurénico, el cual forma un complejo con el i6n fémico
recién oxidado por la bacteria. Esta especie es la que ataca quimicamente al
mineral y lixivia los metales de interés, por lo tanto, la capa de EPS es el espacio

fisico donde ocurre la disolucion del mineral (Rohwerder y col., 2003).

Esta descrito que A. ferrooxidans produce una composicion diferente de
EPS dependiendo de las condiciones de crecimiento (pirita v/s azufre elemental,

superficie cargada negativamente v/s superficie apolar), sugiriendo que ia bacteria
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es capaz de modular la produccion de estas estructuras superficiales, en funcion de
las diferentes condiciones ambientales que enfrenta (Gehrke y col., 1998; 2001;

Rohwerder y col., 2003).

3.2. ElLipopolisacarido

El lipopolisacarido (LPS) es el componente principal y la molécula mas
expuesta de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, por lo tanto
esta en contacto directo con el ambiente y podrfa mediar la interaccién inicial con el

susfrato.

Estd documentado en Pseudomonas aeruginosa que cambios en la
composicion o estructura del LPS de esta bacteria, alteran su capacidad de
adherencia a superficies solidas (Williams y Fletcher, 1996; Rocchetta y col., 1999).
Experimentos de espectrometria inframoja sefialan que a bajas concentraciones, las
moléculas de LPS desplazan a las moléculas de agua unidas a la supetficie de
ciertos Oxidos de metales, y que a concentraciones mas altas se pueden establecer
puentes de hidrogeno entre el LPS y la superficie del oxido de metal
(Jucker y col., 1997; 1998). Estos resultados sugieren que esta estruciura
superficial tiene un rol importante en la adherencia de la bacteria a los sustratos

solidos.
EL LPS es una molécula anfipatica, constituida por:

* una parte hidrofébica, correspondiente al lipide A, que esta formada
por un disacarido fosforilado y acilado con cadenas de &cidos grasos
hidroxilados. Esta porcién es parte integral de la membrana externa (Raetz,

1990; Raetz y Whitfield, 2002).




» una parte hidrofllica que esta compuesta por el oligosacérido central

o “core”, y mas hacia el exterior, por el polisacarido O. El “core” esta

conformado por un oligosacéarido con cierto nivel de conservacién, que

puede o no presentar fosforilaciones, y tiene como funcién mantener la
integridad de la membrana. Esto se logra por medio de interacciones
cruzadas entre los grupos fosfato y cationes bivalentes. En el “core” se
pueden encontrar dos aziicares poco usuales: heptosas y KDO (del inglés
2-keto-3-deoxyoctonate). El polisacarido O, o antigeno O, es la regién mas
expuesta del LPS. Consiste en un polimero de un oligosacarido formado
generalmente por residuos de cuatro a seis aziicares que esta ligado al

“core”. Puede tener hasta 100 repeticiones de la unidad oligosacaridica

(Raetz, 1990; Raetz y Whitfield, 2002). E! nimero de unidades repetidas de

antigeno O presenta un namero preferencial o distribucion modal para cada

especie.

La distribucion de los largos de cadena de antigeno O y la cantidad del LPS
producido, puede ser analizado en geles de poliacrilamida de Tricina-SDS
(TSDS-PAGE) (Hitchcock y Brown, 1983; Schigger, 2006). En bacterias
enteropatégenas esta descrita la regulacion de la sintesis de! antigeno O durante
las fases de crecimiento, que afecta tanto la cantidad producida, como la

distribucién de largos de cadena (Carter y col., 2007; Bravo y col., 2008).

3.3. Técnica de visualizacion de LPS en geles de poliacrilamida.

Esta técnica es ampliamente usada en microorganismos patdgenos, donde

el antigeno O es un importante factor de virulencia (Hoare y col., 2008; Carter y col.,




2007, Bravo y col., 2008). Dicho procedimiento consta de 3 paries: la obtencién de

LPS, la electroforesis en geles de poliacrilamida y la fincién del gel.

La obtencién de LPS puede realizarse mediante el método de extraccién con
fenol caliente (Westphal y Jann, 1965), o por el método de Hitchcock y Brown
(1983), que es similar a una preparacion de proteinas totales al cual se le agrega un
paso de protedlisis con Proteinasa K. Después de su obtencién, las muestras de
LPS se analizan por medio de una electroforesis en gel de poliacrilamida. Se han
usado diferentes detergentes y amortiguadores de corrida para mejorar la
resolucion, tanto a alio (gliciha) como a bajo pesc molecular (tricina)
(Marolda y col., 2008). El gel finalmente se tifie para poder observar el perfil
electroforético. Aunque existen varios tipos de t.incién, la méas cominmente usada

es la tincién con nitrato de plata (Tsai y Frasch, 1982).

El perfil electroforético de LPS tiene un patron de tipo escalera (fig. 1),
debide a que el LPS fotal de la célula estd compuesto por moléculas de diferente
grado de polimerizacion de antigeno O, por lo tanto fo que se observa en el perfil es
la distribucién de largos de cadena. Cada banda corresponde a una molécula de
LPS con una unidad de antigeno O mas que la molécula de la banda
inmediatamente inferior. Con este tipo de andlisis es posible definir para una
especie determinada, el o los largos preferenciales de las moléculas de LPS, es

decir la distribucién modal (por ejemplo, S-OAg y VL-OAg, fig. 1).
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Figura 1. Ejemplo de un perfil electroforético de LPS en Tricina-SDS-PAGE. L PS de
Shigella flexneri cepa 2457T ArfaH/(rfaH+) en fase exponencial {Ex) y estacionaria (Es).
Estan indicadas las diferentes partes de la molécula de LPS, “1-3 RU OAg’, 1 a 3 unidades
repetidas de antigeno O, “S-0Ag” y "VL-OAg" indican [os largos preferenciales o distribucién
modal de esta bacteria (modas corta y muy larga respectivamente) (Carter y col., 2007).

3.4. Acidithiobacillus ferrooxidans y LPS

Por ser un importante factor de virulencia, existe una gran cantidad de
antecedentes relacionados con la estructura, funcién, biosintesis y regulacién del
LPS en bacterias patdgenas. Sin embargo, en microorganismos biomineros, la
investigacion es escasa y est& principalmente enfocada a definir la estructura y
composicion de la molécula (Wang y col, 1970; Vestal y Hit, 1975;
Yokota y col., 1987; 1988). En el caso de A. fermooxidans, hasta la fecha, ningtin
estudio se ha dedicado a caracterizar los mecanismos moleculares involucrados en
la regulacién de la sintesis de LPS, ni en la relacién de ésta regulacién con la
funcién de la molécula en la bacteria. Tampoco se ha estudiado la relacién entre la

estructura del LPS y la expresion de los genes involucrados en su biosintesis.




Esta descrito que el LPS de A. femooxidans cepa TM, tiene baja
concentracién de fésforo (Wang y col, 1970; Vestal y Hirt, 1975). Esto
probablemente se deba a la necesidad de esta bacteria acidéfila de mantener la

carga de la membrana ligeramente positiva para repeler los protones de su entorno.

Se ha descrito que las cepas R2 e IFO 14262 (cepa PH) de A. ferrooxidans
y la cepa IFO 13724 de A. thiooxidans comparten el mismo esqueleto disacaridico
de lipido A (Yokota y col, 1987). Este est4 compuesto por glucosamina y
2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-glucosa. Ademas, para la cepa IFO 14262 de
A. ferrooxidans, se identifico la estructura de la unidad monomérica del antigeno C
{fig. 2), y se determiné que en esta cepa el nimero de repeticiones llega a 20

(Vinogradov y col., 1994).

30me-o-L-Rha
1

1
4

- 3)-w-D-Rha{1-» 3)}-0-L-Rha<{1— 3)-3-D-Glo-(1— 3H-e-D-Gloc-(1—>

Figura 2. Estructura molecular del monémero de antigeno O de A. ferrooxidans IFQ
14262, cepa PH. Rha: ramnosa; Glc: glucosa; 30me-e-LRha: acofriosa.

Segln Yokota y col. (1988), no existen diferencias en la estructura quimica
ni en el perfil electroforético del LPS extraido desde células de A. ferrooxidans
crecidas en azufre elemental e i6n ferroso (fig. 3A). Estos resultados contrastan con
los publicados por Hirt y Vestal (1975), que indican que se observan diferencias
tanto en el contenido de azicares (hexosamina, KDO y heptosas), como en la
composicién de acidos grasos del LPS. En este trabajo no se reportaron

experimentos de visualizacion del perfil electroforético de LPS
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Respecto a la adherencia de A. ferrooxidans a superficies stlidas y el efecto
que el LPS podria tener en ésta, el trabajo de Arredondo y col. (1994) sefiala que la
remocién parcial del LPS de A. ferrooxidans cepa R2, por medio de incubacliones
con solucién amortiguadora con pH mayor a 3,5 (fig. 3B), produce una mayor
exposicion de las proteinas de membrana extema, lo que incrementa la
hidrofobicidad de la superficie de la bacteria, y genera un aumento en la adherencia
celular a un sustrato hidrofébico. Por otra parte, Escobar y col. (1997) sefialan que
en A. ferrooxidans ATCC 19859, la pérdida parcial de LPS por medio de un
tratamientc con EDTA, tiene efectos negativos sobre la adherencia a sustratos
minerales como calcopirita o pirita. Estos antecedentes indican que el LPS afecta
positiva o negativamente la adherencia de la bacteria dependiendo del tipo de
sustrato sdlido, lo que sugiere que las condiciones ambientales (por ejemplo,
sustrato polar v/s apolar) podrian afectar fa regulacién de ia sintesis de LPS en

funcién del tipo de mineral.

1"
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Figura 3. Petfil electroforético de LPS de A. ferrooxidans. A, LPS de células de Thiokacillus
ferrooxidans IFO 14262, crecidas en i6n ferroso (1), en azufre elemental (2) (Yokota y col. 1988); B,
LPS de Thiobacillus ferrooxidans R2 obtenido a partir de sobrenadante de cultivo previamente
incubades a en solucién amortiguadora pH 1,5 (a), 6,8 (b) y 8.0 {c), en este casc las células se
marcaron con un pulso de C, y luego el gel se reveld por autoradiografia (Arredondo y col., 1994).

Los trabajos mencionados anteriormente se han realizado en cepas de
A. ferrooxidans que no cuentan con su genoma secuenciado, y muchas de ellas no
se encuentran disponibles para usaras como modelo de estudio. El hecho de
disponer del genoma de A. ferooxidans ATCC 23270 permite realizar estudios de
expresion de los genes de biosintesis de LPS, y experimentos de complementacion

heteréloga para analizar la funcionalidad de estos genes.

Nos parecio interesante entonces, trabajar con la cepa ATCC 23270 para
poder aproximarse mejor a la funcién de la molécula de LPS en el proceso de

adherencia al mineral.

12




3.5. Hipotesis

El pH dptimo de crecimiento de A. ferooxidans es de 1,8, pero el pH
intracelular es de 6,5 (Baker-Austin y Dopson, 2007). Para mantener la homeostasis
de pH, existen varios mecanismos descritos que tienen como objetivo evitar la
entrada de protones al citoplasma, incluyendo la presencia de una pared celular
mas rigida. Esta pared complica la experimentacion con estas bacterias, ya que las
hacen resistentes a los tratamientos de lisis que se usan comiinmente para
organismos neutrofilos. Es por eso que se deben adaptar las técnicas utilizadas
rutinariamente para proteobacterias, como E. coli, para lograr extraer proteinas y

acidos nucleicos en bacterias acidéfilas come A. ferrooxidans.

Se ha reportado que distintas cepas de A. ferrooxidans muestran alta
heterogeneidad, tanto a nivel filogenético (Karavaiko y col., 2003), como en el perfil
electroforético de LPS (Southam y Beveridge, 1993). En este (ltimo trabajo, se
observo que algunos aislados fueron mas recalcitrantes que ofros al tratamiento de
extraccion de LPS. De esta manera es posible que la cepa ATCC 23270 presente
una mayor o menor renuencia a la metodologia de obtencion de LPS que las cepas

ya estudiadas.
En base a lo anterior, hemos desarrollade la siguiente hipétesis de trabajo:

* Es posible optimizar la visualizacion del perfil electroforético de LPS de
A. ferrooxidans ATCC 23270, adaptando para este microorganismo acidéfilo

los protocolos de extraccion usados en oiras bacterias Gram-negativas.
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3.6. Objetivos

El objetivo de este trabajo es optimizar la técnica de visualizacion del perfil
de LPS de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans en geles de poliacrilamida. Para

ello se opto por las siguientes aproximaciones:

1.- Ensayar los métodos de extraccién de LPS de Hitchcock y Brown, y de
Westphal y Jann, y determinar cuédl es el mas apropiado para A. ferrooxidans

ATCC 23270.

2.- Realizar la modificaciones apropiadas, tanto del método de extraccién,
como de la técnica electroforética, si es necesario, para mejorar la visualizacion del

perfil de I_.PS de esta cepa de A. ferrooxidans.,
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4. Materiales y Métodos

4.1. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 se cultivd a 30 °C con agitacion
en 3 sustratos energéticos diferentes: ion ferrose, azufre elemental y tiosulfato,

Para el crecimiento en Fe'? se utilizo el medio 9K a pH 1,45, que contenia:
33,3 g/l de FeSO4x 7 H,0; 0,4 g/l de MgSOs x 7 Hz0: 0,1 g/l de (NH4),SO4; 0,04 g/l
de KH:PO4 x 3 H.O (Amaro y cols., 1991).

Los culiivos en azufre elemental, se realizaron también en el medio 9K, pero
el ion ferroso se reemplazé por 50 g/l de perlas de azufre esterilizadas previamente,
ajustando el pH del medio a 2,5 (Ramirez y col., 2004; Amredondo y col., 1994).

Para los cullivos en tiosulfato, se utilizd el medio DSMZ 71 [3 g/l de
(NH.)2S04, 0,5 g/l de MgSO4 x 7 H;0, 0,25 gfl de CaClyx 2 H,0, 3 gfl de KH,PO4 y
5 gfl de Na;S;0,x 5 H,0). £l medio se prepard sin tiosulfato, se esterilizé por
autoclave. El tiosulfato se agregé al momento de inocular. Se pesd la cantidad
adecuada de fiosulfato para el volumen de cultivo a realizar, se disolvid en agua
destilada y se esteriliz por filtracion {con filtro de 0,22 um) antes de agregar al
medio fresco.

El crecimiento bacteriano se monitored por medio de recuento del namero

de células del sobrenadante de cultivo en una carara Petroff-Hausser.

4.2. Extraccion de LPS de A. ferrooxidans.

Se utilizaron cultivos en fase exponencial de A. ferrooxidans crecidos en los
diferentes medios. Las células crecidas en azufre elemental, tiosuifato e i6n ferroso

se colectaron por centrifugacion a 3500 x g por 10 min a temperatura ambiente yse

16




lavaron tres veces con agua acida ajustada a pH 2 con H,SO;. En el caso de las
células crecidas en idn ferroso, se realizd un lavado con agua acida y dos lavados
con citrato de sodio 10 mM, pH 7, para finalmente resuspender las células en agua
acida. Para normalizar el nttrmero inicial de bacterias, se midié la densidad éptica de
la suspensién celular y se ajustd a diferentes densidades Opticas

(DOsoonm 2, 4, 6 U 8) en un volumen final de 1,5 ml de agua acida.

Para la obtencion del LPS de A. ferrooxidans se probaron dos métodos y se

realizaron ciertas modificaciones.

4.21. Método de Hitchcock y Brown (1983).

La suspensién de bacterias se centrifugé a 12000 x g por 2 min. El
precipitado celular se resuspendi6 en 90 pl de la solucién amortiguadora de lisis
(SDS 2%, 2-ME 4%; Glicerol 10%; Azul de Bromofenol 0,002%; Tris-HCI 1 M
pH 6,8). Alternativamente, esta solucién se ajusté a pH 9. Luego, para lisar las
células, la suspension fue hervida durante 10, 15, 30 o 45 min segln se indique.
Después, este lisado fue digerido con 100 pg/ml DNAsa | (30 min 0 90 min, 37 °C,
5 mM MgCl,), con 1 mg/ml Proteinasa K (90 min, 60 °C) y fue dializado usando una
membrana de nitrocelulosa de 0,025 um de poro contra agua nanopura durante
40 min, para eliminar DNA, proteinas y sales, respectivamente. Los pasos de
digestion con DNAsa | y de didlisis se incorporaron al protocolo a medida que
avanzaba la ejecucion de este seminario de titulo.

Para mejorar la calidad de las muestras, se incorporé un segundo paso de
extraccion de residuos peptidicos con fenol (Marolda y col., 2006). La primera parte
de este procedimienio es equivalente a lo mencionado en el parrafo anterior,

diferenciandose en la composicion de ia solucién amortiguadora de lisis utilizada
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(8DS 2%; 2-ME 4%; Tris-HCl 0,5 M pH 6,8). Después de la digestion con
Proteinasa K, se agregd un volumen de fenol 90% (fenol saturado basico 90%;
2-ME 0,1%; 8-hidroxiquinolina 0,2%) y se incub6 a 65 °C por 15 min, con
homogenizacién por vértex cada 5 min. Luego, se incubd por 10 min en hielo para
después centrifugar a 13000 x g por 10 min a 4 °C, La fase acuosa (80~100 pl) fue
transferida a un tubo limpio, se le agregé 500 pl de etil-éter saturade con
Tris-EDTA y se mezcl6 varias veces por inversion. La solucién de éter saturado con
Tris-EDTA se preparé con 2 volimenes de Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1mM, v
5 volimenes de efil-éter, se agitdé vigorosamente y se usé la fase organica. Este
paso se realiza para extraer las trazas de fenol presentes en la muestra. Luego se
centrifugé a 13000 x g por 1 min a 4 °C y se descarté la fase organica. Las
muestras se mezclaron con amortiguador de carga 3X (Tris-HC! 0,187 M pH 6,8;
SDS 6%; glicerol 30%; 2-ME 15%; azul de bromofencl 0,06%) y de almacenaron a
4°C.

4.2.2. Método de Westphal y Jann (1965).

Este método consiste en una extraccion con fenol caliente. A diferencia del
protocolo anterior, requiere la deshidratacion de las células. La suspension de
bacterias se centrifugé a 12000 x g por 2 min. El precipitado celular se suspendi6
en 500 ul de una solucién cloroformo:metanol (1:1), y se centrifugé a 6000 x g. Se
descartd el sobrenadante y se repiti6 tres veces. Después el precipitado celular se
resuspendié en 500 pl etanol y incubé de 16 a 18 h a 4 °C. Posteriormente se
centrifugdé a 13000 x g y se lavé tres veces con acetona, con centrifugaciones a
13000 x g. El precipitado se resuspendio en 100 pl de éter etilico y los tubos se

dejaron abiertos alrededor de una hora bajo campana para evaporar el éter, Al
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precipitado deshidratado se le adicionaron 200 pl de fenol 90% (solucién descrita

en el método de Hitchcock y Brown) y 200 pl agua bidestilada, ambos
precalentados a 65 °C. Esta mezcla se incubd a 65 °C por 20 min y se égité cada
5 min. Después se incubé por 10 min en hielo para luego centrifugar por 20 min
a 13000 x g. Se recuperé la fase acuosa. La fase orgénica fue limpiada dos veces
con agua, con el fin de extraer la mayor cantidad de LPS; finalmente se juntaron las

tres fracciones acuosas obtenidas.

Segln el método de Westphal y Jann, en este punto se debe realizar una
didlisis de las fase acuosas durante 48 h para eliminar las trazas de fenol, pero
optamos por realizar dos extracciones con éter saturado de Tris-EDTA (solucién
descrita en el método de Hitchcock y Brown), debido a que con este procedimiento
se cumple el objetivo de extraer las trazas de fenol remanente, y ademas toma
menos tiempo. Luego se procedié a concentrar la muestra por medio de
centrifugacién al vacio a 60 °C para eliminar cualquier residuo volétil, hasta un
volumen menor a 50 pul. Después se diluyd en 2 ml de agua bidestilada y se
ultracentrifugd a 100000 x g por 4 h a 4 °C. El sobrenadante se volvid a
ultracentrifugar dos veces mas. Los tres precipitados obtenidos se resuspendieron
en 100 pl de agua bidestilada y se les adicion6 50 ul de amortiguador de carga 3X.

Las muestras se guardaron a 4 °C.

4.3. Electroforesis en geles de Poliacrilamida $SDS-Tricina

Las muestras de LPS fueron analizadas en geles de Poliacrilamida
SDS-Tricina (TSDS) (Lesse y cols., 1990). Los geles se prepararon al 12% de

acrilamida total, a menos que se seriale ofra cosa. Los volimenes de los

18




componentes del gel para el sistema Mini-Protean 3 Biorad® estén detallados la
tabla 1.

La composicién de la solucidn amortiguadora del anodo (cadmara inferior) es
de 0,2 M Tris-HC! pH 8,9, y la de la solucion amortiguadora del catodo (camara
superior) es de 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M Tricina, 0,1% SDS, pH 8,25. La electroforesis
en el sistema Mini-Protean 3, se realiza a 50 V hasta que las muestras entren al gel
resolutivo, y luego a 150 V por 90 min.

Tabla I. Composicién del gel de TSDS para separar LPS

Soluciones Gel Separador (12%) Gel Concentrador
49,5% acrilamida total 6%
bisacrilamida 1250 -
49,5% acrilamida total 3% - 250
bisacrilamida
Salucion amotiguadora del gel 1660 775 4l
(Tris-HCl| 3M, pH 8,45, SDS 0,3%)
Glicerol 520 p -
H.C Bidestilada 1560 pl 2100
TEMED 6 ul 6 n
PSA 10% 100 pl 100

Para mejorar la resolucién, también se trabajé con geles de 17 cm
que permiten una corrida méas larga. En esos casos, se corrid a 50 Vpor90 miny a

150 V por alrededor de 16 h a 4 °C para evitar que la camara se caliente.

También, se realizaron electroforesis en geles de 17 cm con gradiente
7-15% de acrilamida total. Este tipo de gel se prepar6 con un sistema que tiene dos
vasos conicos comunicados por un tubo con una liave de paso. Uno de los vasos,
tiene una manguera de salida de la solucién de acrilamida. Este vaso también tiene

instalado un homogenizador. Se prepararon dos soluciohes de acrilamida, una al
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15% y otra al 7%. La solucidn mas concentrada se vertié en el vaso que tiene la
manguera y la més diluida en el ofro. La manguera se colocé en el molde del gel.
Cuando estuvo todo listo se encendié el homogenizador, se abrio la llave de paso
entre ambos vasos y se comenzd a lienar 9! molde. El voltaje de comida fue

equivalente a lo descrito en el parrafo anterior. Este fipo de electroforesis permite

resolver bien en un mismo gel bandas de alto y de bajo peso molecular.

i
4.4. Tincién con nitrato de plata

Existen viarios méiodos de deteccion de LPS desde geles de
poliaciimamida: la tincién con sulfato de zinc, es un método rapido, pero de baja
resolucion; la tincion comercial ProQ Emeralds 300 de Molecular Probes®, que es
aIta‘mente sensible, ya que usa fluorescencia para tefii, Western Blot, es una
metodo muy especifico y sensible cuando se cuenta con los anticuerpos para la
cepa de interés; y la tincién con nitrato de plata descrita por Tsai y Frasch (1982),
que es mas sensible que la tincién con sulfato de zinc, y mas barata que el método

ProQ Emeralds 300. ‘

La tincién de los geles se realizé por el método de Tsai y Frasch (1982)
modificado. Luego de retirarse de la cdmara, el gel se sumerje en una solucién de
fijacion (etanol 40%, &cido acético glacial 10% en agua bidestilada) durante
16 a 20 h. Después, se incuba durante 10 min con agitacién, en una solucién de
oxidacion (etanol 40%, acido acético glacial 10%, 0,7% periodato de sodio, en agua
bidestilada). Luego, se realizan tres lavados con agua bidestilada durante 10 min
con agitacion. Después, el gel se tifie con 150 ml de una solucién que contiene
2,8 ml de NaCH 1N, 3 ml amoniaco 25% (v/v), 1 g de AgNO; y se afora con agua
bidestilada. El gel se lava fres veces con agua bidestilada durante 10 min con

agitacién. Se revela de 5 a 20 min en 250 m! de soiuciér; que contene 12,5 mg de
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5. Resultados

5.1. Eleccién del método de extraccién apropiado.

Al iniciar este trabajo, existian 7 publicaciones que se referian a la

preparacion de LPS de A. ferrooxidans. En estos trabajos se utilizaron dos

protocolos diferentes para extraer LPS en este microorganismo:

+ El método de Westphal y Jann, que se ha usado anteriormente con
las cepas R2, TM e IFO 14262 de A. ferrooxidans para andlisis de tipo
estructural, como de resonancia magnética nuclear (Yokota y col., 1988;
Vinogradov y col., 1994), espectrometria infrarroja (Rodriguez y col., 1986),
espectrometria de masa acoplada a cromatografia de gases
(Vestal y Hirt, 1975; Yokota y col., 1987), y para estudios electroforéticos

(Yokota y col., 1987; 1988).

» El método de Hitchcock y Brown sélo se ha usado para estudiar el
petfil electroforético mediante SDS-PAGE desde aislados de drenajes
mineros y de la cepa R2 de A. ferrooxidans, mediante tincién con nitrato de
plata (Southam y Beveridge, 1993), o revelado por medio de autoradiografia

(Arredondo y col., 1994).

En este trabajo decidimos probar ambos métodos para estudiar el perfil

electroforético de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans.

5.1.1. Analisis comparativos de los métodos de extraccion.

El protocolo de Westphal y Jann es un método mas complejo que el de

Hitchcock y Brown, pero se han observado resultados exitosos con ambas
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metodologfas en publicaciones anteriores (Yokota y col., 1987; 1988; Southam y
Beveridge, 1993). En este frabajo se obtuvo resultados equivalentes con ambos
protocolos (fig. 4). Se observo el perfit de LPS de manera muy tenue y poco
resuelto en las bandas de peso molecular medio-alto (desde la 5% banda de abajo

hacia arriba).

No se pudo determinar con claridad el largo preferencial de ia molécula de

LPS de A. ferrooxidans.

Debido a que el método de Westphal y Jann, no genera una mejor
visualizacidn del perfil de LPS, y que ademas, es méas engorrosc que el método de
Hitchcock y Brown, se decidié optimizar este Gltimo protocolo para A. ferrooxidans

ATCC 23270.

Figura 4. Andlisis comparativo de métodos de extraccién de Hitchcock y Brown (1) y
de Westphal y Jann (2). SDS-PAGE al 12%, tefiido con nitrato de plata. Las muestras
celulares se estandarizaron a DOgoonm 2. Se extrajo LPS a partir de células crecidas en
tiosulfato y colectadas en fase exponencial. ST, LPS de Salmonelfa Typhi.
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5.1.2. Método de Hitchcock y Brown.

Los primeros experimentos con este método se realizaron con las mismas
indicaciones metodologicas usadas para bacterias de la familia enterobacteriaceae
(Hoare y col., 2006; Carter y col., 2007; Bravo y col., 2008). Inicialmente, se prepar6
LPS en distintos momentos de la curva de crecimiento de un cultivo de
A. ferrooxidans crecido en medio de tiosulfato (fig. 5A). Las bandas obtenidas de
esta manera (fig. 5B) son mucho mas tenues que cuando este método se aplica en
Shigella flexneri (fig. 1, p. 8). Este resultado fue obtenido en numerosas ocasiones.
Si bien dos geles independientes tefiidos independientemente con plata no son
necesariamente comparables, el resultado sugiere que con este método se obtiene
para A. ferrooxidans menos LPS que en el caso de microorganismos

enteropatogenos.

A B

Curva de Crecimiento de A. ferrooxidans ATCC 23270
en tiosulfato

5. o
108408 1 2 o

cel/mlL
L}

1.0E+07 4 A

1 0E+06

hr

Figura 5. LPS de A. ferrooxidans en diferentes puntos de la curva de crecimiento.
A, Curva de crecimiento de A. ferrooxidans en tiosulfato. B, Perfil electroforético del LPS de
A. ferrooxidans.SDS-PAGE 12% tefiido con nitrato de plata, Las muestras celulares se
estandarizaron a DOggonm 2. Se cargo 2 ul de cada muestra. Nimeros del 1-5, puntos en los que
se colect6 las células.
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Para poder observar de mejor manera el perfil del LPS se decidid modificar
la cantidad de muestra cargada en el gel. Se ufiliz6 una preparacién de LPS
extraido de células de A. ferrooxidans crecidas en tiosulfato hasta fase exponencial,
temprana y tardia, y fase estacionaria (fig. 6). Al aplicar 6 ul se observa con mayor
claridad e! patrén caracteristico de tipo escalera, distinguiéndose moléculas con
diferente cantidad de unidades repetidas. Ademas, aparecen bandas de mayor
peso molecular, correspondientes probablemente al largo preferencial del LPS de

A. ferrooxidans (fig. 6, marco azul).

La resolucién de este gel y la cantidad de LPS obtenidos no fueron
suficientemente buenas como para observar eventuales diferencias entre los
patrones de LPS extraidos desde células de A. ferrooxidans provenientes de fases
de crecimiento distintas, ni tampoco determinar con precisién el nimero de
unidades repetidas de antigeno O. Ademds, se puede observar una banda fuera del
patrdn de tipo escalera, que podria corresponder a proteinas no hidrélizadas (fig. 6,

marco rojo).

Por esto, se decidi6 primero optimizar el método de extraccion antes de
seguir trabajando con muestras de diferentes condiciones biolégicas. Desde este
punto en adelante, todos los experimentos mostrados, a menos que se sefiale lo
contrario, corresponden a muestras extraidas desde cultivos crecidos en tiosulfato

en fase exponencial.
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Figura 6. LPS de A. ferrooxidans en fase exponencial y fase estacionaria. SDS-PAGE al
14%, tefido con nitrato de plata. Las muestras celulares se estandarizaron a DOgoonm 2. Se
extrajo LPS a partir de células crecidas en tiosulfato y colectadas en fase exponencial
temprana (A), fase exponencial tadia (B) y fase estacionaria (C). Cuadro azul, posible largo
preferencial de A. ferrooxidans. Cuadro rojo, banda que posiblemente correponde a proteina.

5.2. Optimizacién del método de Hitchcock y Brown para

A. ferrooxidans ATCC 23270

Durante los experimentos iniciales fue evidente la presencia de un
precipitado celular remanente de células luego del paso de lisis a 100 °C. Esto no
ocurri6 cuando este procedimiento se realizé a partir de microorganismos
enteropatogenos, para los cuales la lisis suele ser completa. Asi, el bajo
rendimiento de nuestra preparacién podria resultar de un baja eficiencia en Ia lisis
de las células de A. ferrooxidans. Esto nos indico que ese paso pudiese ser critico
Yy, por ende, se intent6é optimizarlo mediante tres estrategias: i) aumento del tiempo
de incubaci6n a los 100 °C, ii) incorporacién de un paso de sonicacion, iii) aumento

del pH del amortiguador de lisis.
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Adicionalmente, con el objeto de mejorar la preparacién y obtener un LPS

mas concentrado, se estandarizé la suspensién bacteriana a DOgognm 4, 6 U 8.

5.2.1. Analisis del efecto del tiempo de lisis

Se realizaron aigunos ensayos de extensién del tiempo de lisis y se ahsevd
que se disminuia parcialmente el precipitado de células remanente. Sin embargo,
no se observd una mejora sustancial en el perfil de LPS (fig. 7), comparado con los
resultados anteriores (fig. 6). Independientemente, y debido a que se produjo una
disminucion del sedimento remanente, de todas maneras se adopté un fiempo de

lisis de 30 min para los experimentos posteriores.

Adicionalmente, en este experimento se trabajé con mayores
concentraciones celulares (estandarizadas a DOgoon 4 ¥ 6). En esos casos, se
observé que el precipitado celular remanente era mayor que cuando se usaba

DOsoenm 2, pero de todas maneras disminufa con la extension del tiempo de lisis.

No obstante, en el perfil electroforético de estas muestras se distinguen
claramente bandas de bajo peso molecular (probablemente “core” y
“core” + 1 unidad repetida), aunque, no es posible distinguir la distribucién modal o

el largo preferencial del LPS de A. ferrooxidans.

Por ofra parte, en el perfii se observan bandas “anémalas” de bajo peso
molecular (fig. 7, marco rojo), que mientras mas concenirada es la muestra, mas
pronunciado es el efecto. Esto podrfa deberse a ia presencia de sales o de otros
contaminantes celulares en la muestra. Este efecto fue observado repetidas veces

en experimentos posteriores.
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Figura 7. Estudio del efecto de la densidad celular y del tiempo de lisis en el proceso
de obtencién de LPS de A. ferrooxidans. SDS-PAGE al 12%, tefiido con nitrato de plata.
Se obtuvo LPS a partir de células crecidas en tiosulfato y colectadas en fase exponencial.
Las muestras tratadas por el métodos de Hitchcock y Brown.

5.2.2. Efecto de sonicacién

La sonicacion es un procedimiento exitoso para lisar células de
A. ferrooxidans. De hecho, es una técnica utilizada para la preparacion de proteinas
de esta bacteria (Guiliani y col., 2000). No esta descrito un paso de sonicacion en
ninguno de los métodos comunes de preparacién de LPS, por lo que no era del

todo claro si la sonicacién podria afectar la integridad fisica de la molécula de LPS.

El paso de sonicacién se aplicé a la suspension celular obtenida con el
amortiguador de lisis, antes de calentar las células. Luego de completado el
proceso (sonicacién + 30 min de lisis a 100 °C) se observé una disminucién del
precipitado celular remanente, respecto a las muestras que no fueron sonicadas,
sugiriendo que este procedimiento mejoraba la lisis. No obstante, al comparar el

perfil electroforético de muestras con diferentes concentraciones iniciales de células
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que fueron sometidas al procedimiento normal (N), o que fueron sonicadas previo al
tratamiento de lisis a 100 °C (S). No fue apreciable un efecto categérico del
tratamiento con sonicacién en el patron de migracion ni en la intensidad de las

bandas (fig. 8).

Como era de esperar, el aumento inicial de bacterias durante la preparacion,
aumenté la intensidad del perfil obtenido. Esto es particularmente notorio en

moléculas de mayor migracion (fig. 8).

Debido a que no se obtuvieron mejoras en el perfil de LPS, la sonicacién no

se incluy6 en el protocolo en experimentos posteriores.
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Figura 8. Analisis del efecto de la densidad celular y sonicacién en el proceso de
extraccion de LPS de A. ferrooxidans. SDS-PAGE al 12%, tefiido con nitrato de
plata. Las muestras se estandarizaron a diferentes densidades opticas y fueron
procesadas por el método Hitchcock y Brown, incluyendo previo al paso de lisis, un
paso de sonicacion (S) (4 ciclos de 4 pulsos de 30 segundos) o no (N). ST, LPS de
Salmonella Typhi.

5.2.3. Incorporacién de una extraccion con fenol

En el perfil electroforético algunos experimentos se percibieron bandas que
podrian corresponder a proteinas no hidrolizadas (fig. 6, p. 23, marco rojo). Esto no

ocurrié en todos los casos, pero de todas maneras era un resultado comun. Por
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esto se decidio analizar el efecto de un paso de extraccién con fenol para eliminar
los posibles residuos proteicos remanentes en la muestra, después de la digestién
con Proteinasa K. Cuando se probd esta metodologia se observé gue se perdia una
cantidad de LPS con la extraccién. Los perfiles eran muy tenues a pesar de cargar
una gran cantidad de muestra o de usar una mayor cantidad de células desde el
inicio (resultado no mostrado). Por esto, el paso de extraccién con fenol no se

siguié utilizando en experimentos posteriores.

5.2.4. Efecto de pH de lisis

En cultivos de laboratorio, A. ferrooxidans se crece a pH que comprenden el
rango enire 1,45 y 4,7, pero es capaz de crecer en condiciones incluso mas Acidas.
Concentraciones de protones menores desestabilizan su envoltura, afectando su
viabilidad (Arredondo y col., 1994). Por esto se decidié realizar la lisis con el
amortiguador ajustado a un pH mas basico (pH 9) para optimizar el proceso. Esto
presentaba el inconveniente que el pH éptimo de actividad de la Proteinasa K esté
entre 7 - 8, lo que podrfa generar una protedlisis ineficiente. Por esio también se
probo realizar la lisis a pH 9 y iuego diluir ia muestra en solucién amortiguadora

mas concentrada y con el pH ajustado a 6,8, equivalente al amortiguador normal.

Los resultados muestran que Ia lisis a pH 8 aumenté ostensiblemente el
rendimiento de la preparacion de LPS, io que mejord notablemente el perfil
electroforético respecto a la preparacion a pH 6,8 (fig. 9). No obstante, en estas
preparaciones se observé un “background” oscuro en el perfil, a la altura de las
bandas de peso molecular medio y alto (fig. 8). En el caso de las muestras a ias
que se les ajusté el pH con amortiguador pH 6,8 después de la lisis, se observa un

perfil un poco mas tenue que en las muestras a las que no se les ajusis el pH. Esto
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tiene sentido debido a que estas muestras estan mas diluidas. A pesar del
“background”, en el perfil obtenido a partir de las células lisadas a pH 9 se
observaron moléculas de bajo peso molecular y moléculas de mayor grado de
polimerizacion que podrian corresponder a la distribucion modal del LPS de esta

bacteria (fig. 9, marcos rojos).

ST

6.8

~ 4

Figura 9. Anadlisis del efecto del pH de lisis y de la incorporacién de una digestion
con DNAsa | en el proceso de obtencién de LPS de A. ferrooxidans. SDS-PAGE al
12%, teflido con nitrato de plata. Las muestras se estandarizaron DOggnm 2. LOS
nameros indican el pH de lisis utilizado. En el caso de las muestras 9/6,8, la lisis se
realizé a pH 9 y luego se diluyeron en 1 volumen de amortiguador Tris-HCI 2 M, pH 6,8
antes de seguir con el resto del procedimiento. Una parte de las muestras fue sometida
a una digestion con DNAsa |, durante 30 min a 37 °C, antes de la digestion con
Proteinasa K. ST, LPS de Salmonella Typhi.

Si bien al realizar la lisis a pH 9 se logré eliminar el “precipitado celular”
remanente, estas muestras resultaron notablemente mas viscosas que las
sometidas al tratamiento normal, lo que dificultaba su aplicacion en el gel. En el
articulo de Marolda y col. (2006), se sefiala que las muestras presentan una alta

viscosidad, por lo general, cuando se preparan a partir de suspensiones celulares
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muy concentradas y que mayoritariamente se debe al DNA presente en la muestra.
Esto tiene sentido con lo observado en el petfil, debido a que el DNA también se
tifie con plata y esto podria generar el “background” oscuro. En estos casos,
Marolda y col. (2006) sugieren que se realice una digestidn con DNAsa | durante

30 min antes de la protedlisis con Proteinasa K.

El fratamiento con DNAsa | disminuyé notablemente la viscosidad de las
muestras. Respecto al “background” oscuro que se observé en las muestras lisadas
a pH 9, este disminuyd parcialmente en las muestras digeridas con DNAsa |,
sugiriendo que el “background” efectivamente corresponde a DNA. De hecho,
digestiones mas extensas de 90 min, atenuaron alin mas este efecto (resultado no

mostrado).

En conjunto estas observaciones indican que Ia lisis de A. ferrooxidans es

mas eficiente a pH 9.

5.2.5. Efecto de dialisis

En la figura 9, se puede apreciar que las muestras digeridas a pH 9
presentan una migracién “andémala” en las bandas de menor peso molecular (las
bandas se ven curvas), algo parecido a lo observado en la muestras que se
preparaban a partir de una densidad celuiar muy alta (fig. 7 y 8, p. 25 y 26). Este
efecto fue mas notorio en muestras concentradas cuando la lisis se realiz6 apH 9, y
mas fenue en muestras con menor cantidad de céiulas. Las muestras que eran
lisadas a pH 9, y luego diluidas en amortiguador a pH 6,8, tenian muy pocas veces
este efecio y era por lo general més débil. Esta Ultima observacion relativa a la
dilucién de las muestras, sugeria que esta migracién “anémala” pudiese deberse a

la presencia de una alta concentracién de sales. Se intent6 entonces, disminuir el
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volumen de muestra cargada sin mermar en la relacion calidad/cantidad de LPS.
Sin embargo incluso con 6 pl de carga se presentd este fenémeno. Por otro lado, se
traté de aumentar los lavados de las células antes de iniciar Ia lisis, peroc tampoco
generd cambios mayores. Finalmente, se optdé por dializar las muestras en

membranas de nitrocelulosa contra agua nanopura (fig. 10A).

Este tratamiento se tradujo en ia desaparicion de las bandas “andémalas” de
bajo pese molecular y en una mejor definicién del perfil electroforético de LPS. De
este modo, se pudo detectar entre 15 y 16 unidades repetidas de antigeno O (fig.
10A, carriles ¢ sin diélisis y b y ¢ con dialisis). Utilizando andlisis densitométrico, se
logré determinar que el largo preferencial de la cadena de antigeno O del LPS de
A. ferrooxidans ATCC 23270, se encuentra entre la 5* y 10® unidad repetida

(fig. 10B).

Cabe destacar que la muestra c sin didlisis de la figura 10A, no presenta la
migracion “anémala” de ias de las moléculas de bajo peso molecular, a pesar de no
haber sido dializada. Esto puede deberse a que esta muestra fue diluida en
amortiguador para ajustar el pH a 6,8 antes de Ia digestién con DNAsa |. En todas
las muestras se cargé el mismo volumen, por lo que la concentracion de sales en
esta muestra se diluyé al ajustar el pH, y por lo tanto se cargd menos sal en la

electroforesis.

En conclusién, los cambios en el pH de lisis, la incorporacién de la digestion
con DNAsa |, y finalmente, la didlisis mejoraron notablemente la calidad de las

muestras y la visualizacion de pertfil de LPS de A. ferrooxidans (fig. 10A).
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Figura 10. Efecto del pH de lisis y de la incorporacién de un paso de dialisis en el
procedimiento de extraccion de LPS de A. ferrooxidans. A, SDS-PAGE 12%, tefiido con
nitrato de plata. El paso de lisis se realizé a pH 6,8 (a) 0o a pH 9 (b y ¢). Todas las muestras
fueron tratadas con DNAsa | directamente (a y b) o después de ajustar el pH a 6,8 (c). Al
finalizar el proceso las muestras se dializaron o no durante 40 min contra agua nanopura en
una membrana de nitrocelulosa de 0,025 um de poro. En rojo se marca las bandas de bajo
peso molecular con migracién “anémala’. Controles, LPS de Shigella flexneri, mutante Awzy
sin antigeno O, (-); cepa silvestre con antigeno O normal (+). B, Determinacién de las
regiones “core- lipido A” y “largo preferencial’ mediante analisis densitométrico de las
bandas presentes en el caril ¢ de las muestras dializadas, obtenido con el programa
UN-SCANT-IT gel software (Silk Scientific) . “core™+ 1 UR, “core” méas una unidad repetida
de antigeno O; *Afe, altura a la que se ubica el largo preferencial de A. ferrooxidans.
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5.3. Mejoras de resolucion en el gel.

Después de optimizar la extraccion de LPS con los pasos de lisis a pH 9, la
digestion con DNAsa | y la dialisis, decidimos analizar si el uso de geles mas largos
permitia mejorar la resolucién del patron de LPS (fig. 11). Se puede observar que el
gel extendido, aumenta notablemente la resolucién de las moléculas de LPS de
A. ferrooxidans. El resultado obtenido sugiere que la distribucién modal de la cepa
ATCC 23270 de A. ferrooxidans podria ser de 5 a 12 unidades repetidas de
antigeno O (fig. 11). Las moléculas de bajo peso molecular se ven mucho mas
difusas. Sin embargo, en este gel se pueden observar entre 17 y 18 unidades de

antigeno O, es decir, dos mas que en los mini-geles.
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Figura 11. SDS-PAGE 10% en gel de 17 cms. SDS-PAGE al 10%, tefiido con
nitrato de plata. La corrida se realizé durante 16 h a 170 V a 4 °C. Todas las
muestras fueron digeridas con DNAsa |. A, lisis realizada a pH 9; B, la lisis fue
realizada a pH 9, y luego se ajust6 a pH 6,8.
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Con la mejora en la resolucién obtenida con la electroforesis en geles mas
largos se prob6 usar el protocoio optimizado y los geles de 17 cm para analizar y
comparar los perfiles de LPS extraidos desde células crecidas en ién ferroso, azufre

elemental y tiosulfato.

En la figura 12, se comparan muestras obtenidas desde células crecidas en
ion ferroso, en azufre elemental y tiosulfato. Estas muestras fueron corridas en
geles de 17 cm de largo TSDS-PAGE (fig. 12A) o de gradiente (fig. 12C). En el gel
TSDS-PAGE de 17 cm, se pudo cargar una mayor cantidad del LPS (24 ulL) de
A. ferrooxidans lo que generd que las bandas inmediatamente por sobre el largo
preferencial del antigeno O no se resoivieran bien y ademas se marcara un
“background” oscuro. A esa altura del gel alin se distinguen bandas de LPS de
A. ferrooxidans. Para obtener mayor resolucion de estas muestras, se decidio
probar la técnica de geles de poliacrilamida en gradiente (fig. 12C). Se puede ver
que efectivamente se resolvieron mejor las moléculas de peso molecular
medio-alto, observandose entre 19 y 20 bandas correspondientes a unidades
repetidas de antigeno O, lo que es equivalente a lo reportado por
Vinogradov y col, (1994), en la cepa IFO 14262 de A. ferrooxidans. Cabe sefialar
que en ambos geles, se pueden distinguir sefiales intensas de bajo peso molecular

que podrian corresponder a oligopéptidos remanentes de la digestion.

Respecto al perfii de LPS en los diferentes sustratos, no se observan
diferencias sustanciales, pero si se puede vislumbrar que al parecer las muestras
extraidas desde células crecidas en idn ferroso poseen una menor cantidad de LPS
en el rango de la distribucion modal A. femooxidans. Esta observacion fue

corroborada por medio de un andlisis densitométrico (fig. 12B).

3
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Figura 12. Comparacién del perfil electroforético de LPS de A. ferrooxidans crecido en hierro,
azufre y tiosulfato. A, TSDS-PAGE 10%. B, Comparacion densitométrica de las regiones de 4-12
unidades repetidas de antigeno O de los carriles 3 del gel TSDS-PAGE. C, Gel Gradiente, 7-12%. El
paso de lisis se realiz6 a pH 6,8 (1) 0 a pH 9 (2 y 3). Todas las muestras fueron tratadas con DNAsa |
directamente (1 y 2) o después de ajustar el pH a 6,8 (3). Controles, LPS de Shigella flexneri. C-,
Awzy, mutante sin antigeno O; C+, wt.
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6. Discusion

Los organismos aciddfilos obtienen energia a partir del gradiente de pH
entre el ambiente externo y el citosol, pero el influjo de protones es controlado para
evitar la acidificacion excesiva el medio intracelular. Las membranas de estos
organismos tienen adaptaciones para resistir el ambiente acido y ser capaces de
regular la entrada de protones. Estas adaptaciones hacen mas compieja la
experimentacion con estos microorganismos, ya que los protocolos de trabajo que
se usan con bacterias neutrdfilas no funcionan con estos organismos aciddfilos, o
es necesario optimizarlos para poder usarlos. Esta fue esenciaimente la finalidad de
este seminario de titulo, encontrar “ila formula® que pemmitiera visualizar el perfil de
LPS de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans con el objetivo futuro de poder

observar este fenotipo en diferentes condiciones experimentales.

Este trabajo se abocé a realizar cambios en las metodologias descritas para
la obtencién de LPS en enterobacterias, con el fin de optimiza la visualizacion del
perfil electroforético de A. ferrooxidans. Las modificaciones se enfocaron en el
proceso de lisis celular, y en la eliminacién de contaminantes como el exceso de

DNA y sales del medio de cultivo.

Haciendo un andlisis a posterior, era previsible que un factor como el pH
podria generar un aumento en la lisis celular de un organismo acidéfilo,
considerando io mencionado anteriormente sobre la adaptaciones de la membranas
de estos microorganismos. Estas adaptaciones impiden que la membrana se
desestabilice a una alta concentracion de protones, pero no la protegen a pH alto

(Arredondo y col., 1994).
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El perfil electroforético obtenido con protocolo de fenol caliente usado en
este trabajo, fue muy tenue, poco definido, aun con muestras de alta concentracion
celular, a pesar de que éste método habia sido utilizado anteriormente para este
microorganismo. El proceso de lisis en esta metodologia ocurre cuando ias células
que previamente pasaron por un proceso de deshidratacion, son expuestas a Ia
solucién de fenol caliente. Quizas este fratamiento no fue io suficientemente
agresivo, como para lograr una lisis eficiente en A. fermooxidans ATCC 23270, dado
que los resultados aqui expuestos indican que éste es el paso critico para ia
preparacion de LPS en esta bacteria. Las publicaciones anteriores en que se habia
usado este protocolo para extraer LPS desde otras cepas de A. ferrooxidans
(Yokota y col.,, 1987; 1988), no son explicitos acerca de detalles especificos de la
metodologia, que pudieron haber variado a partir del procedimiento original
publicado en 1965 (Westphal y Jann, 1965). Considerando lo sefalado
anteriormente, sobre el acondicionamiento de las metodologias para trabajar con
este tipo de microorganismos, es probable que se hayan requerido modificaciones

al protocolo que no fueron detalladas en estos articuios.

En la literatura, también existen trabajos en los que se utilizé el protocolo de
Hitchcock y Brown para extraer LPS de A. ferrooxidans, sin embargo, no requirieron
de las modificaciones que nosotros tuvimos que incorporar para poder obtener un
perfil bien resuelto. En el trabajo de Amredondo y col. (1894), si bien se usa el
protocolo de extraccion esencialmente sin modificaciones, la deteccién de LPS se
realiza por autorradiografia, que es mucho mas sensible que la tincién con nitrato
de plata, y probablemente por esto no fue necesario optimizar el paso de lisis. En el
caso de Southam y Beveridge (1993), se us6 el método de Hitchcock y Brown con

dos modificaciones: un lavado inicial con acido oxalico para desprender las células
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adheridas a los precipitados de metales, y una digestién con Proteinasa K a
temperatura mas baja que lo descrito (37 °C v/s 60 °C). Estas extraccicnes se
hicieron a partir de aislados de A. ferrooxidans provenientes de drenajes mineros.
Si bien se obtienen buenos perfiles de LPS, donde se puede a apreciar la
distribucién modal de cada aislado, algunos son poco definidos o con una baja
cantidad de LPS en comparacién con otros. Es decir, a partir de cepas diferentes de
A. ferrooxidans, los rendimientos de extraccién parecen haber sido algo variables.
Aigo equivalente pudo haber pasado en este trabajo, en donde se usé una cepa
distinta a las estudiadas anteriormente que pudo haber sido més recalcitrante al

protocoloe de extraccion.

El método aqui desarrollado para la preparacidn y analisis electroforético de!
LPS de A. ferrooxidans, permiti6 determinar que la cepa ATCC 23270 de
A. ferrooxidans produce moléculas que llegan a tener a lo menos 20 unidades
repetidas de antigeno O. Esto es similar a lo descrito en otras cepas de esta misma
especie (Vinogradov y col., 1994). Por otra parte, se pudo definir, por primera vez a
nuestro entender, el largo preferencial o distribucion modal de LPS de
A. ferrooxidans. En esta cepa la distribucion modal esta entre 5 y 10 unidades

repetidas de antigeno O.

Respecto a la caracterizacion del perfil de LPS de células de A. ferrooxidans
en diferentes sustratos energéticos, nuestros resultados preliminares sugieren que
las bacterias crecidas en i6n ferroso tienen una menor cantidad de moléculas en el
rango de ia distribucién modal. De todas maneras este frabajo necesita seguir

profundizandose.

Como se menciond en la introduccién, A. ferrooxidans modula la

composicion del EPS que produce en diferentes condiciones de crecimiento
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(sustrato solido v/s liquido, pirita v/s azufre, Gehrke y col., 1998; 2001; Rohwerder y
col., 2003). De eso se puede inferir que, el LPS al ser una estructura superficial,
involucrada en la adherencia a sustratos sélidos (Williams y Fletcher, 1996; Jucker
y col. 1997, 1998; Rocchetta y col., 1999), podria ser también regulado a nivel de su
biosintesis dependiendo de las condiciones ambientales a las que se enfrente. En
el genoma A. ferrooxidans ATCC 23270 se han identificado 2 genes importantes en
la biosintesis de LPS los cuales codifican para el determinante de largo de cadena
(AFE_2950) y la polimerasa de antigeno O (AFE_2796). E! anaiisis del contexto
gendmico de ambos genes reveld la presencia de varios ORFs que codificarian
para profeinas potenciales involucradas en la sintesis de LPS. En base a los
resuitados obtenidos durante el presente trabajo, nos proponemos ahora estudiar la
organizacién génica, estructural y funcional de los genes invoiucrados en la

biosintesis del LPS en diferentes condiciones de crecimiento

41




7. Conclusiones

Al probar los dos métodos de extraccion de LPS maés citados en la literatura, y
en base a los resultados obtenidos, se opté por trabajar con el método de
Hitchcock y Brown para analizar el perfil electroforético de la cepa

ATCC 23270 de A. ferrooxidans.

El paso de lisis celular fue determinante en la obtencién de LPS de
A. ferrooxidans. Las optimizaciones desarrolladas durante este trabajo fueron

el aumento del pH de lisis de 6,8 a 9 y la extension del tiempo de lisis.

Las modificaciones sefialadas en el punto anterior derivaron en la necesidad
de incorporar. i) un paso de digestion con DNAsa | para eliminar el
“background” de tincién inespecifica de DNA en el gel y ii) un paso de diélisis
antes de cargar las muestras en el gel para eliminar impurezas como sales
provenientes del medio de cultivo, que alteraban la migracion de las

muestras.

Entonces, el protocolo optimizado se muestra en la siguiente tabla:

Tabla Il. Protocolo optimizado para la extraccidn de LPS de A. ferrooxidans.

1,5 mi de suspension celular estandarizada a DOgqgn 2,

Paso 1: : : L
Obtencién de Células ésta suspension se centn::l;?f:l E;‘)fra obtener un precipitado
Paso - El precipitado celular se resuspende en una solucién
¥ ~as0 £ amortiguadora de lisis a pH 9 (SDS 2%; 2-ME 4%:
isis Celular Tris-HCI 0,5 M pH 9), y se incuba a 100 °C por 30 min.
Paso 3:
Digestion con DNAsa | 37 °C por 90 min.
Paso 4:
Digestion con Proteinasa K 60 °C por 90 min.
Paso 5: Dialisis 20 - 40 min contra agua nanopura.
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Se logrd determinar que el largo preferencial de A ferrooxidans ATCC 23270
esta entre 5 y 10 unidades repetidas de antigeno O, y ademas se pudo

detectar hasta 20 unidades repetidas en el gel.

Todavia queda inconclusa la tarea de caracterizar el perfil de LPS de
A. ferrooxidans en diferentes fases de crecimiento y crecido en diferentes
sustratos energéticos, pero fue posible observar que en fase exponencial, el
LPS extraido desde células crecidas en ion ferroso estd menor representado
a la altura de la distribucién modal, que el extraido desde céluias crecidas en

azufre y tiosulfato.
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