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“A ciéncia humana de maneira nenhuma nega a existéncia de Deus. Quando considero
quantas e quio maravilhosas coisas o homem compreende, pesquisa e consegue
realizar, entio reconheco claramente que o espirito humano é obra de Deus; € a sua

obra mais notivel.”

Galileu Galilei
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RESUMO

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria quimiolitotrofica, Gram-negativa e acidofilica que
exerce um importante papel no processo de biolixiviagdo. O processo de biolixivia¢do ¢ afetado por
intempéries como variagdes na temperatura e na composicdo de nutrientes e, entender os
mecanismos que A. ferrooxidans dispde para sobreviver em ambientes extremos ¢ de suma
importancia para melhorar o seu emprego no processo de biolixiviagdo. Neste trabalho foi estudada a
resposta de A. ferrooxidans ao aumento da temperatura e a privacdo de fosfato. Para tanto, foram
utilizadas técnicas baseadas em microscopia, espectroscopia no infravermelho, ferramentas
protedmicas, PCR quantitativo e bioinformatica. Pela microscopia eletronica de varredura, verificou-
se o alongamento das células de A. ferrooxidans, e a espectroscopia no infravermelho (FTIR)
mostrou alteragdes em numeros de ondas entre 850 e 1275 cm'l, referentes a carboidratos,
fosfolipideos e fosfoproteinas. A abordagem protedmica utilizada, uma combinacdo de eletroforese
de duas dimensdes e espectrometria de massas, identificou 44 proteinas diferencialmente expressas e
pertencentes a 11 categorias funcionais. Dentre as proteinas com expressdo aumentada foram
identificadas algumas de resposta ao choque térmico. A técnica de PCR quantitativo em tempo real
foi utilizada para avaliar o padrao de expressdo de genes do choque térmico e de outros genes que
codificam proteinas pertencentes a diversas categorias funcionais em A. ferrooxidans. Para tanto, A.
ferrooxidans foi cultivada a 40°C até 50% de oxidacdo dos ions ferrosos (aproximadamente metade
fase logaritimica) e também foi submetida a um choque térmico em diferentes tempos e na mesma
temperatura. Os resultados obtidos mostraram que o padrdo de expressdo da maioria dos genes
analisados foi afetado ap6s o choque térmico. Contudo, o crescimento a 40°C pouco afetou a
expressdo génica, com exce¢do de alguns genes relacionados com o tranporte de ferro, os quais

foram consideravelmente reprimidos. Andlises in silico para predi¢do de sitios de ligacdo do fator

VIII



sigma 32 da RNA polimerase nos genes afetados pelo aumento da temperatura indicaram que 15 do
total de genes analisados possivelmente estdo sob a regulacdo deste fator. Adicionalmente, analises
da filogenia das sequéncias de aminoacidos de trés “small heat shock proteins” (AFE 1437,
AFE 1009 e AFE 2172) revelou que elas sdo, possivelmente, proteinas nado-paralogas. Estudos
estruturais baseados em modelagem molecular por homologia indicaram que as proteinas
AFE 1437, AFE 1009 e AFE 2172 possuem um dominio a-cristalino com caracteristicas
estruturais semelhantes. Contudo, a proteina codificada por AFE 2172 apresenta uma regidao C-
terminal bastante curta. Os resultados obtidos com este trabalho mostram que A. ferrooxidans possui
um conjunto de respostas ao estresse muito bem elaborado, enfatizando seu potencial para uso

biotecnodlogico.
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ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemolithoautotrophic, Gram negative, acidophilic bacterium
which plays an important role in metal bioleaching. During bioleaching, cells are subjected to
changes in growth temperature and nutrient starvation, thus understanding the mechanisms used for
their survival in such harsh environments could help to improve Acidithiobacillus’s efficacy on such
processes. This study presents the effects of heat and phosphate starvation on A. ferrooxidans
physiology, analysed using microscopy, infrared spectroscopy, proteomic tools, quantitative PCR
and bioinformatics. Scanning electron microscopy results showed that under the tested stress
conditions A. ferrooxidans cells became elongated, and the Fourier transform infrared spectroscopy
(FT-IR) analysis showed alterations in wavenumbers between 850 and 1275 cm™, which are related
to carbohydrates, phospholipids and phosphoproteins. Proteomic analyses, such as 2-DE and tandem
mass spectrometry, identified 44 differentially expressed protein spots, the identified proteins
belonging to 11 different functional categories. The up-regulated proteins were mainly from the
protein fate category. Real time quantitative PCR was employed to analyze changes in the
expression patterns of heat shock genes, as well as many other genes encoding proteins related to
several functional categories in A. ferrooxidans. Cells were submitted to long-term growth and to
heat shock, both at 40°C. The results evidenced that heat shock affected the expression levels of
most genes while long-term growth at 40°C caused minimal changes in gene expression patterns —
with exception of some iron transport related genes, which were strongly down-regulated. Further
bioinformatic analysis indicated a putative transcriptional regulation, by the o”* factor, for 15 of the
34 heat-affected genes. In addition, phylogenetic analysis of some small heat shock proteins

(AFE 1437, AFE 1009 ¢ AFE 2172) showed that sHSPs from A. ferrooxidans are possible non-



paralogous proteins. Homology molecular modeling structure studies indicated that the proteins
encoded by AFE 1437, AFE 1009, and AFE 2172 have conserved a-crystallin domains. However,
the model for AFE 2172 showed a very short C-terminus. These results evidence that A.
ferrooxidans has an efficient range of stress-responses, which explains its ability for

biotechnological purposes.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Organismos unicelulares, como bactérias, ndo dispoem de 6rgaos e tecidos especializados em
prover um ambiente interno relativamente homogéneo e estavel. Desta forma, os micro-organismos
procariotos apresentam diversos mecanismos para se adaptarem as mudancas ambientais drasticas. A
habilidade em responder rapidamente as flutuacdes ambientais € crucial para a aptiddo competitiva e
sobrevivéncia. O objetivo de entender a resposta celular s mudangas ambientais ¢ obter informagdes
que decifrem o aparato molecular escondido atras da capacidade microbiana de adaptacdo aos mais
diversos ambientes.

Acidithiobacillus ferrooxidans é uma bactéria extremofila capaz de crescer em valores de pH
tdo baixos quanto 0,5 e concentragdes de metais pesados muito elevadas para a maioria dos seres
vivos existentes. Sendo considerado um organismo modelo para o estudo da biolixiviacao
(Rawlings, 2005), A. ferrooxidans vem despertando crescente interesse biotecnolégico. Desta forma,
a compreensao dos mecanismos adotados por essa bactéria em resposta as condigdes de estresse as
quais esta exposta ¢ de consideravel relevancia.

Sendo o termo estresse recorrente neste estudo, faz-se necessario defini-lo. Assim, estresse
pode ser definido como qualquer fator que promova uma situacdo desvantajosa para um organismo.
Na maioria dos casos o estresse ¢ uma medida diretamente relacionada ao crescimento e/ou
sobrevivéncia. Em plantas, por exemplo, ele ¢ medido através de alteracdes em processos
relacionados com o crescimento vegetal, tais como a absor¢cdo de CO, e de minerais (Nogueira,
2004). Ja em bactérias, estresse pode ser definido como o fendmeno no qual o crescimento normal
da bactéria ¢ interrompido ou desacelerado em virtude de algum fator externo. Este fator pode ser a

auséncia de algum nutriente, choque térmico, mudanga brusca de pH, invasao viral entre outros.



Neste trabalho, o aumento da temperatura e a privagao nutricional de fosfato foram estudados.
Estes dois fatores de estresse afetam o processo de biolixiviacdo e, consequentemente, seus micro-
organismos participantes. Para tanto, foi utilizada uma abordagem que englobou técnicas de
diferentes areas do conhecimento, biologia molecular e quimica. Este trabalho foi organizado em
capitulos, sendo este o Capitulo 1. No Capitulo 2 ¢ feita uma revisao bibliografica do tema desta
pesquisa e uma breve explica¢ao das técnicas utilizadas. O Capitulo 3 foi destinado a apresentagao
dos objetivos deste trabalho e nos Capitulos 4, 5 e 6 sdo apresentados os artigos cientificos
resultantes desta pesquisa. No capitulo 7 € apresentada uma discussao geral dos resultados obtidos e

as conclusoes sao apresentadas no Capitulo 8.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Género Acidithiobacillus e a biolixiviacio

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria pertencente ao género Acidithiobacillus
juntamente com as espécies A. thiooxidans, A. caldus e A. albertensis (Kelly & Wood, 2000).
Acidithiobacillus ¢ considerado um género polifilético enquadrando-se no Dominio Bactéria, filo
Proteobacteria, classe y-proteobacteria (Kelly & Wood, 2000); o mesmo subgrupo de familias muito
bem caracterizadas de bactérias heterotréficas como Enterobacteriaceae, Pseudomoniaceae e
Vibrionaceae.

As espécies compreendidas pelo género Acidithiobacillus sao bactérias Gram-negativas, nao
patogénicas, acidofilicas e quimiolitotroficas obrigatérias, sendo que o carbono para a constituicdo
celular ¢ captado através da fixacdo do didxido de carbono atmosférico. Recentemente, Hallberg et
al. (2010) propuseram a existéncia de uma nova espécie para o género Acidithiobacillus. De acordo
com esses autores, a nova espécie, denominada A4. ferrivorans, ¢ um micro-organismo anaerobio
facultativo, diazotrofico, psicrotolerante com conteido de CG em torno de 56%. Ainda de acordo
com Hallberg ef al. (2010), as principais diferengas entre A. ferrooxidans e A. ferrivorans sao
referentes a uma menor tolerancia a baixos valores de pH por A. ferrivorans e por essa ultima
apresentar um mecanismo diferente de oxidacdo de ferro devido a auséncia dos genes rusA e rusB,
codificadores da rusticiana, uma das principais enzimas envolvidas na oxida¢dao do ferro em A4.
ferrooxidans.

Todas as espécies do género Acidithiobacillus sao capazes de obter energia através da oxidagao

do enxofre e de compostos inorganicos contendo formas reduzidas deste elemento quimico, como



sulfitos, sulfetos e tiosulfatos (Kelly & Wood, 2000), sendo que somente A. ferrooxidans e A.
ferrivorans sdo capazes de obter energia através da oxidacdo aerdbica de ions Fe*™ (Kelly & Wood,
2000; Hallberg et al., 2010). E importante ressaltar que a capacidade em oxidar fons Fe*" ndo ¢ uma
caracteristica incomum entre as bactérias acidofilicas (Johnson & Hallberg, 2008).

Devido a este metabolismo oxidativo, as bactérias do género Acidithiobacillus, principalmente
A. ferrooxidans e A. thiooxidans, sdo largamente empregadas no processo de biolixiviacdo ou
lixiviagdo bacteriana, sendo que a espécie A. ferrooxidans tem sido considerada como um micro-
organismo modelo no estudo deste processo (Rawlings, 2005).

A biolixiviagdo promove a solubilizagdo e subsequente recuperacdo de metais a partir de
solucdes aquosas. Neste processo os sulfetos metalicos insoluveis sao oxidados a sulfatos soluveis
pela acao do ion férrico e do 4cido sulfurico produzidos pelos micro-organismos (Rawlings, 2005).
Segundo Bosecker (1997), a biolixiviagao pode ocorrer de forma direta ou indireta. Na forma direta,
os sulfetos metalicos sdao oxidados pelo contato direto das células bacterianas, ou por acao
enzimatica das mesmas, gerando sulfatos soltiveis. A forma indireta ¢ caracterizada pela acao de
substancias lixiviantes originadas do metabolismo microbiano. Estas substancias oxidam
quimicamente os metais, solubilizando-os. As formas direta e indireta de biolixiviagdo ocorrem, na
pratica, concomitantemente em uma série de reacdes quimicas, havendo, no entanto, divergéncias
sobre qual dos dois processos ¢ mais importante para a biolixiviagao.

As espécies do género Acidithiobacillus sao comumente encontradas em uma grande variedade
de ambientes, especialmente em lugares onde compostos de enxofre sdo abundantes, como em areas
de mineragdo, de tratamento de efluentes e fontes térmicas sulfurosas. O Rio Tinto, localizado na
Espanha, ¢ um destes ambientes, apresentando pH 4cido e altas concentragdes de metais. Resultados
de estudos microbioldgicos convencionais mostraram que A. ferrooxidans estd presente em alto

nimero neste rio (Rawlings, 2005).



A importancia do processo de biolixiviagdo para a economia mundial e para preservacao do
meio ambiente se dd em virtude do aumento da demanda mundial de bens minerais, o que tem
provocado um esgotamento progressivo de reservas contendo altos teores de metais de interesse
econOmico. Assim, a aplicagdo da biolixiviagdo para recuperacao de metais a partir de minérios de
baixos teores se mostrou como uma alternativa economicamente e ecologicamente viavel, pois quase
sem excecdo, este método nao requer alto consumo de energia, ndo gera emissao de gases poluentes
e formacdo de chuva acida, devido a liberacao de 6xidos de enxofre para atmosfera e nao poluem
efluentes aquaticos com residuos de metais toxicos, como acontece nos métodos convencionais
(Rawlings, 2005).

No Brasil, o Centro de Tecnologia Mineral (Cetem), unidade de pesquisa do Ministério da
Ciéncia e Tecnologia no Rio de Janeiro, estd operando uma unidade semi-piloto de Biolixiviagdo em
parceria com a norte-americana Geobiotics, objetivando a substitui¢do gradativa do processo
pirometaltirgico (queima de sulfetos de cobre em altas temperaturas) pelo bio-hidrometalirgico
(lixiviagao bacteriana). Na unidade de biolixiviacdo situada na mineragao Caraiba (Bahia), os
sulfetos calcopirita e bornita sao utilizados para a obtengao do cobre eletrolitico. O cobre eletrolitico
¢ utilizado em cabos e fios para a transmissdo de energia elétrica por chegar a ter 99,99% de cobre

puro .

2.2. Acidithiobacillus ferrooxidans

A. ferrooxidans € uma bactéria muito versatil sendo que com muita frequéncia sdo publicados

novos dados na literatura de linhagens capazes de diferentes tipos de respira¢do, linhagens

! http://www.inovacaotecnologica.com.br/noticias/noticia.php?artigo=010125070227- Acesso em 08/08/2010



psicrotolerantes e/ou com maior tolerancia a valores mais baixos de pH. Além dessa diversidade
quanto as propriedades fisioldgicas e ao crescimento, também sdo observadas diversidades nas
sequéncias de RNAr 16S e no contedo de C+G. Toda essa diversidade era, até entdo, explicada
como sendo uma consequéncia da variabilidade genética da espécie A. ferrooxidans, todavia,
atualmente vé-se uma tendéncia de considerar a existéncia de novas espécies (Hallberg et al., 2010).

Luo et al. (2009) realizaram um trabalho de deteccao de diversidade genomica em 12 linhagens
de A. ferrooxidans isoladas de diferentes areas de drenagem acida de minas (DAM) na China e, por
meio da tecnologia de microarranjos de DNA, essas linhagens mostraram-se altamente diversas.
Estes autores analisaram detalhadamente cinco categorias funcionais, incluindo o metabolismo
energético e de carbono, sendo que os resultados mostraram que muitos genes sdo ausentes em
varias dessas categorias. Além disso, estes autores concluiram que a distribui¢do geografica foi o
principal fator para a diversidade encontrada. Obviamente, a variabilidade genética entre diferentes
linhagens de A. ferrooxidans reflete na grande diversidade fisioldgica encontrada entre linhagens até
entdo descritas. Por exemplo, A. ferrooxidans realiza respira¢io aerdbica utilizando Fe** e S como
doadores de elétrons (Fe*"/O, e S”/0,), mas muitas linhagens sdo capazes de realizar também a
respiracdo anaerdbica utilizando os seguintes pares doador/receptor de elétrons: Ho/Fe®™, Hy/S, e
S°/Fe’™ e outras também sdo habeis em utilizar hidrogénio e 4cido formico para o crescimento
aerébico (Ohmura et al., 2002).

A resisténcia a altas concentragdes de metais pesados como aluminio, zinco, cobalto,
mangangés, cobre, cromo e uranio (Rawlings, 2005) ¢ outra caracteristica que se destaca em A.
ferrooxidans e ¢ extremamente importante para micro-organismos que atuam no processo de
biolixiviacdo. O crescimento desta bactéria em meios de cultivo contendo Co® (30,0 g/L), Cu*"

(55,0 g/L), Ni*" (72,0 g/L), Zn*" (120,0 g/L) e Fe* (160,0 g/L) ja foi reportado (Rawling, 2005).



Em um estudo comparativo entre A. ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans e A. thiooxidans
foi demonstrado que A. ferrooxidans e L. ferrooxidans tinham aproximadamente a mesma resisténcia
ao Cu2+, Zn2+, Al3+, Ni e Mn2+, mas L. ferrooxidans foi menos resistente ao cobalto do que A.
ferrooxidans. Os resultados para A. thiooxidans mostraram que esta bactéria foi resistente a menos
que 5 g/L para todos os cations testados, com excecao ao zinco que foi de 10 g/L (Sand, 1993).

O crescimento Otimo para A. ferrooxidans, assim como para as outras espécies do género,
ocorre em temperaturas em torno de 30°C e pH de aproximadamente 2,0 (Rawling, 2005), embora
existam dados na literatura da ocorréncia de linhagens de A4. ferrooxidans capazes de crescer a 0°C
(Dopson et al., 2006) e outras a 42°C (Rawlings, 2005). A linhagem psicrotolerante de A.
ferrooxidans denominada SS3, capaz de crescer a 0°C, foi isolada em uma area industrial no
noroeste da Sibéria. A comparagao da capacidade oxidativa desta bactéria, crescida a 5°C, com uma
linhagem mesofilica mostrou que a oxidagdo do Fe*" e dos compostos sulfurosos foi maior com a
linhagem psicrotolerante (Dopson et al., 2006).

Economicamente o emprego de A4. ferrooxidans também se mostra bastante versatil. Além da
sua participacdo no processo de biolixiviagdo, esta bactéria ¢ utilizada no tratamento de minérios
refratarios de ouro, na remocao de metais pesados de esgotos € no processo de desulfurizagdao do

carvao (Rawlings, 2005).

2.3. Genética e biologia molecular de A. ferrooxidans

Com o genoma totalmente anotado, estudos que avaliam as capacidades metabolicas e de
regulacdo d A. ferrooxidans foram e estdo sendo realizados, ajudando na compreensao dos caminhos
bioquimicos que sustentam os processos biogeoquimicos, funcdes metabolicas e da evolugao das

comunidades microbianas em ambientes acidos. A anotacdo do genoma deste micro-organismo se



torna ainda mais importante quando nos deparamos com sua recalcitrancia as manipulagcdes
genéticas convencionais.

Sdo varias as dificuldades impostas ao pesquisador para se obter sucesso na manipulagdo
genética deste organismo, por exemplo, ndo hd marcadores selecionaveis como resisténcia a
antibidticos e/ou a metais pesados, o cultivo deste micro-organismo em meio sélido ¢ bastante
dificil, além do fato de que seu crescimento lento e baixa produtividade celular dificultarem a
realizagdo de varios experimentos. Assim, com relativa dificuldade e pouca eficiéncia, foram
realizados experimentos de conjugagdao (Peng et al., 1994) e transformagdo por eletroporagao
(Kusano et al., 1992). Zhenying et al. (2000) obtiveram mutantes rec4 por meio de mutagénese de
troca de marcadores. Todavia, informagdes bésicas sobre a genética molecular de A. ferrooxidans
foram acumuladas durante os anos. Um enorme numero de relatos sobre a existéncia de plasmideos
naturais e transposons em A. ferrooxidans tem sido registrado (Rawlings & Kusano, 1994; Dominy
et al., 1997; Holmes et al., 2001). Varios destes plasmideos foram clonados em Escherichia coli.
Rawlings et al. (1984) reportaram que um plasmideo isolado de 4. ferrooxidans, capaz de replicar
em E. coli e Pseudomonas aeruginosa, se propagou entre linhagens de E. coli.

Dois plasmideos de A. ferrooxidans tém sido estudados em maiores detalhes, o plasmideo
pTF1 de 6,7 kb (Holmes et al., 1984) e o plasmideo pTF-FC2 Broad-host-range, de 12,2 kb e
relacionado a resisténcia ao arsénio nesta bactéria (Rawlings et al., 1993). Um trabalho realizado por
Jin et al. (1992) demonstrou a transferéncia do plasmideo InPC de E. coli para A. thiooxidans. No
entanto, tentativas de transferir plasmideos de largo espectro de E. coli para A. ferrooxidans nao
obtiveram o mesmo sucesso.

Conforme mencionado anteriormente, 4. ferrooxidans produz energia através da oxidagdo de
ions ferrosos e de compostos sulfurados, gerando ions férricos e acido sulfurico. Estes produtos da

oxidacdo sdo os responsaveis pelo ataque quimico aos sulfetos metalicos, permitindo a solubiliza¢ao



de metais. Assim, o transporte de elétrons ¢ muito importante para o processo biolixiviante. Nesta
bactéria, os genes que codificam para proteinas envolvidas na oxidagdo de ferro estdo organizados
em duas unidades transcricionais, os operons petl e rus.

O operon petl foi alvo de estudo nas linhagens de 4. ferrooxidans ATCC 19859 (Levican et al.,
2002) e ATCC 33020 (Bruscella et al., 2007). Este operon (petC-1, petB-1, petA-1, sdrA-1, e cycA-1)
codifica as trés subunidades do complexo bc (PetCAB), uma desidrogenase de cadeia curta (Sdr)
cuja funcdo ¢ desconhecida e um citocromo ¢y, para o qual a funcao de receptor de elétrons oriundos
da proteina rusticianina tem sido sugerida. Esses elétrons sdo transferidos para o complexo bc
(Levican et al., 2002).

O operon rus (cyc2, cycl, hyp, coxB, coxA coxC, coxD, e rus) codifica dois citocromos do tipo
¢ (Cycl e Cyc2), os componentes do complexo citocromo-oxidase € a proteina rusticianina,
respectivamente (Appia-Ayme et al., 1999). Yarzabal et al. (2002) demonstraram que Cyc2 recebe
elétrons diretamente do Fe’™ devido sua localizagdo na membrana externa, atuando no primeiro
passo da oxidagdao do ferro. Baseando-se em estudos genéticos, bioquimicos e transcricionais,
Holmes & Bonnefoy (2006) propuseram que os elétrons oriundos da oxidagdo do ferro, seguem do
citocromo Cyc2 para rusticianina, a partir de onde alguns elétrons seguem o caminho “downhill” —
citocromo Cyc 1 - citocromo-oxidase aa, enquanto outros elétrons seguem o caminho “uphill”.
Neste ultimo ocorrerd a regeneracdo do doador universal de elétrons NADH através do percurso:
CycAl = complexo bc = ubiquinona = NADH desidrogenase.

A. ferrooxidans fixa CO, atmosférico usando a energia oriunda da oxidagdo de ferro/enxofre
através do ciclo de Calvin. A enzima chave neste processo, D-ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-
oxigenase (RuBisCO) ¢ composta de duas subunidades, uma grande e uma pequena (Kusano et al.,
1999). Em A. ferrooxidans a subunidade maior é codificada pelos genes chbL 1 e cbbS-1, e a

subunidade menor ¢ codificada pelos genes cbbL-2 e cbbS-2 (Kusano et al., 1999; Appia-Ayme et



al., 2006), sendo que a expressao da RuBisCO ¢ controlada pelo regulador transcricional cbbR. Luo
et al. (2009) demonstraram através de experimentos de hibridizagdo DNA-DNA que em A.
ferrooxidans os genes cbbL-1/cbbS-1 sao mais conservados que cbbL-2/cbbS-2.

Em 2006, Appia-Ayme et al. sugeriram modelos para o metabolismo de carbono usando
técnicas de microrranjos de DNA e de bioinformatica. Os resultados deste trabalho indicaram que
genes que codificam proteinas envolvidas na fixagdo de CO,, formagao de carboxissomo e biosintese
de glicogénio foram induzidos quando a bactéria era cultivada na presenga de enxofre enquanto
genes envolvidos na utilizacdo de glicogénio foram preferencialmente expressos na presenca de
ferro, sugerindo que A. ferrooxidans ¢ capaz de ajustar o metabolismo de carbono em resposta a
variag0es ambientais.

O genoma de A. ferrooxidans carrega genes que codificam cinco enzimas requeridas na
biosintese de glicogénio a partir de 6-P-frutose. Varios genes envolvidos no anabolismo (glgC, glgA,
glgB) e catabolismo de glicogénio (glgP1, glgP2) também ja foram descritos (Valdés et al., 2008).
Alguns genes, como o que codifica fosforibuloquinase, envolvidos na utilizagdo do glicogénio, ndo
foram identificados no genoma de A. ferrooxidans, sugerindo que esta bactéria regenera piruvato e
3-P-glicerato por caminhos alternativos.

A. ferrooxidans carrega trés genes (AFE 1802, AFE 1676 ¢ AFE 3248) que foram preditos
codificar frutose-bifosfato aldolases, enzima que catalisa a formacao de frutose 1,6-bifosfato. Na
maioria das bactérias heterotroficas, a interconversdo de 1 frutose 1,6-bifosfato em 6-P-frutose é
executada pelas enzimas frutose-bifosfatase e fosfofrutoquinase (Valdés et al., 2008). Um gene
codificando uma frutose-bifosfatase (AFE _0189) foi identificado no genoma de 4. ferrooxidans, o
que sugere um fluxo direto de carbono fixado a armazenamento de glicogénio. Da mesma forma, um

gene candidato para fosfofrutoquinase (AFE 1807) também foi identificado na regido vizinha aos
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genes envolvidos em glicolise e gliconeogénese, sugerindo uma rota metabolica bidirecional para
utilizacdo e geragdo de glicogénio (Valdes et al., 2008).

No que se refere a resisténcia a metais pesados, o operon ars, composto pelos genes arsC,
arsR, arsB e arsH, codifica proteinas responsaveis pela resisténcia ao arsénio Il em E. coli (Butcher
et al., 2000) e estd presente no genoma de A. ferrooxidans. O operon de resisténcia ao mercurio
encontrado em A. ferrooxidans difere daqueles encontrados na maioria das bactérias Gram-negativas
por nao se iniciar com o gene merR. Ao contrario, este operon consiste do gene merC, que codifica
uma proteina transportadora de mercurio, ¢ do gene merA. Adicionalmente, ¢ encontrado no genoma
de A. ferrooxidans outro operon contendo dois genes funcionais merR, um merC e dois genes nao-
funcionais merA. Foi encontrado um gene homologo Tn7 tnsA proximo ao operon mer, sugerindo

que um evento de transposi¢ao pode ter sido responsavel por esse arranjo génico (Inoue et al., 1991).

2.4. Fatores que interferem na biolixiviacio

A biolixiviacdo ¢ uma tecnologia ja consolidada na industria minero-metalargica e ¢ aplicada
com sucesso no tratamento de minérios refratarios de ouro e na recuperagdo de cobre contido em
minérios marginais e rejeitos. Entretanto, muitas vezes os processos ambientalmente seguros, como
a biolixiviagdo, possuem uma cinética mais lenta, quando comparados a processos quimicos
tradicionalmente empregados no processamento de sulfetos metélicos (lixiviacdo direta e lixiviagao
sob pressdo). Diversos sdo os fatores tidos como limitantes para a biolixiviagdo, como o pH, a
temperatura, a disponibilidade de nutrientes, o fosfato, concentracdo de ions metalicos, potencial de
oxido-reducdo, disponibilidade de O, e CO,, entre outros. Grande parte do poder limitante desses

fatores se deve a sua grande influéncia no crescimento e na sobrevivéncia das bactérias.
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2.4.1. Temperatura

A temperatura ¢ um dos principais parametros para o crescimento microbiano e, em se tratando
de biolixiviagdo, além de interferir no crescimento dos micro-organismos do processo, a temperatura
também interfere na velocidade das reacdes quimicas, particularmente na biolixiviagdo indireta, em
que ocorrem reagdes sem agdo enzimatica (Rawlings, 2005). As reagdes envolvidas no processo de
lixiviagdo bacteriana sdo exotérmicas e, apesar da velocidade das reagdes ser baixa, o processo se da
numa grande massa mineral, levando o interior desta massa a atingir temperaturas elevadas, na faixa
de 60 a 80°C. Em um modelo desenvolvido para simular uma pilha cilindrica de minério de sulfeto
com 20 m de altura e 20 m de raio foi estimado temperaturas de até 100°C em determinados pontos
da pilha (Rawlings, 2005). Nestas condi¢des a oxidacdo quimica ocorre de forma mais rapida
(Bennett, 1989).

Tyagi et al. (1994) mostraram que a temperatura exerce um papel indireto, mas bastante
significativo na dissolu¢do de metais como cadmio, cromo, cobre, niquel, chumbo e zinco. Segundo
esses autores esse efeito indireto se deve a influéncia da temperatura no crescimento microbiano e na
taxa de producdo de sulfato, o que por sua vez acarreta em mudancas no pH. O trabalho de
dissertacdo de mestrado de Pina (2006) mostrou que a quantidade de zinco solubilizado ¢ fortemente
influenciada pela temperatura, de forma que o aumento da temperatura provoca uma elevagiao na
concentragdo de metal solubilizado. Existe uma concentragdo limite ou critica do agente oxidante
acima da qual um posterior aumento da temperatura ndo provoca uma elevagdo na concentracao de
zinco em solu¢do. Segundo Pina (2006), a etapa controladora do processo de lixiviagdo do sulfeto de
zinco ¢, provavelmente, a reacdo quimica na superficie do sulfeto na etapa inicial de lixiviacdo, e a
difusdo do ion férrico através da camada de enxofre elementar formada sobre a superficie do sulfeto,

durante a etapa final do processo de dissolugao.
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Em se tratando de 4. ferrooxidans, a literatura ¢ farta de trabalhos que investigam o efeito da
temperatura na taxa de oxida¢do de metais por essa bactéria (Tshilombo et al., 2002; Leahy et al.,
2005). Kovalenko et al. (1981) relataram que a temperatura afeta a taxa de oxidacdo dos ions
ferrosos. Rodriguez et al. (2003) demonstraram que a dissolucdo da pirita ¢ controlada pela

+ . . .
" na superficie do mineral e, de acordo com Deveci et

quimioadsor¢do competitiva entre Fe*" ¢ Fe
al. (2004), altas temperaturas podem promover a precipitacdo do fon férrico (Fe*"). A influéneia da
temperatura ¢ também crucial na biolixivia¢do da calcopirita, um mineral extremamente importante
para a industria do cobre (Rawlings, 2005). Durante a biolixiviacdo desse minério, uma camada de
passivacao, de constitui¢do ainda indefinida ¢ formada. Essa camada ¢ considerada uma das razdes
para a lenta cinética de lixiviagdo da calcopirita e a temperatura tem sido considerada um dos fatores
de maior interferéncia na formagao dessa camada (Dutrizac, 1989; Tshilombo et al., 2002).

Modak et al. (1996) adaptaram uma linhagem de A. ferrooxidans a temperatura de 42°C,
usando varias subculturas em meio 9k em temperaturas crescentes (30 a 42°C). Estes autores
observaram que a linhagem adaptada apresentou um aumento na biolixiviacdo da pirita. Quando a
linhagem voltou a ser cultivada a 30°C, a tolerancia a 42°C foi perdida mostrando que ela era
estresse-dependente. Desta forma, para que linhagens adaptadas a temperaturas mais elevadas
possam ser utilizadas, a biolixiviacao deve ser efetuada na mesma temperatura a qual a bactéria foi
adaptada (Modak et al., 1996).

Entretanto, em se tratando do efeito direto da temperatura na fisiologia de A. ferrooxidans
ainda pouco se sabe. Em geral, quando células procaridticas ou eucariodticas sdo confrontadas com
altas temperaturas em seus ambientes uma resposta ao choque térmico ou “heat shock response” €
acionada (Lindquist, 1986). A resposta ao choque térmico ¢ caracterizada por uma reducdo da

sintese de proteinas celulares normais e, a0 mesmo tempo, uma superproducdo transiente de um
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grupo especifico de proteinas, conhecido como “heat shock proteins” (HSPs), apdés uma curta
exposicao a temperaturas elevadas ou a outros agentes de estresse (Lindquist, 1986).

Em A. ferrooxidans, Hubert et al. (1995) demonstraram que apos sofrer um choque de
temperatura, as células sobreviventes adquiriram uma resisténcia temporaria a altas temperaturas.
Estudos em eletroforese de duas dimensdes mostraram modificagdes no padrdo de proteinas de
células de A4. ferrooxidans durante crescimento em temperatura 6tima (30°C) e estressante (41°C),
sendo observado que a sintese de HSPs aumentava na condigdo estressante (Hubert et al., 1995).
Xidao et al. (2009), ao analisarem a expressdo de alguns genes codifcantes para HSPs de A.
ferrooxidans, mostraram que a maioria desses genes, incluindo dnak, dnaJ, groEL, groES, foram
significantemente induzidos apds um choque térmico de 25 minutos a 42 °C.

A inducdo de HSPs em resposta ao aumento da temperatura tem sido relatado em varias
espécies de bactérias. Em E. coli, mais de 20 tipos de HSPs foram sintetizadas com o aumento da
temperatura de 30°C para 42°C (Arsene et al., 2000). Através de experimentos de Western blot e
sequenciamento do amino-terminal de proteinas isoladas de géis de duas dimensdes, Varela & Jerez

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

2.4.2. Privacio de fosfato

Durante o processo de biolixiviagdo, mudangcas em varios parametros podem afetar
adversamente os micro-organismos. Pode-se citar a priva¢do de nutrientes como os fosfatos. O
fosforo ¢ um nutriente essencial para todas as células vivas, uma vez que ¢ um constituinte dos
acidos nucléicos e de outros componentes celulares, como fosfolipideos (Wanner, 1990). Um dos
principais mecanismos de sinalizacao celular envolve a fosforilagdo de proteinas e varias moléculas

sinalizadoras apresentam fosfato em sua constituicao, como o cAMP, (p)ppGpp e polifosfato. Essas

14



moléculas sdo de fundamental importancia para os mecanismos de transducao de sinais e regulagao
da expressao génica (Vera et al., 2003).

Em resposta a limitagdo de fosfato inorganico (Pi), bactérias e provavelmente todos os
organismos vivos sintetizam fosfatases, nucleases e fosfato permeases para atender a demanda
intracelular desse nutriente (Nahas et al., 1982). De fato, Seeger & Jerez (1993) demonstraram haver
um aumento no nivel de uma fosfatase acida em células de 4. ferrooxidans sob privagao de fosfato.
A fosfatase acida tem como fun¢do converter o fosfato que se encontra associado a compostos
organicos em fosfato inorganico, uma vez que tais compostos organicos impedem a assimilagao do
fosfato.

A resposta fisiologica mediante a privagdo de fosfato tem sido bem caracterizada em E. coli
(Warnner, 1990). Nesta bactéria ja foi verificado que diferentes estresses ambientais como
temperaturas extremas, choque osmotico e privacdo nutricional, induzem uma resposta semelhante
(Hengee-Aronis, 1999). Esta resposta generalizada ao estresse se caracteriza principalmente pelo
aumento dos niveis da subunidade ¢° da RNA polimerase, ¢ uma concomitante diminuicio da
concentracio da subunidade vegetativa 6’° (Hengge-Aronis, 1999).

Em E. coli, o nivel de mais de 80 proteinas aumenta em resposta a privacao de fosfato, sendo
que muitas destas sdo proteinas codificadas por genes co-regulados pelo regulon Pho (Makino et al.,
1989). A indugdo de genes pertencentes ao regulon Pho ¢ acompanhada por um mecanismo no qual
o regulador transcricional PhoB que liga a sequéncia box Pho (Makino et al., /989). Muitas unidades
transcricionais do regulon Pho representam operons multigénicos, como o operon que codifica para
as quatro subunidades (PstS, pstC, PstA e pstB) do sistema de transporte de alta afinidade Pst
(Willsky & Malamy, 1980). O operon pstSCAB inclui o gene phoU que ¢ um possivel regulador
negativo do sistema de dois componentes PhoR-PhoB (Wanner, 1995). Genes do regulon Pho

também codificam fosfatases (por exemplo, PhoA), que tem como funcdo liberar fosforo de fontes
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organicas do ambiente e enzimas requeridas para utilizacdo de outras fontes de fosforo, incluindo
UPG glicerol-fosfato (Wanner, 1995). Pseudomonas fluorescens Pf01 possui um regulon Pho
carente de um homologo de PhoA, porém apresenta uma fosfatase conhecida como PhoX, proteina
responsavel pela atividade fosfatase extracelular durante condi¢des limtantes de fosforo (Monds et
al., 2006). As enzimas polifosfatase kinase 1(PPk1) e exopolifosfatase (PPX) também sdao membros
do regulon Pho em E. coli e na cepa PCC 6803 de Synechcocystis. PPkl ¢ uma enzima altamente
conservada em procariotos e ¢ responsavel pela polimerizagao reversivel do ATP para formar
polifosfato [poly(P)] (Gémez-Garcia et al., 2003). Ja PPX ¢ responsavel pela degradacao de poly(P)
em condicoes de privagao de fosfato

Em A. ferrooxidans, j4 foi demonstrado que o cultivo na auséncia de fosfato acarreta em
mudangas no perfil de varias proteinas (Jerez et al., 1992; He et al., 2005), mudangas morfoldgicas e
fisioloficas, incluindo diminui¢do da taxa de oxidagdo de Fe*™ e de fixagdo de CO,, acarretando em
um declinio do metabolismo celular (Seeger & Jerez, 1993). Amaro et al. (1993) mostraram que a
quantidade de lipopolissacarideos, componente da matriz de polissacarideos envolvida na
colonizagdo do minério por A. ferrooxidans, aumenta quando ela ¢ submetida ao crescimento na
auséncia de fosfato. Farah et al. (2005) relataram a indugdo do gene afel, um componente chave na
regulacao do sistema “quorum sensing”. De fato, o metabolismo bacteriano de fosfato e polifosfatos
tem sido correlacionado com a formagao de biofilme e com vias regulatorias por “quorum sensing”
(Rashid et al., 2000). A fosforilacao das chaperonas DnaK e GroEL em 4. ferrooxidans submetida a
privagdo de fosfato também foi relatada (Seeger et al., 1996), sugerindo que chaperonas, em geral,
estdo envolvidas na resposta de A. ferrooxidans a diferentes tipos de estresse.

Vera et al. (2003) identificaram através da andlise in silico, ortdlogos dos principais genes do
regulon pho de E. coli em A. ferrooxidans. Apesar dos produtos putativos das ORFS terem

apresentado peso molecular semelhante ao de seu ortélogo, os pontos isoelétricos e a organizagao
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destes genes diferem em algum nivel, o que pode ser um reflexo das diferengas na regulacao dos
mesmos. De acordo com Vera et al. (2008), 4. ferrooxidans é capaz de crescer na auséncia de
fosfato inorganico devido a expressdo do operon CP-lyase. Este operon permite a utilizacdo de
fosfanatos, uma classe de compostos organicos que possuem uma ligagdo C-P inerte e muito
recalcitrante a degradacdo microbiana. At¢ o momento, 4. ferrooxidans € o primeiro micro-
organismo quimiolitotroéfico capaz de utilizar fosfanatos como fonte de fosfato.
Uma andlise do genoma anotado de A. ferrooxidans ATCC 2370 revelou a presenca dos
seguintes “clusters” génicos potencialmente envolvidos no metabolismo de fosfato:
e Ppx (AFE 1643, exopolifosfatase, também envolvida com processos de resisténcia a
metais pesados) phoU (AFE 1644, proteina regulatéria de transporte de fosfato), pstB
(AFE 1645, fosfato ABC transportador dependente de ATP), pstA (AFE 1646,
permease fosfato ABC transportador), pstC-2 (AFE 1647, permease fosfato ABC
transportador), pstS-2 (AFE 1648, PstC, ABC transportador — proteina de ligacdo ao
fosfato), phoR (AFE 1649, proteina regulatéria PhoR), phoB (AFE 1650, proteina
regulatoria de ligacdo ao DNA).
o pstC-1 e pstS-1 2 (AFE 1150 e AFE 1151) codificam para uma fosfato permease e
uma proteina periplasmatica de ligacao ao fosfato, respectivamente;

e ppk (AFE 1210) proteina envolvida no estoque de polifosfato.

A determinagdo do estado fisiologico de A. ferrooxidans em situagdes de limitagdo de fosfato
¢ particularmente importante quando os micro-organismos sdo crescidos na presenca de arsenato.
Sendo um analogo estrutural do fosfato, arsenato entra nas células através do sistema de transporte

de fosfato inorganico (Pit -phosphate inorganic transporter, constitutive system) e do Pst, que ¢ o
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sistema de transporte de fosfato inorganico induzivel (Van Veen, 1997). Como consequéncia, a
resisténcia de 4. ferrooxidans ao arsenato depende ndo apenas da presenca de um operon ars de
resisténcia a arsénio, mas também da concentragdao de fosfato presente no meio de crescimento
(Varela, 1998).

Como visto, tanto o estresse térmico como o estresse causado pela privagdo nutricional por
fosfato gera uma resposta comum conhecida como resposta ao choque térmico ou “heat shock
response”. Um detalhamento deste processo sera feito, pois sera necessario em muitos pontos ao

longo desta tese.

2.5. Respostas bacterianas a estresses

As proteinas do choque térmico, ou HSPs, compdem um maquinario celular envolvido no
renovelamento, reparo e degradagdo de proteinas danificadas (Lindquist, 1986). A indugdo das HSPs
¢ transiente e isto representa um mecanismo homeostatico e de protecdo para que 0os organismos
possam enfrentar o estresse fisiologico e ambiental.

O termo proteinas do choque térmico foi usado pela primeira vez em 1962 por Ritosa ao
observar que o aumento da temperatura levava a uma mudanga no padrdo de cromossomos
politénicos e a alteracdo dos genes expressos na glandula salivar de larvas de Drosophila busckii.
Posteriormente, esses genes diferencialmente expressos devido a variagdo de temperatura foram
clonados e seus produtos protéicos chamados de proteinas de choque térmico - HSP (Tissiérs et al.,
1974). A resposta ao estresse descrita para larvas de D. busckii ¢ aparentemente universal, ocorrendo
tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos (Lindquist, 1986). Além disso, a estrutura
primaria da maioria das HSPs ¢ bastante conservada evolutivamente, sugerindo uma similaridade

funcional em todos os organismos. O estresse oxidativo, a privacdo nutricional, a exposicao celular a
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metais pesados e variagdes no pH dentre outros, sdo fatores que estdo também associados a
expressao de proteinas de choque térmico (Lindquist, 1986).

HSPs sdao comumente divididas em dois grupos, chaperonas moleculares e proteases.
Juntamente, as chaperonas e proteases constituem o principal arsenal celular no combate aos efeitos
de alguma forma de estresse, devido a suas habilidades em remover proteinas danificadas e em
promover a regulacdo da expressao de diversos genes que codificam chaperonas e proteases

(Dougan et al., 2002).

2.5.1 Chaperonas moleculares

As chaperonas moleculares constituem uma familia de proteinas importante na resposta ao
estresse. Trata-se de proteinas que interagem com diversos substratos protéicos para auxiliar na
obtencdo da conformacdo tridimensional adequada ou no encaminhamento destas proteinas para
degradacdo (Arsene et al., 2000). Consequentemente, as proteinas de choque térmico auxiliam na
recuperacdo celular apos o estresse reparando proteinas mal-formadas ou entdo promovendo sua
degradacdo. Este grupo de proteinas ¢ classificado de acordo com a massa molecular que possuem,
por exemplo, HSP100 (Clps), HSP90, HSP70, HSP60 e HSP20 ou sHSP (small HSPs).

Apesar de serem denominadas proteinas de choque térmico, muitas destas proteinas sdo
expressas também em condi¢do normal. Por exemplo, em E. coli, a principal proteina de choque
térmico da familia das HSP70 ¢ a DnaK, que sendo seu gene codificante expresso em condigdes
normais de crescimento. A sequéncia de aminodcidos da proteina DnaK ¢ altamente conservada em
bactérias, como em Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis, Lactobacillus

sakei, Streptomyces coelicolor e espécies dos géneros Mycobacterium, Bacillus e Streptococcus
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(Gupta & Singh, 1994; Rensing & Maier, 1994; Gupta, 1998). De fato, esta chaperona ¢ considerada
uma das proteinas mais conservadas (Macario & Macério, 1999) e ¢ a HSP melhor estudada.

As principais fungdes da proteina DnaK sdo auxiliar a montagem e hidrolise de proteinas,
prevenir a agregacao dos polipeptidios, ajudar na translocagdo de proteinas entre os compartimentos
celulares e evitar a formagao de grandes complexos protéicos (Gething, 1997). A atividade de DnaK
esta intimamente relacionada com a dependéncia de ligagdo com ATP, que fornece energia para que
esta chaperona se ligue a proteinas para ajudar na montagem, reparo ou degradacao de proteinas
recém montadas ou desnaturadas. Além disso, para que a DnaK se ligue as proteinas, ¢ necessaria a
participacdo de co-chaperonas: HSP40 (Dnal) e GrpE (Mayer & Bukau, 1998). Estas trés proteinas
constituem a maquinaria necessaria para auxiliar outras proteinas a adquirir sua conformacao nativa
(Parsell & Lindquist, 1993).

Na maioria das bactérias Gram-negativas como FE. coli, a resposta ao choque térmico e a
expressao de HSPs sdo principalmente e positivamente reguladas em nivel transcricional pelo fator
alternativo da enzima RNA polimerase sigma 32 - o (Bukau, 1993), codificado pelo gene rpoH.
Porém, a expressao dos genes também pode ser regulada negativamente em reposta ao choque
térmico (Narberhaus, 1999). Um exemplo ¢ o gene ArcA que codifica um repressor do gene groEL
em Bacillus subtilis.

A expressao do gene rpoH ¢ determinada pelo balanco homeostatico entre a ligagdo da DnaK
com proteinas desnaturadas e da interagdo da DnaK com o fator o>’ (Gamer et al., 1992). Quando as
células encontram-se em condi¢des normais, a concentragao de proteinas desnaturadas ¢ reduzida e a
chaperona DnaK livre se liga ao fator 6°2, reduzindo a transcri¢io dos genes de proteinas de choque
térmico (Gamer et al., 1992). Sob condi¢gdes de choque térmico, a DnaK liga-se preferencialmente
com proteinas desnaturadas, e desta forma o fator o> fica livre para se ligar a RNA polimerase, e

este complexo fator 6°>/RNA polimerase induz a transcri¢do especifica de genes de choque térmico,
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incluindo os genes dnakK e rpoH. Algumas proteinas necessitam de outra chaperona, GroEL, para o
processo de renaturagao ser completado.

A proteina GroEL também é uma HSP cuja expressdo é controlada pelo fator 6°%. Assim como
DnaK, GroEL ¢ altamente conservada, ATP-dependente, e possui atividade de chaperona ligando-se
a proteinas em estado nao-nativo e auxiliando a recuperagdo de suas formas nativas (Fayet et al.,
1989). GroEL e sua co-chaperona GroES sdo proteinas essenciais ndo somente em condi¢des de
estresse, mas também sob condi¢des normais (Fayet et al., 1989). Em E. coli, estas duas proteinas
sdo co-expressas a partir do operon groESL (Bukau, 1993). Especula-se que os substratos
fisiologicos de GroEL sejam proteinas estruturalmente instaveis que portanto requerem a chaperona
permanentemente para manutencdo conformacional (Houry et al., 1999).

Outro grupo de HSPs induzidas por choque térmico inclui proteinas de baixo peso molecular
(10 kDa a 30 kDa), denominadas small HSPs (sHSPs), HSP da familia 20 ou ainda a-HSP, sendo
que a denominagdao sHSP foi a adotada neste trabalho. As sHSPs sdo encontradas em praticamente
todos organismos em numero geralmente maior que um, contudo, alguns organismos eucariotos
podem conter mais que 65 sHSP (Han et al. 2008). Esta classe de proteinas confere termotolerancia a
culturas celulares durante incubagao prolongada a temperaturas elevadas (Laksanalamai et al. 2006).
Isto demonstra a habilidade das sHSP em proteger outras proteinas celulares e em manter a
viabilidade celular sob condi¢des de estresse extremo, possivelmente devido a sua habilidade em se
associar com proteinas, impedindo agregacao irreversivel e desnaturacao.

As sHSP possuem diversas caracteristicas que as distinguem das demais HSPs: elas sdo
chaperonas independentes de ATP, sdo ativas na forma de complexos oligoméricos e exibem uma
ampla capacidade de ligacdo a substratos (Han et al. 2008). Estudos recentes indicam que sHSPs sdo

importantes para termoestabilidade, desagregacdo protéica e inibicdo da protedlise. Essas fungdes
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podem ser aproveitadas para varias aplicagdes, incluindo nanobiotecnologia, protedmica,
bioprodugdo e bioseparacao (Han et al. 2008)

Em E. coli foram descritas duas sHSPs desta familia, IpbA e IpbB (Kuczynska-Wisnik et al.
2002). A expressio de ambas as proteinas ¢ induzida positivamente pelo fator 6> em E.coli (Bukau
1993). A inducao da expressdao destas sHPSs ocorre em células que foram cultivadas a 30°C e
posteriormente submetidas a 45°C durante 15 min (Kuczynska-Wisnik et al. 2002). A proteina IbpB
(16 KDa) se liga com IbpA para formar um “corpo de inclusao”. Esta estrutura ¢ formada
rapidamente no citoplasma da célula quando a concentragdo de proteinas em conformacao nao-
nativa aumenta. Este acimulo ¢ responsavel pela inducdao da transcri¢ao de IbpA e IbpB que se
aderem as proteinas nao-nativas formando o corpo de inclusdo e direcionando algumas destas
proteinas para as chaperonas DnaK e GroEL. Analises por eletroforese desnaturante (SDS-PAGE)
de agregados protéicos mostraram que IbpA e IbpB em E. coli sdo as proteinas mais abundantes na
fragdo insoluvel, embora a concentracao de IpbB seja menor que a de IbpA (Kuczynska et al. 2002).
Isto sugere que ambas as proteinas atuam em conjunto na estabilizacdo dos agregados protéicos pds-
choque térmico. E interessante notar que proteinas chaperonas ATP-dependentes (DnaK/Dnal,
GroEL/GroES) previnem a formagao de agregados protéicos em E. coli (Parsell & Lindquist 1993),
enquanto que IbpA e IbpB, ambas proteinas nao-dependentes de ATP, exercem um efeito oposto.
Outro fator importante ¢ que depois de uma mudanga de temperatura de 30°C para 42° C, o nivel
celular de IbpA e IbpB em E. coli aumenta aproximadamente 10 vezes, enquanto que a concentra¢ao
de DnaK e GroEL apenas 2 vezes (Mock et al. 1999).

Outra proteina envolvida na resposta ao estresse, a proteina UspA, conhecida como proteina
de estresse universal, ¢ também uma pequena proteina citoplasmatica codificada pelo gene uspA cuja
expressdo ¢ aumentada quando a viabilidade celular ¢ alterada devido a varios agentes de estresse,

seja choque térmico, falta de nutrientes ou agentes toxicos (Nystrom & Neidhardt 1994). Além
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disso, em E. coli a inativagdo do gene uspA torna a bactéria mais sensivel aos agentes estressantes
(Nystrom & Neidhardt 1994). Bochkareva e colaboradores (2002) notaram que UspA foi co-
sedimentada com GroEL durante o processo de purificacdo. Apos adicdo de ATP e GroES, UspA foi

liberada demonstrando que existe interagdao entre GroEL e UspA.

2.5.2. Protedlise e complexos proteoliticos bacterianos

Os processos celulares sdo controlados por diversos tipos de regulagdo. A proteodlise ¢ um
destes mecanismos de regulacdo por constituir uma importante forma de qualidade da sintese
protéica e, consequentemente, representar uma regulacdo precisa dos niveis de diversas enzimas
metabolicas (Sauer et al. 2004).

A protedlise em procariotos e eucariotos ¢ realizada majoritariamente por complexos
proteoliticos dependentes de energia (Parsell & Lindquist 1993). Tais complexos proteoliticos sdo
capazes de clivar um amplo espectro de ligacdes peptidicas. No entanto, apenas proteinas anormais
e/ou proteinas com tempo de vida curto sdo degradadas (Sauer et al. 2004). Esta regulagdo especifica
e precisa de degradagdo protéica depende de fatores reguladores que se associam aos complexos
proteoliticos e que podem incluir até 6 ATPases diferentes e outras proteinas acessorias (Sauer et al.
2004).

Em células eucarioticas, a principal via de degradagdo protéica dependente de ATP envolve a
conjugacdo de ubiquitina as proteinas alvo a serem degradadas. As proteinas ubiquitinadas sdo entdo
degradadas pelo complexo protéico denominado proteasomo 26S (Pickart & Cohen 2004). J4 em
procariotos, a degradacdo protéica ¢ realizada por pelo menos cinco complexos proteoliticos
dependentes de ATP, ClpAP, ClpXP, hslUV (ClpYQ), Lon e FtsH (Sauer et al. 2004). Esses

complexos apresentam uma arquitetura do tipo “pilha de anéis” e sao formados por dois
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componentes funcionais: um centro proteolitico em forma de barril (ClpP ou ClpQ /HslV) e uma
chaperona ATPase da familia AAA+ que forma um anel hexamérico (ClpA, ClpC, CIpE, ClpX ou
HslU). A chaperona ¢ responsavel pelo reconhecimento do substrato, desnovelamento e
segmentagao da cadeia polipeptidica, enquanto o barril proteolitico possui multiplos sitios ativos de
serina e treonina que habilitam a hidrdlise de proteinas em peptideos (Sauer et al. 2004).

Essa arquitetura de dois componentes das proteases Clps e a existéncia de dois centros
proteoliticos e diferentes chaperonas resultam em varios possiveis complexos. A protease ClpP pode
interagir com as chaperonas ClpA, ClpC, CIpE e ClpX, enquanto ClpQ interage exclusivamente com
ClpY formando o complexo ClpYQ (também chamado HslUV).

Praticamente toda espécie bacteriana possui o complexo ClpXP e as proteases Lon e FTsH
(Kress et al. 2009), isso torna o complexo ClpXP o mais ubiquo de todos os complexos proteoliticos.
ClpA e ClpC sao ortdlogos e usualemente um ou outro estdo presentes no genoma bacteriano. ClpA
¢ encontrada em proteobactéria Gram-negativas enquanto ClpC ¢ encontrado em bactérias Gram-
positivas e cianobactérias. ClpYQ existe na maioria das proteobactéiras podendo também ser
encontrado em algumas bactérias Gram-positivas.

As proteinas que interagem com a peptidase ClpP apresentam um sitio de ancoragem a esta
ultima que consiste de um tripeptideos ([LIV]-G-[FL]) localizado dentro do dominio D2 (Kress et
al. 2009). Interessantemente, essa regido ¢ ausente em todos ClpBs homodlogos examinados, o que
explica por que ClpB atua independemente de ClpP apesar da grande similaridade que ClpB possui
com ClpA. Ainda, ClpB age juntamente com a chaperona DnaK na desagregacdo e renovelamento
de proteinas (Mogk et al. 1999).

As proteinas ClpA, ClpX e ClpC regulam a protedlise através de sua interagdo com ClpP e
atuam também como chaperonas em varias reagdes celulares tais como a ativagdo da proteina RepA

do fago P1 e a montagem da transposase Um (Kress et al. 2009). Em E. coli, ClpA e ClpX sdo as
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proteinas reguladores de CLpP enquanto em outras bactérias ClpC ¢ o equivalente evoluciondrio de
ClpA (Mock et al. 2004). Na presenga de ClpX, ClpP degrada proteinas envolvidas no controle de
replicacdo, transcri¢ao e tradu¢ao como as proteinas - O, Phd e fator 6 RpoS (Mock et al. 2004). Na
presenca de ClpA, ClpP degrada proteinas fusionadas a proteina B-galactosidade através de um
mecanismo que depende diretamente da natureza do aminoacido terminal (Mock et al. 2004). Como
parte do complexo CIpAP, a proteina ClpA exerce multiplas funcdes: reconhecimento do substrato,
hidrolise de ATP, desnovelamento do substrato, translocacao do substrato para o centro proteolitico
e ativagdo alostérica da atividade da peptidase (Hoskins et al. 1998). CIpA reconhece sequéncias
especificas no N e no C terminal dos seus substratos. Uma vez reconhecido, o substrato ¢
desnovelado e translocado para a cavidade proteolitica de ClpP (Hoskins et al. 1998).

Como anteriormente mencionado, ClpB ndo esta estruturalmente nem funcionalmente
relacionada a peptidase ClpP e ndo direciona seus substratos para degradacao (Kim et al. 2000). Pelo
contrario, ClpB tem uma notavel capacidade em resgatar agregados protéicos ¢ mediar a sua
desagregacao (Kim et al. 2000), processo que requer a assisténcia do sistema DnaK (Mogk et al.
1999). A proteina ClpB distingue das demais HSP 100 por conter uma regido central mais longa
conhecida como “espacador” que separa os dominios D1 e D2 e ¢ essencial para a atividade
chaperona e para desagregacao protéica (Kim et al. 2000).

Outra proteina chave nos complexos proteoliticos bacterianos ¢ a proteina adaptadora ClpS.
Uma das formas de garantir a especificidade e a diversidade funcional das proteinas AAA+ ¢ através
de proteinas adaptadoras (Mogk et al. 2004). As proteinas adaptadoras constituem uma nova classe
de proteinas que modulam a especificidade de ligacdo e a atividade de chaperona de proteinas
AAA+. Estas proteinas ndo s3o relacionadas estruturalmente e variam consideravelmente de
tamanho, embora tendam a ser pequenas na maioria dos casos (Dougan et al. 2002). As proteinas

adaptadoras podem exercer os seus efeitos ligando-se diretamente aos seus substratos ou formando
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complexos (Mogk et al. 2004). Varias proteinas adaptadoras foram caracterizadas nos ultimos anos
em procariotos € em organismos superiores (Dougan et al. 2002).

A proteina ClpS exerce atividade moduladora da atividade do complexo CIpAP (Dougan et al.
2002). O gene clps codifica uma proteina de 106 aminodcidos e, analises de bioinformatica,
revelaram que existem dois homologos de ClpS distintos em bactérias (Lupas & Koretke, 2003). No
primeiro grupo, clpS estd presente ao lado ou préximo de clpA4, e encontra-se universalmente
distribuida em proteobactérias e em organismos superiores como fungos e animais. No segundo
grupo, a proteina ClpS estd presente em organismos que nao possuem CIpA tais como
actinobactérias e cloroplastos, sugerindo que esta proteina possui atividades moduladoras de outras
proteinas. A. ferrooxidans se encontra no primeiro grupo.

A proteina ClpS apresenta dois residuos (E79 e K84) envolvidos no contato com ClpA que sao
essenciais ndo apenas para a formagao do complexo ClpAS mas também para a propria degradacao
do substrato (Dougan et al. 2002). Os residuos correspondentes ndo estao presentes na chaperona
ClpB (Kim et al. 2000) o que pode explicar porque ClpS modula apenas a atividade de CIpA apesar
da elevada similaridade entre esta ultima e ClpB. Apesar da proteina ClpS ser necessaria pra a
degradacao eficiente de proteinas agregadas pelo complexo CIpAP, ela ndo ¢ essencial para que tal

degradacao ocorra in vivo (Dougan et al. 2002).

2.6 . Técnicas aplicadas no estudo

2.6.1. PCR em tempo Real

A técnica da RT-PCR em tempo real permite a quantificagdo da expressao de genes induzidos

em resposta a diferentes condi¢des. A quantificacdo ¢ baseada no nliimero de transcritos de um dado
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gene presente no cDNA em estudo, pois a quantidade de mRNA, produto direto da expressao génica,
¢ diretamente proporcional a atividade da célula. Isso permite quantificar a expressao de genes
relacionados a diferentes processos fisiologicos e/ou metabdlicos em uma dada condicao de cultivo
(Huggett et al., 2005).

Para se obter a quantificacdo relativa de genes de interesse se torna necessario a utilizagao de
“housekeeping genes” ou controles endogenos. Os controles enddgenos sdao assim chamados porque
sd0 expressos constitutivamente e sao necessarios para sobrevivéncia da célula (Huggett et al.,
2005). O controle enddgeno escolhido neste trabalho foi gene alaS que codifica uma Alanil tRNA
sintetase. Este mesmo controle endogeno foi usado com sucesso em um estudo sobre a regulacao da
expressao génica do operon rus em A. ferrooxidans (Yarzabal et al. 2004).

O ensaio realizado no presente trabalho foi baseado no sistema de detec¢do com o marcador
SYBRGreen, em combinagdao com um sistema analitico de PCR em tempo real. Esta molécula,
quando livre ndo emite fluorescéncia, mas quando ligada a cadeias duplas de DNA emite um forte
sinal luminoso. O fluordéforo tem a capacidade de se ligar as cadeias duplas de DNA que, com a
excitagio da luz emitida pelo sistema 6ptico do termociclador, emite uma fluorescéncia verde. A
medida que se vao formando mais cadeias duplas de DNA por reacdo em cadeia de polimerase, mais
moléculas de SYBRGreen se vao ligando a estas. A reagao ¢ monitorizada continuamente, sendo o
aumento da fluorescéncia observado em tempo real. Durante as etapas de desnaturagdo, devido a
quebra das cadeias duplas de DNA, as moléculas de SYBRGreen libertam-se, diminuindo a
fluorescéncia. Uma vez que a detec¢do da fluorescéncia ocorre no final de cada etapa de extensao de
cada ciclo de PCR, ¢ possivel monitorizar a quantidade crescente de DNA amplificado, sendo que a
intensidade do sinal gerado ¢ diretamente proporcional a quantidade de produto formado.

Em analises de PCR em tempo real, a quantificagdo da expressdo ¢ baseada no ciclo limiar ou

ciclo “threshold” (CT). O CT ¢ definido como o primeiro ciclo de amplifica¢do, no qual o sinal de
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fluorescéncia ¢ maior que o nivel minimo de detec¢ao, indicando que os produtos de PCR tornam-se
detectaveis (Huggett et al. 2005). No final das reagdes de amplificacdo ¢ também determinado o
“melting temperature”, ou seja, a temperatura a qual ocorre a quebra da cadeia dupla de DNA. Para
um dado par de “primers”, a temperatura de desnaturagdo ¢ sempre igual. Assim, € possivel
determinar se a fluorescéncia lida se deve a amplificacdo do DNA alvo ou, por exemplo, a formagao

de dimeros de “primers”.

2.6.2. Protedmica

A protedmica ¢ definida como a andlise sistematica do proteoma, em que Mark Wilkins e
Keith Williams (1994), definiram como do conjunto de proteinas expressas por um genoma, célula
ou tecido em uma condi¢do especifica. A protedmica permite identificar e quantificar o numero de
proteinas que influenciam diretamente a bioquimica celular e prover uma anélise do estado celular,
ou mudancas que ocorrem durante o crescimento, desenvolvimento ou resposta a fatores ambientais
mostrando-se como uma tecnologia util no estudo de sistema biologicos altamente dindmicos e
complexos.

A protedmica ¢ uma ferramenta que vem complementar o estudo do genoma. O
sequenciamento completo do genoma de um organismo gera os chamados quadros abertos de leitura
ou ORFs (Open Reading Frames), que sdo sequéncias de bases que tem o potencial de codificar
proteinas. Algumas destas ORF’s codificam proteinas hipotéticas, que sdo proteinas que nao
apresentam ainda uma anotacdo funcional confidvel. Aproximadamente 30% das ORF’s de
organismos ja sequenciados codificam para proteinas hipotéticas e, portanto a confirmacdo de um
produto génico através da analise protedmica ¢ um passo importante complementar a anotacao do

genoma.
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Inimeras possibilidades de interacdes entre as proteinas tornam o proteoma ainda mais
complexo, uma vez que a fungdo molecular de uma proteina isolada pode nao ser a mesma que a
funcdo dessa proteina num ambiente celular complexo. A estrutura tridimensional da proteina
também vai interferir no papel funcional que desempenha (Kress et al. 2009). Desta forma, a
protedmica tem como objetivo estudar as propriedades das proteinas, seus niveis de expressao, suas
fungdes, modificagdes pos-traducionais, interacdes entre proteinas € mecanismos regulatorios. Uma
descricdo completa do proteoma de um organismo pode fornecer ndo apenas um catdlogo do
conjunto de proteinas que esta sendo expresso pelo genoma, mas também dados de expressao celular

sob condi¢des definidas e a distribuicdo dessas proteinas na célula.

2.6.3. FT1R - Infravermelho com transformada de Fourier

A habilidade dos micro-organismos de se adaptarem a diferentes temperaturas tem atraido
consideravel atengdo. Neste contexto € proposto que as propriedades das membranas bioldgicas sdao
fundamentais para a sobrevivéncia e crescimento em diferentes temperaturas (Arthur & Watsnon
1976). De uma forma geral, os componentes do envoltorio celular (parede e membrana celulares)
estdo fortemente sujeitos a modificacdes de acordo com condi¢cdes ambientais e/ou de cultivo
(Arthur & Watsnon 1976).As membranas celulares sdo consideradas estruturas macromoleculares
termo-sensiveis e sinalizam quando ocorre acimulo de proteinas desnaturadas e/ou danificadas na
célula, ativando genes de choque térmico, os “heat shock genes” (Cordwell 2006). Esta sinalizacao
se da principalmente por eventos de fosforilacdo de proteinas (Kennelly & Potts 1996).

Tendo em vista que a técnica de FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier - do inglés
Fourier transformed infrared) ¢ uma técnica utilizada a mais de 40 anos para a caracterizagdo de

micro-organismos baseando-se em seus diferentes espectros de infravermelho (Norris 1959) e tem se

29



mostrado uma ferramenta 1til para avaliar a diferenca da composi¢do quimica de bactérias em
diferentes estagios de crescimento, em diferentes meios de cultura e na classificagdo em espécies e
em subespécies (Naumann et al. 1991), ela foi adotada neste trabalho como uma estratégia para
avaliar as modificagdes sofridas por A. ferrooxidans quando submetida ao aumento da temperatura
otima de crescimento e a privagao de fosfato. O uso desta abordagem foi encorajado pelo trabalho
desenvolvido por Yu e Irudayaraj (2004) onde mostraram que o citoplasma e o envelope celular
bacteriano apresentam caracteristicas espectroscopicas diferentes. Desta forma, o FTIR neste estudo
foi usado para investigar se € em que propor¢do o envelope celular de A. ferrooxidans ¢ afetado
mediante os estresses propostos.

A espectroscopia de infravermelho ¢ uma radiacdo eletromagnética que fornece uma
impressao digital da amostra. As bandas de absor¢do no espectro sdo causadas por movimentos de
rotacdo, vibragdo ou rotacdo-vibragao das moléculas em analise. Como cada composto ¢ uma
combinagdo uUnica de atomos, dois compostos distintos nunca apresentam 0 mesmo espectro
(Schmitt & Flemming 1998).

A regiio do espectro entre 4000 e 500 cm™ detém bandas caracteristicas e uteis na
caracterizacio de micro-organismos, sendo que, a regido abaixo de 1500 cm™ tem sido referida
como regido do fingerprint metabdlico (Schmitt & Flemming 1998). O fingerprint metabodlico
detecta possiveis mudancas decorrentes da resposta a um determinado fator (Gidman et al. 2003)
podendo elucidar alteragcdes metabdlicas, sem, contudo detalhar vias bioquimicas (Gidman et al.
2003).

Em diferentes bactérias, os grupos funcionais sdo bastante parecidos e geram sinais muito
semelhantes. Contudo, a quantidade e a distribuicdo de tais grupos funcionais sdo altamente
variaveis, permitindo uma andlise eficiente (Naumman et al. 1991). Em A. ferrooxidans, a técnica de

FTIR por reflectancia difusa foi utilizada para caracterizar células cultivadas na presenca de ferro e
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enxofre, tendo sido demonstrado que as propriedades de superficie desta bactéria sao afetadas pelas
condig¢des de cultivo (Sharma et al. 2003).

A espectroscopia por refletincia difusa € principalmente observada em amostras soélidas
pulverizadas, sendo sua aplica¢do pratica muito difundida na literatura, podendo ser utilizada em
equipamentos que operam na regido do infravermelho préximo (Pasquini 2003), associada a sigla
NIRRS, Near Infrared Reflectance Spectroscopy, ou simplesmente NIRS. A refletancia difusa ¢
observada quando uma luz incide em uma matriz descontinua, penetra na amostra (amostras do tipo
po, solido, placa ou filme) e reflete trazendo informacdes espectrais. O caminho percorrido pela luz
no interior da matriz pode ser considerado aleatério devido a multiplas reflexdes, algumas das quais
apods percorrer o interior de algumas particulas que constituem a amostra. Desta forma a luz refletida
pode ser atenuada por absorcdo e o espectro resultante ¢ similar ao obtido através da técnica no
infravermelho por transmissao utilizando KBr (brometo de potassio). Uma importante diferenca
entre a transmissdo e a refletdncia se da devido o diferente caminho Optico percorrido pela luz.
Enquanto que na transmissao o caminho Optico ¢ constante para todo nimero de onda, na refletancia

por sua vez, o caminho pode ser variavel.

2.6.3.1. Analise multivariada

A andlise multivariada ¢ a rigor, qualquer abordagem analitica que considere o comportamento
de duas ou mais varidveis simultaneamente, num vasto campo do conhecimento que envolve uma
grande multiplicidade de conceitos estatisticos e matematicos (Pereira, 1999). Os métodos de analise
multivariada aplicados na modelagem de informagdes quimicas fazem parte da 4area da
quimiometria, € sao assim denominados, pois no caso da espectroscopia permitem manipular dados

de absorbancia espectrais associadas a uma ou mais frequéncias ao mesmo tempo. Estes métodos
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tém recentemente tornado possivel modelar propriedades quimicas e fisicas de dados simples e

complexos, a partir de dados espectroscopicos.

2.6.3.2. Anilise por Componentes principais (PCA)

A analise por componentes principais (PCA) ¢ um dos métodos mais comuns empregados na
analise de informagdes (Brown 1995; Ferreira 2002), a qual tem por objetivo reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados original, a partir de combinagdes lineares dessas variaveis,
preservando a maior quantidade de informagao possivel (variancia). Esta analise vetorial permite
descrever a variacao ou dispercao de um determinado conjunto de dados.

Quando aplicamos um algoritmo de PCA num conjunto de variaveis, como por exemplo,
espectros no infravermelho, o conjunto original destas variaveis ¢ substituido por um novo conjunto
de variaveis denominado de Componentes Principais (CPs). As novas coordenadas das amostras, no
novo sistema de eixos das CP sdo denominadas de “scores” e “loadings”.

A principal caracteristica do CPs ¢ a ortogonalidade, porém o mesmo ¢ facilmente reconstruido
a partir da combinagdo linear das varidveis originais (espectros). Como vantagem, o novo conjunto
de variaveis (CPs), geralmente concentra a maior parte da informacgdo (varidncia) em poucas
variaveis, diminuindo assim a dimensionalidade dos dados, sem perda significativa da informagao
quimica. A maioria dos aplicativos disponiveis utilizam a técnica de decomposicao do valor singular
(SDV) para obter as CPs, sendo neste caso a primeira componente principal (CP1) definida na
direcao (eixo) de maior variancia do conjunto de variaveis originais. De forma decrescente em
termos de variagdo sdo definidas as demais componentes principais, porém estas serdo sempre
ortogonais a CP1 e entre si. Por exemplo, um sistema que seja reduzido a 3 CPs (CP1, CP2 e CP3)

se assemelha ao sistema cartesiano de coordenadas, em que todos os eixos sdo linearmente
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independentes, isto ¢, ortogonais entre si. Para os casos de conjuntos de espectros consideramos
inicialmente matriz de dados X (m x n), sendo que m corresponde ao nimero de amostras
(espectros) e n o numero de variaveis (freqii€ncias do espectro), que pode ser decomposta em 3
outras matrizes, U, S e V (Ferreira, 2002), conforme expressdo: X = USV".

As colunas de U e V sdo ortogonais. A matriz V ¢ a matriz dos pesos, em que a primeira
coluna contém os pesos de PC1 e assim por diante. O produto U x S corresponde a matriz T dos
escores. Por fim, S ¢ matriz diagonal, cujos elementos (valores singulares) contém informagdes
sobre a quantidade de variancia que cada componente principal descreve. A matriz S ¢ importante na
determinagdo da dimensionalidade intrinseca da matriz de dados, podendo os analistas definir
quantas CPs ou fatores devem ser utilizados para analises posteriores. Os autovalores que forem
pequenos serdo excluidos e as informacdes relevantes podem, de alguma maneira, ser separadas,

eliminando-se, assim, os ruidos experimentais.

2.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

A morfologia dos micro-organismos usualmente sofre mudangas em decorréncia de variagdes
no ambiente. A maioria das bactérias termofilicas ¢ pequena e apresenta forma filiforme,
aumentando assim a superficie area-volume e melhorando a velocidade de troca de substancias entre
as células e o meio externo (Allen, 1953). Em bactérias mesofilicas, como A. ferrooxidans, a
influéncia da temperatura no tamanho das células varia entre as espécies; Costa e Anton (1999)
relataram uma diminui¢do no tamanho das células de Salmonella typhimurium com o aumento da
temperatura de incubagdo, contudo, um aumento celular foi observado em levedura, Bacillus e E.
coli (Christophersen, 1973). A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) tem sido

largamente usada no estudo de efeitos de ambientes estressantes em células bacterianas, como por
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exemplo, na analise de alteragdes morfologicas em Pseudomonas pseudoalcaligenes submetida a
temperaturas elevadas (Shi & Xia, 2003) e, desta forma, foi utilizada nesta tese para avaliar as

modificagdes sofridas por A. ferrooxidans sob estresse.

2.6.5. Bioinformatica

Apesar do crescente avanco das técnicas experimentais em biologia molecular, caracterizar e
identificar um nimero consideravel de promotores, presentes em um dado genoma, continua sendo
uma tarefa demorada e cara. Abordagens in silico sdo bastante utilizadas para reconhecer essas
regides em procariotos. In silico ¢ uma expressdo usada no ambito da simulagdo computacional e
areas correlatas para indicar algo ocorrido "em ou através de uma simulagdo computacional". A
expressdo foi cunhada a partir das expressdes latinas in vivo e in vitro, frequentemente usadas na
Biologia. Andlises in silico se tornam cada vez mais comum no campo da biologia gracas aos
avancos da bioinformatica.

Bioinformatica ¢ o estudo e a aplicacdo de modelos e técnicas computacionais aos problemas
de biologia molecular e consiste no desenvolvimento de ferramentas para a manipulacdo e analise de
biossequéncias (DNA ou proteina). Um dos desafios da bioinformética ¢ o estudo da regulagao
génica e o conhecimento da regido promotora de um dado gene. Um gene, em bactérias, ¢ composto
basicamente por uma regido codificadora, por uma regido promotora e por outras regides, também
importantes. A regido codificadora ¢ bem conhecida, mas sobre a regido promotora ndo ¢ trivial
indicar com precisdo a sua localizagdo. Em contraste com regides expressas de sequéncias de DNA,
cuja funcdo se torna aparente quando sdo traduzidas para proteinas ou para outras sequéncias de
DNA, a funcao de um promotor ¢ dada diretamente pela sua sequéncia de nucleotideos. Além disso,

as sequéncias que definem os varios promotores de um organismo podem apresentar variacao
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relativamente pequena entre si, mesmo entre organismos diferentes, mas pertencentes a um mesmo
grupo. Quando esse fendmeno ocorre diz-se que ele se conserva (Almeida & Setubal 1998). Com
base em promotores procarioticos conhecidos, basicamente, ¢ possivel prever trés regides

caracteristicas:

e uma sequéncia de 6 bases de nucletideos (hexamero) centrada em —35 do sitio
inicial de transcri¢do +1;
e um hexamero centrado a —10;

e ¢ aregido que separa os dois hexameros (distancia).

Nos casos conhecidos, a principal caracteristica do promotor consiste no fato de que cada
posicdo de ambos os hexameros obedece a algum tipo de conservacgdo. Por outro lado, o tamanho
(nimero de bases) da regido entre eles, que ¢ variavel, ¢ relevante, enquanto que as suas bases
parecem ndo ter qualquer conservagdo (Qiu, 2003). Ainda que os promotores sejam estruturas de
importancia indiscutivel, a habilidade em identificd-los ¢ menos desenvolvida comparada a de
regides codificantes de um gene. Isso acontece porque os promotores sdo muitos divergentes e, até
os seus padrdes mais caracteristicos, como os hexdmeros centrados nos sitios —35 e —10, nem sempre
sdo conservados (Qiu, 2003).

O uso de ferramentas computacionais tem se mostrado importante para inferir fungdes e
estruturas de sequéncias e proteinas regulatorias. Dentre estas ferramentas, os Modelos Ocultos de
Markov (“Hidden Markov Models” — HMM) constituem a mais utilizada atualmente e que tem dado
melhores resultados no estudo de promotores. Essa preferéncia estd firmada na hipotese de que

regides caracteristicas de promotores, relevantes para que a RNA polimerase se direcione
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corretamente ao sitio +1, devem se apresentar conservadas entre os promotores de um genoma ou até
mesmo entre promotores de genomas de organismos proximos evolutivamente (Almeida & Setubal
1998). Um HMM descreve uma série de observacdes através de um processo estocastico oculto,
tendo uma sequéncia de DNA como uma série de simbolos observados e as posigdes do promotor
como a componente oculta do modelo. Com HMM ¢ possivel tratar de forma probabilistica a
variacdo estrutural dos elementos de uma mesma classe bioldgica, apontando regides conservadas
em sequéncias envolvidas na regulacdo da expressdo génica de organismos procarioticos (Reis,
2005).

Os métodos computacionais sao uma poderosa ferramenta para a resolugdo de problemas
biologicos. Assim, analises in silico foram usadas neste trabalho para predicao de sitios de ligagao

para o fator 6>~ da RNA polimerase em alguns genes do genoma de A. ferrooxidans.
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CAPITULO 3 - OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos de resposta de A. ferrooxidans a
condig¢des de estresse utilizando diferentes metodologias como, Microscopia Eletronica de Varredura

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

3.2. Objetivos especificos:

- Caracterizagdo morfologica das células de 4. ferrooxidans, através de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), mediante ao aumento da temperatura ideal de cultivo e sob a
privacao de fosfato.

- Identificagao de alteragdes no envelope celular através de FTIR — infravermelho com
transformada de Fourier.

- Identificacdo e andlise de proteinas expressas diferencialmente por A. ferrooxidans,
submetida a alteragdes na temperatura e sob privagao de fosfato.

- Analise, através de PCR em tempo real, da expressdao de genes de diversas categorias
funcionais e genes do choque térmico em A. ferrooxidans submetida as condigdes mencionadas

acima.
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CAPITULO 4 - Artigo: Heat and phosphate starvation effects on the proteome,
morphology and chemical composition of the biomining bacteria Acidithiobacillus

ferrooxidans
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Abstract Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram neg-
ative, acidophilic, chemolithoautotrophic bacterium that
plays an important role in metal bioleaching. During
bioleaching, the cells are subjected to changes in the
growth temperature and nutrients starvation. The aim of
this study was to gather information about the response of
the A. ferrooxidans Brazilian strain LR to K,HPO, star-
vation and heat stress through investigation of cellular
morphology, chemical composition and differential prote-
ome. The scanning electron microscopic results showed
that under the tested stress conditions, A. ferrooxidans cells
became elongated while the Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR) analysis showed alterations in the
wavenumbers between 850 and 1,275 cm™!, which are
related to carbohydrates, phospholipids and phosphopro-
teins. These findings indicate that the bacterial cell surface
is affected by the tested stress conditions. A proteomic
analysis, using 2-DE and tandem mass spectrometry,
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enabled the identification of 44 differentially expressed
protein spots, being 30 due to heat stress (40°C) and 14
due to K,HPO, starvation. The identified proteins belon-
ged to 11 different functional categories, including protein
fate, energy metabolism and cellular processes. The
upregulated proteins were mainly from protein fate and
energy metabolism categories. The obtained results pro-
vide evidences that A. ferrooxidans LR responds to heat
stress and K,HPO, starvation by inducing alterations in
cellular morphology and chemical composition of the cell
surface. Also, the identification of several proteins
involved in protein fate suggests that the bacteria cellular
homesostasis was affected. In addition, the identification of
proteins from different functional categories indicates that
the A. ferrooxidans response to higher than optimal tem-
peratures and phosphate starvation involves global changes
in its physiology.

Keywords Acidithiobacillus ferrooxidans - Scanning
electron microscopy - Fourier transform infrared
spectroscopy - Proteome - Stress

Introduction

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative, chemo-
lithoautotrophic, acidophilic bacterium that thrives opti-
mally around pH 2.0 and 30°C. It derives energy from the
oxidation of ferrous iron or reduced sulphur compounds,
and is used industrially in metal bioleaching, a process in
which metal sulphides are converted to water-soluble metal
sulphates (Rawlings 2005). During the bioleaching process,
A. ferrooxidans is often subjected to changes in the ideal
growth pH and temperature, and to nutrients starvation
(Rawlings 2005). These changes can affect the bacterial
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physiology and as a consequence, the efficiency of
bioleaching.

Acidithiobacillus ferrooxidans respond to high temper-
atures by synthesizing several heat shock proteins (HSPs)
(Jerez 1988, Xiao et al. 2009). This bacterium is also able
to acquire thermotolerance (Hubert et al. 1995), which
indicates that it has developed protective mechanisms to
deal with heat stress. This fact is particularly important
since temperature is one of the main factors affecting
metals solubilization during bioleaching (Modak et al.
1996). Indeed, Modak et al. (1996) reported that a tem-
perature-adapted strain of A. ferrooxidans was more effi-
cient during pyrite bioleaching than non-adapted ones.

Regarding phosphate starvation, Seeger and Jerez
(1993) showed a reduction in the A. ferrooxidans growth
rate as well as in its capacity to oxidize ferrous iron and to
fix CO,. Seeger et al. (1996) observed a protein phos-
phorylation increase in A. ferrooxidans cells submitted to
phosphate starvation. Also, the chaperones DnaK and
GroEL are phosphorylated when this bacterium is sub-
jected to phosphate starvation (Seeger et al. 1996), sug-
gesting the activation of a general stress response.
Moreover, the lipopolysaccharides production is altered in
phosphate starved A. ferrooxidans cells (Farah et al. 2005),
which may affect bioleaching since lipopolysaccharides
are part of the polysaccharide matrix involved in ore
colonization.

Little is known about the A. ferrooxidans response to
phosphate starvation and heat stress. Thus, in this work,
three different approaches, namely, scanning electronic
microscopy, FT-IR spectroscopy and proteome analysis,
were used to investigate morphological changes, alterations
in the chemical composition and in the protein profile of
A. ferrooxidans LR cells subjected to such conditions.
These analyses rely on the possibility of bacterial cell
shape being affected by stress, which indicates that mor-
phological changes are correlated to adaptive mechanisms
that enable the cells to survive (Pianetti et al. 2009).
Additionally, FT-IR, a method which measures the overall
composition of a sample by detecting the molecular
vibrations and other motions of chemical bonds, can be
used to characterize modifications in cells grown in dif-
ferent conditions. Finally, the proteome analysis explore
the alterations in the protein profile of the cell.

Materials and methods
Bacterial strain and growth conditions
The A. ferrooxidans Brazilian strain LR (Garcia Jr 1991)

was used for the experiments. The bacteria were grown at
250 rpm in modified T&K liquid medium (Tuovinen and
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Kelly 1972) containing: 0.4 g/l K,HPO,4-3H,0, 0.4 g/l
MgSO4-7H,0, 0.4 g/l (NH4),SO, and 33.4 g/l FeS-
04-7H,0, pH 1.8, adjusted with sulfuric acid. The bacteria
were grown under control conditions (30°C and presence of
K,HPO, in the medium), under heat stress (40°C) and
under phosphate-limiting conditions (absence of K,HPO,
in the medium), as described by Knegt et al. (2008). The
bacteria were grown until 50% of ferrous iron oxidation in
the medium. The growth curve experiments were per-
formed in 250 ml Erlenmeyer flasks containing 100 ml of
T&K medium, pH 1.8, inoculated with 0.75 x 10° cells,
on a rotatory shaker at 250 rpm. Bacterial growth was
monitored by ferrous iron titration with potassium
dichromate.

Scanning electron microscopy (SEM)

Sample preparation for SEM was carried out in duplicate as
described by Shi and Xia (2003), with minor modifications.
Briefly, strain LR was grown at 30°C in the presence of
K>HPO, (control), at 40°C and in the absence of K,HPOy,,
as described above. Cells were harvested, washed and
resuspended in water, pH 1.8. The suspension (approxi-
mately 1 x 10° cells) was filtered through a 0.45 pM
Millix membrane (Millipore, Ireland). The cells in the
Millix membrane were immersed in 2.5% glutaraldehyde/
0.1 M sodium cacodylate buffer for 4 h, washed three
times with 0.1 M sodium cacodylate buffer, treated for 3 h
with 1% OsO4 in 0.1 M sodium cacodylate buffer and
washed three times with sodium cacodylate buffer and
deionised water. Cells were dehydrated by an ethanol series
(30, 50, 70, 90 and 100% ethanol) and stored in 100%
ethanol. Cells were critical-point-dried in a CO, atmo-
sphere (Balzers Critical Point Dryer), mounted on alu-
minium stubs and gold-coated for 3 min in a Sputter Coater
(Balzers, SCD050). They were examined under a JEOL
5800LV scanning electron microscope. Cell dimensions
were measured using the Imagel software (available at
http://rsb.info.nih.gov/ij). The average cellular dimensions
were calculated using 100 individual cells per treatment.
The statistical significance of the observed differences in
length, width and area was verified using one-way
ANOVA.

Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR)

Acidithiobacillus ferrooxidans cells that received different
growth treatments were frozen in liquid nitrogen and
lyophilized. The infrared spectra of the cells were recorded
in an ABB-Bomem MB Series Fourier spectrometer with a
diffuse reflectance attachment. Spectra were collected
using a scan range of 400-3,800 cm™' at a resolution of
4 cm™'. The data were imported into a PLS-Toolbox 4.21
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for Matlab 6.5, and a baseline correction of the data was
performed. In order to decrease concentration effects on the
model, the first derivative spectra were used for the prin-
cipal component analysis (PCA) model development. The
data were also mean-centred.

Protein extraction

Acidithiobacillus ferrooxidans whole cell protein extracts
were obtained as described by Smolka et al. (2003).
Briefly, bacterial cells (~100 mg, wet weight) were
washed three times in 1 ml of washing buffer (10 mM Tris,
pH 8.8, 3 mM KCl, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA and | mM
PMSF) and centrifuged for 2 min at 5,400 x g in a
microcentrifuge (Beckman). The cells were lysed in 200 pl
of 10 mM Tris (pH 8.8), 0.5% (w/v) SDS, 5 mM EDTA
and 1 mM PMSF. Dithiothreitol was added to a final
concentration of 100 mM, and the samples were boiled for
3 min and centrifuged for 2 min at 5,400xg. The protein
concentration in the samples was determined using the Bio-
Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The
protein samples were stored at —80°C.

Two-dimensional gel electrophoresis (2-DE)

2-DE gels and image analysis were performed as described
by Vasconcelos et al. (2005). Briefly, approximately
200 pg of total protein was loaded onto a rehydrated 11-cm
Immobiline DryStrip pH 3-10 or pH 4-10 (GE Healthcare,
USA). Isoelectric focusing was carried out in an Ettan
IPGPhor isoeletric focusing system (GE Healthcare, USA).
The second-dimension separation was carried out on a 15%
acrylamide gel containing SDS. Gels were stained with
0.1% Coomassie PhastGel Blue R-350. The Image Master
2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, USA) was used to detect
and quantify protein spots in the gels. The experiments
were performed in triplicate. The statistical significance of
the observed spots differences was determined using the
Student 7 test (P value < 0.05).

Mass spectrometry

The differentially displayed protein spots were excised
from the acrylamide gels, destained and digested with
sequencing-grade modified trypsin (Promega, Madison,
WI, USA), as described by Vasconcelos et al. (2005).
Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight-
tandem mass spectrometry (MALDI TOF-TOF-MS/MS)
acquisition was performed in an ABI 4700 Proteomics
Analyzer (Applied Biosystems) using 3,5 dimethoxy-4-
hydroxycinnamic acid as the matrix. The obtained tandem
mass spectra were searched against the NCBInr database
and the A. ferrooxidans ORFs database (J. Craig Venter
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Institute) using the Mascot (version 2.1) MS/MS ion search
tool (http://www.matrixscience.com). Cysteine residues
were reduced and alkylated by iodoacetamide to carboxy-
amidomethyl cysteine, and methionine residues were
modified to methionine sulphoxide wherever necessary.
Peptide mass tolerance in the searches was 100 ppm for
MS and 0.6 Da for MS/MS spectra. Peptides were con-
sidered identified when the score value exceeded the
identity or extensive homology threshold value calculated
by Mascot.

Results and discussion
Growth at 40°C and in the absence of K,HPO,4

As shown in Fig. 1, the lag phase was pratically the same
for A. ferrooxidans LR control (30°C and presence of
K,HPO,) cells and cells submitted to stress (40°C and
absence of K,HPO,). During the log phase, the control
cells were able to oxidize the available ferrous iron in 28 h,
whereas the cells submitted to heat stress oxidized the
ferrous iron in 40 h and cells submitted to phosphate lim-
iting conditions in 48 h. These results indicate that growth
was differentially inhibited by heat and phosphate
limitation.

Morphological changes in A. ferrooxidans due
to temperature elevation and phosphate starvation

Temperature elevation and phosphate starvation are two
environmental factors that affect microbial survival and
growth. In order to investigate the effects of these condi-
tions on A. ferrooxidans LR cell morphology, the bacteria
were grown at 30°C in the presence of K,HPO, (control),
at 40°C or in the absence of K,HPO,. After growth, the
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Fig. 1 Growth curves of A. ferrooxidans LR at 40°C (squares),
whitout K,HPO, in the culture medium (circles) and at control
conditions —30°C and presence of K,HPO, (triangles). The error
bars show the standard deviation
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Fig. 2 SEM images of

A. ferrooxidans LR cells.
Bacterial samples were cultured
until 50% of oxidation of Fe**.
a Control. b 40°C. ¢ Phosphate
starvation. Bar = 1 pm.
Magnification: 20,000 (a);
15,000 (b, ¢)

Table 1 The mean cell size of A. ferrooxidans cells grown under normal conditions (control), at 40°C and under phosphate starvation

Control Temperature (40°C) Phosphate starvation

Length (um) Width (um) Area (um?®) Length (um) Width (um) Area (um®) Length (um) Width (um)  Area (um?)
Mean  1.05 0.50 0.45 1.90 0.49 0.86 1.77 0.47 0.77
SD (£) 0.20 0.05 0.09 0.36 0.07 0.19 0.24 0.05 0.14

The values represent the means and standard deviations of the measurements obtained from 100 cells in two independent experiments

cells were analysed by SEM (Fig. 2). Table 1 shows the
means of the measurements for cellular dimensions from
each experiment. The mean cell length and area increased
significantly under both heat (40°C) stress (Fiengn = 417.2,
Faea = 388.9, 199 df, P < 0.01) and K,HPO, starvation
(Flength = 525.6, Fyea = 343.8, 199 df, P < 0.01). The
mean cell width was also significantly altered by K,HPO,
starvation (Fyiqn = 24.3, 199 df, P < 0.01), but it was not
significantly changed during growth at 40°C (Fyiqm = 1.7,
199 df, P = 0.1903).

As shown in Table 1, the most affected parameter was
the cell length, which increased from 1.05 um in control
cells to 1.9 pm in cells grown at 40°C and 1.77 pm in cells
grown in the absence of K,HPO,. Elongation is a wide-
spread phenomenon in bacteria exposed to temperatures
near their upper limit, and has been reported in a number of
microbes, including Pseudomonas pseudoalcaligenes (Shi
and Xia 2003). In cells undergoing phosphate starvation,
however, the morphological changes seem to be species
specific, since Pseudomonas putida forms small, almost
spherical cells (Eberl et al. 1996), while Vibrio sp. form
filaments (Holmquist and Kjelleberg 1993). In agreement
with our work, Seeger and Jerez (1993) showed that A.
ferrooxidans strain R2 also forms filaments under phos-
phate starvation conditions. The mechanisms responsible
for the elongation that occurs when bacterial cells are
subjected to non-optimal temperatures and to phosphate
starvation are not clear. According to van der Veen et al.
(2010), a possible explanation for bacteria cell elongation
is that cell division is blocked due to DNA damage and
induction of SOS response.

The morphological alterations observed in A. ferrooxi-
dans LR cells grown at 40°C and under phosphate
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starvation suggest possible alterations in the membrane, as
well as in the cell wall. These external components of the
bacterial cell are composed mainly of phospholipids and
polysaccharides (Yu and Irudayaraj 2004). To investigate
whether these compounds were affected by the tested
stress conditions, A. ferrooxidans LR cells were analysed
by FT-IR.

FT-IR analysis of A. ferrooxidans cells grown at 40°C
and in the absence of KoHPO,4

The FT-IR technique was used to evaluate differences
among A. ferrooxidans LR cells grown under control
conditions (30°C with K,HPO,), at 40°C and in the
absence of K,HPO,. Typical FT-IR spectra for A. ferro-
oxidans LR are shown in Fig. 3a. The obtained spectra
were analysed using principal component analysis (PCA).
In order to investigate qualitative differences between the
samples in the principal component (PC) space, PCA was
performed on the first-derivative spectra. Several models
were developed based on the first derivative of the full
spectra. Since none of these models yielded a good sepa-
ration between the groups, the spectra were divided into
different regions, and models were built using the mean-
centred first derivative spectra as a data input in the PCA.
The region between 850 and 1,275 cm™', highlighted in
Fig. 3a, presented the best results. Figure 3b shows the
scores of a PCA model built by combining all of the
samples. In this model, three different groups were
observed, showing that the different growth conditions
caused distinct differences in the A. ferrooxidans LR cells.

Figure 4 shows the mean spectra between 850 and
1,275 cm™" for control samples and for samples grown
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Fig. 3 FT-IR results. a FT-IR spectra of A. ferrooxidans cells
cultivated under control conditions, 40°C and phosphate starvation.
The part of the spectrum used to built the model is highlighted. b PC1

under the different stress conditions. This region of the
spectrum reflects the metabolic fingerprint, which enables
the acquisition of sufficient information to elucidate met-
abolic changes without detailing biochemical pathways,
and can indicate whether changes are occurring in response
to a particular factor (Chalmers and Griffiths 2002).
According to Chalmers and Griffiths (2002), the wave-
numbers between 850 and 1,275 cm™! reflect C—O and
C-C stretching and C—O-H and C-O-C deformation of
carbohydrates, except for the band between 1,220 and
1,260 cm_l, which is referred to as P = O stretching of
PO, from phosphoproteins and phospholipids.

In Fig. 4, it can be observed that A. ferrooxidans LR
seems to produce a higher amount of carbohydrates at 40°C
than at 30°C. Since the carbohydrate region of the FT-IR
spectra mainly consists of wavelengths reflected from
compounds present near the bacteria cell surface (Yu and
Irudayaraj 2004), this result indicates that the higher tem-
perature affects the A. ferrooxidans cell wall. In contrast,
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Fig. 4 The mean spectrum of control samples (solid line) and
samples grown at 40°C (a) and under phosphate starvation
(b) (dashed line)
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versus PC2 of PCA model built with control samples (circles),
samples grown at 40° (triangles) and samples grown under phosphate
starvation (stars)

when the bacteria were grown in the absence of K,HPO,, a
slight decrease in carbohydrates was observed. According
to Seeger and Jerez (1993), A. ferrooxidans cells under
phosphate starvation reduce their capacity to fix CO,. It is
possible that under such conditions the bacteria have less
carbon to supply their needs, and this could be a possible
explanation for the observed decrease in carbohydrates.
As stated above, changes in the 1,220-1,260 cm™
region correspond to asymmetric stretching vibrations of
phosphoproteins and phospholipids. As shown in Fig. 4,
A. ferrooxidans cells grown at 40°C showed an increase in
this region, while cells grown in the absence of Ko;HPO4
showed a decrease when compared to the control cells. The
increase of P = O at 40°C might have occurred due to the
effect of temperature on parameters related to cellular
membrane structure, including fatty acid biosynthesis and
lipid-protein interactions. In Bacillus megaterium, Rilfors
et al. (1978) demonstrated that, as temperature increases,
glycerophospholipids with higher melting points and
greater packing densities are incorporated into the mem-
brane. The decrease in P = O in the absence of K,;HPO,
might occur due to low levels of fixed CO,, resulting in
lower levels of phosphoenolpyruvate and cyclic AMP, thus
keeping most proteins in the dephosphorylated form
(Valdes et al. 2008). The results obtained by FT-IR cor-
roborate the morphological alterations observed by SEM.

1

Proteomic analysis

To detect alterations at the protein level, the protein profile
of A. ferrooxidans LR was investigated, using 2-DE and
mass spectrometry, in cells submitted to heat stress and
K,HPO, starvation. The gels with a pH range of 4-7 pre-
sented the best resolutions and were selected to act as
reference maps (Fig. 5a—d). The analytical and biological
variances were calculated from protein extracts obtained
from three independent bacterial cultures and triplicate
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Fig. 5 The reference gel of aH 4

A. ferrooxidans cells cultivated kDm s

under different conditions. BE0 ] 'If"'} .

a control of the temperature s -

experiment; b 40°C; ¢ control of g‘ﬁ‘g L

the phosphate starvation

experiment; d phosphate 290 :

starvation. Total protein R E-_'} e
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electrophoresis (11-cm IPG M ; e
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visualised by Coomassie '}.f‘ * W

Brilliant Blue staining. Circles M L% e
143 & i’b

represent differential proteins
with at least twofold expression.
The enlarged areas show the
relative volumes in a three-
dimensional representation
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2-DE gels. For protein comparison, gel images of each
treatment were calibrated with the correspondent control
gel image using the Image Master 2D Platinum software.
Spots showing at least a twofold change in their expression
level were considered for analysis, resulting in 44 differ-
entially expressed proteins on the tested stress conditions.

Differentially expressed proteins in A. ferrooxidans
cells submitted to heat stress

Thirty protein spots were significantly changed by a tem-
perature shift from 30 to 40°C. Under these conditions, 12
proteins were upregulated and 18 were downregulated
(Table 2; Fig. 5a, b).
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Upregulated proteins

The upregulated proteins belong to the energy metabolism
and protein fate categories, and includes a subunit of the
enzyme NADH-quinone oxidoreductase (NDH-1; spot 1),
which catalyses electrons transfer in the NADH-quinone
oxireductase complex in a proton pump associated reac-
tion. In bacteria this complex usually includes 14 subunits.
In A. ferrooxidans, this biochemical pathway is important,
since this bacterium gains energy by a reverse electron flow
from Fe(Il) to NADH (Valdes et al. 2008). The expression
of NDH-1 was 2.8 fold-higher at 40°C, suggesting that
proton translocation across the membrane raised during
heat stress.
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Table 2 Proteins regulated by heat stress in A. ferrooxidans LR cells

Spot Protein ID (JCVI) Functional Theorical Matched Total ion Expression Fold changesb

number category’ MW (kDa)/pl peptides score (P value)

1 NADH-quinone oxidoreductase, G AFE_0480 EM 83.9/6.3 14 89 Up 2.8 (0.006763)
subunit

2 TonB-dependent receptor AFE_1054 TBP 85.2/6.53 11 100 Down 4.5 (0.000289)

3 DNA ligase, NAD-dependent (ligA) AFE_2283 DM 74.4/6.9 15 66 Down 3.5 (0.02)

4 ATP-dependent Clp protease- subunit ~ AFE_2518 PF 79.4/4.4 5 75 Up 8.6 (0.000263)
(ClpA)

5 Chaperone protein DnaK AFE_0440 PF 68.3/5.0 25 245 Up 5.4 (0.000603)

6 Chaperonin, 60 kDa (GroEL) AFE_2496 PF 58.7/5.4 22 248 Up 2.9 (0.003833)

7 Pyruvate kinase barrel domain protein ~ AFE_2290 U 63.4/6.9 16 33 Down 3 (8.185E—07)

8 Type 1 secretion outer membrane AFE_2463 PF 48.0/6.4 4 116 Up 2.1 (0.001984)
protein, TolC

9 Serine protease, DO/DeqQ family AFE_1685 PF 49.7/7.0 8 166 Up 2.9 (9.74E-05)

10 Fructose -1-6-bisphosphatase AFE_2837 EM 37.3/5.5 11 217 Up 3.8 (0.001046)

11 Carboxymethyleneutenolidase AFE_0887 CP 26.4/6.22 10 70 Down 4.7 (0.000755)

12 Phosphoglycerate kinase pgk AFE_3083 EM 42.1/6.45 15 199 Up 3.1 (0.002303)

13 Mrp protein AFE_0444 U 38.2/5.07 4 91 Down 3.0 (0.0092623)

14 Translation elongation factor P (efp) AFE_2190 PS 20.8/4.98 3 70 Down 2.0 (0.022795)

15 Ribose 5-phosphate isomerase A (rpiA) AFE_2410 EM 23.3/6.25 8 324 Down 2.3 (0.000239)

16 Peptidyl-prolyl cis—trans isomerase AFE_1106 PF 18.4/6.95 3 209 Up 4.7 (1.348E—06)
B (ppiB)

17 Heat shock protein, Hsp20 family AFE_1437 PF 16.7/5.43 9 155 Up 4.4 (0.000103)

18 Co-chaperone GrpE AFE_0439 PF 18.9/4.12 7 84 Up 3.8 (0.002834)

19 FeS cluster assembly scaffold protein AFE_2366 BC 15.2/5.33 4 59 Down 3.8 (2.132E—-06)
IscU

20 Ribulose biphosphate carboxylase, AFE_1395 EM 13.9/5.9 5 250 Down 2.0 (5.232E-05)
rubisco

21 Ribulose bisphosphate cbbS1 AFE_0058 EM 12.6/6.41 5 70 Down 2.0 (0.000239)

22 Glycine cleavage system H protein AFE_2067 EM 13.6/5.29 4 120 Up 2.5 (0.000772)

23 ACT domain protein AFE_2600 U 18.4/4.29 5 220 Down 2.3 (0.000407)

24 Transcription elongation AFE 2401 T 17.4/4,20 4 87 Down 2.5 (0.0007724)
factor GreA (greA)

25 Ferredoxin AFE_2063 EM 13.6/4.11 4 159 Down 2.6 (0.000263)

26 Thioredoxin AFE_1113 EM 12.7/4.25 5 164 Down 6.5 (1.770E—05)

27 Ccarboxysome shell peptide AFE_1400 CP 9.9/5.23 6 273 Down 4.8 (1.215E—-07)

28 Carboxysome shell peptide AFE_1402 CP 11.4/5.2 10 188 Down 3.2 (1.668E—07)

29 Thioredoxin (trx) AFE_2383 EM 12.1/5. 59 5 290 Down 3.0 (0.002663)

30 Conserved hypothetical protein AFE_2669 U 9.4/6.86 4 90 Down 2.5 (0.000610)

# BC biosynthesis of cofactors, prosthetic groups and carriers, CP cellular process, DM DNA metabolism, EM energy metabolism, PF protein
fate, PS protein synthesis, T transcription, TBP transport and binding proteins, U unknown function and enzymes of unknown specificity

" Fold changes of expression levels of differential proteins after heat stress (40°C)

The overexpression of proteins involved in energy
metabolism (spots 10, 12 and 22) could have occurred due
to the necessity to generate ATP for the synthesis of pro-
teins that can deal with heat stress, such as the heat shock
proteins (HSPs).

Most of the overexpressed proteins from the protein fate
category were HSPs and molecular chaperones (Table 2).
Heat shock proteins expression is induced when bacteria
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are exposed to several stress conditions, such as heating,
starvation, presence of toxic elements like heavy metals,
for example, and others. Jerez (1988) showed that DnaK
and GroEL are part of the A. ferrooxidans response to heat
shock. Seeger et al. (1996) demonstrated that these proteins
are induced and have their level of phosphorylation
increased when A. ferrooxidans cells are exposed to several
stress conditions, suggesting that these chaperones could be
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considered a “stress sensor”. In this work, the molecular
chaperones DnaK and GroEL, and the co-chaperone GrpE
(spots 5, 6 and 18) showed an expression 5.4, 2.9 and 3.8
fold-higher at 40°C, respectively. Also, a small heat shock
protein from the HSP 20 family (spot 17) had its expression
increased 4.4 fold at 40°C. According to Kitagawa et al.
(2000), bacterial survival is enhanced by the overexpres-
sion of sHSPs, probably due to a reduction in protein
aggregation. In extremophiles, such as A. ferrooxidans, the
sHSPs are particularly important to assist the protein rep-
ertory to maintain their proper fold and structure under the
harsh conditions faced by these microorganisms (Laksan-
alamai and Robb, 2004).

The chaperone subunit CIpA (spot 4) was also induced
(8.6 fold) by heating. CIpA can interact with the protease
subunit ClpP, resulting in an ATP-dependent protease
complex. ATP-dependent proteases are responsible for the
selective degradation of several cellular proteins, influ-
encing protein quality control and regulation of many
cellular processes. Another proteolytic enzyme that showed
an increased expression under heat was the serine protease
from the DO/DeqQ family (spot 9; 2.9 fold). Proteins from

this family are located in the periplasm, and have both
protease and chaperone functions, however, apparently, the
chaperone function is dominant at low temperatures and
the proteolytic activity is turned on at elevated tempera-
tures (Kim et al. 2003).

Spot 8 was identified as a type I secretion outer mem-
brane protein, TolC, which transports large proteins and
smaller toxic coumponds from inside to outside the cell.
Changes in the environment induce variations in the
membrane fluidity, leading to changes in the membrane’s
structural and dynamic characteristics, affecting the mem-
brane proteins functions (Beney and Gervais 2001). Spot
16 was identified as the peptidyl-prolyl cis—trans isomerase
B (PPIB). Peptidyl-prolyl cis—trans isomerases (PPlases)
have been shown to facilitate the cis—trans isomerization of
proline residues both in vitro and in vivo, and can con-
tribute to the correct folding of damaged and newly syn-
thesised proteins (Hesterkamp et al. 1996). The expression
of spots 8 and 16 was 2.1 and 4.7 fold-higher in the stress
condition. This expression increase was expected due to the
importance of these proteins in the cellular response to
stress.
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Table 3 Proteins regulated by K,HPO, starvation in A. ferrooxidans LR cells

Spot Protein ID (JCVI) Functional Theorical Matched Total ion Expression Fold changesb
number category’ MW peptides score (P value)
(kDa)/pl

31 ATP-dependent Clp protease, ATP-binding ~ AFE_2518 PF 79.4/4.4 5 75 Up 3.0 (0.002657)
subunit ClpA

32 Chaperone protein DnaK AFE_0440 PF 68.3/5.0 25 245 Up 2.1 (0.000279)

33 Aldehyde dehydrogenase (NAD) family AFE_1343 EM 52.7/6.75 11 68 Down 6.8 (0.002809)
protein

34 ATP synthase F1, alpha subunit (atpA) AFE_3127 EM 55.7/6.28 12 101 Up 2.0 (0.002017)

35 Survival protein SurA (surA) AFE_0075 PF 48.1/5.28 3 83 Up 3.2 (0.000144)

36 Malonyl CoA-acyl carrier protein transacylase AFE_1180 FPM 33.6/6.42 1 37 Down 2.4 (1.91E-05)
(fabD)

37 Translation elongation factor P (efp) AFE_2190 PS 20.8/4.98 3 70 Down 2.1 (0.004346)

38 Ribulose biphosphate carboxylase, rubisco AFE_1395 EM 13.9/5.9 5 250 Down 2.8 (0.006388)

39 ACT domain protein AFE_2600 U 18.4/4.29 5 220 Down 2.8 (0.008397)

40 Transcription elongation factor GreA (greA) AFE_2401 T 17.4/4.20 4 87 Down 2,2 (0.00632)

41 Ribosomal protein L7-L12 (rplL) AFE_2147 PS 12.8/4.28 5 31 Down 2.3 (0.018389)

42 FeS cluster assembly scatfold protein IscU AFE_2366 BC 15.2/4.23 4 59 Down 2.0 (0.004833)

43 Carboxysome shell peptide AFE_1400 CP 9.9/5.23 6 273 Down 2.3 (1.77E-07)

44 RNA chaperone Hfq AFE_1202 RF 9.8/5.23 8 87 Down 2.6 (0.005433)

* BC biosynthesis of cofactors, prosthetic groups and carriers, CP cellular process, EM energy metabolism, FPM fatty acid and phospholipid
metabolism, PF protein fate, PS protein synthesis, RF regulatory functions, T transcription, U unknown function and enzymes of unknown

specificity

" Fold changes of expression levels of differential proteins after phosphate starvation stress

Downregulated proteins

The expressions of the translation elongation factor P
(EFP; spot 14) and the transcription elongation factor GreA
(spot 24) were 2.0 and 2.5 fold smaller at 40°C, respec-
tively. This result suggests a decrease in the metabolic rate
of the stressed cells, which can be a strategy that enables
the bacteria to survive under stress. According to van der
Veen et al. (2010), EFP is important for the Listeria
monocytogenes growth at high temperatures. These authors
demonstrated that a mutant efp gene insertion into L.
monocytogenes resulted in reduced growth and cell length,
indicating that the efp-encoded protein may affect bacterial
growth and length. EFP affects the peptidyltransferase
activity of ribosomes and is universally conserved in bac-
teria (Kyrpides and Woese 1998). This protein was found
to be essential for E. coli viability (Aoki et al. 1997).
The small subunits of the proteins ribulose biphosphate
carboxylase (Rubisco; spots 20 and 21) and the carboxy-
some shell peptides (spots 27 and 28) had their expression
reduced at 40°C. These proteins are involved in CO, fix-
ation, and the decreased expression of these proteins at
40°C suggests that the ability of A. ferrooxidans to fix CO,
may be affected by this stress condition, as previously
observed by Seeger and Jerez (1993). Since carbon dioxide
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serves as the sole source of carbon for a diverse array of
obligate chemolithoautotroph bacteria, alterations in car-
bon metabolism are expected to be related to CO, fixation.

Two thioredoxins presented a decresead expression
(spot 26; 6.5 fold and spot 29; 3.0 fold) at 40°C. Thiore-
doxin, an important protein from energy metabolism, is
commonly found in bacteria exposed to oxidative stress
(Wang et al. 2009). The decreased expression of this pro-
tein suggests that the heat stress did not lead to an oxidative
stress in the A. ferrooxidans LR cells.

Gels with a pH range of 3—-10 were also included in this
work. From these gels it was noticed that the synthesis of
the protein rusticyanin was reduced (4.3 fold—data not
shown) at 40°C (Fig. 6). Rusticyanin is the most abundant
protein in A. ferrooxidans iron-grown cells (Cox and Boxer
1978), and this protein low expression is correlated with
low iron availability. Indeed, Yarzabal et al. (2003) dem-
onstrated a correlation between iron oxidation and the
expression of rusticyanin, and Carlos et al. (2008) showed
a decreased expression of rus (rusticyanin-encoding gene)
when A. ferrooxidans was maintained in contact with
chalcopyrite. Therefore, we can suggest that high temper-
atures may interfere with the capability of the bacterium to
use iron as the energy source. The down-regulation of the
predicted iron-sulfur cluster scaffold protein (spot 19; 3.8
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fold) suggests a decrease in the capacity of the cells to
acquire iron from the medium, suggesting that the stress is
interfering with the energy metabolism. Also, the synthesis
of the iron-sulfur protein ferredoxin (spot 25; 2.6 fold) and
the TonB-dependent receptor (spot 2; 4.5 fold) showed a
decrease in A. ferrooxidans cells grown at 40°C. These
results suggest that growth at 40°C could have affected the
iron metabolism in A. ferrooxidans LR.

Differentially expressed proteins in A. ferrooxidans
cells submitted to phosphate starvation

Fourteen proteins had their expression changed in the
absence of K,HPO, (Table 3; Fig. 5c, d). Among the
proteins whose synthesis increased were the molecular
chaperone DnaK (spot 31; 3.0 fold) and the chaperone
subunit ClpA (spot 32; 2.6 fold), suggesting that the
absence of K,HPO, in the medium activates a stress
response in A. ferrooxidans, despite the bacteria capability
to accumulate polyphosphate granules in high amounts
(Alvarez and Jerez 2004). This is emphasized by the
increased synthesis of the survival protein SurA (spot 35;
4.6 fold). In E. coli, SurA is a periplasmic protein required
for the proper assembly of several outer membrane proteins
(Lazar and Kolter 1996). This result may also indicate that
phosphate starvation damages the outer membrane pro-
teins. In fact, outer membrane proteins have previously
been found to change due to phosphate starvation (Jerez
et al. 1992, Seeger and Jerez 1993) or alterations in other
growth conditions, such as pH (Amaro et al. 1991).

The translation elongation factor P (spot 37; 2.1 fold),
the transcription elongation factor GreA (spot 40; 2.2 fold)
and the ribosomal protein L7-L12 (spot 41; 2.3) had their
synthesis decreased in the absence of K,HPO,. This result
may be attributed to a decrease in the metabolic rate of the
cells submitted to this stress. A metabolic rate decrease was
also observed for cell submitted to heat stress. The proteins
Rubisco (spot 38; 2.8 fold) and carboxysome shell peptide
(spot 43, 2.3 fold) also had their synthesis decreased
indicating that the carbon metabolism was also affected by
phosphate starvation.
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CAPITULO 5 - Artigo: Modulacio da expressio génica por estresse térmico em
Acidithiobacillus ferrooxidans 1R (Gene expression modulation by heat stress in

Acidithiobacillus ferrooxidans LR)
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Introducao

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria Gram-negativa, mesofilica e quimiolitotrofica
que obtém energia através da oxidagao de ions ferrosos e compostos reduzidos de enxofre (Kelly and
Wood, 2000). Esta bactéria exerce uma importante contribui¢ao no clico biogeoquimico da natureza
e pode ajudar na recuperacao de areas contaminadas com metais devido a sua habilidade em oxidar e
reduzir metais. A. ferrooxidans ¢ largamente empregada na biolixiviagdo de metais, um processo
usado para recuperagdo de metais, em que os sulfetos metdlicos sdo convertidos em sulfatos
metalicos soluveis. Este micro-organismo ¢ também usado em outros processos economicamente
importantes como o pré-tratamento de minérios de ouro e desulfurizagdo de carvao (Hutchins et al.
1986), e remocao de metais de esgostos (Tyagi et al. 1996).

Durante a biolixiviagdo, A. ferrooxidans ¢ exposta a alteracdes nas condi¢des ideais de
crescimento como pH, temperatura e privacdo de nutrientes (Rawlings, 2005). No que diz respeito
ao estresse térmico, Hubert et al. (1995) demonstraram que a linhagem Al de A. ferrooxidans
adquiriu termotolerancia e, Jerez (1998) demonstrou que mudangas no perfil de proteinas ocorreram
apds crescimento em altas temperaturas. Mais recentemente, Xiao et al. (2009) mostraram que
alguns genes de choque térmico eram induzidos quando A. ferrooxidans ATCC foi submetida a um
choque térmico.

A resposta ao choque térmico ¢ caracterizada por um aumento na sintese das proteinas de
choque térmico (HSP), que atuam como chaperonas moleculares ou proteases, e também, por uma
diminui¢do na sintese de outras proteinas (Lindquist 1986). A sintese de HSPs, em Escherichia coli,
¢ transcricionalmente regulada por sigma 32 (c>%), que ¢ codificada pelo gene rpoH (Yamamori e
Yura, 1980). Sob condi¢des normais de crescimento, 6> é muito instavel, mas aumenta sua meia-

vida na presenca de um estresse térmico (Straus et al. 1987). Além disso, em E. coli, 6°2 tem sua
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atividade, estabilidade e sintese controlada por feedback (Nonaka et al. 2006). Os membros do
regulon o> medeiam esses loops de feedback ou seja, FtsH, uma metaloprotease dependentes de
ATP associada a membrana interna, controla a estabilidade e as chaperonas DnaK / DnaJ e GroEL /
GroES controlam a atividade do fator sigma 32 (Yura, 1996).

Neste estudo, a expressdo relativa de varios genes de A. ferrooxidans LR foi analisada
mediante um aumento na temperatura 6tima de crescimento € a um choque térmico. Ferramentas de
bioinformatica foram usadas para predizer sitios de ligacdo do fator 6> na regidio promotora destes

genes.

Materiais e métodos

Linhagem bacteriana e condi¢oes de crescimento

A linhagem brasileira denominada LR de 4. ferrooxidans (Garcia Jr e Silva, 1991) foi
cultivada em 250 rpm em meio T&K (Tuovinen e Kelly, 1972), contendo 0,4 g/l K,HPO4.3H,0, 0,4
g/L MgS0,4.7H,0, 0,4 g/L. (NH4),SO4 e 33,4 g/L. FeSO4.7H,0, pH 1,8, ajustado com acido sulfurico.
As bactérias foram cultivadas até 50% de oxidacdo do ion ferroso. Para o experimento de
crescimento até a fase logaritimica, as células foram cultivadas a 30°C (controle) e 40°C. Estas
células foram coletadas por filtragdo em membrana Millipore (0,45 mm) e lavadas com dgua acida
para eliminar precipitagdes de ferro. Para os experimentos de choque térmico, as células foram
cultivadas a 30°C e coletadas nas mesmas condi¢des mencionadas acima. Posteriormente, elas foram
mantidos a 40°C durante os seguintes intervalos de tempo: 15, 30 e 60 min e coletadas novamente

por filtragdo em membrana Millipore (0,45 m).
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Isolamento do RNA

O RNA total foi isolado a partir de trés culturas independente de A. ferrooxidans, de acordo
com Paulino et al. (2002). As células foram suspensas em uma solugdao contendo EDTA 1 mM, 100
mM de LiCl e 100 mM de Tris-HCI, pH 7,5. A fracdo de RNA foi extraido com fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico (25: 24: 1, v/v/v) contendo 10% (w/v) de SDS, precipitado a -20°C, com 2% (w/v)
de acetato de potassio pH 5,5 e 100% (v/v) de etanol. O RNA foi ressuspendido em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). O RNA foi tratado com DNase (Invitrogen) por 1 hora a 37°C e

armazenado a -70°C.

PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR)

A expressao relativa dos genes listados na Tabela 1 foi determinada por qRT-PCR (Carlos et
al. 2008). Os cDNAs foram sintetizados com o kit ThermoScript RT-PCR system (Invitrogen). O
gene ala$ foi utilizado como controle endogeno (Yarzabal et al. 2004). Os primers utilizados nos
experimentos (Tabela 1) foram projetados com o software Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3www.cgi), utilizando toda a regido codificante dos genes selecionados do genoma de A.
ferrooxidans ATCC 23270 (J. Craig Venter Institute - JCVI, http://cmr.jcvi.org). A especificidade
de cada primer foi confirmada por PCR utilizando o DNA gendmico de 4. ferrooxidans LR.

Os experimentos de qRT-PCR foram realizadas em triplicata em um 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) e os numeros de ciclo threshold (Ct) foram determinados usando o
programa Real Time System RQ Study v. 1.3.1 (Applied Biosystems). As reagdes de qRT-PCR
foram realizadas em triplicata, utilizando o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG

(Invitrogen). Apds os ciclos de PCR, uma anélise da curva de dissociacdo foi realizada para garantir
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a especificidade de cada amplificagdo, bem como a auséncia de dimeros de primer e amplificagdes
inespecificas. A expressdo génica relativa foi calculada de acordo com o método comparativo do
limiar critico (AATC), descrito por Livak e Schmittgen (2001). A significancia estatistica para os

dados de qRT-PCR foi feita utilizando o teste ¢ de Student (valor-p < 0,05).
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Tabela 1.Primers usados nos experimentos de PCR.

Tamanho do

Gene Forward primer Reverse primer Amplicon
(pb)
AFE_0439 GGAAACCTACCGCAACGAT CGCATAATTACGGGCATCTT 97
AFE_0440 CTGGCAGATTCCTTCAAAGC  CAACTCGATCTTCGCCTTCT 85
AFE_0441 GTCAGGTCCGGATGGTACAG CTTGATGACCTTGCCGCTAC 80
AFE_2495 CCATGGCAAAATTCTCGAAG  GCATATTTGGCGAAGAGCAC 81
AFE_2496 TAGGTACCATCTCCGCCAAC  TTCTTCCACGGTGATGACG 98
AFE 2517 GGTCATGGGTAGAACGCAAC CCATGGGAGTGAAATCATCA 111
AFE 2518 GCTACTGCGTTTCGACATGA  GATCATGCCCGACATATCCT 96
AFE 1122 GGCCTGAAAGAACGCTATGA TCGGTGATATAGCGGTGTGA 92
AFE 2133 GACAAGATCACCCGCAAGTC  ACCGTCCCTTCAATCAGCTT 102
AFE 2134 TTACTCCCGTCTGCTCAAGG ~ CGCCTCCAGAAAAAGCAACT 98
AFE_1395 GATCGCCTATCTCGTGAACC  GGGCAGTTTCCACATGTACC 97
AFE_0003 CATCCAGTCCGCAAGTAACA AACTACCACTCCACCGTTGC 91
AFE 3047 TGTACTCTCCGCCCTCCA ACGGGTGAACTTGTCCTTCA 118
AFE 3048 GAAATATCCCCAGTCCATCG  CGAACATGCTGAAATTGGTG 107
AFE 2891 ATCGAGGTGAATACGGCATC GATGCTGATGCGGTTGAAG 95
AFE_1217 ACGCAAGGATCAGAATACGC CGCCACTGGACATCTTGTAG 101
AFE 3203 TTTTTCAAGCACGATTTCGAT CAGAACACCTATGCGGAACA 120
AFE 0123 GGGCAGCGTCTTCAGTTTAC ~ CCAGTCCGCTTTCAACATTT 84
AFE 0125 TGATGGTCAGGACGTCAGAG TGTCGACCATAACGCACATT 120
AFE_0990 GGTGTTATTGTTGGCGCTCT  GTGAAATTGGGAGCGTCTGT 91
AFE_0993 TGATTCAAAAAGGCCAGCTT  TTGTTGCTGAGCGATTTCAC 104
AFE 0112 GGTCATCGCTTATGCCAGTT  TCAGGTCCAGGAGCAAGAGT 102
AFE 0173 GCGTAAAGGTAGGCTGGTCA TCAGGTTGTTCATGGGGATT 90
AFE 0174 GCATCTGGTTCGTCGGTATT  AGTGGCCTTCTCGAAACTCA 102
AFE_0796 AACGCCAATCTCAAGCTCTC ~ GGAGGGCACATAAGGGGTAT 102
AFE_0800 CCTATGTCGGCTCCAGCTAC ~ GCGCTGAATTTGAGGCTATC 100
AFE_0806 GGCGGATGGACACTTAAAAA CTCTGCCGCTTCTGGATTAT 105
AFE 0810 ATCATTGTCGAACCGGCTAA  CTACCAATCAGACGGGCATT 95
AFE_1054 GTCCAATCCGAAGAACCTC CACGTCCACGTCATTGTAGG 104
AFE_1592 GTGACTCCATCCAGCCCATTT TATTTCTCCGCTATTGATGAC 96
AFE_1601 CGGCAGAAATTCCAGGATTA  TGGCTGTAGAAGGGCTTGAT 92
AFE 0169 CAGCCTTGGGATAAAAACGA CGCGCATCAAAGAGATTGTA 96
AFE 2277 GCTTCAGGACGCACATTACA CCACACCCGCAAGATAAGTT 104
AFE 3103 ATGAACTCGGGATGCGTTAC ATTGGTGTTCGTGAGGAAGG 95
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AFE 2747 TGGTGTGTACTGCCTGTGGT GGCTGTGGTCGCTGATAAAG 108
AFE 2238 CGGATATTTGCGCTGAACTT TGGCAAAGGGGAACTCATAC 105
AlaS13/S3 GTGCCTTTCCCGAACTCACG  TCCTCCAGCAGACTGAGTCC 108

Andlises de Bioinformatica

O software BPROM (Softberry, Inc.) foi utilizado para predizer o sitio de inicio da
transcri¢do dos genes selecionados neste estudo. BPROM ¢ um programa que reconhece a regido
promotora dos genes alvo da RNA polimerase com o fator sigma 70 (¢'°), com cerca de 80% de
precisio e especificidade. Para identificar potenciais sitios de ligagdo ao o2, uma abordagem
amplamente aceita de informacgdes teodricas (Schneider, 1997) foi adotada. Desde que os sitios para
ligagdo do ¢>* sdo compostos por dois blocos conservados (-35 e -10) separados por um intervalo
(gap) de tamanho variavel, duas matrizes de peso (PWM) foram geradas, cada uma com base nas
informagdes complementares dos elementos -35 e -10 . A freqiiéncia da matriz foi baseada em um
conjunto de 18 promotores para o> em Vibrio cholerae (Slamti et al. 2007). Utilizamos a estrutura
do promotor 6°* com 6 posi¢des no elemento -35 ¢ 8 posi¢des no elemento -10 separados por um
espacador de tamanho variavel. Usando as PWMs como uma fung¢do de pontuagdo, a presenga de
supostos sitios de ligagdo para 6> foi verificada em uma regido composta por 200 bases amontante
ao codon de iniciagdo nos genes de A. ferrooxidans. Cada local foi marcado pelo seu grau de

correspondéncia para 6> entre as PWMs -35 ¢ -10.
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Resultados e Discussao

A técnica de PCR quantitativo em tempo real foi utilizada para analisar as mudangas nos niveis
de transcri¢ao de 40 genes selecionados em A. ferrooxidans LR submetida ao crescimento a 40°C ¢ a
um choque térmico também a 40°C. Os resultados mostraram que 31 dos 40 genes analisados foram
diferencialmente induzidos ou reprimidos pelo menos 1,5 vezes. Segundo Gao et al. (2004) esta
variacdo € biologicamente significativa. A Tabela 2 resume os niveis de expressao dos 31 genes,
bem como suas categorias funcionais de acordo com JCVI. Os genes cuja expressao permaneceu
inalterada durante o estresse térmico foram AFE 3047, AFE 0123, AFE 0125 AFE 0993 e

AFE 0112.
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Tabela 2. Expressao relativa dos genes em A. ferrooxidans LR cultivda a 40°C e submetida ao choque térmico. A significancia

estatistica dos resultados de qRT-PCR foi baseada no teste - Student (p value < 0.05). A identidade protéica (ID) e categoria funcional

foram baseadas no JCVL

Expression under heat shock - Fold changes (p value)

Expression under long-term

Locus/Gene ID (JCVI) f;lé;t;:;al 15 30 60 growth - Fold changes (p value)
AFE_0439 Chaperone protein GrpE 161'1;111(23?1(;)0 5 ;?gu(z(i)fi(;’oo) 11%?‘22';3‘,’00 6 Tnalterado (0.684)
AFE 0440 Chaperone protein DnaK I9n§1 lg)i_g((;]) Ilrédzlozgi(;) ) gédzloz i(§1209) Inalterado (0.784)
AFE 0441 Chaperone protein DnaJ Zn(d(;l 31(;110) gng%lggl) I7n;1 %lg(l) 7 Inalterado (0.531)
AFE_2495 Chaperonin protein GroES Ilgdzl(igigl) I;;dgf‘?; B0 17“7‘1‘71;1?5’ 000) Tnalterado (0.245)
AFE_2496 Chaperonin protein GroEL . 1116(,1;2(151_800) Ilr;‘.igz(?goo) gidzléigigo) Inalterado (0.212)
AFE_2517 Frotease clp3 rroteines gr.lf%i.gg@ zr.l(()lu(z(i)fi&z) 161.1%1.2315-7) Reprimido 2.0 (0.014)
T soao  hamte | i oo om
AFE_1122 Protease clpB Iljdzl(fgigl) ;gdgi(;i&) ﬂd&fgigo) Tnalterado (0.092)
AFE_2133 Protease clpX igf‘g’g‘d" Ilng‘z(z)‘g‘f 5 ;‘.‘g%iggl) Reprimido 1.5 (0.022)
e v anssy W gl il e 12 o
T e R S O
AFE_3048 Zfo’“tejzlf urcluster-binding igﬂgg‘;‘)’ Induzido (0.053)  Induzido (0.008)  Inalterado ( 0.911)
Biosintese de
AFE_2891 (hemN) Z’Z‘;‘fi,’;;’;dzfj’ﬁﬁfgﬁi U camenimere  nalierado (0.665) 11“21‘;3‘32 6 2“3‘231389) Reprimido 2.4 (0.001)
oxidase grupos
prostéticos
AFE_1217 Cell division inhibitor I;‘iﬁf:rsé’: g.lg%i.ggz%) g‘g‘zgi.‘oig 5 gl.lg%i.ggl) Tnalterado (0.743)
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voltage-gatedchloride Induzido Induzido Induzido
AFE_3203 channel Transporte e ¢ 041) 2.1 (0.02) 3.7 (0.002) Inalterado (0.900)
AFE 0990 ABC transporter, h%z%:;s: Inalterado Inalterado Induzido Tnalterado (0.897)
- permeaseprotein p (0.180) (0.119) 2.9 (0.000) )
Reprimido 2.5 .
AFE 0173 TonB-dependent receptor Inalterado (0.774)  Inalterado (0.174) (0.000) Reprimido 4.1 (9.03E-06)
AFE 0174 TonB-dependent receptor Inalterado (0.074)  Inalterado (0.203) ﬁfgggld" 22 Reprimido 11.0 (0.001)
Induzido Induzido Induzido
AFE 0796 TonB-dependent receptor 1.5 (0.011) 3.2 (0.001) 5.0 (0.001) Inalterado (0.753)
Induzido Induzido Induzido
AFE 0800 TonB-dependent receptor 2.3 (0.000) 3.7 (0.001) 5.2 (0.000) Inalterado (0.929)
Induzido Induzido Induzido
AFE 0806 TonB-dependent receptor . 3.0 (0.012) 3.8 (0.002) 4.5 (0.000) Inalterado (0.267)
ransporte ¢ Inalterado Induzido Induzido
AFE 0810 TonB-dependent receptor hgagaro d? (0.176) (0.034) 2.6 (0.001) Inalterado (0.898)
proteinas: Inalterado Inalterado Reprimido 7.1
AFE 1054 TonB-dependent receptor carreadores de p " Reprimido 18.0 (0.000)
forro (0.116) (0.004) (0.000)
Inalterado Induzido Induzido
AFE 1592 TonB-dependent receptor (0.453) 1.8 (0.002) 4.0 (0.013) Inalterado (0.323)
Induzido Induzido Induzido
AFE 1601 TonB-dependent receptor 1.6 (0.023) 3.0 (0.018) 7.5 (0.001) Inalterado (0.122)
TonB-dependent  receptor Inalterado Inalterado Inalterado .
AFE_0169 domain protein (0.053) (0.403) (0.059) Reprimido 20.0 (0.000)
Inalterado Inalterado Induzido
AFE 2277 TonB-dependent receptor (0.063) (0.101) 2.2(0.015) Inalterado (0.174)
Inalterado Inalterado Induzido .
AFE 3103 TonB-dependent receptor (0.231) (0.401) 3.4(0.003) Reprimido 13.0 (0.000)
ferric uptake regulation Fungdes Inalterado Induzido Induzido
AFE_2747 protein regulatorias  (0.461) 2.5 (0.005) 3.100.011) Inalterado (0.181)
AFE 2238 AMP-binding protein Funcao Inalterado Inalterado Induzido Tnalterado (0.974)
- &P desconhecida  (0.159) (0.917) 9.7 (0.002) :
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Expressdo dos genes que codifiacm proteinas de tranporte apos a exposi¢do ao estresse térmico

Alteragdes na temperatura de crescimento podem afetar a permeabilidade das membranas
externa e interna de bactérias, permitindo um aumento no fluxo de substancias entre essas
membranas (Konings, 2006). Assim, nao surpreende que os resultados deste estudo mostraram um
numero consideravel de genes que codificam proteinas de transporte, cuja expressao foi modulada
pelo estresse térmico (Tabela 2). Os genes que codificam receceptores de membrana dependentes da
energia do sistema Tonb foram na sua maioria alterados, a saber: AFE 0173, AFE 0174,
AFE 0796, AFE 0800, AFE 0806, AFE 0810, AFE 1054, AFE 1592, AFE 1601, AFE 0169,
AFE 2277 e AFE 3103. Com exceg¢do dos genes AFE 0173, AFE 0174, AFE 1054 ¢ AFE 0169,
todos os outros genes foram induzidos durante o choque térmico. Os receptores dependentes de
Tonb estdo relacionados a um sistema de aquisi¢do de alta afinidade de ferro mediado por
sider6foros e a expressao desses genes geralmente aumenta em condi¢des de limitacao de ferro
(Higgs et al. 2002). Isto sugere que o aumento da temperatura pode interferir com a capacidade de 4.
ferrooxidans usar o ferro como fonte de energia, como ja foi sugerido por Ribeiro et al. (2010).
Além disso, os genes AFE 3203 (3,7 vezes) e AFE 0990 (2,9 vezes), que codificam,
respectivamente, uma proteina de canal de cloro, cuja expressao € controlada por ions cloreto tanto
em ambientes internos quanto externos (Chen et al. 2003), e um transportador ABC do tipo
permease, cuja expressdo foi demonstrada mudar em resposta a flutuagdes na temperatura e pH
(Antelmann et al 2000; Ojaimi et al 2003), também foram induzidos.

A diminuicdo (AFE 0173, AFE 0174 e AFE 1054) e o aumento (AFE 3203 e AFE 0990) na
expressdo de alguns genes envolvidos no transporte sugere que os sistemas de transportes sdo

afetados quando A. ferrooxidans ¢ submetida ao estresse térmico. Por outro lado, os niveis de
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expressdo da maioria dos genes de transporte nao se alterou durante o crescimento a 40°C, com
excecao de AFE 0173, AFE 0174, AFE 1054 AFE 3103, que foram fortemente reprimidos.

O gene localizado no locus AFE 2747, que codifica o regulador global FUR (Ferric Uptake
Regulation), teve sua expressao aumentada apds 30 (2,5 vezes) e 60 (3,1 vezes) minutos, de choque
térmico, mas nao se alterou apds o crescimento até a fase logaritimica a 40°C . Fur controla a
assimilagdo do ferro mediada por sider6foros e modula varios processos, tais como estresse
oxidativo e tolerancia acida (Thompson et al. 2002). FUR tem um duplo mecanismo de a¢do, agindo
como um repressor ou como um indutor (Quatrini et al. 2005), de acordo com a disponibilidade de
ferro. Foi demonstrado que, apds tratamento com acido, ocorreu um aumento da transcricdo de
reguladores da familia FUR em A. ferrooxidans (Chao et al. 2008), sugerindo que os sistemas de

transporte, incluindo o ferro, sao afetados por diversos fatores ambientais.

Expressdo de genes que codificam proteinas pertencentes ao metabolismo energético, biosintese de

cofatores e processos celulares

Os genes do metabolismo energético, biossintese de cofator e processo celular - divisdo celular,
foram induzidos apds 60 minutos de choque térmico. Desde que sob condigcdes de estresse a
maquinaria de sintese de proteinas € restrita apenas para produzir proteinas importantes ou criticas
para a sobrevivéncia da célula e/ou proteinas de manutencdo (Lindquist 1986), o aumento da
regulacao dos genes AFE 1395 (cbbS-2), AFE 0003 (RESB), AFE 3048, AFE 2891 (hemN) e
AFE 1217 parece indicar que estes genes sao essenciais para a sobrevivéncia de A. ferrooxidans

durante o choque térmico. Curiosamente, a maioria dos genes tiveram os niveis de expressao

61



alterados somente apds 60 minutos de choque térmico. Isso pode acontecer como uma conseqiiéncia
da lenta taxa de crescimento de 4. ferrooxidans.

A expressao do gene cbbS-2, que codifica a subunidade menor da enzima ribulose-bifosfato-
carboxilase/oxigenase-1,5-bifosfato/ oxigenase (Rubisco), aumentou significativamente apos 60
minutos de choque térmico (22 vezes - tabela 2). Além do efeito direto da temperaura nos processos
biologicos, ela também pode afetar de forma indireta a expressdo génica por interferir em alguns
parametros fisico-quimicos como, solubilidade de gases (Stintzi, 2003) ou estabilidade do ferro
(Wang et al. 2007) entdo, podemos especular que o aumento na expressao de chbS-2 pode ter
ocorrido em virtude de alteragdes na pCO,, uma vez que a concentracdo de CO, pode afetar a
transcricdo de genes do operon Rubisco (Caldwell et al. 2007; Wei et al. 2008). Da mesma forma, o
gene resB que codifica a proteina ResB, envolvida na maturacdo de citocromos tipo ¢, foi
demonstrado ser sensivel a baixas concentracdes de O, (Mukhopadhyay et al. 2007). Esta pode ser
uma explicagdo plausivel para a expresdo afetada deste ultimo gene. Quanto ao gene hemN, ha
evidancias que a concentragao de O, também pode afetar sua expressdao na bactéria Bradyrhizobium
japonicum (Fischer et al. 2001).

O gene localizado no locus AFE 3048 codifica uma proteina de ligagdo ao enxofre (iron-sulfur
binding protein; Fe-S). Proteinas Fe-S atuam como sensores celulares e sdo requeridas para a
maioria dos processos celulares incluindo transferéncia de elétrons, catadlise redox e nao-redox e
regulacdo da expressdo génica (Beinert et al. 1997). Mudancas na expressdo destes genes tem sido
principalmente relacionadas a estresses oxidativos (Takahashi & Tokumoto, 2002; Thorgersen &
Downs, 2009). Contudo, Nonaka et al. (2006) mostraram que o regulon o°2de E. coli codifica muitas
proteinas Fe-S, sugerindo que um fornecimento adequado de tais protéinas contribui para a

homeostase celular em diferentes situagdes de estresse.
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O tnico gene pertencente a categoria de divisao celular estd localizado no locus AFE 1217 e
codifica uma proteina putativa que atua na inibi¢ao da divisdo celular. A seqiiéncia de aminoacidos
da proteina codificada pelo gene AFE 1217 mostrou um dominio comum com as proteinas
conservadas SulA (dados ndo mostrdos). O gene sul4 ¢ induzido durante a resposta SOS e tem como
alvo a proteina essencial divisao FtsZ (Bi e Lutkenhaus, 1993). O aumento dos niveis deste gene
ap6s o choque térmico pode ter ocorrido para diminuir ou até mesmo interromper a divisao celular,
ja que este ¢ um processo energético altamente caro (Mazia, 1961) e, portanto, reduziria a demanda
energética imposta as células durante o estresse térmico. Na verdade, SulA esta fortemente
relacionado com a resposta ao choque térmico em bactérias (Parsell e Lindquist, 1993), o que
corrobora com a expressao aumentada do gene AFE 1217 durante o choque térmico e seus niveis
inalterados de expressdo no experimento onde as células foram mantidas até a fase logaritimica a

40°C.

Inducdo de genes de choque térmico apos estresse térmico

Em A. ferrooxidans, a resposta ao choque térmico foi caracterizada pela identificacao de duas
proteinas tipicas de choque térmico, ou chaperona moleculares, chamadas DnaK e GroEL (Jerez,
1988). Seeger et al. (1996) demonstraram que essas proteinas sdo induzidas e tém seus niveis de
fosforilagdo aumentada quando as células de A. ferrooxidans sdo expostas a varias condigdes de
estresse, indicando que estas chaperonas poderiam diretamente sentir ndo sé a temperatura, mas
também a vérias outras condicdes de estresse, sendo um “sensor de estresse" (Seeger et al. 1996). De
fato, existem evidéncias que suportam a hipdtese de que o operon DnaK, que consiste nas proteinas

DnakK, Dnal e GrpE, ¢ o primeiro sensor celular monitorarando mudangas na concentragao celular de
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proteinas danificadas ou desnaturadas, atuando como um "termdémetro" celular (Craig e Gross, 1991;
Tomoyasu et al 1998).

Os genes HSPs analisados foram induzidos durante o choque térmico, mas tiveram sua
expressao diminuida ao longo do tempo, como mostrado pelos resultados do experimento de cultivo
40°C (Tabela 2). De fato, ¢ sabido que na resposta ao choque térmico uma rapida acumulagdo de
HSPs ocorre, seguido por um periodo de adaptagdo, durante o qual os niveis de HSPs sao
reajustados para as novas condicdes de crescimento (Richmond et al. 1999). Este resultado ¢ uma
evidéncia de que 4. ferrooxidans foi capaz de ajustar seu metabolismo a 40°C, ap0s ter vencido um
periodo de estresse térmico.

Chaperonas e proteases trabalham juntas para combater os efeitos do estresse celular. Proteases
dependentes de ATP, sdo responsaveis pela degradacdo seletiva de diversas proteinas, que
influenciam no controle da qualidade protéica e na regulagdo de muitos processos celulares. Essas
tarefas sdo realizadas por um repertério de proteases, incluindo Lon e as proteases FtsH (Striebel et
al. 2009), bem como por membros da familia das proteases Clp (ClpAP, ClpCP, CIpEP, ClpXP,
HslUV). Aqui, foram investigados o nivel de expressdo de genes que codificam as proteases ClpA,
ClpB, ClpP, CLPs e ClpX e, como mostrado na Tabela 2, todos estes genes apresentaram um
aumento nos seus niveis de expressao durante o choque térmico. Curiosamente, o nivel mais elevado
de expressdo foi encontrada para o gene ClpB (44 vezes em 60 minutos de choque térmico). Os
complexos de degradagdo Clp apresenta uma arquitetura do tipo "pilha de anéis", composta por dois
elementos funcionais: um nucleo proteolitico em forma de cilindro (ClpP) e um nucleo de
chaperonas ATPase-ativo, que ¢ responsavel pelo reconhecimento do substrato e redobramento do
segmento do cadeia polipeptidica estendida. No entanto, ClpB pode agir independentemente da

peptidase ClpP (Dougan et al. 2002), o que pode explicar os resultados obtidos.
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.o~ .7 . . 32 .
Predicdo in silico de sitios de motivo consenso para 6™ em A. ferrooxidans

Para prever quais genes so regulados pelo o fator de transcricdo 6°2, as sequéncias de DNA a
montante dos genes induzidos pelo estresse térmico foram analisadas, a fim de identificar supostas
sequéncias consenso de ligacdo ao o . Conforme mostrado na Tabela 3, as regides -10 e -35
deduzida dos genes localizados nos loci AFE 0003, AFE 2891, AFE 1217, AFE 2238, AFE 0439,
AFE 0440, AFE 2495, AFE 1122, AFE 2134, AFE 2517, AFE 0796 ¢ AFE 1054 mostrou um
elevado conteudo informativo, com base na PWMs para ¢°2, indicando que esses genes possuem
promotores dependentes de o°>. Uma regiio com 12-17 nucleotideos separando as regides -10 e -35
foi observada, e a sequéncia da regido -35 se mostrou mais conservada do que para a regiao -10
(Figura 1). A seqiiéncia consenso 6> de A. ferrooxidans é semelhante aquela relatada para E. coli
(Nonaka et al. 2006) e Vibrio cholerae (Slamti et al. 2007). Nonaka et al. (2006) mostraram que 66%

dos promotores de >

em E. coli foram localizados dentro de 100 nt do ajusante do inicio da
transcricdo do gene, o que corrobora com nossos resultados (Tabela 3). Além disso, as previsoes
para o regulon o de E. coli (Nonaka et al. 2006) e Vibrio cholerae (Slamti et al. 2007) abriga
membros das diferentes categorias funcionais, como o metabolismo energético, o processamento de
proteinas, reguladores de transcricdo, proteinas de transporte e biossintese de cofatores, entre os
outros.

Sequéncias consenso de ligagio ao 6>~ ndo foram observadas para os genes AFE_0041 (dnaJ),
AFE 2496 (groEL), AFE 2518 (clpA), AFE 2133 (clpX), AFE 1395 (resB), AFE 3048,
AFE 3203, AFE 0990, AFE 0173, AFE 0174, AFE 0800, AFE 0806, AFE 0810, AFE 1592,
AFE 1601, AFE 0169, AFE 2277, AFE 3103 e AFE 2747. A sequéncia consenso de ligacdo ao

62 foi ausente nos genes de choque térmico dnaJ, groEL, clpA e clpX; contudo, estes genes sdo

. . L. . - 32 .
organizados em operon ajusante aos genes que apresentaram sitios de ligacdo ao 6”7, o que poderia
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explicar a auséncia de tais sitios nestes genes. J4 a auséncia dos sitios de ligacdo do 6> nos demais

genes induzidos pode indicar a existéncia de mecanismos regulatorios alternativos.

<ALy CorA

- = (1241) —_ - e - =

II|-r- - s
ﬁ-

Fig.1. Logotipo da seqiiéncia de um sitio de ligagio ao fator ¢

a montante dos genes de A.
ferrooxidans. A altura de cada coluna indica a conservagdo da sequéncia em cada posi¢ao, enquanto
que a altura dos simbolos na pilha indica a freqiiéncia relativa de cada acido nucléico nessa posicao.

O numero de vezes que cada nucleotideo ¢ encontrado em cada posicdo na sequéncia consenso ¢

mostrado abaixo da seqiiéncia. N (12-17) indica o intervalo entre os dois blocos.
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Tabela 3. Sitios de ligacdo do fator 6°* ¢ sitios de inicio da transcri¢do (TIS) nos genes de A. ferrooxidans analisados. Para o gene marcado

o . , . , . 32 . . , . o L. ., .
(*), ndo foi possivel predizer TIS, e nestes casos os sitios de 6™ foram selecionados pelo maior contetido de informacao. Sitios de inicio de

transcrigio e promotores reconhecidos por 6> sdo indicados pela seta (V) e por letras sublinhadas, respectivamente. O conteudo total de

informacdo de cada sitio 6°% (-35 and -10) é mostrado em bits.

Locus ¢ distance from TIS (bp) TIS position from ATG (bp) Sequence

35 (11.3 bits) 710 (5.4 bits) v Met
AFE_0439 (grpE) 39 26 CTTGAAATACCCTGGTCCTTTCCCATATGGTCTTGGACT(m)ATG

235 (7.3 bits) 210 (5.9 bits) v Met
AFE_0440 (dnaK) 38 17 GCACAATGATACCACGCAGGGCAGACAAATTTTGCATATC(nATG

235 (9.4 bits) -10 (6.1 bits) Y Met
AFE_2495 (groES)* 107 GCACAACTTGACAGGGCATTCTCAGCGCCTATGCATTCGT(n) ATG

-35 (5.3 bits) -10 (6.9 bits) Y Met
AFE_2517 (cIpS) 39 150 CTTCGCACCAAGTAATTCTGGTATCGCCCAAACACATGCGT(n) ATG

-35 (11.4 bits) -10 (6.9 bits) Y Met
AFE_1122 (clpB) 60 47 CTTGAAAAAGAGGCCGATTAATCCCATT ACCGATGCGTT(n) ATG

-35 (7.3 bits) 210 (5.2) bits Y Met
AFE_2134 (clpP) 66 38 GGTGAAACAAACGCGGAATAACCGGTGTCGCCAATCGATT(n) ATG

-35 (5.3 bits ) -10 (7.2 bits) v Leu
AFE_0003(resB) 38 7 CGGGCATAAACATGCATTGTTATCTTATTATAGAACTATTT(n)TTG

-35 (7.4 bits) 210 (5.0 bits) v Met
AFE_2891 (hemN) 38 30 CTTGGGGTAAAGGATATTTCAGGCTTATGATCGCCCTG()ATG
AFE 1217 » o 235 (5.3 bits) 210 (5.6 bits) Y Met

- CTCCTATTTCTGTGGATTTGCACGCGATAGTCTGACAATAG(N)ATG
AFE 2238 36 8 235 (5.3 bits) 210 (5.5 bits) v Met
= ATAGCAAACCCAGTCCACTACGGTAATATTCAGTCAATG(n)ATG

35 (11.3 bits) 210 (5.5 bits) Y Met
AFE_0796 47 129 CTTGAAGGCCCTGCGCGCCAGCCGCTTTGATTGATGCGTT(n) ATG
AFE. 1054 % 0 35 (7.3 bits) 210 (9.7 bits) Y Met

CGAGAAAAACAGAGCCCGCCCATATCATTACCGATGCGTT(n) ATG
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Em conclusao, a indu¢ao dos genes analisados sugere que o choque térmico interfere com a
homeostase celular em A. ferrooxidans. Em contraste, a expressao génica inalterada ou reprimida no
cultivo até a fase logaritimica de crescimento indica uma possivel adaptagdo ou aquisi¢ao de
tolerancia térmica sob a nova temperatura (Parsell e Lindquist, 1993; Gao et al 2004). Os resultados
indicam que as cé€lulas de A4. ferrooxidans lidam com o estresse térmico, modulando a expressao
génica até¢ chegarem a um estado de tolerancia. Desde que os genes de diferentes categorias
funcionais tiveram sua expressao modulada pelo estresse térmico podemos especular que diferentes
vias metabolicas, tais como o metabolismo do ferro, sdo afetados por esse estresse. Os resultados
obtidos com esse trabalho mostram que o uso de células adaptadas a temperaturas acima da
temperatura 6tima de crescimento nos processos de biolixiviagdo poderia aumentar a eficiéncia do

processo por evitar mudangas na fisiologia destas bactérias.
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CAPITULO 6 - Small heat shock proteins em A. ferrooxidans: expressio génica,
analise estrutural e modelagem molecular (The small heat shock proteins from

Acidithiobacillus ferrooxidans. gene expression, phylogenetic analysis and structural

modeling)
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1. Introducao

Acidithiobacillus ferrooxidans ¢ uma bactéria quimiolitotréfica e acidofilica que obtém
energia a partir da oxidagao de ions ferrosos e do enxofre elementar e de seus compostos reduzidos
(Kelly and Wood 2000). Esta bacteria ¢ aplicada com sucesso em biolixiviagao de sulfetos metalicos
com baixos teores de metal. Durante este processo, 4. ferrooxidans ¢ exposta a condigdes extremas
de crescimento como variagdes na temperature ¢ pH, privacdo de nutrientes e presenga de metais
(Rawlings, 2005), o que pode afetar a eficiéncia da recuperagao do metal.

Os estresses ambientais, como variagcdes na temperatura, geralmente afetam processos
essenciais para o crescimento € a sobrevivéncia do micro-organismos como a transferéncia de
energia. Geralmente, todos os organismos respondem a estresses ambientais por meio de um rapido
aumento na sintese de proteinas do choque térmico (HSP- heat shock proteins). HSPs atuam tanto
como chaperonas moleculares, mediando o correto dobramento e montagem de proteinas, quanto
como proteases, degradando proteinas danificadas irreversivelmente (Lindquist 1986). As HSPs
usualmente sdo classificadas de acordo com seu peso molecular, incluindo HSP100, HSP90, HSP70,
HSP60 e HSP20 ou small HSPs (sHSPs).

Particularmente, as sHSPs sdo caracterizadas por possuirem um baixo peso molecular,
entre 12 e 43 kDa e pela presenca de um dominio conhecido como dominio a-cristalino. Tal
Dominio ¢ composto por 80 a 100 residuos de aminoacidos e ¢ flanqueado por regides C- e N-
terminais de baixa similaridade. A regido N-terminal € critica para a atividade destas proteinas in
vivo, pois exercem um papel na oligomerizacao e ligagao ao substrato (Sun et al. 2005; Giese et al.
2005). O dominio a-crystalino funciona como chaperona molecular (Horwitz 1992) e o C-terminal

tem por funcdo manter a solubilidade, estabilidade e atividade chaperonina (Sun et al. 2005).

75



As sHSPs sdo extensivamente estudadas devido a sua habilidade em proteger ¢ manter a
viabilidade celular em condi¢des de estresse extremo. Esta caracteristica € particularmente
importante para micro-organismos extremofilos. Interessantemente, a maioria dos extremofilos
possui uma ou duas sHSPs apenas e, espécies que apresentam pelo menos 3 sHSPs sdo geralmente
aquelas do dominio Archea (Laksanalamai & Robb 2004). Contudo, trés sHSPs foram identificadas
no genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270.

Xiao et al. (2009) mostraram haver uma significativa diferenca entre os niveis de expressao
das sHSPs de A. ferrooxidans ATCC 23270 em resposta a um choque térmico. Estes achados
indicam que os genes sHSPs de A. ferrooxidans estao sob diferentes mecanismos de regulagao e,
suas proteinas podem exercer fungdes especializadas. Neste estudo, a expressao dos trés genes
codificantes de sHSPs (Afe 1009, Afe 1437 e Afe 2172) foi investigada na linhagem Brasileira LR
de A. ferrooxidans LR submetida a um choque térmico. Analises filogenéticas e por modelagem
molecular comparativa foram feitas com o objetivo de prover novas informagdes estruturais e

funcionais das sHSPs de A. ferrooxidans.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Linhagem bacteriana e condigoes de cultivo

A linhagem de 4. ferrooxidans utilizada neste estudo foi a LR, isolada em efluente acido de
coluna de lixiviacao de minério de uranio, em Lagoa Real, Brasil (Garcia, 1991). A. ferrooxidans LR
foi cultivada em temperaturas de 30 e 40°C, em meio T&K, pH 1,8 (contendo 0.4 g/L
K,HPO4.3H,0, 0.4 g/L MgS04.7H,0, 0.4 g/L (NH4)2SO4 e 33.4 g/L FeSO4.7H,O Tuovinen &
Kelly, 1972). O crescimento foi interrompido em 50% de oxidagdo do Fe*", o que foi acompanhado
por titulacio do Fe*" com dicromato de potéssio. As culturas obtidas foram filtradas em papel de
filtro comum e a seguir, as células foram coletadas através de filtragdo em membrana Millipore (0,45
uM). Para o experimento de choque térmico, as células foram cultivadas nas condi¢des acima
mencionadas e foram entdo mantidas a 40°C por 15, 30 e 60 minutos, em 100 mL de meio T&K. As

células foram estocadas a —70°C e a massa celular obtida foi utilizada para o isolamento do RNA.

2.2 Isolamento de RNA

O RNA foi isolado segundo o método descrito por Paulino et al. (2002), com modificagdes.
Para isto, as células de 4. ferrooxidans foram lavadas varias vezes com TE (10 mM Tris-HCI, pH
8,0, 1 mM EDTA, pH 8,0) e uma vez com agua tratada com DEPC e, posteriormente,
ressuspendidas em 1 mL de tampao de extragdo (EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris 0,1 M) e a seguir,
foi feita uma extragdo com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) contendo 100 uL
de SDS 10%. As amostras foram agitadas por 2 min em um vortex e centrifugadas a 8000 rpm por 3

min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e todo processo foi repetido
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até que a interface ndo fosse mais visivel. O RNA foi precipitado através da adigdo de acetato de
sodio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2 volumes). O RNA foi mantido a —20°C por no
minimo 2 horas. A seguir, as amostras foram centrifugadas e o precipitado (RNA) lavado com etanol
70%. O RNA foi solubilizado em 100 pL de 4gua DEPC e armazenado a —70°C. A concentragdo e a
integridade do RNA isolado foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose 1%,
contendo 6% de formaldeido, em tampao MOPS 1x (MOPS 10x: 41,8 g de MOPS, 16,6 mL de
acetato de sodio 3 M, 20 mL de EDTA 0,5 M, pH 8; agua q.s.p. 1000 mL; pH 7). A seguir,

procedeu-se o tratamento do RNA com DNASe.

2.3. Quantifica¢do da expressdo relativa através de PCR em tempo real (qRT-PCR)

Para sintese da primeira fita de ¢cDNA foi utilizado o kit Thermoscript RT-PCR System
(Invitrogen), seguindo-se as instrucdes do fabricante. Para tanto foram utilizados 1 pL do primer
hexamero randomico (50 ng/uL), 500 ng de RNA (desnaturado pela incubagao a 65°C por 5 min), 2
uL de ANTP mix (10 mM) e dgua tratada com DEPC (quantidade suficiente para 12 pL). Para cada
reacdo de sintese de cDNA, foi preparado um mix contendo 4 uLL do tampao de reagao (5x), 1 uL de
DTT (0,1 M), 1 uL de RNase OUT™, 1 uL do Thermoscript RT™ (15 U/uL) e 1 uL de agua
DEPC. O cDNA sintetizado foi armazenado a —20°C para posterior analise da expressao relativa
através de PCR em tempo real.

As reacoes de QRT-PCR foram realizadas em triplicada em um Real-Time PCR System 7500
(Applied Biosystems), usando o corante SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). conforme
(Carlos et al. 2008). A reacdo foi normalizada através da amplificagdo do gene alaS (Yarzabal ef al.,

2004). A analise dos dados foi feita com o auxilio do software Real-Time System RQ study software
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v.1.3.1 (Applied Biosystems). Dimeros de primers e outros artefatos foram avaliados pela curva de
“melting” e somente reacdes livres de dimeros e artefatos foram consideradas validas. Os primers
usados nos  experimentos foram  desenhados utilizando o  programa  Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/). A expressao relativa de cada gene foi calculada de acordo com o método

comparativo do limiarcritico threshold (AATC) descrito por Livak & Schmittgen (2001). A

significancia estatistica foi determinada usando o teste t-student (p-value < 0.05).

Tabela 1. Primers usados nos experimentos de qRT-PCR.

Tamanho do

Gene alvo Forward primer (5°—»3) Reverse primer (5>—3°) Amplicon
(bp)
Afe_1009 CCGAAATACCTGAGGTCAA TCCCTTTCTCCTCCTTCTCC 91
Afe 1437 GTATTGAAGGCGGAGATTGC TCTTCTTCCTTGACGCCACT 118
Afe 2172 AGGTAATCTTCAGCGGCAAC TAGGGGATCTCCAGACGATG 97

2.4. Andalise de bioinformatica

O genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 (J. Craig Venter Institute -
http://emr jevi.org/cgi-bin/CMR/Genome) foi usado para buscar genes codificantes para sHSPs. O
programa CLUSTAL W foi utilizado para alinhar as sequéncias das sHSPs de 4. ferrooxidans com
seqiiéncias encontras em outras bactérias. O alinhamento foi editado com o programa GeneDoc
(Chenna et al. 2003).

Para predizer sitios de inicio da transcri¢do para os genes que codificam sHSPs (small heat

shock proteins) em A. ferrooxidans, foi usado o software BPROM (Softberry, Inc.). BPROM ¢ um
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programa que reconhece a regido promotora dos genes alvo da RNA polimerase com o fator sigma
70 (¢’°). Uma vez que esses promotores bacterianos se caracterizam por apresentarem posicoes
conservadas em torno dos nucleotideos -35 e -10, sendo estas posi¢des separadas por uma seqili€éncia
de tamanho variavel, duas matrizes de peso (PWM) foram geradas, baseando-se em informagdes
complementares de cada sitio de ligagao, -10 e -35. A freqii€éncia da matriz foi baseada em um grupo
de 18 promotores para 6> em Vibrio cholerae (Slamti et al., 2007). Usando essa PMW, possiveis
regides -10 e -35 foram buscadas em 200 pb amontante ao codon de inicio AUG dos genes de sHSPs
de A. ferrooxidans. Cada sitio foi pontuado para seu grau de correspondéncia para as regides -35 e -

10 das matrizes.

2.5. Analise filogenética

Foi feita uma importacdo de todas as sequéncias de proteinas bacterianas que se
encontram depositadas no GeneBank. As sequéncias protéicas codificadas pelos genes de sHSPs
localizados nos loci Afe 1009, Afe 1437 e Afe 2172, foram comparadas por blastp (Altschul et al.,
1997) e sequéncias duplicadas foram eliminadas. Os 20 melhores hits para cada sHSP de A.
ferrooxidans foram usadas para construir um alinhamento usando MAFFT v6.717b

(http://align.bmr kyushu-u.ac.jp/mafft/software/). Um alinhamento contendo 76 residuos foi usado

para construir, usando o software 3.0 software (http://atgc.lirmm.fr/phyml/), uma arvore de maxima
verossimilhancia (Maximum-likelihood - ML). Uma matriz PAM (Dayhoff et al. 1978) foi gerada
para calcular a distancia genética e o programam aLRT statistics (Anisimova & Gascuel, 2006) foi

empregado para obter os nos para andlise estatistica.
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2.6. Modelagem Molecular

Primeiramente foi realizada uma busca por sequéncas similares com as sequéncias das sHSPs
de A. ferrooxidans (Afe 1009, Afe 1437 and Afe 2172) usando PSI-BLAST contra o PDB (Protein
Data Bank). Esta busca resultou em apenas modelos com baixa identidade (<28%). Contudo, buscas
usando o algoritmo pGenTHREADER implementado no servidor PSIPRED (McGuffin et al. 2000)
retornou duas estruturas com scores significantes, as duas mostrando um dominio o-cistalino bem
conservado. A estrutura do cristal da HSP16.9 de trigo (van Montfort et al. 2001; wHSP16.9, cédigo
de entrada no PDB: 1GME) e HSP16.5 de Methanococcus jannaschii (MjHSP16.5, cédigo de
entrada no PDB: 1SHS) foram usadas como modelo tridimensional para a modelagem molecular do
dominio a-crystalino. A regido N-terminal foi modelada usando como modelo somente a estrutura
de wHSP16.9. As sequéncias modelo e alvo foram alinhadas usando o servidor mGenThreader
(McGuffin and Jones, 2003) e foram cuidadosamente examinados para assegurar and a precisao do
alinhamento. Modelagem comparativa de proteinas pela satisfagdo de restricdes espaciais foi
realizada utilizando o programa MODELLER 9v7 (Fiser and Sali 2003). Quinze modelos foram
construidos para cada sHSP de A. ferrooxidans e todos modelos foram avalidos com o programa
DOPE. Modelos para cada proteina com baixo score global foram selecionados para explicitar a
simulacdo da dindmica molecular do solvente fazendo uso do programa GROMACS (Lindahl et al.
2001) para checar sua consisténcia e estabilidade. As anélises de qualidade global e local do modelo
final foram avaliados usando o programa VERIFY3D (Eisenberg et al. 1997), PROSA (Wiederstein
and Sippl 2007) e VADAR (Willard et al. 2003). As estruturas tridimensionais foram visualizads,
analisadas e comparadas usando os programas COOT (Emsley and Cowtan, 2004) ¢ PyMoL

(DeLano, 2002).
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3. Resultados e Discussao

3.1. sHSPs de A. ferrooxidans

Por meio de uma busca no genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270, trés genes para sHSPs,
Afe 1009, Afe 1437 e Afe 2172 foram localizados. De acordo com Han e co-laboradores (2008),
cerca de 71% dos micro-organismos que possuem genomas completamente anotados possuem um ou
dois genes codificantes para sHSP e 10% dos micro-organismos pertencentes ao dominio Archaea
possuem mais que 3 genes relacionados a sHSP. Notavelmente, Bradyrhizobium japonicum (uma
espécie de rizdbio) apresenta 13 genes codificantes de sHSP (Miinchbach et al. 1999).

Laksanalamai & Robb (2004) mostraram que a identidade de sHSPs de varios micro-
organismos extremofilicos que possuem apenas um gene para sHSP foi de 75% e a identidade de
sHSPs em um mesmo organismo varia entre 20 a 50%. Desta forma, a baixa identidade entre as
seguéncias de sHSP em A. ferrooxidans € intrigante.

Os genes Afe 1009, Afe 1437 and Afe 2172 nao sdao organizados em um operon no genoma
de A. ferrooxidans. De fato, a maioria dos genes de sHSP conhecidos ndo estdo organizados em
operon (Roy et al. 1999; Tomoyasu et al. 2003), com algumas excegdes como o operon ibpAB de
Escherichia coli que contem dois genes, ibpA and ibpB (Allen et al. 1992; Kuczynska-Wisnik et al.
2001) e Bradyrhizobium japonicum que possui genes de sHSP em unidades independentes e outros

agrupados no mesmo operon (Miinchbach et al. 1999).
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Tabela 2. Paramétros fisico-quimicos dos trés genes de sHSPs em A. ferrooxidans.

Pesp Identidade/ Identidade/ Identidade/
Gene Tamanho  Molecular pl teérico  similaridade  similaridade similaridade
(Da) com Afe_1009 com Afe 1437 com Afe 2172
Afe_1009 145 16934 6.20 - 29/58% 26/47%
Afe 1437 148 16680 5.43 29/58% - 22/53%
Afe 2172 134 16401 5.60 26/47% 22/53% -

3.2. Analise da expressdo génica das sHSP em A. ferrooxidans LR submitida a um choque térmico

Os niveis dos transcritos dos genes Afe 1009, Afe 1437 and Afe 2172 foram avaliados por
RTq-PCR em A. ferrooxidans LR crescida a 30°C (controle) e submetida a um choque térmico a
40°C durante 15, 30 and 60 minutos (Figura 1). Os resultados de RTq-PCR indicaram que apos 60
minutos, os trés genes analisados foram significantemente induzidos (P < 0.05 e fold change > 2.0)
apesar de que o nivel de expressdo do gene Afe 2172 foi consideravelmente menor em relagdo aos
demais. O maior nivel de expressao foi observado para Afe 1437, que foi 20 vezes maior do que
Afe 2172 e 11.5 vezes maior do que o nivel de expressao encontrado para o gene Afe 1009. Um
padrao de expressdo semelhante foi observado para o gene Afe 1437 no trabalho desenvolvido por
Xiao et al. (2009). Contudo, nossos resultados de expressao para os genes Afe 1009 e Afe 2172 e
os resultados obtidos por Xiao et al. (2009) foram bastante diferentes. Contudo, este tipo de
comparac¢do pode ndo ser confidvel devido as diferentes linhagens utilizadas nos dois trabalhos e

também as diferencas na abordagem experimental.
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Fig 1. Analise de PCR quantitativo em tempo real para os genes localizados nos locus Afe 1009,
Afe 1437 and Afe 2172. Para tanto, as células de A. ferrooxidans LR foram submetidas a um
choque térmico a 40°C durante 15, 30 e 60 minutoss. Os valores de expressdo sdo relativos aqueles

obtidos com as células mantidas a 30°C.

Em adigdo, as diferencas observadas na expressao dos genes sHSPs em A. ferrooxidans LR
sugerem mecanismos de regulacdo diferentes. Em um grande nimero de bactérias, o fator da RNA
polimerase sigma 32 (¢°%) regula a expressdo de genes que codificam para proteinas do choque
térmico de forma temperatura dependente (Allen et al. 1992). Sob outras condigdes de estresse, a
transcri¢do dos genes de choque térmico ¢ induzida seguida a um rapido e transiente aumento deste
fator (Gao et al. 2004). Em decorréncia deste fato, uma analise in silico foi realizada para deduzir as

regides -10 e -35 dos trés genes sHSPs. Os resultados indicaram que os trés genes apresentam
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possiveis promotores para 6>~ (Figura 2). No trabalho conduzido por Xiao et al. (2009), promotores
para o> foram encontrados apenas para os genes Afe 1437 e Afe 2172. Contudo, as diferencas
obtidas por ambos os trabalhos podem ser explicadas pelas distintas estratégias de analise in silico
escolhidas.

Em A. ferrooxidans, a regido -35 do sitio de ligacdo ao o”> parece ser mais onservado do que
a regido -10. Esta mesma caracteristica dos sitios de ligacdo ao o°> ¢ vista em V. cholerae ¢ E. coli
(Slamti et al. 2007). Apesar das diferengas nos niveis de expressao observadas para os genes sHSPs,
as analises de bioinformatica ndo revelaram nenhum outro tipo de mecanismos de regulacao
(resultados ndo mostrados). Contudo, mecanismos de regulagdo alternativos sdo possiveis para genes
sHSPs. Munchbach e co-autores (1999) identificaram, através de eletroforese subtrativa um grupo de
10 sHSPs em B. japonicum submetido a um aumento na temperatura de 28°C para 43°C. Estes
autores observaram que a quantidade de sHSP observada foi bastante diferente, sugerindo um

repertorio de mecanismos regulatorios para genes que codificam sHSP.

85



—35 (5.4 hits) -10 (4.5 hits)
-2 (2.2 DILS) £ (2.2 DITS)

CCCGGCGTCAGCCTGGTITGTCGCCGCCAGGCTGGAGAGGTATAGCCGCA

v
AARAATACGCTACAATATTGGGACGTCATGGACGCCGATCAGGGGGAGTG

Fig 2 Sequéncia de nucleotideos da regido 5'-amontante dos genes Afe 1009, Afe 1437 e Afe 2172,
que codificam sHSPs em A. ferrooxidans. Sitios de inicio da transcri¢do foram preditos pelo
programa BPROM e as sdo indicaddos pelas letras sombreadas. Sequéncias promotoras reconhecidas
por o2 sdo indicadas pelo tridngulo (V). O primeiro codon da sequéncia ¢ indicado pelas letras nas

caixas. O conteudo total de informagao dos sitios para ligacdo do 6°% (-35 ¢ -10) é mostrado em bits.

3.3. Analise filogenética e analise comparativa das sequéncias

A analise filogenética de maxima verossimilhanga (MV) sugere que as small heat proteins
estudadas neste trabalho ndo sdo paralogos recentes (Figura 3). Este achado estd de acordo com a
baixa similaridade entre as sequéncias das sHSPs de A. ferrooxidans (Tabela 2 e Figura 3). A
divergéncia de sequéncias entre as sHSPs de A. ferrooxidans pode ser uma consequéncia de uma
evento de transferéncia horizontal de um gene ou mesmo de dois; contudo, a possibilidade de uma

divergéncia evolutiva (Ingram 1961) causada por diferentes pressdes evolutivas ndo pode ser
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descartada. Para obter mais informacgdes a respeito da origem das sHSPs de A. ferrooxidans sHSPs
foi comparado o conteudo de CG de cada gene com a média do contetido de CG do genoma de A4.
ferrooxidans (~59% of CG). O Contetido de CG do gene Afe 1437 (46.53%) e Afe 1009 (47.71%)
foram estatisticamente diferentes da média do genoma (p<0.01; *=11.7766 and x>=9.4510,
respectivamente) enquanto que para gene Afe 2172 (58.76%) a diferenca ndo foi significativa
(x*=0.1025). Estes achados sugerem que os genes Afe 1437 e Afe 1009 podem ter sido herdados
horizontalmente por A. ferrooxidans. Interessantemente, a espécie A. caldus, pertencente a0 mesmo
genéro que A. ferrooxidans possui apenas um gene sHSP que representa um possivel ortdlogo do
gene Afe 1437 de A. ferrooxidans. Considerando a hipotese da origem por transferéncia horizontal
dos genes Afe 1437 e Afe 1009 ¢ possivel que 4. caldus tenha perdido o ortélogo Afe 2172
(possivel sHSP original) e teria mantido o ortologo Afe 1437. Neste cendrio, a transferéncia

horizontal que teria originado o gene Afe 1437 ocorreu antes da divergéncia entre as duas espécies.
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Fig 3 Relagoes filogenéticas deduzidas entre sHSP de A. ferrooxidans e sHSP de bactérias
relacionadas. As 20 sequéncias protéicas mais relacionadas para cada sHSP de A. ferrooxidans sHSP
foram recuperadas por blastp contra 1295 genomas completos de bactérias. A topologia foi obtida
por MV usando 76 residuos de aminoacidos. Distancias foram calculadas pela matriz PAM matrix e

a confiancia estatistica dos nodulos foi calculada com o teste aLRT. Ramos com valores de aLRT
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menores que 50% foram colapsados. Numeros de acesso ao GeneBank sdo mostrados em frente a
cada espécie.

Figura 4 mostra o alinhamento das sequéncias de aminoacidos das trés sHSP de A.
ferrooxidans com outras seqliéncias de sHSP, incluindo seqiiéncias da subdivisdo gama-
proteobacteria. Como mostrado na Figura 4, as sHSPs de 4. ferrooxidans carregam um dominio o-
crystalino bem conservado e todos os elementos considerados essenciais para sua oligomerizagao e,
portanto, para a atividade chaperona. Contudo, a proteina Afe 2172 tem uma regido C-terminal
muito curta o que ¢ observado raramente em sHSPs de outras bactérias. A tnica exce¢ao ¢ uma
sHSP de Bordetella avium, uma bactéria que causa doenca do trato respiratorio superior em aves
(Figura 4). Esta caracteristica pode tanto diminuir a habilidade desta proteina em formar oligdmeros
ou dimunuir a habilidade em modular sua atividade chaperona. Contudo, a regido C-terminal das
sHSPs de algumas bactérias apresenta residuos de cisteina bastante conservados. Estes residuos
parecem habilitar as sHSPs em detectar mudangas sob condi¢des oxidantes e traduzir essas
mudangas em diferentes conformacdes protéicas e atividade chaperona (Graf and Jacob 2002). Em
adicao, em algumas espécies de plantas, uma sequéncia rica em metionina na regiao N-terminal vem
sendo correlaciondo com um controle redox da atividade chaperona e da dindmica do oligdmero
(Gustavsson et al. 2001). Contudo, estes residuos de metionina no C-terminal ndo foram encontrados
nas sHSPs filogeneticamente relacionados com 4. ferrooxidans (Figura 4), o que sugere auséncia
deste tipo de controle das sHSPs pertencentes a subdivisao gama-proteobacteria.

A regido N-terminal ndo mostrou identidade de sequéncia com outras sHSPs com atividade
chaperona bem definida (grupos C e D), mas ferramentas de predicdo de estrutura secundaria
indicaram que todas as seqiiéncias analisadas possuem uma propensao em formar o-helices que sdo
consideradas elementos chaves para a ligacdo do substrato e estabilizacdo da estrutura oligomérica.

Além do mais, a regido N-terminal sozinha foi capaz de interagir com proteinas denaturadas (Fu et
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al. 2005) e seu truncamento reduz a atividade chaperona das sHSPs (Usui et al. 2004), enfatizando a

importancia dessa regido para a ligacao ao substrato e atividade chaperona.

. . .
N-Terminal 4 o-cristalino
\
1437 A Parrooridsns : Hin- - - - =R - B e LR TR R TR PT 1T R TORO TAN - —f e e 3 p==HEE -1
1009 _L. Berrocridens -~ L - - - B meR LR AR e AR U PSR L - - - - ITRSTUS P - v T = BTeaE— - =0
21T2_A_Perrocxidsne : wr\qnm'.mv- ¥ - : g0
A.borEusenEis AALE 1E- L TR - o - = =T
Eyrachocoooan z = TFETHER- - -—TIsSF AT R ¥ r . TR - =
b parpchrophils 3 k F RN 1R - - FERLSTLG- - TATSEDHTFR ’ T - o -- IROERRRE z 101
H. che ] neraizs z i, K] K -1
T.denitrificans a1
H.moltiformis P i 2 a8
B. phytofirnmme 3 (1 Fizm g uqqt.uﬂ = g - - -preThau - 5 EATE = 51
P farriteducans t - = SR I.EIJ: eR I 1R T 1 T 7)1 Brfifr=fi=r— - 118
B anriumm 3 KR PR HP- KAMAMEPF - e oo oo oo ST s - S 1T Tk ER- -]
M. imnnmmehid ; BT
F. futiorur 111
. tubsrculoxix ]
A tumsEnc iany =5
L. plantaron =T
B_breve ]
M. yrococcun a1
Ibpb_E.coli =4
Ibps_E.coli =4
Ibpa_K. pracmmcn i ]
Ibpb_K. praammcn i =2
H.cwprulatur 121
Ipbe_F.sarugitors =T
P puat ddm =T
W.cho larme =4
T mart 3w a5

a-cristalino

1T R TRrToom g |
1005 L ERrToomidans |
1173 _R.TarToox idans §

F"l‘li SN TR T ] e T e TS 45
H-
1'u" B TR AL

(e gt E R

5L TL06-VE 3 H 134
e Tl 142

bt T el e e v Flled, FRIF 140
I pEpenDopni 1 EZCT EARVIH 156
H.ohsjuansis AN ENE TR 145
Todeni T T ToTs N5 IIIEE 142
Homnlt iforwis SHECHL ER L
B pRETOl T Pl ii6
R0t i reiusans F i L5 163
E . a dvn F ELHALEFIT-FO 135
H. Jamressohid ! RLTRE ¥ 146
PO i o F: FREEEG 1F] 1EY
Ho oot r o 1 ol o 5 ;s LB TZER]L . 156
e e I e R .l rir LG 153
L P ISTIT ST TR HFHTE] H L0 A RN T TEERC A fEE 140
B.hoeve B oy Tl o B F e El L e L E FOC B P B KR TR TES- ikE
H . s RO R ] 146
Tople Euodli 144
Topa. Eaoolid a7
Thepes_ K POvs o 1 e 152
Tbople Ko presateondaes 143
H . mpeni LAT s 17k
Iplea_F. ST ugiinesa 142
Popunids 116
Veoholerss FES
T ot Lt 151

Fig 4 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das sHSPs de A. ferrooxidans e de outras

bactérias. As sequéncias foram agrupadas da seguinte forma: Grupo A, sequéncia de aminoacidos
das sHSPs de A. ferrooxidans; Grupo B, sequéncias de sHSPs de espécies filogeneticamente
relacionadas; Grupo C, sHSPs com estrutura tridimensional resolvida e com atividade chaperona
caracterizada; Grupo D, sHSPs com atividade chaperona de gama-proteobacteria e Gruop E,

seqiiéncias de aminoacidos da sHSP bem caracterizada de trigo (7riticum aestivum).
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3.4. Modelagem estrutural das sHSPs de A. ferrooxidans

Modelos tridimensionais das proteinas codificadas pelos genes Afe 1009, Afe 1437 e
Afe 2172 mostraram excelente propriedades esteroquimicas global e local com Z-score (PROSA
server) de aproximadamente -3.5 e todos os residuos encontrados dentro da regido permitida do
grafico de Ramachandran.. Um bom Z-score significa que esta dentro de um intervalo de scores
tipicamente encontrado para proteinas nativas de tamanho similar. Analises de RMSD entre um
modelo estrutural e os modelos resultantes resultaram em valores abaixo 0.5 A para a cadeia
principal do dominio a-crystalino, sugerindo que esses modelos sdo adequados para andlise
estrutural e comparativa.

Os modelos do dominio a-crystalino das proteinas codificadas pelos genes Afe 1009,
Afe 1437 e Afe 2172 dividem caraceristicas estruturais similares com outras sHSPs de organismos
procariotos e eucariotos. Este dominio (residuos 46-135) mostra uma estrutura de B-sanduiche
composta por 7 fitas B em duas folhas (Figura 5). A regido N-terminal (residuos 1-45) engloba duas
hélices, somente observada na estrutura do trigo - wHSP16.9 (van Montfort et al. 2001). Na
estrutura wSHP16.9, as hélices N-terminal participam na estabilizagdo da estrutura oligomérica
fazendo interagdes com o dominio a-crystalino adjacente (van Montfort et al. 2001). A extensao C-
teminal (136-148) apresenta uma conformagao helicoidal aleatéria e tem um papel fundamental na
formagao do estado oligomérico. Contudo, diferentemente das proteinas codificadas pelos genes
Afe 1437 e Afe 1009, a proteina codificada pelo gene Afe 2172 tem um C-terminal encurtado raro
que pode previnir a formagdo de um oligometo estavel e pode estar envolvido na modulacao da
atividade chaperona. Canonicamente, a alca longa, que ¢ responsavavel pela dimerizagdo, ¢
totalmente preservada e a identificagdo das regides funcionais por mapeamento de superfice de

informagoes filogenéticas, como implementado no servidor ConSurf Web (Goldenberg et al. 2009),
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indica que todos residuos considerados essenciais para dimerizagdo sao bem conservados nas trés
sHSPs de A. ferrooxidans.

A fim de obter informagdes sobre o estado oligomérico das proteinas codificadas pelos genes
Afe 1437 e Afe 1009, que possuem o C-terminal estendidos, foi realizada uma anélise acurada dos
determinantes para a montagem do disco dublo dodecamero (WHSP16.9) ou da concha esférica
composta dor 24 monomeros (MjHSP16.5). Em ambas as estruturas wHSP16.9 ¢ MjHSP16.5, as
interacdes intermoleculares feita pela extensao C-terminal sdo virtualmente idénticas, apesar do fato
de que o C-terminal de wHSP16.9 requer duas orientagdes diferentes para formar o oligdmero. Esta
capacidade do C-terminal adotar duas conformacgdes reside nos segmentos de aminoacidos entre as
folhas B 9 e B 10 que permitem o movimento de uma dobradi¢a. Analisando os contatos do C-
terminal na estrutura MjHSP16.5, observamos que o segmento entre as vertentes B 9 e 10  adota
uma conformacao estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre os atomos OeGlul37 e NeGIn52, e
do oxigénio da carbonila do atomo Glul37 e N(Lys142. Surpreendentemente, estes contatos nao
sao encontradas na estrutura wHSP16.9 por causa da presenca de um segundo residuo de Prolina na
posi¢do 142, o que incapacita o dobramento do segmento em um motivo estavel gerando um residuo
do segmento 6 (KAEVKK), com alta flexibilidade, que ¢ o que permite a articulagdo do movimento.
Nas sequéncias proteicas de Afe 1437 e Afe 1009, este segmento nao contém tal residuo de prolina
na mesma posicao relativa e os residuos que povoam este segmento tem todos os requisitos para
formar um motivo estavel, da mesma forma que a estrutura MjHSP16.5. Assim, com base em nossos
achados estruturais, sugerimos que tanto a proteina Afe 1437 quanto a Afe 1009 se comportam
como a sHSP procariodtica de M. jannaschii que adota uma configuragdo de 24 moléculas esféricas
em forma de concha. No entanto, alguns dados experimentais obtidos por qualquer técnica que

fornega informacdes sobre o comportamento hidrodindmico como espalhamento de luz dindmico,
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analise de ultra-centrifugacao, cromatografia por exclusdo de tamanho e de espalhamento de raios-X

sd0 necessarios para confirmar nossas previsoes in silico.
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Fig. 5 Representagdo da estrutura modelada da proteina codificada pelo gene Afe 1009 e Afe 1437
(A) e Afe 2172 (B). O dominio do B- sanduiche, al¢a longa, as regides N- e C-terminais sdo

coloridos de cinza-claro, verde, azul escuro e vermelho, respectivamente.
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CAPITULO 7 - DISCUSSAO

Nos ultimos tempos, questdes relacionadas a preservacdo ambiental tem ganhado muita
importancia em todo o mundo. Acidithiobacillus ferrooxidans, por ser um microrganimo
extremamente versatil, vem sendo alvo de muitos estudos que visam o seu emprego em processos
que prometem amenizar os prejuizos ambientais, como a biolixiviagdo. O grande desafio ¢ tornar tais
processos economicamente vidveis. Para tanto, a detencdo de conhecimento sobre todos os
pardmetros que envolvem tais processos se torna imprescindivel. Assim, a metodologia de estudo
aqui proposta, combina técnicas que permitem uma boa avaliagdo sobre a resposta da bactéria 4.
ferrooxidans a fatores estressantes encontrados em seu ambiente.

Com base em dados protéomicos, obtidos por eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas, verificamos que o perfil protéico de A. ferrooxidans foi significantemente afetado mediante
o crescimento sob uma temperatura mais elevada e sob privacdo de um nutriente essencial como o
fosforo. Seguindo-se a separagdo das proteinas por eletroforese bidimensional, foi realizada uma
analise da variancia biologica utilizando o software Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare,
USA) e o nimero de proteinas identificadas com nivel de confianca de pelo menos 95% (p value >
0.05) foi reduzido para 44 (~28%).

Dentre as 44 proteinas significativamente alteradas, 30 foram identificadas em células de A.
ferrooxidans crescidas a 40°C, sendo que 18 mostraram-se reprimidas (Tabela 2 — capitulo 4). As
proteinas reprimidas foram identificadas como fazendo parte de diferentes categorias funcionais o
que pode ser um reflexo de uma homeostasia celular afetada e, de uma atividade metabdlica

diminuida em decorréncia do esforco para reverter o estresse através da ativacdo da “heat shock
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response”. Esta resposta pode ser observada pela inducdo de proteinas como DnaK e GroEL,
identificadas no crescimento a 40°C (Lindquist, 1986).

De forma semelhante, o crescimento de A. ferrooxidans mediante a privagdo de fosfato
provocou a redugdo da sintese de 10 das 14 proteinas identificadas, mais uma vez indicando um
desvio do metabolismo bacteriano em prol da sintese de proteinas envolvidas na resposta ao estresse.

Como uma forma de verificar a condicao afetada de A. ferrooxidans pelos estresses
estudados nesta tese, uma analise da morfologia das células foi empregada visto que a morfologia
dos micro-organismos usualmente sofre mudangas em decorréncia de variagdes no ambiente. Para
tanto, foi empregada a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). MEV ¢ uma técnica
que tem sido largamente usada no estudo de efeitos de ambientes estressantes em células bacterianas
(Ritz et al., 2001), como por exemplo, na andlise de alteragdes morfologicas em Pseudomonas
pseudoalcaligenes submetida a temperaturas elevadas (Shi & Xia, 2003). As diferencas observadas
para A. ferrooxidans foram confirmadas pelo teste estatistico de Hotelling, mostrarando que as
células crescidas a 40°C e sob privagao de fosfato diferem significantemente das células controle,
assim como diferem entre si. Esse resultado estd de acordo com Shi & Xia (2003), ao verificarem
células alongadas e deformadas de P. pseudoalcaligene ap6s o cultivo em temperaturas elevadas e
com Seeger e Jerez (1993) que mostraram células alongadas de A. ferrooxidans em consequéncia do
crescimento na auséncia de fosfato.

Em acréscimo, foi realizada uma andlise discriminante ou analise dos componentes principais
para detectar variagdes dos parametros avaliados (Daly, 1985). A anélise de componentes principais
consiste basicamente em resumir um conjunto grande de medidas, em poucos componentes
principais, que podem informar a maior parte da variabilidade da amostra e, quando esses
componentes sdo plotados um contra o outro, pode ocorrer a formacdo de grupos. As fungdes

discriminantes (ou canoOnicas) sdo combinagdes de varidveis que melhor discriminam grupos

100



definidos a priori (Reis, 1988). Portanto, a analise discriminante ¢ uma técnica confirmatoria, tendo
sido capaz, no presente estudo, de definir dois grupos: controle e tratamentos. Assim, as imagens
obtidas mostraram haver uma forte evidéncia de que o crescimento a 40°C e sob a privagao de
fosfato representam fatores de estresse a A. ferrooxidans. De fato, a morfologia celular foi um dos
fatores demonstrados influenciarem na termoresisténcia adquirida por Listeria monotocitogenes
(Rowan & Anderson, 1998). E possivel propor que o alongamento celular seja uma resposta
generalizada a situagdes de estresse.

As alteracdoes morfoldgicas observadas em A. ferrooxidans possivelmente derivam de
alteragdes na membrana bem como na parede celular. Estes componentes externos sao
principalmentes constituidos por fosfolipideos e polissacarideos (Yu and Irudayaraj 2004). Uma
ferramenta que vem sendo muito utilizada na microbiologia para o estudo de componentes celulares
¢ o FTIR. Assim, o FTIR por reflectancia difusa foi utilizado para verificar se, de fato, tais
componentes celulares sao afetados pelas condigdes de estresse estudadas.

Anadlises preliminares dos espectros obtidos mostraram ndo haver nenhuma distingdo
aparente entre os espectros obtidos para o grupo controle € os grupos tratamentos - 40°C e privagao
de fosfato. Para detectar diferencas entre esses grupos de amostras, foi utilizada uma anéalise por
componentes principais (PCA). Assim, foram construidos modelos baseados na primeira derivada do
espectro inteiro. Porém, nao foram obtidos bons resultados para a separagao dos dois grupos. Entao,
os espectros foram divididos em regides e a regido que apresentou melhores resultados foi a regido
situada entre 850 e 1275 cm-1, que ¢ a regido referente ao “fingerprint” metabodlico. Foi realizada,
também, a primeira derivada desta regido e o PCA se mostrou capaz de fazer uma excelente
separagdo entre os dois grupos de amostras, evidenciando alteragcdes nas regides correspondentes a
carboidradatos, fosfoproteinas e fosfolipideos, que constituem os principais componentes das

paredes celulares (Yu and Irudayaraj 2004). Sendo 4. ferrooxidans uma bactéria quimiolitotrofica,
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as modificacdes observadas nos comprimentos de onda relativos a carboidratos podem indicar que a
fixacdo de carbono ¢ afetada quando 4. ferrooxidans ¢ mantida em temperatura elevada e sob
privacao de fosfato, como j& havia sido observado por to Seeger and Jerez (1993). Estes resultados
confirmam as alteracdes morfoldficas observadas pela MEV.

Como mencionado acima e anteriormente proposto por Jerez (1988) e Xiao et al. (2009), 4.
ferrooxidans desenvolve uma resposta ao estresse através da inducdo da expressdao de genes que
compdem a resposta ao choque térmico (heat shock response). Com o objetivo de verificar a
modulagdo desta resposta em decorréncia de um estresse térmico, alguns genes codificantes de
proteinas do choque térmico foram estudados nesta tese através de qPCR. Esses genes foram
escolhidos devido ao fato de que proteinas do choque térmico (HSP) funcionam como termosensores
celulares, havendo uma superproducao das mesmas em momentos criticos para a sobrevivéncia da
célula e uma queda a niveis normais ou mesmo uma repressdo quando essa situacdo ¢ vencida,
caracterizando um estado de termotolerancia e/ou adaptacdo (Craig & Gross 1991). Conforme
esperado, os genes que codificam HSPs analisados apresentaram um alto nivel de inducao mediante
o choque térmico e foram ou reprimidos ou inalterados mediante o crescimento prolongado a 40°C,
indicando que 4. ferrooxidans consegue, rapidamente, se adaptar a um aumento de 10°C na
temperatura 6tima de crescimento.

Com o intuito de averiguar outras fun¢des do metabolismo de A. ferrooxidans, genes de
diversas categorias funcionais também foram submetidos ao mesmo tipo de analise e, foi verificado
que genes pertencentes as categorias relacionadas ao metabolismo energético, biosintese de
cofatores, divisdo celular e transporte de substancias foram, de alguma forma, afetados pelo estresse
térmico, sugerindo certa “essencialidade” destes genes na sobrevivéncia da bactéria.
Interessantemente varios genes relacionados ao sistema de transporte de ferro, os receptores de Fe®*

dependentes da energia do sistema TonB, foram afetados pela temperatura, sugerindo que o
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crescimento em temperaturas elevadas pode afetar a capacidade de 4. ferrooxidans utilizar ferro.
Resultados da analise protedmica ja haviam sugerido essa condi¢ao afetada em A. ferrooxidans ao
identificarmos que a proteina rusticianina foi reprimida mediante o crescimento a 40°C.
Rusticianina € a proteina mais abundante em células de A. ferrooxidans crescidas em ferro (Cox and
Boxer 1978) e baixos niveis de producdo desta proteina foram justamente correlacionados com um
baixo nivel de ferro (Yarzabal et al., 2004; Carlos et al., 2008).

Voltando aos resultados de qRT-PCR, os dados obtidos para expressao dos 40 genes
analisados mostrou que 31 deles responderam positivamente ou negativamente a temperatura.
Buscando um melhor entendimento desta resposta, iniciou-se uma busca por possiveis reguladores
desses genes através de andlises de bioinformatica. Pelo menos trés diferentes mecanismos podem
regular a expressdao de HSPs em bactérias. Na maioria dos organismos, fatores sigma alternativos,
como ¢°> e/ou ¢, induzem a transcricio desses genes sob condi¢des de estresse (Kuczyanska-
Wisnik et al., 2001). Controle negativo da transcricao, como o repressor RheA, foi demonstrado em
Streptomyces albus albus (Servant et al., 1999) e um controle pos-transcricional através de uma
sequéncia conservada na regido 5’ ndo-traduzida (5’-UTRs) de genes que codificam sHSPs foi
demonstrado em rizobios (Nocker et al. 2001). Essa sequéncia, denominada ROSE (Repression Of
heat Shock gene Expression), ¢ um sistema de regulacdo que funciona como um elemento cis que
bloqueia o sitio de ligagdo ao ribossomo pela formacdo de uma al¢a (Nocker et al. 2001). Os
resultados da andlise de bioinformdtica foram positivos apenas para os sitios de ligacdo para e
somente para os genes AFE 0003, AFE 2891, AFE 1217, AFE 2238, AFE 0439, AFE 0440,
AFE 2495, AFE 1122, AFE 2134, AFE 2517, AFE 0796, ¢ AFE 1054. Assim, os mecanismos
que regulam a resposta de A. ferrooxidans ao aumento da temperatura ainda precisam ser melhor

elucidados.
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No entanto, apesar de termos encontrado sitios de ligagdo para 6>~ nos genes que codificam
sHSPs (small heat shock protein), AFE 1009, AFE 1437 e AFE 1272 e nenhum outro tipo de
regulacao ter sido encontrado pelas analises de bioinformatica, uma investigacao filogenética foi
realizada para se obter informacdes que ajudassem a entender a diferenca na expressao dos genes em
questao.

Analises da arvore filogenética construida usando as sequéncias de aminoacidos das sHSPs
em estudo sugerem que os genes que as codificam sdo nao-pardlogos. Assim, ¢ possivel que estes
genes nao tenham se originado de uma recente e exclusiva duplicacdo em A. ferrooxidans. Isso
reflete a baixa similaridade entre as sequéncias protéicas dessas sHSPs. Esse dado esta de acordo
com relatos prévios da literatura de que sHSPs de um mesmo organismo apresentam baixo nivel de
similaridade (Laksanalamai & Robb, 2004). Aparentemente, os genes localizados nos /loci
AFE 1437 e AFE 1009 sdao mais relacionados entre si do que com o gene localizado no locus
AFE 2172. Essa divergéncia das sequéncias pode ser atribuida a uma evolucao divergente (Ingran,
1961) ocasionada por diferentes pressdes evolutivas em 4. ferrooxidans. Uma consequéncia desse
evento poderia ser uma especializacao funcional destas proteinas, o que explicaria os diferentes
niveis de mRNA para os respectivos genes. Porém, transferéncia horizontal de genes pode, também,
ter sido a origem desses genes em A. ferrooxidans. Neste caso, 0os genes em questdo teriam origens
filogenéticas diferentes o que poderia explicar a divergéncia observada. Corroborando esses dados,
n6s desenvolvemos modelos estruturais tedricos das proteinas codificadas pelos genes em questdo e
verificamos uma grande similaridade entre as proteinas codificadas pelos genes AFE 1437 e
AFE 1009. O modelo obtido para a proteina codificada por AFE 2172, mostrou uma regido c-
terminal bastante curta. A regido c-terminal ¢ proposta estar envolvida na atividade de chaperona
(Sun et al. 2005), sugerindo uma a¢do diminuida desta proteina na protecdo contra o estresse térmico

o que explicaria o menor nivel de expressao deste gene.
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Por fim, este trabalho mostra a diversidade de respostas de A. ferrooxidans a condigdes de
estresse e fornece evidéncias de que o uso de uma linhagem adaptada a temperaturas mais elevadas
pode favorecer o processo de biolixiviagdo. Além do mais, este trabalho pode fornecer dicas a

respeito de um bom marcador molecular para o processo, como por exemplo, a proteina rusticianina.
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CAPITULO 8 - CONCLUSOES

Os estresses térmico e nutricional provocaram alongamento nas células de A. ferrooxidans
LR, sugerindo que o alongamento celular seja uma resposta generalizada a situagdes de

estresse.

Alteragdes nos numeros de onda do espectro infravermelho foram identificadas na regido de

carboidratos, fosfolipideos e fosfosfoproteinas o que indica altera¢des no envelope celular.

A anélise protedmica evidenciou que ocorreu uma diminui¢do do metabolismo bacteriano,
além de identificar alteracdes na expressdo de proteinas chaves para o metabolismo

oxidativo/energético e resposta ao estresse.

Os genes que codificam para proteinas de choque térmico apresentaram um nivel maior de
expressao apos 1 hora de choque, sugerindo seu envolvimento em um possivel processo de

adaptagdo.

5. A proteina ClpB apresentou maior nivel de expressdao quando comparada as outras proteases,

0 que pode ser um indicio de um mecanismo de acdao independente e energeticamente mais

econdmico para a célula.

A sHSP localizada no locus AFE 1437 apresentou maior nivel de expressao em relacao as

outras SHSPs.

7. Analises filogenéticas por NJ sugeriram que as trés sHSPs sdo proteinas ndo paralogas.

8.

As sHSPs localizadas nos /oci AFE 1009 e AFE 1437 sdo mais relacionadas entre sido que
aquela localizada no locus AFE 2172. E possivel que a presenga destas trés proteinas tenha

surgido de um evento de transferéncia horizontal.
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9. A modelagem molecular indicou que as sHSPs 1009 e 1437 possuem regides C e N-terminais
bem similares com MjHSP15.4 de M. janaschii. Porém, a sHSP 2172 apresenta C-termincal

curto, o que a diferencia das demais sHSPs.
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