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LISTA DE ABREVIACOES

Cu/ZnSOD = cobre/zinco superéxido dismutase

DCPIP = 2,6-diclorofenolindofenol

DEPC = dietil pirocarbonato

DTNB = 4cido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico)

DTT = ditiotreitol

EDTA = 4cido etilenodiamino tetra-acético

FAD = flavina adenina dinucleotideo

FeSOD = ferro superéxido dismutase

GR= enzima glutationa redutase

Grx = proteina glutarredoxina

grxA = gene que codifica a proteina glutarredoxina 1

grxC = gene que codifica a proteina glutarredoxina 3

Grx3 = proteina glutarredoxina 3

Grx-S; = glutarredoxina oxidada

Grx-S-SG = intermedidrio glutationilado com glutarredoxina
Grx-(SH); = glutarredoxina reduzida

GSH = glutationa reduzida

GSSG = glutationa oxidada

gor = gene que codifica a proteina glutationa redutase
MnSOD = manganés superéxido dismutase

MOPS = 4cido 3-N-morfolino propanosulfonico

MTT = brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio
NAD(P) = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADP" = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada
NADPH = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NiSOD = niquel superéxido dismutase

NTT = azul de nitro tetrazélio

PAPS = proteina 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato
proteina-S, = proteina oxidada

proteina-(SH), = proteina reduzida
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R-S; = proteina oxidada

R-(SH), = proteina reduzida

R-S-SG = dissulfeto hibrido a glutationa

SDS = dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio
SOD = enzima superdxido dismutase

sodA = gene que codifica a proteina manganés super6xido dismutase
sodB = gene que codifica a proteina ferro super6xido dismutase
TEMED = N,N,N’,N’- Tetrametiletilenodiamina

trx = gene que codifica a proteina tiorredoxina

Trx = proteina tiorredoxina

Trx-S, = tiorredoxina oxidada

Trx-(SH), = tiorredoxina reduzida

trxB = gene que codifica a proteina tiorredoxina dissulfeto redutase

TrxR = enzima tiorredoxina redutase
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RESUMO

Acidithiobacillus  ferrooxidans € uma bactéria Gram negativa, anaerdbica
facultativa, acidofilica, quimiolitotréfica e mesofilica. A. ferrooxidans € capaz de utilizar
ferro e enxofre como fonte de energia e ¢ um dos microrganismos mais utilizados no
processo de biolixiviagdo. Durante este processo a bactéria pode estar sujeita a diversos
tipos de estresse, entre eles, o estresse oxidativo. Entre os principais sensores relacionados a
resposta antioxidante estdo: a enzima SOD e as proteinas dos sistemas tiorredoxina e
glutarredoxina. A SOD atua como defesa primdria na remocdo de espécies reativas do
oxigénio. O sistema tiorredoxina € composto por NADPH, TrxR e Trx. O sistema
glutarredoxina € formado por NADPH, GR, GSH e Grx. Os sistemas tiorredoxina e
glutarredoxina desempenham um papel fundamental contra espécies reativas do oxigénio e
na manutenc¢do do ambiente redutor da célula. No primeiro capitulo, a linhagem brasileira
A. ferrooxidans LR foi utilizada para o estudo da expressdo de genes dos sistemas
tiorredoxina e glutarredoxina, por PCR em tempo real, em diferentes condi¢des: (a) nas
taxas de 50, 75 e 100% de oxidacdo de Fe2+, (b) em um e dois dias ap6s a taxa de 100% de
oxidagdo de Fe**, (c) na presenca de calcopirita e (d) apds diferentes tempos de heat shock.
Em geral, nas diferentes taxas de oxidacao de Fe**, os genes do sistema tiorredoxina foram
mais expressos que os do sistema glutarredoxina. Em um dia ap6s 100% de oxidacdo de
Fe?*, a maioria dos genes teve expressdo induzida. Em dois dias a partir desta taxa de
oxidagdo de Fe™*, apenas os genes trxB e gor foram induzidos em rela¢do ao controle,
sugerindo que os produtos desses genes podem exercer a fun¢do de chaperona durante o
estresse oxidativo. Na presenca de calcopirita, apenas o gene gor foi induzido, indicando
que GR pode estar envolvida no controle da homeostase celular. Esta enzima também pode
ser necessdria para a atividade de GSH, proteina envolvida no metabolismo de enxofre.
ApOs o heat shock, os niveis de expressdo do gene que codifica a proteina Grx3
aumentaram significativamente, possivelmente devido a propriedade de co-chaperona da
proteina. No segundo capitulo foram feitas andlises in silico das sequéncias de aminoacidos
das proteinas GR, TrxR e SOD de A. ferrooxidans. A andlise de in silico mostrou que
existem muitas semelhancas entre as proteinas TrxR e GR, como por exemplo, estrutura

secunddria, peso molecular, sitio ativo, motivos funcionais e dominios. Foi realizada a
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quantificacdo de proteinas totais, a determinac¢do da atividade em espectrofotdmetro das
enzimas GR e TrxR, a atividade em PAGE nao desnaturante das proteinas GR e SOD e a
caracterizacdo de SOD durante o crescimento de A. ferrooxidans LR em ferro e em células
mantidas em contato com a calcopirita por 1 e 10 dias. A concentracdo de proteinas totais
foi menor em células mantidas por 10 dias em contato com a calcopirita, e uma das razdes
pode ser o maior estresse oxidativo. A atividade das enzimas GR, TrxR e SOD aumentou
neste mesmo periodo de tempo, sugerindo a presenga de estresse. A caracterizagdo com

KCN e H,0O, mostrou que a enzima SOD de A. ferrooxidans era do tipo FeSOD.
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SUMMARY

Acidithiobacillus  ferrooxidans is a Gram-negative, anaerobic facultative,
acidophilic, chemolithoautotrophic and mesophilic bacterium. A. ferrooxidans is able to use
iron and sulfur as energy source and is one of the microorganisms used in the bioleaching
process. During this process, the bacterium may be subjected to several stressful situations
including the oxidative stress. Among the proteins involved in the antioxidant response are
the enzyme SOD and the proteins from the thioredoxin and the glutaredoxin systems. SOD
removes the reactive oxygen species. The thioredoxin system is composed by NADPH,
TrxR and Trx. The glutaredoxin system consists of NADPH, GR, GSH and Grx. The
thioredoxin and the glutaredoxin systems play a key role against the reactive oxygen
species and maintain the reducing environment of the cell. In the first chapter, the Brazilian
strain A. ferrooxidans LR was used to study the expression of genes from the thioredoxin
and the glutaredoxin systems, by real-time PCR, in different conditions: (a) at 50, 75 and
100% of Fe** oxidation, (b) in one a and in two days after 100% of Fe** oxidation, (¢) in
the presence of chalcopyrite and (d) after different periods of time of heat shock. In general,
on the different rates of Fe* oxidation, the genes of the thioredoxin system showed a
higher expression than the genes from the glutaredoxin system. In one day after 100% of
oxidation of Fe**, the majority of the genes had their expression induced. In two days after
100% of oxidation of Fe**, only the genes trxB and gor were induced suggesting that the
product of these genes may act as chaperones during the oxidative stress. In the presence of
chalcopyrite, only the gene gor was induced, indicating that GR may be involved in the
control of the cell homeostasis since it is necessary for GSH activity, a protein that
participates in sulfur metabolism. After the heat shock, the expression of the gene that
encodes the protein Grx3 increased, probably because this protein can act as a co-
chaperone. In the second chapter, an in silico analysis of the proteins GR, TrxR and SOD
amino acids sequences from A. ferrooxidans was performed. This analysis showed that
there are several similarities between TrxR and GR including, secondary structure,
molecular weight, active site, functional motives and domains. Total protein content in cells
grown until 80% of oxidation of Fe®* and in cells kept for 1 and 10 days in the presence of

chalcopyrite was determined. Also, in these conditions, the activities of GR and TrxR were
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determined in a spectrophotometer and the activities of GR and SOD were determined in
gel. The total protein content was higher in control cells and in the contrary, enzyme
activities were higher at 10 days of bacteria contact with chalcopyrite indicating the
presence of oxidative stress. Assays with KCN and H,0, showed that the A. ferrooxidans

LR SOD was in fact a FeSOD.
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INTRODUCAO

Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans pertence ao filo Proteobactéria, subgrupo Y-
proteobactéria, género Acidithiobacillus. Este género engloba as seguintes espécies: A.
albertensis, A. caldus, A. ferrooxidans e A. thiooxidans (Kelly & Wood, 2000). A.
ferrooxidans é uma bactéria Gram negativa, ndo patogé€nica e com metabolismo
quimiolitotréfico, isto €, obtém a energia necessdria para seu crescimento pela oxidacio de
substratos estritamente inorganicos, como ferro, enxofre ou fontes reduzidas deste, além de
ser capaz de fixar o CO, atmosférico (Rawlings, 2002). Esta bactéria € a tnica espécie do
género capaz de catalisar a oxidacdo do ion ferroso, aumentando de 10° a 10° vezes a
velocidade da reacdo. A espécie € anaerdbica facultativa e acidofilica, com pH 6timo de
crescimento ao redor de 2,0 (Golomzik & Ivanov, 1965; Tuovinen & Kelly, 1972;
Pivoverova & Golovacheva, 1985). Os estudos fisiolégicos, bioquimicos e genéticos
referentes a esta espécie t€m se intensificado pelo fato de A. ferrooxidans ser um dos
principais microrganismos envolvidos na lixiviagdo bacteriana de metais, ou biolixiviacdo,
processo no qual o metabolismo microbiano causa a solubilizag¢do de sulfetos de metais.

A sequéncia completa do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 € disponibilizada

pelo TIGR (The Institute for Genomics Research — http://cmr.tigr.org), sendo que ela serviu

como base para caracterizagdo de varios genes e operons (Yarzdbal et al., 2002; Levicéan et
al., 2002). Esta sequéncia também tem sido utilizada para o estudo de alguns aspectos
complexos da biologia de A. ferrooxidans, tais como os mecanismos de captacdo,
assimilacdo e metabolismo de enxofre (Valdés et al., 2003), metabolismo energético da
bactéria quando esta cresce na presenca de ion ferroso ou enxofre (Quatrini et al., 2006) e
metabolismo de carbono (Appia-Ayme et al., 2006).

A. ferrooxidans possui considerdvel interesse econdmico, pois estd envolvida na
biolixiviacdo de metais. A biolixiviacdo pode ocorrer de maneira direta ou indireta sendo
que na forma direta, os sulfetos metalicos sdo oxidados pelo contato direto das bactérias ou
por acdo enzimdtica das mesmas, gerando sulfatos soldveis (Bosecker, 1997). Na

biolixiviacdo indireta, o metabolismo das bactérias produz substincias lixiviantes que
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oxidam quimicamente os sulfetos metalicos causando a solubilizagdo. No caso de A.
ferrooxidans, os lixiviantes produzidos sdo H,SO4 e fons Fe’* (Bosecker, 1997). A reacdo
de dissolu¢do dos sulfetos metdlicos nao ocorre da mesma maneira. Por isso, dois
mecanismos, tiossulfato e polissulfeto, foram propostos para a biolixiviagao indireta dos
sulfetos metdlicos (Schippers & Sand, 1999). O mecanismo do tiossulfato € proposto para
sulfetos metdlicos insoliveis em meio 4cido, como por exemplo, a pirita (FeS,), a
molibdenita (MoS,) e tungstenita (WS,). Estes sulfetos sdo degradados a partir do ataque
dos fons Fe’*, formando como produto intermedidrio o tiossulfato, que por sua vez é
transformado em sulfato solivel. O mecanismo do polissulfeto € proposto para sulfetos de
metais soliveis em dcido, como por exemplo, a calcopirita (CuFeS,) e esfalerita (ZnS), os
quais sdo atacados de forma combinada pelos fons Fe** e prétons. Os polissulfetos e o
enxofre elementar sao os produtos intermedidrios e os produtos finais sdo sulfato e prétons
(Schippers & Sand, 1999). Na pratica os dois processos, direto e indireto, ocorrem
simultaneamente, em uma série complexa de reagdes quimicas, as quais constituem o
mecanismo de cooperacdo (Rawlings, 2002). Todavia, existe uma certa divergéncia sobre
qual dos dois processos € mais importante para a biolixiviacdo (Rohwerder et al., 2003).

A biolixiviacdo € um processo atraente para recuperacdo de metais de minérios de
baixo teor, cuja extracdo pelos métodos de pirometalurgia e hidrometalurgia niao ¢é
economicamente vidvel (Bosecker, 1997; Garcia Jr., 1997; Walting, 2006). A biolixivia¢ao
requer um baixo investimento inicial e de manuten¢do, nao necessita de mao-de-obra
especializada e, ao contrdrio do processo pirometalirgico, ndo emite SO,, o agente
causador da chuva 4cida (Garcia Jr., 1997). Esse processo € utilizado para a obtencdo de
cobre e uranio, sendo responsavel por 15% e 13% respectivamente, da produ¢do mundial
destes metais (Garcia Jr., 1997).

A. ferrooxidans possui também importancia ambiental, pois pode ser utilizada na
degradacdo de residuos quimicos provenientes de minerais processados. Os métodos
convencionais geralmente apresentam custos elevados e o emprego de A. ferrooxidans €
uma alternativa econdmica e rdpida, com beneficios para o meio ambiente (Shiratori &
Sonta, 1993; Hubert et al., 1995). Além disso, a capacidade de metaboliza¢do de compostos
sulfuricos possibilita a utilizacdo de A. ferrooxidans em filtros para a eliminacao do dioxido

de enxofre, um importante poluente ambiental emitido por vérios tipos de industrias
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(Bonaventura & Johnson, 1997). Lombardi et al. (2006) verificaram que A. ferooxidans foi
capaz de remover metais como manganés, aluminio, zonco, cobre e titdnio a partir de
esgotos municipais, o que destaca a importancia deste microrganismo em processos de

biorremediacao de efluentes.

Resisténcia a metais

Uma caracteristica marcante de A. ferrooxidans é a sua resisténcia generalizada a
altas concentracdes de metais, como por exemplo, aluminio, manganés, zinco, cobre,
cromo, prata, cddmio, niquel e urdnio (Dopson et al., 2003). Isto pode ser atribuido a
presenca constante de metais no ambiente natural da bactéria, fator que provavelmente
determinou a selecdo de tipos mais resistentes ao longo da evolucdo (Novo, 1998). Quanto
ao nivel de resisténcia Tuovinen et al. (1971) sugeriram que A. ferrooxidans pode ser cerca
de cem a mil vezes mais tolerante a metais, se comparada a outras bactérias heterotréficas.
Estes mesmos autores demonstraram que quando o ion ferroso era utilizado como fonte de
energia, a bactéria era até duas mil vezes mais resistente a ions metalicos do que células que
utilizaram o tiossulfato. Valores intermedidrios de resisténcia foram observados quando o
enxofre elementar foi utilizado.

Os genes que conferem resisténcia ao mercurio em A. ferrooxidans foram isolados
(Shiratori et al., 1989) utilizando a técnica de hibridizacdo com sonda radioativa contendo o
fragmento determinante da resisténcia ao mercurio do transposon Tn501. Estes mesmos
autores demonstraram a localizagdo cromossomica dos genes de resisténcia a mercirio em
A. ferrooxidans, sendo que a insercdo no cromossomo pode ter ocorrido por eventos de
transposi¢cao multipla. Posteriormente, Iwahori ef al. (2000) demonstraram que a membrana
plasmatica de algumas linhagens de A. ferrooxidans resistentes a0 mercurio possuia uma
atividade mercurio-redutase (Hg** — Hg®) Fe** dependente. Aparentemente, componentes
do sistema de oxidagdo de ions Fez+, as enzimas citocromo c¢ oxidase e rusticianina, estao
envolvidas no processo.

Os genes envolvidos no mecanismo de resisténcia ao arsénio em A. ferrooxidans
foram clonados e sequenciados por Butcher et al. (2000). Células de Escherichia coli

transformadas com estes genes de A. ferrooxidans apresentaram um aumento na resisténcia
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ao arsénio e antimOnio. Assim como os genes de resisténcia ao mercurio, os genes de
resisténcia ao arsénio também estdo localizados no cromossomo da bactéria. Segundo
Butcher et al. (2000), o mecanismo de resisténcia ao arsénio em A. ferrooxidans envolve
um sistema de efluxo de fons por meio de ATPase.

Novo et al. (2000) avaliaram a resisténcia de A. ferrooxidans LR aos metais cddmio,
niquel, zinco e cobre por eletroforese bidimensional. Em geral, a presenca destes metais no
meio de cultura resultou na repressio da sintese de diversas proteinas. Porém, na presenca
de cddmio e cobre, algumas proteinas foram induzidas. Além disso, estes autores
mostraram que o nivel da fosforilagcdo proteica era maior na presenca de cobre e que a
maioria das proteinas com sintese induzida por este metal localizava-se na membrana
celular, e ndo no citoplasma. Utilizando a técnica de RAP-PCR (RNA arbitrarily primed
polymerase chain reaction), Paulino et al. (2002) identificaram alguns genes expressos
diferencialmente em A. ferrooxidans na presenca de sulfato de cobre. Entre os genes com
expressdao aumentada estava um citocromo c, reforcando as evidéncias de um possivel papel
desta proteina na resisténcia a ions metalicos em A. ferrooxidans.

Duquesne et al. (2003) isolaram a linhagem de A. ferrooxidans CC1 de efluentes de
uma mina rica em arsénio no sudeste da Franca, e verificaram que ela era capaz de remover
esse metal em condi¢Oes de laboratorio, somente quando crescida em presenca de ferro.
Além disso, esses autores verificaram uma precipitacdo do arsénio com o ferro oxidado
produzido pelo metabolismo de A. ferrooxidans. Sendo assim, os autores concluiram que A.
ferrooxidans é capaz de remover arsénio de dguas dcidas contaminadas.

Cabrera et al. (2005) estudaram a cinética de oxidagdo do sulfato de ferro por A.
ferrooxidans na presenca de diferentes concentracdes de vérios metais pesados como Cr**,
Cu®*, Cd**, Zn** e Ni**. Estes autores demonstraram que existe uma inibicio ndo-

competitiva dos metais pesados em relagdo a oxidacao bacteriana do sulfato de ferro.
Metabolismo energético
Ramirez et al. (2004) analisaram o proteoma de células de A. ferrooxidans

cultivadas em meio contendo ferro, enxofre e sulfetos metdlicos como pirita (FeS,) e

calcopirita (CuFeS,), sendo sugerida a existéncia de diferentes vias de utilizacdo de ferro e
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enxofre durante o crescimento da bactéria na presenca de sulfetos metdlicos contendo ferro.
Além disso, foi observado que as mesmas proteinas sio sintetizadas na presencga de ferro e
enxofre, o que indica que as duas vias responsdveis por gerar energia sdo induzidas
simultaneamente dependendo do tipo e da concentracdo do substrato que vai ser oxidado.
Quatrini et al. (2006) analisaram, por microarray, a expressdao de genes em células de A.
ferrooxidans crescidas em meio contendo ferro ou enxofre, concluindo que a oxidagdo
destes elementos poderia ser regulada de maneira coordenada.

Foram identificados por Quatrini et al. (2007) genes regulados pela proteina Fur
(ferric uptake regulator) que estdo associados a diversas funcdes, como utilizacdo e
transporte de metais, regulacdo transcricional e balango redox (glutarredoxina, tiorredoxina
e glutationa). A regulagcdo por Fur sugere a necessidade do controle de ferro mediante aos
efeitos do estresse oxidativo. Nas fases iniciais do crescimento em pH 2,0, onde o ferro é
abundante, € esperado que haja um controle sensivel dos niveis de expressdo dos genes do
sistema de captacdo de ferro pelo Fur. Isso permite que a disponibilidade de ferro seja
suficiente para o metabolismo da bactéria, de forma a evitar sobrecargas intracelulares que
podem ocasionar estresse oxidativo severo.

Carlos et al. (2008) analisaram por PCR em tempo real a expressdo dos genes do
operon rus em A. ferrooxidans LR cultivada na presenca de ferro, e mantida em contato
com os sulfetos calcopirita e covelita (CuS) pelo periodo de 24 horas. As proteinas
codificadas pelos genes deste operon sdo responsdveis pela transferéncia de elétrons
provenientes do ion ferroso para o oxigénio e/ou para o NAD(P). Foi observado que na
presenca de calcopirita houve uma pequena reducio da expressdo dos genes do operon rus.
Ja na presenca de covelita essa repressdo foi mais notdvel, devido a auséncia do fon ferroso
neste sulfeto. Além disso, foi realizada uma andlise in silico da regulacdo pds-
trasnscricional dos genes cycl e rus, por meio da busca de sitios de inicia¢do da traducao
(Translation Initiation Site — T1S), para explicar as diferencas de expressdo encontradas. O
conteddo da informag¢do obtido para o gene cycl (8.4 bits) foi maior que o do gene rus (5.5
bits). Os autores sugerem que o metabolismo energético desta bactéria pode estar sendo

controlado por diferentes mecanismos a niveis transcricionais e pds-trasncricionais.
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Sensores redox

O metabolismo bacteriano e a integridade celular sao coordenados pelo balango do
estado redox de todos os componentes celulares. Em consequéncia da respiracdo aerdbica,
substancias reativas do oxigénio como superdxido (O;), peréxido de hidrogénio (H,O,) e
radicais hidroxilas (OH®) sdo produzidas no interior das células e sdo normalmente
controladas por moléculas antioxidantes. No entanto, havendo um disttrbio desta regulacao
devido a um excesso de oxidantes e/ou uma caréncia de antioxidantes, ocorre um aumento
das reacdes de oxidacdo acarretando no estresse oxidativo (Scandalios, 2002), o qual é
capaz de danificar os componentes celulares. Quando isto acontece, as células agem para
corrigir os efeitos causados pela oxidagao e restaurar o balanco redox.

As bactérias e os demais organismos desenvolveram sensores especificos a fim de
monitorar os diferentes sinais redox em multiplas situagdes, como a presenca ou auséncia
de oxigénio, de espécies reativas do oxigénio ou altera¢do no estado redox da célula (Storz
& Imlay, 1999; Pomposiello, 2001). Alguns desses sensores envolvem os clusters ferro-
enxofre, cadeias laterais de aminoacidos sensiveis ao redox, tidis de cisteinas e cofatores
ativados pelo estado redox, como por exemplo, flavinas, piridinas e grupos heme. Estes
sensores convertem os sinais redox que vao atuar geralmente ao nivel transcricional,
permitindo a adaptacdo da bactéria ao ambiente modificado (Green & Paget, 2004). Estes
sistemas de defesa antioxidante foram melhor caracterizados em E. coli, na qual fatores de
transcricdao do tipo OxyR e SoxR sdo capazes de ativar genes com fun¢@o antioxidante em
resposta ao estresse oxidativo.

No citoplasma, o ambiente redutor é mantido pelos sistemas tiorredoxina e
glutarredoxina. Esses sistemas sdo as principais vias dependentes do redox de tidis, nas
quais muitas proteinas podem ser reduzidas. O estado redox é um mediador crucial de
multiplos processos metabdlicos, de sinalizagdo e eventos transcricionais nas células e as
proteinas tidis, sob a forma de residuos de cisteina, exercem um papel chave na deteccdo e
regulacdo redox. As proteinas tiorredoxina e glutarredoxina sdo tidis dissulfeto 6xido-
redutases (Holmgren, 1989), de baixo peso molecular, inicialmente identificadas como
cofatores ditidis para a ribonucleotideo redutase em E. coli (Laurent et al., 1964; Holmgren,

1976). Estas proteinas possuem um sitio ativo rico em cisteinas altamente conservado em
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uma estrutura comum chamada de dobramento tiorredoxina (CXXC) (Holmgren, 1985,
1995a; Martin, 1995). Essas proteinas exibem uma configuracio tridimensional conhecida
como motivo tiorredoxina, que € constituido por cinco folhas beta cercadas por quatro alfa-
hélices (Ecklund et al., 1991; Holmgren, 1995b; Martin, 1995; Capitani et al., 2000).

Alteracdes no estado redox de tidis dissulfetos sdo importantes para o controle da
ativacdo de proteinas, sendo que a oxidacdo de determinadas cisteinas pode ativar ou
inativar proteinas. O elétron transferido no citoplasma recicla enzimas como
ribonucleotideo redutase, que € essencial para a biossintese do DNA (Holmgren, 1976),
metionina sulféxido redutase (Boschi-Muller er al., 2001), arsenato redutase (Messens et
al., 1999) e 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato redutase. Esta enzima € responsavel pela
reducdo da 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS), que é capaz de reduzir o sulfato a
sulfito, que € o primeiro passo para a via de biossintese de cisteina. Esta enzima também &
essencial para o metabolismo de enxofre (Russel ef al., 1990). Outras enzimas relacionadas
a processos anabolicos e de controle das condicdes de estresse foram descritas (Vlamis-
Gardikas, 2008).

Existem duas rotas para o destino dos elétrons a partir do NADPH que, por meio de
reacOes de reducdo, mantém as proteinas citoplasmaticas num estado reduzido (Vlamis-
Gardikas & Holmgren, 2002) . Apesar de glutarredoxina e tiorredoxina exibirem estruturas
tridimensionais e sitios ativos semelhantes, as fontes de elétrons requeridos para
manutencao das atividades redutoras sdo diferentes. Tais rotas podem ser divididas em dois
sistemas:

Sistema tiorredoxina: Tiorredoxina redutase — Tiorredoxina
Sistema glutarredoxina: Glutationa redutase — Glutationa — Glutarredoxina

No sistema tiorredoxina, a redu¢do do sitio ativo (CGPC) da tiorredoxina &

catalisada pela proteina tiorredoxina redutase (TrxR), que utiliza elétrons do NADPH

(Holmgren et al., 2005). A reagdo ocorre conforme as equagdes abaixo:

Trx-S; + NADPH + H' — Trx-(SH), + NADP"*
Proteina-S, + Trx-(SH), — proteina-(SH), + Trx-S,



22

Uma andlise do proteoma de E. coli realizada por Kumar et al. (2004), resultou na
identificacdo de muitas proteinas associadas a tiorredoxina. Foram encontradas oitenta
proteinas associadas com a Trx1, de forma que a tiorredoxina estava envolvida em, pelo
menos, vinte e seis processos celulares distintos, como por exemplo, divisdao celular,
regulacdo transcricional, transdugdo de energia, degradacdo, enovelamento de proteinas e
rotas de biossintese de dcidos graxos, acucares, aminodcidos, e outros. As tiorredoxinas
também desempenham um papel importante na atuacdo contra o estresse oxidativo, por
meio da reducdo de peréxido de hidrogénio, além de servirem como substrato para a
reducdo de peroxirredoxinas (Chae et al., 1994).

O sistema glutarredoxina desempenha um papel chave na protecio das
macromoléculas da célula contra os danos causados por espécies eletrofilicas e reativas do
oxigénio (Reed, 1995). Geralmente, a proteina glutarredoxina contém o motivo CPYC no
sitio ativo e sdo capazes de catalisar reagdes tanto pelo mecanismo ditiol, semelhante ao
que ocorre com o sistema tiorredoxina, como pelo monotiol (Bushweller er al., 1992;
Holmgren & Aslund, 1995). A glutarredoxina é requerida para a reducdo de dissulfetos
hibridos da proteina glutationa. Os mecanismos mono e ditiol podem ser esquematizados da

seguinte forma:

Mecanismo ditiol:
R-S; + Grx-(SH), — R-(SH), + Grx-S,
Grx-S; + 2 GSH — Grx-(SH), + GSSG

Mecanismo monotiol:
R-S-SG + Grx(SH),—R-SH + Grx-S-SG
Grx-S-SG + GSH — Grx-(SH), + GSSG

As glutarredoxinas estdo envolvidas em muitas fungdes celulares ao alterar o estado
redox de proteinas alvo envolvidas na sintese de DNA, transdu¢do de sinal e defesa contra
o estresse oxidativo (Ortenberg et al., 2004).

As proteinas dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina além de serem eficientes
como oxidorredutases, podem ser capazes de auxiliar o enovelamento de outras proteinas,

atuando assim como chaperona ou co-chaperona (Berndt et al., 2008).
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Outras enzimas antioxidantes

Outras enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD) e catalase atuam
na remogao de radicais livres, sendo capazes de eliminar ou impedir sua transformagdo em
produtos mais téxicos para as células.

A enzima SOD ¢ responsdvel pela catalisagcdo da reagdo de dismutagdo do ion
superdxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular e corresponde a uma familia de
enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composicao (Fridovich, 1995). As SODs
podem ser classificadas de acordo com o cofator (ion metélico) requerido para a sua
atividade. Os cofatores podem ser: ferro (FeSOD), manganés (MnSOD), cobre-zinco
(Cu/ZnSOD) ou niquel (NiSOD) (Cannio et al., 2000). As FeSODs e MnSODs apresentam
alta homologia em relacdo a estrutura primdria e tercidria (Parker et al., 1987; Parker &
Blake, 1988).

As enzimas FeSOD e MnSOD sdo encontradas predominantemente no citoplasma
de procariotos (Bowler et al., 1992) e em eucariotos, podem estar presentes em cloroplastos
(FeSOD) e em mitocondrias (MnSOD) (Cannio et al., 2000). Em contrapartida, a proteina
Cu/ZnSOD ¢ geralmente encontrada em eucariotos (Canio et al., 2000). Em procariotos
esta enzima nao € necessdria para o crescimento bacteriano em condicdes controladas de
laboratério e parece ndo exercer fun¢io de detoxificacdo do fon O,  produzido no interior
da célula. A Cu/ZnSOD estd envolvida na protecdo de origem externa, principalmente
durante processos infecciosos (Farrant et al., 1997; Sansone et al., 2002). J4 a proteina
NiSOD foi recentemente descoberta em algumas espécies do género Streptomyces (Youn et
al., 1996; Wuerges et al., 2004) e em cianobactérias (Eitinger, 2004).

A inativacdo dos genes sodA e sodB, que codificam, respectivamente as proteinas
MnSOD e FeSOD de E. coli, aumentou a suscetibilidade ao estresse oxidativo, as taxas de
mutacdo, além do comprometimento do crescimento em meio minimo, pois o ion
superdxido (O;") inativou as enzimas que sao necessdrias para a biossintese de aminoacidos
(Carlioz & Touati, 1986).

A catalase atua como catalisadora da reacdo que envolve o peréxido de hidrogénio,
produzindo 4gua e oxigénio molecular ¢ hd mais de cem anos esta enzima tem sido
estudada e caracterizada em diversos organismos (Nicholls et al., 2001). As catalases

podem ser classificadas em catalases monofuncionais, Mn-catalase ou catalase peroxidase,
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de acordo com a sequéncia de aminoécidos, estrutura tridimensional e fun¢do (Chelikani et
al., 2004). A atividade da catalase pode sofrer variacdes, sendo que algumas espécies de
bactérias anaerdbias facultativas ndo possuem atividade para essa enzima (Rolfe et al.,
1978). A partir das sequéncias obtidas do genoma de A. ferrooxidans, Valdés et al. (2008)
verificaram por meio de andlises de bioinformética que essa bactéria ndo possui genes que

codificam catalases.
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OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo analisar as proteinas e os genes envolvidos

no metabolismo energético e sistema antioxidante em Acidithiobacillus ferrooxidans LR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Capitulo 1: Analise da expressao de genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina

de Acidithiobacillus ferrooxidans LR em diferentes condicoes por PCR em tempo real.

- Andlise da expressdo, por PCR em tempo real, dos genes que codificam para glutationa
redutase, glutarredoxina, tiorredoxina redutase e tiorredoxina em A. ferrooxidans LR nas
condi¢des que se seguem:

- Diferentes taxas de oxidacdo de Fe** (50, 75 e 100%);

- Diferentes tempos, um e dois dias, apés 100% de oxidacdo de Fe2+;

- Presenca de calcopirita (CuFeS;) por 24 horas;

- Ap6s 0, 15, 30 e 60 minutos de heat shock.
- Determinacdo da concentragdo de peréxido de hidrogénio, pH e potencial redox do meio
de cultivo em diferentes taxas de oxidacdo de Fe’* e em um e dois dias apés 100% de

oxidacdo de Fe**.

Capitulo 2: Caracterizacdo bioquimica de enzimas integrantes do sistema
antioxidante em Acidithiobacillus ferrooxidans LR mantida em contato com

calcopirita.

- Andlise das sequéncias de aminodcidos das enzimas glutationa redutase, tiorredoxina
redutase e super6xido dismutase;
- Quantificacdo de proteina total em A. ferrooxidans LR cultivada até 80% de oxidacdo de

Fe’* e mantida em contato com calcopirita por 1 e 10 dias;
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- Determinagdo da atividade da enzima glutationa redudase em espectrofotometro e em gel;
- Determinagdo da atividade da enzima tioredoxina redutase em espectrofotometro;

- Determinagao da atividade e a classe da enzima superéxido dismutase em gel.
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CAPITULO 1

Analise da expressao de genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina
de Acidithiobacillus ferrooxidans LR em diferentes condicoes por PCR em

tempo real
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INTRODUCAO

Acidithiobacillus ferrooxidans sdo bacilos nao patogénicos, Gram negativos, com
flagelos polares, temperatura 6tima de crescimento de aproximadamente 30°C e pH 6timo
variando em torno de 2,0 (Kelly & Wood, 2000). Esta bactéria quimiolitotréfica pode
crescer tanto em condi¢gdes aerdbias quanto anaerdbias (Rawlings & Kusano, 1994). Ela
possui resisténcia natural a altas concentracdes de varios ions metélicos, sendo que no caso
do cobre essa resisténcia pode chegar a concentracdes na ordem de 10 g/L, em algumas
linhagens (Dopson et al., 2003; Tuovinen et al., 1971). A. ferrooxidans é capaz de obter
energia por meio da oxidacdo aerdbica de fons ferrosos, enxofre elementar e compostos
inorganicos contendo formas reduzidas de enxofre, como sulfitos, sulfetos e tiossulfatos
(Leduc & Ferroni, 1994). Esta bactéria € um dos principais microrganismos envolvidos na
biolixiviacdo, processo que utiliza uma comunidade de microrganismos para recuperacgao,
por acdo direta ou indireta, de metais que se encontram em minérios, como por exemplo,
calcopirita (CuFeS,), covelita (CuS) e bornita (CusFeSy).

Os organismos que vivem sob condi¢des aerdbicas, como por exemplo, A.
ferrooxidans, estdo sujeitos a producdo de substincias reativas do oxigénio como
subprodutos do metabolismo. Esses organismos podem estar expostos a diferentes tipos de
estresse que normalmente sao controlados por moléculas antioxidantes (Scandalios, 2005).
Em pequenas concentragdes, as substincias reativas do oxigénio podem agir como
moléculas mensageiras durante a transdugdo de sinais (Suzuki et al., 1997). No entanto,
quando hd um excesso e/ou um disturbio da regulacdo dessas substancias reativas, ocorre o
estresse oxidativo (Scandalios, 2002), que pode desequilibrar o balanco redox e ocasionar
danos as macromoléculas bioldgicas (Scandalios, 2005).

No citoplasma de procariotos existe um ambiente altamente redutor, constituido por
um grupo de proteinas que pertencem a superfamilia tiorredoxina (Prinz et al., 1997), que
formam dois sistemas: tiorredoxina e glutarredoxina. O sistema tiorredoxina é composto
por NADPH, tiorredoxina redutase e tiorredoxina; e o sistema glutarredoxina é composto
por NADPH, glutationa redutase, glutationa e glutarredoxina (Holmgren, 1989).

As tiorredoxinas e as glutarredoxinas sdo 6xidorredutases, de baixo peso molecular,

capazes de reduzir as ligagdes dissulfeto de outras proteinas (Holmgren, 1989). Os
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membros integrantes desta superfamilia apresentam duas cisteinas no sitio ativo CXXC,
chamado de motivo tiorredoxina (Martin, 1995). As reagcdes que envolvem a troca de
grupos tidis-dissulfetos sdo altamente especificas nos sistemas bioldgicos e as tiorredoxinas
e as glutarredoxinas, além de serem eficientes redutoras de ligagdes dissulfeto, podem agir
no enovelamento de outras proteinas (Berndt et al., 2008).

Apesar do gene que codifica a proteina glutationa redutase de A. ferrooxidans ter
sido clonado e expresso em Escherichia coli (Zhang et al., 2007), muito pouco é conhecido
sobre o sistema antioxidante desta bactéria acidofilica, no qual estdo envolvidas proteinas
dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina. Assim sendo, neste trabalho foi realizada a
andlise da expressdo de genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina em A.
ferrooxidans LR, por PCR em tempo real, em diferentes taxas de oxidag¢ao do ion ferroso,

na presenca de calcopirita e apds o heat shock.

MATERIAIS E METODOS

Linhagem de Acidithiobacillus ferrooxidans

Para o desenvolvimento do projeto foi utilizada a linhagem de A. ferrooxidans LR,

isolada de efluente 4cido de coluna de lixiviagdo de minério de urdnio em Lagoa Real,

Bahia (Garcia Jr, 1991).

Meio de cultura

Para o crescimento da bactéria foi utilizado o meio de cultura T&K liquido

(Tuovinen & Kelly, 1972), com pequenas modificacdes, como descrito a seguir:

Solucao A:

KoHPOy..ooiiiiiiiiiiicicicee 04¢g
MgSO4.TH0....coiiiiiiiiiee. 04¢g
(NH1)2SO04u e 04¢g

Hy0 Milli-Q.ooooovne. q.s.p. 800 mL
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Solucao B:
FCQSO4.7H20 ................................... 167 g
HyO Milli-Q ..o q.s.p. 1000 mL

O pH de ambas as solugdes foi ajustado para 1,8 com écido sulftirico concentrado. A
solucdo A foi esterilizada em autoclave (120°C, 20 min) e a solu¢do B por filtracio em
membrana (0,22 pm - Millipore). No momento do uso, as solugdes A e B foram misturadas
na propor¢ao de 4:1, respectivamente. Para o cultivo da bactéria na presenca do sulfeto
metdlico, foi adicionada calcopirita, autoclavada em ciclo aberto por 20 minutos, na

concentracao de 2,5% (p/v) na solugdo A.

Condicoes de crescimento da bactéria e obtencao da massa celular

A massa celular de A. ferrooxidans LR foi obtida a partir de quatro experimentos

diferentes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

a) Diferentes taxas de oxidacdo de Fe®*: Foram inoculadas aproximadamente 2,0 x 10"
células/mL em meio T&K. A cultura foi incubada a 30°C, 250 rpm até atingir as taxas de
50, 75 e 100% de oxidacdo do Fe’*. A porcentagem de oxidacdo de Fe** foi monitorada
pelo método de titulacdo com dicromato de potdssio (Garcia Jr et al., 1995). Em seguida, as
células foram filtradas em papel de filtro comum, coletadas por filtragdo em membrana
Millipore (0,22 um), centrifugadas a 12000 rpm por 3 minutos e lavadas com T&K para
obtencdo de células livres de ferro. Posteriormente, as células foram congeladas com

nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de RNA.

b) Um e dois dias apds 100% de oxidagdao do Fe**: As células foram cultivadas como
descrito no item a, até atingir a taxa de 100% de oxida¢do do Fe®* (controle) e nos tempos
de 24 e 48 horas apés 100% de oxidagao de Fe**. As células foram coletadas, lavadas,

congeladas e armazenadas a -80°C.

c¢) Contato com calcopirita: As células foram cultivadas como descrito em a, até atingir

80% de oxidagdo do Fe**. Em seguida, as células foram coletadas, lavadas, ressuspendidas
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e inoculadas em T&K contendo 2,5% (p/v) de calcopirita. Os indculos foram incubados a
30°C, 250 rpm, por 24 horas. As células foram coletadas, lavadas, congeladas e

armazenadas a -80°C.

d) Heat shock: As células foram cultivadas nas condi¢Oes descritas em a, até atingir 50% de
oxidagdo do Fe®*. As células foram centrifugadas a 12000 rpm, por 3 minutos e lavadas
com T&K. Posteriormente, as células foram inoculadas em meio T&K e incubadas a 40°C,
250 rpm, por 0, 15, 30 e 60 minutos. Assim que foram atingidos os tempos de incubagio, as

células foram coletadas e o RNA foi isolado.

Isolamento de RNA

O RNA foi isolado segundo o método descrito por Winderickx & Castro (1994),
com modificagdes. As células foram lavadas com TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM
EDTA, pH 8,0) e em seguida, foram ressuspendidas em 800 puL de tampdo de extracdo
(EDTA 1 mM; LiCl 0,1 M; Tris-HCI 0,1 M, pH 7.5). Posteriormente, foram adicionados
800 uL de fenol: cloroférmio: dlcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) contendo 80 uL. de SDS
10%. As amostras foram agitadas por 2 minutos em um vortex e centrifugadas a 10000 rpm
por 4 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e todo
processo foi repetido até que a interface ndo estivesse mais visivel. O RNA foi precipitado
por meio da adicdo de acetato de sédio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2
volumes). O RNA foi armazenado a -80°C por no minimo, 2 horas. A seguir, as amostras
foram centrifugadas e o precipitado (RNA) foi lavado com etanol 70%. O RNA foi
solubilizado em 4gua contendo DEPC (dietil pirocarbonato) e armazenado a -80°C. A
concentracdo do RNA foi determinada em um espectrofotdmetro e a sua integridade foi
verificada por 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 sédio 3 M, 20 mL de
EDTA 0,5 M, pH 8,0; dgua q.s.p. 1000 mL; pH 7,0).
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Tratamento do RNA com DNAse e sintese do cDNA

Foi tratado cerca de 1 ug de RNA total. Para cada 8 uL. de RNA foram adicionados
1 uL de tampao para DNAse e 1 uL. de DNAse (Invitrogen). As amostras foram mantidas
por 15 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, foi acrescentado 1 ul. de EDTA.
As amostras foram incubadas a 65°C por 5 minutos e, em seguida, colocadas no gelo. Uma
g de RNA tratado foi utilizado para a sintese de cDNA utilizando o kit ThermoScript RT-

PCR System (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

PCR em tempo real

A quantificacdo da expressdo dos genes da superfamilia tiorredoxina em diferentes
condic¢des experimentais foi realizada por PCR em tempo real. As reacdes foram realizadas
em um equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). As reacdes foram
preparadas como descrito a seguir, em um volume final de 15 uL: 6,25 puL de Platinum®
SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 10 uM de cada primer e 100 ng de
cDNA. Os primers (tabela 1) foram desenhados com o auxilio do programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi), utilizando como molde a

sequéncia gendmica de A. ferrooxidans ATCC 23270 (TIGR - http://cmr.tigr.org). Para a

amplificacdo do gene constitutivo alaS, que codifica a proteina alanil tRNA sintetase,

foram utilizados os primers alaS13 (direto) e alaS3 (inverso) (Yarzébal et al., 2004).
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TABELA 1 — Primers utilizados no PCR em tempo real.

Primers (5°— 3°)

Locus Gene Proteina Direto Inverso
AFE 0740 erxC glutarredoxina 3 AGCAGTAAGGGGATCACACC TGCGGCAAGGTCATCATAG
AFE_2383 rx tiorredoxina CGGTATTGGTCGATTTCTGG  GGGGAGTATTGGGATTTTCG
AFE_2657 trxB tiorredoxina ATGGCCAAGGAAAATGTCAC  GGTGCTGCCGTTTTCTACAT
dissulfeto redutase
AFE_2666 gor glutationa redutase TCACCTCGGACGGATTCTT  GAAACGTCACTGCCGAGAG
AFE_2112 alaS alanil tRNA GTGCCTTTCCCGAACTCACG  TCCTCCAGCAGACTGAGTCC

sintetase

Para as amplifica¢des foram utilizadas as condi¢des descritas a seguir: 2 minutos a
50°C de pré-tratamento de UDG (Uracil-DNA Glicosilase) e desnaturacao de 5 minutos a
95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 15 segundos, anelamento por 20
segundos a 60°C e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguida da uma andlise de curva de
melting (40 ciclos com decréscimo de 1°C a cada 15 s iniciando em 95°C). Por meio desta
andlise foi possivel averiguar a especificidade da reacao de amplificacdo, uma vez que o
fluoréforo (SYBR Green) usado emite luz sempre que um dimero de DNA ¢é formado.

Todas as reacdes foram feitas em triplicata e a média do C, (threshold cycle) foi
utilizada para avaliagdo da expressdao génica. O programa Real-Time System RQ Study
Software v. 1.3.1 (Applied Biosystems) foi utilizado para coleta dos dados. Os genes
analisados tiveram sua expressdo normalizada com o gene constitutivo alaS. Para o
experimento com calcopirita e para os tempos (um e dois dias) apds 100% de oxidacao do
Fe?*, a expressdo relativa dos genes comparada ao seu controle foi feita pelo método 274"
(Livak & Schmittgen, 2001), sendo que no primeiro experimento, o controle utilizado foi a
taxa de oxidacdo de 80% de Fe** e, no o segundo, a taxa de oxidagcdo de 100% de Fe”*. Para
o experimento das diferentes taxas de oxidacdo de Fe® (50%, 75% e 100%) e do heat
shock, a expressio relativa dos genes foi determinada pelo método do 2™*“* (diferenca do Ct

do gene e do endégeno). Todos os dados foram expressos como médias acrescidas de seu
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desvio padrio e analisados pelos testes: Teste t de Student ou Andlise de Varidncia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Métodos analiticos

a) Determinacdo do potencial redox (Ep) e pH: Foram realizadas medidas do potencial
redox e pH de amostras do meio de cultivo (aproximadamente 25 mL) obtido dos
experimentos das diferentes taxas de oxidagcdo do Fe®* e dos diferentes tempos ap6s 100%
de oxidacdo do Fe?*. As medidas foram realizadas 2 temperatura ambiente (25°C). Os
equipamentos utilizados para a leitura do potencial redox e do pH foram, respectivamente,
Eh-metro da Digmed, modelo DM20, com eletrodo Ag/AgCIl-Pt e pHmetro Corning,
modelo 440.

b) Determinacdo do teor de peréxido de hidrogénio (H,O;): A determinacdo do teor de
H,0,; foi avaliada em amostras do meio de cultivo (25 mL) obtido dos experimentos das
diferentes taxas de oxidagdao do Fe™* e dos diferentes tempos ap6s 100% de oxidacdo do
Fe®* por titulagio iodométrica (Jeffery er al., 1992). A solugdo de tiossulfato de sédio
(Na;S0s) foi utilizada como agente titulante e a solucdo de molibdato de s6dio (Na,Moy)

3% como agente catalisador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Acidithiobacillus ferrooxidans LR em diferentes taxas de oxidaciio de Fe?*: expressdo
de genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina, pH, potencial redox e

concentraciao de H,O,

a) Analise da expressao dos genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina

Em E. coli, na fase exponencial de crescimento sdo gerados radicais reativos do

oxigénio devido a auto-oxidagdo dos componentes da cadeia respiratéria (Storz & Imlay,
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1999). As proteinas dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina estdo associadas no combate
destas espécies reativas de oxigénio e na manuten¢do do ambiente redutor da célula (Ritz &
Beckwith, 2001). Pouco se sabe sobre a expressdo dos genes destes sistemas durante o
crescimento de A. ferrooxidans LR na presenca de Fe?*. Assim sendo, os genes frxB, que
codifica a proteina tiorredoxina dissulfeto redutase (TrxR); gene trx, proteina tiorredoxina
(Trx); gene gor, proteina glutationa redutase (GR) e gene grxC, proteina glutarredoxina 3
(Grx3) foram analisados nesta bactéria por PCR em tempo real, nas taxas de 50, 75 e 100%

de oxidagdo de Fe** (figura 1).
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FIGURA 1 — Expressao dos genes da superfamilia tiorredoxina de A. ferrooxidans LR em

diferentes taxas de oxidagdo de Fe™.

Nas diferentes taxas de oxidacdo de Fe®*, os genes do sistema tiorredoxina foram os
que apresentaram a maior expressao, sendo que a expressdo de trx foi maior do que a de
trxB. Os maiores niveis de expressao destes dois genes foram observados na taxa de 100%
de oxidagdo de Fe®* (figura 1, tabela 2). A expressdo dos genes grxC e gor, integrantes do

sistema glutarredoxina, foi semelhante nas diferentes taxas de oxidacdo de Fe** (figura 1,
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tabela 2) e ndo apresentou grandes variacOes a medida que a taxa de oxidagdo de Fe®*

aumentou de 50 para 100%.

TABELA 2 — Média de tratamento em cada uma das taxas de oxidacdo de Fe** seguida por
uma mesma letra ndo difere estatisticamente entre si. ANOVA (F): diferencgas

significativas a 5%.

Gene 50% T. Tukey 75% T. Tukey 100% T. Tukey
1rxB 24,89 B 37,34 B 77,00 B
Trx 80,22 A 78,50 A 161,24 A
Gor 3,64 B 2,71 C 3,04 C
grxC 17,27 B 16,97 C 21,63 C
ANOVA (F) 8,438" 66,083" 58,584

Em 100% de oxidagdo de Fe** A. ferrooxidans LR estd no final da fase logaritima
(de Knegt, 2004). Logo, a maior expressdo dos genes do sistema tiorredoxina nesta taxa de
oxidagdo de Fe** possivelmente ocorre para impedir que as substancias reativas do oxigénio
geradas pela respiracdo aerdbica danifiquem as células e os seus componentes e/ou para

garantir que o balango redox do meio ndo seja alterado.
b) Analise do pH

Durante as diferentes taxas de oxidagdo de Fez+, foram observadas pequenas
variagdes nos valores de pH. Inicialmente, verificou-se que o valor de pH foi de 1,8 € no
decorrer do experimento o pH se manteve em torno de 2,0. O aumento do valor de pH pode
ser em decorréncia do processo oxidativo do Fe** (equacdo 1), no qual ocorre o consumo de
ions hidrogénio (H"), e assim, o pH do meio aumenta. No entanto, esse aumento de pH é
contrabalancado pela hidrélise do Fe?* (equacdes 2 a 4) (Daoud & Karamanev, 2006), que é

muito menos soltvel e precipita como hidréxido férrico, Fe(OH)s.
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A f
(1)  4Fe** + 0, + 4H" — 4Fe** + 2H,0

(2) Fe"++H,0—FeOH> +H"
(3)  Fe*++2H, O — Fe(OH)," + H
(4)  Fe* ++3H, 0 — Fe(OH); + H'

Assim, é de se esperar que o pH do sistema sofra variacbes com o
aumento das reacbes de oxidacdo e de hidrélise, ainda que estas alteracdes
sejam pequenas. Além disso, existe uma reacdo de competicdo com a reacao de
hidrélise, na qual sdo gerados produtos, como por exemplo, o hidroxissulfato
basico férrico, com a seguinte férmula MFe3(SQO4)2(OH)s, onde M pode ser algum
dos seguintes cations monovalentes: K", Na®, NH;", Ag® ou H3O". Estes
precipitados sdo conhecidos como jarosita. A precipitacdo da jarosita é
dependente do pH, da concentracdo de ions e da composi¢do do meio de cultivo.
A reacéao a seguir (equacao 5), mostra como a jarosita pode ser formada (Jensen
& Webb, 1995):

(5)  3Fe® + M* + 2HyS0y4 + 6H20 — MFe3(SO4)2(OH)s + 8H*

Quando as células de A. ferrooxidans sao cultivadas em meio contendo Fe** e em
valores de pH em torno de 2.0, a bactéria apresenta um pH interno em torno de 6.5 (Cox et
al., 1979). Em procariotos e eucariotos, as proteinas da superfamilia tiorredoxina
apresentam diferentes valores de pKa (valor de pH no qual o composto ionizdvel esta
metade protonado e metade desprotonado), € mesmo entre as proteinas dos sistemas
tiorredoxina e glutarredoxina ha essa divergéncia. A tiorredoxina redutase age
preferencialmente em valores de pKa compreendidos entre 6,4 a 9,13 (Huang et al., 2008).
A tiorredoxina atua em valores de pKa 6,3 a 7,5. (Dillet et al., 1998; Kallis & Holmgren,
1980). J4 a glutationa redutase atua em pKa de 8,5 (Veine et al., 1998) e a glutarredoxina
em valores de pKa de 3,8 (Gan & Wellls, 1988). Nas diferentes taxas de oxidacdo de Fe>*
os genes do sistema tiorredoxina de A. ferrooxidans LR tiveram um nivel de expressao

maior em relacdo aos genes do sistema glutarredoxina. Isto pode ter ocorrido porque o valor
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do pKa das proteinas codificadas pelos genes do sistema tiorredoxina é mais préximo ao

pH interno de A. ferrooxidans quando o Fe** é oxidado.
¢) Anadlise do potencial redox (Ep,)

Foram realizadas medidas do E; do meio contendo as células de A. ferrooxidans LR
. . . 2. . . . .
nas diferentes taxas de oxidacdo de Fe™", assim como nos tempos de um e dois dias apés a

taxa de 100% de oxidagdo do Fe?* (figura 2).
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FIGURA 2 — Média dos valores de potencial redox em milivolts (mV) em diferentes taxas

de oxidacdo de Fe** em A. ferrooxidans LR.

Na presenca da bactéria, o potencial redox da solugdo € determinado em fung¢ao dos
fons Fe’*/Fe** (Rawlings, 2005). Em 0% de oxidagdo de Fe**, o valor do potencial redox foi
de 511,3 mV. Em 50% de oxidacdo do Fez+, o potencial redox foi de 537,67 mV. Este
aumento € decorrente do processo metabdlico da bactéria que é capaz de oxidar ativamente
o Fe*. Em 75% de oxidacdo do Fe** o valor de potencial redox foi de 527,63 mV. Nesta

taxa de oxidacdo o Fe’*gerado é precipitado sob a forma de jarosita e hd uma menor
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concentracdo de fons disponiveis em solucao, por isso o potencial redox diminui. Em 100%
de oxidacdo de Fe**, o potencial redox foi de 514,33 mV e tende a se estabilizar, assim
como foi observado em um e dois dias apés 100% de oxidagdo, cujos valores foram,
respectivamente, de 509,27 mV e 503,10 mV. Isto pode ter ocorrido devido a grande
concentracdo ferro no meio. Assim, por mais que ocorra a precipitacdo dos fons Fe™*,
haverd sempre uma alta concentragio destes ions no meio de cultivo, mantendo o potencial

redox estavel.

d) Analise da concentracio de peréxido de hidrogénio

Christman et al. (1985), demonstraram que a expressdo de cerca de trinta proteinas
da bactéria Salmonella typhimurium foi induzida em resposta a concentragdes nao letais de
H,0,. Dentre elas, a proteina glutationa redutase, que teve o nivel de expressao aumentado
quatro vezes em relacdo ao seu controle. A expressao in vivo de genes de E. coli integrantes
do sistema tiorredoxina, sistema glutarredoxina e membros dos regulons de OxyR e SoxRS
foi avaliada por Prieto-Alamo er al. (2000) na presenca e auséncia de peréxido de
hidrogénio, paraquat e hidroxiuréia. O tratamento com o peréxido de hidrogénio estimulou
a expressdo dos genes gorA, grxA e fpg que codificam, respectivamente, as proteinas
glutationa redutase, glutarredoxina 1 e formamidopirimidina DNA glicosilase. Na presenca
de paraquat, a expressdo dos genes citados anteriormente foi ainda maior. Isto
provavelmente ocorreu devido a conversdo do ion super6xido presente no paraquat a
peréxido de hidrogénio (Prieto-Alamo et al., 2000).

Para obter maior informagdo sobre a relacdo entre o aumento dos niveis de
expressao dos genes da superfamilia tiorredoxina ao longo das diferentes taxas de oxidacao
do fon ferroso, foi realizada a quantificacdo de H,O; nas diferentes taxas de oxidacdo de

Fe** e em 1 e dois dias apés 100% de oxidagdo de Fe** (figura 3).
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FIGURA 3 — Média dos valores do teor de H,O, em ppm nas diferentes taxas de oxidagcao
de Fe** por A. ferrooxidans LR.

Inicialmente, a quantidade de H,O; encontrada, em ppm, foi de 144,01. Na taxa de
50% de oxidacao de Fez+, o teor de H,0, foi de 1168,59 ppm. Assim, houve um aumento
de aproximadamente 8,0 vezes em relac@o ao ponto inicial. Na taxa de 75% de oxidagao do
Fe2+, a quantidade de H,0O, foi de 1627,01 ppm ou seja, 11,29 vezes maior que a do ponto
0. A maior concentragdo de H,O,, 1955,71 ppm, foi observada na taxa de 100% de
oxidagdo de Fe®*. Este valor é 13,58 vezes maior que a concentracao inicial. Em um dia
ap6s 100% de oxidagdo de Fe*, a concentracdo de H,O, se manteve estavel, j4 que a
quantidade encontrada de 1933,93 ppm ¢é muito similar a taxa obsevada em 100% de
oxidagdo do Fe**. Em dois dias ap6s 100% de oxidacdo de Fe**, a concentracio de H,O, foi
de 1786,42 ppm, apresentando assim, uma pequena queda, em relacdo as taxas de 100% e
um dia ap6s 100% da oxidagdo do Fe™.

Alguns radicais reativos do oxigénio sdo formados como produto do metabolismo
primério de A. ferrooxidans, que é capaz de promover a oxidacdo do Fe** a Fe’*. Dentre

~ . . ~ 2
eles, o0 H,0,, que teve sua concentra¢io aumentada nas diferentes taxas de oxidagio de Fe™"
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por A. ferrooxidans LR. Isto pode ser explicado porque o Fe’* é solivel no meio de
crescimento da bactéria e na presenca de H,O, age como catalisador da rea¢do de Fenton
(equagdo 6). Essa reacdo foi proposta inicialmente por Henry J. H. Fenton, em 1894, para a
oxidagdo do 4cido tartarico a partir do H,O, e sulfato ferroso. Atualmente é conhecida
como "reacdo Fenton", uma das reacdes de oxidacdo mais potentes que existe, a qual
determina a formacdo do radical hidroxila. Este, por sua vez, ¢ altamente reativo e

destrutivo a célula, visto que ndo existem sistemas enzimadticos capazes de reduzir a sua

concentracdo (Kiley & Storz, 2004).
(6)  Fe’" +H,0, — Fe’* + OH + OH®

A concentragdo de H,O, foi medida no meio extracelular. No entanto, ¢ muito
provavel que a maior concentracdo de H,0, seja responsdvel pelo aumento da expressao
dos genes, principalmente os do sistema tiorredoxina, em A. ferrooxidans LR nas etapas

finais de oxidacdo de Fe*".

Analise da expressao dos genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina em

Acidithiobacillus ferrooxidans LR em um e dois dias ap6s 100% de oxidac¢ao de Fe?*

Como citado acima, os genes da superfamilia tiorredoxina apresentaram os maiores

L. . 2. . - -
niveis de expressio em 100% Fe~". No entanto, esta taxa de oxidag¢do ndo corresponde
exatamente a fase estacionaria de crescimento da bactéria. Assim sendo, foi analisada a

expressdo desses genes em um e dois dias apés 100% de oxidagdo Fe?* (fase estaciondria).
a) Anilise da expressdo génica em um dia apés 100% de oxidaciio de Fe**

Fahey et al. (1978) verificaram em E. coli um aumento significativo dos niveis de
glutationa, uma das proteinas pertencente a superfamilia tiorredoxina durante a transi¢ao da
fase exponencial para a fase estaciondria. Loewen (1979) demonstrou que os niveis de

glutationa aumentavam cerca de seis vezes quando as células de E. coli atingiam a fase
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estaciondria de crescimento. Assim sendo, a expressdo dos genes dos sistemas tiorredoxina
e glutarredoxina foi analisada em 1 dia apdés 100% de oxidacdo de Fez+para detectar
possiveis alteragdes entre as fases logaritimica e estaciondria em A. ferrooxidans LR.

Em um dia apés 100% de oxidacdo de Fe®, os genes trxB, trx e gor tiveram a
expressdo relativa induzida, enquanto a expressdo do gene grxC se manteve inalterada
(figura 4), conforme a andlise estatistica usando o teste t de Student ao nivel de

significancia de 5%.
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FIGURA 4 — Expressao dos genes da superfamilia tiorredoxina de A. ferrooxidans LR em

um dia ap6s 100% de oxidagdo do Fe™”.

Em E. coli, a tiorredoxina 1 e a glutarredoxina 1 sdo capazes de promover a redugao
da 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) redutase, enzima precursora da assimilacao do
sulfato. Porém, devido a maior concentracdo dos niveis intracelulares da proteina
tiorredoxina 1 (10 mM) comparados com a concentracdo de glutarredoxina 1 (dez vezes
menor), foi sugerido que in vivo hd uma preferéncia da tiorredoxina 1 como doadora de

hidrogénio para a reducdo do sulfato (Lillig et al., 1999). Assim sendo, em um dia apés

100% de oxidagdo, € possivel que as células de A. ferrooxidans estejam utilizando enxofre
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como fonte de energia e os genes do sistema tiorredoxina foram mais induzidos
provavelmente por estarem envolvidos na redu¢do da enzima PAPS redutase.

Em um dia apés 100% de oxidacdo de Fez+, a concentracdo de H,O, no meio de
cultivo apesar de estar estdvel, € alta e, portanto, as células de A. ferrooxidans LR estao
suscetiveis ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode resultar na formacgdo de
ligacOes dissulfeto indesejadas (Derman et al., 1993). Assim sendo, a maior expressdao dos
genes trx, trxB e gor neste periodo de tempo pode indicar uma maior necessidade das
proteinas codificadas por esses genes para a manutencdo das proteinas da célula em seu
estado funcional.

Entre os genes com expressdo induzida em um dia apés 100% de oxidagdo Fe™*, trx
foi um dos que apresentou expressao elevada. Foi observado que proteinas danificadas pelo
estresse oxidativo em E. coli sofriam reparo pela enzima metionina sulféxido redutase
(Rahman et al., 1992). Esta enzima € capaz de reconhecer a enzima metionina sulféxido e
reduzi-la, gerando metionina, sendo que essa reacdo de reparo requer a proteina
tiorredoxina como substrato. Assim sendo, existe a possibilidade da maior quantidade de
transcritos do gene trx ser necessdria para gerar mais substratos para o reparo de proteinas.

Em relacdo ao gene gor, é provavel que sua indugdo tenha ocorrido em A.
ferrooxidans LR em um dia ap6s 100% de oxidagdao Fe** para que, juntamente com OS
integrantes do sistema tiorredoxina, pudessem restaurar as condi¢des redutoras e manter a
homeostase celular. Segundo Aslund & Beckwith (1999), niveis maiores de expressdo das
proteinas glutationa redutase e glutarredoxina podem ser necessdrios para regenerar as

condig¢des redutoras da célula.
b) Analise da expressio génica em dois dias apés 100% de oxidacio de Fe**
Em dois dias apés 100% de oxidacdo do Fez+, 0s genes trxB e gor tiveram a

expressdo relativa induzida, enquanto os genes frx e grxC foram reprimidos (figura 5),

segundo a andlise estatistica usando o teste t de Student ao nivel de significancia de 5%.
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FIGURA 5 — Expressao dos genes da superfamilia tiorredoxina de A. ferrooxidans LR em

dois dias apds 100% de oxidagdo de Fe™.

Kern et al. (2003) mostraram que em E. coli a tiorredoxina redutase e a tiorredoxina
interagem com proteinas desenoveladas e desnaturadas, de uma forma muito similar as
chaperonas moleculares. Em dois dias apds 100% de oxidagdo de Fe* A. ferrooxidans LR
estd em uma situacdo desfavordvel, na qual a viabilidade celular pode estar sendo
comprometida pelo estresse oxidativo. Assim sendo, o aumento da expressdo dos genes
trxB e gor pode ser uma indicacdo de que as proteinas tiorredoxina redutase e a glutationa
redutase atuam como chaperonas. A maior expressao de gene trxB (figura 5) sugere que em
A. ferrooxidans LR, a tiorredoxina redutase desempenha melhor esta funcao.

Dukan & Nystrom (1998) mostraram que a concentracdo de proteinas oxidadas em
E. coli estéa diretamente relacionada com a idade da fase estaciondria da cultura da bactéria.
Na fase estaciondria, as concentracdes de substincias reativas do oxigénio sdo maiores e
isto desfavorece a manutengao do balanco redox do meio intracelular. E mais, a escassez de
nutrientes torna-se critica, levando a privagdo de muitas substincias essenciais para o
metabolismo basal da bactéria. Em A. ferrooxidans LR, tanto em um como em dois dias
ap6s 100% de oxidacdo de Fe*, a maioria dos genes da superfamilia tiorredoxina foram
mais expressos do que no controle (100% de oxidacdo de Fe®"). Isto sugere um aumento

nos niveis de estresse e a necessidade de maiores concentra¢des das proteinas codificadas
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por estes genes para lidar com a desnaturacdo oxidativa das proteinas, reparo de espécies
reativas de oxigénio e envelhecimento celular. A menor expressdo dos genes em dois dias
sugere um maior estresse neste periodo de tempo do que em um dia apés 100% de oxidacao

de Fe**.

Expressao dos genes dos sistemas tiorredoxina e glutarredoxina na presenca de

calcopirita (CuFeS,)

Na presenca de calcopirita a expressao do gene gor foi induzida e a expressdo dos
demais genes permaneceu inalterada (figura 6), conforme andlise estatistica usando o teste t
de Student ao nivel de significancia de 5%. Isso pode ter ocorrido devido a calcopirita ser
um mineral refratdrio a oxidacdo e, provavelmente, o tempo de exposi¢do ao sulfeto (24
horas) foi insuficiente para que o metabolismo da bactéria se adaptasse a essa nova

condicdo.
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FIGURA 6 — Expressao dos genes da superfamilia tiorredoxina em A. ferrooxidans LR na

presenca de calcopirita.
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O aumento da expressdo do gene gor pode ser explicado pela mudanca das
condi¢des no meio de cultivo da bactéria, ou seja, de Fe** para calcopirita, o que pode ter
ocasionado uma alteracdo do estado redox do meio de cultivo, pois o cobre presente na
calcopirita pode causar o estresse oxidativo (Teitzel et al., 2006). Assim, o gene gor pode
ter sido induzido para restabelecer a homeostase celular.

A inducido da expressdo do gene gor sugere que na presenca de calcopirita, a célula
necessita de uma maior quantidade de glutationa redutase para que os niveis de glutationa
permanecam elevados. Foi verificado por Rohwerder & Sand (2003) que a glutationa
desempenha um papel catalitico na ativagdo do enxofre elementar em A. ferrooxidans.
Assim sendo, quando ocorre a dissolucdo da calcopirita, o enxofre é disponibilizado e a

oxidac¢ao do enxofre por A. ferrooxidans depende de glutationa.

Heat shock

A resposta ao choque térmico estd associada a proteinas que irdo garantir a protecao
e manuten¢ao da homeostase da célula em relacdo aos danos provocados pela temperatura.
Dentre as proteinas induzidas pelo heat shock estdo incluidas as chaperonas moleculares,
capazes de restaurar o enovelamento das proteinas (Buchner, 1996) e as proteases
dependentes de ATP, responsdveis por degradar as proteinas desenoveladas (Rao et al.,
1998). Algumas chaperonas caracterizadas sdo reguladas por reacdes redox, por meio da
oxidacdo reversivel de grupos tidis (Cumming et al, 2004; Jakob et al., 1999). As
glutarredoxinas e as tiorredoxinas foram capazes de catalisar a reducdo de pontes dissulfeto
de proteinas que possuem atividade chaperona em E.coli (Hoffmann et al., 2004).

Os genes da superfamilia tiorredoxina de A. ferrooxidans tiveram a expressao
analisada por PCR em tempo real apds os seguintes tempos de heat shock: 0, 15, 30 e 60

minutos (figura 7, tabela 3).
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FIGURA 7 — Expressdo dos genes da superfamilia tiorredoxina em A. ferrooxidans LR

submetida a diferentes tempos de heat shock.

TABELA 3 — Média de tratamento em cada um dos tempos de heat shock seguida por uma

mesma letra ndo difere estatisticamente entre si. ANOVA (F): diferencas significativas a

5%.
Gene 0 T. 15 T. 30 T. 60 T.
Tukey Tukey Tukey Tukey

trxB 25,58 B 38,37 B 38,78 B 53,62 B

trx 80,42 A 48,18 B 12,92 BC 30,29 B

gor 3,68 B 5,24 B 2,48 C 3,75 C

grxC 19,30 B 134,14 A 126,08 A 174,26 A

ANOVA (F)" 18,36 14,54 59,60" 194,15%
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No tempo zero, antes do heat shock, o gene trx foi o que apresentou o maior nivel
de expressdo. Isso ja havia sido observado no experimento das diferentes taxas de oxidagcao
de Fe®*. Isto ocorre porque as células utilizadas nos experimentos de hear shock foram
coletadas nesta taxa de oxidacdo de Fe** e durante a oxidacdo do Fe’* a Fe*, as proteinas
codificadas pelos genes do sistema tiorredoxina parecem ser mais necessdrias que as do
sistema glutarredoxina.

Durante os diferentes tempos de heat shock, foi observada uma mudanca dréstica na
expressdo do gene grxC, se comparada a expressao dos demais genes analisados. Berndt et
al. (2008) mencionaram que sob certas condi¢des, as redoxinas promovem a formagdo de
ligacOes dissulfeto e agem em conjunto com a proteina dissulfeto isomerase e/ou
chaperonas. Assim sendo, o aumento da expressao do gene grxC pode indicar que durante o
heat shock, A. ferrooxidans LR necessita de uma maior concentracio da proteina
glutarredoxina para facilitar a agdo das chaperonas.

Outra explicagdo para o aumento da expressao do gene grxC, seria que a proteina
codificada por este gene pode estar envolvida em reacdes de deglutationilagdo com as
chaperonas, para restaurar o estado redox do grupo sulfidril dos tiéis livres (Dalle-Done et
al., 2007). Assim, as proteinas tipicas da resposta ao heat shock estariam livres para
exercerem as suas funcdes intrinsecas.

O(s) mecanismo (s) que regula a expressao do gene grxC ainda € desconhecido, e
pouco se sabe sobre o motivo pelo qual em determinadas condi¢des e/ou tipos de estresse

existe a preferéncia de uma via de oxirredugao.
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CAPITULO 2

Caracterizacao bioquimica de enzimas integrantes do sistema
antioxidante em Acidithiobacillus ferrooxidans LR mantida em contato

com calcopirita
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INTRODUCAO

Aciditiobacillus ferrooxidans € uma bactéria Gram negativa que obtém energia por
meio da oxidagdo do ferro e compostos reduzidos de enxofre, incluindo os sulfetos
metélicos. A energia obtida pela oxidacdo dos substratos inorgéanicos € utilizada na fixacao
do CO, atmosférico que € a principal fonte de carbono da bactéria (Leduc & Ferroni, 1994).
Esta bactéria pode ser isolada de vasta quantidade de depdsitos minerais contendo enxofre e
€ usada industrialmente na biolixiviacdo de metais, um processo em que sulfetos metalicos
insoldveis sdo convertidos sulfatos soldveis em dgua (Rawlings, 2002). A biolixiviacdo tem
sido utilizada na recuperagdo de cobre, cobalto, niquel, zinco e uranio (Rohweder et al.,
2003). Com respeito ao cobre, uma grande quantidade tem sido recuperada a partir de
sulfetos metdlicos como, por exemplo, a calcopirita (CuFeS,), que € o mineral de cobre
mais amplamente distribuido e uma das principais fontes de obten¢do do mesmo. No
entanto, a calcopirita é recalcitrante ao ataque quimico e biolégico (Third et al., 2000).

Um consorcio de bactérias Gram negativas e capazes de oxidar ferro e enxofre é
utilizado na biolixiviacdo, sendo que A. ferrooxidans € uma das principais espécies
constituintes deste consdrcio. Nos ambientes de biolixiviacdo, A. ferrooxidans esta sujeita a
mudancas no pH e temperatura ideal de crescimento, privacao de nutrientes e presenca de
metais pesados (Bosecker, 1997). Além disso, o metabolismo aerébico da bactéria pode
gerar espécies reativas de oxigénio incluindo, ions superdéxido (O,"), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e radicais hidroxila (OH"), sendo que em condi¢des normais, estas espécies reativas
de oxigénio sdo metabolizadas. Contudo, quando produzidas em excesso devido a presenca
de algum tipo de estresse, estas espécies reativas de oxigénio podem causar o estresse
oxidativo (Gratdo et al., 2005). Os principais alvos das espécies reativas de oxigénio sdo o
DNA, RNA, proteinas e lipidios (Cabiscol et al., 2000) e, dependendo da intensidade do
estresse, pode ocorrer a morte celular (Imlay, 2003).

Mecanismos constitutivos e adaptativos estdo envolvidos na defesa da célula contra
o estresse oxidativo, evitando e removendo os oxidantes e recuperando as biomoléculas
danificadas (Seib et al., 2006). Entre os antioxidantes, a glutationa (GSH) é capaz de
manter o ambiente redutor da célula. Entre as enzimas envolvidas na defesa do estresse

oxidativo, a superéxido dismutase (SOD) converte O, em peroxido de hidrogénio e
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oxigénio (Cabiscol et al., 2000). As proteinas tiorredoxina (Trx) e glutarredoxina (Grx),
ambas membros da superfamilia tiorredoxina, estdo envolvidas na redu¢do da oxidagdo das
pontes dissulfeto das proteinas (Cabiscol et al., 2000; Seib et al., 2006).

Neste capitulo, algumas enzimas antioxidantes chaves, como glutationa redutase
(GR), tiorredoxina redutase (TrxR) e superéxido dismutase (SOD), tiveram a atividade
determinada em células de A. ferrooxidans LR mantidas por um e dez dias na presenca do

mineral sulfetado de cobre calcopirita.

MATERIAIS E METODOS
Analise in silico
Para se determinar a provavel estrutura secundéria das proteinas TrxR, GR e SOD

de A.  ferrooxidans  foi  utilizado  inicialmente o  programa  Blastp

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), por meio do qual foram selecionadas as sequéncias de

aminodcidos com maior homologia (maior E-value) e/ou com estrutura tridimensional ja

caracterizada. Com o auxilio do programa Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw) foi realizado

um alinhamento entre as sequéncias das proteinas presentes em A. ferrooxidans com
aquelas resultantes do Blast. O programa GeneDoc

(www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html) foi utilizado para analisar o alinhamento muiltiplo

das  sequéncias de  aminodcidos deduzidos. O  programa  PredictProtein

(www.predictprotein.org) foi empregado para auxiliar na determinagdo da estrutura

secunddria dessas proteinas e o ProtParam (www.expasy.ch/tools/protparam.html) para

determinar o ponto isoelétrico e o peso molecular tedrico.

Linhagem de bactéria e condicoes de crescimento

A linhagem de A. ferrooxidans LR (Garcia, 1991) foi usada nos experimentos. A

bactéria foi cultivada a 30°C, 250 rpm, em meio T&K liquido (Tuovinen & Kelly, 1972)
modificado, contendo (em g/L): K,HPO4 (0,5), MgS04.7H,O (0,5), (NH4)>SO4 (0,5) e
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FeSO,4.7H,O (167,0), pH 1,8 ajustado com H,SO4. O crescimento ocorreu até 80% de
oxidac¢do do Fe**, medido por titulacdo com dicromato de potassio (Garcia Jr et al., 1995).
As células foram coletadas, lavadas e mantidas por um e dez dias a 30°C, 250 rpm, em
meio T&K liquido (sem FeSO4.7H,O) contendo 2,5% de calcopirita. A calcopirita foi
obtida da Companhia Vale. Ela foi macerada até serem obtidos graos menores que 0,2 mm.
As células foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para

isolamento de proteina e anélise bioquimica.

Isolamento e quantificacao de proteina

O isolamento das proteinas foi feito a 4°C, como descrito por Gomes-Junior et al.
(2007), com modificacdes. As células de A. ferrooxidans LR foram ressuspendidas em 100
pL de tampdo de extragdo composto por potassio de fosfato 100 mM, pH 7,5, contendo
EDTA 1 mM, DTT 3 mM e polivinil polipirrolidona 4% (p/v). As amostras foram
homogeneizadas com nitrogénio liquido em um almofariz e a seguir, elas foram transferidas
para tubos eppendorf e centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes
foram coletados e armazenados a -80°C. A quantidade de proteina foi determinada em um
espectrofotometro a 595 nm, como descrito por Bradford (1976), usando como padrdo a

proteina albumina do soro bovino (BSA).

Gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

A integridade das proteinas isoladas foi verificada por SDS-PAGE. Para isto, as
proteinas (aproximadamente 20 ug) foram separadas em gel de acrilamida (12%)
desnaturante (Laemmli, 1970). A corrida foi feita com corrente constante de 15 mA por gel.

Ap0s a eletroforese, os géis foram corados com nitrato de prata (Morrissey, 1981).
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Determinacio da atividade das enzimas glutationa redutase e tiorredoxina redutase

em espectrofotometro

A atividade da enzima GR foi determinada em espectrofotometro, a 30°C, em 1 mL
de tampao fosfato de potdssio 100 mM, pH 7.5, contendo 500 uL de DTNB 1 mM, 100 pL
de GSSG 1 mM e 100 uL. de NADPH 0,1 mM (Gratio et al., 2008). A reac¢ado foi iniciada
com a adi¢do de 30 puL de extrato proteico de A. ferrooxidans LR e, as mudancas na
absor¢do devido a taxa de redugdo da glutationa oxidada foram monitoradas a 412 nm por 1
minuto.

A atividade da enzima TrxR foi determinada a 30°C em 900 uL de tampao fosfato
de potéssio 100 mM, pH 7,5, contendo 25 uL de DTNB 0,5 mM, 50 uL. de EDTA2 mM e
25 uLL. de NADPH 0,1 mM. A reacao foi iniciada com a adi¢do de 15 puL de extrato proteico
de A. ferrooxidans LR e as mudancas na absorbancia foram monitoradas a 412 nm por 1

minuto (Pigiet & Conley, 1977).

Determinaciao da atividade das enzimas glutationa redutase e superoxido dismutase

em gel

A atividade das enzimas GR e SOD foi determinada em condi¢des nao redutoras em
géis de acrilamida 12% (Laemmli, 1970). Aproximadamente 20 ug de proteina foram
submetidos a eletroforese por 3 horas, a 4°C, com corrente constante de 20 mA por gel.
Ap0s a eletroforese, os géis foram lavados por duas vezes com dgua destilada e a atividade
de GR foi determinada por incubacdo do gel por 30 minutos, a temperatura ambiente, em
50 mL de Tris-HCI 0,25 M, pH 7,5, contendo 10 mg de MTT, 10 mg de DCPIP, 3,4 mM de
GSSG e 0,5 mM de NADPH (Rao et al., 1996). O gel foi lavado com 4gua destilada e
incubado por 15 minutos em uma solu¢do de acido acético 7%.

A atividade de SOD foi determinada como descrito por Beauchamp & Fridovich
(1971), com modificacdes. Apds a eletroforese, o gel foi lavado com dgua destilada e
incubado no escuro, por 30 minutos, a temperatura ambiente, em tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7.8, contendo EDTA 1 mM, riboflavina 0,05 mM, NTT 0,1 mM e
TEMED 0,3%. Ap6s a incubagdo, o gel foi exposto a luz por 10-20 minutos, a temperatura
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ambiente e a seguir, foi incubado em uma solucao de dcido acético 7%. A diferenciacio das
isoformas de SOD foi baseada pela sensibilidade a inibi¢do por KCN 2 mM e H,O, 5 mM
(Fridivich, 1986).

Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A significincia dos
resultados obtidos foi verificada por meio da andlise da variancia (ANOVA), seguida pelo

teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise in silico

Os alinhamentos multiplos e a predi¢do da estrutura secunddria para as proteinas
glutationa redutase (GR) tiorredoxina redutase (TrxR) e superéxido dismutase (SOD) sdo

mostrados a seguir.

Glutationa redutase

A proteina glutationa redutase possui 449 aminodcidos, ponto isoelétrico (pl)
tedrico de 5,73 e peso molecular tedrico em torno de 48,15 kDa. O indice de instabilidade
calculado foi de 28,02. Isso classifica essa proteina como estdvel. O alinhamento da
glutationa redutase (locus AFE_2666) de A. ferrooxidans (ATCC23270) com outras
glutationas redutases das bactérias Alkalilimnicola ehrlichei (YP_743364.1), Photorhabdus
luminescens (NP_927730.1), Shigella dysenteriae (YP_405027.1) e Escherichia coli
(NP_417957.1) mostrou uma identidade de 54 a 56% e uma similaridade de 68 a 70%.
Alguns motivos funcionais foram encontrados, como sitio de ligagdo ao FAD, sitio de

ligacdo a glutationa e sitio de ligac@o e ancoragem do NADPH (figural).
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FIGURA 1 - Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida de aminodcidos da proteina GR
de A. ferrooxidans com glutationas redutases de outras espécies bacterianas. Residuos na
cor preta indicam 100% de identidade, residuos sombreados em cinza escuro representam
identidade entre 60 a 99% e residuos sombreados em cinza claro apresentam identidade
compreendida entre 20 a 59% das sequéncias alinhadas. As letras E e H representam a
conformagdo folhas beta e alfa-hélice, respectivamente. Regido com * indica sitio ativo
ditiol redox. O box azul representa sitio de ligacdo ao FAD. O box vermelho indica o sitio
de ligacdo da glutationa. O box amarelo indica o sitio de ligagdo ao NADPH e o rosa, de

ancoragem.

Tiorredoxina redutase

A proteina tiorredoxina redutase possui 323 aminodcidos, ponto isoelétrico (pl)
tedrico de 5,61 e peso molecular tedrico em torno de 34,64 kDa. O indice de instabilidade
calculado foi de 40,07. Isso classifica essa proteina como instavel. O alinhamento da
proteina tiorredoxina redutase (locus AFE_2657) de A. ferrooxidans (ATCC23270) com as
demais tiorredoxinas redutases das seguintes espécies bacterianas Azoarcus sp
(YP_932867.1), Dechloromonas aromatica (YP_284515.1), Geobacter uraniumreducens
(YP_001232749.1) e Alkalilimnicola ehrlichei (YP_741093.1) mostrou uma identidade de
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68 a 72% e uma similaridade de 82 a 86%. Foram encontrados alguns motivos funcionais,

como sitios de ligacdo ao FADI, FADII, tiorredoxina e NADPH (figura 2).
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FIGURA 2 - Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida de aminodcidos da proteina
TrxR de A. ferrooxidans com tiorredoxinas redutases de outras espécies bacterianas.
Residuos na cor preta indicam 100% de identidade. Residuos sombreados em cinza escuro
representam identidade entre 60 a 99% e residuos sombreados em cinza claro apresentam
identidade compreendida entre 20 a 59% das sequéncias alinhadas. As letras E e H
representam a conformacao folhas beta e alfa-hélice, respectivamente. Regido com * indica
sitio ativo ditiol redox. Os boxes azul e verde representam sitios de ligacdo ao FADI e II,
respectivamente. O box vermelho indica o sitio de ligacdo da tiorredoxina. Os boxes

amarelos indicam sitios de ligagcdo ao NADPH.

As proteinas com sitio ativo de cisteinas sdo responsdveis pela transferéncia de
elétrons, pois estdo envolvidas no controle de reagdes de troca tiol-dissulfeto, ou de
substitui¢des nucleofilicas, em que o tiol (RSH) ou tiolato (RS’) atuam como agentes
nucledfilos para as pontes dissulfeto. Estas reacdes ocorrem com a finalidade de formar ou
remover ligagdes dissulfeto em proteinas e/ou peptideos, para regular a atividade de certas
enzimas e para manter o balanco redox no interior da célula (Netto et al., 2007). Os
resultados obtidos do alinhamento multiplo das proteinas TrxR e GR de A. ferrooxidans

com outras TrxRs e GRs bacterianas mostraram que os sitios ativos sdo bastante
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conservados. Além disso, a maioria dos motivos e dominios encontrados (FAD, NADPH)
foi homélogo com as demais proteinas das espécies bacterianas analisadas. Assim sendo,
essas caracteristicas encontradas para as proteinas GR e TrxR sugerem que as propriedades
de o6xidorreducdo possam estar envolvidas na manutencdo das condi¢des redutoras da

célula, assim como a protecao celular.

Superoéxido dismutase

A proteina super6xido dismutase possui 205 aminodcidos, ponto isoelétrico (pl)
tedrico de 6,05 e peso molecular tedrico em torno de 22,95 kDa. O indice de instabilidade
calculado foi de 35,40. Isso classifica essa proteina como estdvel. O alinhamento da
proteina SOD (locus AFE_1188) de A. ferrooxidans (ATCC23270) com outras SOD das
bactérias Dehalococcoides (ZP_02203166.1), Dehalococcoides ethenogenes
(YP_181681.1), Geobacter sulfurreducens (NP_952211.1) e Geobacter uraniireducens
(YP_001230225.1) (figura 3) mostrou uma identidade de 36 a 44% e uma similaridade de
58 a 64%.
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FIGURA 3 - Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida de aminoacidos da proteina
SOD de A. ferrooxidans com superoxido dismutases de outras espécies bacterianas.
Residuos na cor preta indicam 100% de identidade, residuos sombreados em cinza escuro
representam identidade entre 60 a 99% e residuos sombreados em cinza claro representam
identidade compreendida entre 20 a 59%. As letras E e H representam a conformacio
folhas beta e alfa-hélice, respectivamente. Regido com * indica os aminodcidos que estdo

ligados ao cofator metalico ferro.
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A localizacao de alguns aminodcidos, como por exemplo, H26, H73, D157 e H161,
da proteina SOD de A. ferrooxidans destaca a importincia da associacdo destes
aminodcidos ao cofator metélico ferro que € requerido para a atividade da enzima. A
predi¢do da estrutura secundéria para a FeSOD de A. ferrooxidans mostrou que existem
sete a-hélices e trés folhas-P, e corrobora com a predi¢cdo realizada em E. coli (Lah et al.,

1995).

Determinacio da quantidade de proteina total

A proteina total foi isolada de A. ferrooxidans LR apds crescimento na presenca de
Fe** (80% de oxidacdo, controle) e ap6és contato com calcopirita por 1 e 10 dias. Como
mostra a figura 4, ndo foram observadas diferencas significativas no contetido proteico de
células crescidas na presenca de ferro e células mantidas por 1 dia na presenca de
calcopirita. Contudo, foi observada uma diminuicdo na quantidade de proteinas em células
mantidas por 10 dias na presenca de calcopirita, sugerindo a ocorréncia de protedlise
devido a continua e longa exposicao ao sulfeto metélico. Apesar dos testes estatisticos nao
terem apontado diferencas em células mantidas por 1 dia na presenga de calcopirita, o
padrdo dos resultados indica que em A. ferrooxidans LR, a protedlise pode ocorrer logo nos

primeiros dias de contato com o sulfeto.
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FIGURA 4 — Concentracdo de proteinas totais em células de A. ferrooxidans LR crescidas
até 80% de oxidacdo de Fe™* (controle) e a seguir, mantidas por 1 e 10 dias em contato com
a calcopirita. As barras verticais representam os desvios padrdes a partir de trés réplicas. Os
valores que ndo possuem a mesma letra acima da barra sdo diferentes, de acordo com o

teste de Tukey.

Com o passar dos dias, a dissolugdo da calcopirita resultou no aumento da
concentracio de Cu®* no meio de cultivo e em 10 dias de contato entre a bactéria e o sulfeto
metalico, esta concentracao atingiu aproximadamente 1,2 g/L. (Bevilaqua et al., 2002). Esta
comprovado que a homeostase do cobre deve ser bem regulada na célula, ja que, apesar de
ser um micronutriente essencial para procariotos e eucariotos, pode ser toxico dependendo
da concentragdo (Solioz & Stoyanov, 2003). Foi sugerido que o efeito téxico do cobre pode
ocorrer por meio de uma reagdo do tipo Fenton, resultando na producdo de radicais
hidroxila que poderiam danificar fosfolipidios, proteinas € DNA (Yoshida et al., 1993).
Assim sendo, a presenga de cobre no meio pode ser uma das razdes para protedlise
observada em 10 dias de contato com a calcopirita. Além da presenca de cobre, a pequena
quantidade de Fe** no meio de cultivo (Bevilaqua et al., 2002), em 10 dias de contato com
a calcopirita, pode estar afetando o crescimento e a sobrevivéncia da bactéria ji que a

linhagem LR foi adaptada para crescer na presenca desta fonte de energia.
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Determinacio da atividade da enzima glutationa redutase

A atividade da enzima GR foi determinada em espectrofotdmetro e, como pode ser
visualizado na figura 5, ndo foi observado diferenga na atividade entre as células controle e
células mantidas por 1 dia na presenca de calcopirita. Contudo, foi observado um aumento
significativo da atividade da enzima em células mantidas por 10 dias na presenca do sulfeto
metdlico. A atividade da enzima também foi observada em gel ndo desnaturante corado
para atividade de GR. Como pode ser visto na figura 6, quatro isoenzimas foram
identificadas nas células controle e em células mantidas por 1 dia na presenca de
calcopirita. Em comparacdo com o controle, uma diminui¢do na atividade de GR foi
observada nas isoenzimas I, II e III das células mantidas por 1 dia na presenca de
calcopirita. Nas células mantidas por 10 dias na presenca do sulfeto metélico, esta
diminui¢do na atividade da enzima foi ainda maior para as isoenzimas I e Il e a atividade da
isoenzima III foi completamente inibida. Contudo, neste periodo de tempo a atividade da

isoenzima IV apresentou um grande aumento, representado 82% da atividade de GR.
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FIGURA 5 - Atividade em espectrofotometro da proteina GR isolada a partir de células de
A. ferrooxidans LR cultivadas até a taxa de 80% de oxidacdo de Fe** (controle) e a seguir,
mantidas em contato com calcopirita por 1 e 10 dias. As barras verticais representam 0s
desvios padrdes a partir de trés réplicas. Os valores que ndo possuem a mesma letra acima

da barra sdo diferentes, de acordo com o teste de Tukey.
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FIGURA 6 — Atividade em gel ndo desnaturante da proteina GR isolada a partir de células
de A. ferrooxidans LR cultivadas até a taxa de 80% de oxidacdo de Fe** (controle) e a
seguir, mantidas em contato com calcopirita por 1 e 10 dias. Os nimeros de I a IV indicam

as isoformas encontradas. O padrao utilizado foi GR.

Segundo Naessens & Vandamme (2003), as distintas isoformas de uma enzima
podem apresentar parametros cinéticos, propriedades de regulacdo e estabilidade diferentes.
Isto fornece uma maior flexibilidade para o organismo se adaptar a mudangas no meio
ambiente. Assim, as quatro isoenzimas encontradas para GR podem ajudar a linhagem LR a
suportar a presenca de calcopirita no meio de cultivo e as diferencas nas atividades destas
isoenzimas em 1 e 10 dias de contato com a calcopirita sugere que elas possuem diferentes
estabilidades e propriedades e, consequentemente, respondem de forma distinta a presenca
do sulfeto metélico.

A maior atividade de GR em 10 dias de contato entre A. ferrooxidans LR e
calcopirita, sugere um aumento da forma oxidada da glutationa (GSSG) neste periodo de
tempo e a necessidade de uma maior concentracdo de GR na célula para catalisar a reducao
de GSSG para a forma reduzida, ou seja, GSH. A GSH tem um papel chave na adaptagao
de bactérias a diferentes tipos de estresse, incluindo estresse oxidativo (Kuanyu et al.,

2004), osmdético (Laggan et al., 1990), acido (Riccillo, 2000) e estresse a metais (Helbig et
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al., 2008). Em plantas, o aumento de GSH em resposta ao estresse oxidativo tem a mesma
funcdo que em bactérias, contudo, GSH pode ser utilizada também na sintese de
fitoquelatinas, as quais sdo capazes de se ligar a fons de metais pesados (Vitéria et al.,
2001).

Tremaroli et al. (2008) mostraram que um mutante de Pseudomonas
pseudoalcaigenes KF707 apresentou uma resisténcia elevada a telurita. Este mutante
apresentou também, niveis intracelulares alterados de GSH. Assim sendo, estes autores
concluiram que a alta resisténcia a telurita estava correlacionada, entre outras coisas, com a
resposta ao estresse oxidativo. A. ferrooxidans LR apresenta uma alta resisténcia ao cobre
(Novo et al., 2000) e o aumento da atividade de GR em 10 dias de contato com a calcopirita
pode ser uma indicacdo de que a bactéria estd na presenca de estresse oxidativo e mais, a
resposta a este estresse parece estar relacionado principalmente com a atividade da
isoenzima IV, ja que ela representa a atividade predominante de GR (figura 6).

Segundo Rohwerder & Sand (2003), a linhagem de A. ferrooxidans R1, as linhagens
de A. thiooxidans DSM 504 e K6 e a linhagem de Acidiphilium acidophilum DSM 700
apresentaram atividade de GSH dependente da oxidacdo de enxofre. Assim sendo, pode-se
especular que com a dissolu¢do da calcopirita, A. ferrooxidans LR pode estar usando o
enxofre liberado como fonte de energia ja que em 10 dias de contato com calcopirita, a
quantidade de Fe** no meio de cultivo é muito baixa e assim sendo, GSH poderia ser

necessdria para o processo.

Determinacao da atividade da enzima superéxido dismutase

Os mesmos extratos proteicos utilizados na determinagao da atividade de GR foram
utilizados na determinagdo da atividade SOD em gel e como mostra a figura 7, apenas uma
isoenzima SOD foi encontrada em A. ferrooxidans LR nas condi¢Oes testadas. De acordo
com a andlise densitométrica do gel, um pequeno aumento na atividade de SOD foi
observado em A. ferrooxidans LR em 1 dia de contato com calcopirita. Contudo, em 10
dias de contato com o sulfeto metalico, o aumento da atividade desta enzima foi bem

grande (figura 7). Géis idénticos foram incubados em H,O, e KCN para classificar a
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isoenzima SOD e como pode ser observado na figura 8, esta isoenzima é uma FeSOD, j4

que a enzima foi inibida na presenca de H,O, e mostrou resisténcia ao KCN.

Padrio Controle 1 dia 10 dias

FIGURA 7 - Atividade em gel ndo desnaturante da proteina SOD isolada a partir de
células de A. ferrooxidans LR cultivadas até a taxa de 80% de oxidacgdo de Fe?* (controle) e

a seguir, mantidas em contato com calcopirita por de 1 e 10 dias. O padrao utilizado foi
SOD.

Controle (1) KCHN (2} H,0,(3)

FIGURA 8 - Caracterizacdo da isoforma SOD de A. ferrooxidans LR em gel nao
desnaturante. 1) Controle para a atividade de SOD; 2) Gel incubado com 2 mM de KCN; 3)
Gel incubado com 5 mM de H,0,.
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No genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 disponibilizado pelo TIGR
(http://cmr.tigr.org) foram encontrados um gene que codifica para uma Mn-SOD (locus

AFE_1898, Valdés et al., 2008) e um gene que codifica uma FeSOD (locus AFE_1188).

Segundo Kim et al. (2000), em Pseudomonas putida a FeSOD ¢é mais importante do que a
MnSOD para o metabolismo aerdbico e para resposta ao estresse oxidativo e Qurollo et al.
(2001) relataram que FeSOD pode ser essencial para o crescimento e sobrevivéncia de
Azotobacter vinelandii. Em A. ferrooxidans LR s6 foi detectada a atividade da FeSOD,
sugerindo que esta enzima ¢ mais importante quando a bactéria se encontra na presenca de
ferro e calcopirita.

O aumento significativo da atividade de SOD em A. ferrooxidans LR mantida por
10 dias na presenca de calcopirita sugere a formagao de superéxido, que € detoxificado pela
acdo da SOD e, consequentemente, outras espécies reativas do oxigénio sdo formadas, em
particular, peréxido de hidrogénio (Gratdo et al., 2005). O provdvel aumento na produgdo
de super6xido, com base no aumento da atividade de SOD, € outra indicacdo de que a
presenca de calcopirita induziu e estabeleceu o estresse oxidativo em A. ferrooxidans LR. O
aumento da atividade de SOD estd de acordo com padrio de atividade observado para GR
(figuras 5 e 6), ja que o peroxido de hidrogénio produzido pela acdo da SOD estimula a
acdo de outras enzimas antioxidantes, como GR, para reciclar o peréxido de hidrogénio
produzido.

Além de estar envolvida na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio, SOD
pode estar envolvida na tolerdncia a metais pesados em estreptomicetos (Schmidt et al.,
2007). Ramirez et al. (2004) analizaram a expressdao de proteinas, por eletroforese em gel
de duas dimensdes, quando A. ferrooxidans ATCC 19859 foi submetida a presenga de
sulfetos metalicos, tiossulfato, enxofre e ferro. Estes autores observaram que os niveis de
expressdo da SOD diminuiram nas células que cresceram na presenca de enxofre e
aumentaram nas células que cresceram na presenca de ferro sugerindo, um nivel maior de
estresse nesta condicdo. Em A. ferrooxidans LR, o grande aumento na atividade de SOD
nas células mantidas por 10 dias na presenca de calcopirita sugere que na presenca do

sulfeto, o estresse € maior do que na presenca de ferro.
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Determinacao da atividade da enzima tiorredoxina redutase

A tiorredoxina redutase faz parte do sistema tiorredoxina, que estd envolvido na
transferéncia de elétrons do NADPH para a tiorredoxina redutase e a seguir, para a
tiorredoxina. A atividade da TrxR em A. ferrooxidans LR foi determinada por
espectrofotometro em células controle e células mantidas por 1 e 10 dias na presenca de
calcopirita (figura 9). Nao foram observadas diferencas signiticativas na atividade da
enzima em células controle e células mantidas por 1 dia na presenca de calcopirita.
Contudo, foi observado um aumento de quatorze vezes, quando comparado com o controle,
na atividade da enzima em células mantidas por 10 dias na presencga de calcopirita (figura

9).
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FIGURA 9 - Atividade em espectrofotdmetro da proteina TrxR isolada a partir de células
de A. ferrooxidans LR cultivadas até a taxa de 80% de oxidacdo de Fe®* (controle) e a
seguir, mantidas em contato com calcopirita por 1 e 10 dias. As barras verticais
representam os desvios padrdes a partir de trés réplicas. Os valores que nao possuem a

mesma letra acima da barra sdo diferentes, de acordo com o teste de Tukey.
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As tiorredoxinas desempenham um papel importante na resposta ao estresse
oxidativo (Zeller & Klug, 2006). Kumar et al. (2004) mostraram que em Escherichia coli, a
tiorredoxina 1 estd associada com outras proteinas envolvidas na resposta ao estresse
oxidativo como por exemplo, SOD. Assim sendo, ndo € surpresa que como no caso de
SOD, a atividade da TrxR também tenha aumentado em células de A. ferrooxidans LR
mantidas por 10 dias em contato com calcopirita.

No mecanismo do polissulfeto, para sulfetos metélicos soliveis em acido como, por
exemplo, a calcopirita, a solubilizacdo ocorre pelo ataque de Fe’* e prétons. O principal
intermedidrio da reacdo € o enxofre, que pode ser oxidado a sulfato por bactérias que
utilizam este elemento (Rawlings et al., 2003). As tiorredoxinas desempenham diferentes
tipos de fungdes especializadas em diferentes organismos (Arnér & Holmgren, 2000). Em
bactérias e leveduras, ela pode doar hidrogénio para 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato
(PAPS) redutase que estd envolvida na assimila¢do de enxofre (Lillig ef al., 1999). Assim
sendo, € possivel que o aumento da atividade da TrxR em 10 dias de contato de A.
ferrooxidans LR com calcopirita esteja relacionado com a assimilagdo do enxofre pela

bactéria, que estd sendo liberado pela dissolucdo do sulfeto metélico.
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CONCLUSOES

» Foram observadas mudancas no padrio de expressao dos genes trxB, trx, gor e grxC
de A. ferrooxidans LR, dependendo da condi¢ao analisada.

* O maior nivel de expressdo dos genes do sistema tiorredoxina de A. ferrooxidans LR
nas taxas de 50, 75 e 100% de oxidagao de Fe* ocorre para proteger a bactéria dos
produtos nocivos gerados pela respiragcao aerdbica.

» (Os maiores niveis de expressdo dos genes dos sistemas tiorredoxina e
glutarredoxina durante as fases finais de oxidacdo pode ser devido a maior
concentracao de H,0,.

= Em um dia ap6s 100% de oxidacdo de Fe**, a maioria dos genes teve a expressio
induzida, o que pode indicar que nesta faixa de tempo as proteinas codificadas pelos
genes frx, trxB e gor sejam mais necessdrias para manter as proteinas de A.
ferrooxidans LR em seu estado funcional.

» Em dois dias ap6s 100% de oxidacdo de Fe**, os genes trxB e gor foram induzidos,
o que pode indicar que as proteinas codificadas por esses genes possam atuar como
chaperonas.

= Na presenca de calcopirita por um dia, o gene gor foi o Unico a apresentar sua
expressdo induzida, indicando que os niveis da proteina GR devem ser altos para
que, consequentemente, a concentracdo da proteina GSH, que estd envolvida na
catalisacdo da oxida¢@o do enxofre elementar, seja elevada.

= Apés os diferentes tempos de heat shock, os niveis de expressdo do gene grxC
aumentaram significativamente em relacdo aos demais genes, o que pode indicar
que a proteina Grx3 atue como co-chaperona.

= A andlise in silico mostrou que existem muitas semelhangas entre as proteinas TrxR
e GR, como por exemplo, estrutura secunddria, peso molecular, sitio ativo, motivos
funcionais e dominios.

» Foi observada uma protedlise em células de A. ferrooxidans LR em 10 dias de
contato com a calcopirita, sendo que uma das razdes pode ser o maior estresse

oxidativo.
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= A atividade das enzimas GR, TrxR e SOD de A. ferrooxidans 1LLR aumentou
significativamente em 10 dias de contato com a calcopirita, o que destaca a
importancia dessas enzimas na sobrevivéncia da bactéria na presenca do sulfeto
metdlico.

» A caracterizagdo da enzima SOD de A. ferrooxidans LR revelou que a enzima € do
tipo FeSOD. Isto sugere que a enzima FeSOD ¢é mais importante do que MnSOD

para o metabolismo aerébico e para a resposta ao estresse oxidativo.
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