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RESUMEN

La respuesta al estrés caldrico se presenta a nivel celular cuando las células
u organismos completos se exponen sibitamente a temperaturas altas.
Esta respuesta se caracteriza por un incremento en la sintesis de un grupo de
proteinas llamadas proteinas de estrés calérico (HSPs). Durante la respuesta
ocurre dafio en el DNA, asi como alteraciones en la membrana y en 1a division
celular que produce filamentacion de las células. En el caso de Escherichia
coli, inicamente en la cepa C600, durante un estrés a 47°C se presenta ademds
inhibicién de la metilacién de la segunda citosina, en la secuencia
5’CC(A/T)GC 3’ (metilacion Dcm) del DNA. Sin embargo, después de cuatro
horas, el patrén de metilacion normal retorna en la cepa mencionada. Asf, es
probable que durante este tiempo se acumule alguna proteina que ayude a
metilar al DNA, como por ejemplo una chaperona molecular. Si a esta cepa se
le introduce un plésmido multicopia que tiene clonado a los genes de la cha-
peronina GroE, no presenta esta inhibicién. Este dato sugiere que la metilasa
Dcm en la cepa C600 requiere de esta chaperonina para su funcionamiento, En
Escherichia coli |a respuesta se regula positivamente por la subunidad de la
RNA polimerasa 02, que se une a ésta y le da especificidad para que se
transcriban'los genes de estrés calérico. Como moduladores negativos inter-
vienen algunas de las mismas HSPs como son: DnakK, Dnal y GrpE.

La respuesta a estrés calérico es probablemente una respuesta para sobrevivir
a altas temperaturas. En organismos que crecen en un amplio intervalo de
temperatura la maxima respuesta se logra al elevar la temperaturade 10a 15°C
por arriba de su temperatura dptima de crecimiento. En los organismos que
crecen en un intervalo més restringido, la respuesta ocurre al elevar la tempera-
tura alrededor de 5°C. E. coli es una bacteria mesdfila; sin embargo, el estudio
detallado del intervalo de temperatura de crecimiento balanceado para esta
bacteria se habia realizado Unicamente en la cepa B/r derivada de NC3.

El objetivo inicial de este trabajo fue estudiar la termosensibilidad de diferen-
tes cepas de E. coli K12, asf como la duracidn e intensidad de la respuesta al
estrés calérico en estas cepas. Ademds, se planted estudiar el efecto de la
temperatura en la division celular (filamentacién de las células) e identificar si



hay alguna relacién entre la intensidad y duracién de la respuesta al estrés
calérico, y la inhibicion de la metilacién Dcm en la cepa C600.

Los resultados que se presentan en este trabajo muestran que en las seis cepas
estudiadas la termosensibilidad a 47°C es diferente. En esta temperatura
pueden definirse dos grupos de cepas: un grupo termorresistente (C600, C600
Nal'y W3110) y otro termosensible (AB1157, GM30 y GM31). Estosresulta-
dos no correlacionan con los datos que se obtuvieron en este trabajo al exponer
a las cepas a un estrés calérico. Tampoco hay una relacién clara entre la
termosensibilidad y la formacién de filamentos. La respuesta al estrés calérico
se puede caracterizar ficilmente por el incremento de tres HSPs: una proteina
de 90 kDa., DnaK y GroEL. Estas dos Gltimas proteinas tienen actividad de
chaperonas. En un cambio de 30 a 42°C se incrementa la sintesis de las HSPs
y la de las proteinas no propias de estrés, mientras que en un estrésde 30 a 45°C
se incrementan las HSPs y las otras proteinas disminuyen y en un cambio de 30
a 50°C sélo se sintetizan las HSPs y la respuesta continua hasta que la célula
muere. Los resultados que se obtuvieron en este trabajo muestran que la
duracién de la respuesta de un estrés caldrico ligero (30 a 42°C) y de uno medio
(30 a 45°C) es de 40 a 60 minutos. No existen diferencias notables en la
duracién de la respuesta entre una cepa termosensible y una termosensible. Sin
embargo, en un estrés subletal como es el de 47°C si existen diferencias en la
duracién de la respuesta. La cepa C600 tiene una respuesta de estrés calérico
un poco més corta, y al salir de esta tiene menor cantidad de HSPs en relacién
a otras cepas. Esto puede ser la causa de que en esta cepa, a diferencia de las
otras, no funcione la metilasa Dcm en un estrés calérico de 47°C, por lo que es
posible que la proteina GroEL tenga actividad de chaperonina de la metilasa
Dem. Sin embargo, al estudiar la acumulacién de GroEL, los datos obtenidos
sugieren que esta cepa acumula igual cantidad de GroEL que otras cepas. Una
explicacion posible es que la proteina DnaK tiene actividad de chaperona para
la metilasa Dcm, ya que se sabe que es DnaK y no GroEL la que se encuentra
en mayor cantidad a temperaturas arriba de 45°C.
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INTRODUCCION

1. ESTRES CELULAR: SISTEMAS GLOBALES DE
REGULACION

Los seres vivos poseen una serie de sistemas de regulacion genética que les permiten
responder a condiciones de estrés como son la limitacion de nutrientes, los cambios
de temperatura, de concentracién de sales y ¢l pH. Las condiciones de estrés se perciben
en la célula y se convierten en sefiales bioquimicas que se interpretan por la maquinaria
celular. El sensor de un estimulo o cambio ambiental puede ser una estructura que sufre
daiio o distorsion por el estimulo, o bien, un proceso celular que se altera. Los sistemas de
regulacion genética responden a tales cambios al integrar los estimulos ambientales y
después activar o reprimir la transcripcion de un conjunto de genes de forma que un simple
cambio ambiental puede inducir varios genes. También un mismo conjunto de genes puede
ser inducido por una o mas condiciones ambientales. Algunos estimulos inducen atodoun
conjunto de genes, mientras que otros inducen sélo una parte de dicho conjunto (Fig, 1;
Neidhardt,1987).

En las bacterias estos sistemas se componen por un conjunto de regulones, operones y
genes que se expresan de manera coordinada y que les permiten crecer en condiciones
favorables y desfavorables. Un reguldn es un grupo disperso de operones y genes aislados
que codifican para moléculas con funciones diferentes y que responden a un regulador
comiin. Un operdn es 13n conjunto de genes que se transcribe en un sé6lo mRNA (policis-
trénico), pero en el cual cada gen de éste se traduce independientemente y en forma
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Figura 1. Via de respuesta de un regulon (Neidhardt, 1987),
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coordinada, Muy frecuentemente los operones de un reguldn codifican para proteinas que
se relacionan funcionalmente en vias o procesos. Estos sistemas se denominan regulones
globales, Sistemas Globales de Regulacion (SGR) o estimulones y comprenden al total de
genes que responden 8 un cambio ambiental (Neidhardt, 1987),

En el caso de la enterobacteria Escherichia coli, los SGR mantienen una coordinaciéon
compleja entre lareplicacion del DNA, el crecimiento y fadivision celular. Los principales
sistemas son:

1) El sistema de respuesta al dafio en el DNA (sistema SOS).
2) El de respuesta al cambio de temperatura (estrés caldrico).
3) El de represion catabolica,

4) El de respuesta a la presencia o ausencia de oxigeno.

5) Los de respuesta a {a limitacion de nitrogeno o fosfatos.

Este trabajo se avoca al estudio de un aspecto del sistema de respuesta al estrés calérico
("Heat Shock").

2. LA RESPUESTA AL ESTRES POR CALOR EN
PROCARIONTES Y EUCARIONTES.

Los estudios de estrés calérico datan de 1962 cuando se observd que en los cromosomas
politénicos de las glandulas salivales de la mosca de la fruta, Drosophila, se formaban unos
ensanchamientos ("puffs*) al exponerlaaagentes como el calor, el dinitrofenol o el salicilato
de sodio (Ritossa, 1962). Posteriormente se observo que habia otros tratamientos que
inducian también este fenomeno (Ashburner y Bonner, 1979; Ritossa, 1962). En la
siguiente década se estudio el estrés calérico principalmente a nivel citolégico y en 1973
se iniciaron los analisis moleculares. También en 1973 se reportd que la induccion de los
*puffs” de los cromosomas de Drosophila coincidia con el incremento en la sintesis de un
pequedlo nimero de proteinas (Lindquist ez al., 1975). En 1975 se reportd que la respuesta
se presenta también en bacterias. En £.. coli se descubrid una mutante en el gen rpoH en
la que no se observo el incremento de dichas proteinas. Esto sugirié que habia un regulador
de la expresion de estas proteinas (Cooper y Ruettinger, 1975).
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Larespuesta al estrés por calor es universal y muy conservada. Se presenta en arqueobac-
terias, eubacterias y eucariontes. En general esta respuesta se estudia a nivel celular, en
metazoarios y metafitas dicha respuesta puede observarse en los organismos enteros y
también se puede estudiar en cultivos celulares o en tejidos y érganos aislados (Neidhardt
el al., 1984). En las células un estrés por calor causa dafio en el DNA, alteraciones en la
permeabilidad de la membrana y cambios conformacionales en las proteinas (Yura ef al.,
1993). Asimismo ocurre un aumento rapido y transitorio en la sintesis de un grupo de
proteinas llamadas Proteinas de Choque Calérico ("Heat Shock Proteins® o HSPs). Es
probable que este aumento represente una proteccién importante o un mecanismo homeos-
tatico, es decir, puede ser unarespuesta adaptativa o simplemente un fenémeno de estimulo-
respuesta. Las proteinas de estrés calorico posiblemente proporcionan proteccién contrala
temperatura alta, ya que si un organismo se incuba primero a8 una menor temperatura y
- después a otra mayor se observa un aumento en la sobrevivencia (Bukau, 1993). A este
fenémeno se le da el nombre de termotolerancia y se define como unamayor sobrevivencia
de las células a temperaturas letales, si previamente se incuban a unatemperatura intermedia
(Neidhardt et al., 1984). Por ejemplo, las células de mamifero en cultivo a 30° C al
cambiarse a unatemperaturade 42° C por 30 minutos y posteriormente a 50° C tienen mayor
sobrevivencia que cuando se exponen inmediatamente a 50° C. Esta termotoleracia es de
pequeila magnitud y es pasajera, alcanza un méximo a los 30 minutos y desaparece a los
60 minutos. Sudecaimiento coincide con la disminucién de las HSPs. El etanol, la hipoxia,
el arseniato de sodio y el cloruro de cadmio pueden producir también termotole-rancia
(Velazquezy Lindquist, 1984). Las proteinas de estrés calorico se sintetizan en condiciones
de no estrés, aunque a una tasa ms reducida y tienen un papel fundamental en la fisiologia
celular normal (Neidhardt et al., 1982; Yura e al,, 1993).

La respuesta celular al estrés calérico probablemente aparecié muy temprano en la vida
celular del planeta (hace de 3,000 a 3,500 millones de aflos). Algunos de los genes que
intervienen en esta respuesta se han conservado a nivel de secuencia de DNA a lo largo de
la evolucion. La homologia entre estos genes es mas notoria si se comparan a nivel de su
secuencia de amino4cidos (Hunt y Marimoto, 1985 ).

El incremento en la sintesis de las HSPs se debe a la inducién de la transcripcion de los
genes que las codifican. En E. coli y posiblemente en algunas de las demas bacterias se
incrementa el factor de transcripcion sigma 32 (a:‘2 ) y en eucariontes el factor del estrés
calorico (HSF) (Yuraet al., 1993; Zhou et al. 1988). El HSF activo es trimérico, su tamafio
varia de 300 a 800 aminoacidos aproximadamente. Este factor se autofosforila y el
incremento en la fosforilacion se correlaciona con la habilidad para promover la transcrip-
cién de los genes de estrés calérico en todos los eucariontes. La activacién de este factor
incluye dos mecanismos: su unién al DNA y su fosforilacion (Fig.2). Enel DNA seune a
las secuencias denominadas Elementos de Choque Térmico-("Heat Shock Elements® o
HSE), que son activos a distancias variables del sitio de transcripcién. Los HSE estan
compuestos de un nimero variable de cajas de cinco pares de bases que se llaman cajas
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Figura 2. Activacién de un HSF (Sorger, 1991)
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nGAAn dispuestas en orientacién alternada. Por ejemplo, en el gen hsp?0 de Drosaphila
hay cinco repetidos entre la posicion <115 y -92 pb. Los repetidos 1, 3 y 5 tienen la misma
orientacion, diferente a los de los repetidos 2 y 4 que tienen también entre ellos la misma
orientacién, Estos dos grupos de repetidos estan separados por una vuelta-hélice del DNA
(Abravaya ef al., 1991; Boulikas, 1994). De la misma manera, en el promotor del gen
hsp83 hay 7 repetidos de los cuales el 2, el, 4 y el 6 estan en la misma orientacién y los
restantes estan en la orientacion opuesta, separados también uno de otro por una vuelta-
hélice del DNA. En estudios in vifro se haobservado que se necesitan al menosdos unidades
de nGAAn para la union del HSF que pueden arreglarse como cabeza-cabeza (nGAAnnT-
TCn) o como cola-cola ("TTCnnGAAn). Cada mondmero del HSF interactia con una caja
nGAAn, su unidn es altamente cooperativa y no se unen antes o después de larespuesta al
estrés calorico, sino solamente durante su induccién (Morimoto ef al,, 1992, Sorger, 1991,
Xiao ef al., 1991).Aparentemente en Saccharomyces cerevisiae el HSF puede también
unirse al DNA cuando hay un octimero de histonas (Pederson y Fidrych, 1994).

3. EL SISTEMA GLOBAL DE REGULACIONDE LA
RESPUESTA AL ESTRES CALORICO EN E. coli

Como ya se menciond, un SGR es un conjunto de regulones, operones y genes que se
expresan de manera coordinada, generalmente bajo la modulacién de un estimulo comin,
El SGR del estrés calorico comprende a todos los genes que se inducen por un incremento
de temperatura. En E. coli el SGR de la respuesta a estrés por calor est4 formado por varios
regulones que comprenden més de 40 genes. Un regulén, como ya se explicod anterior-
mente, consiste de varios genes regulados de forma coordinada por una proteina represora
o activadora que reconoce a una secuencia particular comin. Uno de estos regulones es el
regulén de sigma 24, o oF‘. que consiste de los genes rpoH y htrA (degP). El gen hird
se requiere para la sobrevivencia y el crecimiento a temperaturas mayores de 42°C. Este
gen codifica para una endopeptidasa periplasmica (Raina ef al,, 1991). Otro regulén es el

~de 0™ que es el que mas se conoce y que regula la transcripcion de més de 26 genes. La
proteina reguladora de este regulon es el factor de transcripcion o que sdlo puede
reconocer a los genes de estrés caldrico. El factor de transcripcidn para condiciones de no
estrés, 670. puede transcribir genes de estrés calérico y genes de no estrés (Bloom ef al.,

1986). Ademas de estos regulones, hay aproximadamente 10 genes para los cuales no se
conoce un regulador.
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3.1 El Regulén de o*?

En este regulon se habian descrito hasta 1992 aproximadamente 17 genes. Sin embargo,
en 1993, después de un andlisis de mapeo cromosémico y clonacién molecular, se encontrd
que o 3 regula a mas de 26 genes. Los genes que mas se conocen del regulon de o3 son:
rpoH, groEL, groES, dnakK,dnal, grpE, lon, lysU 'y rpoD (c )(Neldhatdty VanBogelen,
1981; Neidhardt ef al., 1983). Lainduccion de los genes de estrés caldrico de este regulon
ocurre por la activacion de la u'anscnpclon apartir de los promotores que reconoce la RNA
polimerasa que contiene a ¢ (Cowmg, et al., 1985; Grossman et al., 1984; Landick, et
al, 1984). Esta proteina reguladora 0’2 también se requicre para la induccién de la
expresnén de estos genes en células sin estrés (Zhou etal., 1988). Lainduccion de los genes
de estrés calorico depende de la cantidad de o que es el producto del gen rpoH, ya que
al aumentar 032, sin elevarse la temperatura, se incrementa la sintesis de dichas proteinas
(Yamamori y Yura, 1982; Grossman et al., 1987).

En la induccién de la respuesta hay un incremento réapido en los niveles de 032, debido a
Que aumenta la transcripcién y la traduccion del mRNA de rpoH, asi como la vida media
de esta proteina. Parece ser que a 30°C rpoH se transcribe eficientemente, pero se traduce
poco (Kamath-Loeb y Gross, 1991). Algunos genes de estrés calérico, incluso groEL,

. [ 70 :
groES, grpE'y dnaKk tienen promotores adicionales de 6° que aseguran que haya niveles
basales de las proteinas corrrespondientes a estos genes en condiciones normales (Geor-
gopoulos et al., 1990).

3.2 Mutaciones en ei gen regulador rpoH

En E. coli existen mutantes de rpoH que permiten estudiar y entender 1a regulacion del
estrés calérico, ya que como se menciond, el producto de rpoH se requiere para la
transcripcién de los genes de estrés. Una de dichas mutantes es la Tsn-K165 que tiene una
mutacién ambar en rpofl y un gen termosensible de tRNA mutado que suprime dicha
mutaclén 230°C, pero no a 42° C. Estasmutantes tienen pequeilas cantidades funcionales
dec’ (Grossman etal, 1987). Existen otras cepas con mutaciones totales que no pueden
crecer a temperaturas arriba de 20° Cy que muestran defectos en la protedlisis, en la division
celular y en la duplicacion del DNA de un plasmido (Baker ef a/,, 1984; Tsuchido e al.,
1986, Wada et al., 1987). Las mutantes totales tienen un crecimiento lento, presentando
filamentacion y defectos en la particién del cromosoma. En mutantes con el gen rpoH
interrumpido, a 16.5°C se expresa solo el 30% de las HSPs que se expresan en el tipo
silvestre y no se detecta DnaK. Después del cambio a 42°C, DnaK se detecta. pero menos
del 11% que en el tipo silvestre (Zhou ef al/,, 1988). Estas mutantes, ademas, son
hipersensibles a antibiéticos, son incapaces de permitir la duplicacién del bacteriéfego A y
presentan niveles altos de HSPs a 30°C, pero estas no aumentan a temperaturas altas(Zhou
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et al,, 1988). Estas mutantes no pueden crecer porque no tienen cantidades suficientes de
GroEL y GroES. Las mutantes con un plasmidomulticopia que contiene alosgenes groESL
y que sobreproducen a las proteinas GroEL y GroES, pueden crecer & temperaturas aGn
arriba de 40° C (Kusukawa y Yura, 1988).

Existen también mutaciones &mbar de rpoD, el gen gue codifica para 6%, Las mutantes
rpoD ambar tienen un nimero bajo de moléculasde 6" y éste es inestable. Estas mutantes
sintetizan una cantidad pequeiia de HSPs, pero a temperaturas elevadas la respuesta al estrés
calérico es de gran intensidad y duracion (Osaway Yura, 1981). Este alelo mutante suprime
parcialmente la mutacion Tsn-K 165, ya que las dobles mutantes tienen una respuesta de
estrés calorico normal. Estos datos sugieren que los productos de los genes rpoH y rpoD
(o 2 y 070. respectivamente) compiten por {a RNA polimerasa (Yuraer al,, 1993).

Existe un supresor extragénico de rpoH, que se llama suhB. Las cepas mutantes rpoi1$
suhB2 son sensibles al frio y presentan una sintesis elevada del ¢°? mutado. El supresor

suhB2 no promueve lasintesis del a*? normal. Esto sugiere que SuhB reprime latraduccion
del mRNA de rpoH mutado (Yano et al., 1990; Yura et al., 1993).

3.3 Mutaciones en los genes de las proteinas de estrés calérico (HSPs)

Hay mutaciones totales y sin sentido de los genes de estrés caldrico dnak, dna/y grpE
que provocan un incremento en la vidamedia de a2, Un nivel bajo de la proteina GroEL
también estabiliza a 032, sunque de una forma menos notable (Yamamori y Yura, 1980).
En cepas mutantes dnaX, dnaJy grpE seincrementa la sintesis de HSPs y la respuestatarda
en apagarse. Estos efectos se deben a que en estas mutantes hay un aumento en los niveles
de 0°2. Este aumento obedece 8 su vez a un incremento en la traduccién del mRNA de
rpoH y en la vida mediade o (Bukau y Walker, 1990; Pack y Walker, 1987; Strausetal.,
1990; Tilly er al., 1983). En estas mutantes ¢~ se degrada mas lento y continGa en niveles
altos por 90 minutos (Grossman ef al., 1987 y Straus ef al., 1990). En mutantes dnaK756
y dnaJ259, u 30° C se incrementa la estabilidad de o y ain mds en mutantes grpE280.
Esta ultima, junto con grpE17, son resistentes al crecimiento del fago A a 30y 8 42°C. Otras
mutantes de esta proteina son grpE25, grpE66, grpl03, grpl39, grp57 y grp6l las cusles
son sensibles al crecimiento de A 8 30°C, pero son resistentes a 42°C. Todas las mutaciones
anteriores son recesivas, ocurren en la parte final de la region codicante de frpE y afectan
aaminoécidos conservados (Wueral,, 1994), A 42°C la estabililidad de a*% se increments
en mutantes dnaK'y grpE, pero no en mutantes draJ, lo que indica el pape! de Dnak, DnaJ
y GrpE en la degradacion de o’a bajas temperaturas y de DnaK y GrpE en la degradacion
después del estrés calorico. Por otra parte, las cepas mutantes doblesdnaK'y rpoH, sensibles
a temperatura, no muestran una respuesta de estrés calérico(Bukau, 1993).
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3.4 Inductores de los genes de las HSPs

No solamente ¢l calor provoca el incremento de la sintesis de las proteinas de estrés. Estas
pueden incrementarse con otros factores como el etanol, que es el inductor mds parecido al
calor, que al igual que éste provoca la induccién de todas las HSPs. No obstante, el calor
es el inductor mds rapido y efectivoy es el inico que provoca el incremento de las proteinas
de estrés cal6rico de un cambio de células de condiciones suboptimas a condiciones Sptimas
de crecimiento, por ejemplo de 28 2 37° C (Neidhardt et al.,1984),

Existen otros agentes que daiian al DNA o inhiben su duplicacién y que producen una
respuesta similar. Algunos de estos factores son la luz UV, el cadmio, el dcido nalidixico,
la coumermicina y la infeccion viral (Gross et al., 1990; Jenkins et al., 1991; Parselly
Sauer, 1989). Si se compara con el calor, la respuesta a la luz UV es muy lenta, ya que
muestraun méximo de induccion alos 15 0 20 minutos de exposicion y requiere 100 Im?,
Laluz UV a dosis menores induce a otro SGR conocido como SOS. Este sistema se activa
cuandohay dafio en el DNA, Funciona principalmente con dos proteinas reguladoras, LexA
y RecA. Esta ultima es producto del gen rec4, se activa con la luz UV probablemente por
interaccion de dicha proteina con oligonucledtidos formados como resultado de la degra-
dacién del DNA tras la irradiacion. La proteina LexA tiene un control negativo sobre una
serie de genes como el propio recA, y los genes de las nucleasas wvr que eliminan a Jos
dimeros de Timina. Estos genes se expresan cuando se degrada la proteina LexA (Darnel
et al,1990).

Con &cido nalidixico la respuesta al estrés calérico ocurre entre 10 y 15 minutos. Este
inductor, al igual que la coumermicina y la clorobiocina, inhibe a la DNA girasa, que es
esencial para la duplicacidn del DNA de E.coli (Neidhardt et al., 1984),

Los andlogos de aminoacidos, la limitacion de la fuente de carbono o de aminodcidos, el
cambio alcalino, altas concentraciones de sal y cambios entre condiciones aerébicas y
anaerdbicas inducen parcialmente la respuesta.

Otros inductores de los genes de las HSPs son los metales pesados, iondforos de calcio,
agentes quelantes, piridoxina, azul de metileno, glucosamina, deoxiglucosa, agentes tera-
togénicos, componentes sulfhidrilos como arseniato de sodio, diamiday otros componentes
no polares como dimetilsulfoxido (Neidhardt ef al,, 1984), A excepcion del etanol, la
mayoria de estos inductores sélo promueven la sintesis de algunas HSPs.

La respuesta estricta (*stringent”) también provoca una respuesta similar al estrés calérico.
Esta respuesta se induce cuando en condiciones pobres de crecimiento hay escasez de algiin
tRNA cargado con su respectivo aminoacido. En la respuesta se reducen varios procesos
como la duplicacion del DNA, la sintesis de proteinas, de carbohidratos, lipidos, nucleoti-
dos, rRNA y tRNA. Sin embargo, se estimulan otros procesos como la biosintesis de
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aminodcidos. La respuesta estricta se regula por el nucledtido no usual ppGpp que se
acumula notablemente en estas condiciones. También interviene el gen reld que codifica
para el factor estricto. Este factor sdlo es activo cuando se asocia 8 un ribosoma que esta
participando en la traduccién. De esta forma la sintesis maxima de ppGpp, y por lo tanto
larespuestamaxima estricta, ocurren cuando un ribosoma se une al mMRNA sin su respectivo
tRNA con su aminoécido. En laregulacion también interviene el producto del gen spot que
degrada a ppGpp (Voet y Voet, 1990),

En eucariontes también son inductores los glucocorticoides como hidrocortisona y
dexametasonay lashormonas esteroideas (Fisher ezal., 1986; Hahny Li, 1990). Esto sugiere
que las HSPs pueden proteger contra una gran variedad de estreses ambientales (Lindquist,
1986). :

La lista de inductores de la respuesta a estrés calérico puede dividirse en tres amplias
categorias: a) estreses ambientales; b) condiciones de no estrés como crecimiento celular
normal, desarrollo, diferenciacion y activacién de ciertos oncogenes, y c) estados patologi-
cos (Morimoto et al., 1992).

Debido a la gran cantidad de inductores, es probable que estos interactien con varios,
blancos que originan seflales separadas y que finalmente activan a rpoH (Fig. 3A). Los
blancos pueden ser proteinas, DNA y membrana y se provocan asi seilales como desnatu-
ralizacién de proteinas, cortes de cadena sencillay doble cadena en ¢l DNA y cambios de
fluidez en la membrana. Puede ser también que haya un blanco celular para todos los
inductores (Fig. 3B), o que haya s6lo una sefial efectivay otras que activen indirectamente
dando lugar a una sola respuesta (Fig. 3C) (Neidhardty VanBogelen, 1987).

La mayoria de losinductores generan proteinas aberrantes o proteinas parcial o totalmente
desplegadas, lo cual apoyalaidea de que las proteinas dafiadas son las seilales delarespuesta
(Goff y Golberg, 1985), ya que la produccién de proteinas heterélogas, la fusién de
proteinas, las proteinas mutantes o los fragmentos de proteinas inducen la respuesta (Parsell
y Sauer,1989). Sin embargo, no se excluye la idea de que la presencia de sensores y sefiales
adicionales como componentes de la membrana, dcidos nucléicos y ribosomas participen
también en la respuesta. Estos ultimos parece que tienen cambios en la composicién de
proteinas durante el estrés calorico (Glover, 1982, Scharfy Nover, 1982), Por ejemplo, los
polisomas desaparecen durante este estrés (Lindquist ef al., 1975).

La variedad de agentes y el intervalo amplio de temperatura sobre 1a cual se induce la
respuesta sugiere la posibilidad de que exista alguna sefial metabélica Hlamada alarmona
que podrian activar a 7poH. Una de ellas es la diadenosina 5°, 5***- P1, P4 tetrafosfato
(AppppA). Estas moléculas responden a una amplia variedad de agentes oxidantes. Las
condiciones que inducen el estrés calérico pueden también provocar un estrés de oxidacién
en las células en que se dafia la membrana e impide e! flujo normal de electrones (Lee et
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Figura 3. Modelos alternativos para la induccion de la respuesta al estrés calorico. En el
modelo A, hay un solo blanco para todos los inductores, En el modelo B, los inductores
interactian con blancos y seiiales separados, pero cada sefial enciende directamente el
reguléon. En el modelo C, hay directamente sélo una seffal efectiva; las otras actian
indirectamente dando lugar a la seflal efectiva (Neidhardt y VanBogelen, 1987).
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al., 1983). Durante el estrés por calor se eleva la concentracion de varias alarmonas. Sin
embargo, es posible que estas moléculas no actuén como sefial en este estrés, ya que en un
estrés de calor poco severo, como es el de 28 a 42° Cy con tratamientos con dcido nalidixico
se inducen las HSPs, pero no las alarmonas. Ademas la cinética de la respuesta de las
alarmonas no corresponde, ya que en E. coli la respuesta es transcripcionalmente activa en
minutos, en cinco minutos la sintesis de mRNA empieza a declinar y 1a acumulacién de
alarmonas comienza entre 5y 15 minutos (Lindquist, 1986).

En eucariontes, anteriormente se pensaba que los factores que afectan la fosforilacién
oxidativa o el transporte de electrones afectaban el mecanismo de la respuesta oxidativa ¢
inducifan Ia respuesta a estrés calorico. Actualmente se sabe que esto no parece ocurrir ya
que hay factores que inducen la respuesta y no afectan la respiracion, ademas la respuesta
no es particular de la mitocondria (Lindquist, 1986).

3.5 Organizacion de los genes de estrés calérico en el cromosoma bacteria-
no '

El gen rpoH es una unidad de transcripcién, se encuentra entre el operon fisYEXy el gen
le en el minuto 76. El terminador p-independiente de rpoH tiene una estructura tallo-asa.
o’ y o participan en el proceso de transcripcién de rpoH segin se explica mas adelante.

Se conocen nueve genes que han sido mapeados en varios operones o unidades de
transcripcion: groESL, dnakJ, rpoD, lysU, grpE, rpoH, hipG y lon que estan agrupados
entre los 90 y 10 minutos del mapa circular de £. coli (Fig. 4). Hay dos operones
bicistronicos: dnaklJy groESL. W,

El operon de groE se encuentra en el minuto 95 y codifica para dos proteinas: GroES y
GroEL de 15y 65 kDa,, respectivamente. Este oper6n, ademas del promotor para ¢”*, tiene
un promotor para a’® (Taylor et al,, 1984; Zhou et al., 1988).

Los genes para dnaK y dnaJ se encuentran muy cerca del origen de duplicacién. Estos
forman un operén con dos promotores que se inducen por calor y se localizan en las
posiciones 115y 40 hacia 5° en relacion al sitio de inicio de la transcripcion (Cowing et al.,
1985, Saito y Uchida, 1978). Estos genes codifican para las proteinas DnaK y Dnal,
respectivamente. AGn no se conoce si este operon tiene también un promotor para o',

El gen de rpoD se encuentran en el minuto 67 y codifica para o’% Este gen forma parte
de un mRNA policistronico que contiene a los siguientes genes: rpsU- dnaG - rpoD. Los

14
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Figura 4. Localizacion de los genes de estrés caldrico de E. cdli K12 (Neidhardt y
VanBogelen, 1987).
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dos primeros codifican para la proteina ribosomal S21 y la DNA primasa, respectivamente
(Burton et al., 1983). El gen rpoD puede transcribirse por un promotor de estrés calérico y
por dos de a’® (Zhou et al., 1988),

El gen lysU esté cerca de cadA, en el minuto 93, y codifica para ia lisina descarboxilasa
(Van Bogelen ef al., 1983). El gen lon se encuentra en el minuto 10 y codifica para una
proteasa (Lindquist, 1986). Otro gen es el hfpY que se localiza a -700 pb del operén dnakJ
y que se transcribe en la misma direccién que éste (Missiakas et al., 1993). En procariontes
los genes que codifican para estas proteinas generalmente estan en una sola copia. En
eucariontes, al menos los genes homélogos que codifican para DnaK y Dnal constituyen
una familia de genes.

Existen otros genes que se requieren para crecer en temperatura alta que son los genes Atr
("high temperature requirements"). Estos genes se transcriben por ¢ 0. 6’2 6 6* Un
ejemplo es hirC, cuyas mutantes tienen una sintesis elevada de HSPs. Es probable que este
gen module el control transcripcional de o (Raina y Georgopoulos,1990).

En los eucariontes, la mayoriz de los genes de estrés caldrico no tiene intrones. De los 70
genes que se conocen, 13 son de Drosaphilay sélo el gen hsp83 de este organismo y el del
nematodo Caenorhabditis elegans tienen intrones (Hackett y Lis, 1983; Holmgren ef al.,
1981; Russnak ef al., 1983).

3.6 Promotores del gen regulador rpoH

El gen rpoH tiene al menos 5 promotores: P1, P2, P3, P4y P5 (Fig.5) (Erikson etal., 1987,
Nagai ef al,, 1990). Los promotores P1, P4 y P5 se reconocen por ', es decir, @
reconoce al gen que codifica para ¢ 2. P3 solo interacciona con @ y es muy activo
solamente a temperatura alta (Erikson y Gross, 1989, Wang y Kaguni, 1989 b), P2 esun
promotor cepa especifico (Erikson et al., 1987). Este promotor se encuentra inicamente en
la cepa SC122 (Cooper y Ruettinger, 1975) a -130 pb de la regidn codificadora.

El P1 es el mas potente a temperatura fisiolégica y el més distal; se encuentra a -220 pb
del sitio de inicio de la traduccion de rpoH y estd adyacente a fisYEX que es uno de los
operones de la division celular. Este promotor estd sobrelapado con el terminador del
operén fisYEX'y éste junto con el P4 se incrementa por un cambio de baja a alta temperatura,
Este promotor se encuentra a -80 pb de la region codificadora (Erikson et al., 1987; Yura
etal., 1993), “

P3 no es reconocido por 070, sino que interacciona con un factor de 24 kDa, ) O‘E,
producto del gen 7poE que se localiza en el minuto §5.5 y que posee principalmente dos
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Figura 8. A) Organizacion de los promotores de rpoH (Yura et al., 1993). B) Diagrama
de 1a unidad de transcripcion de rpoH. (B1) El gen rpoH se encuentra entre los genes fisX
y livJ. Los promotores se indican con una P mayuscula y los terminadores con una letra t
miniscula. (B2) Ampliacion de la region intarcistronica fisX-rpoH* Las lineas onduladas
representan Jos tipos de mRNA. El terminador del operén fIsYEX se sobrelapa con el sitio
de inicio del P1 (Erikson et al., 1987, Nagai ef al., 1990, Wang y Kaguni, 1989 a). '

17



Introduccion

promotores, uno de los cuales se autorregula por el propio o', Laactividad de este factor
se regula positivamente por un aumento en la transcripcion de rpoE y posiblemente en
forma negativa por un regulador que se localiza hacia 3' junto & rpoE (Raina et al,, 1995,
Rouviere eral., 1995, Wang y Kaguni, 1989 b). o no inicia la transcripcion mediada por
los otsos tres promotores. La secuencia consenso de este sigma para-35y -10 es GAACTT
y TCTGA, respectivamente (Erikson y Gross, 1989). A 30°C cuenta con menos del 30%
de los transcritos de rpoH. A temperaturas de 42 8 43.5°C sus transcritos se incrementan
mas de diez veces. En una exposicion a temperatura letal, en la cual 07 se inactiva, todo
¢l mRNA proviene de P3 (Eriksoneral., 1987). Esto puede explicar el hecho deque durante
el estrés caldrico de S0°C se sintetizan Gnicamente las proteinas de estrés caldrico (Craig y
Gross, 199); Neidhardt et al., 1983). Ademas del P3 de rpoH, c24 reconoce a més de 10
genes, incluyendo al promotor del gen htrd. Estos datos sugieren que los genes cuya
transcripcion depende de o 4 constituyen un segundo regulon del estrés calérico.

PS es un promotor débil que se encuentra entre -61 y 62 pb del sitio de inicio de la
transcripcion, Este promotor es sensible a la represion catabolica. Si en las células hay
glucosa o un producto de su degradacion se impide la sintesis del mRNA de las enzimas
del metabolismo para degradar otros azicares como la lactosa. Esto ocurre porque en E.
coli la glucosa es la fuente preferencial de carbono. En ausencia de glucosa las bacterias
presentan un incremento en adenosina 3, 5°'- monofosfato (cAMP) que parece ser una sefial
de *alerta® para un estrés metabdlico. Cuando el cAMP se afiade con glucosa y lactosa la
induccidn de B- galactosidasa, la enzima que corta a la lactosa, no se reprime tanto como
cuando no se aflade el CAMP. Esto indica que el cAMP es muy importante para superar la
represion por glucosa (Damell ef al,, 1990). El promotor P5 incrementa su expresion en
ausencia de glucosa o por sdicion de etanol, requiere cAMP y a la proteina receptora de
cAMP (CRP). Launién de CRP al DNA induce la transcripcion de PS, pero interfiere con
la transcripcion de P4, Esto sugiere una alternancia entrc ambos promotores (Nagai e/ al.,
1990). Algunos estudios recientes muestran que P5 probablemente es un promotor se-
cundario, ya que las células con o sin cAMP pueden responder a un estrés por calor
(Lee-Riveray Gomez-Eichelmann, 1994),

3.7. Proteinas de estrés calérico (HSPs)

Las proteinas de estrés calorico son aquellas cuya sintesis se incrementa brusca y
rapidamente al aumentar la temperatura. Se han conservado durante la evolucion, lo que
sugiere que tienen funciones similares en todos os organismos (Georgopoulos ef al., 1990;
Morimoto ef al.,, 1992). En E. coli su tamafio varia entre 10 y 94 kDa. En 1981 se
identificaron 9 proteinas. En 1984 con geles de dos dimensiones se identificaron 17. En
1993 con una técnica global de transcripcion para simultaneamente detectar, clonarg
mapear genes se identificaron 26 proteinas nuevas, 16 de las cuales se activan por 03
(Chuang y Blattner, 1993; Yura et al., 1993). Estas proteinas, con las que se conocian
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anteriormente, suman més de 40 HSPs (Tabla I). Las HSPs no sélo tienen un papel
fundamental en la fisiologia celular normal, sino que en condiciones de estrés calérico se
sobreproducen, protegen a otras proteinas de la inactivacion por el calory ayudan a lacélula
a crecer en un intervalo de temperatura mas alto. Esto es, evitan la inactivacion de las
proteinas celulares, reactivan a proteinas desnaturalizadas y ayudan a la degradacién de
proteinas desnaturalizadas que no se pueden repasar y que se acumulan durante el cre-
cimiento normal y en condiciones de estrés (LaRossay Van Dyk, 1991; Hendrick y Hartl,
1993). Algunas HSP como DnaK, GroEL y ClpB se unen especificamente al dinucledtido
AppppA que se sintetiza durante el estrés calérica (Fuge y Farr, 1993).

Algunas HSPs son chaperonas moleculares, es decir, son proteinas que median el correcto
plegamiento de polipéptidos, pero sin ser componentes de las estructuras ensambladas, ya
que son proteinas que se unen a otras proteinas sin formar parte del complejo. Otra funcién
de las chaperonas es mediar el correcto ensamble de polipéptidos, sin formar tampoco parte
activa de su estructura, estabilizar formas inestables de otras proteinas y controlar la union
y liberacion del complejo enzima-sustrato. Asimismo, estas proteinas facilitan el correcto
destino de otras proteinas, ayudan a su plegamiento y a su ensamble oligomérico. Las
chaperonas también transportan proteinas a compartimientos subcelulares y controlan el
cambio entre conformaciones activas e inactivas debido a que la formacion de estructuras
plegadas inhibe la traslocacion hacia la membrana interna, Para realizar estas funciones,
deben reconoces elementos estructurales que normalmente no se exponen en las proteinas
nativas (Ellis y van der Vies, 1991). Algunos ejemplos son DnaK, Dnal, GrpE, GroEL,
GroES, y probablemente HtpG que intervienen en la duplicacion del DNA del fago 2, la
transcripcién del RNA, el transporte de proteinas, la protedlisis, la sintesis de flagelosy la
mutagénesis por UV (Georgopoulos et al,, 1990; Shi er al., 1992). Algunas HSPs, como
se explicara mas adelante, tienen un efecto regulador negativo sobre la sintesis de las HSPs.

Las mutaciones en algunas HSPs como DnaK y GroEL producen efectos pleiotropicos:
cambios en permeabilidad, filamentacién, dafio en el DNA y RNA y cambios en la sintesis
de proteinas (Takano y Kaffefuda, 1972; Wadae Itikawa, 1984). GroEL es una chaperonina
(60 kDa) que durante el estrés caldrico se fosforila, lo cual incrementa su afinidad por las
proteinas desnaturalizadas y estimula su disociacion dependiente de ATP (Sherman y
Goldberg, 1994). DnaK es una proteina que a temperaturas fisiolégicas y elevadas se
localiza principalmente en el citoplasma, aunque probablemente existe una subpoblacién
que se asocia a lamembrana (Bukau et al., 1993). Esta proteina tiene actividad de ATPasa,
se autofosforila en treoninay probablemente es el principal modulador de larespuesta. Esta
proteina interactia directamente con DnalJ y GrpE (Liberek y Georgopoulos, 1993). Un
exceso de ella durante la exposicidn al calor protege in vitro a la RNA polimerasa de la
inactivacion térmica. Esto seconoce porque una enzima que se inactiva por calor, se puede
reactivar 60% con un exceso de DnaK en un proceso dependiente de ATP. Esta activacion
se incrementa si ademas estén presentes Dnal y GrpE. Por ejemplo, la actividad de la
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Tabla I . Proteinas de Esirés Calorico { HSPs ) en £ co/ K1

Poteina Masa Molecular (KDa) Proteina Masa Molecular (KDa)
DnaK 69 ApoD 72
Dnad 39 Hall 70
Lon a9 HsM K))
HslA 85 HN 27
HelB 48 H#10 K]
Clp 22(24) HsWP 30
HtpG 0 HAQ 24
Hs!C 80 HeR 18
Hs1D ? H8IS-1bpB-HIpE 163
Ps?A 28 HHAT-bpA-HIpN 8.8
HsIE 60 HolU-Htpt 49
HalF 61 HslV-HipO 21
HAG 41 GroEL 60
HeH 39 HAW Y]
HsH-HtpH 36 GrotES 18
Hs1K 14 HsiX 51
GrpE 26 Hs1Y 45
Lisi-RNAsintetasa - Hs1Z 37
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luciferasa de la luciérnaga se expresada en E. coli depende de DnaK, Dnal y GrpE. En
células silvestres pierde su actividad a 42° C, pero la recobra si la temperatura baja a 30°
C, estarecuperacion de la actividad de la luciferasa no se observa en mutantes dnakX o dnaJ.
La proteina GrpE, aunque es activa como un homodimero, estimula la hidrolisis ADP-ATP
con ayuda de DnaJ y DnaK (Liberek ef al., 1991).

Otra proteina muy importante del estrés calérico es Lon, una proteasa dependiente de ATP
de 94 kDa. Las mutantes Lon" acumulan muchos mucopolisacaridos, tienen una respuesta
SOS anormal y disminuyen la habilidad para lisogenizar al fago lambda. Esta proteina
degrada a SulA que es un inhibidor de la division celular (Gottesman et al., 1985). Existe
otra proteasa dependiente de ATP llamada Clp o Ti %ue se deriva de una proteina precursora
mas grande (Chuang y Blattner, 1993). El factor ¢ O también se induce por calor, pesa 70
kDa.,se asocia a la RNA polimerasa y se une a promotores de no estrés (Gross et al, 1979,
Cowing et al., 1985). Otra HSPs es la lisil tRNA sintetasa que es la Ginica proteina de su
especie (Neidhardtetal., 1984). Mas recientemente se encontrd D48.5, que es también una
HSP regulada por 032, la cual es el producto del gen hipl'y es esencial para el crecimiento
a temperatura alta (Peruski y Neidhardt, 1994).

En procariontes, las HSPs participan en la duplicacion del DNA (DnaK y Dnal), en la
sintesis del RNA (factor sigma), en la sintesis de proteinas (LysU), en el procesamiento o
ensamble (GroEL, GroES, DnaK, Dnal, GrpE) y en la degradaciéon de proteinas (Lon)
(Neidhardt et al., 1984).

En eucariontes las principales HSPs son las de 104, 90, 70, 60 y 20 kDa. Muchas de ellas
también tienen actividad de chaperonas. Por ejemplo, HSP 70, que funcionalmente esta
como un multimero, estabiliza proteinas in vivo, estimula el ensamble/desensamble del
complejo de duplicacion y la exportacion de proteinas, También reactiva a la RNA
polimerasa inactivada por calor y facilita la degradacion de proteinas anormales. Otro
ejemplo es HSP60, que es un oligdmero que promueve el plegamiento de proteinas y el
ensamble de proteinas celulares y virales (Martin y Hartl, 1992).

En eucariontes la HSP mas conservada es la HSP70, la cual es homéloga con la DnaK de
E. coli. Esta proteina se purifica principalmente como un mondmero, pero su forma
funcional es la de un multimero. Durante el estrés caldrico se encuentra principalmente en
el niicleo y en menor cantidad en la membrana celular, En la recuperacion desaparece del
nicleo y se encuentra en el citoplasma (Velazquez et al., 1983; Tanguay, 1983; Velazquez
y Lindquist, 1984). Otras HSPs son HSP82, HSP81, HSP83. Esta tltima se reprime al final
después de un cambio a baja temperatura. Ademas de estas proteinas, se conocen otras
como la HSP36, HSP27, HSP26, HSP23, HSP22 que se encuentran en el cristalino de los
mamiferos. Estas protefnas se traslocan entre el nicleo y el citoplasma dependiendo de la
temperatura (Lindquist, 1986).
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Existen también otras proteinas menores de estrés calorico en Drosophila melanogaster
que durante el estrés se encuentran en el nicleo asociadas al RNA (Keene e al., 1981,
Pelham, 1982; Wadsworth et al., 1980).

3.8. Modelos de Ia induccién del regulén o*

En la induccion del reguldn de o intervienen, ademas del regulador positivo 032, las
proteinas DnaK y DnaJ que funcionan como reguladores negativos (Fig. 6). El regulador
positivo es 6™, que confiere a 1a RNA polimerasa la especificidad para transcribir a los
genes del estrés calérico. La RNA polimerasa con o*esla quereconoce a los promotores
del estrés caldrico (Cowin et al,, 1985; Fujita e Ishihama, 1987; Zhou et a/.,1988). Hasta
el momento sdlo se conoce Ia secuencia de 13 promotores que se reconocen por ™ *, es
decir, solamente los reconoce 032, pero no @ 70 (Tabla II). Estos promotores tienen una
secuenciaconsenso TCTCNCCCTTGAA enla regnén -35,unespacio de 13a 17 nuclettidos
y CCCATNTA en la region -10 que es la secuencia que da especificidad para establecer
contacto con el sigma. Estos promotores son claramente diferentes de los de o’® que tienen
una secuencia consenso TTGACA en la region -35, un espacio de 16 a 18 nucle6tidos y
TATAAT en laregion -10,

El factor a°? reconoce especificamente a los promotores que se inducen con calor (Blomm
etal., 1986; Cowing etal,, 1985; Fujita e Ishihama et al., 1987, Taylor et al,, 1984) aunque
reclentemente se examind al promotor rrmBpl en el que se sobreponen las regiones -35 y

-10de o’ y 07 lo que provoca que el sitio de inicio de la transcripcidn para ambos sigmas
sea idéntico. (Neldhardt etal, 1983; Newlands et al., 1993). En Bacillus subtilis existe un
mismo promotor que puede ser reconocido por dos formas diferentes de laholoenzima RNA
polimerasa (Johnson et al, 1983; Tatti y Moran, 1985 ; Wang y Doi, 1984),

Los experimentos recieftes mostraron que 0% se une fisicamente a DnaK, Dnal y GrpE.

Paste de este complejo es rato por magnesioy ATP. El ATP rompe la asociacion de DnakK
y GrpE con 032, pero no con Dnal. La asociacién de Dral-g° y DnaK-°2 ocurren
independientemente de DnaK yDnal, respectivamente, La unién de DnaJ con 0% incre-
menta la afinidad de DnaK por el complejo Dnal-6°% Se ha observado también que se
forma un complejo ternario Dnal-0°2-DnaK en presencia de GrpE o ATP. Esto muestra
que DnakK, DnaJy GrpE actan juntas parainterferir con la actividad de 032y de estamanera
favorecer su degradacion. De acuerdo con esto, se sugiere que en condiciones fisiologicas
de crecimiento y no de estrés, DnaK, DnaJ y GrpE estan unidas a0°2, En estas condiciones
de baja temperatura, la sintesis de o2 se reprime a nivel de iniciacion de la traduccién y es
inestable debido a la unién de DnaK /Dnal. La vida media de 6> es de un minuto. Parece
haber una regidn en el extremo del carboxilo en o que es importante para su estabilidad,
es decir, un segmento de o2 que ayuda a lainteraccion con las proteinas DnaK/DnaJ. Los
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Represidn de le activided

e . Proteius de_astrée caldricos— Genes de esiiés cekdrico

Figura 6. Modelo de regulacion de la respuesta al estrés calérico.
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genes de estrés se transcriben aunque haya muy poco 032, lo cual implica la habilidad de
o*? para competir con otros sigmas. A bajatemperaturac™“y o' tienen la mismaafinidad
por la RNA polimerasa (Liberek et al., 1992; Osawa y Yura, 1981).

Por su parte, ¢’ no forma un complejo estable con DnaJ o DnaK. Su presencia no
interfiere con el complejo Dnal- 0°2-DnaK. In vitro, el 90 % de o2 y séloel 10% de ¢’
se unen a la RNA polimerasa (Liberek y Georgopoulos, 1993).

Por lo tanto, DnaK, Dnal y GrpE actian como reguladores a tres niveles: represnbn dela
traduccion del mRNA de 7poH, degradacion y represion de la actividad de o> (Bukau,
1993).

Cuando las células se cambian a temperatura alta hay un decremento repentino en la
concentracion de DnaK y Dnal libres debido a que, por suactividad de chaperonas, se unen
a proteinas desnaturalizadas y desplegadas. De esta forma se reduce rapidamente la unién
ag? que queda libre lo cual facilita su unién con la RNA polimerasa. Ademas, in vitro
0*2 se asocia freferencialmente con la RNA polimerasa antes que con DnaK o DnalJ. La
sintesis de 6°2 se induce posiblemente por un rompimiento de la estructura secundaria de
su mRNA. Muchos de los polipéptidos nacientes de o2 seunenala RNA polimerasa antes
que a DnaK y Dnal.

La induccién del estrés calérico se logra por un incremento en los niveles de o2 que
aumentan mas de quince veces, aunque el mRNA de 7poH sélo se incrementa dos veces.
Esto se debe aun aumento de latraduccion de dicho mRNA y aunaumento en la vidamedia
de la proteina o*2. Elincremento de la traduccion del rpoH, antes que la acumulacion del
mRNA de 7poH es el primer evento que permite la sintesis de 032, ya que el aumento de
62 ocurre a los tres minutos del cambio de temperatura y el aumento en el nRNA de rpoH
8 los seis minutos (Kamath-Loeb y Gross, 1991 b). El mRNA normal no se degrada, pero
si se retiene en la célula (DiDomenico ef al., 1982; Kriiger y Benecke, 1981). Asimismo,
la estructura secundaria de este mRNA esta determinada por la interaccion de dos regiones
reguladoras en 5’ (A y B) que comprenden 200 nucleétidos, los cuales actoan en cis. Esta
estructuraa su vez puede regular anivel de latraduccion la expresion del gen rpoH (Yuzawa
et al.,, 1993). Mas recientemente Nagai ef al. (1994) han reportado dentro del gen rpoH la
presencia de una regidn hacia 3’ (region C) que participa en el abatimiento de la respuesta
al estrés calérico por medio de un mecanismo de regulacion negativa mediado por DnaK.
Alavezg'® disminuye su actividad con el incremento de la temperatura y con el aumento
de 0°2. Este decremento en la actividad de o7° puede ser paraddjico, ya que 0’0 es una
HSP y como tal aumenta su sintesis. Esto se explica porque puede ocurrir que 6° sea
menos activo a alta temperatura, tal vez por modificaciones moleculares que evitan la
asociacion con la RNA polimerasa (Erikson y Gross, 1989).
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Una propuesta de Craig y Gross (1991) es que el sensor de esta respuesta son las proteinas
aberrantes, desplegadas o mal plegadas que son sustrato para DnaK/Dnal y que como se
menciond, al liberar a 6~ ° permiten su estabilizacion. De esta forma DnaK sirve como un
sensor que detecta los cambios en la concentracidn celular de proteinas desplegadas o
desnaturalizadas. Otra propuesta es que es DnaJ antes que DnaK la que puede desempeilar
un pape! regulador en la respuesta a estrés calérico. El secuestro de DnaJ a proteinas
desnaturalizadas evita la asociacion con o°2,

Alternativamente, segiin McCarty y Walker (1991), DnaK puede ser un sensor directo.
Estos autores encontraron que la actividad de ATPasa y de autofosforilacién de DnaK se
incrementan de manera lineal con la temperatura. La treonina- 199 es el aminoicido que
se fosforilay es critico para la actividad de ATPasa de DnaK. Con la hidrélisis del ATP se
disocian 6° y DnaK. Un incremento en la hidrolisis de ATP a temperaturas altas provoca
un aumento en el 6°2 libre y por lo tanto un incremento en la expresion de los genes de
estrés calorico. De esta formala estrategia de sobrevivencia ¢ temperaturas elevadasincluye
no sdlo mayor expresion de DnaK, sino también may or actividad de esta. Lo anterior difiere
con la opinion de Craig y Gross (1991) en que ellas proponen un mecanismo homeostatico
en el que el nivel de DnaK libre en una célula constituye un indicador molecular. DnakK
detecta indirectamente el incremento en 1a temperatura al interaccionar con las proteinas
parcialmente desnaturalizadas que aparecen al incrementar la temperatura. McCarty y
Walker apoyan que DnaK es directamente un "termémetro”. Se conoce que la fosforilacién
de DnaK se incrementa con latemperaturay que a su vez la DnaK fosforilada tiene mayor
afinidad por las proteinas desplegada (Sherman y Goldberg, 1993). Estos modelos no son
mutuamente excluyentes y ambos pueden funcionar para integrar efectos directos ¢ indi-
rectos de la temperatura,

Otro modelo totalmente diferente es el que propone que son los ribosomas los que funcionan

como sensores del estrés calérico. Es probable que durante el estrés calérico haya uncambio
en la composicion de los mismos y el estado del ribosoma sea el que de la sefial. Esto se
basa en que hay compuestos que bloquean la traduccién e inducen sélo HSPs y otros que
inducen proteinas de estrés al frio. Por lo tanto, el ribosoma puede ser un sensor de
temperatura que incluye varios SGR en E. coli (Scharf y Nover, 1982; VanBogelen y
Neidhardt, 1990),

Larespuesta al estrés por calor termina al incrementarse los niveles de las proteinas Dnak
y DnaJ. Estas proteinas se unen nuevamente a ¢ 2 y entonces se reprime o atenia la
transcripcion de las HSPy se restaura la traduccién del mRNA normal (DiDomenico et al,,
1982 b; Kriiger y Benecke, 1981). Para detener el proceso se requiere 0" para restablecer
la transcripcion de los genes no propios de estrés calorico, ya que parece ser que ¢’ y o2
compiten por la RNA polimerasa.
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4. DETECCION EXPERIMENTAL DE LA RES-
PUESTA AL ESTRES CALORICO

Una manera sencilla de estudiar el estrés calorico, utiliza el marcaje radiactivo de proteinas
y su separacion por electroforesis en geles de poliacrilamida. Para marcar las proteinas
generalmente se emplea el aminoacido metionina con el radioisdtopo *~S. De esta forma,
las cadenas proteicas nacientes son las primeras en marcarse. A medida que transcurre el
tiempo se observa un aumento en el nimero de cadenas completas marcadas radioactiva-
mente (Darnell ef al., 1990). Este método se emplea porque durante el estrés caldrico se
modifica la sintesis de las proteinas de una manera importante. Este procedimiento se
combina con la técnica bioquimica de electroforesis en gel de poliacrilamida de una o dos
dimensiones. Posteriormente, en la autorradiografia se detecta cada cadena recién sinteti-
zada, En el casos de geles de una dimension la respuesta al estrés calérico puede carac-
terizarse por el incremento de las proteinas de 90 kDa., DnaK y GroEL,

5. CARACTERISTICAS DE LA RESPUESTA AL
ESTRES CALORICO EN E, coli

Como ¢ ha explicado, la respuesta al estrés caldrico se caracteriza principalmente por el
incremento en la sintesis de las HSPs, por cortes en cadena sencillay doble en el DNA y
poralteraciones en lamembrana celular, Sin embargo, existen algunos aspectos particulares
relevantes en este fendmeno y que incluyen factores medio ambientales, metabolicos y
genéticos.

5.1 Diferentes temperaturas del estrés calérico

La respuesta del estrés calorico depende de la magnitud y duracién de la elevacion de la
temperatura. En organismos que crecen en un intervalo de temperatura amplio la respuesta
maxima se logra de 10 a 15°C por arriba de su temperatura dptima de crecimiento. En
organismos que crecen en un intervalo més restringido, la respuesta ocurre al elevar la
temperatura alrededor de S°C. En bacterias termofilas como Sulfolobus shibatael, el estrés
calérico se observa s6lo al cambiar a una temperatura por arriba de 88°C. Otro ejemplo es
Mycobacterium tuberculosis, en la cual el patron de HSPs depende de la severidad del estrés.
Un estrés calérico suave de 30 a 37 6 42°C incluye lainduccién de DnaK, GroEL y GroES.
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A una temperatura mas alta como 45°C hay una mayor induccion de DnaK y otras HSPs
de 90, 28 y 20 kDa., mientras que GroEL y GroES declinan. A una temperatura de 37 a
48°C las principales proteinas que se inducen son las de 90, 70, 20 y 15 kDa. (Young y
Garbe, 1991).

En E. coli, que es una bacteria mesofila, la respuesta a estrés caldrico se observa en un
intervalo de temperatura amplio. Algunas HSPs se inducen ante un cambio de temperatura
de 28 a 33 6 36°C, no obstante que la temperatura ptima de crecimiento es 37°C. La
respuesta al estrés calorico depende de la temperatura inicial y del incremento de ésta. Los
cambios de temperatura baja (28 a 30°C) a una mayor (35 a 43°C) producen una respuesta
transitoria que causa la induccion no sdlo de las HSPs, sino también un incremento en la
sintesis de todas las proteinas de la célula (Neidhardt et al., 1982; Yamamori et al., 1982),
Los cambios a una temperatura de 43 a 47°C, que son temperaturas altas, causan una
disminucion en las proteinas de fondo o las proteinas no propias de estrés y un aumento de
las HSPs. Los cambios a temperaturas letales inducen la sintesis de las HSPs y la inhibicion
de las otras proteinas. En este caso, la sintesis de las HSPs continiia hasta que las células
mueren. Durante la exposicién a una temperatura letal, ocurren cortes de cadena sencilla
y doble del DNA que es lo que causa probablemente la pérdida de viabilidad (Neidhardt et
al. 1984).

La temperatura en que se induce la sintesis de las HSPs depende del tipo de incremento
de temperatura (brusco o gradual). Cuando el cambio es brusco y las células se llevan
directamente a una temperatura muy alta, la respuesta maxima ocurre a una temperatura
muy baja en relacion con el intervalo de crecimiento. Cuando latemperatura se incrementa
gradualmente la respuesta maxima se logra a una temperatura mas elevada (Lindquist,
1986).

En eucariontes, ademas del incremento en la sintesis de las HSPs también ocurren otros
eventos, como son el rompimiento de algunos organulos como el citoesqueleto, y alteracio-
nes en la division celular. A su vez, la magnitud y duracién de estos fendmenos ocurre de
acuerdo a la intensidad del estrés calorico y a las caracteristicas del propio organismo o
célula, como son su estado de desarrollo y metabolismo. Por ejemplo, en los organismos
eucariontes, los embriones tempranos de Drosophila, de erizo de mar y de algunos gusanos
son incapaces de producir HSPs y en muchas ocasiones son sensibles al calor. Sin embargo,
algunos embriones tempranos pueden sintetizar algunas HSPs a temperaturas normales
(Lindquist, 1986). En otros eucariontes como S. cerevisae, 1a respuesta en células a 25°C
y con metabolismo de fermentacion es transitoria si el incremento es a 36°C y sostenida si
es @ 40°C. En células respirando, la respuesta es pasajera a 34°C y sostenida a 36°C
(Lindquist, 1986).
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5.2 Duracion de la respuesta del estrés calérico

La duracion del estsés caldrico se sefiere al tiempo que requieren las células para que
sinteticen nuevamente sus proteinas en concentraciones adecuadas a la Gltima temperatura.
A esto también se le llama adaptacion, que se refiere a la restauracién que ocurre en las
células cuando éstas se mantienen a temperaturas de estrés. La salida del estrés calorico es
un proceso gradual (DiDomenico ef al., 1982 b). No debe ser confundida con la recupe-
racién, que es el tiempo necesario para sintetizar concentraciones convenientes de proteinas
después de regresar a la temperatura fisiologica inicial (Duncan y Hershey, 1989). En el
proceso de adaptacion serequiere lareactivacion del componente traduccional que se inhibe
y la transcripcion de un nuevo RNA. En la recuperacion no existe este requerimiento, ya
que con los mRNA que dejaron de traducirse se reinicia la actividad normal de la célula
(Neidhardt y VanBogelen, 1987).

Lamagnitud de larespuestay su duracion depende de la severidad del cambio. La méxima
respuesta se obtiene después de un cambio aunatemperatura letal donde no hay abatimiento
de la respuesta (Craig y Gross, 1991),

En E. coli la concentracion de la proteina 0°2 se incrementa de 15 a 20 veces en los
primeros cinco minutos después del cambio de temperatura y disminuye a los diez minutos
a un nuevo nivel. Este nivel sdlo es un poco mas alto que el nivel previo al cambio de
temperatura (Fig. 7). En las mutantes dnaK756, grpE280 y dnaJ259 la declinacion de la
respuesta es defectuoso. En bacterias sujetas a un estrés caldrico de 30 a 42°C, la sintesis
de HSPs permanece elevada a los 60 minutos. Esto se puede deber a su inhabilidad para
degradar a o** (Straus ¢/ al., 1990).

A nivel de sintesis de proteinas hay muy pocos estudios sobre la duracion del estrés
calorico, Uno de los pocos estudios se realiz en la cepa W3110 en un estrés calérico de
30 a 42°C. En estos estudios se observd que el nuevo patron de sintesis de proteinas del
nuevo estado se logra a los 30 minutos después de la iniciacion del estrés (Neidhardt y
VanBogelen, 1987). Otras de las pocas investigaciones acerca de ésto se realizaron en
mezclas de cultivos que crecieron a30 y 55°C sujetas a un estrés calarico de 42°C, Estos
estudios se realizaron en 1981 cuando aiin no se conocia el regulador de la respuesta y se
efectuaron en cepas mutantes Tsn-K 165 que tienen un supresor extragénico. Su objetivo
fue estudiar el efecto de la cantidad del gen regulador del estrés caldrico en el tipo de
respuesta observada. Los resultados indicaron que la respuesta es mas intensa cuando hay
mas expresion del gen rpoH y que la duracion de la respuesta a nivel de HSPs a esta
temperatura es entre 15 y 30 minutos (Yamamori y Yura, 1982).-

La recuperacién o salida del estrés calérico, por lo tanto, no se conoce con precisién. Esta

respuesta se ha estudiado principalmente en temperaturas de 42°C. Es probable que su
duracién varie segln el grado de intensidad del estrés. Este a su vez puede ser diferente
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Figura 7. Cambios en la cantidad de la proteina 6°2 y en la transcripcion de dnak en un
estrés calorico de 30 a 42°C (Straus et al,, 1987, Yura et al., 1993),
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segln la cepa, es decir, un estrés de calor que para una cepa es fuerte o débil, puede no ser
distinto para otra.

5.3 Efecto del estrés calérico en la divisién celular

La temperatura tiene un efecto profundo sobre la division celular en procariontes y
eucariontes. Aunque haya diferencias en la division celular entre las bacterias, protistas y
mamiferos, en todas estas células la temperatura induce la divisidn sincronica, ya que todas
las células se afectan directamente por el calor (Pechan, 1991).

Las bacterias se dividen a intervalos constantes durante el crecimiento balanceado, es decir,
cuando el crecimiento es directamente proporcional al tiempo. En cada divisién E. coli
forma un septo transverso cerca del centro delacélula. La posicidny eltiempo de formacion
de este septo es muy importante. Cada célula hija recibe completo el material genético
(Smith y Pardee, 1970).

Las mutantes en el gen 7poH no pueden dividirse. A una temperatura de 20°C estas
mutantes crecen un poco mas lentas que el tipo silvestre y forman filamentos, A tempera-
turas altas aumenta la longitud promedio de los filamentos. La longitud celular se
incrementa progresivamente con el tiempo de exposicion atemperaturasaltas. Por ejemplo,
después de tres horas a 40°C el promedio celular es cuatro veces mas largo que en el tipo
silvestre. Esto confirma que rpoH participa en la division celular. En estas mutantes la
sintesis de DNA se inhibe mas temprano que Ia sintesis de proteinas. Estainhibicion puede
explicar la formacién de células alargadas a temperaturas altas (Zhou ef al,, 1988).

Las mutantes fam 715 tienen una mutacion ambar sensible a tem peratura (ts) pleiotropica
que afecta la division celular. En esta mutante un incremento de temperatura no induce a
los genes de estrés calorico, con la excepcion del gen lysU. Estas mutantes complementan
amutantes en rpoH 'y producen recombinantes tipo silvestre, ya que fam es un alelo mutado
de rpoH. Durante un estrés calorico de 28 a 42°C ambas mutantes crecen en filamentos,
Las mutantes fam también producen bajas cantidades de la lipoproteina mureina. Es
probable que el nivel bajo de lipoproteinas sea el responsable de los defectos en la division
celular. Esto se apoya en que las mutantes en el gen estructural para las lipoproteinas LPP
tienen defectos en la division celular (Tsuchido et al., 1986).

Las mutantes ts de dnaK, groEL y groES forman filamentos a temperaturas altas. La
filamentacion puede deberse a la faltade induccion de una o mas proteinas de estrés caléorico.
Estos filamentos no estan septados, lo que indica que la division celular se bloquea en un
estado temprano antes de la formacion del septo. Hay varias mutaciones que afectan el
proceso de division celular. Los genes que intervienen en ella estan dispersos. Las
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mutaciones letales en la division celular, a temperaturas altas, forman filamentos. A estos
genes se les llama fis que se refiere a mutantes ts. Algunos fis estan muy unidos a otros
genes esenciales como el rpoH y el dnaM que se relaciona con el desarrollo celular
{Crickmore y Salmond, 1986). La sobreproduccion de FtsX suprime la filamentacion en
estas mutantes. En el tipo silvesire se produce septaciones adicionales y se forman
minicélulas (Yamamori et al., 1982). Las mutantes en los genes hfr también producen
filamentacion a temperaturas mayores de 37°C (Raina et al,, 1991; Rainay Georgopoulos,
1990).

En el caso de eucariontes como el ciliado Stylonychia mytilus, las células expuestas a un
estrés caldrico presentan generalmente un ciclo de divisién prolongado. Los organismos
que crecen a 23°C y se exponen a una temperatura de 35°C muestran un arresto en la fase
G1y S. El tiempo del retraso depende del estado en el cual se da el estrés calorico. Este
retraso varia de tres a siete horas. Las fases G2 y la fase temprana D} son ain mas sensibles
al estrés calérico. En la fase tardia D2 las células no se afectan, sin embargo, las células
hijas muestran un defecto en la division celular (Kaul, 1990). Otros eucariontes como S.
cerevisae muestran también un retraso en la divisién celular y presentan aberraciones
morfolégicas.

5.4 Efecto del estrés calérico en la metilacion del DNA

La metilacidn de bases nitrogenadas del DNA es un fendmeno comin en los seres vivos,
En E. coli K12 se efectia por tres sistemas que modifican aproximadamente el 2% de sus
adeninas y el 1% de citosinas. Los tres sistemas son: el EcoK, el Dam y el Dcm,

El sistema EcoK se encuentra codificado en el minuto 99 del mapa genético. Consta de
los genes AsdR, hsdS'y hsdM. Este Gliimo es el gen que codifica para la metilasa HsdM.
Esta enzima metila la segunda adenina de la secuencia AAC(6N)GTGC (Sain y Murray,
1980). El sistema Dam se codifica por el gen dam en el minuto 74. La metilasa Dam
funciona como un mondmero y metila la adenina de la secuencia 5° GATC 3° (Herman y
Modrich, 1982). El sistema Dcm, al igual que el anterior también contiene un sélo gen
llamado dem, Este gen se localiza en el minuto 43 del mapa cromosémico y codifica para
la proteina Dcm que es una metilasa de citosina. Esta proteina metila la citosina interna de
la secuencia 5* CC(A/T)GG 3’ (Bhagwat ef al., 1990).

En nuestro laboratorio se estudio la metilacién del DNA en cepas de E. coli que crecen a
30°Cy se someten a un estrés calérico de 47°C. Estos estudios muestran que en las cepas
C600 y C600 Nal' (Bachman, 1972 y Bachman, 1987) el sistema de metilacion Dam no se
afecta, incluso durante un estrés prolongado. No sucede lo mismo con la metilacién Dem.
En estas cepas la metilacién Dcm se inhibe, pero después de cuatro horas el patron de
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metilacion normal retorna. Esto indica que existe una dependencia de tiempo para la
recuperacion de la metilacién. Es probable que durante este tiempo se acumule algo que
ayuda a metilar, como por ejemplo una chaperona. Esto se fundamenta porque al transfor-
mar a la cepa C600 con el plémido multicopia que tiene clonado a groEL y grokES la
inhibicién de la metilacion no se observa. (Ramirez-Santos, 1993). En otras cepas de E.
coli como la W3110, la AB1157 (Kenion ef al., 1982) y la GM30 (Marinus y Morris, 1975)
no hay inhibicién de la metilacion Dam ni Dem.

En varios estudios realizados al transducir con el fago Pl al gen dem de la cepa C600 a la
cepa GM31, que es una cepadem” la cepa transductante metila normalmente. Esto indica
que la falta de metilacion Dem en las cepas C600 y C600 Nal' no es debido a una metilasa
Dcm sensible a temperatura. La termosensibilidad de la metilasa Dcm de la cepa C600
probablemente depende del fondo genético y del contexto celular en que se encuentra, Por
lo tanto, es probable que la respuesta al estrés de calor sea distinta en diferentes cepas.

6.- TERMOSENSIBILIDAD DE E. coli

Termosensibilidad se refiere al comportamiento y capacidad de un ser vivo de crecerauna
determinada temperatura. Es una caracteristica genética intrinseca, particular de c¢ada
organismo. Por ejemplo, las células de mamifero que se derivan de animales cuya
temperatura fisioldgica es alta, son més resistentes al calor que las células que provienen
de animales que crecen a temperaturas més bajas. En el caso de las bacterias, la termosen-
sibilidad puede observarse por medio de densidad dptica al hacer curvas de crecimiento a
diferentes temperaturas.

Las bacterias pueden crecer en un intervalo de temperatura de aproximadamente 40°C, E.
coli es una bacteria tipica mesdfila con respecto a su temperatura de crecimiento. En cierto
intervalo de crecimiento que se llama intervalo de Arrthenius muestra un crecimiento
balanceado, es decir, el crecimiento es directamente proporcional a la temperatura. En una
gréfica de temperaturay D.O. muestran un crecimiento de tipo sigmoide que define a una
poblacion con generaciones continuas y capacidad de carga (D.O. méaxima alcanzada)
(Krebs, 1985). La temperatura del crecimiento balanceado es de 10 a 49°C, aunque este
depende de los nutrientes en el medio. La temperatura del crecimiento éptimo es de 20 a
37°C. El incremento de la temperatura asriba de 40°C o abajo de 20°C provoca progresi-
vamente un crecimiento més lento. Finalmente, abajo de 9°C o arriba de 49°C el cre-
cimiento cesa (Herendeen ef al., 1979; Ingraham, 1987),
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La méxima temperatura de crecimiento de E. coli se relaciona directamente con la
capacidad para sintetizar HSPs, Las HSPs se requieren para el crecimiento & temperaturas
altas (Straus ef al., 1990). Principalmente la cantidad de la proteina GroEL a temperaturas
hasta 42 6 45°C y a temperaturas mas altas DnaK determinan la maxima temperatura de
crecimiento (Zhou e al., 1988). En mutantes incapaces de presentar la respuesta de estrés
caldrico el crecimiento se altera, no pueden crecer a temperaturas altas, crecen muy poco a
33°C y son muy inestables a 36°C.

En ausencia de metionina exdgena, el crecimiento se suspende & los 45°C. Existe una
diferencia en el crecimiento en un medio rico en nutrientes y un medio minimo (Ron y
Davis, 1971). Los antibidticos también afectan la temperatura de crecimiento. En presencia
de kanamicina o tetraciclina la méxima temperatura de crecimiento es de 15°C. En
presencia de ambos antibidticos no se observa el crecimiento a ninguna temperatura (Zhou
et al., 1988).

De acuerdo a los estudios realizados por Herendeen et al, (1979) en E. coli la méxima
temperatura de crecimiento balanceado es de 49°C. Estos estudios fueron realizados en una
sola cepa de £. coli, la B/r derivada de NC3. Esta cepa es prototrofa, es capaz de crecer
rapidamente en medio minimo, forma colonias lisas ante restricciones biosintéticas y
nutricionales y presenta un sistema de restriccion de DNA tipo B defectuoso (Neidhardt et
al., 1977). Esta linea celular es diferente de lalinea K12, lineaen laque se realizan muchos
estudios sobre estrés calorico. Es muy probable que esta temperatura maxima de cre-
cimiento sea particular de dicha cepa. A pesar de ello, no existen estudios sobre la
termosensibilidad de las cepas que se emplean con mucha frecuencia en estudios del estrés
calorico. Uno de los objetivos de este trabajo es, por lo tanto, estudiar la tesmosensibilidad
de algunas cepas y relacionarla con la duracion de la respuesta de estrés calérico.
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OBJETIVOS E
- HIPOTESIS

E ste trabajo tiene como objetivos principales estudiar la termosensibilidad de diferentes
cepas de Escherichia coli K12, asi como la duracion e intensidad de la respuesta al
estrés caldrico en estas cepas. Como objetivos secundarios se planted estudiar el efecto de
la temperatura en la division celular e identificar si hay alguna relacién entre la intensidad
y duracion de la respuesta al estrés calérico y la inhibicion de la metilacidn de la segunda
citosina en la secuencia 5°CC(A/ T)GG 3’(metilacion Dem) del DNA en la cepa C600.

"Para abordar estos objetivos, se propusieron las siguientes hipotesis:

1. El tiempo de duracion del estrés caldrico es més largo entre mayor es la diferencia entre
la temperatura basal y la temperatura del estrés.

2.-8i existen diferencias en termosensibilidad, las cepas méas termosensibles son las que
tardan mas en volver a un estado basal después de un estrés de calor.

3. La cepa C600 sintetiza una menor cantidad de la proteina de estrés caldrico GroEL durante
la respuesta al estrés calorico.

35



Estrategia Experimental

ESTRATEGIA
EXPERIMENTAL

Para el presente trabajo se utilizé un disefio experimental que consiste en hacer curvas
de crecimiento a 30, 42, 45 y 47°C en diferentes cepas de E. coli K12, Seeligieron 6
cepas: C600, C600 Nal', W3110, AB1157, GM30 y GM3!. Estas cepas se utilizan
frecuentemente en estudios de estrés calorico y también se emplearon en los experimentos
de metilacién del DNA que se llevaron a cabo. Ademas, se estudio el crecimiento de estas
cepas durante un estrés de calor y se realizaron observaciones al microscopio de las células
cultivadas a diferentes temperaturas o durante el estrés caldrico. Para ver la duracion del
estrés calorico se realizaron cultivos a 30°C y se sometieron por diferentes tiempos a estrés
cﬂérico de42,45y47°C. Seanalizé lainduccion de las HSPs por marcaje radioactivo con
[7S]-L- Metionina. Estas proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrila-
mida en una dimension, se visualizaron por autorradiografia y se realizé una densitometria
de las autorradiografias para determinar la abundancia cuantitativa de cada proteina,. Como
control se tomaron cultivos a 30°C y a la respectiva temperatura de estrés. En la Figura 8
s¢ muestra un esquema de esta estrategia.

36



Estrategia Experimental

A
Cullivos de £ caf a: Cutivos d8 £ cob' a 30°C:
45°C Eslrés calérico

arC 42¢ 4rc l
00, [aXeX 0.0 00. n.0. A°¢C D.0. 45°C 0o. 47°C
| f l ,_' I { I { o.n[: o.cE O.lE
t t 1 t t t

t

Observacién al microscopio

Cultivos de £ cod o Estrés calbrico Cultivos de £ co¥
8 30°C : 8 4246 6 4T°C 0 42,40 6 AC

Marcaje de proteinas
con metionina radiactiva

Geles de SDS poliacrilamida
Fluorografia
Autorradiografia

|

Densitometria
Figura 8. Estrategia experimental.
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MATERIAL Y METODOS

1. CEPAS BACTERIANAS

Se emplearon las cepas de Escherichia coli K12 que se indican en la Tabla IIL:

Tabla III.Cepas de E . €oli que se emplearon en el presente rabajo.

Cepa Fenotipo mds importante Referencia
w3lo F; Protdtrota, Lac Bachman ,1972
€600 F~ThrLeu~Thi"Lac— Bachman , 1972
€600 Nat' Como C600, pero Nai' Hanahan , 1983
ABIIST F~Thrieu Thi~Lac~Arg-Stif Kenyonetal, 1986
GM30 F~ThrLeu-Thi~His-Lac-Stif Marinus y Morris , 1975
GM31 Como GM30, pero Dem™ Marinus y Morris, 1975
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2. CULTIVOS Y CONSERVACION DE CEPAS BACTERIA-
NAS

Los cuitivos bacterianos se hicieron a pastir de un precultivo fresco. Este cultivo se prepard
por inoculacion de la cepa en un frasco con 3 ml de medio luria (LB), el cual se incubd sin
agitacion a 30°C de 12 a 18 horas.

Los cultivos bacterianos se inicigron por inoculacién del precultivo en medio LB. Para
ello se utilizaron matraces nefelométricos de 125 m!l con 10ml de LB y 200 ul de precultivo.
Se incubd con agitacion constante a 180 rpm a diferentes temperaturas.

La conservacién de las bacterias por periodos largos, se realizé en condiciones de
microaerofilia. A partir de un cultivo en medio sélido, se sembré una muestra del césped
bacteriano por piquete en un tubo (STAB), el cual se tapé y sellé con parafina. Los tubos
se¢ almacenaron a temperatura ambiente en la obscuridad.

3. VERIFICACION DEL FENOTIPO

Para verificar el fenotipo, se sembraron colonias gisladas de cada cepa en medio Luria
(LB) con palillos de madera estériles y se incubaron a 30°C de 14 a 18 horas.
)

Se duplicaron los parches por el método de réplica de placas (Miller, 1972), en los medios
con los antibidticos y aminoacidos adecuados.

4. CURVAS DE CRECIMIENTO

Para realizar las curvas de crecimiento los precultivos de cada cepa se vaciaron en tubos
de ensaye de 8 ml. Se midi6 la densidad 6ptica & 550 nm (DO 550 nm) en un espectro-
fotémetro y cuando fue necesario se diluyé con medio LB para igualar la densidad celular
de los precultivos. De cada precultivo se tomaron 200 pl para inocular 10 m! de medio LB
en matraces nefelométricos como se mencion6. Los matraces se incubaron en bafios con
agua con agitacién (New Brunswick Scientific modelo G76) a 180 rpm y temperaturas de
42,45y 47°C. Ladensidad dptica se midio cads media hora.
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5. FOTOMICROGRAFIA DE CEPAS DE E. coliK12 EXPUES-
TAS A TEMPERATURA ALTA Y AL ESTRES CALORICO

Para evitar ¢l movimiento de las células antes de fotografiarlas se mezclaron con agarosa
fundida (concentracion final 1%) y se vaciaron sobre laminillas de vidrio. De esta manera
al enfriarse la agarosa, las células quedaron incluidas en ella. Las fotos se tomaron en un
microscopio Carl Zeias de contraste de fases con una camaraadaptable M35 y un controlador
MC63A Casl Zeiss. Se utilizd una pelicula Kodak Plus X-125 blanco y negro. Una vez
que se obtuvo el contraste de fases y se enfocd la imagen, se colocd el botén selector de la
sensibilidad de la pelicula en el asa (din) correspondiente, en este caso asa 125 (22 din). De
acuerdo con la cantidad de luz deseada se usé el boton selector de valores intermedios en
-1, 1 y +1. Se extrajo la varilla para el prisma divisor de haces, ya que cuando esta
introducida el 100% de la luz se desvia hacia el observador y al extraerla el 80% de la luz
va hacia la cdmara y el 20% hacia el observador. Se extrajo la corredera del chasis de la
camara, se oprimié el disparador del controlador, momento en el cual se encendié la
lamparita piloto amarilla que seiiala que el tiempo de exposicién se fija de manera
automatica. Cuando el boton se apagé se introdujo la corredera del chasis, se oprimié el
disparador de la cdmara, se sacé nuevamente la corredera del chasis y se corri6 la pelicula
con ¢l boton de rebobinado de la camara. La pelicula se reveld con el reveladory el fijador
recomendados para la pelicula Plus X-125,

L4

6. MARCAJE RADIOACTIVO DE PROTEINAS

Con el objeto de marcar a las proteinas que sintetiza E. coli se empled [”S] - L-
metionina (>100Ci/mmol) en concentracion de 1000 uCi/ ml de cultivo. Para realizar esto,
se prepararon cultivos bacterianos en LB. Cuando llegaron a una D.O. de 0.4 (550 nm), se
tomaron 0.5 ml de este cultivo y se colocaron en tubos de 1.5 ml a la temperatura deseada.
Una vez que transcurrio el tiempo establecido, se agregd la marca radioactiva los Gltimos
5 minutos ¢ inmediatamente después se agregd metionina fria en una proporcién 100 veces
més que la metionina marcada para competir con ésta y permitir el término de la sintesis de -
proteinas no completas. Los tubos se colocaron en hielo para detener la reaccién y se
centrifugaron en frio en una microcentrifuga a 14,000 rpm por 10 minutos. Se deseché el
sobrenadante y @ la pastilla se le agregaron 2 i del inhibidor de proteasas PMSF y 20 ul
de solucién Laemmli. Esta dltima contiene un colorante guia para la electroforésis, glicerol,
SDS y B- mercaptoetanol para evitar que se agreguen las proteinas. En algunas ocasiones
la cantidad de solucién Laemmli se modifico para igualar la concentracién de proteinas
(Tabla V).
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Tabia IV. Cantidad de solucion Lasmmli que ss aAadié para igualar lc concentracidn de proteincs.

Tiempo (min) A° G () A% C (o) AT C ()
0 20 20 20
20 30 26 20
30 36 30 20
40 40 36 20
60 A5 40 20
80 60 45 20

e
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7. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Esta se efectud segin la técnica reportada por Laemmili (1970). El gel separador contenia
10% de acrilamida. Se afiadié Tris HCI 1.5 M pH 8.8 y 0.1% SDS para desnaturalizar a
las proteinas y minimizar sus cargas nativas. El gel se polimerizd quimicamente por la
adicion de 0.025% de TEMED y persulfato de amonio 10 mM,

El gel concentradors se prepard con 3% de acrilamida y se le agregd Tris 0.5 MpH 6.8 y
0.1% de SDS y se polimerizéd de igual forma que el gel separador.

Los geles se montaron en cimaras para electroforesis verticales Mini-Protean (Bio-Rad).
Para desnaturalizar a las proteinas, previamente se incubaron en bafio maria por cinco
minutos. Los carriles en el gel concentrador se cargaron con 7 pl de muestra. La electro-
foresis se corrid con el amortiguador de corrida Lacmmli a 70 Voltios para el gel concen-
trador y 150 a 170 Voltios para ¢l gel separador.

Para tener una mayor resolucion al realizar un Western blot, se utilizé una camara Bio-Rad
modelo 220 con separadores medianos de 1.5 mm. Se colocaron 10 ul de muestra por pozo.
El gel concentrador se corrié & 50 Volts y el separador a 120 Voltios.

8. TINCION DE PROTEINAS CON AZUL DE COOMASIE 'Y
NITRATO DE PLATA

Las proteinas que se corrieron electroforeticamente, se tiiieron una hora a 37°C con azul
brillante de Coomasie al 0.1%. Los geles se destiiieron lavando con 4cido acético al 10%
por varias horas. El gel se continuo destifiendo con las soluciones A y B (30 minutos con
cada una). Para completar la destincion se sumergio en la solucién C a 4°C y se enjuagd
con agua cinco minutos. Esto Gltimo se repitié cuatro veces. El gel se tifid con plata 20
minutos. Se lavd cinco minutos en aguay se reveld hasta la intensidad deseada. En el caso
de no visualizar las bandas, se afadié formaldehlido gota a gota. La reaccidn se detuvo con
la solucion de frenado. Todos los pasos anteriores se realizaron en agitacion constante.
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9. DETECCION DE PROTEINAS RADIOMARCADAS POR
FLUOROGRAFIA Y AUTORRADIOGRAFIA

Pars mejorar la intensidad de las imagenes autoradiogrificas, los geles se trataron con la
técnica de fluorografia siguiendo el protocolo de Bonnery Laskey (1974). Para deshidsatar
los geles se embebieron en DMSO durante una hora con cambios de media hora. Después
se impregnaron con liquido de centelleo. Finalmente, para remover el DMSO se sumer-
gieron en agua dos horas como minimo con varios cambios y finalmente se incubaron en
una solucién de glicerol al 3% para mantenerlos flexibles y permitir el proceso de secado.

Los geles se secaron previamente entre papel celofin suave sobre papel filtro Whatman
en una planchs secadora de geles Bio-Rad y se expusieron a una placa de rayos X Kodak
X-Omat dentro de un cassette de exposicidn de 7a 14 diss 8 -70° C. Las placas se ravelaron
en Is obscuridad con luz roja con revelador fotogrifico, se enjuagaron en agua corriente y
se trataron con fijador fotogrifico. La autoradiografia resultante se analizd por medio de
un lector de placas Gel Scan LX controlado por computadors.

10. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DE UN GEL A UN
FILTRO E IDENTIFICACION DE PROTEINAS ESPECIFI-
CAS CON ANTICUERPOS (WESTERN BLOTTING)

Para transfererir las proteinas de geles de poliacrilamida-SDS a soportes sélidos (papel de
nitrocelulosa) y detectar inmunolégicamente las proteinas inmovilizadss (Bumnette, 1981;
Towbin ef al., 1979), se realizd una electroforesis segin Laemmli (1970). Se prepararon
dos geles: uno para control de cantidad de proteinas y peso molecular, otro para la
transferencia. Inmediatamente concluida Ia electroforesis, el gel control se traté normal-
mente pars la tincién de proteinas. El gel para la transferencia se sumergié en amortiguador
de transferencia a 4°C toda Ia noche. Se cortd el filtro de nitrocelulosa de 0.45 um y el
papel Whatman, ambos 0.5 cm més grandes que ¢l gel. Se embebieron en el amortiguador
de transferencia junto con un tapete poroso (esponjs). Se ensamblé el dispositivo de
transferecia evitando la formacion de burbujas, en una cémars de transferencia modelo Idea
Scientific Genie en el siguiente orden: el cétodo, la rejilla, el tapete poroso, el papel
Whatman, el gel, ¢! papel de nitrocelulosa previamente seilalado, y nuevamente ef papel
Whatman, el tapete poroso y por ultimo el dnodo. Se llend la cAmara con el amortiguador
de comrida y se conectd a s fuente de poder. Se aplico una corriente de 25 Voltios durante
dos horas, sin permitir que la corriente excediera a 1| Amperio.
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El papel de nitrocelulosa se bloqued con BSA a 4°C toda la noche. Se lavé con PBS-
Tween por cinco minutos en tres ocasiones con agitacion constante. Se sumergid en una
solucién con el anticuerpo antiGroEL diluido 1:500 en PBS-Tween y se incubé por cinco
horas a temperatura ambiente con agitacion rotativa. Transcurrido este tiempo, ¢! papel se
incubd con la lasolucién de la proteina A-Biotina diluida en 1:500 en PBS-Tween una hosa
atemperaturaambientey con agitacién constante. Posteriormente se sumergid en lasolucién
con el conjugado Estreptavidins-Peroxidasa en PBS-Tween en unas dilucién 1:500 durante
30 minutos. Esto uUltimo se realizd en la obscuridad para evitar {a degradacion de la
peroxidasa. El papel se lavd nuevamente durante cinco minutos en cada cambio, una vez
on PBS-Tween y dos veces silo sn PBS, ya que el Tween inhibe al sustrato para la
peroxidass. En seguida, el papel se incubd en la obscuridad con 1a solucidn reveladors
(sustrato para s peroxidasa) a temperatura ambiente durante 30 minutos, se enjuagd con
agus corriente varias veces y se secd entre papel Whatman,

44



Resultados

RESULTADOS

1. TERMOSENSIBILIDAD DE DIFERENTES CEPAS DE
E. coli K12

La termosensibilidad es una caracteristica genética intrinseca de los organismos. Se
puede definir como la capacidad de un organismo para crecer en un intervalo
determinado de temperatura. Una manera sencilla de estudiar la termosensibilidad en
bacterias, es realizar curvas de crecimiento de éstas a diferentes temperaturas y determinar
la D.O. que es una forma indirecta de medir el crecimiento.

En estudios de estrés caldrico se han utilizado diferentes cepas, sin embargo, no se ha
determinado si las cepas que se usan en estos estudios tienen igual termosensibilidad. Para
observar si existen diferencias en la termosensibilidad de las cepas de E. coli K12 se
seleccionaron seis cepas diferentes: C600, C600 Nal’, W3110, AB1157, GM30 y GM31.
Estas seis cepas se han utilizado por diferentes grupos de investigacion en estudios de estrés
calérico. Seincluyen dos cepas (C600 y C600 Nal’) que se estudiaron en el laboratorio, en
las cuales se encontrd que en un estrés calorico de 47° C se inhibe lametilacion Dem, La
W3 110 es una cepa silvestre, prototrofa; la GM30 y GM31 son isogénicas, cuya diferencia
es que la segunda tiene mutado el gen dem. La cepa AB1157 es una cepa de referencia que
se usa para estudios sobre estrés calérico en diferentes laboratorios.

Asi se estudio el crecimiento de estas cepas a 30, 42, 45, 47°C. Latemperatura de 30°C
se eligio porque es unatemperatura de crecimiento que se encuentra a la mitad del intervalo
de temperatura donde el crecimiento de E. coli es balanceado (21 a37°C). Lastemperaturas
de 42, 45 y 47°C se seleccionaron porque en los experimentos de estrés caldrico estas
temperaturas producen diferente intensidad de la respuesta a estrés calérico, El estrés que
se induce al cambiar células de 30 a 42°C es un estrés débil, de 30 a 45°C se produce un
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estrés de intensidad mediay a 30 a 47°C, que es una temperatura subletal, se produce un
estrés fuerte. A esta Ultima temperatura se realizaron los estudios de metilacion del DNA
porque es lo suficientemente alta para producir un estrés fuerte, pero sin ser letal, como lo
es S0°C. Estas cepas de E. coli se crecieron en medio LB que es un medio rico (ver
Apéndice). Para ello se inoculé la misma cantidad en todas las cepas de un cultivo previo
de bacterias de una noche antes (cultivo "overnight"o precultivo).

A 30°C, las cepas mostraron una curva de crecimiento sigmoide que describe a una
poblacion de generaciones continuas con capacidad de carga eqivalente a la D.O. maxima
alcanzada. Lo anterior se refiere a un crecimiento que inicia lentamente, pero que después
tiene una fase exponencial, en la que el crecimiento es lineal con respecto al tiempo. El
cultivo alcanza después unafase estacionaria, en la cual el crecimiento es casi nulo. A 30°C
no se detectaron diferencias importantes entre las seis cepas utilizadas (Fig. 9). Estas
mismas cepas se cultivaron a 42°C (Fig. 10). A esta temperatura tampoco se encontraron
diferencias en las curvas de crecimiento, es decir, todas las cepas tuvieron una termosensi-
bilidad similar. En estas condiciones todas las cepas crecieron a mayor velocidad que a
30°C. Posteriormente las cepas se cultivaron a45°C (Fig. 11). A estatemperatura las cepas
si presentaron una diferencia pequefia en la velocidad del crecimiento. Las curvas comen-
zaron a separarse entre si y se observd, en la mayoria de las ocasiones, una tendencia de las
cepas C600, W3110 y C600 Nal” a crecer un poco mas rapido que la AB1157, GM30 y
GM31. Finalmente las cepas se cultivaron a 47°C (Fig. 12). A esta temperatura si hubo
diferencias claras en el crecimiento. Se identificaron dos grupos, el grupo de las cepas
termorresistentes; C600, C600 Nal' y W3110, y el grupo de las cepas termosensibles:
AB1157, GM30y GM31. Las cepas C600 y W3110 crecieron mas y a mayor velocidad
que el resto de las cepas, ya que aunque la temperatura afectd el crecimiento al disminuir
la velocidad y el crecimiento maximo, las cepas alcanzaron una D.O. final de 1.1, La C600
Nal’ se comportd de manera intermedia y aunque crecié més lentamente siempre alcanzd
una D.O. mayor de 0.6. Sin embargo, en las cepas AB1157, GM30y GM31 latemperatura
alterd el crecimiento de una forma mas notable. La Figura I3 es una grafica representativa
del comportamiento de dos cepas (C600 yGM30) a 30y 47°C. En algunas ocasiones, la
GM30 fue un poco més termosensible que la AB1157, pero en general estas cepas no
alcanzaron una D.O. de 0.4, lo que significa que su crecimiento fue escaso. En esta Figura
se presenta el comportamiento de una de las cepas mas termosensibles (GM30) y una de
las menos termosensibles (C600). Se puede apreciar que el crecimiento a 30°C de las dos
cepas es muy similar, mientras que el crecimiento a 47°C se afecta mucho en algunas cepas
como en la GM30 y escasamente en otras como en la C600.

En resumen, a 30 y 42°C la termosensibilidad de seis diferentes cepas de E. coli K12 es

similar. A temperaturas mas elevadas como 45°C empiezan a observarse diferencias y a
47°C que es una temperatura subletal, las diferencias se hacen mas notables. A 47°C pueden
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definirse dos grupos de cepas: un grupo termorresistente (C600, C600 Nal"y W3110)y otro

termosensible (AB1157, GM30 y GM31).
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Figura 9. Crecimiento de diferentes cepas de E. coli K12 a 30°C en medio LB.
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Figura 10. Crecimiento de diferentes cepas de E. coli K12 a 42°C en medio LB.
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Figura 11, Crecimiento de diferentes cepas de E. coli K12 a 45°C en medio LB,
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Figura 12. Crecimiento de diferentes cepas de £. coli K12 a 47°C en medio LB,
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Figura 13. Comparacién del crecimiento a 30°C y a 47°C de dos cepas de E. coli con
diferente termosensibilidad.
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2. RESPUESTA AL ESTRES CALORICO DE DIFERENTES
CEPAS DE E. coli K12

Debido a que a 47° C las cepas mostraron diferente termosensibilidad y se observé un
grupo de cepas termorresistentes y otro de cepas termosensibles, también se estudié como
es el crecimiento de E. coli K12 durante un estrés caldrico, es decir, como responden las
células a un cambio repentino de temperatura. Para ello, las células se cultivaron a 30°C y
al llegar a una D.O. de 0.4, que es la mitad de la fase logaritmica, se expusieron a una
temperatura mas alta. Se eligio una de las cepas termosensibles (GM30) y dos de las
termorresistentes (C600 y W3110). Se selecciond a la cepa C600 y no a la C600 Nal”, ya
que esta Ultima presenta una mutacion en el gen de girasa, lo cual podria afectar los
resultados. También se escogid a la W3110 porque presentd una termosensibilidad similar
a la C600, pero su comportamento en la metilacién del DNA a 47°C es diferente a ésta
(Ramirez- Santos, 1993).

Durante un estrés caldrico a 42°C, aunque las cepas crecieron de manera similar, se
observaron pequefias diferencias (Fig.14). La cepa C600 fue la cepa que crecid mejor ante
el cambio de temperatura. Las cepas W3110 y GM30 se comportaron de manera similar.
Enla W3110 el cambio de temperatura provocd un crecimiento un poco mas lento y una
disminucién de la capacidad de carga de la poblacién. Al exponer a las células a estrés
calérico mayor (45 6 47°C) las diferencias anteriores se hicieron mas notables (Figs. 15 y
16). Nuevamente la cepa C600 crecidé mejor al cambio de temperatura. Las cepas GM30
y W3110 disminuyeron su capacidad de carga. De manera general, la cepa C600 respondid
de manera similar a una temperatura alta constante y a la exposicién repentina a una
temperatura elevada. La W3110, por su parte, respondié mejor a una temperatura elevada
constante que a un estrés caldrico. La GM30, por el contrario, crecié mejor durante estrés
calérico que a temperatura elevada constante (Figs. 10-12 y 15-16),

Conbase en lo anterior, puede concluirse que no existie una correlacion entre el patron de
termosensibilidad y la respuesta de crecimiento al estrés calérico, esto es, las cepas con
termosensibilidad similar como C600y W3110, respondieron de manera diferente al estrés
caldrico. Ademads, una cepa termorresistente y una termosensible pueden tener un cre-
cimiento similar durante la respuesta a un estrés calérico.
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Figura 14, Crecimiento durante estrés calérico de diferentes cepas de E. coli K12, Las

células se crecieron a30°y alllegarauna D.O. de 0.4 (550 nm. de absorbencia) se expusieron
ripidamente a 42°C.
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Figura 15, Crecimiento durante estrés calérico de diferentes cepas de E. coli K12, Las
células se crecieron a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 (550 nm. de absorbencia) se

expusieron rapidamente a 45°C.
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Figura 16. Crecimiento durante estrés calérico de diferentes cepas de E. coli K12. Las
células se crecieron a 30°C y al llegar a una D.O, de 0.4 (550 nm. de absorbencia) se
expusieron répidamente a 47°C.
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3. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA DIVISION
"CELULARENE, coli K12

Se sabe que algunas cepas con mutaciones en el gen rpoH y en los genes dnak, groEL y
groES forman filamentos 8 temperaturas altas (Tsuchido e al., 1986; Zhou ef al., 1988).
Esta filamentacion se debe a una alteracion en la divisidn celular. Debido a esto, se planted
analizar si la temperatura de cultivo afecta la division celular. Estapregunta surgié porque
es probable que la respuesta a estrés caldrico sea una respuesta adaptativa para resistir a las
temperaturas altas. Asi, es posible que las cepas termosensibles tengan una respuesta de
estrés caldrico deficiente y sean menores las cantidades de HSPs que sintetizan, Esto a su
vez podria afectar la division celular y provocar la formacion de filamentos.

Para observar si existe una correlacion entre la divisién celular y la termosensibilidad de
las células, se hicieron observaciones al microscopio de dos cepas termorresistentes (C600
y C600 Nal") y una termosensible (GM30) cultivadas en distintas temperaturas. Primero
se observo el comportamiento de las células expuestas constantemente a 47°C. EnlaFigura
17 A, B y C se observan las cepas C600, C600 Nal’ y GM30 a una D.O. de 0.4 cultivadas
constantemente a30°C. A esta temperatura no se observé ninguna diferencia en el tamaito
de lascélulas. Lasletras A’,B’y C’ corresponden a las mismas cepas, pero expuestas a una
temperatura constante de 47°C. En esta temperatura si se observaron diferencias. Las
células de C600 (Fig. 17 A’) al exponerse a una temperatura elevada se hicieron mas
pequefias, mientras que la cepa C600 Nal” (Fig. 17 B') tendi6 a formar filamentos. La GM30
(Fisr. 17 C’), aunque formé algunos filamentos, estos fueron pocos en relacién a la C600
Nal'.

Se estudi6 también la filamentacidn de las células en un estrés calérico de 47°C (Fig. 18).
Para esto se cultivaron las células a 30°C a una D.O. de 0.4 y después se cambiaron
repentinamente a 47°C. Las letras A, B y C corresponden a las cepas C600, C600 Nal"y
GM30, respectivamente, & una D.O.de 0.4 a 30°C entes del cambio de temperatura. Las
letras A’, B’ y C’ corresponden a las mismas cepas a 47°C dos horas después del cambio.
En las cepas C600 y GM30 se observan células similares como en 30°C (comparar Figura
18 Ay Ccon A’y C’); sin embargo, en la cepa C600 Nal” se observa una filamentacién de
las células. Estas observaciones se hicieron cada media hora durantes dos horas (datos no
mostrados). En el caso de la cepa C600 Na!l" a medida que pasé el tiempo los filamentos
se hicieron mas largos (Fig. 18 B’).

De acuerdo a lo anterior, no se observd una relacion clara entre termosensibilidad y

filamentacion. Esta relacion no ocurre ni durante exposiciones constantes ni en cambios

. repentinos de temperatura. La filamentacion de la cepa C600 Nal® puede deberse a que esta

cepa presenta una mutacién en el gen gyrd que le confiere resistencia al #cido nalidixico,
més que & la respuesta propia del estrés calérico.
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Figura 17, Fotomicrografia de células

de E. coli K12 a 30°C
830°Cy 847°C aunaD.0, de 0.4 (550 nm. de absorbenci

Nal'y GM30, respectivamente, a 30°C. (A", B’

cultivadas constantemente
a). (AByC) Cepas C600, C600
y C’) Las mismas cepasa 47°C.
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4. INTENSIDAD Y DURACION DE LA RESPUESTA A ES-
TRES CALORICO EN CEPAS CON DIFERENTE TERMO-
SENSIBILIDAD

El estrés calérico representa posiblemente una respuesta celular adaptativa, Por estarazon,
las cepas que se comportan de manera diferente a una temperatura alta constante ¢ a un
cambio repentino a una temperatura alta podrian tener un estrés caldrico diferente en
intensidad y/o duracién. Es probable que las cepas termosensibles sean las que tardan més
en volver a su estado basal después de un estrés de calor. Por otra parte, se sabe que el
estrés caldrico de 28 y 30 8 42°C es un estrés débil que dura de 20 a 30 minutos (Yamamori
y Yura, 1982). Asimismo, ef estrés de 50°C, que es una temperatura letal, es un estrés muy
fuerte del cual la célula no se recupera, sino que continGa hasta que estamuere. Esto sugiere
que el tiempo de duracién del estrés calorico puede ser més largo entre mayor es el
incremento entre la temperatura basal y la temperatura de estrés. Sin embargo, no existen
estudios acerca de esto Gitimo en cepas con distinta termosensibilidad a temperaturas de 42,
45y 47°C.

En adicion a lo anterior, se sabe que particularmente en la cepa C600 durante un estrés
caldrico de 47°C seinhibe la metilacién Demy no lametilacion Dam del DNA,; pero después
de 4 horas esta cepa recupera su metilacion normal, Esta cepa con el plasmido multicopia
que tiene clonados los genes que codifican para las protelnas GroES y GroEL no muestra
inhibicién de la metilacion. Considerando que GroEL es una chaperonina molecular
(Georgopoulos etal,, 1990; Shieral., 1992), estos datos sugieren que GroEL tiene actividad
de chaperonina sobre la metilasa Dem. Por lo tanto, es posible que la cepa C600 tenga una
respuesta al estrés calérico de menor duracién e intensidad que otras cepas, de forma que
esta cepa sintetice una menor cantidad de HSPs como GroEL y seaésta la causade la pérdida
de metilacion de! DNA. Para realizar estos estudios de intensidad y duracidn del estrés
caldrico se selecciono a una de las cepas termosensibles que metila normalmente: GM30,
y @ otra de las termorresistentes que durante un estrés de 47°C pierde la metilacion Dem del
DNA: C600. En ocasiones se uso a la cepa W3110 que tamibién pertenece al grupo de las
cepas termorresistentes, pero no deja de metilar su DNA.

Para caracterizar la duracion de la respuesta & estrés caldrico se hicieron experimentos con
marcaje radioactivo de las proteinas que se sintetizaron a tiempos diferentes del inicio del
estrés de calor. Las proteinas se marcaron con [3281- L- metionina y se separaron por
electroforesis en geles de acrilamida en una dimension y se visualizaron por autorradio-
grafia. Para igualar la cantidad de proteinas cargadas en los geles, éstas se tifieron antes de
Ia autorradiografia. Cuando se requirid se cotrié un segundo gel para corregir la concen-
tracidn de proteinas en cada carril (Tabla IV).
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La paste superior de la mayoria de las figuras corresponde a las proteinas separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiidas con azul de Coomasie. Esto ayudd a
interpretar correctamente las autorradiografias al evitar que el aumento o disminucién de
una proteina en una autorradiografia fuera por diferente concentracion de proteinas y no
por diferente induccién,

En los analisis electroforeticos en geles unidimensionales, la respuesta al estrés caldrico
se puede seguir por la presencia de algunas proteinas mayoritarias del regulon 0%, Estas
proteinas son una proteina de 90 kDa., DnaK y GroEL. Como controles, en casi todos los
experimentos se marcaron proteinas a temperatura constante de no estrés (30°C) y a la
temperatura constante del estrés calorico estudiado (42, 45 y 47°C ). Esto se realizé para
comparar las proteinas sintetizadas en condiciones fisioldgicas (sin estrés caldrico) con las
que se sintetizan cuando la célula se somete a un estrés calorico del cual ya salié. En estas
ultimas condiciones se sintetiza un nuevo patron de proteinas que es distinto al de 30°C y
al de estrés caldrico. También se compard con la sintesis de proteinas de 5 a 10 minutos
después del cambio de temperatura de 30 a 42, 45 6 47°C, debido a que durante este tiempo
se observa el incremento maximo en la sintesis de HSPs.

4.1 Estrés caldrico s 42°C

En un estrés calérico de 30 a 42°C se observd un incremento en la sintesis de HSPs y
ademads un incremento de las proteinas en general. De acuerdo con lo reportado, la
respuesta dura de de 20 & 30 minutos. En los experimentos que se realizaron con la cepa
C600 se observé la respuesta al estrés calérico a los 10 y 20 minutos (Fig. 19 B, carriles 2
y 3). A los 30 minutos se observd que la proteina de 90kDa. (marcada — ) empezd a
disminuir (Fig. 19 D, carril 2). A los 40 minutos DnaK también empezd a reducirse (Fig.
19 D, carril 3). Sin embargo, la respuesta se apagd al minuto S0 donde los niveles de GroEL
disminuyeron notablemente (Fig. 20 B, carril 4). En la cepa GM30 lg sintesis de HSPs
continud a los 20 minutos (Fig. 21 B, carril 3); esta empezd a declinar gradualemente a los
30y 40 minutos (Fig. 20 B carril 4 y 5). Finalmente el terceto disminuy6 significativamente
a los 50 minutos (Fig. 21 B carril 6). En la parte inferior de las Figuras 19 a 21 se muestran
las autorradiografias correspondeientes a las condiciones de estrés. En la parte superior de
estas se muestran las fotografias de los geles teflidos con azul de Coomasie, donde se puede
observar que las concentraciones de éstas son similares.

La grifica de la Figura 22 muestra un resumen de los datos anteriores. Esta gréfica se
obtuvo al analizar las autorradiografias de las Figuras |8 a 20 con un lector de placas. En
estas sutorradiografias se realizaron barridos densitométricos que se integrarony se obtuvo
¢l érea bajo la curva (U de absorbencia/ mm) de los picos correspondientes a las proteinas
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DnaK y GroEL. Elincremento relativo de DnaK y GroEL se obtuvo al calcular el cociente
de lasintesis de estas proteinas después de ciertos tiempos de la induccion del estrés calérico
8 42°C (A¢) y la basal correspondiente 8 30°C (A3¢). La Figura 22 A, que corresponde a
C600, muestra que a los 10 minutos de iniciado el estrés caldrico, Is sintesis de DnaK y
GroEL aumentd de 6 & 7y de 10 8 12 veces, respectivamente. A partir de este tiempo, Ia
sintesis empezd a disminuir gradualmente y finalmente a los 50 minutos para ambas
proteinas llegé a su estado basal e incluso disminuyé aiin més. En el caso dela cepa GM30
(Fig. 22 B) GroEL sument casi tres veces a los 10 minutos, alcanzd su pico miximo a los
20 minutos y decliné paulatinamente para casi desapares a los 60 minutos. DnaK aumentd
y declind a los mismos tiempos, pero su incremento miximo fue menor de dos veces. En
virtud de que ambas grificas corresponden a experimentos separados, los datos obtenidos
no permiten comparar directamente a las cepas que se utilizaron entre si.

De acuerdo con lo anterior, bajo nuestras condiciones experimentales, la respuesta al estrés
calérico en lo que se refiere a la sintesis de proteinas, alcanzd su pico maximo en la cepa
C600 alos 10minutosy en la GM30alos 20 minutos. En este tiempo dicha sintesis empezd
s disminuir gradualmente y entre los $0y 60 minutos disminuy6 casi totalmente, sin existir
diferencias en funcion de Is termosensibilidad de las cepas. Sin embargo, mientras que en
Ia cepa C600 (termorresistente) el nivel de sintesis & los 50 minutos ¢s semejante que al
tiempo cero, en ls GM30 (termosensible) este nivel es claramente inferior al del tiempo
ceso.
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Figura 19, Sintesis de proteinas durante un estrés calorico de 42°C. La cepa C600 se
cultivo a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 (550 nm. de absorbencia) se €XpUSO a 42°C.
Las proteinas que se sintetizaron durante el estrés caldrico se marcaron con ~“[S]-L-met y
se separaron por electroforésis en un gel de poliacrilamidaal 11%. (Ay C) Proteinas teftidas
con azul de Coomasie. (B y D) Autorradiografia de Ay C. (Carril 1; A, B) Cultivo a
temperatura constante de 30°C. (Carril 2; A, B)10 minutos a 42°C. (Carril 3; A, B) 20
minutos a 42°C. (Carril 4; A, B) Temperatura constante de 42°C. (Carril 1; C, D)10 minutos
a42°C. (Carril 2; C, D)30 minutos a 42°C. (Carril 3, C, D) 40 minutos a 42°C, (Carril
4, C, D) Temperatura constante de 42°C. E! pulso de marcaje con metionia radiactiva en
todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 20. Sintesis de proteinas durante un estrés caléricoa 42°C. Lacepa C600 se cultivo
a30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 se expuso a 42°C. Las proteinas que se sintetizaron
durante el estrés caldrico se marcaron con | 5S]-L-met y se separaron por electroforesis en
un gel de poliacrilamida al 11%. (A) Proteinas tefiidas con azul de Coomasie. (B)
Autorradiografia de A. Cultivos controles a 30 y 42°C (carriles 1 y 5); estrés calérico a

42°C por 10, 40 y 50 minutos (carriles 2, 3 y 4, respectivamente). El pulso de marcaje con
metionina radiactiva en todos los casos fue de cinco minutos.
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Figura 21. Sintesis de proteinas durante un estrés calérico de 42°C. La cepa GM30 se
cultivé a 30°C y al llegar a una D.Q. de 0.4 se expuso a 42°C. (A) Proteinas teflidas con
azul de Coomasie. (B) Autorradiografia de A. Cultivos controles a 30 y 42°C (carriles 1 y
5); estrés calorico a 42°C de 10, 20, 30, 40 y 50 minutos (carriles 2, 3, 4, 5 y 6,

respectivamente). El pulso de marcaje con metionina radioactiva en todos los casos fue de
S minutos.
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Tiempo a 42° C (min)

incremento Relativo de DnaK Y GroEL ( At/A% )

Figura 22. Incremento relativo de la sintesis de HSPs por estrés calérico de 30 a 42°C,
El incremento relativo se obtuvo al dividir las éreas correspondientes a DnaK y GroEL
(expresadas en U de absorbencia/mm) del analisis densitométrico a una temperatura de 42°C
(At) entre el area respectiva a 30°C (A30) para cada tiempo especifico. (A) C600, datos
correspondientes a las Figuras 19 y 20. (B) GM30, datos correspondientes a la Figura 21.
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4.2. Estrés Calérico a 45°C

El estrés calorico de 30 a 45°C es un estrés de intensidad media. En la Figura 23 B se
observa una cinética de estrés calorico de 30 a 45°C de la cepa C600. En el carril 3 se
observa perfectamente la induccion de las HSPs a los 20 minutos. A los 30 minutos, aunque
hay una menor concentracidén de proteinas, se nota un inicio en la disminucion de DnaKy
la proteina de 90 kDa. (Fig. 23 B, carril 4). A los 40 y 50 minutos (Fig. 24 B, carriles3 y
4) continia disminuyendo gradualmente hasta que a los 60 minutos también la sintesis de
GroEL disminuye (Figura 24 B, carril 5). En lacepa GM30alos 40 minutos aun se observa
la respuesta a estrés caldrico (Fig. 25 B, carril 3). La respuesta se apaga entre los 50 y 60
minutos (Fig, 25 B, carriles 4 y §).

En laFigura 26 A se presenta un resumen de la cinética de Ia respuesta de estrés caldrico
de 30 2 45°C de la cepa C600. La proteina GroEL se increment de 4 a 6 veces en los
primeros 10 minutos después del cambid y alcanzd su méxima sintesis (14 8 16 veces) a los
30 minutos. La sintesis de esta proteina disminuyé casi por completo a los 40 minutos para
finalmente disminuir aproximadamente 14 veces a los 60 minutos. La proteina DnakK
también alcanzd su sintesis maxima a los 30 minutas,:pero su incremento fue sdlode 4 8 6
vecea su concentracion. La sintesis de esta protelng disminuyd de manera importante a los
60 minutos. En la cepa GM30, GroEL se incrementd de 30 a 35 veces a los 40 minutos
despuésdel cambio a 45°C (Fig. 26 B). Estaproteina a los 30 minutos disminuyé su sintesis
20 veces y a los 60 minutos disminuydé aproximadamente $ veces mas a un valor que se
encuentra por arriba de la sintesis a 30°C. La proteina DnaK aumentd sdlo 15 veces a los
10 minutos y permanecié constante hasta los 40 minutos, momento en ef cual comenzé a
desaparecer rapidamente hasta disminuir casi totalmente alos 50 minutos. Elnivel final de
ambas proteinas es superior al nivel basal a 30°C. Sin embargo, la diferencia de valores
entre losincrementos de las cepas C600 y GM30 no es comparable porque son experimentos
independientes entre si,

Por lo tanto, Ia duracion de un estrés qpl&nco de 30 a2 45°C es de aproximadamente S0
minutos enambas cepas, aunque estdi cepas son diferentes en cuanto a su termosensibilidad.
Sin embargo, en la cepa C600 el incremento de la sintesis de las proteinas DnaK y GroEL
fue menor que en la cepa GM30. Lasintesis de la proteina GroEL, al igual que en un estrés
de 42°C, alcanzd su pico méximo primero en la cepa C600 a los 30 minutos y después en
la cepa GM30 a los 40 minutos. En C600 este incremento disminuy6 a un nivel por debajo
del nivel basal a30°C. En lacepa GM30 el incremento de GroEL y DnaK fue 15y 10 veces
mayor, respectivamente que en la cepa C600. Este nivel a los 50 minutos permanecié
superior al del nivel basal a8 30°C.
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Figura 23, Sintesis de proteinas durante un estrés calérico de 45°C. La cepa C600 se
cultivo a 30°C y al {legar a una D.O. de 0.4 se expuso a 45°C. Las proteinas que se
sintetizaron durante el estrés caldrico se marcaron con [3 S]-L-met y se separaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 11%. (A) Proteinas teflidas con azul de
Coomasie. (B) Autorradiografiade A. Cultivoscontrolesa30y 45°C (carriles 1 y 5); estrés

calorico a 45°C de 10, 20 y 30 minutos (carriles 2, 3 y 4, respectivamente). E! pulso de
marcaje con metionina radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 24. Sintesis de proteina durante un estrés calérico de 45°C. La cepa C600 se
cultivda30°C y al llegaraun D.O. de 0.4 se expuso a4 5°C. Las proteinas que se sintetizaron
durante el estrés caldrico se marcaron con [3 S]- L- met y se separaron por electroforesis
en un gel de acrilamida al 11%. (A) Proteinas tefiidas con azul de Coomasie. (B)
Autoradiografiade A. Cultivos controles a 30y 45°C (carriles 1 y 6); estrés calorico a 45°C
de 10, 40, 50y 60 minutos (carriles 2, 3, 4 y S, respectivamente). El pulso de marcaje con
metionia radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 25. Sintesis de proteinas durante un estrés calérico de 45°C. La cepa GM30 se
cultivo a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 se expusg a 45°C. Las proteinas que se
sintetizaron durante el estrés calérico se marcaron con [”S]- L- met y se separaron por
electroforesis en un gel de acrilamida, (A) Proteinas tefiidas con azul de Coomasie. (B)
Autorradiografia de A. Cultivos controles a 30 y 45°C (carriles ! y 6); estrés caldrico a
45°C de 10, 40, 50 y 60 minutos (carriles 2,3, 4 y §, respectivamente). El pulso de marcaje
con metionina radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 26. Incremento relativo de la sintesis de HSPs en un estrés calérico de 30 a 45°C,
El incremento relativo se obtuvo al dividir las areas correspondientes a DnaK y GroEL
(expresadas en U de absorbencia/mm) del analisis densitométrico a una temperatura de 45°C

(A1) entre el drea respectiva a 30°C (A30) para cada tiempo especifico. (A) C600, datos de
las Figuras 23 y 24, (B) GM30, datos de ia Figura 25.
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4.3 Estrés calérico de 47°C

El estrés calérico de 30 a 47°C es un estrés fuerte y subletal. En la cepa C600 el incremento
en la sintesis de HSPs se observé a los 20 y 35 minutos del cambio a 47°C (Fig. 27 B, carril
3 y 4). Estas proteinas disminuyeron a partir de los 50 minutos (Fig. 28 B, carriles 3,4 y
$). Enlacepa GM30, a diferencia de la anterior, lasintesis de la proteinas de 90 kDa,, DnaK
y GroEL se ve claramente inducida ain a los 40 minutos (Fig.29 B, carril 5). Este
comportamiento de las dos cepas se resume en la Figura 30. En A se observa que en la cepa
C600, a los 10 minutos de iniciado el estrés, GroEL y DnaK aumentaron 8 a 10 veces y 6
a 8 veces respectivamente. A los 20 minutos la sintesis de éstas aument6 de 10 a 12 veces
paraDnak y de 12 a 14 veces para GroEL. Nuevamente C600 alcanzo6 antes que GM30 su
pico maximo, A los 30 minutos la sintesis de DnaK disminuyo de 6 a 8 veces. La sintesis
de GroEL permanecio elevada. A los 50 minutos ambas proteinas decayeron bruscamente
aun nivel similar al de 30°C. En B se presentan los resultados con la cepa GM30. Enesta
cepa, & los 35 minutos DnaK aumento 6 veces y GroEL 12 veces. A los 60 minutos, la
sintesis de estas proteinas disminuyd, sin embargo, ésta disminucién fue notablemente
superior del nivel basal a 30°C. Después de los 60 minutos la sintesis de estas proteinas
permanecio por arriba del nivel a 30°C.

Para comprobar esta diferencia se marcaron en forma simultanea las dos cepas a los 50
minutos del cambio de temperatura de 30 a 47°C (Fig. 31 A). En la cepa C600, a los 50
minutos disminuyeron las proteinas de 90 kDa. y DnaK (Fig. 31 A, carril 3). En la cepa
GM30, & Jos 50 minutos se observd totalmente inducida la sintesis de HSPs (Fig. 31 A,
carril 7). En el andlisis densitométrico de la autoradiografia (Fig. 30 B), en la linea 2 hay
3 picos marcados con las letras a, by ¢ que corresponden a las proteinas de 90 kDa., DnaK
y GroEL, respectivamente. En este andlisis, incluso, al comparar lainduccion de laproteina
GroEL a los 50 minutos del cambio de temperatura en la cepa C600 (Fig. 31 B, linea 3) con
la cepa GM30 (Fig. 31 B, linea 7) hay una menor induccion en la cepa C600,

Ladisparidad que se observo en la duracion del estrés calorico puede deberse a diferencias
en la termosensibilidad de las cepas. También puede ser porque particularmente en la cepa
C600 la duracion del estrés calérico de 30 a47°C posiblemente es un pocomas cortay tiene
una menor cantidad de HSPs que a una temperatura basal de 30°C antes del cambio de
temperatura. Esto apoyaria el fendmeno que ocurre en la metilacion en esta cepa. La
inhibicion de la metilacion que presenta esta cepa podria estar relacionada con la presencia
de unarespuesta aestrés caldrico un poco mis cortay, al salir del estrés, una menor cantidad
de HSPs en relacion con otras cepas. Para probar esto, se selecciond ala cepa W3110, Esta
cepa presentd un patron de termosensibilidad similar a la C600; sin embargo, presenta la
metilacién Dem a 47°C. Por tal motivo se marcaron en estrés calérico de 47°C a las cepas
C600 y GM30 junto con la cepa W3110, que es una cepa termorresistente (Fig. 32). La
respuesta al estrés calorico es la misma a los 10 minutos del cambio a 47°C para las tres
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cepas (Fig. 32 A, carriles 2, 5 y 7). Sin #mbargo, & los 50 minutos, en las cepas W3110y
GM30 (Fig. 32 A, carriles 3 y 8) las tres HSPs estin totalmente inducidas, mientras que en
la C600 las proteinas de 90 kDa y DnaK disminuyeron notablemente (Fig. 32 A, carril 6),
En l1a Fig. 32 B se muestra el analisis densitométrico de la respuesta al estrés calérico
presentada en la Figura 31 A. En lalinea 2 que corresponde a los 10 minutos del cambio
de temperatura a 47°c se marcan tres picos con las letras (a), (b) y (c) que corresponden al
incremento de la sintesis de una proteina de 90 kDa, DnaK y GroEL, respectivamente, A
los 50 minutos en las cepas W3 110y GM30 opttmum estos picos; sin embargo, en la cepa
€600 e} pico de DnaK y ¢l do laprateina de 90 kDa. han disminuido notablemente (Fig, 32
B, lineas 3, 6y 8). Reteiiinn,, |

En un estrés calérico subletal como es de 47°C, Ia cepa C600 mostsd tener menor duracion
de esta respuesta en relacidn con las otras cepas. Esta diferencia no se debié a una mayor
termosensibilidad, sino més bien a una caracteristica particular de {a cepa. Esta carac-
teristica podria ser la causa de que esta cepa a 47°C no metile a la segunda citosina de la
secuencia S’CC(A/T)GG 3°, es decir, puede relacionarse al hecho de que la cepa C600 tenga
una respuesta al estrés caldrico de menor duracién. Lo anterior puede implicar que la
concentracion celular total de DnaK y GroE durante el estrés y al final de éste sea menor
en la cepa C600 que en la cepa GM30y W31, ld *Esta protelnas probablemente funcionen
como chaperonas de la metilasa Dcm. Esto se fﬁndamenta. como ya se menciond, porque
al transformar a esta cepa con pLN44, el plésmido muticopia que tiene clonado a groEL y
grokS, no hay inhibicion de la metilacién Dem. De esta forma, al estar presente GroEL en
menor cantidad, la metilasa Dem no es activa a 47°C,
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Figura 27. Sintesis de proteinas durante un estrés calorico de 47°C. La cepa C600 se
cultivo a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 se expuso _a 47°C. Las proteinas que se
sintetizaron durante el estrés caldrico se marcaron con [3 S)- L- met y se separaron por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 11%. (A) Proteinas tefiidas con azul de
Coomasie. (B) Autorradiografiade A. Cultivos controles a 30 y 47°C (carriles 1 y ), estrés
calorico a 47°C de 10, 20 y 35 minutos (carriles 2, 3 y 4, respectivamente). El pulso de
marcaje con metionina radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 28. Sintesis de proteinas durante un estrés calérico de 47°C. La cepa C600 se
cultivé a 30°C y al llegar a una D.O, de 0.4 se expuso a 47°C. Las proteinas que se
sintetizaron durante el estrés calérico se marcaron con [3 S}-L- met y se separaron por
electroforesis en un gel de acrilamida. (A) Proteipas teflidas con azul de Coomasie. (B)
Autorradiografia de A. Cultivos controles a 30 y 47°C (carriles 1 y 6); estrés caldrico a

47°C de 10, 50, 60 y 70 minutos (carriles 2, 3, 4 y 5, respectivamente). El pulso de marcaje
con metionina radiactiva en todos los casos fue de $ minutos,
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Figura 29. Sintesis de proteinas durante el estrés calérico de 47°C. La cepa GM30 se

cultivd a30°C y al llegar auna D.O. se expyso a 47°C. Las proteinas que se sintetizaron
durante el estrés calorico se marcaron con [*°S]- L- met y se separaron por electroforesis

en un gel de poliacrilamida. (A)

Proteinas teiiidas con azul de Coomasie. (B) Autorradio-

grafia de A. Cultivos control a 30°C (carril 1); estrés calérico a 47°C de 10, 20,30y 40
minutos (carriles 2, 3,4 y 5, respectivamente). El pulso de marcaje con metioninaradiactiva
en todos los casos fue de § minutos.
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Figura 30. Incremento relativo en la sintesis de HSPs durante el estrés calérico de 30 a
47°C. El incremento relativo se obtuvo ab dividir las areas correspondientes a DnaK y
GroEL (expresadas en U de absorbencia/mm) del anélisis densitométrico a una tem peratura

de47°C (Ay) entre el drearespectivaa 30°C (A30) para cada tiempo especificado. (A) C600,
datosde las Figuras 27 y 28. (B) GM30, datos de la Figura 29,
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Figura 31. Sintesis de proteinas durante el estrés calérico de 47°C. Las cepas C600 y
GM30se cultivaron a30°Cy al llegar auna D.O. de 0.4 se expusieron a43°C. Las proteinas
que se sintetizaron durante el estrés calérico se marcaron con [3SS]-L- met y se separaron
por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 11%. (A) Autorradiografia. (B) Anélisis
densitométrico de las proteinas de A. Se observa la induccién de tres proteinas que
corresponden a: (a) una proteina de 90 kDa,, (b) DnaK y (c) GroEL. Cepa C600 (carriles y
lineas | a 4). Cepa GM30 (carriles y lineas 5 a 8). Cultivos controles a 30°C (carriles y
lineas 1 y 5) y a47°C (carriles y lineas 4 y 8); estrés calérico a 47°C de 10 minutos (carriles
y lineas 2 y 6) y 50 minutos (carriles y lineas 3 y 7). El pulso de marcaje con metionina
radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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Figura 32. Sintesis de proteinas durante el estrés calérico de 47°C. Las cepas W3110,
€600y GM 30 se cultivaron a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.4 se expusieron a 47°C. Las
proteinas que se sintetizaron durante el estrés caldrico se marcaron con ["~S}-L- met y se
separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 11%. (A) Autorradiografia. (B)
Analisis densitométrico de las proteinas de A. Se observa la induccion de tres proteinas
que corresponden a: (a) una proteina de 90 kDa, (b) DnaK y (c) GroEL. Cepa W3110
(carriles y lineas 1 a4). Cepa C600 (carriles y lineas 5y 6). Cepa GM30 (carrilesy lineas
7y 8). Cultivos controlesa30y 47°C (carriles y lineas | y 4); estrés calorico a 47°C de 10
minutos (carriles y lineas 2, S y 7) y 50 minutos (carriles y lineas 3, 6 y 8). El pulso de
marcaje con metionina radiactiva en todos los casos fue de 5 minutos.
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5. ACUMULACION DE HSPs DURANTE EL ESTRES
CALORICO DE 30 A 47°C

En los experimentos anteriores se observaron las proteinas que se sintetizaron durante el
periodo de marcaje con [3 S]- L- metionina, es decir, se observa un promedio de las
proteinas que se sintetizan y degradan. Sin embargo, esto es diferente de la acumulacion
total de proteinas. Para poder visualizar esta acumulacion, en primer lugar se buscé utilizar
un medio de tincién de mayor sensibilidad que el azul de Coomasie. Para ello se usé tincién
con plata. Sin embargo, con esta técnica no se lograron identificar diferencias entre la
concentracion de HSPs entre lascepasy los tiempos de estrés calarico (Fig. 33). Otro intento
para observar esta acumulacion fue realizar marcajes largos de una hora (Fig. 34). La
acumulacion total de HSPs durante un estrés de calor a 47°C fue similar enlas cepas W3110,
€600y GM30 (Fig. 34 B, carriles 4,6 y 8). A unatemperaturade 30°C la cepa C600 (Fig.
34 B, carril §) tuvo mayor acumulacion de HSPs que las cepas W3110y GM30, Estos datos
son validos aun cuando en el carril 7 hubo menor concentracion de proteina (Fig. 34 B,
carriles 3y 7).

Para determinar de un modo mas directo la acumulacion de GroEL en un estrés calérico
de 302 47°C se realizd un Western blot (Fig. 35). Se uso unanticuerpo policlonal antiGroEL
de Mycobacterium tuberculosis que identifict a la proteina GroEL de E. coli. En la cepa
€600 la acumulacion de GroEL a los 40 y 60 minutos del cambio de 30 a 47°C fue incluso
mayor que en la cepa W3110 y GM30 (Fig. 35, carriles 7-8 y 1I-12, respectivamente).
Ademas de la proteina GroEL, el anticuerpo detectd otra protei_:‘la de aproximadamente 35
kDa. '

Los resultados mostraron que la duracion del incremento en lasintesis de HSPs en un estrés
caldrico de 30 a 47°C es menor en la cepa C600 que en las cepas W3110y GM30. A pesar
de ello, los resultados del experimento tipo Western sugieren que la acumulacion total de
laproteina GroEL es incluso mayor en lacepa C600 que en las otras dos cepas. Sinembargo,
estos son datos preliminares que se realizaron con un anticuerpo policlonal no dirigido
contra E. coli, aunque se trata de una proteina conservada en bacterias.

ESTA TES1S g DYBE
SAUR DE 14 BIBLIGTECA
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Figura 33. Proteinas de E. coli sintetizadas en condiciones de estrés calorico teilidas con
nitrato de plata. Cepa W3110 (carriles 1 a 4), cepa C600 (carriles S a 8) y cepa GM30
(carriles 9 a 12). Se realizaron cultivos a 30°C y al llegar auna D.O. de 0.4 se mantuvieron
a esa misma temperatura durante {5 minutos (carriles 1, 5y 9) y 50 minutos (carriles 3, 7
y 11). Parte de estos mismos cultivos al llegar a dicha D.O. se cambiaron repentinamente

a 47°C durante 1S minutos (carriles 2, 6 y 10) y 50 minutos (carriles 4,8y 12),
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- Figura 34. Acumulacion de proteinas de E. coli durante una hora. (A) Proteinas teflidas
con azu} de Coomasie. (B) Autorradiografiade A. Cepa W3110 (carriles 1 a 4); cepa C600
(carriles 5 y 6) y cepa GM30 (carriles 7 y 8). Se realizaron cultivos a 30°C y al llegar a una
D.O. de 0.4 parte de estos cultivos se mantuvieron a esa misma temperaturay se marcaron
con metionina radiactiva durante una hora (carriles 3, 5 y 7). Otra parte de estos cultivos
se cambiaron repentinamente a 47°C y también se marcaron con metionina radiactiva
durante una hora (carriles 4, 6 y 8).
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Figura 38. Proteinas de E. coli que se sintetizan durante estrés calérico de 30 a 47°C,
Andlisis de Western blot con anticuerpo antiGroEL. Cepa C600 (carriles 1 a4),cepaW3110
(carriles 5 a 8) y cepa GM30 (carriles 9 a 12). Se realizaron cultivos a 30°C (carriles 1, §
y 9) y cultivos que se sometieron a estrés calorico por 10 minutos (carriles 2, 6 y 10), 40
minutos (carriles 3, 7y 11) y 60 minutos (carriles 4, 8 y 12). Linea kDa., estindar de P.M..:
Miosina (200 kDa.), B- galactosidasa (116 kDa.), fosforilasa B (97.4 kDa.), BSA (66 kDa.),
ovoalbimina (45 kDa.), anhidrasa carbénica (31 kDa.), inhibidor de tripsina (21.5 kDa.).
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DISCUSION

‘ El estrés calorico es una respuesta universal que se presenta a nivel celular. Esta
respuesta presenta diferentes caracteristicas segun el incremento de temperatura, Hay
muy pocos estudios acerca de la duracion de esta respuesta, Los principales estudios
reportados se realizaron en un cambio de temperatura de 28 a 42°C, por lo que el estrés
calorico de 30 a 45°C y el de 30 a 47°C han sido poco estudiados. En nuestro laboratorio
se enconird que en un estrés subletal (30 a 47°C) se suspende por cuatro horas la metilacion
Dcm del DNA dnicamente en las cepas C600 y C600 Nal’ (Ramirez-Santos, 1993). La
metilacion Dam de las adeninas, por el contrario, no se afecta a esta temperatura en ninguna
ceps. Este fenémeno no se obseiva si se transforma 8 estas cepas con ¢l plasmido pLN44,
el cual codifica para las proteinas GroEL y GroES (Ramirez-Santos,1993). Una posible
explicacion de estos datos es que durante este tiempo se acumule alguna proteina que ayude
ala metilasa Dcm a realizar su actividad, Ademas, al transducir el gen dcm de la cepa C600
ala cepa GM31, que carece de este gen, esta cepametila el DNA normalmente, Estos datos
indican que esta alteracién en la metilacion Dcm no se debe a defectos en la metilasa Dem
de la cepa C600, sino que posiblemente GroE tiene actividad de chaperonina sobre la
metilasa Dcm. Por lo tanto, en esta cepa es probable que haya una menor cantidad de estas
proteinas durante un estrés calérico de 47°C.

Para comprobar lo anterior, en este proyecto se estudié la termosensibilidad a diferentes
temperaturas de las cepas que se emplearon en el trabajo previo sobre lametilacién del DNA
y que ademas se utilizan mucho en estudios de estrés calorico, pero en los cuales no se
menciona su termosensibilidad. Asimismo, en estas cepas se estudid el crecimiento
bacteriano y la filamentacion celular durante el estrés caldrico en relacion a la intensidad y
la duracion de éste.

En las Figuras 9 a 13 se muestran curvas de crecimiento a temperaturas diferentes donde
se obseva el comportamiento de seis cepas que, como se meticiond, se emplean mucho en
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estudios sobre estrés calorico. A 30°C las cepas crecieron de manera muy similar. A 42°C
el crecimiento de las diferentes cepas fue también similar; sin embargo, las cepas crecieron
a mayor velocidad y la poblacion alcanzé una mayor capacidad de carga que a 30°C. A
45°C, aunque la capacidad de carga de la poblacion disminuy6 en relacion al crecimiento
a42°C, ésta fue mayor que a 30°C. En los trabajos de Herendeen et al (1979), se menciona
que el crecimiento es balanceado de10a41°Cy que a partir de 42°C el crecimiento empieza
a ser progresivamente mas lento. La diferencia entre los estudios mencionados y los que
se presentan en este trabajo puede deberse a que aquellos fueron realizados en un medio de
cultivo diferente y en la cepa B/r que pertenece a una linea celular distinta a la K12, linea
en que estan incluidas las cepas estudiadas en este trabajo.

A 47°C la temperatura tuvo un efecto negativo en la velocidad de crecimiento y la
capacidad de carga de todas las cepas. Este efecto, sin embargo, no fue el mismo en todas
ellas. A esta temperatura, como se observa en la Figura 12, las cepas se comportaron de
manera heterogénea. Algunas cepas, aunque disminuyeron de manera importante su
crecimiento, si tuvieron un crecimiento considerable, mientras que otras cepas presentaron
crecimiento escaso. Esto muestra que si existen diferencias en la termosensibilidad entre
distintas cepas en una misma especie.

Estas diferencias se deben a que la termosensibilidad es una caracteristica intrinseca de
cada organismo. E. coli es una enterobacteria que se aislo por primera vez en 1922 de las
heces de un paciente convaleciente con difteria (Bachman, 1987). En 1950 se reportd que
ya no tenia la misma estructura antigénica que otras cepas silvestres y en 1970 fue incapaz
de colonizar el intestino humano. Ademads de estos cambios espontaneos, a lo largo del
tiempo se han aislado otras cepas que se utilizan para hacer muchas investigaciones, En
este tiempo las cepas de E. coli K12 se han tratado repetidamente con rayos X, UVy otros
mutégenos. Por ejemplo, la cepa AB1157 se ha tratado 3 veces con rayos X, con UV 9
veces y con gas nitrogeno una vez (Bachman, 1987). Ademas se han aislado cepas con
peérdida parcial o total de diferentes genes, asi como con inserciones de transposones,
transformaciones con plasmidos y transducciones con fagos. Por lo anterior, es probable
que estas manipulaciones afecten la termosensibilidad en las diferentes cepasde £.coliK12.

De acuerdo a los resultados de las Figuras 13 a 16, no existe una correlacion entre el patrén
de termosensibilidad y el crecimiento posterior a un incremento brusco de temperatura. La
exposicion de una cepa a una temperatura alta constante es diferente a someter a una célula
a estrés calorico. Durante una exposicion constante a una temperatura alta el registro del
crecimiento de las células es posterior al periodo de estrés y las_células ya estan en un
crecimiento estable. Ademas, como el indculo es pequefio (2X10° células/ml) se asegura
nuevamente que el registro del crecimiento se inicia posterior al estrés cuando las células
estan en un nuevo equilibrio fisiol0gico caracteristico de esatemperatura. De forma inversa,
al someter a unas células en la mitad de la fase logarimica de crecimiento a unatemperatura
de estrés, dicho crecimiento se registra inmediatemente después del cambio de temperatura.
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De estas forma las células liegan a la fase estacionaria antes de recuperarse del estrés
calérico. Asi,al transcurrir el tiempo del cambio de temperatura, ademds del estrés calérico
puede haber un estrés por carencia de nutrientes.

En la cepa C600, que es una cepa sin metilacion Dcm a 47°C, a una temperatura slta
constante su comportamiento es similar a la cepa W3110 la cual metila el DNA normal-
mente. El crecimiento durante el estrés calérico a 47°C es mayor en C600 que en W3110
y GM30. Estos datos son diferentes a los esperados, ya que se pronosticaba que fuera C600
y no GM30 la cepa con una respuesta a estrés mas limitada, debido a que es probable que
su problema en la metilacion se deba a que sintetiza una menor cantidad de GroEL o DnaK.

En las Figuras 9 a 13 se observa como la temperatura afecta la velocidad de crecimiento
y la capacidad de carga de una poblacion. Estas Figuras también muestran, aunque de un
modo indirecto, como se afecta la division celular. Las bacterias durante el intervalo de
Arrhenius se dividen en ciclos constantes. En mutantes en el gen regulador rpoH 'y en los
genes de estrés caldrico, las células no se dividen correctamente y se forman filamentos.
La respuesta al estrés caldrico es probablemente una respuesta que seleccioné a los
organismos para sobrevivir a las temperaturas altas. De esta manera, se pensé que las cepas
que sobreviven menos a temperatura alta, es decir, las termosensibles, pueden tener una
respuesta a estrés de calor deficiente y se afecta més su division celular. Sin embargo, de
acuerdo a las Figuras 17 y 18 no existe ninguna relacion entre la termosensibilidad y la
filamentacion de las cepas. La unica cepa que filamenté es la C600 Nal', la cual al ser
resistente al dcido nalidixico presenta una mutacién en el gen que codifica para la girasa
(Cozzarelli, 1980). La girasa se requiere para el desplazamiento de la horquilla de
duplicacién. Muchas mutantes en girasa presentan incremento en su termosensibilidad, lo
cual sc observa en la cepa C600 Nal' si se compara con la C600. Se sabe ademds que si se
muta a | gen de la girasa, se inhibe laduplicacién del DNA y por lo tanto la division celular.
Ademis del efecto directo de la duplicacién del DNA en la division celular, es posible que
la mutacion en este gen, al inducir cambios en el superenrollamiento del DNA, afecte la
transcripcién de varios genes y evite que se forme el septo transverso cercadel centro de la
célula, o bien, provoque que éste se forme a destiempo y en un lugar més alejado. Sin
embargo, estos estudios son limitados, por lo que se requieren estudios més detallados al
respecto.

Por otro lado, el estrés calérico varia de acuerdo a la magnitud del cambio de temperatura
(Neidhard et al., 1984). En temperaturas letales (v.gz. S0°C) la respuesta es continua hasta
que la célula muere. En temperaturas no letales la respuesta es transitoria y la sintesis de
HSPs tiene lugar en un tiempo determinado. Al cabo de este tiempo, se empieza a
normalizar el patrén de la sintesis de la mayoria de las proteinas. Este patron es diferente
aldelasintesisdeproteinasa30°C. Durante estetiempo, es muy probable que haya cambios
que permitan 1a adecuacion de E. coli a las nuevas condiciones de crecimiento y de esta
forma se pueda establecer un nuevo patron de sintesis de proteinas . El tiempo que se

85



Discusion

requiere para la sdecuacion no se conociay, por esta razon, se efectud el marcaje radioactivo
de proteinas de células de E. coli que se sometieron al estsés caldrico, Eltiempo de duracion
de larespuesta al estrés caldrico se siguié indirectamente por la sintesis durante el estrés de
las proteinas de 90 kDa,, DnaK y GroEL, Aunque el incremento relativo de estas tres
proteinas no es de los mas grandes dentro de las HSPs (Neidhardt y VanBogelen, 1987),
por suabundanciay caracterizacion electroforética son faciles de analizar por electroforesis
en geles de una dimension, '

Se sabe que en un estrés calorico de 50°C la sintesis de las HSPs continia hasta que la
célula muere. Por lo que es posible que el tiempo de duracion del estrés calérico sea méas
largo entre mayor es la diferencia entre la temperatura basal y latemperatura del estrés. Sin
embargo, en un estrés de 302 42°Cy de 302 45°C no se encontrd ninguna diferencia notable
en la duracidn del estrés y en ambos casos durd alrededor de 50 minutos. Estos datos
sugieren que aunque el incremento en la temperatura sea mas alto no es mayor la duracion
del estrés caldrico. El tiempo de duracién que se enconird en este trabajo difiere al que
encontraron Neidhardty VanBogelen (1987), que fueentre 20y 30 minutos, Esta diferencia
posiblemente se debe a que ellos trabajaron con la cepa W3110 y en otro medio de cultivo
en un estrés caldrico de 28 a 42°C. Por esta misma razon, posiblemente también difiere
con Ia duracion de 15 @ 30 minutos que se encontrd en la cepa Tsn-K 165 (Yamamori y
Yura, 1982). En las Figuras 26 y 30 se presentan datos que muestran que al salir del estrés
calorico, la sintesis de DnaK y GroEL en GM30 es superior al nivel basal de 30°C, mientras
que en C600 es inferior. Estos datos, como se explicara mas adelante, se hicieson més
notables en un estrés caldorico a 47°C. Esta puede ser la causa de la falta de la metilacion
Dcm a47°C en esta cepa, ya que apoya nuevamente la hipdtesis de que GroEL interacciona
con la metilasa Dcm y permite su funcion,

En este trabajo se encontrd que la induccién méaxima de HSPs tiene lugar generalmente
primero en la cepa C600 que en la cepa GM30. Esto puede ser porque C600 a 30°C tiene
mayor cantidad de HSPs, especificamente DnaK y GroEL. Asi, su menor duracion de
respuesta puede deberse a que las mismas HSPs actian como moduladores negativos de la
misma, &l actuar en lasepresion de la traduccion del mRNA de rpoH y en la degradacion y
en la desactivacion de a°2. Por consiguiente, la mayor cantidad de HSPs & 30°C mas ls
sintesis durante el estrés calorico pueden provocar que estas proteinas interactien con la
RNA polimerasa y con 032, grovocando que 0 se separe de la RNA polimerasa y se una
a DnaK, DnaJ y GrpE. Elo 2 unido a estas proteinas es mas 1abil al ataque de proteasas,
con lo que finalmente se produce un decremento en la sintesis de las HSPs.

En los experimentos realizados, la duracion del estrés calérico fue aproximadamente de
50 minutos. En este tiempo disminuyeron las proteinas de 90 kDa., la de 70 kDa.(DnaK)
y la de 60 kDa.(GroEL), pero no se llego al nuevo patron de sintesis de proteinas tipico de
la temperatura nueva. Probablemente, esto se debe a que se requiere mas tiempo para que
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se alcance dicho patron. En la cepa GM30 en algunas ocasiones, como en un estrés calérico
de 30 a 47°C, la sintesis de las proteinas DnaK y GroEL disminuyé, pero después
nuevamente se increment. Este incremento posiblemente se debe a que atiempos largos
las células inician su entrada s fase estacionaria. En esta fase al menos se sabe que existe
un incremento en los niveles de la proteina GroEL (Subramanian et al., 1976), por lo que
s muy probable que ademas de GroEL se incrementen otras HSPs. Debido a esto, podria
ser que el estrés caldrico sea una respuesta en la cual no haya un momento final y definitivo
donde se llegue a la sintesis del estado estatico que explican Yamamoriy Yura (1980). La
sintesis de proteinas a una temperatura elevada es especifica de cada temperaturay de cada
cepa. En la cepa C600 en un estrés calérico mayor de 42°C la sintesis de DnaK y GroEL
es superior al nivel basal de 30°C, lo cual nuevamente explica que ocurra antes el
abatimiento en esta cepa.

En la cepa C600 la duracion de un estrés calorico de 30 a 47°C fue de aproximadamente
50 minutos, sin embargo, en las cepas GM30y W3110 a los 50 minutos todavia se observa
inducido el terceto de las proteinas de 90 kDa., DnaK y GroEL. Esto sugiere que no hay
diferencias entre la duracion del estrés de calor entre las cepas termosensibles y termorre-
sistentes. Lamenorduracion del estrés calérico enla cepa C600 parece ser una caracteristica
particular de la cepa. No obstante, al ver la acumulacion total por marcajes radioactivos y
Western blot se observé que C600 acumula una cantidad de dichas HSPs incluso mayor a
las cepas W3110 y GM30. A los 30°C durante una hora, C600 tiene mayor cantidad de
GroEL y en general de HPSs, por lo que puede ser que esta cepa antes de un estrés calérico
tenga mayor cantidad de HSPs. No obstante, éstas pueden no estar lo suficientemente
sintetizadas durante un estrés calérico para ayudar & lametilasa Dem. A pesar de ello, ésto
no aclara la falta de metilacion del DNA, ya que al observar la acumulacion total de GroEL
si hay cantidad suficiente de esta proteina para ayudar a la metilasa Dcm. Estos datos son
preliminares, ya que se observaron con un anticuerpo policlonal que reconoce a GroEL de
Mjcobacterium tuberculosis y a otras proteinas. Ademés, la concentracion total de pro-
teinas en los diferentes carriles no fue similar, En este caso el anticuerpo antiGroEL
reconoce también a una proteina que tiene un peso molecular entre 32 y 44 kDa. que se
encuentra en mayor cantidad principalment en GM30 y en menor cantidad en C600. Esta
proteina podria ser una HSP, ya que se incrementa con temperatura alta. Debido a que
GroEL en la cepa C600 se encuentra en cantidades mayores a otras cepas y a que es Dnak
y laproteina de 90 kD las que disminuyen primero su sintesis al salir de larespuesta al estrés
calérico y no GroEL, una explicacion alternativa es que es DnaK y no GroEL la que tiene
actividad de chaperona sobre la metilasa Dcm. Esto se fundamenta porque se sabe que
DnaK es la proteina que estd en mayor cantidad a temperaturas por arriba de 45°C. Sin
embargo, se deben realizar estudios especificos a este respecto.
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CONCLUSIONES

Las cepas que se utilizan en estudios de estrés calorico son heterogéneas en cuanto a su
termosensibilidad, crecimiento durante estrés por calor y respuesta a estrés calérico,

No existe una correlacidn entre la termosensibilidad y el crecimiento durante estrés
calérico.

El efecto sobre la division celular observado, como son la formacion de filamentos
durante el estrés caldrico a 47°C, es independiente de la termosensibilidad de la cepa.

En la cepa C600 Nal" existe filamentacion al exponerla al estrés calérico de 47°C y a
temperatura constante de 47°C. Esto puede deberse a la presencia de la mutacién en el
gen gyrd que le confiere resistencia a acido nalidixico y asimismo puede afectar la
duplicacion det DNA.

En las cepas estudiadas, la duracién de la respuesta a un estrés débil y a uno medio (42°C
y 45°C, respectivamente) es similar. Tampoco existen diferencias notables en la
duracion de éstos entre una cepa termosensible y una termorresistente.

En un estrés intenso como es el de 47°C, si existen diferencias en la duracion de la
respuesta entre las cepas C600 y GM30. En la cepa €600, al final de la respuesta, la
sintesis de GroEL y de DnaK disminuye por abajo del nivel basal a 30°C, mientras que
en la GM30 esta sintesis se mantiene claramente por arriba de dicha basal. Estas
diferencias en la respuesta al estrés de 47°C entre las cepa C600 y GM30 podrian explicar
la inhibicion de 1a metilacion Dem del DNA en la cepa C600 A 47°C.

La proteina GroEL no parece ser la chaperonina necesaria para mantener la metilacion
Dcm a temperaturas altas en la cepa C600. Es posible que sea DnakK, una protelna
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importante a temperaturas por arriba de 45°C, y no GroEL la chaperonina pasa la
metilacién Dem,
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PERSPECTIVAS

Analizar la respuesta al estrés por calor en células en un punto més temprano de la fase
exponencial para evitar que el estrés nutricional del inicio de la fase estacionaria se sume
al estrés calorico. Esto es particularmente importante en los estudios de estrés atiempos
largos (40 o mas minutos).

Los experimentos de acumulacién de GroEL son experimento preliminares que se
realizaron con un anticuerpo policlonanal antiGroEL de M. tuberculasis. Es necesario
realizarlos con un anticuerpo monoclonal antiGroEL de E. coli. De igual modo, es
preciso conocer también la acumulacion total de DnaK que es probablemente la proteina
que ayude a la metilasa Dom a realizar su funcién. Para ello, se emplearia un anticuerpo
monoclonal antiDnaK de E. coli,

Para comprobar que GroEL y/o DnaK funcionan como chaperoninas en lametilasaDem,
se podria estudiar la actividad in vitro de esta metilasa a distintas temperaturas en
presencia y ausencia de GroEL y Dnak.

Se sabe que DnaK junto con otras proteinas tiene un efecto en la regulacion negativa de
Ia respuesta al estrés calorico de 42°C, por lo que seria interesante comparar la duracién
de estrés calérico a 47°C en la mutante total dnak,

Seriaimportante estudiar también el papel del grado de superenrollamiento del DNA en
la respuesta a estrés calorico. Se sabe que novobiocina, un inhibidor de la girasa, relaja
al DNA ¢ induce un aumento en la cantidad de las proteinas DnaK y GroEL.
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MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

I os reactivos que se emplearon en el presente trabajo fueron de alta pureza. Losmedios
de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 110 °C y 1S libras de presién durante 25
minutos, Las soluciones de antibidticos se esterilizaron por filtrado (filtro Millipore HA

0.25 um). Los medios de cultivo con agar se vaciaron calientes en las cajas de Petri (25
ml/caja) y se dejaron solidificar a temperatura ambiente,

¢ Medio Luria (LB)

- Bacto triptona 10,0 g

- Extracto de levadura 5.0 g

- Cloruro de Sodio 10.0 g

- Timina 0.002 gr.

- Hidréxido de Sodio 2.5 N (1.0 ml)
- Agua desionizada cbp 1000 ml

pH final 7.0
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o Medio en placa de agar semisélido (L1)
- Bacto agar 20 g

- Medio LB cbp 1000 m!

o Placas con antibidticos

Cuando se usd algin antibidtico en las placas de agar, éste se agregd después de esterilizar
al medio. Los antibidticos que se usaron y sus concentraciones fueron:

- Estreptomicina (200 pg/ml)

~-Acido nalidixico (20 pg/ml)

o Placas de medio minimo (M1)

« Cloruro de Amonio 1.0 g

- Fosfato de Potasio 3.0 g

- Fosfato de Sodio monobasico hidratado 6.0 g
- Cloruro de Sodio 0.5 g

- Bacto agar20.0 g

- Dextrosa 20% 10 ml

- Suifato de Magnesio 25% 1.0 m!

- Vitamina B1 0.1% 0.16 ml

- Agua desionizada cbp 1000 m!
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o Medio minimo (M$)
Medio M1 con la adicion de:
-Treonina 20 pg/ml

-Leucina 20 pg/ml

¢ Moedio minimo (M'I)

- Medio M1i con la adicion de:
- Histidina 20 pug/m!

- Leucina 20 pg/ml

- Treonina 20 pg/m!

¢ Medio minimo (M12)_

Medio minimo M1 con la adicién de:

- Histidina 20 pg/m!
- Leucina 20 pg/m!

- Metionina 20 pg/ml
= Prolina 20 pg/ml

- Timina 20 pg/m!

- Arginina 20 pg/ml

Apéndice

93



Apéndice

¢ Maedio en Placa McConkey,
-Medio McConkey 50 g

-Agua desionizads cbp 1000 ml

o Medio para almacenar cepas en condiciones de microaerofilia (STAB)
- Medio nutritivo (Difco) 1.0 g

« Cloruro de Sodio 0.8 g

-Bactoagar 0.6 g

- Triptofano 20 pg/m!

- Agua desionizada cbp 100 ml

¢ - Medio para fijar cepas en cubreobjetos
-0.2 gagarosa

- Agua desionizada cbp 100 ml

SOLUCIONES PARA ANALISIS ELECTROFORETICO DE
PROTEINAS RADIOMARCADAS

¢ Solucion Laemmli
« Glicerol 10%
-SDS 2.3%

- Tris-HCI pH 6.8 0.0625 M
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- Azul de Bromofenol 0,001%

- B- Mercaptoetanol 5.0%

o Ishibidor de proteasas

- Floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 10mM en isopropanol

o Solucién Acrilamida-bisacrilamida
- Acrilamida 30 g

- Bis-acrilamids 0.8 g

- Agua desionizada cbp 100 m]

Guardar en la obscuridad a 4°C
e Tris-HCI I1SM pH 88
- Tris-HCI 18165 g
- Agua desionizada cbp 100 m!
¢ Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 10%
s Tris- HCl 0.5M pH 6.8
- Tris-HC] 60.55 g

- Agua desionizada cbp 100 m!
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o Persullato de amonio 10%

¢ NNN'N'- Tetrametiletiiendiamins (TEMED) 0.05%

¢ Amortiguador de corrida Laemmli
- Tris-HC! base 0.025 M
- Glicina 0.192 M
-SDS10% 10 ml
pH 8.4

- agua desionizada cbp 1000 ml

o Marcador de peso molecular de Intervalo amplio (Bio-Rad)
- Marcador de peso moiecular 1 pl

- Laemmli 20 p!

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

MINIGEL 10% GEL 11%
(7Tcm X 10 cm) (10em X 14 cm)
¢  Gel separador (inferlor)
- Agua desionizada 2.10 ml 12.38 ml
-Tris1.SMpHS88 1.25 ml 312 ml
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- SDS 10% 50ul 250 pl

- Acrilamida- Bisacrilamida 1.66 m! 9,15 ml
- Persulfato de amonio 10% 12.5 ul 100 pl

- TEMED 254l 4l

MINIGEL 10% GEL 11%

o Gel concentrador (superior)

- Agua desionizada R 345ml 377 ml
-Tris0.5M pH 6.8 1.25 ml 0.625 ml
- SDS 10% 50 pl 50 ul

- Acrilamida- Bisacrilamida 0.665 ml 0.5 ml

- Persulfato de amonio 10% 0.25 ul 80 u!

- TEMED Sul 4l

o Solucién colorante para proteinas
- Metanol 40%
- Acido acético 10%

- Azul de Coommasie 0.1 %

® - Solucién para destedir geles

- Acido acético glacial 10%
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SOLUCIONES PARA TINCION DE PLATA

¢ Solucién A para destedir geles con Azul de Coomasie
- Acido acético 7.5 ml

- Metanol 45 ml

- Agua destilada cbp 100 ml

¢ Solucién B destedidora

- Acido Acético 7 ml

~ = Metanol 50 ml

- Agua destilada cbp 100 ml

s Solucién C desteilidora
- Metanol SO ml

- Agua destilada cbp 100 m!

¢ Solucién teliidora
- Nitratode Plata 0.8 g
- Agua destilada 4 ml|
- Hidréxido de Sodio 0.36% 21 ml
- Hidréxido de Amonio 13M 1.3 ml
Se mezclaron los dos hidréxidos y se agreg el nitrato de plata gota a gota en agitacion

constante,
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o Solucion reveladora
- Acido citrico 1% 2.5 mi
- Formadehido 37% 0.25 mi

- Agua destilada cbp 500 ml

o Solucién para freno del revelado
- Acido acético glacial 10 mi

- Agua destilada cbp 100 mi

SOLUCIONES PARA FLUOROGRAFIA

¢ Dimetil Sulféxido (DMSO)

¢ Liquido de centelleo
- 2,5- difeniloxazol (PPO) 22%

- DMSO 100 ml

SOLUCIONES PARA WESTERN BLOTTING
s Anticuerpo AntiGroEL

Este anticuerpo fue cedido por el Dr. Rail Mancilla (Departamento de Inmunologia,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). Es un anticuerpo policional
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monoespecifico que se obtuvo al inyectar proteina GroEL (60 kDa.) de Mycobacterium
tuberculosis en raton, .

¢ Amortiguador de transferencia
-Trisbase3.0g

- Glicina 1448 g

- Metanol 200 ml

- Agua destilada cbp 100 ml

pH final 83

o Amortiguador de Foafatoa-Salina (PBS)

- Fosfato de Sodio anhidro 2.044 g

- Fosfato de Sodio monobasico hidratado 0.772 g
- Cloruro de Sodio 148 g

» Agua desionizada cbp 2000 m}

pH final 7.2

¢ Solucién para lavar
- Monolaurato de plioxietilén sorbitan (Tween 20) 0.3%

- PBS 100 ml
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o Solucién bloqueadora
- Albumina de suero de bovino (BSA) 3%
- PBS- Tween 20 0.3% 100 ml

o Proteina A de Staphylococus aureus conjugada a biotina (Amersham)
o Conjugado de Estreptavidia- Peroxidasa de rébavo (Amersham)

o Solucién reveladora (sustrato para la Peroxidasa)
- 4-Cloro-1- naftol 30 mg

- Metanol 10 ml

-PBS 50 ml

- Peréxido de Hidrégeno 4(30%) 50 pl

Se disuelve primero el o- cloronaftol en el metanol y después poco a poco se le afiade el
PBS. Inmediatamente antes de usarla se le agrega el perdxido de hidrégeno.
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