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RESUNMEN

El estrés oxidativo se ha definido como un desbalance entre la producciéon y
desecho de especies reaclivas de oxigeno a favor de su produccion. Dicho desbalance
se ha asociado con el envejecimiento celular y carcinogénesis, lambién se le ha
involucrado con diferentes padecimientos como el Alzheimer. El estrés oxidativo puede
danar todas las estructuras celulares ocasionando que gran parte de las funciones
normales de la célula no se lleven a cabo. Es por ello que los organismos tienen
sistemas de defensa que ayudan a hacer frente a este tipo de eslrés. En Escherichia
coli se ha estudiado la respueslia genétlica al estrés oxidativo en la cual estan
involucrados dos regulones: oxyR y soxRS. Sin embargo, recientemente se ha descrito
Ia'participacién de algunas chaperonas moleculares en la proteccion de proteinas ante

estrés oxidativo, con lo cual se ha abierto un campo de estudio bastante promisorio.

Es muy importante hacer nolar que el habitat nalural de Escherichia coli es el
tracto gastrointestinal de mamiferos, lo que implica que mucha de su existencia se da
en condiciones anaerdbicas y en fase eslacionaria de crecimiento. A pesar de eéto, no
han sido aun reportados estudios de la respuesta al choque térmico de Escherichia coli

bajo condiciones anaerobicas .

En esla Tesis se pretende avanzar en el conocimiento sobre la participacion de
los factores sigma H, G, (factor sigma involucrado en la induccion de sintesis de
chaperonas en respuesta a estrés térmico) y sigma S, ¢°, (factor sigma involucrado en
la induccion de genes especificos de fase estacionaria de crecimiento en respuesta a
condiciones de inanicion y eslrés en general) durante condiciones de estrés térmico y

oxidativo en aerobiosis y anaerobiosis.

Los resultados de este estudio utilizando diferentes cepas mutantes mostraron
que la sintesis de proteinas de choque térmico se sostiene durante un periodo mas
largo de tiempo bajo condiciones anaerdbicas de crecirmniento que en condiciones
aerobicas; una mutacion en el gene rpoS resulta en una incrementada sensibilidad al
estrés oxidativo bajo condiciones anaerébicas de crecimiento. Una mutante en el gene
rpoH crecida anaerdbicamente mostrd un incremento en la sensibilidad al choque

térmico pero Unicamente en fase exponencial de crecimiento.
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ABSTRACT

Oxidative stress has been defined as the lost in the balance between the
production and disposal of reactive oxygen species favouring the production. This
imbalance has been associated with cellular ageing and carcinogenesis, it has also been
involved in several diseases such Alzheimer. The oxidative stress can damage all
cellular structures causing disruption of many cellular processes. For these reasons, all
organisms posses defence mechanisms against the oxidative damage. In Escherichia
coli, two genetic responses to oxidative stress have been described: the oxyR and
soxRS regulons. In addition, recent studies have proposed lhe involvement of some
molecular chaperones in the proleclion of proteins against oxidative damage. These

findings have opened a novel field of research.

It is important to note that, as lhe natural living style of Escherichia coli occurs in
the gastrointestinal tract, much of ils existence is spent under anaerobic conditions and
in stationary phase of growth. Despite this, studies on lhe genetic heat shock response
under anaerobic conditions of the facultalive bacteria Escherichia coli have yet to be

reported.

The present work was focused on lhe understanding of the role of the sigma .
factors " (sigma factor of RNA polymerase involved in the induction of molecular

S

chaperones) and o> (sigma factor involved in the induction of sintesis of stationary

phase specific genes) under aerobic and anaerobic heat and oxidative stresses.

Our studies using different mutant strains showed that the heat shock response
is sustained for a longer period of time under anaerobic growth conditions than in the
presence of oxygen and that a mutation in rpoS renders the bacterium sensitive to
oxidative stress under anaerobic growth conditions. Interestingly, an rpoH mutant
growing anaerobically shows an increase sensitivity to heat shock but only in

exponentially phase of growth.
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Capitulo I. INTRODUCCION

|.I Estrés oxidativo
I.I.I Definicion

Los primeros seres vivos que aparecieron en nuestro planeta lo hicieron
bajo una atmoésfera reduclora. Con la aparicion de los microorganismos
fotosinteticos, la atmosfera primitiva comenz6 a sufrir cambios importantes al
acumular O, en el ambienle como resultado de este proceso biologico. La
acumulacion progresiva de esla molécula ocasiond que los microorganismos
evolucionaran hacia un metabolismo aerdbico en el cual tuvieran la capacidad de

utilizar O, para producir energia (Lengeler et al., 1999).

El utilizar O, resultd benéfico en el aspecto energético para estos
organismos, sin embargo, la reduccién en la cadena respiratoria de esta molécula
a H>O genera inevitablemente especies reactivas de oxigeno (ERO) como el
superoxido (O;7), peroxido de hidrogeno (H,O,) y como resultado de la reaccion
de Fenton, radicales libres hidroxilo (HO') los cuales pueden reaccionar
irreversiblemente con los diferentes componentes celulares poniendo en peligro la
viabilidad celular. Se ha acunhado el término paradoja del oxigeno para aludir

precisamente a la dualidad de efectos del oxigeno en los sistemas biologicos.

El término estrés oxidativo fue introducido por Sies para referirse a una
situacion en la que existe un desequilibrio entre los niveles de ERO y las defensas

antioxidantes celulares (Sies, 1991). Actualmente el estrés oxidativo se define



como “un desbalance entre la produccion y el desecho de las ERO a favor de su

produccion” (Sies, 1991).

Existen dos situaciones que conducen a estrés oxidativo: 1) Niveles bajos
de defensas antioxidantes, lo que sucederia si se dieran mutaciones que afecten a
enzimas tales como las superdxido dismutasas o las catalasas y, 2) un incremento

en los niveles ERO.

I.Il Papel del estrés oxidativo en diversos procesos bioldgicos

El estrés oxidativo ha sido involucrado tanto en procesos celulares como el
envejecimiento celular (Sies, 1991), en el mecanismo inmunologico de macrofagos
ante microorganismos fagocitados asi como en etiologias como cancer (Cerutti,
1985) y la enfermedad de Alzheimer (Luft, 1994; Yan, et al., 1994).

L.Il.1 Efectos de las ERO en los sistemas biologicos

Hoy en dia existen una gran cantidad de trabajos referentes al dano que
representa la exposicion de las ERO en los organismos. El problema actual
Cdnsiste en ofrecer un panorama en conjunto de los tipos de modificaciones que
provocan estas moléculas y en entender los mecanismos de defensa de las

células para contender con ellas.

Entre las modificaciones de macromoléculas celulares en las que estan
implicadas las ERO, se encuenlran aqueilas que causan dano en DNA,
membranas y proteinas. En el DNA puede haber modificacion de las bases
nitrogenadas lo cual aumentaria la probabilidad de mutaciones esponténéas; las
hebras de DNA pueden romperse y formar enlaces covalentes entre las bases y
aminoacidos, lo cual interferiria en el proceso de reparacion, replicacion vy

transcripcion del material genético (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Otra modificacion es la formacion de peroxidos lipidicos los cuales

disminuyen la fluidez de la membrana, incrementan la posibilidad del intercambio



de fosfolipidos en la bicapa, afectan su permeabilidad e inactivan las proteinas
asociadas a la misma (Richter, 1987). Hay que tener en cuenta que en muchas
bacterias, el DNA se encuentra unido a la membrana celular y puede ser blanco

de la peroxidacion lipidica (Halliwel y Gulteridge, 1999).

Las proteinas sufren modificaciones bajo condiciones de estrés oxidativo,
sin-embargo, los estudios que se han realizado al respecto son limitados debido a
la dificultad en la identificacion de los productos de la oxidacion proteica. Se ha
demostrado la importancia biologica del dano oxidativo a proteinas modificadas
oxidativamente ya que son mas susceptibles de ser degradadas por parte de las
proteasas celulares, tanto en baclerias como en células de mamifero (Davies y
Goldberg, 1987).

La sensibilidad al extrés oxidativo es distinta para cada proteina. Depende
de factores tales como: localizacion celular, presencia de centros metalicos,

cumulos Fe-S, grupos hemo presentes, por citar algunos.

Entre las modificaciones que sufren las proteinas estan aquellas que se dan
en las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos como la formacion de
hidroxidos, hidroperoxidos y aldehidos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Es
importanie mencionar que también se da la formacion de grupos carbonilo duranie
la bxidacién de algunos residuos de aminoacidos como treonina vy tirosina (Levine
etal., 1994).

LIl Mecanismos de proteccion al estrés oxidativo

En la actualidad sabemos que las células cuentan con un complejo sistema
que les permite contender contra el estrés oxidativo. Halliwell y Gutteridge

clasificaron a las defensas antioxidantes celulares de la siguiente manera:

» Compuestos de bajo peso molecular. Por ejemplo el glutation es el
antioxidante de bajo peso molecular mas abundante en la bacteria

Escherichia coli.



» Proteinas que eliminan catalilicamente radicales libres y otras
especies reactivas como la superoxido dismutasa y catalasas.

» Proteinas que minimizan la disponibilidad de iones de Fe?*, Cu* y de
grupos hemo.

» Proteinas que protegen las moléculas celulares contra el estrés en

general, por ejemplo, las proteinas de choque térmico.

I.IV Mecanismos de proteccion al estrés oxidativo en la bacteria Escherichia

coli

En E. coli se conocen aproximadamente 40 actividades diferentes de
proteinas con capacidad antioxidante (Storz y Zheng, 2003). Se han descrito
algunas actividades anlioxidantes nuevas. Por ejemplo, la flamohemoglobina
(Hmp) presente en E. coli es una defensa contra el efecto oxidante del 6xido
nitrico y es esencial para determinadas respuestas genéticas antioxidantes

(Membrillo-Hernandez et al., 1999).

En E. coli se han descrito dos sistemas globales de repuesta al estrés
oxidativo: OxyR y SoxRS. Tanto el regulon OxyR como el SoxRS constituyen dos
ejemplos de respuestas genéticas especificas para el peroxido de hidrégeno
(H20,) y el radical superoxido (O,7) respectivamente ya que la mayoria de los
genes que son activados por OxyR o por SoxRS tienen un papel antioxidante bien
definido (Greenberg et al, 1990), ademas de que algunos participan en la
proteccion y reparacion del material genético, también regulan parte del
metabolismo celular como la utilizacion de hierro. La descripcion de ambos
sistemas dio a conocer la existencia de una respuesta adaptativa al estrés
oxidativo a nivel molecular. Al parecer exislen mecanismos similares de respuesta
al estrés oxidativo a lo largo de la escala evolutiva, 10 cual nos sugiere la

importancia que tiene el poder contender contra las ERO sen los organismos.



LIV.I El regulén OxyR

La expresion de un limitado numero de proleinas inducibles por H,O, es
regulada por oxyR. El gene oxyR de E. coli codifica para una proteina de 34 kDa la
cual presenta en el dominio N-terminal un motivo hélice-giro-hélice de union ADN
(Zheng et al., 1998). Esta proleina en la célula se encuentra como homotetramero
el cual puede exislir en dos formas: reducida u oxidada y s0lo en esta ultima forma
puede funcionar como activador transcripcional (Storz et al., 1990; Fig. 1). El
estado redox de esta proteina esta en funcion de la concentracion de H,O; en la
célula: si la concentracion de H,O, aumenta, es detectada por OxyR por medio de
la formacion de un enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina (Zheng et al.,
1998).

Entre los genes que son aclivados por OxyR se encuentran la gorA, grxA y
trxC los cuales codifican para glutation reductasa, glutarredoxina | y tiorredoxina 2
respectivamente y que estan involucrados con el mantenimiento del equilibrio
intracelular entre tioles y puentes disulfuro (Zheng et al., 1998); el gene dps que
codifica para una proteina de proteccion a dafio al ADN es inducido por OxyR; fur
codifica para una proteina que actua como represor global de la internalizacion de
hierro, de manera que su induccion disminuye la probabilidad de que el H,0,
reaccione con el hierro intracelular para generar radical hidroxilo, proceso que se

conoce como la reaccion de Fenton (Zhéng et al., 1998; Fig. 1).
LIV.I El regulén SoxRS

Este regulon responde a la oxidacion causada por el O, (anion superoxido).
La respuesta se encuentra regulada en dos pasos: en primer lugar la proteina
sensora SoxR pasa a su forma acliva y actua como factor transcripcional del gene
soxS que codifica para el factor transcripcional SoxS. Una vez sintetizado en
cantidad suficiente es SoxS quien activa la expresion de cada uno de los

integrantes del regulon (Wu y Weiss, 1992).



-SoxR es una proteina que se presenta como homodimero en solucion, con
dos centros [2Fe-2S] por dimero. Existe evidencia de que la activacion de SoxR
tiene lugar mediante la oxidacién de la forma reducida [2Fe-2S]'* a la forma
oxidada [2Fe-2S]** (Ding et al., 1993).

Se ha encontrado que el superoxido no es el Unico activador de SoxR,
pudiendo activarse también en presencia de NO y oxigeno en singulete ('Oy).
También se piensa que la activacion del sistema SoxRS puede ser considerada
como la respuesta a xenobidticos mas que a estrés oxidativo (Storz y Zheng,
2003).

OxyR OxyR

reducida oxidada
[2Fe-25] " JREee %
SoxR SoxR
reducida oxidada

'—mp——m

Figura 1.1 Sistemas globales de regulacion genética OxyR (A)
y SOoxRS (B).

LIVl Glutarredoxinas y tiorredoxinas

En condiciones normales, el citoplasma de E. coli se encuentra en
condiciones reductoras. Bajo condiciones de eslrés oxidativo, el mantenimiento del
ambiente reductor en el citoplasma es de vital importancia ya que el potencial

redox cambia; E. coli dispone de varios sistemas para mantener el estado



reductor: las tiorredoxinas, glutarredoxinas y el glutation. Estas vias reducen los
puéntes disulfuro que puedan aparecer en las proteinas del citoplasma: las
glutarredoxinas se encargan de mantener al glulation en su forma reducida; las
tiorredoxinas suministran equivalentes de reduccion a la proteina periplasmica

DsbC a través de la proteina de membrana interna DsbB (Rietsch et al., 1997).

Aunque la estrategia anterior puede actuar con rapidez para reestablecer
las condiciones reductoras del citoplasma después de un estrés oxidativo, y la
respuesta celular mediada por los factores de transcripcion SoxR y OxyRS
proporciona’ una respuesta a largo plazo, ninguna de las dos eslrategias soluciona
las consecuencias asociadas a un dafio inmedialo de las proteinas celulares
diferente de la aparicion de puentes disulfuro (Ruddock y Klappa, 1999). Por lo
tanto, es posible que existan sistemas adicionales para proporcionar respuestas

rapidas a una situacion de eslrés oxidativo.
LLIV.IV Chaperonas moleculares

Ademas de los sistemas globales de respuesta al estrés oxidativo, se ha
descrito que el regulon de estrés térmico también es importante durante la
proteccion contra dicho estrés (Dukan y Nystrom, 1999). Recientemente se ha
comenzado a vislumbrar a las chaperonas moleculares como elementos

importantes en la proteccion contra el estrés oxidativo.

Para que una proteina lleve a cabo su correcto funcionamiento es necesario
que tenga una conformacion tridimensional especifica (conformacion nativa). En el
plegamiento de wuna proteina participan diferentes tipos de interacciones
moleculares, generalmente no covalentes como puentes de hidrogeno,
interacciones hidrofébicas y también enlaces disulfuro, entre otras. Dada la
naturaleza de estas interacciones, existen diversos factores que pueden influir en

ellas y por lo tanto, en el plegamiento de las proteinas. Entre estos factores se



encuentran la temperatura, ambiente oxidativo e incluso la concentracion de las

proteinas (Mogk et al., 2001).

Es por esta razon que los organismos han tenido que desarrollar sistemas
que prevengan el desdoblamiento o que corrijan el mal plegamiento; estas
funciones son llevadas a cabo por proteinas llamadas chaperonas moleculares. El

papel de estas proteinas sera discutido mas adelante.

Recientemente se ha descrito en L. coli que la sobreexpresion de pequenas
chaperonas moleculares (sHSP) produclo de los genes ibpA e ibpB, no solo les
proporciona resistencia al calor, sino que aumenta su resistencia al estrés
oxidativo causado por O," (Kitagawa et al., 2000). Hasta la fecha, Hsp33 es la
unica chaperona conocida en E. coli cuya funcion esta regulada por las
condiciones redox del citoplasma, ya que cuando hay una situacion de estrés
oxidativo se activa mediante la formacion de puentes disulfuro (Jakob et al., 1999).
Asi, Hsp33 parece tener un papel protector importante en situaciones de estrés
oxidativo y térmico, condiciones que estan intimamente ligadas in vivo a través del
dano que se ejerce en las proteinas celulares. Muy recientemente se deoribié
como esta chaperona Hsp33 actla bajo un estrés oxidativo severo donde DnaK es
inactivada (Winter et al., 2005).

.V Sistema global de regulacion de la respuesta al estrés térmico en E. coli.

Olro estrés que es importante discutir en la introduccion de esta Tesis es el
estrés térmico. En Escherichia coli un sitema de control complejo regula la
expresion de los genes de choque térmico (Arsene et al., 2000). En E. coli existen
dos regulones que controlan esta respuesta. Uno de estos regulones es el regulon
de sigma 24, ¢** 6 o, que consiste en los genes rpofE y htrA (degP). El gene htrA
se requiere para la sobrevivencia y el crecimiento a temperaturas mayores de
42°C. El otro reguldn es el de sigma 32, ¢** 6 ¢'' que es el que mas se conoce y

gue regula la transcripcion de mas de 30 genes. La proteina reguladora de este



regulon es el factor 6> que solo puede reconocer promotores de genes de estrés -
térmico (Connolly et al., 1999). El factor sigma para condiciones de no estrés, ¢’°,
en si es una proteina de choque térmico y puede transcribir algunos genes de

estrés téermico y de no estrés (Bloom et al., 1986).

La mayoria de los genes cuya transcripcion es inducida por estrés térmico
son chaperonas moleculares, por lo que ahondaremos en la definicion vy

descripcion de las mismas.
I.V.I Definicidén de chaperonas moleculares

Las chaperonas moleculares son proteinas cuya funcion es la de reconocer
a ofras proteinas que no tengan o que hayan perdido su conformacion espacial
especifica y las asisten para que la readquieran, de lo contrario, sean degradadas
(Hayes y Dice, 1996).

L.LV.Il Clasificacion

A las chaperonas se les ha clasilicado en dos grupos: chaperonas vy
chaperoninas. La diferencia entre ambos grupos es el mecanismo mediante el cual
asisten a las proteinas desplegadas para que adquieran su conformacion espacial

funcional.

Las chaperonas reconocen a su substrato mediante interacciones
hidrofobicas. ElI mecanismo mediante el cual actuan es propiciando un
microambiente en la zona de interaccion con sus substrato el cual puede adquirir o

readquirir su conformacion inicial (Song y Morimoto, 2001; Fig. 2 A).

Las chaperoninas reconocen a su substrato mediante interacciones
hidrofobicas; la diferencia consiste en que las chaperoninas forman multimeros

con una estructura similar a la de un barril. Asi, las proteinas que necesitan ser



asistidas son introducidas en dicha estruclura y es ahi donde tienen el ambiente

propicio para adquirir su Cdnformacién nativa (Ra'nson et al., 1998; Fig. 2 B).

Existen proteinas que, aunque no se han reconocido como otro grupo de
chaperonas, participan en la degradacion de péptidos de forma dependiente de
ATP. Algunas se han descrito como chaperonas asociadas a proteasas (ClpXP y
CIpAP) o solo proteasas (Lon y FtsH) y tienen una estructura similar a las
chaperonas, por lo que algunos autores les han denominado charoniﬁas (Maurizi,

2001; Fig. 2 C).

Desplegamiento

Chaperona z . ﬁ;ﬁi . z 2 A

© DnaK Conformacion
funcional

Mal plegamiento

Chaperonina @N 2B

GroEL/S
9
Charoninas ClpXP 2C
NN
Lon % >
: / \ Proteina
Proteina \\} ' degradada
degradada 2> *—— »ClpX
(peptidasa)
Dominio de Dominio de {Dominio de {(Dominio de
Proteasa chaperona \ chaperona) chaperona)

Figura 2. Funcionamiento esquematizado de los diferentes tipos de
chaperonas presentes en E. coli. 0



La importancia de las charoninas radica en que cerca del 90% de la

degradacion de proteinas es dependiente de ATP, lo que implica que una gran

parte de este proceso lo llevan a cabo las charoninas (Maurizi, 2001).

Las chaperonas han sido agrupadas en familias basandose en su masa

molecular. En la Tabla 1 se encuentran las principales chaperonas de E. coll.

Famllia de chaperonas  Chaperoha en E.coll

Homdblogo en eucarionte

Funelon

ClpA

Hsp104, Hsp78

Proteolisis dependiente de ATP

ClipB Afg3p, Rcalp Desagregacion de proteinas
dependiente de ATP

ClpX Lon Protedlisis dependiente de ATP

ClpY Protedlisis dependiente de ATP

FlsH Proledlisis dependiente de ATP

Lon Protedlisis dependiente de ATP
Hsp90 o Hth'_ o - ﬂsp8§ - o Chaperona depehdiente de ATP
Hsp70 DnaK MW-W_H'é(_:-70,ml4l-é_p72,_Bib_ Chaperona dependiente de ATP

Hsc66 Ssglp

Hsc62
Hsp60 GroEL CCT, TriC B _Chape;ran_aidependiente de ATP

Hsp40 DnaJ ~ Hdj1, Scj1, Ydj1 "~ Chaperona independiente de ATP |

sHsp IpbA, IpbB Hsp25 7 Chapérona dependiente de ATP
Hsp33 Hsp33 Chaperona indebé%diente de ATP

regulada por el edo. redox.

Tabla 1. Principales familias de chaperonas en £. cofi (Lund, 2001).

.V.lll Funciones de las chaperonas

Las chaperonas moleculares estan involucradas en diversos procesos

celulares ademas de la asistencia al correcto plegamiento de los péptidos

nacientes y en la proteccion de proteinas ya sintetizadas. Muchas proteinas que

se sintetizan en el citoplasma estan destinadas a exportarse al periplasma,

también pueden estar destinadas a insertarse en la membrana interna o externa
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de la célula. Se ha demostrado que las proteinas deben encontrarse en un estado
desplegado para que esto ocurra (Eilers y Schatz, 1988). Evidentemente, in vivo,
debe existir alguna manera de mantener a las proteinas en este estado hasta que

hayan alcanzado su destino. Las chaperonas, en parte, cumplen esta necesidad.

La chaperona SecB es un ejemplo de la participacion de las mismas en el
transporte de las proteinas a través de la membrana celular. Esta chaperona
mantiene a los péptidos que seran transportados en un estado desplegado con la
finalidad de que puedan pasar por el complejo de translocacion. SecB unido a su
substrato, puede interaccionar con la proteina SecA la cual sirve como nexo entre

SecB vy el translocon (Driessen ef al., 1998).

La mayor parte de los polipéptidos implicados en el plegamientd en el
periplasma son catalizadores mas que chaperonas. Debido a la falta de evidencia
experimental, resulta dificil determinar si una proteina periplasmatica implicada en
el plegamiento de polipéptidos es una chaperona, un catalizador del plegamiento o

ambas cosas.
.V.IV Papel de las chaperonas moleculares en el estrés celular

El desdoblamiento de las proteinas y su agregacion es el mayor daino que
" causa el estrés térmico en las células. Las chaperonas son fundamentales en la
respuesta a este estrés. Se ha descrito que las chaperonas ayudan a las proteinas
sintetizados a mantener su conformacion funcional durante el estrés, lo cual
permite que los procesos celulares se puedan llevar a cabo a elevadas

temperaturas.

Antes se pensaba que las chaperonas eran proteinas importantes para el
metabolismo celular unicamente bajo condiciones de estrés, particularmente

durante un choque térmico, de ahi su denominacion (Heat Shock Proteins, Hsp).



Posteriormente se demostro que las chaperonas también son necesarias para el

metabolismo en condiciones normales de creciriento

El estrés oxidativo se ha relacionado con el estrés térmico dado que la
sintesis de algunas proteinas del estrés caldrico es también inducida por el estrés
oxidativo. Se debe mencionar que el mecanismo genético de la induccion de la
sintesis de HSP por estrés oxidativo aun no es conocido, aunque se ha propuesto
que el desdoblamiento de proteinas puede ser un factor importante (Van Bogelen
etal., 1987).

I.VI Justificacion de este proyecto de investigacion

Mucha de la informacion referente a la respuesta al choque térmico en
Escherichia coli proviene de estudios de cultivos bacterianos en fase exponencial
de crecimiento bajo condiciones aerdbicas (Neidhart ef al., 1984; Morimoto et al.,
1999).

A pesar de que Benov y Fridovich (1995) demostraron que el chogue
térmico aerobico provocaba estrés oxidativo, solo pocos estudios han relacionado
la tension de oxigeno con la respuesta al choque térmico (Guerra et al., 2005;
Bromberg et al., 1998; Rockabrand et al., 1995; Mizushima et al., 1994). Es muy
importante hacer notar que el habitat natural de Escherichia coli es el tracto
gastrointestinal, lo que implica que mucha de su existencia se da en condiciones
anaerobicas y en fase estacionaria de crecimiento. A pesar de esto, no han sido
aun reportados estudios de la respuesta al choque térmico de Escherichia coli bajo

condiciones anaerdbicas.

El estudio de la fase estacionaria de crecimiento ha tomado mucha atencion
en los afos recientes. De hecho, el factor sigma S, c°, ha sido ampliamente
estudiado y es claro que presenta una regulacion transcripcional, post-

trancripcional, traduccional y post-traduccional sumamente compleja (Hengge-



Aronis, 2002). Las celulas en fase estacionaria de crecimiento muestran
resistencia hacia el estrés térmico, agentes oxidantes como peroxido de hidrogeno
y cloruro de sodio (Kolter et al.,, 1993). [Esta resistencia inlrinseca en la fase
estacionaria es dependiente de la sintesis proteica (Jenkins et al., 1988) y de
regulones controlados por el factor ¢*2. Las proteinas de choque térmico son
preferencialmente producidas ante condiciones de inanicion durante las primeras
horas de la misma (Groat et al., 1986) y se ha reportado que DnaK tiene un papel
esencial en la termotolerancia y resistencia al peroxido de hidrégeno bajo estas

condiciones (Rockabrand et al., 1995).

Muy recientemente, King y Ferenci reportaron que c° presenta papeles
divergentes en Escherichia coli bajo condiciones aerdbicas y anaerobicas (King y
Ferenci, 2005). A pesar de estos hechos, no existen estudios reportados
referentes a la respuesla de [Escherichia coli al choque térmico en fase

estacionaria bajo condiciones de crecimiento aerobico y anaerdbico.
L.VII Objetivo general

El objetivo principal consiste en estudiar el papel de los factores o' vy G°

ante condiciones de estrés térmico y oxidativo en Escherichia coli.

L.VII Objetivo especifico

S bajo condiciones

Analizar el efecto de la ausencia de los factores ¢ y
de estrés térmico y estrés oxidativo en Escherichia coli en fase de crecimiento

exponencial y estacionaria tanlo en condiciones aerobicas como anaerobicas.



Capitulo Il.
MATERIAL Y METODOS

Il.1 Cepas bacterianas

Se emplearon las siguientes cepas de Escherichia coli.

Tabla 2. Cepas bacterianas

Cepa Genotipo Resitencia
MC4100 F'AlacU169 rpsL Estreptomicina
JMHO0039 MC4100 rpoS::tet Tetraciclina
BB7224 MC4100 ArpoH::kan - Kanamicina

Concentracion

200 pg/ml
25 ng/ml
100 pg/mi

IL.1l Medios y condiciones de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:

I.1l.I Medio LB
Composicion:
Extracto de levadura 0.5%

NaCl 1%



Triptona 1%
pH 7.4

Para medio solido de agregd 1.5% de agar bacterioldgico

ILILII Medio Minimo (MM).con glucosa al 0.2% y 19 aminoacidos (19 aa).
Composicion:

NH4CI 0.1%

KH,PO4 0.3%

Na,HPO,4 0.6%

NaCl 0.05%

pH 7.0

El medio fue suplementado con glucosa al 0.2% , tiamina (2 ng/ml) y todos

los.aminoacidos (20 pg/ml ) exceplo metionina.

ILILII Medio de dilucion (VD)

Composicion
MgSO4 10 mM

ILIIl Métodos de fisiologia bacteriana
ILIIILI Curvas de crecimiento

Los cultivos bacterianos se hicieron a partir de un precultivo fresco. Este
precultivo se prepard por la inoculacion de la cepa correspondiente en un tubo de

vidrio con 3 ml de MM 19aa, el cual se dejo incubando toda la noche a 30°C con

agitacion constante (250 rpm).

Para realizar las curvas de crecimiento aerobicas se inocularon en un

matraz Erlenmeyer de 250 ml, 30 ml de MM 19 aa con un volumen del precultivo

¢)



necesario para alcanzar una densidad oOptica a 600nm (ODgoonm ) de 0.1 (la

ODgoonm s€ midid en un espectrofotometro marca Armersham Ultrospec 3100 pro).

Los matraces se incubaron a 30°C con agitacion constante a 250 rpm. La

densidad oOplica se midio cada dos horas durante 12 horas (Fig. 3.1).

En el caso de las curvas de crecimiento anaerodbicas, se afadié al medio de
cultivo nitrato de sodio a una concentracion final de 40 mM y se realizd el mismo
procedimiento pero dentro de una camara de anaerobiosis marca Plas Labs, la
cual contenia una mezcla de gases del 85% de N, 10% de H, y 5% de COs.. las
condiciones de anaerobiosis se verilicaron utilizando un oximetro marca Clark

(Yellowsprings, USA) y tiras BBL indicadoras de anaerobiosis (Sparks, MD, USA).

111l Cuentas viables

Una vez obtenidas las cinélicas de crecimiento de cada una de las cepas,
se determiné a qué densidad Oplica se realizaria el reto al estrés térmico u
oxidativo tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de crecimiento. En
el caso de fase exponencial, la ODgoonm fue de 0.5, mientras que en fase
estacionaria la ODgyonm fue > a 1.2. Establecidos las densidades Opticas con las
cuales se realizarian los experimentos, se procedio a realizar el ensayo de

viabilidad el cual se describe a continuacion:

De un precultivo se tomo una alicuota de 200 ul y se inocularon 10 ml de
medio MM 19 aa. Este cullivo se incubd a 30°C con agitacion constante hasta una
ODGOOnm de 0.5 o de 1.2 (segun la fase de crecimiento a estudiar). Una vez que el
cultivo alcanzo esta densidad celular, se tomaron 100 pl y se diluyeron en 900 pnl
de MD (dilucion 10™"). Esta muestra correspondio al control. Posteriormente se
sometio al cultivo a estrés térmico (cambio de temperatura de 30 a 47°C) o a
estrés oxidativo (adicion de H,0O, hasta una concentracion final de 5 mM). A partir

del momento que se provoco el estrés, se comenzé a medir el tiempo y se
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tomaron muestras de 100 ul a los 5, 15, 30, 60 y 90 minutos diluyéndolas en 900
ul de MD. Posteriormente se realizaron diluciones seriales de cada muestra (hasta
una dilucién de 10°). De cada dilucion se tomaron 4 ul y se colocaron en una caja
Petri con medio selectivo ordenandolas para que en la misma caja se sembraran
todas las diluciones (desde 10 hasta las 10°) correspondientes a cada tiempo de
estudio (desde el tiempo cero hasta el noventa min). Las cajas se incubaron a
30°C de 18 a 24 horas. Posteriormente, se escanearon las cajas y se procedio al

analisis de resultados.

En el caso de las cuentas viables anaerdbicas, el experimento se realizo en
la camara de anaerobiosis, pero las diluciones seriales y la siembra en las cajas

Petri se realizaron en condiciones aerobicas.

I.LIV Técnicas de marcaje radiactivo
ILIV.l Obtencion de cultivos

Para realizar el marcaje en fase de crecimiento exponencial, de un
precuitivo se tom¢ una alicuota de 2 ml y se inocularon 60 ml de MM 19 aa con el
antibidtico correspondiente. Se incubo el nuevo cultivo a 30°C con agitacion

constante (250 rpm) hasta que alcanzara una ODggonm de 0.5.

En el caso del marcaje en fase estacionaria, 60 ml del MM con glucosa al
0.2% y 19 aminoacidos y el antibiético correspondiente se inocularon con 2 ml del
precultivo correspondiente. Este cultivo se incubd a 30°C a 250 rpm toda la noche,
midiendo la ODgyponm al dia siguiente ajustandola para que estuviese a

aproximadamente 1.2.

Una vez obtenidos los cultivos, se procedio a realizar el marcaje radiactivo

de proteinas.
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Marcaje radiactivo ante condiciones de estrés térmico. Una alicuota de 1 ml fue
tomada antes de realizar el estrés y fue colocada en un tubo eppendorf de 1.5 ml
que contenia 25 pCi de L-*S-metionina (Amersham, Bioscience) y fue incubado a
30 °C (tubo control). El marcaje se realizé durante un intervalo de tiempo de 2
minutos por, por lo que la ventana de marcaje fue 0-2, 2-4, 4-6 y asi
sucesivamente hasta 26-28-min, transcurridos los cuales se anadieron 40 ul de
una mezcla que contenia L-metionina sin radiactividad (800 ng/ml) y cloramfenicol
(40 ng/mly con el fin de que la metionina “fria” compitiera con la “caliente” y se
detuviera asi la incorporacion del aminoacido radiactivo y de que el antibiotico
detuviera la sintesis de proteinas. Este mismo procedimiento se realizd después
de realizar el estrés térmico (cambio de temperatura de 30 a 47°C) tomando

alicuotas de 1 mi cada 2 minutos durante 28 min.

Las células fueron centrifugadas, resuspendidas en 20 ul de buffer Laemmli
(el cual contiene un colorante guia para la electroforesis, glicerol, SDS y [3-
mercaptoetanol para evitar que se agreguen las proteinas) y 5 pL de inhibidor de
proteasas en el caso de los cultivos de fase exponencial; en el baso de los cultivos
de fase estacionaria, se anadieron 90 pl del bufler y 10 ul del inhibidor de
proteasas. Las muestras fueron agitadas vigorosamente y calentadas en agua
hirviendo por 2 min. Se cargaron 5 pul de cada muestra de cada experimento en los

pozos de un gel SDS-PAGE (Sarnbrook et al., 1989).
L.IV.Il Elecroforesis de proteinas en geles de poliacrilamina

Esta se efectué segun la técnica reportada por Laemmli (1970). El gel
separador contenia 1.5 ml de acrilamida al 30%. Se anadid 1.24 ml de una
solucion de Tris HCI 1.5 M pH 8.8 y 50ul de SDS al 10% para desnaturalizar a las
proteinas y minimizar su carga negativa. El gel se polimerizdé quimicamente por la

adicion de 5ul de TEMED y 50ul de persulfalo de amonio al 10%.
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El gel concentrador se preparo con 500ul de una solucion de acrilamida al
30%, 750 pl de una solucion de Tris HCI 1.5 M pH 6.8 y 60 ul de una solucion de
SDS al 10%. El gel se polimerizd con la adicion de 3ul de TEMED y 30ul

persulfato de amonio al 10%.

Los geles se montaron en camaras para electroforesis verticales Mini-
Protean (Bio-Rad). Para desnaturalizar a las proteinas, previamente se incubaron
en bano maria por 3 min. Los carriles en el gel concentrador se cargaron con 5 pl
de muestra. La electroforesis se corrid con el amortiguador de corrida Laemmli a
80 V para el gel concentrador y 100 V para el gel separador hasta que el frente

lleg6 al final del gel.

Solucion amortiguadora de electroforesis:
Tris-Hcl (pH 8.8) 256 mM

Glicina192 mM

SDS 0.1% (w/v)

ILIV.II Tincion secado del gel

Después de haber realizado la corrida electroforética del las muestras, los
geles se tifieron por 5 minulos a temperatura ambiente con azul de Coomassie
al 0.1%. Los geles se destineron lavando con acido acético glacial y metanol al

10% por varias horas en agitacion constante.

Tincion de Coomassie

Acido acético 10% (v/v)

Azul brillante de Coomassie 0.01% (w/v)
Metanol 50% (v/v)

Los geles se secaron previamente entre papel celofan suave y sobre papel

fillro Whatman en una plancha secadora de geles de Bio-Rad.
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ILIV.IV Exposicion del gel y revelado

Los geles secos fueron expuestos a una placa de rayos X marca Kodak X-
Omat y se colocaron dentro de un casete de exposicion durante 3 horas a TA. Las
placas se revelaron en la obscuridad con luz roja con revelador fotografico; se

enjuagaron en agua corriente y se trataron con fijador fotografico

Finalmente, las autorradiografias se escanearon para su posterior analisis.
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Capitulo III. RESULTADOS

1.1 Curvas de crecimiento

A continuacion se muestran los resultados de las curvas de crecimiento de
las cepas MC4100, JMHOO039 (rpoS) y BB7224 (rpoH) en condiciones aerdbicas y
anaerobicas.

10 +0
H205 6 2
Estrés
térmico - ' |
1 -

|

0 2 4 6 8 10 12 24
Tiempo (h)

Fig. 3.1 Cinéticas de crecimiento de las cepas MC4100 ( -l ), JMHOO39 (-@- )y BB7224
( -& ) en condiciones aerobicas (+0O;) y anaerobicas (-O;). Las flechas indican la fase
exponencial o estacionaria en la que los cultivos se sometieron a ET o EO.
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En la Fig. 3.1 podemos observar la cinética de crecimiento de las cepas
estudiadas; con una flecha roja se sefala en qué momento de la cinética se
sometio a los cultivos a las condiciones de estrés tanto en aerobiosis como en
anaerobiosis, esto con el fin de eslablecer la fase de crecimiento y la ODgoonm CON

la que se trabajaria tanto en fase exponencial como en fase estacionaria.

En el caso de fase exponencial, la ODgyo fue de 0.5, mientras que en fase
estacionaria la ODgg fue > a 1.2. Una vez establecidos las densidades opticas con
las cuales se realizarian los experimentos, se procedid a realizar los ensayos de
viabilidad.

HLII Viabilidad de las cepas MC4100, JMH0039 (rpoS) y BB7224 (rpoH) bajo

estrés térmico y oxidativo en aerobiosis y anaerobiosis

A continuacion se muestran los resultados de las cuentas viables realizadas
a la cepa parental MC4100, a la JMH0039 (rpoS) y a la BB7224 (rpoH) despues
de que los cultivos fueron sometidos a condiciones de estrés térmico (cambio de
temperatura de 30 a 47°C) y a estrés oxidativo (adicion de H,O, 5mM). Se analizo
el efecto en la viabilidad de las células a diferentes intervalos de tiempo (de O
hasta 90 min) después de que se efectud el estrés mediante la realizacion de
diluciones seriales (hasta 10°) de cada una de las muestras en los diferentes
intervalos de tiempo. En las imagenes inferiores se observa el efecto en la
viabilidad celular tanto en los cultivos de fase exponencial como los de fase

estacionaria creciendo aerdbicamente y anaerdbicamente.
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lIL.IL.I Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH)bajo estrés
termico y oxidativo en aerobiosis

En las siguientes imagenes podremos observar el efecto en la viabilidad de
las cepas analizadas como resultado de la exposicion al estrés térmico y oxidativo
en condiciones aerdbicas de crecimiento.

¢ Fase exponencial

ET (30 a 47°C) EO (H,0O, [5mM])
MC 4100 BB7224 (rpoll) MC 4100 BB7224 (rpoH)
Dilucion

10% 10™ 10* 10° 107 10* 10 10° 102 102 10" 10°10° 102 10 10*10° 10°®

Tle'mpo 30
(n1in)

e Fase estacionaria

ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])

MC 4100 BB7224 (rpoH) MC 4100 BB7224 (rpoH)
Dilucion '

10% 10 10 10° 10° 10 10° 107 10 10 10% 10 10™ 1'5'10'6

15
Tiempo
(mun) 30

60

90

Fig. 3. 2 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crecimienlo exponencial y estacionaria en aerobiosis. 24



IILILII Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo estrés
termico y oxidativo en anaerobiosis

En las siguientes imagenes podremos observar el efecto en la viabilidad de
las. cepas mutantes después de que se les somelid a estrés térmico y estrés
oxidativo en condiciones anaerobicas de crecimiento.

e Fase exponencial

ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])
MC 4100 BB7224 (rpok) MC 4100 BB7224 (rpoH)
Dilucion '

10 10°10™ 10° 10® 104 107107 10° 107 10?7 10° 107 10°10°® 102 102 10*10°10°®

Tiempo
(min)

o Fase estacionaria

ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])
MC 4100 BB7224 (rpoH) MC 4100 BB7224 (rpoH)
Dilucion

10 10™ 107 10° 10™ 10 10 10°10° 10" 102 102 10" 10°10° 10° 10° 10 10°10°
0
5
Tiempo15
(inin) 30

60

90

Fig. 3. 3 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crecimienlo exponencial y estacionaria en anaerobiosis.
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HLILIN Analisis de resultados

Podemos observar que la mutante BB7224 (rpoH) en fase exponencial
aerobica es significativamente sensible al estrés térmico comparandola.con la
cepa control, esto debido a que al ser una mutante nula en rpoH no se transcriben
los genes que codifican para las proteinas de choque térmico cuando se somete el
cultivo al estrés por calor. Quiza esta sea la razon que explique la baja viabilidad
de esta cepa. Esta sensibilidad se ve notablemente incrementada en condiciones
anaerobicas, probablemente debido a que en ausencia de oxigeno el metabolismo
cambia y exista otro tipo de defensa intrinseco, lo que significa expresion o
represion de genes que en este caso, no contribuyen al manienimiento de la

viabilidad ante estas condiciones.

Ante estrés oxidativo, observamos que uUnicamente en condiciones
aerobicas, la viabilidad de la cepa BB7224 (rpoH) se ve significativamente
afectada, comparada con el control. En condiciones anaerobicas, la viabilidad en

ambos casos es similar.

En fase estacionaria, tanto en aerobiosis como anaerobiosis, la viabilidad
de la cepa BB7224 (rpoH) no se ve afectada cuando se someten a los cultivos
tanto a condiciones de estrés térmico como estrés oxidativo, lo que sugiere que en
ésta fase de crecimiento existen otros mecanismos (sintesis de proteinas de fasé
estacionaria, sintesis de moléculas como la trehalosa) que ayudan a contender

contra el estrés térmico y oxidativo.
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lILLILLIV Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 ( rpoS) bajo
estrés térmico y oxidativo en aerobiosis

- En las siguientes imagenes podremos observar el efecto en la viabilidad de
las cepas analizadas como resultado de la exposicion al estrés térmico y oxidativo
en condiciones aerdbicas de crecimiento.

o Fase exponencial

‘ ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])
MC 4100 JMHO0039 (rpos) MC 4100 JMHO039 (rposS)
Dilucion

10% 10™ 10™ 107 10% 1010 10® 10° 102 10° 10 10°10° 102 10° 10 10°10°

15
Tiempo
(min) 30
60
90
e Fase estacionaria
ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])
MC 4100 JMHO0039 (rpos) MC 4100 IMHO0039 (rposS)
Dilucion
10710 107 10°10°  10% 10° 107 10°10° 107 10° 10 10°10° 102 10710 10°10°
0 _
5
15
Tiempo
(min) 30
60
90

Fig. 3. 4 Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 (1poS) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crecimiento exponencial y estacionaria en aerobiosis. 27



IILILV Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 ( rpoS) bajo
estrés térmico y oxidativo en anaerobiosis

En las siguientes imagenes podremos observar el efecto en la viabilidad de
las cepas mutantes después de que se les sometid a estrés lérmico y estrés
oxidativo en condiciones anaerébicas de crecimiento.

e Fase exponencial

ET (30 a 47°C) EO (H,0, [5mM])

MC 4100 JMHO0039 (rpoS) MC 4100 JMHO0039 (rposS)
Dilucion

10 107 10 10°10°  10% 10 10 10 10°® 102 10 10 10°10°® 102 10> 10*10°10°

5

Tiempo 45
(min)
30
60
90
e Fase estacionaria
ET (30 a 47°C) EO (H,O, [5mM])
MC 4100 JIMHO0039 (rposS) MC 4100 JMHOO039 (rpos)
Dilucion
10 10™ 10™ 10°10°® 10 10™ 10™* 10° 10°® 102 10° 10 10°10° 102 102 10*10°10°
; . : :
5
Tiempo ¢
(min)
30
60
90

en fase de crecimienlo exponencial y estacionaria en anaerobiosis.
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I.LIILVI Analisis de resultados

Podemos observar que para el caso de la mutante JMHO0039 (rpoS) los
cultivos de fase exponencial de crecimiento sometidos al estrés oxidativo,
presentaron una dismunucion significativa en su viabilidad comparada con el
control. Esto tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. Ante estrés térmico la

viabilidad de esta cepa fue similar a la conlrol.

Al analizar la fase estacionaria, no se observa que la viabilidad se afecte
cuando se somete al cultivo a ambos tipos de estrés. Este resultado es interesante
ya que rpoS se ha involucrado en la regulacion de genes de fase estacionaria,
entre los cuales se encuentran genes que codifican proleinas encargadas de la
reparacion de procesos celulares (incluyendo adaptacion y proteccion) tales como
KatE (hidroperoxidasa I1), UspB (proteina requerida contra el estrés por etanol),
OsmY (proteina periplasmica cuya sintesis es inducida ante osmolaridades altas),
por mencionar algunas, que le ayudan a contender contra el estrés en general.
Uno esperaria que, al estar afectada la cepa en el gene rpoS, ésta fuera mas
sensible al estrés tanto térmico como oxidativo, pero no fue asi, lo que nos sugiere
que existen mecanismos adicionales (sintesis de proteinas que ayuden a
contender contra el estrés) que escapan de la regulacion de RpoS y que le
permiten a la célula resistir ante el dano causado tanto por estrés térmico como el

oxidativo.
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lILIII Cineticas de marcaje radiactivo.

La finalidad de realizar el experimento de marcaje radiactivo (pulso y caza)
fue el analizar la sintesis de novo de proleinas en cultivos de fase exponencial y
estacionaria de las cepas MC4100, JMHO0039 (rpoS) y BB7224 (rpoH) tanto en
aerobiosis como en anaerobiosis unicamente bajo condiciones de estrés térmico
(ET). Este experimento se realizd para analizar la sintesis de proteinas por
intervalos de 2 min durante 28 min consecutivos. A continuacion se muestran las

autorradiografias de los geles radiaclivos obtenidos.

LI Cinética de sintesis proteica de la cepa MC4100, JMHO0039
(rpoS) y BB7224 (rpoH) ante ET en aerobiosis

En las siguientes imagenes se observa la cinética de la sintesis de
proteinas de las cepas estudiadas. Nos enfocamos al andlisis de la sintesis del

triplete de proteinas caracteristicas del choque térmico Hsp90, DnaK y GroE.
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e Fase exponencial

MC4100
Tiempo (min) g
. &
HspI0 ~ e vversnvinnmeiserusivsiaianenins
Dnalk —
GIOE /M -------------------------------------
4
Sintesis ¥
proteica '
0 . . 28
Tiempo (min)
e Fase estacionaria
MC 4100
Tiempo (min) P
0 &
: S _.'_%
Sintesis *
proteica

28
Tiempo (min)

BB7224 (rpotl) JMH0039 (poS)
Ticpo (min) § Tiempo (min) §
0 & 0 &
|
Tiempo (min) 28 0 Tiempo (min) 28
BB7224 (rpoH) JMHO0039 (rpoS)

No se observo
Marcaje radiactivo

Fig. 3.6 Cinéticas aerodbicas de sinlesis de proteinas de las cepas MC4100, JMH0039 (rpoS)
y BB7224 (rpoH) ante estrés térmico en fase de crecimiento exponencial y estacionaria.
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HLHLII Analisis de resultados

Es importante senalar que nos enfocaremos al analisis del triplete de
proteinas caracteristicas de la respuesta al estrés por calor. Este triplete consta de
las proteinas de choque térmico Hsp90, DnaK y GroE (90, 70 y 60 kDa,
respectivamente). En las graficas inferiores a las imagenes de las
autorradiografias se pretende esquematizar la sintesis proteica de estas proteinas

en ventanas de 2 min durante 28 min que fue el que dur¢ el estrés térmico.

En aerobiosis y en la fase exponencial de crecimiento observamos que en la
cepa parental, la sintesis del triplete se presenta desde el primer minuto después
de que se sometio el cultivo al estrés. Esta sintesis proteica se mantiene pero
conforme transcurre el tiempo, va disminuyendo.' Esto esta en perfecta
concordancia con resultados publicados anteriormente (Morimoto et al., 1997). En
el caso de la mutante BB7224 (rpoH), la sinlesis de estas proteinas no se

" éste no se une a las regiones

presenta ya que al esta ausente el factor ¢
promotoras de los genes de choque térmico y por este motivo no observamos la
sintesis de al menos estas tres proteinas de choque térmico. La mutante JMH0039
(rpoS) presenta una sintesis tardia del triplete proteico, dandose aproximadamente
al minuto 4-6 y manteniéndose conforme transcurre el tiempo sin observar

disminucion en su sintesis.

En fase estacionaria, se observa QUe la sintesis proteica de estas proteinas se
da tardiamente, aproximadamente entre los minuios 10-12 después del estrés
térmico. Esto nos indica que la respuesta ante estrés térmico en fase estacionaria
implica la sintesis de proteinas de choque térmico que aunque es tardia, se
presenta ayudando asi a la célula a contender contra este tipo de estrés. Con
respecto a las mutantes en rpoH y rpoS, no se observaron bandas en la
autorradiografia que indicaran sintesis proteica. Esto se podria atribuir a un mal

desarrollo de la técnica experimental.
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HLHLII Cinética de sintesis proteica de MC4100, JMH0039 (rpoS) y BB7224

(rpoH) ante ET en anaerobiosis

En las siguientes imagenes se observa la cinética de la sintesis de proteinas

de las cepas estudiadas.

o Fase exponencial

MC 4100 BB7224 (rpoll) JMHO0039 (rpoS)
Tiempo (min) g Tiempo (min) § Tiempo (min) §
0 0 (8 0 o~
//’
Sintesis
proteica
I' L
0 : . 28 0 28 0 . : 28
Tiempo (min Tiempo (min) Tiempo (min
o Fase estacionaria
MC 4100 BB7224 (rpoH) JMHO0039 (rpoS)
Tiempo (min) b
R 8
ISR RN NN NN E RN R AN NN RN AN AN No Se observé
Marcaje radiactivo
Sintesis
proteica
|
0 28

Tiempo (min)

Fig. 3.7 Cinéticas anaerobicas de siniesis de proteinas de las cepas MC4100, JMHO0039 (rpoS)
y BB7224 (rpoH) ante estrés térmico en fase de crecimienio exponencial y estacionaria.
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HILIHLIV Analisis de resultados

En condiciones anaerobicas, la cepa MC4100 presenta una sintesis del
triplete de proteinas inmediato (como en condiciones aerdbicas). Interesanlemente
y a diferencia de la cinética aerobica, la sintesis proteica se mantiene durante los
28 min que duro el estrés térmico sin disminuir. En el caso de la mutante en rpoH
se observo nuevamente sinlesis de estas proteinas debido a la ausencia del factor
o por lo que no se transcriben los genes de choque térmico. En la mutante en
oS se observa la sintesis de estas proteinas después de aproximadamente 4
min después del estrés y esta sintesis, al igual que en condiciones aerobicas, se

mantiene conforme transcurre el tiempo.

En la fase esacionaria de crecimiento anaerobico la respuesta al choque
térmico es mas temprana (a los 4 min después del estrés) y se mantiene durante
el lapso de tiempo analizado sin disminuir. Nuevamente, no se obhserva sintesis
proteica en las cepas rpoH y rpoS debido probablemente a error en el desarrollo

de la técnica experimental.
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Capitulo IV. DISCUSION

IV.l Conclusiones generales

Escherichia coli es una bacteria facultativa donde uno de sus habitats
naturales es el tracto gastrointestinal. Dado este hecho, mucha de su existencia
transcurre en condiciones anaerobicas y en fase estacionaria de crecimiento. La
importancia del presente trabajo radica en que la mayoria de los estudios
realizados para analizar la respuesta al choque {érmico se han llevado a cabo en
condiciones aerdbicas de crecimiento y en este trabajo por primera vez se analizo
la respuesta al estrés térmico y oxidativo en condiciones anaerdbicas y en fase
estacionaria. En esta Tesis analizamos el efecto del estrés oxidativo y del estrés
térmico en el mantenimiento de la viabilidad de tres cepas: MC4100, JMHO039
(rpoS) y BB7224 (rpoH), esludiando las fases de crecimiento exponencial y la
estacionaria, analizando el efecto de realizar el experimento en condiciones
aerdbicas 0 anaerdbicas de crecimiento. También se analizo el efecto del estrés
térmico en la sintesis proteica estudiando ambas fases de crecimiento tanto

aerobicas como anaerobicas.

Referente a los resultados de los ensayos de viabilidad, en el caso de la
cepa BB7224 (rpoH), se observo que al ser sometida tanto a estrés térmico como
estrés oxidativo en condiciones aerébicas de crecimiento, la viabilidad de la cepa

se observa significativamente alectada pero unicamente en fase exponencial de
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crecimiento. En fase estacionaria, la viabilidad de la cepa se observa semejante a
la de la cepa control. En condiciones anaerobicas de crecimiento, se observo que
esta cepa mutante es extremadamente sensible en fase exponencial al estrés
térmico, lo que sugiere que en anaerobiosis se encuentran ausentes proteinas que
ayudan a contender contra el estrés y que, aunado a la ausencia de las
chaperonas en esta cepa mutante, la sensibilidad al estrés térmico de ésta cepa

se ve incrementada. La sensibilidad al eslrés oxidativo también es mayor, aunque

no en la misma intensidad que en condiciones de estrés térmico.

En cuanto a los ensayos de viabilidad de la cepa JMHO0039 (rpoS) se
observd que es mas sensible a estrés oxidativo que a estrés térmico cuando el
cultivo se encuentra en fase exponencial de crecimiento y esta sensibilidad se
incrementa en condiciones de anaerobiosis. En cuanto al estrés térmico, sélo en
anaerobiosis la viabilidad de la cepa se observa significativamente disminuida en

fase exponencial de crecimiento.

En esta cepa no se expresa el factor ¢°; por lo tanto, en fase estacionaria
hay niveles bajos de transcripcion de genes de esta fase de crecimiento que
ayudan a contender contra el estrés en general. Se esperaria entonces que la
viabilidad de esta cepa estuviera significativamente afectada al ser sometida a
est.rés térmico y oxidativo en fase estacionaria, sin embargo, esto no sucede, ni en
aerobiosis ni en anaerobiosis. Unicamente se observd disminucion en la viabilidad
cuando se sometio a estrés oxidativo anaerobico. EI hecho de que la mutante no
fuese sensible al estrés en fase eslacionaria nos sugiere gue existen mecanismos
adicionales que escapan de la regulacion de RpoS permitiendo a la célula

contender contra estos tipos de estrés.

Los resultados obtenidos referentes a la sintesis proteica en la cepa
MC4100 mostraron que la respuesta al choque térmico se sostiene durante un
periodo largo de tiempo bajo - condiciones anaerdbicas de crecimiento. En

condiciones aerobicas, esta respuesta se presenta, pero disminuye conforme
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transcurre el tiempo (Figs. 3.6 y 3.7). Estos resultados nos muestran que la
respuesta al choque térmico es diferente en condiciones aerobicas que
anaerobicas, debido a que el metabolismo en ambas condiciones es diferente. En
este caso, en ambas situaciones se sintetizan las proteinas de choque térmico que
analizamos (Hsp90, DnaK y GroE), sin embargo, ésta sintesis no es igual. En
ambos casos, la sintesis de estas proteinas es inmediata pero mientras que en
condiciones aerdbicas la respuesta disminuye con el transcurso del tiempo, en
condiciones anaerdbicas ésta se mantiene constante durante el periodo de tiempo

analizado.

En cuanto a la cepa BB7224 (rpoH), ésta al no tener el gene que codifica

" no puede llevarse a cabo la transcripcion de los genes de

para el factor
choque térmico y por esta razon, no se observa en las imagenes de las
autorradiografias la sintesis de las proteinas estudiadas (Hps90, DnaK y GroE)
esto ni en condiciones aerobicas ni en anaerobicas. En el caso de la cepa
JMHO039 (rpoS) se observo sintesis proléica de este triplete de proteinas. Se
esperaba que, al tener esta cepa intacto el gene rpoH y al estar presente en
ambas el factor '°, la sintesis proteica fuera similar a la de la cepa MC4100 sin
embargo, esto no fue asi. Esto nos sugiere que por algun motivo, en esta cepa

" no activa inmediatamente la transcripcién de los genes de choque

S

mutante, o

termico. Lo que nos sugiere que la presencia de ¢~ es indispensable para la

H

activacion temprana de ¢ como faclor transcripcional de los genes de choque

térmico.

Se debe de repetir el marcaje radiactivo en fase estacionaria de ambas
cepas mutantes, la JMHO039 (rpoS) y la BB7224 (rpoH) ya que debido muy
probablemente a un mal desarrollo experimental de la técnica, no se logro obtener
el marcaje proteico de ambas cepas mutantes. Esto con el fin de reevaluar si se
sintetizan estas proteinas bajo dichas condiciones, lo que nos ayudaria, por
ejemplo, en el caso de la cepa JMHO0039 a entender por qué en fase estacionaria

la viabilidad de esta cepa no se observa significalivamente alterada comparada
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con el control. También seria de gran interés observar el efecto del estrés
oxidativo en la sintesis de estas proteinas, analizando ambas fases de crecimiento

y en condiciones aerobicas y anaerdbicas de crecimiento.
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