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RESUMEN

El estrés oxidativo se ha definido como un desbalance entre la producción y

desecho de especies reactivas de oxígeno a favor de su producción. Dicho desbalance

se ha asociado con el envejecimiento celular y carcinogénesis , también se le ha

involucrado con diferentes padecimientos como el Alzheimer. El estrés oxidativo puede

dañar 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 estrés. En Escherichia

coli se ha estudiado la respuesta genética al estrés oxidativo en la cual están

involucrados dos regulones: oxyR y soxRS. Sin embargo, recientemente se ha descrito

la participación de algunas chaperonas moleculares en la protección de proteínas ante

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

Es muy importante hacer notar que el hábitat natural de Escherichia coli es el

tracto gastrointestinal de mamíferos, lo que implica que mucha de su existencia se da

en condiciones anaeróbicas y en fase estacionaria de crecimiento. A pesar de esto, no

han sido aún reportados estudios de la respuesta al choque térmico de Escherichia coli

bajo condiciones anaeróbicas .

En esta Tesis se pretende avanzar en el conocimiento sobre la participación de

los factores sigma H, aH, (factor sigma involucrado en la inducción de síntesis de

chaperonas en respuesta a estrés térmico) y sigma S, aS, (factor sigma involucrado en

la inducción de genes específicos de fase estacionaria de crecimiento en respuesta a

condiciones de inanición y estrés 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 síntesis de proteínas de choque térmico se sostiene durante un periodo más

largo de tiempo bajo condiciones anaeróbicas de crecimiento que en condiciones

aeróbicas; una mutación en el gene rpoS resulta en una incrementada sensibilidad al

estrés oxidativo bajo condiciones anaeróbicas de crecimiento. Una mutante en el gene

rpoH crecida anaeróbicamente mostró un incremento en la sensibilidad al choque

térmico pero únicamente en fase exponencial de crecimiento.
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AB5TRACT

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 Escherichie

eoli, two genetic responses to oxidative stress have been described: the oxyR and

soxRS regulons. In addition, recent studies have proposed the involvement of some

molecular chaperones in the protection of proteins against oxidative damage. These

findings have opened a novel field of research.

It is important to note that, as the natural living style of Escherichie eoli occurs in

the gastrointestinal tract, much of its exislence is spent under anaerobic conditions and

in stationary phase of growth. Despite this, studies on the genetic heat shock response

under anaerobic conditions of the facultative bacteria Escnetichie eoli have yet to be

reported.

The present work was focused on the understanding of the role of the sigma .

factors aH (sigma factor of RNA polymerase involved in the induction of molecular

chaperones) and aS (sigma factor involved in the induction of síntesis of stationary

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

Our studies using dífferent 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 thal 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.

VI



PRESENTACIONES Y PUBLICACIONES

Presentaciones

• Seminario departamental en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la UNAM (Junio 20, 2005).
Título: Papel de los factores RpoH y RpoS en la resistencia al estrés
térmico y al estrés oxidativo en cultivos aeróbicos y anaeróbicos de fase
exponencial y estacionaria de crecimiento en Escherichia coli,

• Díaz- Acosta, a. , Sandoval-Romero, L., Membrillo-Hernández, J., "DnaK
(Hsp70) protection of aerobic AdhE (ethanol oxidoreductase) activity frorn
oxidative inactivation requires the apoenzyme AcnB (Aconitase . B) in
Escherichia co/i K-12". 2005 EMBO-FEBS Workshop on Biology of
Molecular Chaperones que se llevó a cabo en Zakopane, Polonia en
Mayo del 2005.

Publicación en proceso:

Sandoval-Romero, L., Díaz-Acosta, A., Membrillo-Hernández, J. Heat
shock response in Escherichia co/i under stationary phase and anaerobic
grow conditions. Archives of Mtcrobtoíoqv.

VII



íNDIC E GENERAL

índice general. vii

índice de Tablas x

índice de Figuras x

Capítulo 1. INTRODUCCiÓN

1.1 Estrés oxidativo (EO). . ... 1

1.1.1 Definición de EO .... . .... . .. .. .... .. .. . .. .. .. .... .. .. .. . .. .. .. .. .. .. . .. .... .. .. 1

1.11 Papel del EO en diversos procesos biológ icos.. .. .. .. .. 2

1.11 .1 Efectos de las ERO en los sistemas biológicos 2

1.111 Mecanismos de protección ante el EO 3

I.IV Mecanismos de protección ante el EO en la bacteria

Escherlchte coli.. ........ . .. ... . ........... ........ ... 4

I.IV.I El regulón OxyR. 5

I.IV.II El regulón SoxRS 5

I.IV.III Glutarredoxinas y tiorredoxinas... . ............... . .... ........ ............. 6

I.IV.IV Chaperonas moleculares . ...... ...... ........ ........ .. .. .......... .......... 7

I.V Sistema global de regul ación de la respuesta al estrés térmico

en E. coli 8

LV.I Chaperonas moleculares. Definición ........ ..... ....... .. .... ... .. ... . ...... 9

LV.II Clasificación de chaperonas moleculares.. ............ .... ...... .... 9

I.V .1I1 Función de las chaperonas.... .............. ........ ........ .. ..... ..... 11

I.V.IV Papel de las chaperonas mol eculares en el estrés celular. .... 12

I.VI Justificación de este proyecto de investigación ............. .... .. 13

LVII Objetivo general.. ... .. ... .. ..... ............ .................... ........ . ... . 14

I.VIII Objetivo específico.. .. 14

VII



<Capítulo 11. MATERIAL Y MÉTODOS

11.1 Cep as bacterianas.... . .. . .. . .. . .. . .. . .. . .. ... ..... ........... .. . ...... .. .... .... ..... .. 15

11.11 Medios y condiciones de cultivo .. .. .. .. .. .. .. 15

11.11.1 Medio LB .... ...... ... ... ..... . .. .. .. .. ... ... . ... .. . .. ... . ... .. .... ......... .. . .. .... 15

11.11.11 Medio Mínimo con glucosa al 0.2% y 19 aminoácidos (MM-19aa). 16

11.11.111 Medio de dilución (MD) 16

11.111 Métodos de fisiología bac le riana.. .. .. .. ..... .... .. .. .... . ... .. .. ... ........ .. 16

11.111.1 Curva de crecimiento ........... ..... .. .. .. ... .. ... .. .... .. .. .. ... ..... . ... . .. .. 16

11.111.11 Cuentas viables. .... . .. .. . 17

II./V Marcaje radiactivo. ............ ....... ...... .. .... ... ... . .. ...... .. ...... .. . .... ...... . 18

II.IV.I Obtención de cultivos :.. . . 18

I/.IV.II Electroforesis. ... . .. . .. . ... .... . .. . .. . .. .. . . .. ... . . . . .. . .. . . .. .. ... . . . . . . ... . .. . . 19

II.IV.1I1 Tinción y seca do de los ge les.. .... .. .. ...... .... .... .. .. .. . .. .. . 20

II.IV./V Exposición de los ge les y revelado.. .... ... .. .... .. .. .. .. . .. . .... .. . ..... 21

Capítulo 1/1. RESULTADOS y DISCUSiÓN

111.1 Curvas de crecimi enlo. ... ... .. . ...... . ....... ........................... ... ...... 22

111.11 Viabilidad de las cepas MC4100, JMH0039 (rpoS) y BB7224

(rpoH) bajo estrés térmi co y oxidalivo en aerobios is y anaerobiosis ...... 23

111.11.1 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo

estrés térmico (ET) y oxidativo (EO) en aerobiosis .. .. .. .. .. .. .. ... .. ...... 24

111.11.11 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo

estrés térmico y oxid ativo en anaerobios is ~.... 25

111.11.111 Análisis de resultados 26

1I1.1I.IV Viabilidad de las cep as MC41 00 y JMH0039 (rpoS) bajo

eslrés térmico y oxidalivo en aerobiosis .... ..... .. .. .. .. . ... .. .. ... .......... 27

11 1.1 LV Viabilidad de las cepas MC41 00 y JMH0039 (rpoS) bajo

estrés térmico y ox idativo en anaerobios is....... .. ........ .... ........ .. . .. 28

11 1.1 LVI Análisis de resultado s.... .. .. .. ... ... ... ....... ..... ... .. . . .. .... .. ... ... 29

VIII



111.111 Cinéticas de marcaje radiactivo. ... . ...... ... ... ... ... .. ...... ... ...... ...... 30

111.111.1 Cinética de síntesis proteica de MC41 00, JMH0039

(rpoS) y 887224 (tpoH) y ante ET en aerobiosis............. .. .... .. . 30

111.111.11 Análisis de resultados ... ... ..... ... ..... . .. ....... .. . ... ... .. .... ... 32

111.111.111 Cinética de síntesis proteica de MC4100, JMH0039

(rpoS) y 887224 (rpoH) ante ET en anaerobiosis..................... 33

III.III.IV Análisis de resultados .. ..... .... .. .. .... .... .. ... .. .... . ........... 34

Capítulo IV. DISCUSiÓN

IV.I Discusión general......... ....... . ........ ...... .. ..... 35

Capítulo V. REFERENCiAS ...... ..... ..... .... ...... ..................... ..... .... .. ...... ... 39

IX



ABREVIATURAS

Todas las abreviaturas empleadas en esle trabajo se enlistan a

continuación; las no mencionadas son acorde a la Sociedad Bioquímica del

Reino Unido. (Bíochern. J. (1991) 273: 1-19)

EO

ET

ERO

ADN

kDa

HSP

ODGOOnrn

LB

MM

MD

rpm

aa

SOS

Tris

TA

Estrés oxidativo

Estrés térmico

Especies Reactivas de Oxígeno

Ácido Desoxirribonucléico

kilo Dallons

Heat Shock Proteins

Factor sigma de la RNA polimerasa

Factor sigma S

Factor sigma H

Densidad Óptica

Medio de cultivo Luria Bertani

Medio Mínimo

Medio de Dilución

Revoluciones por minuto

Aminoácidos

Dodecilsulfato de sodio

Tris (hidroximetil) aminometano

Temperatura Ambiente

VI



íNDIC E DE TABLAS

Tabla 1 Principales familias de chaperonas en E. coli.... ..... .......... ... .. .. .... 11

Tabla 2 Cepas bacterianas.. .. .... ...... ........ ..... .. ... ... ..... . ........... ..... .. ..... 15

íNDIC E DE FIGURAS

Figura 1 sistemas globales de regulación genética OxyR

y SoxRS ~ 6

Figura 2. Funcionamiento esquematizado de los diferentes

tipos de chaperonas presentes en E. eoli 10

Fig. 3.1 Cinéticas de crecimiento de las cepas MC41 00, JMH0039 (rpoS)

y 887224 (lpoH) en condiciones aeróbicas y anaeróbicas de crecimiento .... 22

Fig. 3. 2 Viabilidad de las cepas MC41 00 y B87224 (rpoH) bajo

estrés térmico y oxidativo en fase de crecimi ento expon encial y

estacionaria en aerobiosis 24

Fig. 3. 3 Viabilidad de las cepas MC41 00 y 887224 (rpoH) bajo estrés

térmico y oxidativo en fase de crecimiento exponencial y estacionaria

en anaerobiosis 25

Fig. 3.4 Viabilidad de las cepas MC41 00 y JMH0039 (rpoS) bajo estrés

térmico y oxidativo en fase de crecimiento exponencial y estacionaria

en aerobiosis , 27

Fig. 3. 5 Viabilidad de las cepas MC41 00 y JMH0039 (rpoS) bajo estrés

térmico y oxidativo en fase de crecimiento exponencial y estacionaria

en anaerobiosis 28

Fig. 3.6 Cinéticas aeróbicas de síntesis de proteínas de las cepa s

MC4100, JMH0039 (lpOS) y 887224 (rpoH) ante estrés térmico en fase

de crecimiento exponencial y estacionaria 31

Fig. 3.7 Cinéticas anaeróbi cas de síntesis de proteínas de las cepas

MC4100, JMH0039 (rpoS)y 887224 (rpoH) ante estrés térmico en fase

de crecimiento exponencial y estacionaria 33

x



,
Capítulo 1. INTRODUCCION

1.1 Estrés oxidativo

1.1.1 Definición

Los primeros seres vivos que aparecieron en nuestro planeta lo hicieron

bajo una atmósfera reductora . Con la aparición de los microorganismos

fotosintéticos, la atmósfera primitiva comenzó a sufrir cambios importantes al

acumular O2 en el ambienle como resultado de este proceso biológico. La

acumulación progresiva de esta molécula ocasionó que los microorganismos

evolucionaran hacia un metabolismo aeróbico en el cual tuvieran la capacidad de

utilizar O2 para producir energía (Lengeler et al., 1999).

El utilizar O2 resultó benéfico en el aspecto energético para estos

organismos, sin embargo, la reducción en la cadena respiratoria de esta molécula

a H20 genera inevitablemente especies reactivas de oxígeno (ERO) como el

superóxido (Oy), peróxido de hidrógeno (H202 ) y como resultado de la reacción

de Fenton, radicales libres hidroxilo (HO ') los cuales pueden reaccionar

irreversiblemente con los diferentes componentes celulares poniendo en peligro la

viabilidad celular. Se ha acuñado el término paradoja del oxígeno para aludir

precisamente a la dualidad de efectos del oxígeno en los sistemas biolóqicos.

El término estrés oxidativo fue introducido por Sies para referirse a una

situación en la que existe un desequilibrio entre los niveles de ERO y las defensas

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



como "un desbalance entre la producción y el desecho de las ERO a favor de su

producción" (Sies, 1991) .

Existen dos situaciones que conducen a estrés oxidativo: 1) Niveles bajos

de defensas antioxidantes, lo que sucedería si se dieran mutaciones que afecten a

enzimas tales como las superóxido disrnutasas o las catalasas y, 2) un incremento

en los niveles ERO.

1.11 Papel del estrés oxidativo en diversos procesos biológicos

El estrés oxidativo ha sido involucrado tanto en procesos celulares como el

envejecimiento celular (Sies, 1991), en el mecanismo inmunológico de macrófagos

ante microorganismos fagocitados así corno en etiologías corno cáncer (Cerutti,

1985) y la enfermedad de Alzheimer (Luft, 1994; Yan, et al., 1994).

1.11.1 Efectos de las ERO en los sistemas biológicos

Hoy en día existen una gran cantidad de trabajos referentes al daño que

representa la exposición de las ERO en los organismos. El problema actual

consiste 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 macro moléculas celulares en las que están

implicadas las ERO, se encuentran aquellas que causan daño en DNA,

membranas y proteínas. En el DNA puede haber modificación de las bases

nitrogenadas lo cual aumentaría la probabilidad de mutaciones espontáneas; las

hebras de DNA pueden romperse y formar enlaces covalentes entre las bases y

aminoácidos, lo cual interferiría en el proceso de reparación, replicación y

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

Otra modificación es la formación de peróxidos lipídicos los cuales

disminuyen la fluidez de la membrana, incrementan la posibilidad del intercambio
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de fosfolípidos en la bicapa, afectan su permeabilidad e inactivan las proteínas

asociadas a la misma (Rlchter, 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 peroxidación lipídica (Halliwel y Gulteridge, 1999).

Las proteínas 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 identificación de los productos de la oxidación proteica. Se ha

demostrado la importancia biológica del daño oxidativo a proteínas modificadas

oxidativamente ya que son más susceptibles de ser degradadas por parte de las

proteasas celulares, tanto en bacterias como en células de mamífero (Davies y

Goldberg, 1987).

La sensibilidad al extrés oxidativo es distinta para cada proteína. Depende

de factores tales como: localización celular, presencia de centros metálicos,

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

Entre las modificaciones que sufren las proteínas están aquellas que se dan

en las cadenas laterales de los residuos de aminoácidos como la formación de

hidróxidos, hidroperóxidos y aldehídos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Es

importante mencionar que también se da la formación de grupos carbonilo durante

la oxidación de algunos residuos de aminoácidos como treonina y tirosina (Levine

et al., 1994).

1.111 Mecanismos de protección 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 glutatión es el

antioxidante de bajo peso molecular más abundante en la bacteria

Eseheriehia eoli.

3



~ Proteínas que eliminan catalíticamente radicales libres y otras

especies reactivas como la superóxido dismutasa y catalasas.

~ Proteínas que rninimizan la disponibilidad de iones de Fe2
+ , Cu" y de

grupos hemo.

~ Proteínas que protegen las moléculas celulares contra el estrés en

general, por ejemplo, las proteínas de choque térmico.

I.IV Mecanismos de protección al estrés oxidativo en la bacteria Eschericl1ia

coli

En E. coli se conocen aproximadamente 40 actividades diferentes de

proteínas con capacidad antioxidante (Storz y Zheng, 2003). Se han descrito

algunas actividades antioxidantes nuevas. Por ejemplo, la flamohemoglobina

(Hmp) presente en E. coli es una defensa contra el efecto oxidante del óxido

nítrico y es esencial para determinadas respuestas genéticas antioxidantes

(Membrillo-Hernández et al., 1999).

En E. colí 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 específicas para el peróxido de hidrógeno

(H20 2) y el radical superóxido (Oi-) respectivamente ya que la mayoría de los

genes que son activados por OxyR o por SoxRS tienen un papel antioxidante bien

definido (Greenberg et al., 1990), además de que algunos participan en la

protección y reparación del material genético, también regulan parte del

metabolismo celular como la utilización de hierro. La descripción de ambos

sistemas dio a conocer la existencia de una respuesta adaptativa al estrés

oxidativo a nivel molecular. Al parecer existen mecanismos similares de respuesta

al estrés oxidativo a lo largo de la escala evolutiva, lo cual nos sugiere la

importancia que tiene el poder contender contra las ERO sen los organismos.
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I.IV.I El regulón OxyR

La expresión de un limitado número de proteínas inducibles por H202 es

regulada por oxyR. El gene oxyR de E. coli codifica para una proteína de 34 kDa la

cual presenta en el dominio N-terminal un motivo hélice-giro-hélice de unión ADN

(Zheng et al., 1998). Esta proteina en la célula se encuentra como homotetrámero

el cual puede existir en dos formas : reducida u oxidada y sólo en esta última forma

puede funcionar como activador transcripcional (Storz et al., 1990; Fig: 1). El

estado redox de esta proteína está en función de la concentración de H202 en la

célula: si la concentración de H202 aumenta, es detectada por OxyR por medio de

la formación de un enlace disulfuro entre dos residuos de cisteína (Zheng et al.,

1998).

Entre los genes que son activados por OxyR se encuentran la gorA, grxA y

trxC los cuales codifican para glutatión reductasa, glutarredoxina I y tiorredoxina 2

respectivamente y que están involucrados con el mantenimiento del equilibrio

intracelular entre tia les y puentes disulfuro (Zheng et al., 1998); el gene dps que

codifica para una proteína de protección a daño al ADN es inducido por OxyR; fur

codifica para una proteína que actúa como represor global de la internalización de

hierro, de manera que su inducción disminuye la probabilidad de que el H202

reaccione con el hierro intracelular para generar radical hidroxilo, proceso "que se

conoce como la reacción de Fenton (Zheng et al., 1998; Fig. 1).

I.IV.II El regulón SoxRS

Este regulón responde a la oxidación causada por el Oi-(anión superóxido).

La respuesta se encuentra regulada en dos pasos: en primer lugar la proteína

sensora SoxR pasa a su forma activa y actúa como factor transcripcional del gene

so~S que codifica para el factor transcripcional SoxS. Una vez sintetizado en

cantidad suficiente es SoxS quien activa la expresión de cada uno de los

integrantes del regulón (Wu y Weiss, 1992).
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-SoxR es una proteína que se presenta como homodímero en solución, con

dos centros [2Fe-2S] por dímero. Existe evidencia de que la activación de SoxR

tiene lugar mediante la oxidación de la forma reducida [2Fe-2S]1+ a la forma

oxidada [2Fe-2S]2+ (Ding et al., 1993).

..
A

Se ha encontrado que el superóxido no es el único activador de· SoxR,

pudiendo activarse también en presencia de NO y oxígeno en singulete C02).

También se piensa que la activación del sistema SoxRS puede ser considerada

como la respuesta a xenobióticos más que a estré s oxidativo (Storz y Zheng,

2003).

OxyR OxyR
reducida ox idada

B O
2

'-

~..

SoxR SoxR I
reducida oxid ada

Figura 1.1 Sistemas globales de regulación genética OxyR (A)

y SoxRS (B).

!.IV.III Glutarredoxinas y tiorredoxinas

En condiciones normales, el citoplasma de E. coli se encuentra en

condiciones reductoras. Bajo condiciones de estrés ox idativo, 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
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reductor: las tiorredoxinas, glutarredoxinas y el glutatión . Estas vías reducen los

puentes disulfuro que puedan aparecer en las proteínas del citoplasma: las

glutarredoxinas se encargan de mantener al glulatión en su forma reducida; las

tiorredoxinas suministran equivalentes de reducción a la proteína periplásmica

DsbC a través de la proteína de membrana interna DsbB (Rietsch el 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 transcripción SoxR y OxyRS

proporciona una respuesta a largo plazo, ninguna de las dos estrategias soluciona

las consecuencias asociadas a un daño inmediato de las proteínas celulares

diferente de la aparición de puentes disulfuro (Ruddock y Klappa, 1999). Por lo

tanto, es posible que existan sistemas adicionales para proporcionar respuestas

rápidas a una situación de estrés oxidaLivo.

I.IV.lV Chaperonas moleculares

Además de los sistemas globales de respuesta al estrés oxidativo , se ha

descrito que el regulón de estrés térmico también es importante durante la

protección contra dicho estrés (Dukan y Nystr6m, 1999). Recientemente se ha

comenzado a vislumbrar a las chapetonas moleculares como elementos

importantes en la protección contra el estrés oxidativo.

Para que una proteína lleve a cabo su correcto funcionamiento es necesario

que tenga una conformación tridimensional específica (conformación nativa). En el

plegamiento de una proteína participan diferentes tipos de inleracciones

moleculares, generalmente no cava lentes como puentes de hidrógeno,

interacciones hidrofóbicas 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 proteínas. Entre estos factores se
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encuentran la temperatura, ambiente oxidalivo e incluso la concentración de las

proteínas (Mogk et al., 2001).

Es por esta razón 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 proteínas llamadas chaperonas moleculares. El

papel de estas proteínas será discutido más adelante.

Recientemente se ha descrito en E. coli que la sobreexpresión de pequeñas

chaperonas moleculares (sHS~) producto de los genes ibpA e ibpB, no solo les

proporciona resistencia al calor, sino que aumenta su resistencia al estrés

oxidativo causado por Oi- (Kitagawa et al., 2000). Hasta la fecha, Hsp33 es la

única chaperona conocida en E. coli cuya función está regulada por las

condiciones redox del citoplasma, ya que cuando hay una situación de estrés

oxidativo se activa mediante la formación de puentes disulfuro (Jakob et al., 1999).

Así, Hsp33 parece tener un papel protector importante en situaciones de estrés

oxidativo y térmico, condiciones que están íntimamente ligadas in vivo a través del

daño que se ejerce en las proteínas celulares. Muy recientemente se decribió

cómo esta chaperona Hsp33 actúa bajo un estrés oxidativo severo donde OnaK es

inactivada (Winter et el., 2005) .

I.V Sistema global de regulación de la respuesta al estrés térmico en E. eoli.

Otro estrés que es importante discutir en la introducción de esta Tesis es el

estrés térmico. En Eschetichie coli un sitema de control complejo regula la

expresión 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 regulón

de sigma 24, 0
24 ó oE, que consiste en los genes rpoE y htrA (degP). El gene htrA

se requiere para la sobrevivencia y el crecimiento a temperaturas mayores de

42"C. El otro regulón es el de sigma 32, 0
32 ó oH que es el que más se conoce y

que regula la transcripción de más de 30 genes. La proteína reguladora de este



regulón es el factor a32 que sólo puede reconocer promotores de genes de estrés '

térmico (Connolly et al., 1999). El factor sigma para condiciones de no estrés, alO,

en si es una proteína de choque térmico y puede transcribir algunos genes de

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

La mayoría de los genes cuya transcripción es inducida por estrés térmico

son chaperonas moleculares, por lo que ahondaremos en la definición y

descripción de las mismas.

I.V.I Definición de chaperonas moleculares

Las chaperonas moleculares son proteínas cuya función es la de reconocer

a otras proteínas que no tengan o que hayan perdido su conformación espacial

específica y las asisten para que la readquieran, de lo contrario, sean degradadas

(Hayes y Dice, 1996).

I.V.U Clasificación

A las chaperonas se les ha clasificado en dos grupos: chaperonas y

chaperoninas. La diferencia entre ambos grupos es el mecanismo mediante el cual

asisten a las proteínas desplegadas para que adquieran su conformación espacial

funcional.

Las chaperonas reconocen a su substrato mediante interacciones

hidrofóbicas. El mecanismo mediante el cual actúan es propiciando un

rnicroarnbiente en la zona de interacción con sus substrato el cual puede adquirir o

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

Las chaperoninas reconocen a su substrato mediante interacciones

hidrofóbicas; la diferencia consiste en que las chaperoninas forman multirneros

con una estructura similar a la de un barril. Así, las proteínas que necesitan ser
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asistidas son introducidas en dicha estructura y es ahí donde tienen el ambiente

propicio para adquirir su conformación nativa (Ranson et al. , 1998; Fig. 2 8).

Existen proteínas que, aunque no se han reconocido como otro grupo de

chaperonas, participan en la degradación de péptidos de forma dependiente de

ATP. Algunas se han descrito como chaperonas asociadas a proteasas (ClpXP y

ClpAP) o sólo proteasas (Lon y FtsH) y tienen una estructura similar a las
I

chaperonas, por lo que algunos autores les han denominado charoninas (Maurizi ,

2001; Fig. 2 C).

Chaperona
Desplegamiento

-: @-. ~-'e
,,~ G-=K @

Mal plegamiento

2A

Conformación
funcional

Chaperonina

~
GroELlS

28

Lon

2C

'"'7Proteina
degradada

ClpXP

~ (peptidasa)
(Dominio de (Dominio de
chaperona) chaperona)

D " d~ eonuruo e
chaperona

Dominio de
Proteasa

9

Charoninas

Proteina , "
degradada '7 ..-

Figura 2. Funcionamiento esquematizado de los diferentes tipos de
chaperonas presentes en E. coli. 10



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

degradación de proteínas 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 basándose en su masa

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

Farnllía dechaperonas chaperona enE.eo/l '" Homólogo enel,lcarlonte Funelón .' '1 j;.... .'

Hsp 100 ClpA Hsp104 , Hsp78 Proteólisis dependiente de ATP

ClpB Afg3p, Rcalp Desagregación de proteínas

dependiente de ATP

ClpX Lon Proteólisis dependiente de ATP

ClpY Proteólisis dependiente de ATP

FtsH Proteólisis dependiente de ATP

Lon Proteólisis dependíente de ATP

Hsp90 HtpG Hsp82 Chapetona dependiente de ATP

Hsp70 DnaK Hsc70 , Hsp72 , Bip Chaperona dependiente de ATP

Hsc66 Ssqlp

Hsc62

Hsp60 GroEL CCT , TriC Chaperona dependiente de ATP

Hsp40 DnaJ Hdj1, Scj1 , Ydj1 Chaperona independiente de ATP

sHsp IpbA,lpbB Hsp25 Chaperona dependiente de ATP

Hsp33 Hsp33 Chaperona independiente de ATP

regulada por el edo . redox.

Tabla 1. Principales familias de chaperonas en E. coli (Lund, 2001).

I.v.m Funciones de las chaperonas

Las chapetonas moleculares están involucradas en diversos procesos

celulares además de la asistencia al correcto plegamiento de los péptidos

nacientes y en la protección de proteínas ya sintetizadas. Muchas proteínas que

se sintetizan en el citoplasma están 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 proteínas 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 proteínas en este estado hasta que

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

La chaperona SecB es un ejemplo de la participación de las mismas en el

transporte de las proteínas a través de la membrana celular. Esta chaperona

mantiene a los péptidos que serán transportados en un estado desplegado con la

finalidad de que puedan pasar por el complejo de translocación. SecB unido a su

substrato, puede interaccionar con la proteína SecA la cual sirve como nexo entre

SecB y el translocón (Driessen et al., 1998).

La mayor parte de los polipéptidos implicados en el plegamiento en el

periplasma son catalizadores más que chaperonas. Debido a la falta de evidencia

experimental, resulta difícil determinar si una proteína periplasmática implicada en

el plegamiento de polipéptidos es una chaperona, un catalizador del plegamiento o

ambas cosas.

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

El desdoblamiento de las proteínas y su agregación es el mayor daño que

causa el estrés térmico en las células. Las chapetonas son fundamentales en la

respuesta a este estrés. Se ha descrito que las chaperonas ayudan a las proteínas

sintetizados a mantener su conformación funcional durante el estrés, lo cual

permite que los procesos celulares se puedan llevar a cabo a elevadas

temperaturas.

Antes se pensaba que las chapetonas eran proteínas importantes para el

metabolismo celular únicamente bajo condiciones de estrés, particularmente

durante un choque térmico, de ahí su denominación (Heat Shock Proteins, Hsp).
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Posteriormente se demostró que las chaperonas también son necesarias para el

metabolismo en condiciones normales de crecimiento

El estrés oxidativo se ha relacionado con el estrés térmico dado que la

sintesis de algunas proteínas del estrés calórico es también inducida por el estrés

oxidativo. Se debe mencionar que el mecanismo genético de la inducción de la

síntesis de HSP por estrés oxidativo aún no es conocido, aunque se ha propuesto

que el desdoblamiento de proteínas puede ser un factor importante (Van Bogelen

et al., 1987) .

I.VI Justificación de este proyecto de investigación

Mucha de la información referente a la respuesta al choque térmico en

Escbericnie colí proviene de estudios de cultivos bacterianos en fase exponencial

de crecimiento bajo condiciones aeróbicas (Neidhart et al., 1984; Morimoto et al.,

1999).

A pesar de que Benov y Fridovich (1995) demostraron que el choque

térmico aeróbico provocaba estrés oxidativo, solo pocos estudios han relacionado

la tensión de oxígeno 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 hábitat natural de Escherichie colí es el tracto

gastrointestinal, lo que implica que mucha de su ex istencia se da en condiciones

anaeróbicas y en fase estacionaria de crecimiento. A pesar de esto, no han sido

aún reportados estudios de la respuesta al choque térmico de Escnerichie colí bajo

condiciones anaeróbicas.

El estudio de la fase estacionaria de crecimiento ha tomado mucha atención

en los años recientes. De hecho, el factor sigma S, a S, ha sido ampliamente

estudiado y es claro que presenta una regulación transcripcional, post­

trancripcional, traduccional y post-traduccional sumamente compleja (Hengge-
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Aronis, 2002). Las células en fase estacionaria de crecimiento muestran

resistencia hacia el estrés térmico , agentes oxidantes como peróxido de hidrógeno

y cloruro de sodio (Kolter et al., "1993). Esta resistencia intrínseca en la fase

estacionaria es dependiente de la sintesis proteica (Jenkins et al., 1988) y de

regulones controlados por el factor ü
32

. Las proteínas de choque térmico son

preferencialmente producidas ante condiciones de inanición durante las primeras

horas de la misma (Groat et al., 1986) y se ha reportado que OnaK tiene un papel

esencial en la termotolerancia y resistencia al peróxido de hidrógeno bajo estas

condiciones (Rockabrand et al., 1995).

Muy recientemente, King y Ferenci reportaron que ü
S presenta papeles

divergentes en Escherichie colí bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas (King y

Ferenci, 2005). A pesar de estos hechos, no existen estudios reportados

referentes a la respuesta de Eschetichie colí al choque térmico en fase

estacionaria bajo condiciones de crecimiento aeróbico y anaeróbico.

I.VII Objetivo general

El objetivo principal consiste en estudiar el papel de los factores ü
H y ü

S

ante condiciones de estrés térmico y oxidativo en Escherichie colí.

I.VIII Objetivo específico

Analizar el efecto de la ausencia de los factores ü
H y ü

S bajo condiciones

de estrés térmico y estrés oxidativo en Esclietichie colí en fase de crecimiento

exponencial y estacionaria tanto en condiciones aeróbicas como anaeróbicas.
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Capítulo 11.
,

MATERIAL Y METODOS

11.1 Cepas bacterianas

Se emplearon las siguientes cepas de Escherichie coli.

Tabla 2. Cepas bacterianas

Cepa Genotipo Resitencia Concentración

MC4100 F'L\lacU169 rpsL Estreptomicina 200 pg/ml

JMHOO39 MC4100 rpoS::tet Tetraciclina 25 ~lg/ml

BB7224 MC4100 L\rpoH::l<an Kanamicina 100 ~lg/ml

11.11 Medios y condiciones de cultivo

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes:

11.11.1 Medio LB

Composición:

Extracto de levadura 0.5%

NaCI1%
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Triptona 1%

pH 7.4

Para medio sólido de agregó 1.5% de agar bacteriológico

11.11.11 Medio Mínimo (MM) con glucosa al 0.2% y 19 aminoácidos (19 aa),

Composición :

NH4C10.1%

KH2P040.3%

Na2HP040.6%

NaCI0.05%

pH 7.0

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

los.aminoácidos (20 pg/ml ) excepto metionina.

11.11.111 Medio de dilución (MD)

Composición

MgS04 10 mM

11.111 Métodos de fisiología bacteriana

11.111.1 Curvas de crecimiento

Los cultivos bacterianos se hicieron a partir de un precultivo fresco. Este

precultivo se preparó por la inoculación de la cepa correspondiente en un tubo de

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

agitación constante (250 rprn),

Para realizar las curvas de crecimiento aeróbicas se inocularon en un

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

16



necesario para alcanzar una densidad óptica a GOOnm (00600nm ) de 0.1 (la

00600nrn se midió en un espectrofotómetro marca Armersham Ultrospec 3100 pro).

los matraces se incubaron a 30°C con agitación constante a 250 rpm. la

densidad óptica se midió cada dos horas durante 12 horas (Fig . 3.1).

En el caso de las curvas de crecimiento anaeróbicas, se añadió al medio de

cultivo nitrato de sodio a una concentración final de 40 mM y se realizó el mismo

procedimiento pero dentro de una cámara de anaerobiosis marca Plas labs, la

cual contenía una mezcla de gases del 85% de N2 , 10% de H2 y 5% de CO2 . las

condiciones de anaerobiosis se verificaron utilizando un oxímetro marca Clark

(Yellowsprings, USA) y tiras BBl indicadoras de anaerobiosis (Sparks, MO, USA).

/1.111./1 Cuentas viables

Una vez obtenidas las cinéticas de crecimiento de cada una de las cepas,

se determinó a qué densidad óptica se realizaría el reto al estrés térmico ú

oxidativo tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de crecimiento. En

el caso de fase exponencial, la 00600nrn fue de 0.5, mientras que en fase

estacionaria la 006UOnrn fue > a 1.2. Establecidos las densidades ópticas con las

cuales se realizarian los experimentos, se procedió a realizar el ensayo de

viabilidad el cual se describe a continuación:

De un precultivo se tomó una alícuota de 200 ~L1 Y se inocularon 10 mi de

medio MM 19 aa. Este cultivo se incubó a 30°C con agitación constante hasta una

00600nm de 0.5 o de 1.2 (según la fase de crecimiento a estudiar). Una vez que el

cultivo alcanzó esta densidad celular, se tomaron 100 ~L1 Y se diluyeron en 900 pi

de MO (dilución 10-1) . Esta muestra correspondió al control. Posteriormente se

sometió· al cultivo a estrés térmico (cambio de temperatura de 30 a 4rc) o a

estrés oxidativo (adición de H20 2 hasta una concentración final de 5 mM). A partir

del momento que se provocó el estrés, se comenzó 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 MO. Posteriormente se realizaron diluciones seriales de cada muestra (hasta

una dilución de 10-U) . Oe cada dilución se tomaron 4 ul Y se colocaron en una caja

Petri con medio selectivo ordenándolas para que en la misma caja se sembraran

todas las diluciones (desde 10-2 hasta las 10-U) 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 procedió al

análisis de resultados.

En el caso de las cuentas viables anaeróbicas, el experimento se realizó en

la cámara de anaerobiosis, pero las diluciones seriales y la siembra en las cajas

Petri se realizaron en condiciones aeróbicas.

II.IV Técnicas de marcaje radiactivo

II.IV.I Obtención de cultivos

Para realizar el marcaje en fase de crecimiento exponencial, de un

precultivo se tomó una alícuota de 2 mi y se inocularon 60 mi de MM 19 aa con el

antibiótico correspondiente. Se incubó el nuevo cultivo a 30"C con agitación

constante (250 rpm) hasta que alcanzara una OOuOOl1rn de 0.5.

En el caso del marcaje en fase estacionaria, 60 mi del MM con glucosa al

0.2% y 19 aminoácidos y el antibiótico correspondiente se inocularon con 2 mi del

precultívo correspondiente. Este cultivo se incubó a 30"C a 250 rpm toda la noche,

midiendo la 00600l1rn al día siguiente ajustándola para que estuviese a

aproximadamente 1.2.

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

de proteínas.
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Marcaje radiactivo ante condiciones de estrés térmico. Una alícuota de 1 mi fue

tomada antes de realizar el estrés y fue colocada en un tubo eppendorf de 1.5 mi

que contenía 25 pCi de L-35S-metionina (Amersham, Bioscience) y fue incubado a

30 "C (tubo control). El marcaje se realizó durante un intervalo de tiempo de 2

minutos por, por lo que la ventana de marcaje fue 0-2, 2-4 , 4-6 Y así

sucesivamente hasta 26-28-min, transcurridos los cuales se añadieron 40 ~d de

una mezcla que contenía L-metionina sin radiactividad (800 ~lg/ml) y c1oramfenicol

(40 ~lg/ml) con el fin de que la metionina "fría" compitiera con la "caliente" y se

detuviera así la incorporación del aminoácido radiactivo y de que el antibiótico

detuviera la sintesis de proteínas. Este mismo procedimiento se realizó después

de realizar el estrés térmico (cambio de temperatura de 30 a 47°C) tomando

alícuotas de 1 mi cada 2 minutos durante 28 mino

Las células fueron centrifugadas, resuspendidas en 20 ul de buffer Laemmli

(el cual contiene un colorante quía para la electroforesis, glicerol, SOS y 13­

mercaptoetanol para evitar que se agreguen las proteínas) y 5 ul, de inhibidor de

proteasas en el caso de los cultivos de fase exponencial; en el caso de los cultivos

de fase estacionaria, se añadieron 90 pi del buffer y 1O ul del inhibidor de

proteasas. Las muestras fueron agitadas vigorosamente y calentadas en agua

hirviendo por 2 mino Se cargaron 5 ul de cada muestra de cada experimento en los

pozos de un gel SOS-PAGE (Sambrook et al., 1989).

I.IV.lI Elecroforesis de proteínas en geles de poliacrilamina

Esta se efectuó según la técnica reportada por Laemmli (1970). El gel

separador contenía 1.5 mi de acrilamida al 30%. Se añadió 1.24 mi de una

solución de Tris HCI 1.5 M pH 8.8 Y 50pl de SOS al 10% para desnaturalizar a las

proteínas y minimizar su carga negativa. El gel se polimerizó químicamente por la

adición de 5~t1 de TEMED y 50~t1 de persulfato de amonio al 10%.
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El gel concentrador se preparó con 500pl de una solución de acrilamida al

30%, 750 ul de una solución de Tris HCI 1.5 M pH 6.8 Y 60 pi de una solución de

SOS al 10%. El gel se polimerizó con la adición de 3~t1 de TEMED y 30~t1

persulfato de amonio al 10%.

Los geles se montaron en cámaras para electroforesis verticales Mini­

Protean (Bio-Rad). Para desnaturalizar a las proteínas, previamente se incubaron

en baño maría por 3 mino Los carriles en el gel concentrador se cargaron con 5 ul

de muestra. La electroforesis se corrió con el amortiguador de corrida Laemmli a

80 V para el gel concentrador y 100 V para el gel separador hasta que el frente

llegó al final del gel.

Solución amortiguadora de electroforesis:

Tris-Hcl (pH 8.8) 25 mM

Glicina192 mM

SOS 0.1% (w/v)

JI.IV.III lindón secado del gel

Después de haber realizado la corrida electroforética del las muestras, los

geles se tiñieron por 5 minutos a temperatura ambiente con azul de Coomassie

al 0.1%. Los geles se destiñeron lavando con ácido acético glacial y metanol al

10% por varias horas en agitación constante.

Tinción de Coomassie

Ácido acético 10% (v/v)

Azul brillante de Coomassie 0.01% (w/v)

Metanol 50% (v/v)

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

filtro Whatman en una plancha secadora de geles de Bio-Rad.

20



II.IV.lV Exposición 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 exposición durante 3 horas a TA. Las

placas se reve laron en la obscuridad con luz roja con revelador fotográfico; se

enjuagaron en agua corriente y se trataron con fijador fotográfico

Fina lmente, las autorradiografías se escanearon para su posterior anál isis.
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Capítulo 111. RESULTADOS

11I.1 Curvas de crecimiento

A continuación se muestran los resultados de las curvas de crecimiento de
las cepas MC4100, JMH0039 (rpoS) y 887224 (rpoH) en condiciones aeróbicas y
anaeróbicas.

10 ,------ ------------------,

1

OD600 nrn

1

0.1
o 2 4 6

-Ü2

8

Tiempo (h)

10 12

!
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Fig. 3.1 Cinéticas de crecimiento de las cepas MC4100 (-11- ), JMH0039 (-ce- ) y 887224
( -A- ) en condiciones aeróbicas (+02) Y anaeróbicas (-02) , 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 podernos observar la cinética de crecimiento de las cepas

estudiadas; con una flecha roja se señala en qué momento de la cinética se

sometió a los cultivos a las condiciones de estrés tanto en aerobiosis como en

anaerobiosis , esto con el fin de establecer la fase de crecimiento y la 00600nl1l con

la que se trabajaría tanto en fase exponencial corno en fase estacionaria.

En el caso de fase exponencial , la 00600 fue de 0.5, mientras que en fase

estacionaria la 00600 fue> a "1.2. Una vez establecidos las densidades ópticas con

las cuales se realizarían los experimentos, se procedió a realizar los ensayos de

viabilidad.

111.11 Viabilidad de las cepas MC4100, JMH0039 (rpoS) y 887224 (rpoH) bajo

estrés térmico y oxidativo en aerobiosis y anaerobiosis

A continuación se muestran los resultados de las cuentas viables realizadas

a la cepa parental MC4100, a la JMH0039 (rpoS) y a la 887224 (rpoH) después

de que los cultivos fueron sometidos a condiciones de estrés térmico (cambio de

temperatura de 30 a 47"C) y a estrés oxidativo (adición de HzOz 5mM). Se analizó

el efecto en la viabilidad de las células a diferentes intervalos de tiempo (de O

hasta 90 min) después de que se efectuó el estrés mediante la realización de

diluciones seriales (hasta 10-6 ) de cacÍa una de las muestras en los diferentes

intervalos de tiempo. En las imágenes inferiores se observa el efecto en la

viabilidad celular tanto en los cultivos de fase exponencial como los de fase

estacionaria creciendo aeróbicarnente y anaeróbicamente.
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111.11.1 Viabilidad de las cepas MC4100 y 887224 (rpoH) bajo estrés
térmico y oxidativo en aerobiosis

En las siguientes imágenes podremos observar el efecto en la viabilidad de

las cepas analizadas como resultado de la exposición al estrés térmico y oxidativo

en condiciones aeróbicas de crecimiento .

• Fase exponencial

ET (30 a 47°C)

MC 4100

Dilución
1O~:¿ 10-J 10-4 10':>

BB7224 (/J)()Jf)

10~ 10~ 10~ 10~

MC 4100 BB7224 (/pol1)

o

5

15

Tiemp o 30
(mili )

60

90

• Fase estacionaria

ET (30 a 47°C)

o

5

15
Tiempo
(mili) 30

60

90

MC 4100

Dilución
10-:¿ 10-J 1O~ 10-:> 10-0

BB7224 (/1)0/1) MC 4100 BB7224 (/pOH)

Fig . 3. 2 Viabilidad de las cepas MC41 00 y 887224 (/poH) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crecim iento exponencial y estacionaria en aerobiosis. 24



111.11.11 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (rpoH) bajo estrés
térmico y oxidativo en anaerobiosis

En las siguientes imágenes podremos observar el efecto en la viabilidad de

las. cepas mutantes después de que se les sometió a estrés térmico y estrés

oxidativo en condiciones anaeróbicas de crecimiento.

• Fase exponencial

ET (30 a 47°C)

o

5

15

Tiempo
(mili) 30

60

90

MC 4100
Dilución

10-¿ 1O-J 10-4 1O-~ io"

BB7224 (11Jof1) MC 4100 BB7224 (lpoR)

• Fase estacionaria

o

5

1" 15iempo
(mili) 30

60

90

MC 4100
Dilución

10-¿ 10-J 10-4 10-0 lO-ü

BB7224 (lp01-1) MC 4100 BB7224 (rpofI)
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Fig. 3. 3 Viabilidad de las cepas MC4100 y BB7224 (/poH) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crecimiento exponencial y estacionaria en anaerobiosis.



111.11.11I Análisis de resultados

Podemos observar que la mutante 887224 (rpoH) en fase exponencial

aeróbica es significativamente sensible al estrés térmico comparándola ,con la

cepa control, esto debido a que al ser una mutante nula en rpoH no se transcriben

los genes que codifican para las proteínas de choque térmico cuando se somete el

cultivo al estrés por calor. Quizá esta sea la razón que explique la baja viabilidad

de esta cepa. Esta sensibilidad se ve notablemente incrementada en condiciones

anaeróbicas, probablemente debido a que en ausencia de oxígeno el metabolismo

cambia y exista otro tipo de defensa intrínseco, lo que significa expresión o

represión de genes que en este caso , no contribuyen al mantenimiento de la

viabilidad ante estas condiciones.

Ante estrés oxidativo, observamos que únicamente en condiciones

aeróbicas, la viabilidad de la cepa 8B7224 (rpoH) se ve significativamente

afectada, comparada con el control. En condiciones anaeróbicas, la viabilidad en

ambos casos es similar.

En fase estacionaria, tanto en aerobiosis como anaerobiosis, la viabilidad

de la cepa 887224 (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 (síntesis de proteínas de fase

estacionaria, síntesis de moléculas como la trehalosa) que ayudan' a contender

contra el estrés térmico y oxidaUvo.
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IIL1L1V Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 (rpoS) bajo
estrés térmico y oxiclativo en aerobiosis

. En las siguientes irnáqenes podremos observar el efecto en la viabilidad de

las cepas analizadas como resultado ele la exposición al estrés térmico y oxidativo

en condiciones aeróbicas de crecimiento.

• Fase exponencial

ET (30 a 47°C) EO (H zOz [5mM])

o

5

15
Tiempo
(mi n) 30

60

90

MC 4100
Dilución

10-¿ 10-;) 10-4 10-0

JMI-I0039 (l]JOS) MC 4100 JMI-I0039 (llJOS)

• Fase estacionaria

ET (30 a 47°C) EO (H zOz [5 mM])

MC 4100 JMI-I0039 (rpciS¡ MC 4100 JMI-I0039 (llJOS)

o

5

15

Tiempo
(min) 30

60

90

Dilución

10-¿ 10-;) 10-4 10-0 10-0 10-¿ 10-;) 10-4 10 -0 '10-0

Fig. 3. 4 Viab ilidad de las cepas MC41 00 y JMH0039 (,poS) bajo estrés térmico y oxidativo
en fase de crec imiento exponencial y estacionaria en aerobiosis. 27



III.1I.V Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 (rpoS) bajo
estrés térmico y oxidativo en anaerobiosis

En las siguientes imágenes podremos observar el efecto en la viabilidad de

las cepas mutantes después de que se les sometió a estrés térmico y estrés

oxidativo en condiciones anaeróbicas de crecimiento.

• Fase exponencial

ET (30 a 47°C)

o

5

Tiempo 15
(m in)

30

60

90

MC 4100
Dilución

10-¿ 10-J 10-4 10-:> 10.0

JMH0039 (/]JOS) MC 4100 JMfl0039 (/PoS)

o

5

Tiempo 15
(min)

30

60

90

• Fase estacionaria

ET (30 a 47°C)

MC 4100 JMI-I0039 (/]JoS)
Dilución

10·¿ 10-J 10-4 10-:> 10-0 10-¿ lO-J 10-4 10-:> 10-0

MC 4100 JMH0039 (/PoS)

Fig. 3. 5 Viabilidad de las cepas MC4100 y JMH0039 (rpoS) bajo estrés térm ico y oxidativo
en fase de crecimiento exponencial y estacionaria en anaerobiosis.
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II.II.VI Análisis de resultados

Podemos observar que para el caso de la mutante JMH0039 (/pOS) los

cultivos de fase exponencial de crecimiento sometidos al estrés oxidativo,

presentaron una dismunución 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 control.

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 regulación de genes de fase estacionaria ,

entre los cuales se encuentran genes que codifican proteínas ,encargadas de la

reparación de procesos celulares (incluyendo adaptación y protección) tales como

KatE (hidroperoxidasa 11), UspB (proteína requerida contra el estrés por etanol),

OsmY (proteína penplásrnica cuya síntesis es inducida ante osmolaridades altas),

por mencionar algunas, que le ayudan a contender contra el estrés en general.

Uno esperaría que, al estar afectada la cepa en el gene rpoS, ésta fuera más

sensible al estrés tanto térmico como oxidativo, pero no fue así, lo que nos sugiere

que existen mecanismos adicionales (síntesis de proteínas que ayuden a

contender contra el estrés) que escapan de la regulación de RpoS y que le

permiten a la célula resistir ante el daño causado tanto por estrés térmico como el

oxidativo.
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111.111 Cinéticas de marcaje radiactivo.

La finalidad de realizar el experimento de marcaje radiactivo (pulso y caza)

fue el analizar la síntesis de novo de proteínas en cultivos de fase exponencial y

estacionaria de las cepas MC4100, JMH0039 (lpOS) y 887224 (rpoH) tanto en

aerobiosis como en anaerobiosis únicamente bajo condiciones de estrés térmico

(ET). Este experimento se realizó para analizar la síntesis de proteínas por

intervalos de 2 min durante 28 min consecutivos. A continuación se muestran las

autorradiografías de los geles radiactivos obtenidos.

111.111.1 Cinética de síntesis proteica de la cepa MC41 00, JMH0039
(rpoS) y BB7224 (rpoH) ante ET en aerobiosis

En las siguientes imágenes se observa la cinética de la síntesis de

proteínas de las cepas estudiadas. Nos enfocamos al análisis de la síntesis del

triplete de proteínas características del choque térmico Hsp90, OnaK y GroE . :
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• Fase exponencial

LVIC4100 llll7224 (¡polI) JMH0039 (lJ)OS)

28

Tiempo (min)

Tiempo (min)

o

28 O
Tiempo (min)

o

Tiempo (mili)

o
, ~ ... •.... .•.... ... .... ... ...•.
• ,».
r .

28

Tiempo (mili)

Tiempo (min)

.......• •. .. ••. .... .. . ... . ... .. . .. . ..
.

o

o

Síntesis
proteica

Hsp90

DnaK -j~ii;~~;~=;;:;;: ::=~ -"':__ ~

GroE

• Fase estacionaria

MC 4100 llB7224 (lJ)o/l) JMlI0039 (lJJOS)

o
Tiempo (min)

..... ~ ~ ~ ~ ,
,_ '.k" .. ·-, _,," -c

No se observó
Marcaje radiactivo

Síntes is
proteica

o
Tiempo (min)

28

Fig. 3.6 Cinéticas aeróbicas de sintesis de proteinas de las cepas MC4100, JMH0039 (/poS)
y BB7224 (rpoH) ante estrés térmico en fase de crecimiento exponencial y estacionaria.
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111.111.11 Análisi s de resultados

Es importante señal ar que nos enfocaremos al análisis del triplete de

proteínas características de la respuesta al estrés por calor. Este triplete consta de

las proteínas de choque térmi co Hsp90 , Dnaf< y GroE (90, 70 Y 60 kDa,

respectivamente). En las gráficas inferiores a las imágenes de las

autorradiografías se pretende esquemati zar la síntesis proteica de estas proteínas

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

En aerobiosis y en la fase exponencial de crecimiento observamos que en la

cepa parental, la síntesis del triplete se presenta desde el primer minuto después

de ' que se sometió el cultivo al estrés. Esta síntesis proteica se mantiene pero

conforme transcurre el tiempo, va disminuyendo. Esto está en perfecta

concordancia con resultados publicados anteriormente (Morimoto el al., 1997). En

el caso de la mutante 887224 (rpoH) , la síntesis de estas proteínas no se

presenta ya que al esta ausente el factor (j"H éste no se une a las regiones

promotoras de los genes de choque térmico y por este motivo no observamos la

síntesis de al menos estas tres proteínas de choque térmico. La mutante JMH0039

(rpoS) presenta una síntesis tardía del triplete proteico, dándose aproximadamente

al minuto 4-6 y manteniéndose conforme transcurre el tiempo sin observar

disminución en su síntesis.

En fase estacionaria, se observa que la síntesis proteica de estas proteínas se

da tardíamente, aproximadamente entre los minutos 10-12 después del estrés

térmico. Esto nos indica que la respuesta ante estrés térmico en fase estacionaria

implica la síntesis de proteínas de choque térmico que aunque es tardía , se

presenta ayudando así a la célula a contender contra este tipo de estrés. Con

respecto a las mutantes en tpol-l y IpOS, no se observaron bandas en la

autorradiografía que indicaran síntesis proteica . Esto se podría atribuir aun mal

desarrollo de la técnica experimental.
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JMfI0039 (rpoS)BB7224 (l1}ofl)

111.111.111 Cinética de síntesis proteica de MC4100, JMH0039 (rpoS) y 887224

(rpoH) ante El en anaerobiosis

En las siguientes imágenes se observa la cinética de la síntesis de proteínas

de las cepas estudiadas.

• Fase exponencial
MC 4100

28

Tiempo (ruin)

Tiempo (min
o

o

28
Tiempo (min)

Tiempo (min)

~. " ,-,,_., ,. "'"
.. lit ". l'! 1lI!"''' l!! III R " ", .. "t ll' llI! lr "' .. llt l!l!lllll "' .. lO ll'''!!''' II!I I'l l'l:!lI" '!l •.
o

o28

Tiempo (m in)

Tiempo (rnin
o

Síntesis
proteica

• Fase estacionaria

MC 4100 BB7224 (lpoIi) JMII0039 (rpoS)

o
Tiempo (min)

No se observó
Marcaje radiactivo

/
I

Síntesis
proteica

o
Tiempo (min)

28

Fig. 3.7 Cinéticas anaeróbicas de síntesis de proteínas de las cepas MC41 00, JMH0039 (lpOS)
. y 887224 (tpoH) ante estrés térmico en fase de crecimiento exponencial y estacionaria .
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1I1.111.1V Análisis de resultados

En condiciones anaeróbicas, la cepa MC4100 presenta una síntesis del

triplete de proteínas inmediato (como en condiciones aeróbicas). Interesantemente

y a diferencia de la cinética aeróbica, la síntesis proteica se mantiene durante los

28 min que duró el estrés térmico sin disminuir. En el caso de la mutante en rpoH

se observó nuevamente síntesis de estas proteínas debido a la ausencia del factor

oH por lo que no se transcriben los genes de choque térmico. En la mutante en

rpoS se observa la síntesis de estas proteínas después de aproximadamente 4

min después del estrés y esta síntesis, al igual que en condiciones aeróbicas, se

mantiene conforme transcurre el tiempo.

En la fase esacionaria de crecimiento anaeróbico la respuesta al choque

térmico es más temprana (a los 4 rnin después del estrés) y se mantiene durante

el lapso de tiempo analizado sin disminuir. Nuevamente, no se observa síntesis

proteica en las cepas rpoH y rpoS debido probablemente a error en el desarrollo

de la técnica experimental.
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Capítulo IV. DISCUSION

IV.I Conclusiones generales

Escheríchía colí es una bacteria facultativa donde uno de sus hábitats

naturales es el tracto gastrointestinal. Dado este hecho, mucha de su existencia

transcurre en condiciones anaeróbicas y en fase estacionaria de crecimiento. La

importancia del presente trabajo radica en que la mayoría de los estudios

realizados para analizar la respuesta al choque térmico se han llevado a cabo en

condiciones aeróbicas de crecimiento yen este trabajo por primera vez se analizó

la respuesta al estrés térmico y oxidativo en condiciones anaeróbicas 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, JMH0039

(rpoS) y 887224 (rpoH), estudiando las fases de crecimiento exponencial y la

estacionaria, analizando el efecto de realizar el experimento en condiciones

aeróbicas o anaeróbicas de crecimiento. También se analizó el efecto del estrés

térmico en la síntesis proteica estudiando ambas fases de crecimiento tanto

aeróbicas como anaeróbicas.

Referente a los resultados de los ensayos de viabilidad, en el caso de la

cepa 887224 (rpoH), se observó que al ser sometida tanto a estrés térmico como

estrés oxidativo en condiciones aeróbicas de crecimiento, la viabilidad de la cepa

se observa significativamente afectada pero únicamente 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 anaeróbicas de crecimiento , se observó que

esta cepa mutante es extremadamente sensible en fase exponencial al estrés

térmico , lo que sugiere que en anaerobiosis se encuentran ausentes proteínas 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 estrés 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 JMH0039 (rpoS) se

observó que es más 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, sólo en

anaerobiosis la viabilidad de la cepa se observa significativamente disminuida en

fase exponencial de crecimiento .

En esta cepa no se expresa el factor aS; por lo tanto, en fase estacionaria

hay niveles bajos de transcripción de genes de esta fase de crecimiento que

ayudan a contender contra el estrés en general. Se esperaría entonces que la

viabilidad de esta cepa estuviera significativamente afectada al ser sometida a

estrés térmico y oxidativo en fase estacionaria, sin embargo, esto no sucede, ni en

aerobiosis ni en anaerobiosis. Únicamente se observó disminución en la viabilidad

cuando se sometió a estrés oxidativo anaeróbico. El hecho de que la mutante no

fuese sensible al estrés en fase estacionaria nos sugiere que existen mecanismos

adicionales que escapan de la regulación de RpoS permitiendo a la· célula

contender contra estos tipos de estrés.

Los resultados obtenidos referentes a la síntesis proteica en la cepa

MC4100 mostraron que la respuesta al choque térmico se sostiene durante un

periodo largo de tiempo bajo · condiciones anaeróbicas de crecimiento . En

condiciones aeróbicas, esta respuesta se presenta, pero disminuye conforme
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transcurre el tiempo (Figs. 3.6 y 3.?) . Estos resultados nos muestran que la

respuesta al choque térmico es diferente en condiciones aeróbicas que

anaeróbicas, debido a que el metabolismo en ambas condiciones es diferente. En

este caso, en ambas situaciones se sintetizan las proteínas de choque térmico que

analizamos (Hsp90 , OnaK y GroE), sin embargo, ésta síntesis no es igual. En

ambos casos, la síntesis de estas proteínas es inmediata pero mientras que en

condiciones aeróbicas la respuesta disminuye con el transcurso del tiempo, en

condiciones anaeróbicas ésta se mantiene constante durante el periodo de tiempo

analizado.

En cuanto a la cepa 887224 (rpoH), ésta al no tener el gene que codifica

para el factor (j"H, no puede llevarse a cabo la transcrípción de los genes de

choque térmico y por esta razón, no se observa en las imágenes de las

autorradiografías la síntesis de las proteínas estudiadas (Hps90, OnaK y GroE)

esto ni en condiciones aeróbicas ni en anaeróbicas. En el caso de la cepa

JMH0039 (rpoS) se observó síntesis proléica de este triplete de proleínas. Se

esperaba que, al tener esta cepa inlaclo el gene rpoH y al estar presente en

ambas el factor (j"70, la síntesis proleica fuera similar a la de la cepa MC4100 sin

embargo, esto no fue así. Esto nos sugiere que por algún motivo, en esta cepa

mutante, (j"H no activa inmediatamente la transcripción de los genes de choque

térmico. Lo que nos sugiere que la presencia de (j"s es indispensable para la

activación temprana de (j"H como faclor transcripcional de los genes de choque

térmico.

Se debe de repetir el rnarcaje radiactivo en fase estacionaria de ambas

cepas mutantes, la JMH0039 (/pOS) y la 887224 (/poH) ya que debido muy

probablemente a un mal desarrollo experimental de la técnica, no se logró obtener

el marcaje proteico de ambas cepas rnulantes . Esto con el fin de reevaluar si se

sintetizan estas proteínas bajo dichas condiciones , lo que nos ayudaría, por

ejemplo, en el caso de la cepa JMH0039 a entender por qué en fase estacionaria

la viabilidad de esta cepa no se observa significativamente alterada comparada

37



con el control. También sería de gran interés observar el efecto del estrés

oxidativo en la síntesis de estas proteínas, analizando ambas fases de crecimiento

y en condiciones aeróbicas y anaeróbicas de crecimiento.
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