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RESUMEN

El genoma de Escherichia coli se encuentra organizado en asas superenrolladas
negativamente. El grado de superenrollamiento (SE) esta reguiado principaimente por la
accion de la Topoisomerasa | (Top () y de la DNA Girasa. La DNA Girasa introduce SE de
tipo negativo con ia hidrélisis de ATP, mientras que la Top | disminuye ef grado de SE
negativo. La sintesis de estas enzimas esta regulada por el nivel de SE; en un genoma
muy SE induce la sintesis de la Top | y en uno relajado se induce la sintesis de la DNA
Girasa. Durante los primeros minutos de la respuesta a un estrés por calor, se ha
observado que hay una disminucién en el grado de SE y posteriormente hay una
recuperacion o incremento en el nivel de SE. Ademas, para la recuperacién en el grado
de SE se requiere de la sintesis de proteinas en los primeros minutos del estrés. £n esta
respuesta a estrés se induce un grupo particular de proteinas, llamadas proteinas de
estrés calérico, aunque no se ha reportado que se incremente la sintesis de la DNA
Girasa. En este trabajo se reporta, que durante la respuesta a estrés por calor no hay un
aumento de las subunidades que conforman a ia DNA Girasa (GyrA y GyrB) mediante un
andlisis de proteina total. En un ensayo mas sensible (inmunoprecipitacién) no se detectd
un incremento significativo en el nivel de sintesis de la subunidad GyrA, pero su nivel de

sintesis s& mantiene constante.

Por otra lado, se ha propuesto que la actividad de la DNA Girasa depende de la
relacion [ATP)/[ADP]. /n vitro, al aumentar o disminuir esta relacion, la actividad de la
DNA Girasa aumenta o disminuye respectivamente. /n vivo, durante un estrés anaercéhico
y estrés osmético, hay un incremento en el grado de SE, asi como también en la relacién
[ATPUIADP]. Los resultados gue se presentan en este trabajo muestran que también en
la respuesta a estrés caldrico, el incremento en el SE se acompana de un aumento de
aproximadamente 2.3 veces en la relacion [ATP]/[ADP]. Por lo que posiblemente este

aumento en la relacién afecte a la DNA Girasa en su actividad.

La DNA Girasa se mantiene activa a temperaturas de estrés elevadas, incluso en
condiciones letales. in vivo, durante la respuesta a estrés caldrico a 47°C no hay un

incremento en la cantidad de la DNA Girasa aunque existe un aumento en la relacion



[ATPVIADF]. En un estudio in vifro con la DNA Girasa a 46°C se observd que su
actividad disminuia rapidamente en ausencia de sus cofactores (ATP y ADP). Los
resultados obtenidos en este trabajo, al probar la actividad de la DNA Girasa. en
presencia y ausencia de ATP, se observo que en presencia de ATP la DNA Girasa retiene
un 20% de su actividad a 46°C.

Posiblemente, en la recuperacion en el grado de SE esten implicados otros
efectos, ademas del incremento en la relacion [ATPJ[ADP], la cantidad constante de

DNA Girasa y su parcial actividad a 46°C en presencia de ATP in vitro,

IS



INTRODUCCION

Una de las caracteristicas esenciales de los seres vivos es su capacidad de
ajustarse a las condiciones que les presenta el ambiente; a esta caracteristica se
le llama plasticidad. Los seres vivos convierten las diferentes condiciones del
ambiente en sefiales, que pueden actuar scbre los sistemas de regulacion
genetica, activando o reprimiendo la transcripcién de un conjunto de genes. De
esta forma, un cambio ambiental puede inducir varios genes y como resultado dar
una respuesta a nivel celular o conductual, permitiéndole al organismo su
adaptacion o sobrevivencia.

En las bacterias, los sistemas globales de regulacion genética se
componen de un conjunto de regulones, operones y genes que se expresan de
manera coordinada en respuesta a un estimulo. Un reguldn es un grupo disperso
de operones y genes gque son controlados por un regulador comun, que puede ser
un represor a un activador. Un operdn es un conjunto de genes que se transcribe
en un solo LRNA (policistrénico), pero en el cual cada gene se traduce

independientemente y en forma coordinada (Neidhardt, 1987).
Respuesta celular al estrés por calor,

Durante un incremento subito en la temperatura del medio, los organismos
presentan una respuesta celular transitoria, llamada respuesta a estrés caldrico.
Esta respuesta se caracteriza por un aumento en la sintesis de un grupe particular
de proteinas, denominadas de estrés calérico. La funcidn primordial que se ha
propuesto para estas proteinas, es la de contender con los posibles dafios
celulares producidos por la temperatura. La respuesta celular a estrés calérico se
encuentra muy conservada a lo largo de la escala evolutiva, ya que se presenta

en arquebacterias, eubacterias, hongos, plantas, invertebrados y vertebrados



incluyendo al hombre (Neidhard y VanBogelen, 1987, Morimoto et a/, 1990: Yura
et al, 1993).

Durante la respuesta a estrés calorico, ademas de un aumento en la
sintesis de las proteinas de estrés caldrico, varios procesos celulares se ven
perturbados. A temperaturas letales (50-53°C) para la enterobacteria Escherichia
coli, hay inhibicion del crecimiento celular, ruptura del DNA, pérdida de la
estructura nativa y agregacion de proteinas, incremento en la fluidez membranal y
eliminacion de fragmentos de la membrana externa mediante la formacion de
vesiculas de lipopolisacaridos ( Katsui ef al, 1982; Tsuchido et al, 1985; Tsuchido
et al, 1986; Mejia et al, 1995).

Ademas del calor, existen otros estimulos que pueden inducir un aumento
en la sintesis de algunas de las proteinas de esirés calorico. Entre estos
estimulos se encuentran: factores fisicoquimicos (cambics en el pH y la
osmolaridad, radiacion con luz ultravioleta), sustancias toxicas al metabolismo
{etanol, antibioticos, metales pesados, agentes intercalantes o aductores del DNA)
y procesos metabdlicos complejos (ayunc de aminoacidos y carbono, estrés
oxidativo e infecciones virales). Sin embargo, el aumento en la sintesis de
proteinas y su cinética es diferente a la presentada por el estimulo de la
temperatura, por lo que se sugiere la existencia de diferentes niveles en la

regulacién a la respuesta a estrés caldrico (Brady ef al, 1987; Bukau, 1993).

Las proteinas de estrés calérico, ademas de tener un papel en la proteccion
contra los efectos producidos por la temperatura, son importantes para |a fisiologia
basal de la célula. Estas proteinas participan en la replicacion del DNA, la
oligomerizacién, transporte y secrecion de proteinas, en el plegamiento correcto
de la cadena poiipeptidica naciente durante la traduccién, asi como en la
disociacidn de posibles agregados proteicos (Morimoto et af, 1990; Ellis y Van der
Vies, 1991; Hendrick y Hartl, 1993; Yura, 1993).



Modelo de la regulacion del estrés calorico en E. coli.

El modelo de la respuesta celular a estrés caldrico, se basa principalmente
en los estudios de cambios de temperatura de 30 a 42°C. Durante |a respuesta se
inducen dos regulones, el de o* (c**) (Raina et al, 1995) y el de °2. £l reguién de
of tiene aproximadamente 10 genes en los que se encuentran: rpoH, que codifica

32

para el factor de transcripcion ¢™ y degP (htrA) que codifica para una

endopeptidasa periplasmatica esencial para el crecimiento celular a temperaturas
superiores de 42°C (Lipinska et a/, 1989; Strauch et al, 1989; Lipinska ef al, 1990
Hiratsu et al, 1995). Los genes del reguldn de o™ codifican para las principales
proteinas de estrés calorico, entre las cuales se encuentran las chaperonas

moleculares y las proteasas (Tabla 1) (Neidhardt y VanBogelen, 1987).

El principal regulador positivo de la respuesta es o™, mientras que las
chaperonas moleculares DnaK, DnaJd y GrpE son los reguladores negativos. En
condiciones fisiologicas basales o en [a recuperacion de la respuesta, estas
chaperonas se unen al facter 6™, que forman un complejo cuaternario el cual
inhiben la actividad del factor de transcripcion. Estas chaperonas posiblemente
exponen a o°° a la proteasa membranal FtsH para su degradacion. Ademas, la
chaperona DnaJ se une al ,RNA de rpoM inhibiendo su transcripcién (Bukau,
1993; Herman et al, 1995; Tomoyasu ef al, 1995).

En la fase inicial de la respuesta a estrés caldrico, o°° se libera de este
complejo cuaternario, ya que las chaperonas moleculares se desprenden de o™ y
se unen a los polipéptidos que perdieron su conformacién nativa. El factor o2
induce el incremento en la transcripcion de los genes de estrés caldrico. El

incremento en la sintesis de o¥ es de aproximadamente 15 veces durante los



Tabla 1. Principales genes de |a respuesta celular a estrés por

calor en Escherichia coli.

Regulon de 6~ Regulon de ¢™°
dnaKJs’ htpH htoN
degP (hird)? groEL 8¢ hipl hipO
rpoH’ grpE° htpK lon®
otros htpG hipL lysU
htpE htoM oD’

? Proteasas; ® Factores de transcripcion; © Chaperonas moleculares.
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calérico en Escherichia coli { Modificado de Bukau, 1993).



primeros minutos, aunque su RNA sélo se incrementa dos veces. E] aumento en
o™ durante la respuesta se debe a un incremento en: la transcripcion y traduccion
del gen, la estabilidad del ,RNA y la vida media de ¢*°. La cantidad de o™
disminuye cuando los niveles de DnakK, Dnad y GrpE son suficientes para unirse
nuevamente a esta proteina. La concentracion celular de 6™ se reduce y por tanto
las proteinas de estrés caldrico disminuyen a un nivel particular de la nueva

temperatura (Fig. 1).
Efecto de la temperatura en la estructura del DNA.

Ademas de los efectos producidos sobre la fisiclogia de la célula, durante
un incremento en la temperatura existe dafio al DNA. El genoma de la bacteria E.
coli esta organizado en una estructura compacta denominada nuclecide, que esta
formado por DNA, proteinas y RNA. Los estudios realizados a temperaturas de
50°C han mostrado que hay rupturas de una y dos hebras de DNA que inducen
alteraciones estructurales en el nucleoide. Este dafio tienen como consecuencia ia
pérdida del superenroltamiento (SE) det DNA en ei nuclecide, ademas de la
incorporacion de proteinas ( Pauling y Beck, 1975; Pellon ef al, 1980).

Para comprender el efecto de la temperatura sobre los cambios en el SE

del DNA en el nucleoide, se describira que es el superenrollamiento dei DNA.
Superenrollamiento del DNA,

Los primeres trabajos sobre las propiedades hidrodindmicas del DNA
mostraron gue la molécula de DNA circular del virus SV40 era mas compacta que
la misma malécula lineal o con un corte en una de sus hebras. La imagen de éste
DNA era la de una molécula con torsiones y a esta estructura se le dio el nombre

de DNA superhelicoidal o superenrollado. En 1972 se mostrd que el DNA de E.



cofi era una molécula circular, cerrada y superenroflada. Posteriormente se

encontré que ias moléculas de DNA de todas las células estan superenrolladas.

Una misma molécula de DNA puede presentar diferentes estructuras: lineal,
circular cerrada relajada, circular cerrada con un corte en una de sus hebras y
circular cerrada con diferente grado de superenrollamiento (Weil y Vinograd, 1963;
Vinograd et al, 1965; Bauer et al, 1880).

El superenrollamiento del DNA puede encontrarse intracelularmente en dos
tipos: plectonémico y toroidal. Si se toma un eje imaginario que pasa por e centro
y corre a lo largo de la doble hélice de! DNA, el superenrollamiento plectonémico
es aquel en el cual este eje describe una hélice en el espacio. En el
superenrollamiento toroidal, el eje se enrolla alrededor de un cilindro, por ejempio

en los nucleosomas (Fig. 2).

El superenrollamiento de tipo plectonémico de una molécula circular

cerrada de DNA pude representarse matematicamente por la siguiente férmula:

Lk =Tw + Wr

En donde:

Wr=1k-Tw

El parametro Wr ("writhe number") representa el nimero de veces que gira
el eje helicoidal del DNA en el espacio formando una "superhélice” (supervueltas).
Tw ("twist") representa el nimero de veces que una hebra de DNA pasa sobre la
otra cuando la molécula circular cerrada se restringe a ocupar un plano. Tw
depende del numero de bases por vueita de la hélice ("helical pitch") y en el caso
de DNA-B es igual al nimero total de bases de la molécula entre 10,4. Este



Figura 2. A) Superenrollamiento de tipo toroidal. B)

Superenrollamiento de tipo plectonémico.



parametro permanece constante siempre y cuando las condiciones fisicoquimicas
del medio no cambien (sales, pH, temperatura) (Brady et al, 1987). El parametro
Lk ("linking number") es un concepto topolégico mas complejo; representa el
nimero de veces que una hebra del DNA pasa sobre la otra en la molécula de
DNA superenrollado. Para cambiar Lk se requiere que se corte la molécula y
antes de ligarla nuevamente, se modifique la posicion de ias hebras en relacién a
su posicion original. Este pardmetro se mantiene constante mientras los enlaces
fosfodiéster de la molécula de DNA permanezcan intactos. Las enzimas que
catalizan los cambios en Lk se denominan topoisomerasas de DNA ( Bauer, et al.
1980; Reece y Maxwell, 1991; Drlica, 1992).

Sin embargo, estos parametros son abstractos y representan la topologia in
vivo del DNA dentro de la célula y no pueden atn calcularse. Para caicular el

grado de SE del DNA se propuso la siguiente relacion:
t=L- Lo

1 &s igual al nimero de supervueltas que puede determinarse
experimentalmente en el DNA y equivale a Wr. Este valor se calcula titulando e}
DNA superenrollade con bromuro de etidio (BrEt). L, representa el nimero de
veces que una hebra cruza a la otra en la molécula relajada de DNA, por lo tanto
Ly equivale a Tw. El parametro L es equivalente a Lk. Sin embargo, no se sabe
aun si existe una relacion estricta entre las supervueltas que se calculan

experimentalmente y las que se presentan in vivo en el DNA (Drlica, 1984).

Cuando una molécula de DNA se encuentra superenrollada puede
presentar valores positivos o negativos de 1. Si T es positivo se dice que Ja
molécula esta superenroliada positivamente y per el contrario, si t es negativo se

dice que el DNA esta superenroilado negativamente. En la mayoria de las células



tanto procariontes como eucariontes, el DNA se encuentra con SE negativo: la
excepcion son las bacterias termofilicas que presentan un DNA con
superenrollamiento positivo. Entonces en un DNA superenrollado negativamente,
T es un numero entero negativo. Para poder comparar las propiedades
topoldgicas de molécuias de DNA de diferente tamario se utiliza el término de
densidad de superenrollamiento o y la manera de calcularlo es: (L-Lg)/L,. El valor
de o para la mayoria de fas moléculas circulares de DNA es de aproximadamente
—-0.05. Este valor representa una supervuelta completa aproximadamente cada

200 pares de bases (Reece y Maxwel), 1981, Drilica, 1892).
TOPOISOMERASAS DE DNA.

Las primeras investigaciones para buscar una topoisomerasa de DNA,
fueron realizadas a) estudiar el problema de separar y rotar las dos hebras de
DNA durante ia replicacion.

En 1971, Wang describidé en E. coli la actividad de una topoisomerasa
capaz de relajar moléculas superenrollada de DONA. Esta enzima se denomino
proteina o y corresponde a la topoisomerasa |. En 1976, Gellert y colaboradores
reportaron en £. coli a la enzima que cataliza la reaccién contraria; es decir que
superenrolla a un DNA relajado y la denominé DNA Girasa. En esta misma
bacteria se identificaron la topoisomerasa lll (Dean et &/, 1983) y la IV (Kato et al,
1990) en 1983 y 1990 respectivamente.

MECANISMOS DE ACCION DE LAS TOPOISOMERASAS.
Las topoisomerasas de DNA son enzimas que cortan al DNA cambiando su

topologia y se clasifican en topoisomerasas de tipo | y Il. Las de tipo | cortan una

hebra de DNA y las de tipo Il cortan la doble hebra de DNA. Estas enzimas



requieren de iones magnesio, cortan reversiblemente y se unen covalentemente a
DNA en el sitio de corte por una union fosfodiéster. Esta unién se forma entre el
grupo fosforilo del DNA en el sitio de corte y una tirosina de la topoisomerasa
(Gellert 1981; Drlica 1984; Wang, 1985).

Las topoisomerasas tipo | son endonucleasas que interaccionan
preferentemente con un DNA superenrollado. Estas enzimas no requieren ATP y
relajan progresivamente un DNA superenrollado. Las topoisomerasas tipo | de
bacterias se unen de manera covalente al extremo 5' de! DNA en el sitio de corte.
Las topoisamerasas tipo | en eucariontes se unen covalentemente al extremo 3'
del DNA vy refajan al DNA superenrollado tanto negativa como positivamente.
Ambas topoisomerasas de tipo |, ademas de actuar de manera diferente, no estan
relacionadas filogenéticamente, ya gue no presentan una similitud en sus
secuencias de aminoacidos(Gellert, 1981; Wang, 1985).

Las topoisomerasas tipo Il son endonucleasas gque interaccionan
preferentemente con un DNA relajado, requieren ATP, inducen un ¢orte de las dos
hebras del DNA y disminuyen el valor de L en dos unidades por ciclo de reaccion.
Los dos tipos de topoisomerasas ligan posteriormente al DNA cortado; sin
embargo, lo hacen con fas hebras de DNA en una posicién topolagica diferente a
la posicion original. Las topoisomerasas tipo Il de bacterias y de eucariontes son
mecanisticamente diferentes; sin embargo a nivel de secuencia de amincacidos
presentan una similitud importante. Las unicas topoisomerasas tipo Il que son
capaces de superenrclar negativamente al DNA, son las topoisomerasas de
bacterias, por lo que se les denomina girasas (Cozarelli, 1980; Gellert, 1981;
Driica1982, 1984; Wang, 1985).

En E. cofi se conocen dos topoisomerasas de tipo I Topoisomerasa | y
Topoisomerasa il y dos topoisomerasas de tipo |l: Topoisomerasa Il o DNA
Girasa y Topoisomerasa iV.



Topoisomerasas tipo | de E. coli.
A)Topoisomerasa 1.

La topoisomerasa | (Top 1} es una proteina de 103 KDa codificada por el
gene fopA que se localiza en el minuto 28 del mapa genético. Esta enzima
cataliza in vitro las siguientes reacciones: 1) relaja moléculas de DNA
superenrolladas negativamente, 2) encadena y desencadena circulos de DNA y 3)
genera y resueive nudos infra-moleculares de DNA circular. Las reacciones 2 y 3
tnicamente se realizan si existen cortes y regiones de hebra sencilla en las
moléculas de DNA. En estas reacciones la enzima genera el equivalente a un

corte doble al cortar la hebra frente al corte previo.

La Tep [ tiene cierta especificidad por cortar a tres nucledtidos hacia el 3' de
un residuo de citosina: 5' CNNNY 3' (N representa cualquiera de las cuatro bases).

Ademas, el incremento en el SE negativo del DNA induce a un incremento
en la sintesis de esta enzima. El gene fopA presenta dos promotores, el promotor
1 es reconocido por o'’, mientras que el promotor 2 es reconocido por o™ (Tse-
Dinh y Beran, 1988)

B) Tepoisomerasa lll.

La topoisomerasa ill (Top Ili) es una proteina de 75 KDa codificada por el
gene fopB que se localiza en el minuto 28.7 del mapa genético de esta bacteria.
Esta topoisomerasa presenta una actividad enzimatica in vitro similar a Top |:
corta una hebra de DNA, no requiere ATP, relaja moléculas superenrolladas
negativamente al aumentar L en una unidad por ciclo de reaccidon. Esta enzima
también encadena y desencadena, genera y deshace nudos en moléculas

circulares que presentan cortes © regiones de hebra sencilla. A diferencia de Top



I, Top Il requiere potasio, ademas de magnesio, corta en sitios diferentes y
presenta una mayor actividad a altas temperaturas. Por ejemplo, Top il relaja
DNA superenrollado 15 a 20 veces mas eficientemente a 52°C que a 30°C;

mientras que Top | es sblo 2 veces mas eficiente a 52°C que a 30°C.
Topoisomerasas de tipo Il de E. coli.
A) Topoisomerasa Il o0 DNA Girasa.

La topoisomerasa |l o DNA Girasa se describié en 1976 al estudiar los
factores necesarios para la integracién sitio-especifica del bacteriofago A en el
genoma del hospedero. Uno de estos factores era una enzima dependiente de
ATP que catalizaba la introduccién de supervueltas en el DNA del fago. La DNA
Girasa es una enzima tetramérica formada de dos subunidades GyrA y dos GyrB.
Estas subunidades estan codificadas por los genes gyrA y gyrB, que se localizan
en el minuto 48 y 83 respectivamente del mapa genético. Estos genes Unicamente

tienen un promotor que es reconocido por o'°

, ademas son promotores que al
disminuir el grado de SE negativo inducen a su transcripcion. La proteina GyrA
tiene 874 aminoacidos y pesa 97 KDa, la proteina GyrB tiene 804 aminoacidos y
pesa 90 KDa. La proteina GyrA tiene Ia actividad de cortar una hebra de DNA y de
ligarla nuevamente. Esta proteina puede unirse al DNA en ausencia de GyrB. La
proteina GyrB tiene una actividad débil de ATPasa que se incrementa
importantemente en presencia de GyrA y DNA relajado. La secuencia de
aminoéacidos de estas proteinas es similar a la de otras topoisomerasas de tipo Il;
sin embargo, la regién de aminodcidos de GyrA del 410 al 443 y del 561 al 731 en
GyrB son unicas y caracteristicas de estas proteinas (Gellert et al, 1976, Reece y
Maxwell, 1991)

La subunidad GyrA presenta dos dominios estructurales: a) el fragmento

amino terminal que presenta una actividad de nucleasa y de ligasa de DNA,
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ademas contiene un sitio de unidn a las quinclonas (como el acido nalidixico) y b)
el fragmento carboxilo terminal que contiene la regién que estabiliza al complejo
enzimatica. La subunidad GyrB presenta también dos dominios: a) uno en el
extremo aming, del aminoacido 1 al 394 en el que se localiza el sitio de union del
ATP y de los antibiéticos cumarinicos (como la novobiocina) y b) otro en el
carboxilo terminal, del aminodcido 394 al 804 que contiene la region de

interaccion con el DNA y con GyrA (Reece y Maxwell, 1991).
Las funciones realizadas por la Girasa son las siguientes:

1} Superenrollar negativamente al DNA circular cerrado dependiente de
ATP; 2) relajar un DNA superenrollado negativamente independiente de ATP; 3)
relajar un DNA superenrollado positivamente independiente de ATP; 4) formar y

resolver DNA encadenado y 5) resolver nudos de DNA (Reece y Maxwel, 1991).

Los estudios realizados in vitro con la enzima DNA Girasa muestran que
presenta una actividad dependiente de ATP y DNA; pero esta actlividad se ve
modificada si se encuenira en presencia de ADP. En 1988 Westerhaff y cols.,
mostraron que la actividad de superenrollar moléculas de DNA relajadas, depende
directamente de la relacion [ATP)[ADP] y no de la suma de la concentracion del
ATP y ADP. La capacidad de superenrollar moléculas de DNA circulares cerradas
refajadas aumenta al incrementar la relacién [ATP)/[ADP] y disminuye al decrecer

esta relacion.

Por otro lado, al estudiarse las propiedades de la enzima DNA Girasa in
vitro, se encontré que al incubar la enzima a 46°C la actividad de cortar la cadena
de DNA por parte de la subunidad GyrA no se ve afectada, mientras que la
actividad de ATPasa de la subunidad GyrB se ve afectada dramaticamente. La
actividad de |la subunidad GyrB después de 10 minutos de incubacién presenta el

35% de su actividad y a los 20 minutos Unicamente el 10%. La actividad de



superenrollar por parte de la DNA Girasa, también se ve afectada a esta
temperatura de una manera similar a la descrita por la subunidad GyrB. Estos
estudios se realizaron en ausencia de los cofactores de la Girasa, ATP y ADP
(Peebles et af, 1879).

El mecanismo que se ha estudiado mas a fondo es el de la introduccion de
supervueltas negativas. El modelo actual propone que la Girasa se une al DNA
circular cerrado y forma un complejo DNA-proteina en el que aproximadamente
120 pb de DNA se enrolian alrededor de la enzima, lo que genera el equivalente a
la introduccién de una supervuelta positiva. Esta tensién estructural se compensa
can un giro negativo en oftra parte de la molécula. La enzima introduce un corte de
doble hebra y las subunidades GyrA se unen covalentemente a través de una
tirosina a los extremos 5' del DNA. Posteriormente se cambia la topologia de la
molécula al pasar la cadena a través del corte, ligar el DNA y desprenderse la
enzima del DNA. Esto convierte la supervuelta positiva en negativa. De esta
manera, la Girasa introduce dos supervueltas por corte de cadena de DNA. No se
conoce con precision el mecanismo de trasiocacion de la cadena de DNA a través
del corte: sin embargo, los ditimos datos de difraccién de rayos X del fragmento
amino terminal de GyrB sugieren que las dos subunidades GyrB forman una
especie de tlnel por el cual se transtoca el DNA. La reaccion de introduccion de
supervueltas requiere ATP. Se calcula que por ciclo de reaccién (diminucién de L
en -2) se necesitan dos moléculas de ATP. Aparentemente, la union ATP-girasa
induce un cambio conformacional en la enzima para iniciar un ciclo de reaccion y
la hidrélisis de ATP se requiere para disociar a la enzima del DNA e iniciar otro
ciclo de reaccion (Fig. 3) (Wang, 1985; Reece y Maxwell, 1991).

Se ha propuesto que la DNA Girasa, ademas de actuar cataliticamente,

puede contribuir a la organizacién del DNA en el nucleoide al unirse al DNA en
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cietos sitios preferenciales, como es la secuencia REP y generar
superenrollamiente  toroidal. Las secuencias REP ("repetitive extragenic
palindromic sequences"} son secuencias de aproximadamente 35 pares de bases
que se encuentran repetidas de 100 a 200 veces en el genoma de E. coli y que
representan aproximadamente el 0.5% del genoma. Estas secuencias se
encuentran dispersas en regiones extragénicas, frecuentemente en el extremo 3'
de los genes. Varias de estas secuencias se encuentran en grupos de 2 a 4
separadas por menos de 25 pares de bases. Se ha calculado que de las 250-500
motéculas de Girasa que hay en una célula aproximadamente el 80% se
encuentra unida a esta secuencia. La proteina HU estimula la union Girasa-REP y
posiblemente también participa en la generacion del superenrollamiento toroidal
que podria generarse a nivel de estas secuencias (Higgins ef a/, 1982; Gilson e
al,1984; Stern, 1984; Yang y Ames, 1988; Yang y Ames 1992)

Las topoisomerasas Il (Top Il) de eucariontes presenta una similitud
importante a nivel de secuencia de aminoacidos con la DNA Girasa de bacterias;
sin embargo, esta enzima no introduce supervueltas en DNAs circulares cerrados.
De manera sencilla se puede decir que mientras la Girasa es capaz de cortar las
dos hebras de DNA y cambiar la topologia de sus extremos del DNA antes de
ligarlos, la topoisomerasa de eucariontes, si bien hace también un corte doble, no
es capaz de cambiar las posiciones de los extremos antes de ligarlos. En este
caso, el cambio topoldgico de estos extremos |o realiza otro proceso como puede
ser el enrollamiento del DNA alrededor de las histonas, La actividad de la
topoisomerasa Il de eucarionte permite el ensamble de los nucleosomas al
neutralizar la tensién estructural que introduce en el DNA la union de los
nucleosomas. Si se incuba el DNA del virus SV40, que es un DNA circular
cerrado, con histonas, se forman nucleosomas y el DNA se enrclia. Si a la mezcta
de reaccion se le adiciona un extracto celular que contiene a la Top ll, se forman

nucleosomas, y el DNA queda como un circulo relajado. Sin embargo, si se retira



los nucleosomas sin romper el DNA, |a topologia de la molécula cambia a DNA

superenrollado de tipo plectonémico.
B) Topoisomerasa IV

La topoisomerasa IV (Top IV) es una enzima tetramérica formada por dos
subunidades ParE y dos ParC. Los genes de estas proteinas, parf parC, se
encuentran contiguas en el minuto 65 del mapa genético de E. cofi. La proteina
FarE es de 70 kDa y fa ParC de 75 kDa. La secuencia de aminodcidos de ParC
presenta una homologia importante con el fragmento amino terminal de GyrA. La
secuencia de aminoacidos de ParE es similar a la de otras Top Il, principaimente a
GyrB. La Top IV requiere ATP y corta las dos hebras de DNA; sin embargo no es
tipo girasa. Las principales actividades in vivo de esta enzima son la de relajar
DNA superenrollado y la de separar moléculas de DNA circuiares encadenadas.
Otra funcion importante de Top IV es el de desencadenar los dos genomas
bacterianos al terminarse un ciclo de replicacidén (Adams et al, 1992)

Regulacién Homeostatica del Superenrollamiento.

En fas bacterias existen mecanismos para regular el gradc de
superenrallamiento intracelular del DNA. Estos mecanismos estan controlados
principaimente por la accién de las topoisomerasas de DNA. En mutantes en la
enzima Top | presentan elevados niveles de superenrollamiento en el DNA. Estas
mutantes presentan un crecimiento fento, sin  embargo mutaciones
compensatorias permiten a la bacteria su recuperacidon. Muchas de estas
mutaciones compensatorias mapean en los genes de |a DNA Girasa (gyrA y gyrB)
y una minoria en los genes de |a topoisomerasa IV (parC y parE), lo que reduce
los niveles de superenrollamientoc del DNA a sus niveles basales. Estos estudios
enfatizan la importancia de la regulacion homeostatica del superenrollamiento del

DNA, por parte de las topoisomerasas en el creciemiento celular (Di Nardo et al,
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Figura 4. Modelo de la regulacién homeostatica del

superenrollamiento.
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1982, Pruss et al, 1982, Menzel y Gellert, 1983; McEachern y Fisher, 1989; Reece
y Maxwell, 1991)

Hay muy poca evidencia de la participacion de las topoisomerasas Il y IV
en el contro! del nivel de superenrollamiento. La topoisomerasa Ill se expresa a
muy bajos niveles (de 1 a 10 moléculas por célula) y no se han presentado
evidencias de que las mutaciones en estos genes alteren el grado de
superenrollamiento, aunque la sobreproduccion de Top IV puede suprimir
mutantes en Top .

Sistemas de expresion genética dependientes de SE.

El efecto que et SE del DNA tiene sobre |a expresion de los genes, se basa
en los mecanismos de interaccion entre la RNA polimerasa y el DNA para el inicio
de la transcripcion. Durante la interaccion se generan varios estados
intermediarios que concluyen con la separacién de las hebras en el complejo
abierto (Amouyal y Buc, 1978, Siebenlist, 1979). La facilidad para separar las 2
hebras de DNA influye en la posibilidad de la transcripcion de los genes; por lo
que el DNA superenrollado negativamente, que tiende a separar las hebras de
DNA, tetricamente favorece a la transcripcion (Mishra y Chatterji, 1993). Sin
embargo, no todos los genes tienen un mejor nivel de expresion en un DNA con
SE negativo, hay genes que se expresan mejor con un DNA con menor grado de
superenrollamiento, o bien hay genes que se expresan igual en un DNA relajado o
que en un SE. Esto ha generado que no se tenga un modelo Unico para explicar el
efecto que tiene el SE del DNA sobre la transcripcion de los genes. Una de las
hipttesis que ha tenido mayor consenso, propone gue los genes que medifican su
expresion al variar el SE, presentan promotores débiles. Estos promotores se
transcriben mejor cuando cierto grado de SE asegura una posicidon espacial
Gptima de las regiones -10 y -35 (Wang y Syvanen, 1992).



Por otra parte, se ha propuesto que el grado de SE puede maodificar no salo
la expresién de genes individuales, sino también a la de conjuntos de genes de
varios sistemas globales de reguiacién. Por ejemplo, durante las respuestas a
estrés oxidativo, osmético y caldrico se observan cambios en el nivel de SE que

podrian ser importantes para {a induccién de los genes de estrés.

SE del DNA y estrés calorico.

En estudios realizados in vitro con moléculas de DNA circulares, se observo
una disminucién del angulo de giro entre las bases del DNA conforme hay un
incremento gradual en la temperatura. Esta disminucion en el angulo de giro
provoca un nimero mayor de bases por cada vueita de 360°C de la dobie hélice
de DNA; por lo que ocasiona una dismunucidn del parametro L,. La reduccién en
L, provoca la relajacion de moléculas de DNA con SE negativo (Depew y Wang
1975; Pulleyblank et al, 1975).

In vivo el grado de SE de un plasmido reportero es mayor en células que se
encuentran a 37° que en células a 17°C. Ademas, durante un estrés de 17° a
37°C se observa un aumento gradual en el grado de SE hasta alcanzar el nivel
caracteristico de 37°C. Este nivel se presenta durante los 10 y 30 minutos de la
respuesta al estrés. Una explicacion de estos resultados es que el incremento en
la temperatura disminuye L, y con ello el grado de SE del DNA; por lo que
posiblemente la enzima DNA Girasa se favorezca temporaimente en su actividad

y catalice el incremento en el SE del DNA (Goldstein y Drlica, 1984).

En otros estudios sobre el efecto del estrés de temperatura sobre el SE se
ha empleado condiciones de temperaturas mas elevadas, incluso letales (por
arriba de 50°C): cambios de 30°C a 42-52°C (Mizushima ef al, 1993; Ogata et al,
1994; Camacho-Carranza ef al, 1995). A los 2 minutos del estrés caldrico se

presentd una disminucién del SE (Mizushima ef al, 1993; Ogata et al, 1994)
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seguida de un incremento en el SE del plasmido, hasta alcanzar a los 10-15
minutos , un nivel similar o ligeramente superior al de células a 30°C (Mizushima
et al, 1993, Ogata et al, 1994; Camacho-Carranza et al, 1995). La recuperacion en
el grado de SE no se presenta si las células se tratan con novobiocina {un
inhibidor de la actividad de la DNA Girasa) o con cloramfenicol (inhibidor de
traduccién del ,RNA). Si el cloramfenicol se adiciona al momento de dar el estrés
no se observa la recuperacion del SE del pldsmido en comparacién si el
cloramfenicol se adiciona 5 minutos después del estrés. Estos resuitados sugieren
que la DNA Girasa y/o las protelnas que se sintetizan en los primeros 5 minutos
del estrés tienen un papel importante en el nivel del SE del plasmido. Dentro de
las proteinas que se sintetizan en los primeros 3 minutos del estrés podrian estar,
ademas de las proteinas de estrés calorico, la DNA Girasa, ya que los genes de
esta proteina se inducen al relajarse el DNA (Camacho-Carranza ef al, 1995).

Es importante resaltar, que la recuperacion def SE se observa incluso a
temperaturas letales, lo que sugiere fuertemente que la Girasa es activa a estas
temperaturas. Sin embargo, la Girasa in vifro, como ya se menciond, es poco
activa a temperatuas por arriba de 46°C. Por otro lado, la DNA Girasa no se ha
identificado como proteina de estrés caldrico, sino de estrés por frio (cold shock)
{Jones ef al, 1992), ya que se ohservé que en este estrés se presenta un aumento
en la cantidad de las subunidades GyrA y GyrB. Sin embargo, en células
cancerosas edipermoides humanas, durante la respuesta a estrés caldrico se
incrementa de manera notable los niveles de la enzima topoisomerasa 1. Esto
sugiere que la topoisomerasa Il de eucarionte es como una proteina de estrés
calérico (Matsuo et al, 1993),
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SE del DNA y relacién [ATPI[ADP] en situaciones de estrés.

En diferentes situaciones de estrés se ha observado que los cambios en el
grado de superenrollamiento del DNA se acompafien de cambios en la relacion
[ATPY[ADP].

Por ejemplo, en E. cofi, durante un estrés por anaerobiosis en los primeros
5 minutos se observd una disminucién en ei grado de SE tanto en el nuclecide
bacteriano como en plasmidos. En este mismo periodo de tiempa la relacion
[ATPY[ADP] intracelular disminuy6é aproximadamente un 67%. Después de 20
minutos del estrés el grado de SE se increment6, hasta alcanzar mayores niveles
que en condiciones basales; justo con el aumento en el SE hubo un incremento
en la relacion [ATPV[ADP] (Hsieh et al, 1991A).

Posteriormente, se encontré que al incrementar ia fuerza osmotica del
medio hay un aumento subito en el SE durante los primeros & minutos de la
respuesta. Aunado al cambio, la relacion [ATP)/[ADP] aumenté alrededor de 8
veces. Después de este tiempo se observo un decremento en la relacién
[ATPJ[ADP] y en el grado de SE (Hsieh et al, 18918B).

Los datos anteriores sugieren que existe una relacion entre el nivel de SE
del DNA vy la relacion [ATP)[ADP]. Es posible que esta relacion también cambie
en el caso de estrés por calor en E. coli. Respecto a esto, existe un estudio sobre
los cambios en la concentracién celular de las alarmonas (AppppA, ApppGpp, etc)
durante un estrés de calor en Salmonella typhimurium, donde ademas se
determind la concentracién de ATP y ADP. De los resultados se puede caicufar
que a los 10-20 minutos del estrés se presenta un incremento en la relacién
[ATP)[ADP] de 1.4 veces, posteriormente esta relacion regresa a sus niveles
basales. En este estudio no se determiné en grado de SE del DNA {Lee et al,
1983).

25



Una hipotesis probable es que exista una correlacién entre el nivel de SE y
en la relacion [ATP)[ADP]. Un grado de SE alto correlaciona con una refacion
[ATPJ[ADP] alta y un SE menor con una relacion {ATPJADP] menor. Durante la
respuesta a estrés caldrico de 30 a 47°C donde se incrementa el grado de SE del
DNA es posible que haya un incremento en la refacién [ATPY/[ADP] intracelular en

E. coli.
Efecto de cofactores y retencion de la estructura nativa de proteinas

Con estudios realizados in vitro, se ha tratado de correlacionar el efecto de
diferentes cofactores para diferentes enzimas, y la propiedad que ejercen para

evitar la pérdida de su estructura nativa a diferentes agentes desnaturaiizantes.

Por ejemplo, ia proteina DnaBts de E. coli es mas termoestable en
presencia de ATP y ADP (Giinter ef al, 1981); la enzima NADP® malica de las
hojas de la cafia de azlcar, también es mas termoestable a 50°C si estan
presente sus cofactores y su sustrato (MgCl,, L-malato y NADP") (Iglesias et al,
1991). Finalmente, la enzima citrato sintasa de E. coli, retiene el 60% de su
actividad si se incuba en presencia del oxalacetato en presencia de urea (Faloona
y Srere, 1969). |

Lo anterior muestra que varias enzimas son mas estables ante un agente
desnaturalizante, siempre y cuando estén en presencia de sus cofactores. Los
ensayos in vitro de inactivacién por calor con la DNA Girasa se realizaron en
ausencia de cofactores, como el ATP y ADP, por lo que seria interesante realizar
estos ensayos en presencia de éstos nucledtidos, en el caso de que existan

cambios en las pozas de ATP y ADP durante el estrés caldrico.
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OBJETIVOS

Este trabajo tiene como objetivos principales:

Determinar la cantidad de fas proteinas GyrA y GyrB durante la respuesta
celular a estrés caldrico a 47°C.

Determinar la concentracion intracelular de los nucledtidos de ATP y ADP

durante esta respuesta celular a estrés calorico a 47°C.

Correlacionar los cambios de la retacion [ATP] / {ADP] durante la respuesta

celular a estrés calérico a 47°C, con los cambios reportados en el grado de SE.

Si se observan cambios en la relacion [ATPI[ADP], cuantificar in vitro el
nivel de actividad de la Girasa a 46°C en presencia de ATP.
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HIPOTESIS

Para abordar estos objetivos, se propusieron las siguientes hipdtesis:

En un genoma con superenrollamiento negativo, un aumento subito de
temperatura provoca un disminucién el valor de 1, lo que provoca la relajacion del
DNA superenrollado. Los promotores de los genes de gyrA y gyrB se franscriben
mejor en un genoma relajado, por lo que en los primeros minutos del estrés se

espera una mayor sintesis de la DNA Girasa.

Durante la respuesta celular a un estrés osmotico o anaerdbico, se
encontré una cortelacién entre un incremento en el SE y un aumento en la
relacion [ATP)/[ADP). In vitro si se aumenta la relacion [ATP] / [ADP] aumenta la
actividad por parte de la DNA Girasa. Durante la respuesta celular a estrés
calérico a 47°C se observé un incremento en el grado de SE por lo tanto se

espera un incremento en la relacion [ATP)/[ADP] durante esta respuesta.

Enzimas como la citrato sintasa, la NADP* malica y la DnaB, en presencia
de sus cofactores, presentan una mayer estabilidad en su conformacion nativa a
diferentes agentes desnaturalizantes, es posible que la DNA Girasa en presencia

de ATP a 46°C, tenga una mayor termaresistencia.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas y plasmidos:

Para la realizacién de este trabajo se utilizaron las cepas de Escherichia
coli K-12: W3110 F~ A protétrofa, la C800 F~ Thr™ Leu™ Thi” Lac™ y la JM109 recAt
supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi A(lac-proAB) F' [traD36 proAB® facl®
facZAM15); asi como los plasmidos: pMS01 (AmpR) derivado de pBR322, sin la
resistencia a tetraciclina (Ledn et al, 1988); el pPH3 (Amp®) con el gene gyrA
clonado bajo el control de un promotor tac y el pAG111 (Amp") con el gene gyrB
clonado bajo el control del mismo promotor. Los plasmidos pPH3 y pAG111 son
derivados del plasmido pTTQ (Hallet ef al, 1990).

Obtencidn de curvas de crecimiento bacteriano:

Se prepard un cultivo de toda fa noche de la cepa W3110 en el medio de
cultivo adecuado. Este cultivo se diluyd 1/50 (200 pL de este cultivo y 10 mL del
mismo medio) y se incubd a 30°C en bafios con agua en agitacion a 180 rpm
(New Brunswick Scientific modelo G76). E! crecimiento bacteriano se midid
indirectamente como turbidez del cultivc en un espectrofotometro a 550mm de

longitud de onda, a intervalos de 20 a 30 minutos (Milton Roy Spectronic 20 D).

Medio Minimo: Medio Luria:

NH,C!1 (Baker) 18 mM Extracto de levadura (Difco) 0.5%
KH,PO4 (Baker) 22 mM Triptona {(Merck) 1%
Na,HPO»12H,0 (Baker} 42 mM NaCl (Baker) 8.5mM
NaCl (Baker) 171 mM Timina (Sigma) 20 ug/m!
MgSQO, (Baker) 0.025% pH 70
Dextrosa (Baker) 0.2%
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Obtencion del plasmido pMS01:

Ef plasmido pMS01 se obtuvo de la cepa C600/pMS01 por el métedo de
lisis alcalina (Sambrook, et al. 1989). Para esto se prepar6 un cultivo de toda la
noche de esta cepa en medio Luria con ampicilina {200 pg mL™"). Este cultivo se
diluyé 1/50 en 10 mi. de medio Luria con ampicilina (200 pg mL™) y se incubd a
30°C a 180 rpm hasta que alcanzd una D.O.g50, de 0.4, Una vez alcanzada esta
densidad, se tomé 1 mL del cultivo, se centrifugd en una microcentrifuga
Eppendorf 1 minuto a 14 Krpm a temperatura ambiente, se retird el sobrenadante
y se agreg6 90 ul de la solucion 1y 10 pL de RNAsa (10 mg mL™). La pastilla
celular se resuspendié por agitacion y se dejo con aireacién durante 5 minutos. A
continuacion se agregaron 200 pL de la solucion |I, se mezcld manualmente hasta
que se observd un lisado claro y se incubd 5 minutos en hielo. Posteriormente se
afiadio 200 uL de la solucion Il fria, se mezclé manualmente y se centrifugé a 4°C
en una microcentrifuga Eppendorf durante 10 minutos. Se tomo el sobrenadante y
se le agregd 250 uL de fenol (USB) y 250 pL de cloroformo (Merck)., Esta mezcla
se agitd manualmente y se centrifugo durante 1 minuto en una microcentrifuga
Eppendorf a temperatura ambiente. Se tomd la fase acuosa, se le agrego 650 uL
de isopropanol (Merck) y se dejo a -20°C toda la noche. Finaimente se centrifugo
por 10 minutos en una microcentrifuga Eppendarf a 4°C, la pastilia de DNA se

dejb secar y se resuspendié en 10 ul de agua desionizada esteéril.

Selucion 1 Salucion I

Dextrosa (Baker) 50 m Acetato de Potasio {Baker) IM
Etiliendiamintetraacetato de sodio, EDTA  Acido acético glacial (Baker) 11.5%
(pH 8} 10 mM pH 56
Tris (Sigma) (pH8) 25 mM

Lisozima (Sigma) Smg/m!

Solucion i1

Dodecil sulfato de sodio, SDS (Sigma) 1%
NaOH (Baker) 02N
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Transformacién bacteriana con el plasmido pMS01.

La cepa W3110 se crecio en 10 ml de medio Luria con agitacion a 180 rpm
a 30°C, hasta que alcanzd una D.Q.gs50nm de 0.4; se tomd 0.5 ml del cultivo y se le
adiciond 0.5 mL de TSS 2X y se mezclé manualmente. De esta mezcla se tomd
100 pl. y se le afadid 1 pl del plasmido pMS01 (1 pg pL™"). La mezcla de
transformacion se incubd 30 minutos en hielo; posteriormente 5 minutos a 43°C y
se sembré por goteo a cajas con medio Luria con ampicilina (200 pg mL") como

medio de seleccion.

TSS 2X: Cajas de Medio Luria:

NaCl (Baker) 1% Medio Luria liquido con 2% de Bacto Agar (Difco)
Triptona (Difco) 1%

Extracto de levadura (Difco) 0.5 %

MgCl, (Merck) 50 mM

Polietienglicol, PEG, 8000 (Sigma) 20%
Dimetil sulféxido, DMSO (Merck) 10 %
pH 6.5

Separacién de topoisomeros del plasmido pM$S01 en geles de agarosa:
a)Obtencion del plasmido pMS01.

Se puso un cultive de toda la noche de la cepa W3110/pMS01 en medio
minima con ampicilina (200 pg mL‘1). Se tomaron 200 ulL del cultive de toda la
noche y se agregaron a 10 mL de medio Minimo. El cultivo se agité a 180 rpm a
30°C hasta gue alcanzara una D.O.gs0nm de 0.35. Las bacterias se colectaron por
centrifugacion en una Sorvall, con un rotor $534 durante 16 minutos a 10 Krpm a
5°C. La pastilla de células se colectd y se le agregdé 10 mL, ya sea de medio
Minimo nuevo (fresco), medio de dilucion (MgSO, 10 mM) o agua desionizada
estéril. Las células se resuspendieron manualmente y se dejé el cultivo agitandose
5 minutos a 30°C en matraces nefelométricos, en seguida se aplicd el estres

calorico a 47°C durante 15 minutos. Una vez concluido el estrés, se centrifugd el
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cultivo a 10 Krpm durante 18 minutos a temperatura ambiente en una centrifuga
Sarvalt con un rotor S834. La pastilla de células se resuspendié en 200 ul de la
solucion | y 60 uL de RNasa (10 mg mL™"); se dejo a temperatura ambiente con
aireacion durante 5 minutos. Posteriormente se le adicionaron 200 upl de la
solucion 1l y se mezcld manualmente hasta que se observara un lisado y se dejé
durante 10 minutos a 0°C. A este lisado se le afiadieron 150 ul. de la solucién Ili
fria, se mezclé manualmente y se congeid durante 10 minutos en un bario de hielo
seco con etanol. El lisado se centrifugd en una microcentrifuga Eppendorf durante
10 minutos a 14 Krpm a 4°C, se tomé el sobrenadante, se le agregaron 650 ul de
isopropanol y se guardd toda una noche a -20°C. Después se centrifugé a 4°C
durante 10 minutos, la pastiila de DNA se seco completamente y se resuspendio

en 10 uL de agua y 15 pl de colorante para DNA.
b) Separacion de los topoisdmeros en geles de agarosa.

Las formas isoméricas del plasmido pMS01 se separaron por electroferesis
en un gel de agarosa (Sigma) al 1%. Se usé un amortiguador de TBE con
cloroquina a una concentracién de 10 ug mL". Se aplicd un voltaje de 20 volts
durante 18 horas (2 V/cm). Una vez concluida la electroforesis, el gel se lavd
durante 4 horas en agua destilada con cambios de agua cada hora y se tif6
después con bromuro de etidio a una concentracién de 5 pg mL" durante 20
minutos. El ge! se lavo nuevamente con agua por 10 minutos y se le tomo una
fotografia con peliculas Kodak TRI-X pan utilizando un transiluminador de luz
ultravioleta de onda corta y un filtro rojo (Dorman ef al, 1988; Ni Bhriain ef a/,
1989; Higgings et al, 1988).

TBE: Colorante para DNA:

Trizma (Sigma) 90 mM EDTA (Sigma) 1mM
Acido Barico (Baker) 90 mM Azul de Bromofenol 0.25%
EDTA (Sigma} 10 mM Xilencianol 0.25%
Cloroquina 10 pg/mi Glicerol 0%

pH 8.3
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Determinacién por cromatografia de liquidos en alta presion (HPLC) de Ila

concentracion celular de ATP y ADP.

A} Obtencion del extracto celular.

Se prepar6 un cultivo de la cepa W3110 en 10 mL en medio Minimo
preparado con agua especial para HPLC*. Cuando el cultivo alcanzé una
D.0.5500m de 0.35, se centrifugd durante 2.5 minutos a & Krpm en una centrifuga
Sorvall, en un rotor $834. Los 5 mL superiores se retiraron con vacio y los 5 mL
inferiores se agitaron manualmente, se vaciaron nuevamente al matraz
nefelométrico y se incubd durante 5 minutos a 30°C. En seguida se aplicod el
estrés calérico a 47°C durante 5, 10 y 30 minutos. Una vez terminado el estrés se
tomaron 3 mL de cultivo y pasaron a un tubo corex con 170 b de acido perclérico
(Baker) al 60% que se encontraba en un bafio hielo-agua. Se dejé durante 1 hora
en el cuarto frio y los pasos posteriores se realizarian en el mismo. Para
neutralizar la solucion, se tomé 1 mL y se afiadieron 80 pL de carbonato de
potasio (Baker) 2.5 M frio. La solucién se mezclé y se centrifugd durante 10
minutos en una microcentrifuga Eppendorf a 14 Krpm, se tomo el sobrenadante y
se le midid el pH con papel indicador. Ei procedimiento se repitid, pero con
adiciones de 6-7 uL de carbonato de potasio hasta que alcanzara un pH entre 6.7
y 8.9 y se congelaron a -70°C. Ei dia del analisis de las muestras por HPLC, estas
se sacaron del congelador y directamente se centrifugaron 10 minutos en el
cuarto frio en una microcentrifuga Eppendorf. El sobrenadante se separd, se le

midi6 el pH final y se incubé en hiclo-agua hasta su inyeccion al aparato de HPLC.

* El agua para HPLC se prepar6 a partir de agua bidestilada desionizada que se
redestild en un destilador Corning mega-pure.
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B) Separacion del extracto celular por HPLC en una columna de
intercambio ionico.

Se inyectaron 100 pl del extracte en el aparato para cromatografia de
liquidos en aita presion (HPLC) (Diode Array Detector Module 168 de Beckman)
con una columna p-Bondapack C-18 (125 A, 10 um, 3.9 X 300 mm, Waters
Millipore) de intercambio idnico. La columna estuvo a un flujo de 1.6 mL por
minuto con el amortiguador de corrida. Los nucledtidos se detectaron con luz
ultravioleta, a una longitud de onda de 254 nm. Para poder determinar la zona de
retencion del ATP y ADP se coinyectaron cantidades conocida de ATP y ADP
(200 pmolas) con ia muestra. También se realizé una curva de calibraciéon de la
concentracion del ATP y ADP con 50 y 200 pmolas. La determinacion de la
concentracion del ATP y ADP en las muestras se hizo mediante un pregrama de
computo de Beckman. El calculo se realizd por la integracion de los picos

correspondientes de valle a valle y su relacion con los estandares de ATP y ADP.

Amortiguador de corrida:

Hidroxido-butil Amonio {Sigma) 2%
KH2P04 (Baker) 0.1 M
Metanol (Merck) 18 %
Agua para HPLC

pH 7.0

Determinacion de las proteinas GyrA y GyrB con anticuerpes moneclonales

por el método de "Western Blot™.
a) Obtencidn de las proteinas celulares totales.
La cepa de Escherichia coli W3110 se crecié en medio Luria con agitacion

hasta una D.0.g50,m de 0.4 y a continuacion se les sometid a un estrés caldrico a

47°C durante de 5, 10 y 15 minutos. Se tomd 1 mL def cultivo a 30°C y de los
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cultivos a 47°C a los tiempos indicados y se vaciaron a tubos Eppendorf con 100
uL de acido tricloroacético al 50%, que se encontraban en una bafo hielo-agua.
Se incubaron durante 20 minutos y a continuacion se centrifugaron durante 10
minutos a 14 Krpm a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y la pastiila se resuspendié en

40 l del amortiguador de lisis Laemmli. Las muestras se guardaron a -20°C.

Por otra parte se prepararon proteinas totales de las cepas de E. coli
sobreproductoras de GyrA y GyrB. Para ello se crecieron las cepas JMtacA vy
JMTacB a 30°C en medio Luria con ampicilina (50 pg mL™") hasta una D.O.550,m de
0.1, se les adiciond IPTG a una concentracion final de 0.05 mM y se incubaron a
30°C con agitacion por 4 horas (Hallett, 1980). Se tomo 1 mL del cultivo, se
centrifugd en una microcentrifuga Eppendorf durante un minuto a temperatura
ambiente, se retird el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en 50 plL del

amortiguador de lisis Laemmili. Las muestras se guardaron a -20°C.

Amortiguador de lisis Laémmli: Solucién de !PTG (Promega) 20 mM
Glicerol 10 % (Isopropil-p-tiogalactopiranosido)
SDS (Sigma) 23%

Trise HCI (Sigma) (pH 6.8) 62.5mM
B-Mercaptoetanol {BioRad) 5%

Azul de Bromofenol (Merck)  0.001 %

Floruro de fenitmetilsulfonilo, PMSF, (Sigma) 100 wg/mi

b) Separacion de las proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida
{SDS-PAGE).

La separacion de las proteinas se reafizé segun Laemmti (1970) en geles
de pofiacrilamida de 72 X 82 mm y 100 X 140 mm. Para los minigeles (72 X 82
mm) se preparé la parte concentradora del gel con las siguientes cantidades: 3.05
mL de agua desionizada estéril, 1.25 mL de la solucion D, 0.66 mi de la solucion
A, 50 pl de la solucién C, 50 ul de persulfato de amonio al 10% y 2.5 pL de
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TEMED (N, N, N', N'- tetrametiletilendiamina, Big-Rad) y se dejé 30 minutos para
que polimerizara. La parte separadora del gel se prepard al 7.5 % de acrilamida
con: 4.85 mL de agua desionizada estéril, 2.5 miL de la solucion B, 2.49 mL de ia
solucion A, 100 pt de la solucion C, 25 pl de persulfato de amonio al 10% y 5 pl
de TEMED (Bio-Rad); se dejé polimerizar durante 30 minutos.

Las muestras con las proteinas en amortiguador de lisis Laemmli se
hirvieron durante 5 minutos, se tomaron 5 pl de las mismas y se realizd su
electroforesis con el amortiguador Laemmli. La parte concentradora det gel se
corrio a 70 Volts y |a parte separadora a 170 Volts, Postericrmente se tifié el gel
con el colorante azul de Coomasie y se destifid con acido acético al 10%. Este gel
se empled para comparar de manera gruesa la cantidad relativa de proteinas en
los diferentes carriles.

Para el gel de 100 X 140 mm se prepar¢ al 7.5% de acrilamida. La parte
concentradora del gel se prepard con: 1.5 mL de la solucién A, 1.87 mL de a
solucion D, 0.15 mL de la solucién C, 11.3 mL de agua desionizada, 0.17 mL de
persulfato de amino al 10%, 8 ulL de TEMED y se dejé 30 minutos para que
polimerizara. La parte separadora del gel se preparé con las siguientes
cantidades: 12.5 mL de la solucion A, 6.25 mL de la solucidén B, 0.5 mL de la
solucion C, 30.6 mL de agua desionizada, 0.2 mL de persulfato de amonio al 10%,
16 ul TEMED y se dejé polimerizar durante 30 minutos. Las muestras se hirvieron
durante 5 minutos, se tomaron 20 pL de las mismas y se realizd su electroforesis
con amortiguador Laemmii. La parte concentradora del gel se corrié a 40 Volts y la
parte separadora a 120 Volts. Una vez concluida la electroforesis, la parte superior
del gel se cortd (que correspondié de los 53 a los 112 KDa) y se transfirié a papel

de nitroceluiosa; fa otra mitad inferior se tifié con azul de Coomasie.
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Solucion A Solucién B:

Acrilamida (Bic Rad) 30% Tris 3M (pH 8.8)
Bis-acrilamida (Bio Rad}) 0.08%

Solugion C: Solucion D:

sDS 10 % Tris 0.5 M(pH6.8)
Tincion para geles de proteina: Amortiguador Laemli

Acido acético {Baker) 10% Trizma base (Sigma) 25 mM
Metanol (Merck) 0% Glicina (Merck) 220 mM
Coomassie R250 (Sigma) 006% SDS (Sigma) 0.1%

¢)Transferencia de las proteinas del gel a filtros de nitrocelulosa.
La parte superior del gel de proteinas se transfirié a papei de nitrocelulosa

(Schieicher & Schuell) en una camara de transferencia (Idea Acientific, Genie) con

el amortiguador de transferencia durante 2 horas a 25 volts y un 1 Ampere.

Amortiguador de transferencia:

Trizma base (Sigma) (pH 8.3) 25mM
Na,HPQ, anhidro 7.2 mM
Glicina (Merck) 192 mM
Metanal (Merck) 20%

d)Incubacién de! filtro con los anticuerpos anti GyrA y anti GyrB.

La membrana de nitrocelulosa en una solucion de blogueo y se incubg toda
la noche a 4°C, después se lavé 3 veces con PBS-Tween durante 5 minutos cada
vez. A continuacién se incubo 4 horas a temperatura ambiente con agitacion lenta
constante con solucién Blotto (Maxwell, comunicacion personal) con el anticuepo
monocional de ratén (IgG,,) dirigido al dominio de 64 KDa de la subunidad A de la
DNA Girasa 6 con el anticuerpo monoclonal de raton dirigido al dominio de 40 kDa
de |a subunidad B de la DNA Girasa {IgM). Los anticuerpos se utilizaron a una
dilucién 1:1000. La membrana se lavé 3 veces con PBS-Tween durante 5 minutos

cada vez y se incub6 con la proteina A-Biotina (Amersham) a una dilucion 1:500
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en PBS-Tween durante una hora con agitacién constante a temperatura ambiente.
Para el caso de! anticuerpo anti-GyrB la membrana se incubd primero con un
segundo anticuerpo policlonal (1gG) contra l1a region FC de anticuerpos IgM de
ratén durante una hora, se lavd 3 veces con PBS-Tween y se incubd después
proteina A-biotina. La membrana se lavé nuevamente 3 veces por 5 minutos cada
vez con PBS-Tween y se incubd con Streptavidina-Peroxidasa {Amerhsam) en
PBS-Tween a una dilucion 1:500 durante 30 minutos a temperatura ambiente con
agitacion constante. Se lavo una vez con PBS-Tween durante 5 minutos y dos
veces con PBS por 5 minutos cada una. Las bandas correspondientes a las
proteinas GyrA o GyrB en la membrana se revelaron con el método de luz, por
medio de! Kit ECL™ de Amersham. Para esto, las placas de rayos X (Kodak) se
expusieron a las membranas a tiempos diferentes segun la luminiscencia de cada

filtro y se revelaron segln recomendaciones dei proveedor.

PBS: Solucidn de blogueo:

NaH,PO (anhidro) 7.26 mM Tween 20 (Sigma) 0.3%
NaH,PO,eH,O (Baker) 2.8 mM BSA fraccion V {Gibco BRL) 3%
NaCl (Baker) 126.6 mM Disueltos en PBS

pH 7.2

PBS-Tween:

Polioxietilensorbitan monolaurato (Tween 20) (Sigma) 0.1 % disueltc en PBS
Blotto:

Tween 20 0.1%

Leche Sveity 3%

Disueltos en PBS

Los anticuerpos monaclonales anti-GyrA y anti-GyrB fueron donados amablemente
por el Dr. Anthony Maxwell de la Universidad de Leicester, Inglaterra.

El anticuerpo policlonal anti-igM de raton fue donado amablemente por el Dr.
Edmundo Lamoyi del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM.
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Determinacidn de las proteinas de GyrA por inmunoprecipitacion.
a) Marcaje de proteinas con L-[**S]-Metionina y obtencién del extracto.

La cepa W3110 se puso a crecer en 10 mL de medio Minimo hasta una
D.O.g50nm de 0.35, se tomaron 0.5 mL del cultivo para cada condicidn
experimental, se vaciaron a tubos Eppendorf, se afadieron 20 uCi de L-[*°S}-
Metionina {> 1000 Cifmmol] (Amersham) a cada tubo y en seguida se dio un
estrés caldrico a 47°C durante 5 y 10 minutos. Las proteinas de células cultivadas
a 30°C y de células cultivadas a 30°C se marcaron con 20 uCi de L-[**s)-
Metionina [> 1000 Cifmmol] (Amersham) expuestas a novobiocina (400 pg mL")
durante 10 minutos. La incorporacitn del radioisétopo se detuvo con la adicion de
50 uL de metionina no marcada (50 mg mL"). Después de un minuto, se le
agregaron 50 pl de &cido tricloroacético (TCA) al 50% frio y se incubd a 0°C
durante 20 minutos. Las muestras se centrifugaron 10 minutos a 4°C en una
microcentrifuga Eppendorf y las pastillas se lavaron 2 veces con 1 mL de acetona
al 80%. Posteriormente se resuspendieron en 50 L de TES. Las muestras se
incubaron durante 3 minutos en un bafio con agua hirviendo y a continuacion se
les adiciono 1 mL de Buffer AB frio y se centrifugd 10 minutos a 4°C en una
microcentrifuga Eppendorf. Se tomaron 750 ulL del sobrenadante y se vaciaron a
otro tubo Eppendorf (Menzel ef al, 1983).

Alicuotas de 1, 2, 4 y 8 pL de los sobrenadantes se colocaron sobre filtros
Whatman 3MM dejandose secar. Se realizé un primer lavado de los filtros con
TCA al 10% frio durante 10 minutos, se retird y se agregd TCA frio al 5% y se dejd
durante 10 minutos, se quitd y finaimente se lavaron con etanol absoluto frio
durante 10 minutos. Todo esto se realizé en un bafo hielo-agua y se agito de vez

en cuando. Los filtros se secaron, se colocaron en viates con 5 ml de liquido de
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centelleo y se determind el numero de cuentas radioactivas por minuto en un
contador de centelleo (Packard 1500 Tri-Carb).

b) Incubacién del extracto celular con el anticuerpo monoclonar anti-GyrA.

Primero, se incubé el anticuerpo anti gyrA {IgG,,) con perlas de sefarosa-
proteina A (Pharmacia Biotech) en una relacion de 10 ulL de perlas de sefarosa-
proteina A por 2 uL del anticuerpo (1.48 ug pL") durante 2 horas con agitacion
constante en un volumen total de 750 pl en PBS. Las perias se lavaron 3 veces
con 1 mL de PBS tratando de recobrar todas las perlas después de cada lavado.
Después de esto, las perlas se incubaron con una cantidad de extracto celular
equivalente a 1.5 X10° cpm vy se afiadid amortiguador AB frio para tener un
volumen de incubacion final de 750 pb. Las perlas con el extracto celular se
incubaron 4 horas con agitacion constante; al final las perlas se lavaron 6 veces
con 1 mL de amortiguador AB tratando cada vez de reccbrar todas las perlas.
Todo el proceso se realizd en frio. Después del Gltimo lavado se retird todo el
amortiguador AB y se agregaron 10 ulL del amortiguador de lisis Laemmli. La
muestra se hirvié durante 5 minutos y se separd por electroforesis en un minigel al
7.5% de acrilamida.

c) Fluorografia dei gel con PPO-DMSO y autoradiografia.

Para aumentar la eficiencia de la radiactividad para imprimir sobre las
placas de rayos X, el gel se incubo con DMSO (Merck) durante una hora, con 1
cambio de DMSO a la media hora; el DMSO se retird y se incubé en PPO-DMSO
durante 3 horas. Posteriormente se incubd el gel durante dos horas en agua,
cambiando el agua en 2 ¢ 3 ocasiones (Bonner y Laskey, 1974)-. Ei gel se colocd

entre dos hojas de celofan y se secd con vacio y calor en un secador para geles
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(Bio-Rad modelo 224). Las placas de rayos X (Kodak) se expusieron al gel tratado

durante 2 dias y finalmente se revelaron segin recomendaciones del provedor.

Medio Minimo: Amertiguador AB:

NH,C! {Baker) 0.018M Tritdn X-100 (Merck) 2%
KH,PO4 (Baker) 0.022M  TrissHCI (Sigma) {pH 8) 50 mM
Na,HPQ,+12H,0 (Baker) 0.042M  NaCl (Baker) 50 mM
NaCl (Baker) 8 mM EDTA (Sigma) (pH 8) 1 mM
MgSQ, (Baker) 0.025%

Dextrosa (Baker} 0.2% PPO:

Aminoacidos (Excepto Met).  20pg/mi PPO (USBC) 22.2% disuelto en DMSO
PBS: TES:

NaH,PQ {anhidro) 7.25 mM TriseHCL (Sigma) (pH 8.0} 50 mM
NaH,PO#H;O (Baker) 2.8 mM EDTA (Sigma) (pH 8) 1mM
NaCl {Baker) 126.6 mM SDS (Sigma) 1%
pH 7.2

LIquido de Centelleo:

8 gr de PPO (2, 5- difeniloxazal)

0.1 gr de POPOP {2, 2'-p- fenilenbis (5- feniloxazol})
1 litro de tolueno

Inactivacion de la Girasa por calor (46°C) en presencia o ausencia de ATP in
vitro.

La actividad de la Girasa se determind utilizando como susirato moléculas
reiajadas del plasmido pHOT1.

Dos unidades (0.4 ul) de Girasa (16 mg mL")(Lucent) y 0.6 pL de
amortiguador de almacenamiento en ausencia o presencia de ATP (1uL de ATP a
20 mM) se incubaron a 37°C durante 10 minutos. Posteriormente se incubd una
muestra a 46°C y otra a 37°C durante 30 minutos. Después se les adiciond 6 pl
del amortiguador de incubacion, 0.4 pL del plasmido pHOTH (0.25 pg pL")
relajado, 0.6 pl de RNA ( 10 ug pL™") y 20 pL de agua desionizada y se incubaron
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durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente se adiciond 30 uL de una mezcla de
cloroformo-alcohol iscamilico (24:1), se mezclé manualmente, se centrifugd 5
segundos en una picofuga, se tomo el sobrenadante, se le adicionaron 30 pL de
etanol absoluto y 1.2 pl de NaCl 5 M y se incubd a -20°C toda la noche. Las
muestras se centrifugaron 10 minutos a 10 Krpm a 4°C, se retird el sobrenadante
y se dejd secar la pastilla de DNA. Se le adiciond & plL de agua desionizada estéril
y 2 pl. de colorante para DNA. Se realizd una electroforesis de las muestras en un
gel de agarosa (Bio-Rad ultra pure DNA grade) al 1% sumergido en el
amortiguador TAE a un voltaje de 4.4 V cm' durante 3 horas. E! gel se tifid en
bromuro de etidio a una concentracion de § pg mL” durante 10 minutos.

Posteriormente se tomd una fotografia con peliculas Kodak TRI-X pan. |

Amortiguador de Almacenamiente: Amortiguador de incubacién:

Tris HCI {pH 7.5} 50 mM Tris HCI (pH 7.5) 35mM

KCI1 (Baker) 100 mM KCI 24 mM

Ditiotreito! (Sigma) 2 mMm MgCl, 4mM

EDTA 1mM Espermidina 1.8 mM

Glicerol 50 % ATP 1mM
Glicerol 6.5%
Albumina de suero bivino, BSA 100 pg mi*
Ditiotreitol 2mM
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RESULTADOS

Obtencién de las curvas de crecimiento de la cepa W3110.

Para determinar la fase del crecimiento en la que se tomarian las celulas
para los experimentos, inicialmente se realizdé una cinética del crecimiento de la
cepa W3110 en dos medios de cultivo liquido. La cepa se crecié a 30°C con
agitacion rotativa constante en medic Minimo (M9) y Luria (LB). El crecimiento
bacteriano se midié indirectamente mediante lecturas de densidades Opticas
(D.0.), a 550,, de longitud de onda y a diferentes intervalos de tiempo. Los
resultados obtenidos se graficaron (D.O. con respecto al tiempo) para obtener sus
curvas de crecimiento. El comportamiento mostrado, en ambos medios, fue de un
crecimiento de tipo sigmoide. En este comportamiento inicialmente el crecimiento
es lento; después hay una fase donde el crecimiento es exponencial y por ultimo,
se alcanza una fase estacionaria donde el crecimiento es nulo. El cultivo
bacteriano se tomé en su fase exponencial, a una D.Q. de 0.35 cuando se crecio
la cepa en medio M9 y de 0.4 cuando se cultivd en el medio LB; ademas del
comportamiento exponencial, esta es una fase donde no hay una limitacion de

nutrientes y aproximadamente hay 1X10° células por mililitro (Fig. 1).

Cuantificacién de las subunidades GyrA y GyrB por Western Blot

durante un estrés caloérico.

En los primeros minutos de la respuesta a estrés calérico hay una
relajacion del SE negativo del DNA, despugs una recuperacion o incremento del
SE, por lo que posiblemente la DNA Girasa participe en este proceso {Mizushima
et al, 1993; Ogata et al, 1994; Camacho-Carranza et al, 1995). Aungue la DNA

Girasa no se ha clasificado como una proteina de estrés caldrico; durante un
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Figura 1. Crecimiento de la cepa de Escherichia coli K12 W3110 a 30°C en dos
diferentes medios de cultivo: Luria {LB) o Minimo (M8).
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estrés de calor, probablemente se incremente [a sintesis de las subunidades GyrA
y GyrB de la DNA Girasa durante los primeros minutos de la respuesta, ya que los
promotores de los genes de estas subunidades presentan una mayor actividad
transcripcional en un DNA con un menor grado de superenrollamiente negativo
(Menzel y Gellert, 1983). Para responder a esta pregunta se propuso el empleo de
la técnica de Western Blot.

La deteccién de las subunidades GyrA y GyrB de la DNA Girasa de E. coli

se realizé con el empleo de anticuerpos monoclonales producidos en raton.

En la figura 2 se muestran los resultados de un Western Blot de la
subunidad GyrA durante un estrés caldrico a 47°C. Los tiempos analizados fueron
5, 10 y 15 minutos de la respuesta a estrés caldrico, ya que después de ese
tiempo se inicia la recuperacion de la célula. Durante el estrés calérico no se

observé un incremento detectable de la subunidad GyrA (Fig 2 B, CD y E).

El analisis de la sintesis de la otra subunidad de la DNA Girasa, GyrB,
durante un estrés caldrico a los mismos tiempos explorados que en GyrA,
mostraron que no hay un incremento en la sintesis de la subunidad GyrB. Ademas
de detectar a la subunidad GyrB, el anticuerpo reacciond con proteinas de 120 y
40 KDa (Fig 3).

Durante la respuesta a estrés calérico no se detecté un incremento de las

subunidades GyrA y GyrB de la DNA Girasa analizando las cantidades totales de
estas proteinas.
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Figura 2. Deteccion de ia subunidad GyrA por Western Blot durante un estrés por
calor. Las células se cultivaron en medio LB a 30°C hasta una D.O. de 0.4; en
este punto se expusieron a 47°C y se obtuvieron las proteinas. Las proteinas se
separaron por electroforesis en un gel de acrilamida (7.5%) en presencia de SDS
y se transfirieron a papel. La subunidad GyrA se detecté con un anticuerpo
monoclonal anti-GyrA. En el carril A, cepa JMTacA sobreproductora de GyrA; en
los carrites B, C, D y E cepa W3110 de E. cofi. En B, células control a 30°C; en C,
Dy E, células expuestas a 47°C durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente.
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Figura 3. Deteccidn de la subunidad GyrB por Western Blot durante un estrés por
calor. Las células se cultivaron en medio LB a 30°C hasta una D.O. de 0.4, en
este punto se expusieron a 47°C y se obtuvieron Ias proteinas. L.as proteinas se
separaron por electroforesis en un gel de acrilamida (7.5%) en presencia de SDS
y se transfirieron a papel. La subunidad GyrB se detectd con un anticuerpo
monoclonal anti-GyrB. En el carril A, cepa JMTacB sobreproductora de GyrB; en
B, C, D y E cepa W3110 de E. coli. En B, células control a 30°C; en C, D y E,

células expuestas a 47°C durante 5, 10 y 15 minutos respectivamente.
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Inmunoprecipitacion de GyrA durante un estrés calérico.

Con el empleo del Western Blot se detectan las cantidades totales de las
subunidades de la DNA Girasa, es decir la suma de Ias proteinas antes del estrés
y las que se sintetizan durante éste. Si durante la respuesta hubo cambios muy
pequefos, la técnica no es lo suficientemente sensible para detectarlos. Una
manera mdas sensible, es marcar a las proteinas con un pulso de radioactividad
durante la situacién de estrés, inmunoprecipitar las subunidades con anticuerpos

monocionales y separar el inmunoprecipitado por electroforesis en gel.

Con este método, dnicamente se pudo lograr inmunoprecipitar a una de las
subunidades de la DNA Girasa, la subunidad GyrA, donde se observd que en las
condiciones de inmunoprecipitacion utilizadas, ¢l anticuerpo fue especifico. En el
inmunoprecipitado se detectd una sola proteina de aproximadamente 87 KDa, que
corresponde con la subunidad GyrA de la Girasa. La cantidad de extracto celular
empleada para cada condicion experimental fue de 1.5 X 10°% cpm y esto equivale
a 5 X 10" células; esta cantidad de extracto se ulilizé para estandarizar la
concentracion de proteinas al momento de inmunoprecipitar a la subunidad.
Ademas esta cantidad de exiracto, en cpm, la empleo Menzel y Gellert (1983)
para mostrar que Ia sintesis de las subunidades de la DNA Girasa son sensibles al
grado de SE.

La cantidad empleada de anticuerpo anti-GyrA fue de aproximadamente
2.96 ug para cada condicion experimental. Esta cantidad de anticuerpo equivale
aproximadamente a 1.1885 X10" moléculas. La cantidad de subunidades GyrA
en cada ensayo fue de aproximadamente 5 X10'® moléculas. Para la obtencién de
datos confiables en una inmunoprecipitacién, se debe tener entre 10 a 100 veces
mas cantidad de anticuerpo contra la molécula a estudiar. E! nGmero de moléculas

de anticuerpo es 237 veces mayor en comparacion con el de la subunidad GyrA.
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En la figura 4 se muestra la inmunoprecipitacién de la subunidad GyrA
durante un estrés calérico a 47°C. Como control positivo se utilizd la induccién en
la sintesis de la subunidad GyrA de |a Girasa con el empleo de novobiocina (400
ng ml"), un inhibidor en la actividad de esta enzima. La novobiocina induce la
relajacion del DNA y con esto un incremento en la expresién de gyrA.carril A.
Comparando los carriles B y D, no se observd una induccién de la sintesis de
GyrA, por el contrario hubo una ligera disminucion durante los primeres 5 minutos
de estrés; en el carril C se incubod el doble de extracto celular que en B. De los
carriles E al G se dio un pulso de 10 minutas de marcaje; en los carriles E y F se
puso un extracto de células a 30°C, en el carril F se puso el doble de extracto que
en el carril E. En el carril G, extractos de células expuestas a 47°C durante 10
minutos. Al comparar los carriles E y G se observd una ligera induccién en la
sintesis de la subunidad GyrA.

Se realizé un andlisis densitométrico de esta inmunoprecipitacién, con lo
cual cuantitativamente se obtendria el nivel de sintesis de GyrA. Los valores se
obtuvieron mediante el area de la imagen. En el carril B, al 4rea se le dio el valor
de 1; para el carril C se obtuvo un valor de 1.4 y para el carril D se obtuvo un valor
de 0,8. Para el carril E se le dio un valor de 1, mientras que para el carril F se

obtuvo un valor de 1.5 y para el estrés calorico, carril G, se obtuvo un valor de 1.2.

Durante los primeros 5 minutos de! estrés se observa un ligero decremento
en la sintesis, y a los 10 minutos un ligero aumento. El nivel de sintesis de la
subunidad GyrA no disminuye como en la mayoria de las proteinas durante la
respuesta a un estrés caldrico de 47°C. El ligero incremento de la subunidad GyrA
durante el estrés calérico no es significativo, porque este valor esta dentro del

error experimental (+ 0.6).
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Figura 4. Sintesis de la subunidad GyrA durante un estrés calorico a 47°C. Las
proteinas se marcaron con [°S]-L-metionina, la subunidad GyrA se detectd
mediante una inmunoprecipitacion con un anticuerpo monoclonal anti-GyrA de E.
coli. En A, células tratadas con novobiocina 400 pg mL" durante 10 minutos (1.5
X10° cpm). En B, C y D células marcadas con un pulso de 5 minutos; en B,
células a 30°C (1.5 X10% cpm); en C, células a 30°C (3 X10° cpm) y en D, estrés
calérico a 47°C 5 minutos (1.5 X10°® cpm). En los carriles E, F y G células
marcadas con un puiso de 10 minutos; en E, células a 30°C (1.5 Xx10° cpmy; en F,
células a 30°C (3 X10% cpm) y en G, estrés caldrico a 47°C 10 minutos (1.5 X10°

cpm). Los ntimeros en la parte inferior representan |a tasa de sintesis.
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Durante la respuesta a sestrés caldrico a 47°C no se observd un aumento en
la cantidad intracelular de las proteinas GyrA y GyrB. El nivel de sintesis de la

subunidad GyrA es similar antes y durante la respuesta a estrés por calor.

Cuantificacién del ATP y ADP durants sl estrés calérico.

La actividad de la DNA Girasa in vitro depende de la relacién [ATP/[ADP],
ademas, in vivo durante el estrés osmotico y el anaerobico se incrementa el grado
de SE y también la relacion [ATPY/[ADP] (Westerhoff et al, 1988; Hsieh et al,
1991; Hsieh et al, 1991). Durante un estrés caldrico a 47°C no hay un incremento
de las subunidades de la DNA Girasa, pero si un aumento en el grado de SE, por
lo que posiblemente la DNA Girasa tiene una mayor actividad debido al
incremento en ia relacion [ATP)/[ADP]. Para abordar esta hipdtesis se decidid
emplear !a técnica de cromatografia de liquidos en alta presién (HPLC) para la

cuantificacion de estos nucledtidos.

La columna empleada fue de intercambio idnico, por lo que los nucledtidos
¢on una menor carga negativa tendran un mener tiempo de retencién, mientras
que los nucledtidos que contengan una mayor carga negativa tendran un mayor

tiempo de retencion.

Al realizar la cuantificacién de las pozas de ATP y ADP en la bacteria E.
cofi, durante la respuesta celular a estrés por temperatura a 47°C, el medio de
cultivo empleado para el crecimiento bacteriano fue el medio Luria. Con el empleo
del medio Luria no fue posible distinguir los picos de retencién correspondientes al
ATP y al ADP, ya que varios compuestos de este medio presentaron un tiempo de
retencién similar a éstos nucledtidos. El empleo del medio LB se descartd para la
cuantificacion del ATP y ADP durante la respuesta a estrés calorico a 47°C.
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Para solucionar este problema, se probd un medio de cultivo que
unicamente contiene sales y glucosa: el medio M9. El analisis por HPLC del medio
M9 sin células mostré un perfil sin picos en la region de retencién del ATP y ADP.
Posteriormente se probaron extractos de células cultivadas en M9 previamente
centrifugadas y resuspendidas en M9 fresco, medio de dilucion o agua
desionizada. Con este lavado celular se pretendia disminuir el posible ruido de

metabolitos excretados por las células al medio de cultivo.

Para verificar si estos fratamientos modificaban la actividad de las
topoisomerasas y con ello el grado de SE, se realizé una separacion por
electroforesis del plasmido pMS01 extraido de células crecidas en M9 a 30°C y en
estrés calotico a 47°C durante 15 minutos. Se eligic dar el esirés a esta
temperatura y a este tiempo porque se reportd en estas condiciones el maximo
grado de SE del plasmido (Camachg-Carranza et al, 1995).

En la figura 5, se muestra una distribucion de las diferentes formas
isomeéricas (topoisomeros) del plasmido pMS01 en presencia de cioroquina (10 ug
mL"). A esta concentracion de cloroquina, los piasmidos con mayor grado de SE
negativo migran mas rapidamente. En las células lavadas con medio M9 y
expuestas a 47°C (carril B) se observo un incremento en el grado de SE del
plasmido en comparacién de células a 30°C (carril A). Las células lavadas con
medio de difucidn muestran un patrén muy similar al observado con células
lavadas con medio M9, hay un incremento en el SE de los plasmidos durante el
estrés calorico a 47°C (carril D) en comparacion de las células a 30°C (carril C).
Los topoisdmeros de células lavadas con agua desionizada estéril muestran un
patron de SE totalmente diferente a lo observado con el medio M9 y medio de
dilucién; tanto a 30°C (carril E) como durante el estrés calorico a 47°C (carril F) se

observé una relajacion de los plasmidos.
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Figura 5. 1) Distribucion de las diferentes formas isoméricas (topoisémeros) del
plasmido pMS01 de células a 30° y en estrés caldrico a 47°C. El plasmido se
extrajo y se separd por electroforesis en un gel de agarosa (1%) con cloroquina
10 pg mi”. La cepa W3110 se cultivé en M9 a 30°C y al llegar a un D.O. de 0.35,
se centrifugd y se lavo con M8 fresce (A y B), medio de dilucion (C y D) o agua
desionizada (E y F). Los carriles A, C y E muestran topoisomeros de células a
30°C; los carriles B, D y F son topoisomeros de células expuestas a 47°C durante
15 minutos. I} Analisis densitomeétrico de las diferentes formas isoméricas de!
plasmido pMS01 de I. Rel: DNA relajado; SE: DNA superenrollado.

53



En base a estas observaciones se descarto el lavado celular con agua para
medir las pozas de ATP y ADP. Las alternativas para medir estas pozas eran el
medio de dilucién y M3, aunque con este procedimiento las células se tenian que
centrifugar por aproximadamente 16 minutos y después se resuspendian. Esto
causa un estrés mecanico a las células y con ello posiblemente cambios en las
concentraciones celulares de ATP y ADP. Entonces se decidié emplear el mismo

medio de cultivo en el cual crecieron las células para la obtencion del extracto.

En E. coli la poza intracelular de ATP y ADP es pequeria, lo que hace dificil
su cuantificacién, ain por HPLC. Para obtener una cuantificacion confiable, el
cultivo celular se concentrd dos veces antes de preparar los extractos para su
andlisis. Para ello, el cultivo se centrifugd a baja velocidad (6000 rpm) y por un
tiempo corto (2.5 min.), se descartd la mitad superior del volimen y las células se
resuspendieron en la otra mitad. Ademas de concentrar el cultivo, este
procedimiento minimiza el estrés mecanico. Finalmente, para el analisis por HPLC
se inyectd al aparato un volumen maximo de extracto, 100ul. (el equivalente a 1.7
X 107 células).

En la figura 6 se muestra el cromatograma de un extracto de células
crecidas a 30°C. El tiempo de retencion del ADP fue de 11.36 minutos y su
concentracién de 64.17 pmolas. E! ATP tuvo un tiempo de retencién de 24.25

minutos y suU concentracidn fue de 109.09 pmolas,

En fa figura 7 se muestra un cromatograma de un exiracto de células
expuestas a 47°C durante 5 minutos. En este cromatograma se cuantificd 162.1 12
pmolas de ADP y 486.34 pmolas de ATP. Estas cantidades representaron un
incremento de 4.46 veces mas de ATP y 2.53 veces de ADP con respecto a las

células crecidas a 30°C.
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Figura 6. Deteccién del ADP y ATP por HPLC de un extracto celular a 30°C. La
cepa W3110 se cultivé a 30°C y al llegar a una D.O. de 0.35 se obtuvo el extracto.

El extracto se inyectd a un aparato de cromatografia de liquidos en aita presién

(HPLC) con una columna de intercambio idnico. Los nucledtidos se detectaron a

254 nm de longitud de onda.
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Figura 7. Deteccion del ADP y ATP por HPLC de un extracto celular durante un
estrés caldtico a 47°C durante 5 minutos. La cepa W3110 se cuitivé a 36°C y al
llegar a una D.O. de 0.35 se expuso a 47°C. E! extracto se inyectd a un aparato
de cromatografia de liquidos en afta presion (HPLC) con una columna de
intercambio iénico. Los nucleétidos se detectaron a 254 nm de longitud de onda.
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Figura 8. Deteccién dei ADP y ATP por HPLC de un extracto celular durante un
estrés caldrico a 47°C durante 10 minutos. La cepa W3110 se cultivé a 30°C y al
llegar a una D.O. de 0.35 se expuso a 47°C. El extracto se inyectd a un aparato
de cromatografia de liquidos en alta presion (HPLC) con una columna de

intercambio idnico. Los nucledtidos se detectaron a 254 nm de longitud de onda.

57



(.‘.’," 11+
=
; 104 ATP
E
=
2 97
o
[1
e 84 !
2 i
g ;
5 17
2
5 - H
L V T 1 1 T ]
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo {minutos)

Figura 9. Deteccion del ADP y ATP por HPLC de un extracto celular durante un
estrés calérico a 47°C durante 30 minutos. La cepa W3110 se cultivo a 30°C y al
flegar a una D.0. de 0.35 se expuso a 47°C. El exiracto se inyect6 a un aparato
de cromatografia de liquidos en alta presidn (HPLC) con una columna de

intercambio iGnico. Los nucledtidos se detectaron a 254 nm de longitud de onda.
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Figura 10. A} Cinética del cambio de la relacion [ATP)/[ADP] durante un estrés
calérico a 47°C. B) Cinética del cambio de las pozas intracelulares de ATP y ADP

durante un estrés calérico a 47°C. @ ATP; A ADP.



En la figura 8 se muestra otro cromatograma de células expuestas a 47°C
durante 10 minutos. La cantidad de ADP fue de 101.51 pmolas y de ATP fue
404.01 pmolas, esto representd un incremento de 3.7 veces mas de ATP y 1.58
veces de ADP en comparacion de células a 30°C.

Después de un estrés calorico a 47°C de 30 minutos las cantidades de ATP
y ADP fueron: 186.15 y 56.58 pmalas respectivamente. Estas concentraciones
representan una disminucion de 0.88 veces de ADP y un aumento de 1.7 veces

de ATP a comparacion de células a 30°C (Fig. 9).

En fa figura 10 (A) se muestra |a cinética del comportamiento de la relacion
[ATPV[ADP] intracelular durante un estrés caldrico. Durante los primeros minutos
se observd un aumento en la relacion, alcanzando su maximo a los 10 minutos y
después de este tiempo hay una disminucion de la relacion sin regresar a su
estado basal. En la parte 10(B) se observa el cambic de fa concentracion
intracelular del ATP y ADP. Los dos nuclettidos tienden a aumentar su
concentracion, pero este aumento es mayor en el caso del ATP lo que favorece
que la relacion [ATPH[ADP] se incremente.

Durante los primeros 5 minutos de la respuesta a estrés caldrico
aumentaron las concentraciones intracelulares de ATP y ADP, pero la mas
evidente fue la de ATP, por lo gue contribuyé a un gran aumentd en la relacion

[ATP)/[ADP}; que posteriormente disminuye pero sin regresar a su estado basal
Proteccion del ATP a la Girasa a altas temperaturas in vitro.
Como se muestra en la Figura 10, durante un estrés calérico de 47°C, se

presenta un aumento en la concentracion celular de ATP y en la relacion

[ATP}/[ADP]. Como ya se menciond, aunque a 46°C la DNA Girasa in vifro es
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poco activa, el nivel de SE de un plasmido reportero aumenta durante un estrés
de 47°C. Una hipdtesis probable es si este aumento en los cofactores de la DNA
Girasa puede protegerla contra el efecto de inactivacion por una temperatura
elevada.

Existen varios ejemplos de enzimas que en presencia de sus cofactores
presentan una mayor resistencia a agentes desnaturalizantes. La Girasa tiene
como cofactores tanto al ATP como al ADP. E! ATP es el cofactor necesario para
la introduccidn de supervueltas negativas en el DNA, mientras que ef ADP es el
cofactor que inhibe esta actividad, sin embargo no se sabe que estos cofactores
estén asociados a la termoresistencia de la DNA Girasa.

La enzima Girasa se incubd a 46°C en presencia y ausencia de ATP. Para
cada condicion experimental se utilizaron 6.4 ng de enzima; esta cantidad
equivale a 1.032X10"° moléculas de Girasa. La cantidad de ATP para observar ia
completa actividad de la Girasa a 37°C es de 6 nmol {en el amortiguador de
reaccion), esto equivale a 3.62X10" moléculas de ATP. Para la reaccion a 46°C,
se emplearon 1.34X10'® moléculas de ATP lo que representa 3.7 veces mas
cantidad de ATP que en el amortiguador de reaccién. La cantidad de ATF se
calculéd de los datos de ia figura 10; para elio se tomo el incremento de ATP a los
10 minutos, cuando la relacion [ATP[ADP] fue la maxima durante la respuesta a

estrés caldrico.

En la figura 11, se muestra un ensayo in vitro (técnica montada por la Biol.
Ma. Teresa Lara Ortiz) con la Girasa a 46°C en presencia de ATP. La actividad de
la Girasa se midi6 mediante su capacidad de superenrollar al plasmido pOHT1
relajado. En el carril A se muestra el plasmido pHOT1 relajado. En el carril B,
actividad de la Girasa a 37°C, donde se observé un 100 % de actividad. Cuando

la Girasa se incubé a 46°C en ausencia de ATP se observd la pérdida de
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aproximadamente 90-95% de actividad (carril D) y en presencia de ATP se retuvo
aproximadamente &l 20% de actividad (carrit C).

La enzima DNA Girasa retuvo aproximadamente el 20% de su actividad en
presencia de ATP a 46°C en relacion a su actividad en ausencia de este cofactor,
io que sugiere que la Girasa es ligeramente mas termoestable en presencia de
ATP.
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Figura 11. Actividad in vitro de la DNA Girasa en presencia o ausencia de ATP a
46°C. La enzima se incubo a 30°C en presencia de ATP después de la incubacion
a 46°C. El plasmido pHOT1 se corrié en un gel de agarosa al 1%. En A, plasmido
pHOT1 relajado; B, DNA Girasa incubada a 37°C; C, DNA Girasa incubada a 46°C
en presencia de ATP y D, DNA Girasa incubada a 46°C en ausencia de ATP. R,
plasmido pHOT1 relajado; SE, plasmide pHOT1 superenrollado.
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DISCUSION

La respuesta celufar a estrés calidrico es una respuesta muy conservada a
lo largo de la escala evolutiva, ya que se presenta desde organismos progariontes
hasta eucariontes. Durante esta respuesta se inducen cambios en el patrén de
sintesis de proteinas, en la membrana celular y en la topologia del DNA. Este
cambio en la topologia del DNA no solamente se observa durante un estrés
calérico, sino que también en ofras situaciones como son: estrés osmoético y

oxidativo y en la fase estacionaria del crecimiento.

El efecto de la temperatura sobre la estructura del DNA es sobre e! giro
entre las bases del DNA, éste angulo disminuye conforme aumenta la temperatura
(-0.0012 grados/°C). Este cambio induce un aumento en el nimero de bases par
vuelita del DNA por lo que L, disminuye. Intracelularmente, la mayoria de la
moléculas de DNA tienen un SE negativo, donde L< L, y al disminuir el valor de
L, las moléculas de DNA superenrolladas negativamente se relajan (Depew y
Wang, 1975; Pulleyblank et al, 1975).

En estudios jin vivo durante un estrés caldrico (17 a 37°C) se observé un
incremento en el grado de SE del DNA. Come ya se menciond, las moléculas SE
negativamente de DNA se relajan al aumentar la temperatura y la respuesta
celular at calor induce un incremento en el SE del DNA. Esto causa que las
células a temperaturas elevadas presenten un SE similar al de las células a 30°C.
Este incremento en el SE se interpretdé como que la Girasa se "vio temporaimente
favorecida" en su actividad al relajarse el DNA (Goldtein y Drlica, 1984).

El relajamiento iniciat del DNA SE negativamente, podria inducir un

incremento en la cantidad de las subunidades de la DNA Girasa (GyrA y GyrB), ya

que los genes gyrA y gyrB tienen promotores gue se activan cuando el DNA esta
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relajado. Sin embargo, el analisis con Western Blot que se presenta en este
trabajo, muestra que las cantidades de las subunidades GyrA y GyrB no
aumentan durante la respuesta a estrés calérico (Fig. 2 y 3). Con este metodo se
detecta la cantidad total de cada subunidad, de manera que un incremento
pequefio en el nivel de sintesis durante la respuesta a estrés caldrico no se puede
detectar.

Con una técnica mas sensible (inmunoprecipitacién) tampoco se observo
un incremento claro (de 2 0 mas veces) en la sintesis de la subunidad GyrA (Fig.
4Y; el nivel de sintesis de esta proteina se mantuvo constante durante el estrés. El
estudio de la subunidad GyrB se intentd tambien mediante una
inmunoprecipitacién, pero los resuitados prefiminares no fueron confiables, ya que
junto con la subunidad GyrB se precipitaba ctras proteinas, lo que hizo dificil el
andlisis de los resultados.

La sintesis de la gran mayoria de las proteinas se detiene durante un
estrés caldrico intenso y solamente algunas incrementan su sintesis (proteinas de
estrés calorico). El patron mostrado por la subunidad GyrA refleja que su sintesis
no aumenta, pero tampoco disminuye como en la mayoria de las proteinas.
Posiblemente el relajamiento inicial del DNA no produce un aumento en (a
cantidad total de las subunidades de la DNA Girasa, sino que su efecto es el
mantener una cantidad constante de estas subunidades. Esto puede deberse al
aumento en la actividad de los promotores para 57, ya que estos genes no tienen
promotores para o2 como es el caso de la topoisomerasa | que tiene dos
promotores: uno para o2 y ofro para o'. La presencia del promoator para 6
mantiene constante su concentracién durante el estrés calorico. Seria interesante
analizar el nivel de transcripcion de los genes gyr y observar si se correlaciona
con la sintesis de {a Girasa, ya que durante la respuesta a estrés caldrico puede
cambiar |a eficiencia de traduccién del RNA mensajero.
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Estos resultados sugieren que GyrA y GyrB no aumentan durante el estrés
calérico. Sin embargo, en el casa de células eucariontes, la topoisomerasa |l si se
induce durante este estrés (Matsuo et al, 1993).

La relajacion de moléculas de DNA superenroiladas durante ios primeros
minutos del estrés, posiblemente se debe a una inactivacion de la DNA Girasa o a
una mayor actividad de la Top | ¢ Top lll, aunque la Top lll in vitro presenta una
gran actividad de relajar DNA superenrrollado a 52°C, no se conoce el posible
papel que tenga durante la respuesta a estres caldrico. Posteriormente se
recupera o es mayor el grado de SE, lo que sugiere una actividad de la DNA
Girasa, ya gue esta enzima es la unica en superenrollar negativarmente ai DNA.

Sin embargo, y al menos in vitro, ta DNA Girasa es termosensible.

En la recuperacion en la actividad de la DNA Girasa probablemente estan
implicados tres procesos: 1) la proteccion y/o reactivacion por proteinas de estrés
calérico tipo chaperonas y 2) la accion directa del incremento en la relacion
[ATPYIADP] sobre la actividad de la enzima y 3) la proteccion por cofactores (ATP
y ADP)

In vitro. se observd claramente gque un incremenio en la relacion
[ATP)/[ADP], aumenta la capacidad de SE al DNA por parte de la DNA Girasa y si
esta relacion disminuye, la capacidad de SE tambien disminuye.,

En este trabajo mediante analisis de las pozas intracelulares de ATP y ADP
mediante HPLC, durante el esirés calérico se observé un incremento maximo a
los 10 minutos de 2.3 veces en la relacion [ATPY[ADP] que posteriormente
disminuye, pero sin regresar a su nivel basal {Figs. 6 7, 8, 9 y 10). Este
incremento en |a relacion [ATP)/[ADP] correlaciona con un incremento en el grado

de SE durante este estrés a esta temperatura {Camacho-Carranza ef al, 1995)
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Existen reportes en la literatura de cuantificacion de diferentes nuclettidos,
entre ellos ATP y ADP, durante un estrés por calor. Por ejemplo, en Salmonsila
typhimurium durante un estrés calérico de 30° a 60°C si se calcula [a relacion
[ATPV[ADP] de los datos presentados se observa un incremento de
aproximadamente 4 veces, sin embargo, no se analizaron los cambios en el grado
de SE del DNA. Por ofra parte, en una mutante de E. cofi (RC™) en un estrés por
temperatura de 30° a 42°C se observé un incremento del ATP de
aproximadamente 4 veces, pero no se calculd la concentracion de ADP ni se hizo
un estudio del cambio en el grado de SE (Edlin y Stent, 1969; Lee et al, 1883).

Los datos preliminares obtenidos por ia Bidl. Judith Hernandez, muestran
que durante un estrés por etano! al 7% el grado de SE del DNA fue menor y se
encontréd que la relacion [ATPY[ADP] disminuyd de 1.8 a 0.5. Ademas, en S.
typhimurium en un estrés de etanol al 10%, si se calcula la relacion [ATPY/[ADP]
esta disminuye, pero no hay una corretacién con el cambio en el grado de SE del
DNA (Tesis de Maestria; Lee ef al, 1983).

Los‘datos presentados en este trabajo y los datos obtenidos por la Bidl.
Judith Hernandez apoyan ia hipétesis de Drlica de que existe una correlacion
entre el grado de SE y la relacién JATP)/[ADP] (Hsieh et a/, 1991; Hsieh et al,
1891). Sin embargo, existe un reporte donde no se encontré esta correlacion. En
este caso l0s autores proponen que la disminucion en el SE obedece a cambios
en la actividad de la DNA Girasa durante el estrés y no a cambios en la relacion
[ATPY[ADP] (Cortassa y Aon, 1983},

Durante e! estrés se incrementd considerablemente [a concentracién de
ATP y muy ligeramente la de ADP (fig. 10B). El incremento en el ATP,
posiblemente se debe a una aportacién de NADH"y FADH" del ciclo de Krebs, ya
gque varias enzimas (como por ejemplo: isocitralo deshidrogenasa, malato

deshidrogenasa y citrato sintasa) de este ciclo, son termoestables y en la mayoria
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retienen un 75% de actividad a una temperatura de 50°C (Faloona y Srere, 1969,
Murphey et al, 1967, Bennett y Holms, 1974). Aungue se tendrian que realizar la
cuantificacion de las cantidades de NADH'® y FADH® durante la respuesta a estrés
calfrico para contestar si el incremento observado en el ATP se debe a la
actividad de estas enzimas y no a una acumulacién del ATP por la inactivacion de
ATPasas.

Este incremento en la cantidad intracelular de ATP y en la relacidn
[ATP)/[ADP] durante el estrés calorico, probablemente es necesaric para la
sobrevivencia de la célula, ya que puede favorecer la actividad de la Girasa, de
las chaperonas DnaK, DnaJ, GrpE y GroE, asi como de las proteasas Lon y FtsH;
ya que las chaperonas requieren el ATP para el correcto plegamiento de la
proteinas desnaturalizadas por el efecto de la temperatura y las proteasas para
poder degradar proteinas durante este estrés.

Diferentes cofactores, como el ATP, ADP, Mg™*, etc, al unirse a fa proteina
que lo requiere induce cambios conformacionales y en presencia de un agente
desnaturalizante la hacen mas termoestable. El estudio in vitro de la actividad de
la DNA Girasa a temperaturas elevadas se realizé en ausencia de su cofactor
(Peebles et al, 1979), pero en el presente trabajo se reporta que la DNA Girasa
retiene el 20% de su actividad a 46°C en presencia de ATP {Fig. 11). Los cambios
conformacionales inducidos por la unidn del ATP a la subunidad GyrB
posiblemente le confieran una mayor termoresistencia a la DNA Girasa
(Orphanides y Maxwell, 1994). La recuperacion del SE durante la respuesta
celular a estrés caidrico no puede explicarse completamente con nuestros
resultados, por lo que para discernir el papei de la DNA Girasa seria importante
realizar experimentos in vitro con chaperonas y DNA Girasa a 46°C; ademas, de
experimentos i vivo con mutantes en estas chaperonas y mutantes en rpoH que

no induce el grupo de proteinas durante la respuesta a estrés calorico, para
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poder catalogar el papel de estas proteinas en la actividad de la DNA Girasa

durante el estrés calérico.
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CONCLUSIONES

Durante la respuesta a estrés caldrico no se detectd un incremento en la

sintesis de la subunidad GyrA ni en |a cantidad de GyrA y GyrB de la DNA Girasa.
Durante la respuesta a estrés calérico se presenta a los 10 minutos un
incremento maximo 2.2 veces en la relacién [ATPY[ADP]. Por ofro tado, a los 15

minutos de estrés a esta misma temperatura el incremento en el SE es el maximo.

in vitro una concentracion elevada de ATP protege parcialmente a la Girasa
de ser inactivada por calot (46°C).
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PERSPECTIVAS

Realizar un anaiisis de la sintesis de !a subunidad GyrB durante un estres

caldrico mediante una inmunoprecipitacion.

Cuantificar el nivel de transcripcion del los genes gyrA y gyrB durante un

estrés caldrico

Cuantificar la cantidad de NADH" y NADPH" + H' durante la respuesta a
estrés caldrico.

Para discernir el papel del incremento en fa relacion relacion [ATPI[ADP] a
46°C, se puede utilizar un desacoplante de la cadena respiratoria durante ia

respuesta a estrés coldrico y observar si presenta actividad la DNA Girasa.

Cuantificar in vitro la retencion de la actividad de la DNA Girasa en
presencia de ADP y variaciones en la relacion [ATP/[ADP] a 46°C.

Utilizar una cepa de E. coli GyrBts y observar como pueda afectarse en la

actividad de ia DNA Girasa durante la respuesta a estrés calorico

Realizar ensayos in vitro sobre la posible accion de proteccion y

reactivacion de las chaperonas sobre la actividad de la DNA Girasa a 46°C.

Realizar experimentos in vivo con mutantes en los genes de las chaperonas

y con mutantes en rpoH.
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