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RESUMO

Acidithiobacillus ferrooxidans (A. ferrooxidans) € uma bactéria quimioautotréfica capaz de
oxidar ion ferroso ou sulfetos minerais para a obtengéo de energia. Bornita e calcopirita sédo
dois sulfetos de cobre que possuem a mesma composicdo elementar, mas diferem na
susceptibilidade para a biolixiviagdo. Este trabalho teve por objetivo a andlise proteémica
diferencial de A. ferrooxidans em resposta a mudang¢a do substrato ion ferroso para os
sulfetos minerais calcopirita ou bornita. Comparativamente a outras doze linhagens de A.
ferrooxidans, a linhagem LR apresentou uma das maiores velocidades de oxidagdo sobre
ambos 0s minerais em experimentos de respirometria, sendo selecionada para ser utilizada
na analise protedmica. Respostas de células de A. ferrooxidans LR a bornita ou calcopirita
foram investigadas utilizando-se 2D-PAGE e espectrometria de massas. O perfil de
proteinas totais de células livres expostas aos minerais por 24 ou 48 horas foi comparado
com o perfil das células ndo expostas (controle). Para bornita, detectou-se indugcédo na
sintese das proteinas chaperonina (groEL), antioxidante da familia AhpC/Tsa e aldeido
desidrogenase, enquanto que proteina de dominio radical SAM, frutose-1-6-bifosfatase,
proteina de choque térmico HslU, carboidrato quinase, ribulose bifosfato carboxilase e
proteinas ribossomais S2 e L25 tiveram sua sintese reprimida. Alteragbes opostas na
expressao protéica foram detectadas para duas formas da fructose-bifosfato aldolase, as
quais apresentaram valores distintos de ponto isoelétrico, sugerindo o envolvimento de
modificagbes pods-traducionais desta proteina em A. ferrooxidans em resposta a bornita.
Todas as alteracdes detectadas para a bornita ndo foram observadas na presenca de
calcopirita, ndo sendo detectada pela abordagem utilizada qualquer alteracdo significativa
em células expostas a este mineral. A analise prote6mica evidenciou, portanto que
calcopirita e bornita afetam de maneira distinta o metabolismo de A. ferrooxidans LR.
Respostas diferenciais na sintese de proteinas de células aderidas a calcopirita,
comparativamente as ndo aderidas, foram investigadas na fragdo periplasmatica utilizando-
se a andlise protedmica. Células de A. ferrooxidans LR aderidas ao mineral apresentaram
alteracao significativa na sintese de quatro proteinas, sendo que duas delas, identificadas
como superoxido dismutase, tiveram a sintese reprimida, enquanto outras duas, uma
proteina que liga simples fita de DNA (SSB) e a PspA/IM30, tiveram a sintese induzida ap6s
exposicao a calcopirita por 2 horas. Paralelamente, a expressao dos genes correspondentes
a algumas das proteinas diferencialmente expressas na presenga de bornita, como
mencionado acima, foi investigada por PCR em tempo real em células livres expostas a
calcopirita, detectando-se aumento da expressdo dos genes que codificam para as
proteinas ribossomais S2 e L25. Numa segunda parte do trabalho investigou-se o efeito de
uma proteina putativa recombinante de A. ferrooxidans LR contendo cisteina (rPCys) sobre



a atividade oxidativa de A. ferrooxidans LR na calcopirita, comprovando-se 0 aumento da
velocidade de oxidacao na presenga da proteina, o que pode eventualmente ser atribuido ao

seu conteldo em cisteina e/ou em alguns outros aminoacidos.

Palavras-chave: Acidithiobacillus  ferrooxidans. Bornita. Calcopirita. Analise
protedbmica/génica. Células aderidas. Proteina-cisteina.



ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans (A.ferrooxidans) is a chemoautotrophic bacterium able to
oxidize ferrous iron or mineral sulfides to obtain energy. Bornite and chalcopyrite are two
copper sulfides having the same elemental composition but differ in relation to the
susceptibility for bioleaching process. The aim of this work was to perform a differential
proteomic analysis of the A. ferrooxidans response to the exchange of ferrous ion as an
energetic substrate to the mineral sulfides chalcopyrite or bornite. Among twelve A.
ferrooxidans strains, the LR strain presented one of the highest oxidative rates on both
minerals by respirometric assays, and was chosen for the proteomic analysis studies. The
bacterium responses to bornite or chalcopyrite were investigated by 2D-PAGE and mass
spectrometry. The total protein profiles of cells exposed to bornite or chalcopyrite for 24 or 48
hours were compared to the one of control not exposed to minerals. For bornite, were
detected an induction for the proteins chaperonin (groEL), AhpC/Tsa family antioxidant and
aldehyde dehydrogenase, whereas the proteins radical SAM domain, fructose-1-6-
bisphosphatase, carbohydrate kinase, HslU heat shock protein, ribulose bisphosphate
carboxylase and the ribosomal proteins S2 and L25 were repressed. For the protein fructose-
bisphosphate aldolase two forms having distinct isoelectric points were observed suggesting
pos-translational modification of this protein in the A. ferrooxidans response to bornite. No
significant alteration of the protein expression was detected for cells exposed to chalcopyrite.
Therefore, the proteomic analyses show that these minerals lead to distinct cellular
responses in A. ferrooxidans. Distinct responses were detected by proteomic analysis of the
periplasmic fraction for chalcopyrite-attached cells in relation to non-attached cells. The
analysis by 2D showed four proteins that presented significant difference of the protein
synthesis after exposure to chalcopyrite. The two periplasmic proteins that were repressed
after exposure to chalcopyrite were identified as superoxide dismutase, whereas the single
strand binding protein (SSB) and the PspA/IM30 protein were induced by the mineral. The
expression of the genes coding for some proteins induced or repressed in the presence of
bornite, as mentioned above, was investigated by real time PCR, utilizing A. ferrooxidans LR
cells now exposed to chalcopyrite for 24 hours. It was detected induction in the expression of
genes codifying for ribosomal proteins S2 and L25. In a second part of this work, the effect of
a recombinant putative protein from A. ferrooxidans LR containing cysteine (rPCys) on the
oxidative activity of the chalcopyrite by A. ferrooxidans LR was investigated by respirometric
assay. The oxygen uptake by the bacteria in the presence of the recombinant protein was
higher than in its absence, which can be attributed to its cysteine content and/or other amino
acids.



Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidans. Bornite. Chalcopyrite. Proteomic/genic analysis.
Attached cells. Cysteine-rich protein.
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INTRODUCAO

Desde que comecaram a ser utilizados, os metais ocupam um papel
fundamental na histéria da humanidade. Embora outros materiais estejam sendo
cada vez mais utilizados, ainda ndo séo capazes de substituir totalmente os metais.
E por essa razdo que esses materiais e suas ligas ainda ocupam um lugar de
destaque no cenario mundial.

As principais fontes de cobre e de outros metais como chumbo, zinco e niquel
ocorrem na natureza na forma de sulfetos. Os processos convencionais de extracdo
destes metais somente sdo economicamente aplicaveis a ocorréncias minerais de
grande teor do metal de interesse, o que naturalmente tem se tornado cada vez mais
raro. Geralmente os concentrados de cobre sao tratados por processos
pirometalurgicos e, mais recentemente, processos hidrometalurgicos.

O processo pirometalurgico é mais utilizado para minérios sulfetados (altos
teores do metal) e baseia-se na extracdo do metal de interesse pela oxidagao do
respectivo minério utilizando-se altas temperaturas, o que requer alto gasto
energético.

O processo hidrometalurgico é apropriado, principalmente, para a extracao de
metais de minérios oxidados de baixo teor. A hidrometalurgia consiste em lixiviar o
minério moido ou o concentrado com solventes adequados, entre os quais, acido
sulfarico, hidroxido de sédio, acido cloridrico e acido nitrico, sendo o mais utilizado o
acido sulfurico, obtendo-se assim lixivias ricas para posterior recuperacao do metal
de interesse por varios processos convencionais.

Dentre os processos hidrometalurgicos, uma alternativa promissora que vem
ganhando especial atengéo do setor minero-metallrgico € o processo biotecnoldgico
conhecido como “biolixiviagdo” ou “lixiviagdo bacteriana”. Biolixiviagcdo € o processo
de solubilizagdo de determinados componentes existentes em uma amostra mineral
por algumas espécies de bactérias, através da capacidade que estas apresentam
em oxidar ion ferroso (Fe?*) e sulfetos minerais. Os sulfetos minerais insollveis sdo
solubilizados a sulfatos metalicos por bactérias aerdbicas, acidofilicas,
principalmente do género Acidithiobacillus e em especial a espécie Acidithiobacillus
ferrooxidans (BRIERLEY, 1978; LUNDGREN; MALOUF, 1983). Esse processo é
muito atrativo quando comparado com processos fisico-quimicos, devido ao baixo

impacto ambiental, pois requer pouca energia e ndao produz diéxido de enxofre ou
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outro gas téxico (JENSEN; WEBB, 1995). Esse processo também possibilita a
economia de insumos como &cidos e agentes oxidantes, os quais sdo produzidos
pela prépria bactéria a partir de substratos existentes no referido minério.

Atualmente, a lixiviagdo bacteriana em pilhas é aplicada em escala industrial
para a recuperagdo de cobre, uranio e niquel e mais recentemente de ouro em
varios paises, destacando-se EUA, Canada, Espanha, México, Bulgaria, Africa do
Sul e Australia, entre outros, especialmente em paises da América do Sul. O
interesse no Brasil pela interagdo de microrganismos e minerais e, mais
especificamente, pela lixiviagdo de metais por bactérias assim como sua tecnologia
ainda nao esta plenamente consolidado, apesar da existéncia de uma planta de
biooxidacao de sulfetos (arsenopirita, por exemplo) para recuperag¢ao do ouro ocluso
(Mineracado Sao Bento-MG).

A producdo de cobre mundial tem aumentado entre 1984-2005, de 9
megatoneladas (Mt) a 16 Mt por ano, chegando perto de 18 Mt em 2006 (WATLING,
2006). O cobre é um metal utilizado principalmente nos setores de construcao civil e
eletroeletrénico. Segundo revisdao de Rawlings (2002), a recuperacdo de cobre de
minérios de baixos teores é a maior aplicagdo da biolixiviagdo atualmente (Figura 1).
O fon férrico (Fe**) gerado da oxidagdo do fon ferroso (Fe?*) é um poderoso agente
oxidante responsdavel pela dissolugdo do sulfeto mineral, permitindo a oxidacao de
Cu* para a forma mais solivel Cu?. O metal na forma Cu?* pode entdo ser
recuperado por técnicas fisico-quimicas incluindo extracao por solvente. Cerca de
10-15% de cobre mundial é recuperado por meio desse processo.

A calcopirita (CuFeS;) € um dos sulfetos minerais de cobre mais abundantes
na natureza, mas ao mesmo tempo um dos mais refratarios ao ataque bacteriano. A
solubilizacdo deste sulfeto em processos de lixiviacao bacteriana apresenta taxas
minimas de oxidagao e a eficiéncia final € muito inferior ao minimo desejado. Por
outro lado, a bornita (CusFeS;) € um outro sulfeto de cobre com a mesma
constituicdo elementar da calcopirita, porém mais soluvel, mesmo em condi¢des
relativamente suaves de lixiviagdo. O conhecimento minucioso do processo de
adesdo e oxidacédo da calcopirita e da bornita por A. ferrooxidans pode contribuir
decisivamente para uma melhor compreensao da cinética bacteriana de dissolucao
destes sulfetos.

Com o proposito de aprofundar o conhecimento sobre a oxidagdo da
calcopirita por A. ferrooxidans, iniciou-se no ano de 2004 um projeto bastante amplo,
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Figura 1. Biolixiviacdo bacteriana de cobre de minérios de baixos teores. O minério é
aglomerado em pilhas e irrigado com uma solugao de &cido sulfarico (pH~2). Essa
solugao, coletada apds a percolagao pelo minério, é reciclada constantemente pela
pilha, ocasionando uma intensificagdo da atividade bacteriana no substrato mineral.
Dessa acao resulta uma elevagdo da acidez e do poder oxidante da solugéo, pela
producéo biolégica de 4cido sulfurico e do ion Fe**, com a conseqiiente solubilizagéo
do metal desejado. O metal é extraido da solugdo por tratamentos quimicos
(RAWLINGS, 2002).



INTRODUGCAO 27

com vigéncia até final de 2010, financiado pela Vale (anteriormente Companhia Vale
do Rio Doce - Brasil), o qual visa estudar a interacdo, 0s mecanismos
eletroquimicos, as proteinas e 0s genes envolvidos na oxidagdo da calcopirita e
bornita por A. ferrooxidans. Deste projeto participam hoje pesquisadores do Instituto
de Quimica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - UNESP, do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP e do Departamento de Genética e Evolucao da
Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar.

O trabalho aqui apresentado esta inserido neste projeto e teve como objetivo
central a andlise protedbmica diferencial envolvida na resposta de A. ferrooxidans a
mudanca de substrato soltvel (Fe?*) para o substrato mineral pouco sollvel como
calcopirita e bornita. Este trabalho visa tanto compreender melhor os mecanismos
bioquimicos envolvidos, como também identificar possiveis proteinas-chaves que
possam eventualmente ser utilizadas do ponto de vista biotecnolédgico para fins de
melhoramento do processo de biolixiviagdo. Paralelamente, a expressao diferencial
também foi investigada para alguns genes por PCR em tempo real. Além disso, foi
realizada uma investigacao inicial do efeito de uma proteina recombinante de A.
ferrooxidans, contendo cisteina (e definida como sendo hipotética na anotacao do
genoma), sobre a oxidacao bacteriana da calcopirita.

A anadlise das proteinas diferencialmente expressas pela bactéria em um
estudo comparativo entre a bornita e a calcopirita em funcdo de seus diferentes
comportamentos, pode significar um passo inicial e pioneiro na otimizacdo do
processo, em seu parametro central: o A. ferrooxidans. O préprio microrganismo
pode consistir numa fonte altamente interessante para detec¢do de proteinas que
possam atuar como auxiliares do processo de biolixiviagado, principalmente no que se
refere a calcopirita, uma vez que a bactéria atua neste mineral, embora ndo de uma
forma eficiente ou desejavel para um processo industrial.

Do ponto de vista do melhoramento do processo de biolixiviagcao da
calcopirita, tais proteinas auxiliares poderiam eventualmente ser adicionadas ao
mineral, apds serem produzidas na forma recombinante em Escherichia coli, desde
que tal procedimento em larga escala se apresentasse como economicamente
viavel. Ou ainda, os genes correspondentes a tais proteinas poderiam ser
superexpressos por uma linhagem de A. ferrooxidans melhorada geneticamente.

Neste Ultimo caso, tais proteinas poderiam ser excretadas para o meio extracelular
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pela propria bactéria, durante o processo de lixiviagdo, ou mesmo poderiam ser
enderecadas em grande quantidade para a sua membrana celular, onde poderiam
atuar na oxidacdo ou na adesado mineral. Nesse sentido, a construgdo de um vetor
de expressao para enderegcamento da proteina de interesse para a membrana de A.
ferrooxidans também seria uma abordagem altamente interessante.

Obviamente tais objetivos obrigatoriamente exigem o desenvolvimento de um
sistema genético eficaz para a transformacéao de A. ferrooxidans, o que ainda nao foi
satisfatoriamente relatado na literatura. Um dos grupos envolvidos neste projeto
financiado pela Vale, o grupo do CBMEG/UNICAMP, tem como um de seus objetivos
realizar tentativas para o desenvolvimento de um sistema genético de transformagéo
do A. ferrooxidans, o que futuramente poderia ampliar as perspectivas de aplicacdo
biotecnoldgica de proteinas detectadas pela analise protedmica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
|. Acidithiobacillus ferrooxidans

Filogeneticamente, o genéro Acidithiobacillus esta situado entre as
subdivisbes B e y de Proteobacteria (LANE et al., 1992; RAWLINGS, 2001).
Espécies do género Acidithiobacillus sdo obrigatoriamente acidofilicas (pH 6timo de
crescimento menor que 4,0), Gram-negativas e utilizam CO. atmosférico como
principal fonte de carbono.

A espécie Acidithiobacillus ferrooxidans, anteriormente denominada
Thiobacillus ferrooxidans (KELLY; WOOD, 2000), é uma bactéria aerbbia
considerada um dos principais microrganismos envolvidos na biolixiviacdo de metais
a partir de minérios. E uma espécie ndo patogénica, com dimensdes médias de 0,5 a
0,6 um de diametro por 1,0 a 2,0 wum de comprimento, ocorrendo isolada ou em
pares, raramente em cadeias pequenas. Sdo méveis e apresentam flagelo (HOLT,
1994), além de pilli (DISPIRITO et al., 1982), sendo sua reproducao por divisdo
bindria simples (PIVOVAROVA; GOLOVACHEVA, 1985). Essa bactéria é
considerada um microrganismo meso6filo, sendo 30°C a temperatura Otima de
crescimento, entretanto foram isoladas linhagens psicréfilas com crescimento em
2°C (BERTHELOT; LEDUC; FERRONI, 1993; LEDUC; TREVORS; FERRONI,
1993). E um microrganismo acidéfilo estrito e o pH 6timo de crescimento situa-se em
torno de 2,0, ocorrendo, porém, crescimento numa faixa de 1,5 a 4,5; abaixo de pH
1,0, ndo é capaz de sobreviver (SMITH; LUTHY; MIDDLETON, 1988).

A espécie é considerada obrigatoriamente autotréfica e necessita, além de
uma fonte energética de natureza inorgéanica, de suprimentos de nitrogénio, fésforo e
magnésio (TUOVINEN; PANDA; TSUSHUJA, 1979; RAWLINGS, 1981). Apresenta
metabolismo quimiolitotrofico, obtendo energia necessaria para seu crescimento da
oxidacdo de ions Fe?*, enxofre e compostos reduzidos de enxofre (S%, S,05%, SO5%,
S406%) incluindo os sulfetos minerais como, por exemplo, a pirita (FeS.)
(BOSECKER, 1997).

As equacbes gerais abaixo ilustram algumas das reacbées de oxidacao
citadas.
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bactéria
4F€SO4 + 02 + 2H2804 — 2F62(SO4)3 + 2H20 [1]
bactéria
MeS + 202 — MeSO4 [2],

onde MeS é o sulfeto mineral.

A. ferrooxidans pode ainda crescer anaerobicamente na presenca de
hidrogénio como doador de elétrons e ions Fe** como aceptor de elétrons (BROCK;
GUSTAFSON, 1976; PRONK et al., 1991a; OHMURA et al., 2002). E também capaz
de crescer em acido formico quando o mesmo é adicionado em pequenas
quantidades (PRONK et al., 1991b). A fixacdo de N, por essa bactéria ja foi
demonstrada (MacKINTOSH, 1978).

No meio ambiente esse microrganismo € encontrado em drenagem &cida de
minas e em outros locais de elevada acidez, onde minerais como a pirita, 0 mais
abundante de todos os sulfetos minerais, sdo utilizados como fonte de energia
(JOHNSON; HALLBERG, 2003).

Uma caracteristica fisiolégica marcante de A. ferrooxidans é a sua
generalizada tolerancia a altas concentragbes de ions metalicos, inclusive metais
pesados (DUXBURY; BICKNELL, 1983; DAS; MODAK; NATARAJAN, 1997; DE;
OLIVER; PESIC, 1997; RAWLINGS, 2005), o que provavelmente é condicionada por
um sistema genético altamente especializado e pode ser atribuida a presenca
constante de metais no proprio habitat da bactéria. Segundo Magnin et al. (1998), os
niveis de tolerancia a metais da linhagem DSM583 de A. ferrooxidans crescida em
Fe?* foram os seguintes: Cu?* 0,6 mol L™"; Cd?* 0,75 mol L™"; Zn®* 1 mol L™ e Ni?* 1
mol L. Linhagens de A. ferrooxidans que ndo sdo afetadas por concentracdes de
cobre até 800 mmol L tém sido descritas (DEW; MUHLBAUER; VAN BUUREN,
1999), enquanto bactérias heterotréficas toleram cerca de 1 mmol L' do metal
(TETAZ; LUKE, 1983).

A resposta de A. ferrooxidans a diversas situagoes, inclusive a presenca de
metais pesados, tem sido estudada pela analise da expressao protéica, por meio da
técnica eletroforese bidimensional (2D-PAGE). Proteinas induzidas em resposta ao
choque térmico (VARELA; JEREZ, 1992), estresse de pH (AMARO et al., 1991),
limitacao de fosfato (SEEGER; JEREZ, 1993; HE et al., 2005b) ou presenca de
cobre (FELICIO et al., 2003; NOVO; GARCIA JUNIOR; OTTOBONI, 2003) tém sido

descritas na literatura.
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Il. Oxidacao biolégica de sulfetos minerais
Il.1. Sulfetos em geral

Tem sido relatada a capacidade do A. ferrooxidans em oxidar arsenopirita
(FeAsS), bornita (CusFeS4), calcopirita (CuFeS,), covelita (CuS), galena (PbS), pirita
(FeS,), esfalerita (ZnS), dentre outros sulfetos minerais, inclusive sulfetos minerais
sintéticos como CdS, CoS, CuS, NiS, SnS e MnS (SILVER; TORMA, 1974; LIZAMA;
SUZUKI, 1991; TUOVINEN et al., 1994; GARCIA JUNIOR; BIGHAM; TUOVINEN,
1995a,b; BOSECKER, 1997; BEVILAQUA et al., 2002; EHRLICH, 2002). No entanto,
a interacao direta da bactéria com os sulfetos minerais ainda € um dos temas mais
controvertidos na literatura (BOON, 2001; SAND et al., 2001; TRIBUTSCH, 2001).

De acordo com Boon (2001), os metais podem ser liberados dos sulfetos
minerais por mecanismo direto e indireto de lixiviagdo bacteriana. No mecanismo
direto, a bactéria obtém energia pela solubilizacdo direta do mineral por reacdes
enzimaticas de oxidacao (reagao [2]). No mecanismo indireto, o ataque mineral nao
ocorre por reacdes enzimaticas e sim pela acdo dos ions Fe** (poderoso agente
oxidante de sulfetos minerais, reacdo [3]), o qual é reciclado pela bactéria para

obtencéo de energia (reacéo [1]).
MeS + Fex(SO4)s — MeSO, + 2FeSO, + S° [3]

Esta classificagdo dos mecanismos foi refinada incluindo-se mais uma
categoria: mecanismo indireto, mecanismo de contato indireto e mecanismo de
contato direto (CRUNDWELL, 2003). A Figura 2 ilustra os trés mecanismos.

I1.2. Sulfetos de cobre: calcopirita e bornita

Calcopirita (CuFeS;) e bornita (CusFeS,), objetos de estudo deste trabalho,
sdo dois importantes sulfetos de cobre. A calcopirita € o sulfeto de cobre mais
abundante na natureza e por sua vez o mais refratario ao ataque quimico e
bacteriano, apresentando taxas minimas de oxidacdo (BRIERLEY, 1978; THIRD;
CORD-RUWISCH; WATLING, 2000).
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Fei+4 ¢
<  BACTERIA

Fe*"= 'I

Figura 2. Mecanismos propostos para a agao do A. ferrooxidans sobre os sulfetos minerais.
(a) mecanismo indireto, no qual a bactéria oxida os ions Fe** a ions Fe®* em solucéo,
e este por sua vez, lixivia o metal; (b) mecanismo do contato indireto, no qual a
bactéria aderida ao mineral oxida os ions Fe®" dentro do biofilme (formado pela
prépria bactéria e o material exopolimérico que ela produz), e os ions Fe* lixivia o
metal dentro desta camada exopolimérica; (¢) o mecanismo contato direto, no qual a
bactéria oxida o mineral, sem requerer ions Fe** ou Fe** (CRUNDWELL, 2003).
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A férmula quimica da calcopirita € CuFeS,, sendo as ligacdes essencialmente
covalentes, com &atomos oscilando entre dois estados idnicos: CuFe**S,* e
Cu?*Fe?*S,% (HABASHI, 1978). A refratariedade da calcopirita pode ser atribuida a
ocorréncia de uma camada passiva de enxofre elementar na superficie do mineral,
precipitado de ions Fe®" ou intermediarios de polissulfetos de cobre que dificultam a
biolixiviagado do mineral (LUNDGREN; SILVER, 1980; THIRD; CORD-RUWISCH,;
WATLING, 2000). Esta camada passiva e as condigées nas quais ela é formada tém
sido investigadas, porém a natureza desta camada nao foi totalmente esclarecida
(THIRD; CORD-RUWISCH; WATLING, 2000).

A bornita é outro sulfeto de cobre com a mesma constituicdo elementar da
calcopirita, porém mais susceptivel a acdo quimica e bacteriana. A bornita tem
formula geral CusFeS4, sendo os estados de oxidacdo dos cétions Cus*Fe®*S,
(VAUGHAN; CRAIG, 1978).

Provavelmente a diferenca de susceptibilidade a agdo bacteriana entre os
sulfetos (calcopirita e bornita) estd associada as suas diferentes estruturas
cristalinas (VAUGHAN; BECKER; WRIGHT, 1997).

lll. Interacao bactéria-substrato

Poucos trabalhos tém sido realizados sobre a identificacdo de agentes
bioquimicos envolvidos na lixiviagdo de metais por A. ferrooxidans. Embora
parametros fisicos como tamanho de particulas, tempo de incubagdo e agitacao
sejam importantes no processo de adesao (MURTHY; NATARAJAN, 1992), tem sido
sugerido que o mecanismo real esta baseado em interagdes tanto especificas como
nao especificas. Interacées especificas podem ser definidas como interacdes
microscopicas (interagdes ibnicas, quimicas ou ligagcdes protéicas), enquanto
interacdes nao especificas envolvem propriedades macroscépicas (hidrofobicidade,
energia livre de superficie e interacbes eletrostaticas) (BUSSCHER; WEERKAMP,
1987).

O substrato de crescimento do A. ferrooxidans (antes do seu contato com o
sulfeto mineral) é essencial para estabelecer as forcas que irdo predominar na
interacao bactéria/superficie (CURUTCHET; DONATI, 2000; SAMPSON; PHILLIPS;
BLAKE I, 2000). Estes autores mostraram que células de A. ferrooxidans crescidas

em meio contendo enxofre, como fonte energética, apresentam mais hidrofobicidade
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do que aquelas que foram crescidas em meio contendo fons Fe?*. Entretanto esta
condigdo ndo pode ser associada com maior ou menor adesao das células.

Outros estudos sugerem que substancias exopoliméricas (EPS) presentes na
superficie celular (GEHRKE; HALLMANN; SAND, 1995; SAND et al., 1995;
POGLIANI; DONATI, 1999) e proteinas (OHMURA et al., 1996; SOMASUNDARAN;
REN; RAO, 1998; SHARMA et al., 2001) desempenham um papel muito importante
nos estagios inicias de adesdo. O EPS de A. ferrooxidans, que é secretado pela
bactéria quando em contato com o mineral (RODRIGUEZ-LEIVA; TRIBUTSH, 1988),
consiste de 42% de lipopolissacarideos, 54% de moléculas de Fe®*" hexahidratado,
0,5% de acido glucurénico e 3,5% de diferentes constituintes (GEHRKE et al., 1998;
RODRIGUEZ et al., 2003). A adesdo bacteriana aos sulfetos minerais resulta da
modificacdo das propriedades da superficie celular, que dependem das condigcdes
de crescimento (DEVASIA et al., 1993; BLAKE II; SHUTE; HOWARD, 1994).

Rojas-Chapana e Tributsch (2000) relataram que a atividade oxidativa de A.
ferrooxidans na pirita (FeS,;) aumentou quando foi adicionada uma pequena
quantidade de aminodcido cisteina em solucédo acida em contato com o mineral. A
taxa de lixiviagdo do sulfeto aumentou trés vezes quando comparada ao processo
normal sem adicdo do aminodacido. Os residuos de cisteina dos polipeptidios da
parede celular da bactéria podem reagir espontaneamente com o ferro do sulfeto e
ativar o processo de corrosdo similar com o observado com cisteina exdgena
(ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000). Os autores identificaram que a cisteina
(que contém grupo tiol) € utilizada por A. ferrooxidans para romper a interface do
sulfeto de ferro formando pontes de enxofre (S-S ou -S-) com a pirita. A interagdo e
complexacao da cisteina com pirita enfraqueceram e quebraram ligagdes quimicas
no mineral, promovendo a oxidacdao do mesmo (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH,
2000). Segundo os autores, a corrosao da pirita em solugdo contendo cisteina pode
refletir um mecanismo envolvido pelo thiobacilli com o objetivo de obter energia de
fontes de sulfeto insoluveis.

Blake Il, Sasaki e Ohmura (2001) investigaram a adesao do A. ferrooxidans e
da aporusticianina na pirita, com base no modelo onde a proteina localizada na
superficie da célula bacteriana age como um receptor mineral especifico para a
adesdo inicial da bactéria a pirita. Eles sugeriram que a aporusticianina se ligaria por
coordenacédo aos ions ferro da superficie do cristal de pirita, 0 que poderia alterar e

enfraquecer ligacdes de valéncia do ferro. Esse enfraquecimento seria suficiente
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para retirar fons Fe** do cristal, os quais seriam difundidos no meio liquido como
ferro solubilizado. A aporusticianina poderia entao se ligar a outro atomo de ferro do
cristal e iniciar outro ciclo catalitico de solubilizacéo do ferro. Outra hipétese sugerida
foi que a aporusticianina funcionaria para promover um caminho de transferéncia de
elétrons da pirita para a cadeia respiratdria da bactéria. A proteina poderia utilizar o
mesmo mecanismo intramolecular para conduzir elétrons da pirita sélida para os

componentes da cadeia respiratéria da bactéria.
IV. Resposta de A. ferrooxidans a diferentes substratos oxidaveis
IV.1. Expressao protéica diferencial

Uma série de proteinas cuja sintese foi alterada durante o crescimento de A.
ferrooxidans ATCC 19859 em sulfetos minerais, tiossulfato, enxofre elementar ou
fons Fe?* foram caracterizadas utilizando a técnica de 2D-PAGE (RAMIREZ et al.,
2004). Mesmo considerando a passagem de elétrons dos ions Fe®* até o oxigénio
um mecanismo ndo conhecido totalmente, os autores se basearam nas proteinas
conhecidas da cadeia respiratéria de A. ferrooxidans para estudar outras proteinas
envolvidas na oxidacdo do enxofre e sulfetos minerais (por exemplo, pirita e
calcopirita).

Nesse estudo, Ramirez et al. (2004) dividiram essas proteinas em dois
grupos. O primeiro grupo consistiu de proteinas cuja sintese foi altamente induzida
durante o crescimento na presenca de compostos de enxofre (e reprimida na
presenca de fons Fe?*): proteina de membrana externa de 44 kDa, tiossulfato
enxofre transferase de 21 kDa, proteina de 33 kDa que liga tiossulfato/sulfato,
proteina que exporta polissacarideos de 45 kDa e uma proteina de fungao
desconhecida de 16 kDa. A expressao diferencial da tiossulfato enxofre transferase
tinha sido previamente observada nas mesmas condi¢cdes, sendo sua sintese
regulada dependendo do substrato oxidavel (RAMIREZ et al., 2002).

O segundo grupo consistiu de proteinas que tiveram sua sintese reprimida
pelo crescimento em enxofre (e induzida na presenca dos fons Fe?*): rusticianina,
citocromo cssp, proteina que liga fosfato (PstS), a pequena e a grande subunidade da
ribulose bifosfato carboxilase, e uma proteina CbbQ de 30 kDa.
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Com base nesses resultados, Ramirez et al. (2004) sugeriram uma separacao
dos mecanismos de oxidacdo do Fe?* e do enxofre. Rusticianina, cuja sintese foi
induzida na presenca de ions Fe?*, foi também sintetizada, embora em niveis baixos,
durante o crescimento na presenca de compostos de enxofre e sulfetos minerais.
Além disso, os autores concluiram que durante o crescimento em sulfetos minerais
contendo ferro, como pirita e calcopirita, ambos os grupos de proteinas reguladas
por fons Fe?* e por compostos de enxofre foram sintetizados, indicando que os dois
caminhos de geracao de energia sao influenciados simultaneamente pelo tipo e
concentragdo do substrato oxidavel utilizado (RAMIREZ et al., 2004).

Analise da expressao protéica de A. ferrooxidans em resposta a substratos

oxidaveis também tem sido realizada pela abordagem prote6mica (item VII).
IV.2. Expressao génica diferencial

A regulacao da expressao génica € um importante processo para adaptagao a
mudancas em condicdes ambientais e para sobrevivéncia dos microrganismos
(SINGH; NAGARAJ, 2006).

Acosta et al. (2005) verificaram que os genes p11 (que codifica para uma
proteina tipo rodanese) e sirA (que codifica para uma proteina predita redox,
reguladora da formacado de pontes de dissulfeto), presentes no genoma de A.
ferrooxidans ATCC 23270, sdo expressos em altos niveis quando células
bacterianas sdo crescidas em enxofre, comparando-se ao crescimento em ions Fe?".
Os resultados sugeriram o0 envolvimento desses genes na oxidagcdo e no
metabolismo de enxofre, na formacado de clusters Fe-S ou no mecanismo de
detoxificagcdo (ACOSTA et al., 2005).

Um cluster de cinco genes denominado operon gal e supostamente envolvido
na formacado de substancias exopoliméricas (EPS), foi identificado em A.
ferrooxidans (BARRETO; JEDLICKI; HOLMES, 2005). De acordo com os autores, a
ordem dos genes é luxA-galE-galK-pgm-galM, codificando para as proteinas LuxA,
EDP-glicose 4-epimerase, galactoquinase, fosfoglicomutase, e mutarotase
galactose, respectivamente. Experimentos de transcricdo reversa semiquantitativa
acoplada a reacdo de PCR mostraram que os cinco genes foram mais expressos
durante o crescimento em meio contendo fons Fe?* do que em meio contendo

enxofre. Os dados obtidos sugeriram que A. ferrooxidans € capaz de sintetizar



REVISAO BIBLIOGRAFICA 37

precursores do EPS UDP-glicose e UDP-galactose (BARRETO; JEDLICKI,
HOLMES, 2005).

A técnica de PCR em tempo real (VITZTHUM et al., 1999; FEY et al., 2004;
SCHIPPERS; NERETIN, 2006; KOCK; SCHIPPERS, 2006; DREIER; STORMER,;
KLEESIEK, 2007) tem sido uma das técnicas aplicadas ao estudo da expressao
génica em A. ferrooxidans.

Yarzabal et al. (2004) observaram por PCR em tempo real que o operon rus
que codifica para proteinas da cadeia respiratoria de A. ferrooxidans ATCC 33020 foi
altamente expresso em células crescidas em Fe®* quando comparado com o
crescimento em enxofre. Quatrini et al. (2006) analisaram por essa mesma técnica
0s genes da cadeia respiratéria de A. ferrooxidans ATCC 23270 que transcrevem
preferencialmente na presenca de ions Fe?* ou enxofre. Os resultados obtidos por
Yarzabal et al. (2004) estao de acordo com o modelo da cadeia respiratéria de A.
ferrooxidans na presenca de Fe?* ou de enxofre elementar proposto por Quatrini et
al. (2006).

V. Andlise genémica de A. ferrooxidans

O genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 foi completamente sequenciado,
contendo mais de 2700 ORFs (Open Reading Frames) identificadas em trés milhdes
de pares de bases (pb) do genoma total (SELKOV et al., 2000). A sequéncia
completa do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 obtida pela TIGR (The Institute
for Genomic Research) esta disponivel ao acesso publico em The Comprehensive
Microbial Resource (http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/ CMR/GenomePage.cgi?org=gtf).
Baseados na sequUéncia completa do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 tém
sido preditos modelos preliminares de vias metabdlicas e de sua regulacdo na
bactéria (BARRETO et al., 2003; VALDES et al., 2007).

Um dos focos de estudo em A. ferrooxidans, principalmente apods o
seqlienciamento do seu genoma, tem sido o metabolismo energético, o qual é
diretamente responsavel pela biolixiviacdo. Genes de A. ferrooxidans envolvidos no
metabolismo de enxofre ou de ferro tém sido identificados (YARZABAL;
BRASSEUR; BONNEFQY, 2002).

Barreto et al. (2003) encontraram no genoma de A. ferrooxidans genes

candidatos envolvidos na biossintese de aminoacidos, resisténcia a metais pesados,



REVISAO BIBLIOGRAFICA 38

utilizagdo de Hy, conjugacéo e fluxo de cétions. Genes ppk e ppx que codificam para
proteinas envolvidas na resposta a limitacdo de fosfato foram identificados no
genoma de A. ferrooxidans (VERA; GUILIANI; JEREZ, 2003). Oito sequéncias
nucleotidica codificam um dominio de rodanese, uma tiossulfato enxofre transferase
(TST) que reduz pontes de dissulfeto presentes em tiossulfato e gera enxofre e
sulfito, foram encontradas no genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270: p11, p14,
p14.3, p15, p16, p16.2, p21 e p28 (ACOSTA et al., 2005). Um cluster de cinco genes
possivelmente envolvido na formagdo de substéncias exopoliméricas (EPS) foi
identificado em A. ferrooxidans (BARRETO; JEDLICKI; HOLMES, 2005).

VI. Pés-genomica: a eletroforese bidimensional aplicada a analise prote6mica

A revolugdo propiciada pela genémica tem levado a utilizagdo de técnicas de
analise em larga escala de transcritos de todos os genes (transcriptoma) ou analise
de todas as proteinas (proteoma) de uma célula. As inter-relagcdes entre essas
analises, bem como a investigacdo da interagdo entre proteinas (interatoma), tém
criado oportunidades de estudo da expressao fisiologica de um determinado
microrganismo (SINGH; NAGARAJ, 2006). O estudo da expressao de RNA e de
proteinas tem sido fundamental para o entendimento dos mecanismos moleculares
presentes em microrganismos (SINGH; NAGARAJ, 2006). De fato, diferencas entre
estados celulares sao refletidos em mudancas na expressdo de genes que se
manifestam em nivel de transcricdo (RNA mensageiro, RNAm) e do produto final
(proteinas) (COX; MANN, 2007).

O termo proteoma ou protedmica funcional refere-se ao estudo das proteinas
de um microrganismo expressas em um momento especifico. Um importante
aspecto da protedbmica envolve a caracterizacdo de proteinas diferencialmente
expressas de células expostas a diferentes condicbes ambientais. A analise
protebmica comparativa de células baseia-se principalmente na separacado de
proteinas por eletroforese bidimensional (2D-PAGE) em combinacdo com a
identificacdo por espectrometria de massas (MS) (GYGI et al.,, 2000; SIMPSON,
2002). A alta reprodutibilidade do 2D-PAGE ¢ particularmente vélida para
comparacao de varias amostras.

Apesar do surgimento de tecnologias alternativas a eletroforese bidimensional

para a analise protedmica, essa metodologia é a Unica disponivel para resolucédo de
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milhares de proteinas simultaneamente, sendo atualmente muito empregada em
associacdo a espectrometria de massas (GORG; WEISS; DUNN, 2004). Essa
abordagem possibilita a identificacdo das proteinas isoladas a partir do gel 2D, por
meio do seqlienciamento dos seus peptideos tripticos e comparacao das sequiéncias
obtidas com as de proteinas presentes em banco de dados do organismo em
estudo, anotadas a partir da sua sequéncia genémica.

A técnica de cromatografia liquida (LC) também é uma alternativa para a
andlise protedbmica, a qual pode ser acoplada a espectrometria de massas (MS).
Embora a tecnologia LC-MS tenha mais sensibilidade e permita a identificacdo de
maior numero de proteinas, é a técnica de 2D-PAGE que permite uma quantificagéo
das variacoes da expressao protéica.

Ao longo dos anos, avancos importantes vém sendo introduzidos na
eletroforese bidimensional, a qual tem mantido sua importancia como instrumento
para a andlise protedmica (GORG; WEISS; DUNN, 2004; VAN DEN BERGH,;
ARCKENS, 2005), frente a outras técnicas emergentes. O aumento de resolucao
tem sido possivel pela utilizacdo de faixas sobrepostas mais estreitas de gradiente
de pH durante a isoeletrofocalizagdo, enquanto um aumento do nivel de deteccéo de
proteinas menos abundantes tem sido proposto pelo pré-fracionamento subcelular
da amostra (GORG; WEISS; DUNN, 2004). Além disso, atualmente é possivel uma
quantificacdo bastante precisa das proteinas que compdem o perfil no gel 2D pela
técnica 2D-DIGE (Fluorescence Difference 2-D Gel Electrophoresis) (UNLU;
MORGAN; MINDEN, 1997), a qual apresenta maior sensibilidade em comparagéo
com o método 2D-PAGE convencional e também apresenta total compatibilidade
com a anadlise das proteinas por espectrometria de massas (MAROUGA; DAVID;
HAWKINS, 2005).

O avancgo da técnica de espectrometria de massas acoplada a pesquisa em
banco de dados tornou-se uma importante ferramenta para identificacdo de
proteinas. A combinacao da técnica de dessorgao/ionizacao por laser de moléculas
contidas em uma matriz solida (MALDI) com a medida do tempo de véo (TOF) em
alto vacuo dos ions gerados tem sido utilizada como método preferido nos estudos
de andlise proteémica (AEBERSOLD; MANN, 2003; AITKEN; LEARMONTH, 2002;
LANDRY; LOMBARDO; SMITH, 2000). A caracterizacao das proteinas permite o
monitoramento da taxa de sintese, nivel de expressdo e modificacbes pods-

traducionais (protedlises, fosforilacao, glicosilacéo, etc.) que podem contribuir para a
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diversidade do proteoma de uma célula (SIMPSON, 2002; AGNETTI et al., 2007).
VIl. Andlise protedmica em A. ferrooxidans

A andlise proteémica de linhagens de A. ferrooxidans foi realizada apés o
crescimento em Fe?* ou enxofre (HE et al., 2005a; BOUCHAL et al., 2006). Essas
andlises comparativas revelaram que o proteoma foi significativamente influenciado
pelo tipo de substrato, o que permitiu a detec¢cdo de proteinas de importancia
fisioldgica, como por exemplo, proteinas transportadoras de elétrons na cadeia
respiratoria e proteinas de membrana externa envolvidas na adesdo bacteriana
(BOUCHAL et al.,, 2006), além de proteinas envolvidas no metabolismo de
carboidratos (HE et al., 2005a).

A analise protebmica da fracao periplasmatica de A. ferrooxidans ATCC
23270 apds crescimento da bactéria em tiossulfato foi realizada utilizando-se 2D-
PAGE (CHI et al., 2007). Os autores identificaram 131 proteinas presentes no
periplasma do microrganismo. Quando possivel, as proteinas foram divididas em
categorias funcionais, sendo elas: transporte e ligacdo de proteinas, proteinas do
envelope celular, metabolismo energético, proteinas relacionadas ao direcionamento
ou enovelamento. A identificacdo dessas proteinas periplasmaticas foi importante
para o entendimento da fisiologia do microrganismo acidofilico, bem como para a
anotacao funcional do genoma de A. ferrooxidans.

Diferentemente dos trabalhos relatados, em que a andlise protebmica é
realizada apo6s crescimento das células de A. ferrooxidans na presenca de sulfetos
minerais, o trabalho aqui apresentado buscou identificar proteinas diferencialmente
expressas previamente ao crescimento celular, apenas pela exposicao a calcopirita
ou bornita. Resultados preliminares aos aqui apresentados foram relatados por
Felicio et al. (2007) (Apéndice A, p. 136).
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo identificar proteinas
diferencialmente expressas em A. ferrooxidans em resposta precoce aos minerais
calcopirita e bornita (Parte 1). Um segundo objetivo foi avaliar o efeito de uma
proteina recombinante de A. ferrooxidans LR na atividade bacteriana de oxidacao da
calcopirita (Parte ).

Os objetivos especificos foram:

1. Comparar a atuagéo de doze linhagens de A. ferrooxidans sobre a calcopirita ou
bornita por ensaios de respirometria celular para selecao da linhagem com maior

atividade oxidativa;

2. Avaliar a atuacao da linhagem selecionada (LR) sobre os minerais por meio de

curva de crescimento;

3. Detectar por 2D-PAGE proteinas diferencialmente expressas em células livres de
A. ferrooxidans LR ap6s exposicdo aos minerais, além de quantificar, validar
estatisticamente a expressao diferencial e identificar as proteinas por espectrometria
de massas e pesquisa em banco de dados;

4. Comparar o perfil de proteinas de periplasma por meio de SDS-PAGE de células
de A. ferrooxidans LR aderidas a calcopirita apds exposicdo ao mineral durante
diferentes intervalos de tempo, comparativamente as células ndo expostas ao

mineral e as células livres (ndo aderidas);

6. Detectar por 2D-PAGE proteinas periplasmaticas diferencialmente expressas em
células de A. ferrooxidans LR aderidas a calcopirita, além de quantificar, validar
estatisticamente a expressao diferencial e identificar as proteinas por espectrometria
de massas e pesquisa em banco de dados;
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7. Analisar por experimentos de PCR em tempo real a expressdo dos genes
correspondentes a algumas das proteinas diferencialmente expressas em bornita,

sendo a expressao investigada em células livres ap6s exposicao a calcopirita;

8. Expressar em E. coli uma proteina putativa de A. ferrooxidans LR contendo

cisteina e purificar a proteina recombinante;

9. Avaliar por experimentos de respirometria celular o efeito da proteina
recombinante de A. ferrooxidans LR na oxidacao bacteriana da calcopirita, além do

efeito da cisteina, dentre outros aminoacidos.
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MATERIAIS E METODOS

PARTE |. Expressao diferencial de proteinas e genes em Acidithiobacillus
ferrooxidans em resposta aos minerais calcopirita e bornita

I.1. Linhagens de Acidithiobacillus ferrooxidans

As linhagens de A. ferrooxidans utilizadas neste trabalho estdo apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Linhagens de A. ferrooxidans e suas origens.

Linhagem Origem

AMF Mina de carvao de Figueira da Companhia Carbonifera Cambui-PR (Brasil)*
CMV Efluente de mina de ouro da Companhia Morro Velho-MG (Brasil)
DMS11477 Linhagem-tipo da German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Alemanha)
FG-460 Efluente de lixiviagdo de minério de uranio de Figueira-PR (Brasil)*

I-35 Recebido do Dr. O. H. Tuovinen (Ohio State University, EUA)

LR Efluente de lixiviagdo de minério de uranio de Lagoa Real-BA (Brasil)*

PCE Efluente de lixiviagdo de minério de uranio de Pogos de Caldas-MG (Brasil)*
PCEL Efluente de lixiviagdo de minério de uranio de Pogos de Caldas-MG (Brasil)*
S Mina de cobre de Surubim (Caraiba-BA, Brasil)*

SJ22 Pirita, mina Cae Coch, Trefriw, Wales (EUA, cedida por B. Jonson)

SSP Efluente de mina de carvao de Sideropolis-SC (Brasil)*

V3 Mina de cobre de Sofia, Bulgaria (cedida por S. Groudev)

* Linhagens isoladas por O. Garcia Jr. (GARCIA JUNIOR, 1991)

1.2. Condicoes de cultivo e obtencao de células

O meio de cultivo utilizado para o crescimento bacteriano foi o0 meio T&K
modificado (TUOVINEN; KELLY, 1973), preparado pela mistura da solucao A com a
solugédo B (na proporcao 4:1, respectivamente), as quais apresentam as seguintes
composicdes em g L

- Solugao A: KoHPO4.3H20 (0,4); MgS0O4.7H20 (0,4); (NH4)2SO4(0,4); pH 1,75
corrigido com H.SO4 concentrado (autoclavagem a 120°C por 20 minutos);

- Solugao B: FeS0O,4.7H-0O (33,4), pH 1,75 corrigido com H.SO,4 concentrado
(esterilizagdo por filtracdo em membrana de acetato de celulose com 0,22 ym de
didmetro de poro).

As culturas de A. ferrooxidans (Tabela 1) foram previamente repurificadas em
meio T&K solidificado com agarose 0,45% (m/v). Um volume de suspenséo diluida
(concentracdo final 1x10°) em Tween-80 0,25% (v/v) foi inoculado em meio sélido e
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incubado a 30°C, por aproximadamente 15 dias. Uma colénia isolada foi transferida
para meio liquido T&K e o procedimento foi repetido por trés vezes. As culturas
foram mantidas em geladeira, sendo repicadas a cada trés meses.

Para obtencao de células para os experimentos, a cultura de A. ferrooxidans
foi obtida por in6culo [10% (v/v)] da cultura estoque em meio T&K modificado, sendo
o crescimento conduzido a 30°C e aproximadamente 200-250 rpm em mesa
agitadora (New Brunswick Scientific). As células foram coletadas ao final da fase
exponencial de crescimento (~24 horas), quando a porcentagem de oxidacao de
Fe?* foi de aproximadamente 75% (Apéndice C, p. 167). Para isto, a quantidade de
Fe®* remanescente no meio de cultura foi determinada, titulando-se aliquotas de 2
mL com dicromato de potassio 0,1 N em meio acido (H.SO4/H3PO,4) (VOGEL, 1981,
p. 268; GARCIA JUNIOR, 1991; GARCIA JUNIOR; BIGHAM; TUOVINEN, 1995a).

A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm (17.696 x g) por 20 minutos (centrifuga
Beckmann Avantil-J25) ou filtrada em membrana de acetato de celulose e as células
foram lavadas com H»SO,4 0,01 mol L™ (centrifugacdo de 12.000-13.000 rpm por 5-
10 minutos a 4°C, em microcentrifuga Eppendorf 5415R) e suspendidas nessa
mesma solucdo. Para os experimentos de aderéncia a calcopirita (item 1.5.2), as
células crescidas em Fe?* foram separadas do meio de cultura a uma velocidade de
centrifugacdo de 4.000 rpm (2.831 x g) por 1 hora a 4°C, inferior a anteriormente
citada, com o objetivo de evitar a eventual perda de substancias exopoliméricas
(EPS), importantes na aderéncia ao mineral (GEHRKE et al., 1998).

1.3. Amostras minerais de calcopirita e bornita

Foram utilizados os sulfetos de cobre calcopirita (CuFeS,) e bornita (CusFeSy)
“grau minério” (rocha natural de aproximadamente 500 g), de procedéncias distintas,
adquiridas da empresa Ward’s Natural Science Establisment (Rochester, New York).
Essa amostra de bornita também € constituida por grdaos de calcopirita, como
observado por uma analise microscépica qualitativa desse mineral. Para a analise
protedmica e génica diferencial foi utilizada a calcopirita proveniente da mina de
Salobo-PA (Brasil), fornecida pela Vale (Brasil), sendo esta constituida por
calcopirita e tragos de silica. Os minerais foram processados em moinho de bola

para uma granulometria 100% inferior a 0,2 mm.
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I.4. Estudos fisiolégicos de A. ferrooxidans na presenca dos sulfetos minerais
1.4.1. Ensaios respirométricos de varias linhagens de A. ferrooxidans

Para selecionar a linhagem mais eficiente na oxidagdo da calcopirita ou
bornita, suspensdes celulares de doze linhagens de A. ferrooxidans (Tabela 1) foram
submetidas a ensaios respirométricos na presenca desses sulfetos minerais.

Células provenientes de 1 mL de suspensdo celular (item [.2) foram
ressuspendidas em 1 mL de NaOH 1 mol L™ e mantidas em banho fervente por 30
minutos para a lise celular. As proteinas totais do lisado celular foram quantificadas
pela metodologia de Hartree (1972). O sobrenadante foi submetido a centrifugacao a
10.000 rpm por 2 minutos em microcentrifuga. Um volume de 0,9 mL da solucéo A
[tartarato de sédio e potassio tetrahidratado (KNaC4H40s.4H20) 2 g L'; Na,CO3 100
g L"; NaOH 1 mol L] foi adicionado a 1 mL da solucéo de proteinas em diferentes
diluicbes. Essa mistura foi incubada em banho-maria a 50°C por 10 minutos,
resfriando-se a seguir a temperatura ambiente. Na mistura foram adicionados 0,1 mL
da solugdo B (KNaC4H406.4H20 20 g L"; CuS04.5H,0 10 g L'; NaOH 1 mol L),
mantendo-se por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente foram adicionados
3 mL da solugéo C (1 volume do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 3 vezes com
agua destilada). Apds aquecimento a 50°C por 10 minutos e resfriamento a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro
DU530 (Beckmann) a 650 nm. A curva padrdo foi obtida de maneira anéloga
utilizando-se volumes de uma solugdo padréo de soroalbumina bovina 0,5 g L™.

Apo6s quantificagdo das proteinas, um volume maximo de 500 ulL de
suspensdo celular contendo 300 pg mL™" de proteina total foi submetido a ensaios
respirométricos na presenca dos sulfetos de cobre calcopirita ou bornita. Os ensaios
foram conduzidos em um equipamento de Warburg (Figura 3) em frascos de 25 mL,
que consistem basicamente de um frasco de reacdo com um reservatorio lateral
para adicao das células.

No compartimento principal do frasco, onde ocorrem as reagdes a serem
investigadas, foram colocados 100 mg do sulfeto mineral e tampao glicina 0,2 mol L™
(em HxSOy4, pH 2,2) para um volume final de 3 mL (incluindo o volume de suspensao
celular). Frascos-controle foram realizados em paralelo, nas mesmas condi¢des dos
anteriores, porém sem a adicdo de suspensdo celular, completando-se o volume
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Rolha do brago faterat
com orificio de saida
para gaseificagao

Rolha com trés vias

Manémetro

Figura 3. Esquema do respirdbmetro de Warburg. A técnica de Warburg se fundamenta no
fato de que mantendo se a temperatura constante, toda e qualquer variacao de
volume de um gas corresponde a uma modificacdo na pressao.
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para 3 mL com o referido tamp&o. Um volume de 0,1 mL de KOH 20% (m/v),
embebido em um papel de filtro, foi colocado no pogo central para consumo do CO,
existente no interior de cada frasco, a fim de impedir a multiplicagéo celular de A.
ferrooxidans.

Para execucdo do experimento foi acoplado ao frasco de reacdo um
mandmetro graduado, contendo um liquido de densidade conhecida. O manémetro
consta de dois ramos, 0s quais se comunicam entre si em suas bases através de um
tubo de borracha encaixado na extremidade inferior. Durante o consumo de gas, a
pressdo diminuiu e o menisco do liquido se elevou. Essa diferenga indicada em
milimetros na escala graduada foi transformada em volume gasoso expresso em
microlitros (uL). Para tanto, se multiplicou o valor em milimetros por uma constante
(K) obtida a partir dos dados experimentais aplicando-se a equacdo dos gases

perfeitos.

K=(T-VHx(273T) +Vixa
Po

onde VT = volume do conjunto frasco-manoémetro;

T =237 +t (temperatura durante a execucao do experimento);

Vf = volume liquido do sistema experimental;

a = coeficiente de solubilidade de um gas na agua;

Po = pressao expressa em termos de fluido manométrico (Po = 10.032).

Os conjuntos (frascos-manémetros) fechados foram mantidos em banho-
maria a 30°C e 150 agitagdes minuto™. O consumo de oxigénio (uL) foi expresso

como uma media dos valores das réplicas em cada intervalo de tempo (minutos).
1.4.2. Curva de crescimento da linhagem LR

A linhagem de A. ferrooxidans LR, que apresentou uma das melhores taxas
de oxidacdo da calcopirita e bornita nos testes de respirometria (item 1.4.1), foi
investigada quanto ao crescimento na presenca dos minerais. Para a realizagao

desse ensaio uma aliquota de 5% (v/v) de cultura estoque de A. ferrooxidans LR foi
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previamente adaptada ao crescimento em T&K contendo quantidades crescentes
dos minérios (e decrescentes de Fe?*), conforme Tabela 2 (BEVILAQUA, 1999).
Cada fase teve duracdo de aproximadamente 15 dias, sendo que o pH foi ajustado
periodicamente para ~1,8 com solucédo esterilizada de H»SO, 1 mol L, o potencial
de 6xido-reducao (Eh/mV vs. Ag/AgCl saturado) medido e a agua de evaporacao

reposta com 4gua destilada esterilizada (pH neutro).

Tabela 2. Fases do procedimento experimental da adaptacao de A. ferrooxidans ao
crescimento nos sulfetos de cobre.

Fases  Concentracdo de Fe** (mMol L") % Sulfeto mineral (m/v)
1 60 0,2
2 30 0,4
3 15 0,8
4 7,5 2,0
5 - 2,5

I.5. Exposicao aos sulfetos minerais e obtencao de células de A. ferrooxidans
LR para a analise da expressao diferencial

Inimeros testes foram previamente realizados para definir as condicoes
experimentais de exposicdo celular aos minerais. Simultaneamente, varias
metodologias foram testadas para a recuperagéo das células tanto do sobrenadante
como de células aderidas ao substrato mineral. As condigbes que possibilitaram
melhor recuperagdo das células puderam ser definidas em funcdo desses testes
realizados. Apenas os testes finais que apresentaram resultado satisfatério sao

descritos a seguir.
1.5.1. Células livres ou planctonicas

Os experimentos de exposi¢cdo aos minerais foram realizados no minimo em
triplicata, em ensaios independentes, utilizando-se células de A. ferrooxidans obtidas
a partir de 3.000 mL de cultura (item 1.2), as quais foram suspendidas em 300 mL de
meio T&K (sem fons Fe?*). As células ndo expostas aos minerais (controle) foram
obtidas a partir de 100 mL desta suspensao celular por meio de centrifugacédo a
3.900 rpm por 20 minutos a 4°C em centrifuga de mesa Sorvall.

Cada experimento de exposicao foi realizado em 2 frascos Erlenmeyer de 250
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mL contendo 100 mL da suspenséo e 2,5 g de calcopirita ou de bornita, incubando-
se a 30°C sob agitacdo de 150-250 rpm por diferentes tempos (24, 48, 72 ou 144
horas com calcopirita; 24 ou 48 horas com bornita). Testes prévios foram realizados,
0 que permitiu determinar a relacdo massa/volume de 2,5% como sendo apropriada
para os experimentos de exposicdo. Apds o tempo de incubacao, a suspenséo foi
centrifugada a 700 rpm por 1 minuto (Sorvall) para separacao do mineral. As células
livres presentes no sobrenadante foram coletadas por centrifugacao a 3.900 rpm por
20 minutos a 4°C e lavadas com H.SO, 0,01 mol L.

Células-controle e células livres apds exposicdo ao mineral foram submetidas

a analise protéica (item 1.6) e/ou a analise da expressao génica (item 1.7).
1.5.2. Células aderidas a calcopirita

1.5.2.1. Padronizacao de metodologia para retirada de células

aderidas ao mineral

Células provenientes de 300 mL de cultura (item 1.2) foram suspendidas em
30 mL de T&K (sem ions Fe?"). O experimento de aderéncia foi realizado em 2
frascos Erlenmeyer de 25 mL contendo cada 10 mL da suspenséao e 2,5% (m/v) de
calcopirita, os quais foram mantidos a temperatura ambiente, sem agitagao, por 24
horas. As células-controle (provenientes de 10 mL da suspensao, ndo expostas ao
mineral) e as células apds exposicdo foram obtidas como descrito no item 1.5.1,
sendo o mineral separado das células livres por centrifugacdo a 700 rpm por 1
minuto a 4°C.

Para obtencao das células aderidas a calcopirita os procedimentos utilizados
foram adaptados a partir do descrito por Garcia e Jerez (1995) e Ohmura et al.
(1996), adicionando-se 1 mL de Triton X-100 0,05% (v/v) ou 1 mL de DTT 5 mmol L
ao mineral, respectivamente. Apds 20 minutos sob agitacdo vigorosa em vortex, o
mineral foi centrifugado a 800 rpm por 1 minuto e as células aderidas foram obtidas

por centrifugacdo do sobrenadante (13.200 rpm por 10 minutos a 4°C).
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1.5.2.2. Determinacao do tempo de exposicao a calcopirita

Uma analise do tipo time course foi realizada para verificar as alteragcdes nos
perfis protéicos de células aderidas a calcopirita em intervalos de tempos variaveis
de até 24 horas.

Células provenientes de 2.000 mL de cultura de A. ferrooxidans (item 1.2)
foram suspendidas em 200 mL de T&K (sem ions Fe®!). Cada experimento de
exposicao foi realizado em frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL da
suspensao celular com 2,5% (m/v) de calcopirita. Os frascos foram mantidos a 30°C
e 60 rpm por diferentes tempos (2, 6, 8 ou 24 horas). Controles foram realizados na
auséncia da calcopirita, tanto sem agitacao (tempo de 0 hora) como também sob
agitacao para cada um dos tempos de incubacao. As células dos controles, e as
células livres foram obtidas como descrito no item 1.5.1. As células aderidas ao
mineral foram obtidas apds tratamento com Triton X-100 0,05% (v/v) (item.l.5.2.1).

Células-controle (tempo 0 hora e apds agitacdo nos diferentes tempos na
auséncia do mineral), células livres e aderidas a calcopirita foram submetidas a
extracao de proteinas de periplasma e de esferoplastos (item 1.6.1.2) e analisadas
por eletroforese.

1.5.2.3. Exposicao a calcopirita para analise por 2D

Com base nos resultados de exposi¢cao a calcopirita em diferentes intervalos
de tempo (item 1.5.2.2), as proteinas periplasmaticas (item 1.6.1.2) foram extraidas
de células ndo aderidas e de células aderidas ao mineral apds exposi¢cao por 2
horas (sob agitacdo a 60 rpm) e separadas por 2D-PAGE (pH 3-10). Para andlise
por eletroforese as células ndo aderidas também foram tratadas de modo analogo
com Triton X-100 0,05% (v/v).

A analise das proteinas periplasmaticas foi realizada entre apenas duas
réplicas, porém cada uma delas foi obtida a partir de um pool de trés experimentos
independentes, com o objetivo de garantir quantidade de proteina suficiente para a
separacao por eletroforese 2D.
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I.6. Andlise da expressao protéica diferencial em A. ferrooxidans LR apods

exposicao aos minerais
1.6.1. Extracao de proteinas
1.6.1.1. Proteinas totais
1.6.1.1.1. Lise celular por sonicacao

Para obtencdo de proteinas totais, células de A. ferrooxidans foram lisadas
inicialmente por sonicacdo, segundo procedimento descrito por Ramirez et al.
(2004), com modificagdes. As células (item 1.2) foram lavadas com Tris-HCI 10 mmol
L" (pH 7,5) e suspendidas em tampao contendo Tris-HCI 10 mmol L™ (pH 7,5),
MgCl, 5 mmol L' e RNase pancreatica 50 ug mL™. A lise foi realizada por ultra-som
com pulsos de 9 segundos (alternados com repouso de 9 segundos) e amplitude de
30% por 6 minutos em sonicador Vibracell (Sonics).

O sobrenadante contendo proteinas totais foi submetido a purificagdo com 2-
D Clean-Up Kit (GE Healthcare) e as proteinas precipitadas foram suspendidas em
tampao de lise [uréia 9,5 mol L; Igepal 2% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v)]. As
amostras foram mantidas a -20°C. As proteinas foram quantificadas pelo método

descrito no item 1.6.2 e analisadas por eletroforese.
1.6.1.1.2. Extracao com fenol

A extracdo de proteinas com fenol foi realizada segundo método descrito por
De Mot e Vanderleyden (1989). As células (item 1.2) foram lavadas com solugao
salina tamponada com fosfato (K;HPO,4 124 g L™"; KH,PO, 0,39 g L™'; NaCI 8,8 g L'™;
pH 7,2) por centrifugagdes a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C em microcentrifuga.
As células foram suspensas em 750 uL de tampao de extracdo [sacarose 0,7 mol
L"; Tris-base 0,5 mol L™; HCI 30 mmol L™'; EDTA 50 mmol L'; KCI 0,1 mol L; DTT
40 mmol L] e incubadas por 15 minutos & temperatura ambiente. A solucdo
adicionou-se 750 uL de fenol equilibrado (/nvitrogen), e ap6s 15 minutos de agitacao

continua em vortex, as fases foram separadas por centrifugacdo a 12.000 rpm por 5
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minutos a 26°C em microcentrifuga. A fase fendlica foi reextraida 2 vezes com
mesmo volume de tampdo de extracdo. As proteinas foram precipitadas da fase
fendlica por adicdo de 5 volumes de acetato de aménio 0,1 mol L' em metanol.
Apos incubagdo por no minimo 2 horas a -20°C, a solugéo foi centrifugada a 12.000
rom por 5 minutos a 4°C, e o precipitado lavado 2 vezes com acetato de amonio 0,1
mol L' em metanol e com acetona 80% (v/v). O sedimento foi secado ao ar e
solubilizado em 30 a 100 pL de tampao de lise [uréia 9,5 mol L'; Igepal 2% (v/v); B-
mercaptoetanol 5% (v/v)]. As amostras foram mantidas a -20°C. As proteinas foram
quantificadas pelo método descrito no item 1.6.2 e analisadas por eletroforese.

Para analise em 2D-PAGE, uma quantidade de 250 pg de proteinas do
extrato total foi purificada por precipitagdo das proteinas com 2-D Clean-Up Kit (GE

Healthcare), as quais foram suspendidas em 25 uL de tampao de lise.
1.6.1.2. Proteinas de periplasma e de esferoplastos

Inicialmente, para isolamento das proteinas do periplasma utilizou-se o
procedimento descrito por Van der Westen, Mayhew e Veeger (1978). As células
(tem 1.2) foram suspendidas em um volume de pelo menos 50 pL da solugao
contendo Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 9,0) e EDTA 50 mmol L™ (pH 8,0) e mantidas sob
agitacdo a 37°C a 250 rpm por 30 minutos. O sobrenadante contendo as proteinas
de periplasma foi separado por centrifugacdo a 10.000 rpm por 20 minutos,
seguindo-se a quantificagdo das proteinas e analise por eletroforese (item 1.6.3).

Alternativamente, testou-se a extragéo de proteinas com cloroférmio segundo
método descrito por Ames, Prody e Kustu (1984), com modificagdes. As células
(item 1.2) foram suspendidas em pelo menos 164 uL da solugéo contendo Tris-HCI
50 mmol L™ (pH 9,0) e EDTA 50 mmol L™ (pH 8,0), e apds adicdo de cerca de 16 uL
de cloroférmio, as células foram mantidas por 15 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante contendo as proteinas de periplasma foi obtido por centrifugacédo a
6.000 x g por 20 minutos. Os esferoplastos (sedimento) foram suspendidos em um
volume de no minimo 100 uL de tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970) [Tris-HCI
0,0625 mol L™ (pH 6,8); SDS 2% (v/v); glicerol 10% (v/v); B-mercaptoetanol 5%

(v/v)], e mantidos em banho fervente por 5 minutos para a lise. Ap6s centrifugacgao,
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as proteinas obtidas a partir do sobrenadante, foram quantificadas e analisadas por
SDS-PAGE (item 1.6.3).

Para andlise em 2D-PAGE, o volume total do extrato periplasmatico foi
purificado por precipitacdo das proteinas com 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare), as
quais foram suspendidas em 25 uL de tampao de lise [uréia 9,5 mol L''; Igepal 2%
(v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v)]. As proteinas periplasmaticas foram quantificadas e

aproximadamente 30 ug de proteinas foram analisadas por 2D-PAGE (item 1.6.4).
1.6.2. Quantificacao das proteinas

Aliquotas contendo proteinas celulares foram submetidas ao procedimento de
quantificacédo utilizando-se Coomassie Brilliant Blue G-250 (BRADFORD, 1976). O
reagente foi preparado pela dissolu¢cdo de 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-
250 em 50 mL de etanol 95% e 100 mL de acido fosforico 85%, para um volume final
de 1L, sendo a solucéo filtrada antes da utilizacao.

A curva-padréao foi obtida utilizando-se volumes de 10 a 25 pL de uma solugéo
de soroalbumina bovina 0,5 g L e completando-se para 100 uL com agua. Apés
adicdo de 2 mL do reagente, a solugéo foi homogeneizada em vortex e mantida em
repouso por 5 minutos. A leitura de absorbancia foi realizada a 595 nm em
espectrofotometro DUS30 (Beckmann) ou 600S (FEMTO). A amostra foi submetida a

tratamento andlogo e sua concentragcédo determinada a partir da curva-padrao.
1.6.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

As amostras de proteinas celulares foram incubadas a 100°C por 5 minutos
em tamp&o de Laemmli (LAEMMLI, 1970) [Tris-HCI 0,0625 mol L™ (pH 6,8); SDS 2%
(v/v); glicerol 10% (v/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); Azul de Bromofenol 0,001%
(m/v)] e colocadas em gelo. Apds rapida centrifugacao (1.000 x g, por 2-3 minutos),
as amostras foram aplicadas no gel SDS-poliacrilamida 14%, utilizando-se tampao
de corrida Tris-glicina [Tris-base 25 mmol L™; glicina 192 mmol L™; SDS 0,1% (m/v)]

(LAEMMLI, 1970). A corrida foi realizada no sistema MINI-PROTEAN® |I (Bio-Rad)

com aplicacdo de 110 V ou no sistema Hoefer™ SE600 (GE Healthcare) com

aplicagdo de 100-150 mA por gel.
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1.6.4. Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

As amostras de proteinas foram separadas por 2D-PAGE usando o sistema
de isoeletrofocalizacdo IPGphor™ (GE Healthcare) em Immobiline ™ DryStrip (13 cm,
linear, GE Healthcare) na faixa de pH 3-10 ou 4-7, conforme especificacdes do
fabricante.

Um volume de 25 uL da solugéo protéica purificada foi adicionado a 170 pL de
tampao de rehidratacdo [uréia 8 mol L™'; Triton X-100 2% (v/v); Azul de Bromofenol
0,001% (m/v); DTT 2,8 mg mL™"], 5 uL de IPGbuffer (GE Healthcare) e 50 uL de
DeStreak™ Rehydration Solution (GE Healthcare). Testes prévios demonstraram que
a adicdo de DeStreak™ Rehydration Solution permitiu melhor visualizacdo das
proteinas no gel, provavelmente devido a uma solubilizagdo mais eficiente das
mesmas. Para evitar evaporacéo foram adicionados 700 uL de /PG Cover Fluid (GE
Healthcare) sobre cada tira. Depois de 10 horas de rehidratagcao (sem aplicacao de
potencial), a isoeletrofocalizacao foi conduzida com corrente de 50 pA por tira a 20°C
por 500 V (1 hora), 1000 V (1 hora) e 16.000 Vh (para um total de 17.500 Vh).

Apés a isoeletrofocalizagdo a tira foi equilibrada por duas vezes durante 15
minutos cada com 3 mL do tampao de equilibrio [Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,8); uréia
6 mol L; glicerol 30% (v/v); SDS 2% (m/v); Azul de Bromofenol 0,001% (m/v); DTT
10 mg mL"] (GIANAZZA et al., 1985; BJELLQVIST et al., 1993). A tira também foi
equilibrada uma vez durante 15 minutos com 3 mL do tampéao de equilibrio contendo
iodoacetamida 25 mg mL™ ao invés de DTT.

As proteinas foram separadas na segunda dimensdo em gel SDS-
poliacrilamida 12,5% (18 x 16 cm) utilizando o sistema Hoefer'™ SE600 (GE
Healthcare). A corrida foi realizada a 45 mA por gel em tampao de corrida Tris-
glicina (LAEMMLI, 1970).

1.6.5. Coloracao do gel

O gel obtido foi corado utilizando-se os seguintes métodos:

- Coomassie Birilliant Blue R-250: o gel foi mantido por 20 minutos em solugao
corante contendo metanol 54% (v/v), acido acético glacial 13,5% (v/v) e Coomassie
Brilliant Blue R-250 0,27% (m/v). Em seguida, foi descorado em solucédo contendo
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metanol 30% e acido acético glacial 10%, sob agitacdo, até que as bandas de
proteinas puderam ser visualizadas com nitidez.

- nitrato de prata: apds fixacao, por 1 hora, em solucdo contendo etanol 50%
(v/v), &cido acético 12% (v/v) e formaldeido 0,03% (v/v), o gel foi desidratado por 3
vezes (20 minutos cada sob agitacdo) em etanol 50% (v/v). Apds agitacdo com a
solucdo de tiossulfato de sédio pentahidratado (Na>S;03.5H,0) 0,02% (m/v) por 1
minuto, o gel foi lavado com agua destilada. A seguir, foi mantido (20 minutos, sob
agitacao) em solucao de nitrato de prata 0,2% (m/v) contendo formaldeido 0,03%
(v/v). Ap6s novas lavagens com agua destilada (3 vezes), o gel foi mantido no
revelador [Na.CO3z 6% (m/v); NaS.03.5H.O 0,0004% (m/v); formaldeido 0,02%
(v/v)] até aparecimento das proteinas e a seguir transferido para solugédo fixadora
[etanol 50% (v/v); acido acético 12% (v/v); formaldeido 0,03% (v/V)].

1.6.6. Analise da imagem de 2D e comparacao dos geéis

As imagens dos géis de 2D foram adquiridas usando o ImageScanner (GE
Healthcare) a 150 dpi de resolucao. A intensidade de coloracao dos spots (expressa
como % volume), a massa molecular e o ponto isoelétrico foram estimados para
cada proteina utilizando o software ImageMaster™ 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare).

Graficos de dispersdo de % volume vs. % volume de comparagao entre as
réplicas foram obtidos para verificar o grau de reprodutibilidade entre no minimo trés
réplicas para cada experimento (controle, exposicdo a bornita ou a calcopirita).
Valores de correlagdo da reta obtida por regressao linear superiores a 0,9 foram
considerados como significativos para as analises. Somente proteinas consideradas
tipicas pela analise dos graficos de dispersdo foram analisadas quanto a expressao
diferencial entre controle e bornita e/ou entre controle e calcopirita. Para a
comparagdo das proteinas de periplasma de células livres (considerada como
controle somente para essa andlise) e de células aderidas a calcopirita, o grau de
reprodutibilidade foi verificado entre apenas duas réplicas, porém cada uma delas
obtida a partir de um pool de trés experimentos independentes.

Proteinas induzidas ou reprimidas foram selecionadas para analise por
espectrometria de massas somente quando a variagao entre o controle/calcopirita
e/ou controle/bornita foi estatisticamente significante pelo Teste T de Student
(P<0,05), utilizando o software ImageMaster™ 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare).
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1.6.7. Identificacao das proteinas diferenciais por espectrometria de
massas

Esta parte do trabalho foi realizada pelas colaboradoras Dra. Eliandre de
Oliveira e Maria Antonia Odena da Plataforma de  Proteomica
(http://www.pcb.ub.es’/homePCB/live/es/p1249.asp), Parc Cientific de Barcelona -
Universidade de Barcelona (Barcelona - Espanha).

1.6.7.1. Digestao triptica das proteinas

As proteinas diferencialmente expressas foram isoladas dos géis e digeridas
com tripsina (Sequencing grade modified, Promega) (SHEVCHENKO et al., 1996)
utilizando-se dispositivo automatico Investigator ProGest (Genomic Solutions).

Para isto, a porcao de gel contendo a proteina foi lavada sequencialmente
com tamp&o bicarbonato de aménio 50 mmol L™ (ABC) e ACN. Em seguida, foi
realizada a reducdo e a alquilacdo respectivamente por tratamento com DTT 10
mmol L™ durante 30 minutos a 56°C, e tratamento com iodoacetamida 55 mmol L.
Depois de lavagens sequenciais com tampao ABC e ACN, as proteinas foram
digeridas a 37°C com tripsina 0,27 nmol L™, por uma noite. Peptideos tripticos foram
extraidos da matriz do gel com acido féormico 10% (v/v) e ACN, e secos em

centrifuga a vacuo.
1.6.7.2. Analise MS/MS

Os peptideos tripticos foram analisados por MALDI-TOF-MS usando o
espectrometro de massas 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems) e/ou ESI-
MS/MS usando um sistema Q-TOF Global (Micromass-Waters)

- Analise por MALDI-TOF-MS: os peptideos foram redissolvidos em 5 pL de
TFA 0,1% (v/v) em ACN 50% (v/v). Uma aliquota de 0,5 pL foi misturada com o
mesmo volume da solugdo da matriz 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico 2 mg mL™
(Waters) em TFA 0,1% (v/v) e ACN 50% (v/v), e diretamente colocada na placa de
MALDI. Os espectros de MS foram adquiridos em modo refletor positivo (potencial
de 20 kV) e intensidade do laser variando de 5800 a 6200. Cerca de 500 shots por
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espectro foram acumulados, e de 3 a 5 picos foram selecionados para serem
caracterizados por andlise MS/MS. Os espectros de MS/MS foram adquiridos
usando dissociagdo induzida por colisdo (CID), com ar atmosférico como gas de
colisdo. Um modo positivo MS-MS 1 kV foi usado. Espectros MS e MS/MS da
mesma proteina foram combinados em um Unico arquivo com formato de texto
compativel com o programa de buscas MASCOT (extensdo mgf) para submissao
dos dados para pesquisa em banco de dados.

- Analise por ESI-MS/MS: os peptideos digeridos por tripsina foram
analisados online por LC-MS/MS (Cap-LC-nano-ESI-Q-TOF) (CapLC, Micromass-
Waters). As amostras foram ressuspendidas em 15 mL da solugédo de acido férmico
1% e 4 mL foram injetados para separacédo cromatografica na coluna capilar RP C18
(75 mm de diametro interno e 15 cm de comprimento, PepMap column, LC
Packings). Os peptideos eluidos foram ionizados via injetores nano-ES (PicoTipTM,
New Objective). O potencial aplicado no capilar foi de 2000-3000 V e no cone foi de
80 V. A colisdo durante a dissociacao induzida por colisdo (CID) foi de 20-35 eV e
argbnio foi usado como gas de colisdo. Os dados foram gerados em formato de
arquivo de texto (extensdo pkl) e submetidos a pesquisa em banco de dados.

1.6.7.3. Pesquisa em banco de dados

Os arquivos pkl e mgf foram submetidos para pesquisa em banco de dados
utilizando-se MASCOT. A pesquisa foi realizada contra as sequéncias de proteinas
anotadas do genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf). Os parametros da pesquisa foram: 1
clivagem perdida, carbamidometil de cisteina como modificagéo fixa, oxidagédo da
metionina e Piro-glu (N-term Q) como modificagcdes variaveis. A tolerancia de erro na
massa molecular dos ions foi de 100 ppm e 0,25 Da, respectivamente para
espectros MS e MS/MS.

O programa MASCOT envolve o célculo e comparagcdo de m/z (massa/carga)
dos fragmentos teoricamente preditos para todos os peptideos de um banco de
dados com o valor de m/z dos fragmentos experimentais (CANTU et al., 2008). A
probabilidade do valor de m/z do fragmento tedrico e experimental coincidir, de

maneira randdémica, é calculada e expressa como sendo 0 negativo do logaritmo
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desse numero (score). Quanto maior for o valor do score obtido, maior é a
probabilidade do resultado de identificacdo ser verdadeira (CANTU et al., 2008).
Sendo assim, os peptideos foram considerados como identificados quando o valor
de acertos (score) excedeu o valor de homologia calculado por MASCOT.

.7. Analise da expressao g¢génica diferencial em células livres de A.
ferrooxidans LR apos exposicao a calcopirita

Experimentos de PCR em tempo real foram realizados a fim de se verificar a
expressao em nivel de transcricdo de alguns genes de interesse. Tais genes foram
0s correspondentes a algumas proteinas diferenciais identificadas na analise
protebmica em resposta a bornita (item 1.6). A expressdo génica diferencial foi
analisada em quadruplicata em células livres de A. ferrooxidans LR mantidas em
exposicdo a calcopirita por 24 horas, comparativamente as células-controle (nao
expostas ao mineral).

Os experimentos de PCR em tempo real foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular da Profa. Dra. Laura M. M. Ottoboni no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, pelo Pés-Doutorando Dr.
Lucio Fabio Caldas Ferraz.

1.7.1. Extracao de RNA

O RNA total de A. ferrooxidans foi isolado como descrito por Paulino, Mello e
Ottoboni (2002). As células-controle e as células livres apds exposicao a calcopirita
(item 1.5.1) foram suspendidas em 800 uL de tampao de extragcdo (EDTA 1 mmol L7;
LiCl 0,1 mol L™; Tris 0,1 mol L") e agitadas em vortex. A suspensao adicionou-se
800 uL da mistura de fenol equilibrado com Tris-HCI, cloroférmio e alcool isoamilico
(proporcéao 25:24:1, v/v/v) contendo SDS 10% (m/v), e agitou-se em vortex, até o
desaparecimento das células. Apds centrifugagdo a 10.000 rpm por 4 minutos a 4°C
(microcentrifuga Microfuge® R. Beckman), a fase aquosa foi recuperada e o
processo de extracdo com fenol foi repetido por cerca de 8 vezes. O RNA foi
precipitado a -70°C por 2 horas com acetato de potassio 2% (m/v) (pH 5,5) e etanol

100%. Apos centrifugagdo a 10.000 rpm por 8 minutos a 4°C, lavou-se o sedimento
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de RNA com 800 uL de etanol 70% (v/v). O sedimento foi seco a temperatura
ambiente, e o0 RNA foi diluido com 40 uL de agua tratada com DEPC. A integridade
do RNA foi checada em gel de agarose 1% (m/v). O RNA foi tratado com DNase 1 U
uL™" (Invitrogen) por 15 minutos a 37°C e estocado a -80°C. Apés quantificacdo
(método espectrofotométrico-leitura a 260 nm), o RNA foi analisado em gel de

agarose 1% (m/v).
1.7.2. Sintese de cDNA

A partir de 1,5 ng de RNA sintetizou-se cDNA utilizando-se o kit ThermoScript
™ RT-PCR System (Invitrogen), conforme especificacdes do fabricante. Ao RNA
adicionou-se agua DEPC para um volume final de 9 uL, 1 uL de Random Primer e 2
uL de mix dNTPs (10 mmol L™"). Apés incubacéo a 65°C por 5 minutos, acrescentou-
se os reagentes do kit: 4 uL de tampao, 1 uL de DTT, 1 uL de dgua DEPC, 1 uL de
RNaseOUT™ e 1 uL de transcritase reversa. O programa de PCR foi de 25°C a 10
minutos, 50°C a 50 minutos e 85°C a 5 minutos. Depois da amplificagdo, adicionou-
se 1 uL de RNase H (2 U puL") e incubou-se a 37°C por 20 minutos. Apds

quantificacdo por espectrofotometria, o cDNA foi mantido a -20°C.
1.7.3. PCR em tempo real

A caracterizagcao da expressao dos genes selecionados foi realizada por meio
de RTg-PCR (Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction). Os pares de
primers especificos para cada gene utilizado nos experimentos de PCR em tempo
real estdo listados na Tabela 3 e foram desenhados para uma temperatura melting
(Tm) de 60°C utilizando-se o programa Primer3 v.0.4.0 (ROZEN; SKALETSKY, 2007)
com base nas sequiéncias nucleotidica disponiveis no genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270 (http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf) (Anexo
A, p. 168). A especificidade dos primers foi confirmada por PCR usando DNA
gendmico isolado de A. ferrooxidans LR, de acordo com procedimento padréao
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).
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Tabela 3. SeqUéncias de primers utilizados no experimento de PCR em tempo real
para amplificagéo das regides centrais do cDNA de interesse.

N®de ~ Euncso Predita Primer direto Primer reverso Tfarran;r:l;:t‘:o
acesso (seqliéncia 5 —3) (seqliéncia 5 —3) amplificado (pb)
AFE_035g  CNOQUS 16MICO GGGGCATAGTGTTCATCGAG  CAGAAGATCGCGTTGTACTCC 101
AFE_0gap  FIPUI0SE BIOSIAI  11GGCCTTTCTGGTAGATGG  CGCGGTGATAGTGCAGGTA 94
AFE_0952  Ribossomal L25 CCTGGTGGAAGTAGAAGTGGA CAGATGCAGGCTATCACCAA 97
AFE 1640  Ribossomal S2  ATGGCACCATGGAAAAACTC CAGACCGTTCATGTCCTTGAT 104
AFE_2062 fam}g’ﬁﬁggtﬁsa ACTCCCATTTCACCCATCTG ~ GCGATGCTCTTGGAGAGGT 103
AFE 3085 [ rutose-bifosfalo  raroGACCGGATCAAGGAA  ACCGAATTCGTGGATGATCT 110

aldolase

* Nimero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270.

O experimento de PCR em tempo real foi normalizado usando o gene
endégeno ala que codifica para alanil RNAt sintetase (YARZABAL et al., 2004). Em
experimentos prévios, a expressao do gene ala nao se alterou apds exposicao das
células aos minerais.

As reacdes foram realizadas em triplicata usando o kit Platinum® SYBR®
Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante com
modificagcdes. As reagdes de PCR foram realizadas com 100 ng de cDNA, 6,25 uL
de Platinum® SYBR® Green, 1 uL de cada primer (5 umol L, reverso e direto), 0,25
uL corante de referéncia Rox (Applied Biosystems) e agua MilliQ em quantidade
suficiente para um volume final de 12,5 pL.

A reacao foi incubada a 50°C por 2 minutos, seguido da desnaturacéo a 95°C
por 10 minutos, e 40 ciclos consistindo de desnaturagédo a 95°C por 15 segundos,
anelamento do primer a 60°C por 20 segundos, e extensdo do primer a 72°C por 32
segundos. Em seguida foi realizada uma etapa adicional de dissociagdo (95°C por
15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C por 15 segundos), para verificar a
especificidade das amplificacdes do PCR em tempo real (auséncia de artefatos
como a formagéo de dimeros e produtos de PCR néo especificos).

Os dados foram coletados no equipamento 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems) e processados com o Sequence Detection Software v4.3.4
(Applied Biosystems). O padrao da expressao relativa dos genes de interesse foi
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calculado baseado no método de comparacdo ou limiar comparativo (AACr),
previamente descrito por Livak e Schmittgen (2001). O numero de Ct serve como
base de comparacéo entre as amostras, pois se refere ao numero de ciclos no qual
a curva de amplificagdo de cada amostra atinge o threshold (ponto de referéncia no
qual todas as amostras possuem a mesma intensidade de fluorescéncia). A média
dos valores do ciclo (Ct) para os genes de interesse e para o gene enddgeno foi
determinada no controle (crescimento em Fe®*) e na condicdo testada (exposicdo a
calcopirita). Para a normalizacdo, os valores de delta Cr (ACt) foram entédo
calculados como a diferenga entre o valor de Ct para os genes de interesse e o valor
de Cr para o gene enddgeno. O valor de AACt para cada gene foi determinado como
uma diferenga entre o valor de ACt obtido nas condi¢des testadas e o valor de ACt
obtido da condigédo controle. A mudanca no nivel do RNAm dos genes de interesse
nas condicoes testadas, normalizada com o gene enddgeno e a condigdo controle,
foi dada pela equagdo 2**°T. Os experimentos foram validados usando diluicdes
seriais de cDNA, assegurando-se que a eficiéncia de amplificacdo dos genes de
interesse e do gene enddgeno foi aproximadamente equivalente. A variagao entre os
experimentos foi estatisticamente comprovada pelo Teste T de Student, com nivel de

confianga de 0,05 ou menos.
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PARTE Il. Proteina putativa de A. ferrooxidans LR contendo cisteina:
expressao em E. coli, purificacao e avaliacao do efeito da proteina
recombinante sobre a oxidacao bacteriana da calcopirita

Essa parte do trabalho teve como objetivo avaliar se a adicdo de uma
proteina contendo cisteina poderia auxiliar a oxidacao bacteriana da calcopirita. Para
isto, a sequiéncia nucleotidica da regido codificadora de uma proteina putativa de A.
ferrooxidans LR contendo 8% dos aminoacidos em cisteina (denominada PCys) foi
clonada para superexpressao em E. coli Rosetta, sendo purificada por cromatografia
de afinidade e utilizada em ensaios respirométricos de oxidagédo de calcopirita na
presenca de A. ferrooxidans LR.

Os quarenta aminoacidos iniciais da proteina putativa apresentam identidade
com os quarenta aminoacidos iniciais de uma proteina hipotética anotada de A.
ferrooxidans ATCC 23270. A ORF correspondente a essa proteina putativa foi
originalmente identificada como parte de um fragmento de DNA pertencente a uma
biblioteca genémica de A. ferrooxidans LR e foi utilizada na transformacao de E. coli
DH5a (NOVO, 1993). O clone de E. coli transformado com tal fragmento apresentou
um aumento da sua tolerancia ao manganés em comparagdo com a E. coli ndo
recombinante (NOVO, 1993).

A clonagem da ORF da proteina putativa em vetor de expresséo, bem como a
padronizagdo inicial do protocolo de expressdo em E. coli foram realizadas pelo
Mestrando Guilherme Rodrigo Reis Monteiro dos Santos do Programa de Pds-
Graduacao em Biotecnologia da UFSCar, no Laboratério de Biologia Molecular do
Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva, Departamento de Genética e Evolucado da
Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar. Os resultados aqui apresentados de
expressao e purificagédo foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular de Microrganismos da Profa. Dra. Maria Célia Bertolini, do Departamento
de Bioquimica e Tecnologia Quimica do IQ-UNESP, segundo modificagdes do
protocolo inicial.
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Il.1. Clonagem da regiao codificadora da proteina putativa de A. ferrooxidans
LR em vetor de expressao

Células de A. ferrooxidans LR foram submetidas a extracdo de DNA
gendbmico como descrito por Novo et al. (1996), o qual foi utilizado para a
amplificagdo da regido codificadora da proteina. Os oligonucleotideos foram
desenhados com base na sequiéncia de nucleotideos (Figura 4) (Novo, M. T. M.,
comunicag¢ao pessoal).

Para a PCR foi utilizada a enzima Platinum Tag DNA polimerase High Fidelity
(Gibco BRL), além dos oligonucleotideos direto (5°-
CATATGCCTATTTTCGATTACCA-3) e reverso (5°-
GGATCCTTAATGCTTCGTAAATTGCC-3") contendo os sitios para as enzimas Ndel
e BamHI (sitios sublinhados), respectivamente. O produto amplificado foi purificado
com o auxilio do kit GFX™ DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences),
digerido com as enzimas citadas e utilizado para a ligacdo no vetor de expresséo
pET28a (Novagen) (Figura 5) entre os sitios dessas mesmas enzimas.

Il.2. Expressao da proteina PCys em E. coli

O vetor recombinante pET28a (contendo a ORF de PCys) foi utilizado na
transformacao da linhagem de E. coli para a producédo da proteina recombinante
fusionada a uma cauda de poli-His, segundo procedimento a seguir.

Células competentes de E. coli BL21(DE3)pLysS foram transformadas com o
plasmideo pET28a-PCys e selecionadas em meio 2YT [triptona 1,6% (m/v); extrato
de levedo 1,0% (m/v); NaCl 0,5% (m/v); glicose 0,2% (m/v)] contendo canamicina 30
ug mL". Algumas colénias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio 2YT
contendo canamicina 30 ug mL™ e incubadas a 37°C, 200 rpm, por uma noite.

Um volume de 1 mL da cultura foi transferido para um frasco Erlenmeyer
contendo 50 mL do meio 2YT e canamicina 30 ug mL™, o qual foi incubado a 37°C
sob agitacdo até atingir a densidade 6ptica de 0,6 a 0,8 a 600 nm. A cultura foi
adicionado volume de IPTG de modo a atingir concentragao final de 0,1 mmol L. A
cultura foi incubada a 37°C e 200 rpm, e ao final de 4 horas, as células foram
coletadas por centrifugacao (20.000 x g, 10 minutos, 4°C) e ressuspendidas em
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(A) 339 pares de bases

ATGCCTATTTTCGATTACCATTGTTGCGATTGCGACGCCGACTTTGAATTGCTGGT
CATGAATTCAACCATCCCAAACTGCCCGCAATGTGGCAGCCAACACCTGGAAAA
GCAGATTTCGCCGCGTAGCCGCACCTGGTCGCAGTGCTGGACTGAAGGCGCGTGC
TCGTGCACAAGCGGCGAAGGAGGGGCATTTGAGCAATTTTTCCGCCCGCCGAGCG
CAAATTGCCGTGACTCGGCAGGCATCGTTTCACCCCACCGACTTTTTGGAATAAC
ACCAGCGAGGATTTATCATGAGTGGTTTTTTCATGGATTTGGATGGCAATTTACG
AAGCATTGA

(B) 112 aminoé&cidos

MPIFDYHCCDCDADFELLVMNSTIPNCPQCGSQHLEKQISPRSRTWSQCWTEGACSCTSG
EGGAFEQFFRPPSANCRDSAGIVSPHRLFGITPARIYHEWFFHGFGWQFTKH

Figura 4. Seqiéncia de nucleotideos (A) e de aminoacidos (B) da regido codificadora da
proteina putativa PCys (contendo 8% de cisteina) de A. ferrooxidans LR. Os nove
residuos de cisteina estdo em negrito.
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pET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura 5. Representacdo do vetor de expressdo pET28a (Novagen) e de sua regido de
policlonagem.
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10 mL de tampao contendo NaCl 500 mmol L™, Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0) e
imidazol 30 mmol L. As células foram lisadas por sonicacdo durante 4,5 minutos
em sonicador Vibracell (Sonics).

Em seguida, o lisado celular foi centrifugado durante 20 minutos a 22.000 x g
a 4°C, o sobrenadante foi reservado e o precipitado ressuspenso em 10 mL do
tampé&o contendo NaCl 500 mmol L™, Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0), imidazol 5 mmol
L' e uréia 6 mol L. Proteinas das amostras do precipitado e sobrenadante foram
analisadas atravées de SDS-PAGE (item 1.6.3) para verificar se a proteina
recombinante estava soluvel (presente no sobrenadante) ou insoluvel (presente no

precipitado).

I.3. Purificacao da proteina recombinante por cromatografia de afinidade e
dialise

A proteina PCys recombinante (rPCys) foi purificada por meio de
cromatografia de afinidade utilizando coluna de niquel HiTRap Chelating de 5 mL
(Amersham Pharmacia) com o auxilio do Akta Prime Protein Purification System
(Amersham Pharmacia). A ativacdo e o equilibrio da coluna foram realizados
conforme instrugdes do fabricante.

Apbs o equilibrio da coluna, aplicou-se a amostra a um fluxo de 0,5 mL
minuto™, recolhendo-se a fracdo que passou pela coluna. A coluna foi em seguida
lavada com tampao de lavagem [NaCl 500 mmol L"; Tris-HCI 50 mmol L™ (pH 8,0);
imidazol 5 mmol L], recolhendo-se também essa fracdo. A proteina rPCys foi eluida
a partir da coluna com um gradiente linear de imidazol 5-500 mmol L™ preparado no
mesmo tampdo de lavagem. A coluna foi regenerada conforme instrugbes do
fabricante e as fragcdes coletadas durante a purificagdo foram analisadas por SDS-
PAGE (item 1.6.3).

Para garantir a purificacdo da proteina, ap6s a eluicdo foram realizadas
didlises por aproximadamente 10 horas cada a 4°C em diferentes tampdes: (1) Tris-
HCI 50 mmol L™ (pH 8,0), NaCl 250 mmol L, imidazol 250 mmol L™; (2) Tris-HCI 25
mmol L™ (pH 8,0), NaCl 100 mmol L™, imidazol 100 mmol L; (3) Tris-HCI 10 mmol
L™ (pH 8,0), NaCl 50 mmol L™, imidazol 50 mmol L™; (4) 2 vezes no tampéo Tris-HCI
10 mmol L™ (pH 8,0), imidazol 10 mmol L. Apés didlise, a proteina foi quantificada
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segundo método descrito por Hartree (1972) (item 1.4.1) e utilizada nos testes de

respirometria.

I.4. Avaliacao do efeito da proteina rPCys e de aminoacidos livres sobre a
atividade oxidativa de A. ferrooxidans LR em calcopirita

I1.4.1. Ensaios respirométricos na presenca da proteina rPCys

Para testar o efeito da proteina rPCys sobre a atividade oxidativa de A.
ferrooxidans LR na calcopirita, um volume de 500 pL de suspensdo celular
(contendo 600 ug mL" de proteina celular total) foi utilizado para cada ensaio
respirométrico. Os experimentos foram realizados com células de A. ferrooxidans LR
na presenca do mineral, e na presenca ou auséncia da rPCys. Frascos-controle
(mineral na presenca da rPCys, células na presenca da rPCys e apenas o mineral)
foram realizados em paralelo, nas mesmas condicbes dos anteriores. No
compartimento principal do frasco foram colocados 200 mg da calcopirita, tamp&o
glicina 0,2 mol L™ (em H.SOy4; pH 2,2), e a proteina rPCys (1x10®° mol L") para um
volume final de 3 mL (incluindo o volume de suspensao celular).

Os ensaios foram conduzidos em um equipamento de Warburg (Figura 3) em
frascos de 25 mL com um reservatorio lateral contendo as células. Apés adicao das
células no reservatério principal, o consumo de oxigénio (uL) foi monitorado e
expresso como uma media dos valores das triplicatas em cada intervalo de tempo

(minutos).

I.4.2. Ensaios respirométricos na presenca de cisteina livre e outros

aminoacidos

Para testar o efeito do amino&cido cisteina sobre a atividade oxidativa de A.
ferrooxidans LR na calcopirita, um volume de 500 pL de suspensao celular
(contendo 600 ug mL" de proteina celular total) foi utilizado para cada ensaio
respirométrico. Os experimentos foram realizados com células de A. ferrooxidans LR
na presenca do mineral, e na presenca ou auséncia de cisteina. Frascos-controle

(mineral na presenca do aminoacido, células na presenga do aminoacido e apenas o
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mineral) foram realizados em paralelo, nas mesmas condi¢des dos anteriores. No
compartimento principal do frasco foram colocados 200 mg da calcopirita, tampao
glicina 0,2 mol L™ (em H>SO4; pH 2,2), e cisteina em concentragédo de 1x10° mol L™
ou 1x10* mol L' em volume final de 3 mL (incluindo o volume de suspensao
celular). Os experimentos foram conduzidos como descrito no item 11.4.1.

O mesmo teste foi realizado na presenca de outros aminoacidos, entre eles,
alanina, serina, metionina ou histidina na concentragdo de 1x10° mol L™ (ou 1x10™

mol L), e valina, isoleucina ou leucina na concentracdo de 1x10 mol L™,
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RESULTADOS

PARTE |: Expressao diferencial de proteinas e genes de Acidithiobacillus

ferrooxidans em resposta aos minerais calcopirita e bornita

I.1. Atividade oxidativa de A. ferrooxidans na presenca dos sulfetos minerais

Testes exploratérios de respirometria foram realizados para avaliar a atividade
oxidativa de doze linhagens de A. ferrooxidans (Tabela 1) sobre os sulfetos minerais
calcopirita e bornita (Figura 6). A velocidade inicial de oxidagéo, dada pela tangente
das curvas (resultados ndo mostrados), indica que no geral a linhagem LR foi uma
das mais eficientes na oxidacédo para ambos os minerais (Figura 6). O consumo de
oxigénio foi resultado principalmente do metabolismo bacteriano, ja que na auséncia
de células de A. ferrooxidans o consumo devido a oxidagdo quimica foi minimo
(Figura 6).

A atividade oxidativa de A. ferrooxidans LR sobre os minerais foi detectada
também por meio do monitoramento do potencial de 6xido-redugdo (Eh/mV vs.
Ag/AgCl saturado) por aproximadamente 25 dias (Figura?).

I.2. Andlise da expressao protéica diferencial em A. ferrooxidans

1.2.1. Padronizacao da extracao de proteinas totais

As proteinas totais de A. ferrooxidans LR foram obtidas pela lise das células
por sonicacdo (Figura 8A) ou por extracdo com fenol (Figura 8B). O método de
extracao por fenol permitiu a detecgdo de um maior numero de proteinas e por isso
foi escolhido para ser utilizado nas extragdes.

A isoeletrofocalizacao foi realizada nas faixas de pH de 3-10 (Figura 8A) e de
4-7 (Figura 8B), sendo a ultima escolhida para os experimentos a serem realizados,
pois possibilitou melhor resolucdo das proteinas. Nesta faixa de pH de 4-7,
aproximadamente 300 a 400 proteinas puderam ser detectadas por meio de
coloragdao com Coomassie Brilliant Blue R-250, em cada condicao testada (no

controle ou ap6s exposi¢ao aos minerais).
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Figura 6. Consumo de oxigénio por doze linhagens de A. ferrooxidans na presenga de
calcopirita (A) ou bornita (B) durante ensaios respirométricos Os minerais foram
adquiridos da empresa Ward's Natural Science Establisment. O consumo de
oxigénio (uL) foi medido, em duplicata, depois que as células foram adicionadas a
amostra mineral. O controle foi realizado para cada um dos minerais, na auséncia de

células.
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Figura 7. Variacado do potencial de 6xido-redugdo durante crescimento de A. ferrooxidans
LR na presenca de calcopirita ou bornita [2,5% (m/v) de mineral em meio T&K sem
ions Fe?*]. Cada ponto representa a média aritmética e o desvio-padrdo do potencial
de 6xido-redugao de experimentos realizados em triplicata.
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Figura 8. 2D-PAGE de proteinas totais de A. ferrooxidans LR para padronizagdo da
metodologia de extragdo das proteinas. As proteinas totais das células foram obtidas
apos lise celular por sonicagao (A) ou apds extracdo com fenol (B). Os numeros a
esquerda representam padrées de massa molecular (kDa). Os géis foram corados
com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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.2.2. Expressao protéica diferencial de células livres em resposta a
calcopirita ou bornita

.2.2.1. Experimentos preliminares de exposicao bacteriana a
calcopirita por 24, 72 ou 144 horas

Inicialmente fez-se uma analise preliminar dos perfis das proteinas totais de
células de A. ferrooxidans em diferentes tempos de contato com a calcopirita, por 24,
72 ou 144 horas, comparativamente as células ndo expostas ao mineral. Algumas
proteinas tiveram alteragdo na sua sintese em resposta a presenca de calcopirita,
como observado por SDS-PAGE (Figura 9).

Para a andlise da expressédo protéica diferencial de A. ferrooxidans LR em
resposta aos minerais optou-se pelo menor tempo de exposicdo para o qual as
alteracdes da expressao foram significativas (Figura 9). Adicionalmente ao tempo de
24 horas, optou-se também por avaliar a expressdo protéica apds 48 horas de

exposicao aos minerais.

1.2.2.2. Exposicao bacteriana a bornita ou calcopirita por 24 ou 48
horas

Os experimentos de exposicao das células aos minerais foram realizados no
minimo em triplicata. Apés aquisicdo das imagens por meio do ImageScanner, 0s
géis foram analisados utilizando-se o software ImageMaster™ 2D Platinum 6.0,
sendo a intensidade de cada spot quantificada em relacao a intensidade total das
proteinas no gel (% volume).

A reprodutibilidade dos experimentos a cada duas réplicas foi verificada por
graficos de dispersao relacionando o parametro % volume para a mesma proteina
em cada gel (% volume vs. % volume). Os resultados sdo apresentados entre as
réplicas para as trés condi¢des testadas: controle (Figura 10A), ap6s exposicao a
bornita (Figura 10B) ou a calcopirita (Figura 10C) por 24 horas. Resultados similares
foram obtidos apds a exposicao das células aos minerais por 48 horas (Figura 11).
Somente as proteinas que foram tipicas pela analise dos graficos de dispersao (cuja
regressao linear teve correlagcdo maior que 0,9) foram consideradas para a analise

estatistica pelo software.
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Figura 9. SDS-PAGE de proteinas totais (20 ug) de A. ferrooxidans LR apds exposicao a
calcopirita em diferentes intervalos de tempo. As células foram crescidas na
presenca de ions Fe** (meio T&K) e em seguida incubadas na auséncia (1, 3, 5) ou
na presenca de 2,5% (m/v) de calcopirita (2, 4, 6) por 24, 72 ou 144 horas, sob
agitacao a 150 rpm. Setas e asteriscos indicam algumas das proteinas que tiveram
sua sintese aumentada ou diminuida apds exposicdo ao mineral, respectivamente,
comparativamente ao controle correspondente (auséncia de mineral). Os niumeros a
esquerda representam padroes de massa molecular (kDa). O gel foi corado com
Coomassie Birilliant Blue R-250.
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Figura 10. Grafico de dispersado entre duplicatas de géis 2D-PAGE de proteinas totais de
células de A. ferrooxidans apés exposicdo aos minerais por 24 horas. Grafico de
dispersao (% volume vs. % volume de cada proteina) para cada dois géis, nas
seguintes condicoes: controle (A), e apds exposicao a bornita (B) ou calcopirita (C)
por 24 horas.
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Figura 11. Grafico de dispersédo entre duplicatas de géis 2D-PAGE de proteinas totais de
células de A. ferrooxidans apds exposicdo aos minerais por 48 horas. Gréafico de
dispersao (% volume vs. % volume de cada proteina) para cada dois géis, nas
seguintes condicoes: controle (A), e apds exposicao a bornita (B) ou calcopirita (C)
por 48 horas.
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Alteracdes na intensidade (% volume) de proteinas tipicas em bornita ou
calcopirita (apds exposicao por 24 ou 48 horas) foram avaliadas pelo Teste T de
Student, sendo que as alteracdes foram significativas apenas para bornita (P<0,05).

A resposta de A. ferrooxidans LR aos sulfetos minerais foi analisada por 2D-
PAGE pela comparacao do perfil protéico total obtido de células ndo expostas aos
minerais (controle) e de células expostas por 24 ou 48 horas a bornita ou calcopirita
(Figuras 12 e 13, respectivamente). O perfil protéico apds 24 horas (Figura 12) foi
muito semelhante ao observado para as células expostas aos minerais por 48 horas.
(Figura 13). Todas as proteinas com expressado diferencial significativa tiveram o
valor de ponto isoelétrico (pl) entre 5 e 6,5, e a massa molecular (MM) variando de
20 kDa a 70 kDa (Figuras 12 e 13).

Experimentos prévios com células de A. ferrooxidans LR mostraram que a
agitacao realizada durante a exposi¢cdo das células aos minerais (de 150 ou 250
rpm) ndo provocou por si sO alteracdo significativa no perfil de proteinas totais.
Células antes e ap6s agitagcdo em meio T&K (sem Fe?*, sem calcopirita ou bornita)
apresentaram o mesmo perfil por 2D-PAGE (resultados ndo mostrados).

A quantificacéo relativa (% volume) de proteinas que tiveram a sua expressao
diferencial significativa em bornita (apds exposicao por 24 ou 48 horas) e os desvios-
padréo entre as triplicatas sdo apresentados na Figura 14. Essas proteinas foram
isoladas do gel e digeridas com tripsina para analise por espectrometria de massas.

Os espectros obtidos por espectrometria de massas foram submetidos a
pesquisa no banco de proteinas anotadas a partir do genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270, utilizando-se o programa MASCOT (Tabela 4). O Anexo B (p. 174)
mostra os peptideos tripticos de cada proteina de A. ferrooxidans LR analisada por
espectrometria de massas e a sequéncia da proteina correspondente no genoma de
A. ferrooxidans ATCC 23270.

Os valores de massa molecular das proteinas de A. ferrooxidans LR
(deduzidas pelo gel 2D, Figura 14) em geral correspondeu ao tamanho predito para
a proteina no banco de A. ferrooxidans ATCC 23270. Somente para algumas
proteinas (de nimero 4, 7, 8 e 9) a massa molecular foi de aproximadamente 5 a 10
kDa menor (Tabela 4) do que o valor estimado do gel (Figura 14).
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Figura 12. 2D-PAGE de proteinas totais (250 pg) de A. ferrooxidans LR ap6s exposicao
aos sulfetos minerais por 24 horas. As proteinas foram extraidas de células néao
expostas aos minerais (A) e apos exposicao a 2,5% (m/v) de bornita (B) ou 2,5%
(m/v) de calcopirita (C) por 24 horas. Setas representam proteinas que induziram ou
reprimiram apos exposicao a bornita (B), comparativamente ao controle (A) e que
foram validadas pelo Teste T de Student (P<0,05). Proteinas diferencialmente
expressas apos exposicao a calcopirita nao foram validadas pela analise estatistica,
nao sendo assinaladas no gel (C). O padrao de massa molecular (kDa) esté indicado
no lado esquerdo dos géis. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-
250.
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Figura 13. 2D-PAGE de proteinas totais (250 ug) de A. ferrooxidans LR ap6s exposi¢cao aos
sulfetos minerais por 48 horas. As proteinas foram extraidas de células nao expostas
aos minerais (A) e apds exposicado a 2,5% (m/v) de bornita (B) ou 2,5% (m/v) de
calcopirita (C) por 48 horas. Setas representam proteinas que induziram ou
reprimiram apos exposicao a bornita (B), comparativamente ao controle (A) e que
foram validadas pelo Teste T de Student (P<0,05). Proteinas diferencialmente
expressas apos exposicao a calcopirita ndo foram validadas pela analise estatistica,
nao sendo assinaladas no gel (C). O padrao de massa molecular (kDa) esta indicado
no lado esquerdo dos géis. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-
250.
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Figura 14. Quantificagéo relativa (% volume) de proteinas diferencialmente expressas por A.
ferrooxidans LR em resposta a bornita apos separagao do extrato protéico total (250
ug) por 2D-PAGE. Circulos representam proteinas que foram significativamente
diferenciais (P<0,05 pelo Teste T de Student) entre células controle e células apos
exposicao a bornita. Histogramas representam a média do volume (expresso como
% volume) e os respectivos desvios-padrao entre as triplicatas para cada proteina
diferencialmente expressa antes da exposicdo ao mineral (controle) e apbs a
exposicao a bornita por 24 ou 48 horas. Os numeros associados com as proteinas
também denotam a sua identidade na Tabela 4.
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A proteina de numero 11 néao foi identificada pela pesquisa em bancos de
dados e teve sua sintese reprimida por bornita, principalmente depois de 24 horas
de exposicao (Figura 14). Mesmo com a alta qualidade dos espectros MS/MS, a
identificacdo dessa proteina ndo foi possivel utilizando-se o banco de proteinas
anotadas da linhagem A. ferrooxidans ATCC 23270 ou banco de outros organismos
(National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/gquery), provavelmente porque essa proteina deve
ser especifica da linhagem em estudo (LR). Conseqlientemente a funcao dessa
proteina ndo pode ser inferida por pesquisa em banco de dados.

Das treze proteinas diferencialmente expressas, quatro tiveram a sintese
induzida ap6s exposigao a bornita por 24 ou 48 horas, sendo essas: chaperonina
(groEL) (proteina 2), frutose-bifosfato aldolase (proteina 8), antioxidante da familia
AhpC/Tsa (proteina 10) e aldeido desidrogenase (NAD) (proteina 13). As demais
proteinas tiveram a sintese reprimida apds exposicdo a bornita por 24 ou 48 horas
em comparacao ao controle (Tabela 4).

Todas as proteinas diferencialmente expressas na presenca de bornita
apresentaram o mesmo padrédo de alteracdo (em relacdo ao controle) quando
comparados os tempos de exposicdo de 24 ou de 48 horas (Tabela 4). Em geral, a
alteracdo observada na sintese de proteinas apds 24 horas de exposi¢do ao mineral
foi mantida ou intensificada ap6s 48 horas de exposicdo, principalmente para
proteinas reprimidas (Figuras 14 e 15). Aproximadamente metade das proteinas
diferencialmente expressas em resposta a bornita esta relacionada ao metabolismo
energético em A. ferrooxidans (Tabela 4).

A predigédo da localizagéo celular de proteinas diferencialmente expressas foi
realizada utilizando-se 0s programas PSORT Prediction
(http://psort.hgc.jp/form.html) e Signalp 3.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), o que revelou que todas essas proteinas
nao sado secretadas e estdo provavelmente localizadas no citoplasma ou na

membrana interna da bactéria (Tabela 5).
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Figura 15. 2D-PAGE em detalhe de proteinas diferencialmente expressas apds exposicao a
bornita por 24 ou 48 horas. O controle foi obtido a partir de células ndo expostas ao
mineral. Os numeros associados com as proteinas também denotam sua identidade
na Tabela 4.
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Tabela 5. Localizacao celular predita de proteinas diferencialmente expressas em
células de A. ferrooxidans LR expostas a bornita.

*1

*2

Localizacao celular predita por

N2 proteina™ N2 Acesso Descricéo protéica ° PSORT Prediction | Signalp 3.0 Serve ™

1 AFE_0559 Proteina de dominio radical SAM Citoplasma / Nao secretada

2 AFE_2496 Chaperonina (groEL) Citoplasma / Nao secretada

3 AFE_2837 Frutose-1-6-bifosfatase (fbp) Membrana interna / Nao secretada
4 AFE_3085 Frutose-bifosfato aldolase classe Il (fba) Citoplasma / Nao secretada

5 AFE_2508 Carboidrato quinase (PfkB) Membrana interna / Nao secretada
6 AFE_0358 Proteina HslU, subuni?éa;:ﬂneicﬁT:;;s/%fja proteina de choque Citoplasma / Nao secretada

7 AFE_0942 Ribulose bifosfato carboxilase subunidade maior 2 (cbbL2) Citoplasma / Nao secretada

8 AFE_3085 Frutose-bifosfato aldolase classe Il (fba) Citoplasma / Nao secretada

9 AFE_1640 Ribossomal S2(rpsB) Membrana interna / Nao secretada
10 AFE_2062 Antioxidante, AhpC/Tsa Citoplasma / Nao secretada

11 - Sem identificacdo -

12 AFE_0952 Ribossomal L25 (rplY) Citoplasma / Nao secretada

13 AFE_0965 Aldeido desidrogenase (NAD) Membrana interna / Nao secretada

Deflnldo de acordo com a posigao das proteinas no gel de 2D (n® correspondente ao da Figura 14);
Numero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270;
% Nome de cada proteina que foi identificada por comparagdo com o banco de proteinas de A. ferrooxidans
ATCC 23270;
* Predicao da localizagéo celular das proteinas identificadas por PSORT Prediction e Signalp 3.0 Server.
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1.2.3. Expressao protéica diferencial de células aderidas a calcopirita

Experimentos foram realizados para padronizar a metodologia de obtencao de
células de A. ferrooxidans LR aderidas a calcopirita, a fim de se obter quantidade
suficiente de células, o que é altamente desejavel para a anadlise protedmica
diferencial de fragdes celulares (por exemplo, periplasmatica).

A Figura 16 mostra o perfil de proteinas totais de células aderidas a calcopirita
obtidas ap6s tratamento do mineral com Triton X-100 0,05% (v/v) ou DTT 5 mmol
L. Ambos os tipos de estratégia para obtengdo de células aderidas apresentaram o
efeito desejado e independentemente do método utilizado, os perfis foram bastante
similares, sendo o tratamento com Triton X-100 0,05% (v/v) escolhido para obtencao
de células aderidas a calcopirita.

O perfil de proteinas totais de células de A. ferrooxidans LR aderidas a
calcopirita por 24 horas foi analisado por SDS-PAGE, comparativamente as células-
controle e as células ndo aderidas ao mineral (Figura 17). Devido ao fato de no
extrato total praticamente nao ter sido detectada expressédo protéica diferencial
visivel por SDS-PAGE, a fracdo periplasmatica foi isolada e analisada por essa
mesma técnica.

Proteinas da fracao periplasmatica foram obtidas de células-controle, células
nao aderidas e aderidas ap6s exposicao a calcopirita por 24 horas, sendo que esses
resultados preliminares mostraram principalmente indugdo de algumas proteinas em
células aderidas, em comparagao ao controle e as células ndo aderidas (Figura 18).

Uma analise do tipo time course foi realizada para verificar as alteracdes nos
perfis de proteinas periplasmaticas de células de A. ferrooxidans LR aderidas a
calcopirita em intervalos de tempos variaveis de até 24 horas. Essa anadlise foi
realizada sob agitagdo lenta (60 rpm) para facilitar a adesdao nos primeiros
momentos de exposicdo a calcopirita. Para essa analise, realizou-se nova
padronizacao da extracao de proteinas periplasmaticas a fim de se obter uma maior
quantidade de proteinas dessa fracao.
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Figura 16. SDS-PAGE de proteinas totais de células A. ferrooxidans LR para padronizacao
da metodologia de obtencao de células aderidas a calcopirita. As proteinas totais (20
ug) de A. ferrooxidans LR foram obtidas de células-controle ndo expostas ao mineral
(1), de células nao aderidas (2) e de células aderidas a calcopirita apds exposi¢ao
por 24 horas (3 e 4). As células aderidas foram retiradas do mineral por tratamento
com Triton X-100 0,05% (v/v) (3) ou com DTT 5 mmol L™ (4). O padrao de massa
molecular (kDa) esta indicado no lado esquerdo do gel. O gel foi corado com
Coomassie Birilliant Blue R-250.
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Figura 17. SDS-PAGE de proteinas totais (20 pg) de células de A. ferrooxidans LR aderidas
e ndo aderidas a calcopirita apdés exposicao por 24 horas. Proteinas totais de células-
controle (1), ndo aderidas (2) e aderidas a calcopirita (3) foram obtidas apds
exposicao por 24 horas. O padrdo de massa molecular (kDa) esta indicado no lado
esquerdo do gel. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 18. SDS-PAGE de proteinas de periplasma (3 ug) de células de A. ferrooxidans LR
aderidas e ndo aderidas a calcopirita ap6s exposicdo por 24 horas. Proteinas
periplasmaticas de células-controle (1), ndo aderidas (2) e aderidas a calcopirita (3)
foram obtidas apds exposicao por 24 horas, sem agitacdo. Setas indicam algumas
das proteinas que tiveram a sintese induzida em células nao aderidas e aderidas a
calcopirita, em comparagao ao controle. O padrdo de massa molecular (kDa) esta
indicado no lado esquerdo do gel. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-
250.
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A Figura 19 mostra o perfil protéico obtido pelos métodos descrito por Van der
Westen, Mayhew e Veeger (1978) e Ames, Prody e Kustu (1984), sendo que a
segunda utiliza cloroférmio e permitiu obter aproximadamente o dobro de proteinas
periplasméticas (resultados ndo mostrados), e foi portanto utilizada para as
extragoes.

As Figuras 20 e 21 mostram o perfil de proteinas periplasmaticas (Figura 20)
e de esferoplastos (Figura 21) de células-controle (ndo expostas ao mineral), de
células nao aderidas e de células aderidas a calcopirita apds exposicao sob agitacao
de 60 rpm, por diferentes intervalos de tempo. Essa analise preliminar mostra
diferencas entre proteinas periplasmaticas de células-controle, aderidas e né&o
aderidas ao mineral, e entre os tempos de contato. Inducdes e repressdes sao
evidentes ja no menor intervalo de tempo testado, ou seja, ap6s 2 horas de
exposicao a calcopirita, momento em que o perfil protéico das células nao aderidas
aparentemente nao evidencia ainda altera¢des significativas. As diferencas foram
menos evidentes na sintese de proteinas de esferoplastos (Figura 21).

Proteinas periplasmaticas foram extraidas de células ndo aderidas e aderidas
a calcopirita apds exposicao por 2 horas sob agitagédo a 60 rpm e separadas por 2D-
PAGE (pH 3-10). A analise das proteinas periplasmaticas foi realizada em duplicata,
sendo que para cada uma delas trés experimentos de exposicao a calcopirita por 2
horas foram realizados de maneira independente. Cada réplica, portanto, consistiu
de um pool de proteinas oriundas de trés experimentos independentes, com o
objetivo de garantir quantidade de proteinas suficiente para a separagdo por
eletroforese 2D.

Os géis de 2D foram analisados utilizando-se o software ImageMaster™ 2D
Platinum 6.0, sendo a intensidade de cada spot quantificada em relagdo a
intensidade total das proteinas no gel (% volume). A reprodutibilidade entre as
réplicas foi verificada por graficos de dispersao relacionando o parametro de %
volume (% volume vs. % volume) (Figura 22), para células ndo aderidas (Figura 22A)
e aderidas (Figura 22B) a calcopirita. Somente as proteinas que foram tipicas pelas
analises dos graficos de dispersao (correlacdo > 0,9) foram consideradas para a
analise estatistica pelo software.
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Figura 19. SDS-PAGE de proteinas de periplasma (3 pg) de A. ferrooxidans LR para
padronizacdo da metodologia de extracdo de proteinas. Células-controle (1 e 4), ndo
aderidas (2 e 5) e aderidas a calcopirita (3 € 6) apds exposicao por 6 horas a 60 rpm.
As proteinas de periplasma foram extraidas segundo o método descrito por Van der
Westen, Mayhew e Veeger (1978) (1 a 3) e por Ames, Prody e Kustu (1984) (4 a 6).
O padrao de massa molecular (kDa) esta indicado no lado esquerdo do gel. O gel foi
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 20. SDS-PAGE de proteinas de periplasma (3 pg) de A. ferrooxidans LR apds
exposicao a calcopirita em diferentes intervalos de tempo. Células-controle no tempo
inicial (1); células-controle na auséncia de mineral que permaneceram sob agitacéo
para os respectivos intervalos de tempo (2, 5, 8, 11); ndo aderidas (3, 6, 9, 12) e
aderidas a calcopirita (4, 7, 10, 13) ap6s exposicao a 60 rpm em diferentes intervalos
de tempo (2, 6, 8 e 24 horas). O padrdo de massa molecular (kDa) esta indicado no
lado esquerdo do gel. O gel foi corado com nitrato de prata.
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Figura 21. SDS-PAGE de proteinas de esferoplastos (3 ug) de A. ferrooxidans LR apds
exposicao a calcopirita em diferentes intervalos de tempo. Células-controle no tempo
inicial (1); células-controle na auséncia de mineral que permaneceram sob agitacao
para os respectivos intervalos de tempo (2, 5, 8, 11); ndo aderidas (3, 6, 9, 12) e
aderidas a calcopirita (4, 7, 10, 13) ap6s exposicao a 60 rpm em diferentes intervalos
de tempo (2, 6, 8 e 24 horas). O padrao de massa molecular (kDa) esta indicado no
lado esquerdo do gel. O gel foi corado com nitrato de prata.
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Figura 22. Gréafico de dispersdo entre duplicatas de géis 2D-PAGE de proteinas
periplasmaticas de células de A. ferrooxidans ap6s exposigdo a calcopirita por 2
horas. Grafico de dispersao (% volume vs. % volume de cada proteina) dos géis nas
seguintes condi¢des: células livres (A) e aderidas apds exposicao a calcopirita (B)
por 2 horas.
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A Figura 23 mostra o perfil de proteinas periplasmaticas de células nao
aderidas (Figura 23A) e aderidas a calcopirita (Figura 23B) apds exposicdo ao
mineral por 2 horas. Alteracbes na intensidade (% volume) de proteinas tipicas em
células aderidas a calcopirita, em relacdo as células nao aderidas (apds exposicao
por 2 horas) foram avaliadas pelo Teste T de Student.

A quantificacdo relativa (% volume) de proteinas que tiveram expressao
diferencial significativa, os desvios-padrao entre as duplicatas e o 2D-PAGE em
detalhe das proteinas periplasmaticas diferencialmente expressas apds exposicao a
calcopirita por 2 horas sdo apresentados na Figura 24. Essas proteinas foram
isoladas do gel e digeridas com tripsina para analise por espectrometria de massas.

Os espectros obtidos por espectrometria de massas foram submetidos a
pesquisa no banco de proteinas anotadas a partir do genoma de A. ferrooxidans
ATCC 23270, utilizando-se o programa MASCOT (Tabela 6). O Anexo C (p. 186)
mostra os peptideos tripticos de cada proteina de A. ferrooxidans LR analisada por
espectrometria de massas e a sequiéncia da proteina correspondente no genoma de
A. ferrooxidans ATCC 23270.

Foram detectadas quatro proteinas periplasmaticas que apresentaram
alteracbes significativas na sua sintese em células aderidas a calcopirita,
relativamente as células ndo aderidas (Tabela 6). Para a identificacdo por
espectrometria de massas, as proteinas de numero 1 e 2 foram isoladas de um gel
obtido a partir de células ndao aderidas, enquanto as proteinas de nimero 3 e 4
foram isoladas das duas réplicas de géis obtidos de células aderidas.

Das quatro proteinas diferencialmente expressas, duas tiveram a sintese
reprimida, sendo ambas identificadas como superoxido dismutase, e duas tiveram a
sintese induzida ap6s exposicao ao mineral, uma proteina que liga simples fita de
DNA (single strand binding, SSB) e a proteina PspA/IM30 (Tabela 6). Outros
experimentos deveriam ser repetidos para obtencdo de células aderidas em maior
quantidade a fim de que os géis 2D possam apresentar maior nimero de proteinas
periplasmaticas.
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Figura 23. 2D-PAGE de proteinas de periplasma (30 ug) de A. ferrooxidans LR apés
exposicao a calcopirita por 2 horas. As proteinas foram extraidas de células nao
aderidas (A) e aderidas a calcopirita (B) apds exposi¢ao por 2 horas sob agitagao a
60 rpm. Setas em (A) representam proteinas que tiveram a sintese diferencialmente
expressa entre células nao aderidas e aderidas. Circulos e quadrados representam
proteinas que foram induzidas ou reprimidas, respectivamente, em células aderidas
(B) apds exposicdo a calcopirita, comparativamente ao controle (A). O padrao de
massa molecular (kDa) esta indicado no lado esquerdo dos géis. Os géis foram
corados com Coomassie Birilliant Blue R-250.
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Figura 24. Quantificacao relativa (% volume) de proteinas diferencialmente expressas por
células de A. ferrooxidans LR aderidas e ndo aderidas a calcopirita (2 horas de
exposicao) apos separacado do extrato periplasmatico por 2D-PAGE. Histogramas
representam a média do volume (expresso como % volume) e os respectivos
desvios-padrdo entre a duplicata para cada proteina diferencialmente expressa entre
células aderidas e ndo aderidas a calcopirita (A). 2D-PAGE em detalhe de proteinas
diferencialmente expressas apds exposigao ao mineral (B). Os nimeros associados
com as proteinas também denotam sua identidade na Tabela 6.
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.3. Anadlise da expressao génica diferencial em células livres de A.
ferrooxidans LR apds exposicao a calcopirita

Os genes selecionados para andlise da expressao por PCR em tempo real
codificam para algumas proteinas que foram diferencialmente expressas em células
livres de A. ferrooxidans LR apds exposi¢cdo a bornita (Tabela 4). Como nao foi
observada mudanca significativa na sintese protéica de células livres apds
exposi¢ao a calcopirita, optou-se por investigar nessas células a expressao de genes
que codificam algumas proteinas responsivas a bornita.

A especificidade dos primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo
real (Tabela 3) foi confirmada por PCR utilizando DNA gendémico isolado de A.
ferrooxidans LR, como mostra a Figura 25. A integridade do RNA, antes e ap6s o
tratamento com DNase, extraido de células de A. ferrooxidans LR crescidas em Fe?*
e apds exposicao a calcopirita foi checada por eletroforese (Figura 26).

Os niveis de expressdo para cada gene em relacdao ao controle (definido
como nivel de expressao igual a 1) foram obtidos para células expostas a calcopirita
por 24 horas (Figura 27). Os resultados indicaram que apds a exposi¢ao das células
ao mineral apenas os genes que codificam para as proteinas ribossomais S2 e L25
tiveram sua expressao induzida (nivel de expressdo maior que 1). Esses resultados
foram estatisticamente confirmados pelo Teste T de Student, com nivel de confianga
de 0,05 ou menos. Os demais genes analisados tiveram a expressao inalterada
apoOs exposicao a calcopirita por 24 horas (nivel de confianga maior que 0,05 pelo
Teste T de Student).
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Figura 25. Analise da especificidade dos primers por PCR a partir do DNA genémico de A.
ferrooxidans LR e separacao dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose. Os
genes estdo indicados na abscissa pelos numeros de acesso no genoma da A.
ferrooxidans ATCC 23270 (Tabela 3), sendo eles: AFE_0358 subunidade HslIU da
proteina de choque térmico HsIVU; AFE_2062 antioxidante, familia AhpC/Tsa;
AFE_3085 frutose-bifosfato aldolase; AFE_0942 ribulose bifosfato carboxilase;
AFE_0952 proteina ribossomal L25; AFE_1640 proteina ribossomal S2.
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A) Fe-1 Cal-1 Fe-2 Cal-2

B) Fe-1 Cal-1 Fe-2 Cal-2

- -

Figura 26. Andlise da extracdo de RNA de células livres de A. ferrooxidans LR apés
exposicdo a calcopirita por 24 horas. Os experimentos foram realizados em
quadruplicata, mas apenas duas réplicas sao mostradas. O RNA foi extraido de
células crescidas em ions Fe*" (Fe-1 e Fe-2) e de células livres apds exposicdo a
calcopirita (Cal-1 e Cal-2) por 24 horas. As amostras de RNA total (A), foram tratadas
com DNase (B) e fracionadas em gel de agarose 1% (m/v) contendo formaldeido 6%
(V/V).
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Figura 27. Quantificagdo da expresséo de genes por PCR em tempo real de células livres
de A. ferrooxidans LR apds exposicao a calcopirita por 24 horas, em comparagao ao
controle (ions Fe?*). Os genes estdo indicados na abscissa pelos nimeros de acesso
no genoma da A. ferrooxidans ATCC 23270 (Tabela 3), sendo eles: AFE_0358
subunidade HslU da proteina de choque térmico HslVU; AFE_0942 ribulose bifosfato
carboxilase; AFE_0952 proteina ribossomal L25; AFE_1640 proteina ribossomal S2;
AFE_2062 antioxidante, familia AhpC/Tsa; AFE_3085 frutose-bifosfato aldolase.
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PARTE Il. Efeito de uma proteina putativa recombinante de A. ferrooxidans LR
contendo cisteina sobre a oxidacao bacteriana da calcopirita

Uma proteina de A. ferrooxidans LR (PCys), cujo gene correspondente
conferiu um aparente aumento da tolerancia de E. coli a ions manganés (NOVO,
1993), foi avaliada quanto ao efeito na oxidagdo bacteriana da calcopirita. Tal
escolha se deveu ao fato da proteina possuir um conteudo razoavel em cisteina e
pelo fato da sua regido codificadora ja estar clonada em vetor de expressdo. A
sequéncia nucleotidica e de aminoacidos da PCys esta mostrada na Figura 4. O
clone de E. coli contendo a regiao codificadora da proteina inserida em vetor de
expressao pET28a foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva
(Departamento de Genética e Evolugcao-UFSCar).

Apds indugdo da sua expressao por IPTG e lise celular, a proteina
recombinante (rPCys) foi detectada, na sua maior parte, na fracdo soluvel
(sobrenadante) (Figura 28), o que facilitou a sua purificacao (Figura 29).

O efeito da rPCys na oxidacao da calcopirita por A. ferrooxidans LR foi
verificado por experimentos de respirometria (Figura 30). A atividade oxidativa
bacteriana na presenca da rPCys (aproximadamente 400 uL de oxigénio consumido)
aumentou significativamente quando comparada a atividade bacteriana na auséncia
da mesma (aproximadamente 300 uL de oxigénio consumido) (Figura 30).

Além da proteina recombinante, testou-se o efeito de alguns aminoacidos
(alanina, cisteina, serina, metionina, histidina, valina, leucina ou isoleucina) na
oxidacao da calcopirita (Figuras 30, 31 e 32). A atividade oxidativa da calcopirita pela
bactéria na presenca de alguns aminoacidos (concentragdo 1x10®° mol L™") néo foi
maior do que a atividade oxidativa na auséncia dessas biomoléculas (controle)
(Figura 30). A Figura 31 mostra que a atividade oxidativa bacteriana foi superior
quando os aminoacidos cisteina, alanina e serina foram testados na concentracao
de 1x10™* mol L', quando comparada ao controle (auséncia de amino&cidos). Esse
aumento na atividade oxidativa da calcopirita pela bactéria ndo foi observado na
presenca de metionina, histidina, valina, leucina e isoleucina na concentracdo 1x10™
mol L™!, sendo o consumo de oxigénio na presenca do mineral e desses amino&cidos

menor do que na situagcédo controle (auséncia de aminoacidos) (Figuras 31 e 32).
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Figura 28. SDS-PAGE da fracao soluvel e do precipitado apés inducao e lise celular do
clone recombinante de E. coli para detec¢ao da rPCys. O volume de 20 uL da fragéo
do sobrenadante (1) e da fragéo do precipitado (2) foi separado por eletroforese em
gel 14%, o qual foi corado com Coomassie Birilliant Blue R-250. A seta indica a
banda correspondente a rPCys. O padrao de massa molecular (kDa) esta indicado
no lado esquerdo do gel.
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Figura 29. SDS-PAGE das fragbes eluidas durante a purificagdo da rPCys por
cromatografia de afinidade. As fragdes coletadas foram: 1 - lavagem | (fragdo que
passou pela coluna apés aplicagao da amostra); 2 - lavagem Il (lavagem com tampao
antes da eluicdo da amostra); 3-7, fragbes do eluato. 20 puL das diferentes fragcoes
foram aplicados no gel. A seta indica a banda correspondente a rPCys. Eletroforese
em gel (SDS-PAGE 14%), corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. O padréo de
massa molecular (kDa) esta indicado no lado esquerdo do gel.
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Figura 30. Efeito da rPCys e de alguns aminoacidos no consumo de oxigénio por A.
ferrooxidans LR na presenca de calcopirita, durante ensaios respirométricos. Tanto a
rPCys quanto os aminoacidos (cisteina, alanina, serina, metionina ou histidina) foram
testados na concentracdo 1x10®° mol L. O consumo de oxigénio (uL) foi medido
depois que as células foram adicionadas a amostra mineral (fornecida pela Vale). O
controle foi realizado na auséncia de células. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
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Figura 31. Efeito dos aminoacidos alanina, cisteina, metionina, histidina ou serina
(concentragdo 1x10* mol L") no consumo de oxigénio por A. ferrooxidans LR na
presenga de calcopirita, durante ensaios respirométricos. O consumo de oxigénio
(uL) foi medido depois que as células foram adicionadas a amostra mineral
(fornecida pela Vale). O controle foi realizado na auséncia de células e de
aminoacidos. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 32. Efeito dos amino&cidos valina, leucina e isoleucina (concentragdo 1x10* mol L)
no consumo de oxigénio por A. ferrooxidans LR na presenca de calcopirita durante
ensaios respirométricos. O consumo de oxigénio (uL) foi medido depois que as
células foram adicionadas a amostra mineral (fornecida pela Vale). O controle foi
realizado na auséncia de células e de aminoacidos. Os experimentos foram
realizados em triplicata.
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DISCUSSAO

A bornita (CusFeSs) € um sulfeto de cobre com a mesma constituicao
elementar da calcopirita (CuFeS,), contudo a diferenga na estrutura cristalina dos
minerais é responsavel pela susceptibilidade distinta a oxidagao por A. ferrooxidans.
A calcopirita € freqientemente caracterizada como o mineral mais refratario ao
ataque quimico ou bacteriano (THIRD; CORD-RUWISCH; WATLING, 2000; ARCE;
GONZALEZ, 2002; AKCIL; CIFTCI; DEVECI, 2007). A refratariedade da calcopirita
pode ser atribuida a ocorréncia de uma camada passiva na superficie do mineral
composta de enxofre elementar, precipitado de fons Fe®* ou intermediarios de
polissulfetos de cobre (PRICE; WARREN, 1986; LAZARO et al., 1995).

Nos experimentos de respirometria celular a atividade oxidativa bacteriana
sobre a calcopirita e bornita foi observada desde o inicio da exposi¢cdo aos minerais,
para praticamente todas as linhagens testadas, tendo sido superior a oxidagao
quimica observada na condicdo controle (sem bactéria). Foram observadas
diferencas na atividade oxidativa das linhagens sobre os minerais, o que evidencia
uma variabilidade entre as linhagens em relacdo a capacidade de utilizagédo ou de
resposta a presencga desse tipo de substrato.

A linhagem LR foi uma das mais eficientes na oxidagcao de ambos os minerais
calcopirita e bornita pelos experimentos de respirometria. Embora sua atividade
sobre 0s minerais tenha sido comparavel a de algumas outras linhagens, a LR foi
escolhida para a analise protebmica por ser uma das que apresentou maior
tolerancia a ions cobre (NOVO et al., 2000), o ion metélico constituinte dos minerais
aqui estudados (calcopirita e bornita), o qual € liberado durante a oxidacdo dos
mesmos. Também foi escolhida por ser, dentre as linhagens testadas, uma linhagem
ja utilizada em varios outros trabalhos (GARCIA JUNIOR, 1991; NOVO, 1993;
BEVILAQUA, 1999; NOVO et al., 2000; BEVILAQUA et al., 2002; FELICIO et al.,
2003, 2007; NOVO; GARCIA JUNIOR; OTTOBONI, 2003).

O principal objetivo do presente trabalho foi estudar a resposta de A.
ferrooxidans LR a mudanca do substrato soltivel Fe?* para um sulfeto mineral pouco
soluvel (calcopirita ou bornita), visando compreender melhor os mecanismos
bioquimicos envolvidos na resposta aos minerais. Diferentemente de outros
trabalhos relatados na literatura, o objetivo aqui proposto foi analisar a resposta
imediata de A. ferrooxidans & substituicido do Fe?* pelo sulfeto mineral do que a
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alteragéo da sintese devido ao crescimento bacteriano na presenga do mineral. Para
isto, uma analise protedmica diferencial foi realizada em células de A. ferrooxidans
apdés exposicdo a calcopirita ou bornita por 24 ou 48 horas, tempo este
provavelmente insuficiente para atingir a fase exponencial de crescimento, que se
iniciou apds cerca de 8 dias na presencga dos minerais. Os tempos de exposicéo, 24
e 48 horas, possivelmente corresponderam a fase lag de crescimento, sendo
detectada uma resposta metabdlica significativa, ao menos para a bornita,
evidenciada pela sintese protéica diferencial. Em geral, as diferengas observadas
foram relativas a proteinas ja detectadas no controle, ndo sendo observadas
proteinas sintetizadas exclusivamente ap6s exposi¢cdo aos minerais.

Um comportamento diferencial foi claramente observado entre células
expostas a calcopirita ou bornita. A sintese de proteinas em células livres foi
somente alterada por bornita, pelo menos para proteinas que puderam ser
detectadas pela abordagem experimental adotada, e que possuem ponto isoelétrico
entre 4 e 7. Porém Ferraz et al., usando RNA arbitrarily primed PCR (RAP-PCR) e
PCR em tempo-real, puderam detectar expressao diferencial de alguns genes em
resposta a calcopirita. Estes genes foram relacionados a degradagcdo/modificacao de
proteinas e sistema de transporte (Ferraz et al., manuscrito em preparagao).

Neste trabalho, apds exposicao das células a bornita, observou-se a indugéo
da sintese da proteina chaperonina groEL, de uma proteina antioxidante da familia
AhpC/Tsa e em menor escala para a proteina aldeido desidrogenase, enquanto que
a sintese de tais proteinas permaneceu inalterada quando as células foram
colocadas em presenca de calcopirita.

A proteina groEL conhecida como chaperona molecular, media a reacao de
enovelamento de proteinas (WEISSNAN et al., 1994), bloqueando associacdo e
evitando a formacao de agregados protéicos (AGARD, 1993; YOUNG et al., 2004).
Em bactérias a sintese da proteina groEL é induzida por estresse, como choque
térmico (SEGAL; RON, 1998).

A proteina antioxidante AhpC/Tsa pertence a uma familia de peroxidases
altamente conservadas em procariotos e eucariotos que agem por reduzir
hidroperéxidos com elétrons doados por NADPH via tioredoxina ou outros
intermediarios contendo grupos tiol (RODRIGUEZ-MONTELONGO et al., 1993; LEE
et al., 1999). A proteina antioxidante AhpC/Tsa age como um mecanismo de defesa
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na resposta celular adaptativa a estresse oxidativo (DEMPLE; AMABILE-CUEVAS,
1991).

A proteina aldeido desidrogenase pertence ao grupo de varias isoenzimas
que sao importantes na defesa celular contra aldeidos ex6genos e endbégenos
téxicos como aqueles derivados da peroxidagcédo de lipideos, usando NAD" e NADH
como aceptor e doador de elétrons, respectivamente (LINDAHL, 1992; MARCHITTI;
DEITRICH; VASILIOU, 2007). Aldeidos sao compostos toxicos devido a sua
reatividade quimica (SUNKAR; BARTELS; KIRCH, 2003).

A inducédo de tais proteinas como resposta apenas a presenca de bornita
aparentemente sugere que a exposicao de A. ferrooxidans a este mineral deve
representar uma situacdo de maior estresse oxidativo para a bactéria do que o
crescimento em ions Fe?". Esse efeito provavelmente se deve aos fons cobre
liberados durante a exposicao das células a bornita, um mineral mais soluvel. Sabe-
se que em altas concentragbes os ions cobre provocam um efeito toxico em varios
microrganismos, pois podem agir como um oxidante e também formar quelatos com
moléculas organicas, incluindo DNA e proteinas (THURMAN; GERBA, 1989). Este
efeito pode envolver inativagdo de enzimas, producdo de radicais hidroperoxidos
livres pela ligagcdo de cobre com a membrana, e alteragdes na integridade da
membrana (RODRIGUEZ-MONTELONGO et al., 1993; NIES, 1999).

Um padrao de repressdo foi principalmente observado para proteinas
envolvidas no metabolismo energético em geral, tais como frutose-1-6-bifosfatase
(fop), carboidrato quinase (PfkB) e ribulose bifosfato carboxilase subunidade maior 2
(cbbL2). A repressao também foi observada para proteinas ribossomais S2 e L25,
sugerindo uma diminuicdo na sintese protéica, provavelmente devido a situacédo de
maior escassez de energia (bornita) em comparagdo aos ions Fe?* (fonte de energia
soluvel). Consequentemente, as proteinas cuja sintese foi induzida (chaperonina
groEL, antioxidante AhpC/Tsa, aldeido desidrogenase) devem se constituir em
proteinas essenciais a resposta celular em presenca de bornita.

A repressao na sintese também foi observada para uma proteina HslU
subunidade da proteina de choque térmico HsIVU, proteina de dominio radical SAM
e uma proteina nao identificada de 23 kDa (proteina 11) (Tabela 4), provavelmente
especifica da linhagem LR. A proteina HslVU (também chamada de HsIUV ou
ClpYQ) é uma protease oligomérica ATP-dependente do citossol bacteriano
composta por duas proteinas de choque térmico, a peptidase HslV 19 kDa e ATPase
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HslU 50 kDa (CHUANG et al., 1993; YOO et al., 1997). Proteinas de choque térmico
sdo definidas como aquelas cuja expressao é induzida em resposta a elevacao da
temperatura, presenca de metais pesados ou estresse oxidativo (YOUNG et al.,
2004).

A proteina de dominio radical SAM inclui um grande numero de enzimas
bacterianas que sao caracterizadas pela presenca de cluster ferro-enxofre (Fe-S) e
pelo envolvimento na clivagem redutiva de S-adenosilmetionina (SAM) para gerar
um radical 5 -deoxiadenosil (SOFIA et al., 2001). Esta espécie de radical € usada
para iniciar reagbes em varios substratos, de acordo com a especificidade funcional
de cada enzima (NICOLET; DRENNAN, 2004). Proteina de dominio radical SAM
catalisa diversas reacgoes, incluindo oxidacao, metilacao, isomerizacao e ciclizacéao
oxidativa (FREY, 2001; SOFIA et al., 2001). O cluster Fe-S funciona como centro
redox em reacOes de transferéncias de elétrons, centro catalitico de enzimas nao-
redox, e como sensores de Fe, Oy, e O2 na regulacao de processos metabdlicos
(STICHT; ROSCH 1998; TAKAHASHI; NAKAMURA, 1999). A subunidade HslU da
proteina de choque térmico HsIVU e enzima dominio radical SAM parecem nao ser
proteinas essenciais na resposta de A. ferrooxidans LR a bornita.

Entre as proteinas relacionadas ao metabolismo energético, a repressao foi
observada para frutose-bifosfato aldolase, uma proteina de 39 kDa (proteina 4)
(Tabela 4). No entanto, outra proteina que possui 0 mesmo peso molecular, mas um
ponto isoelétrico menor e que também foi identificada como frutose-bifosfato
aldolase, teve sua sintese induzida na presencga de bornita (proteina 8) (Tabela 4).

As duas formas da enzima frutose-bifosfato aldolase (proteinas 4 e 8) podem
ser duas isoenzimas com diferentes valores de ponto isoelétrico. De fato, ha mais de
uma ORF no genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270 anotada como frutose-
bifosfato aldolase. Contudo, as analises por espectrometria de massas indicaram
que as duas proteinas (4 e 8) correspondem inequivocadamente a mesma ORF
AFE_3085 (Tabela 4). Além disso, o valor de score calculado pelo programa
MASCOT foi alto para as proteinas identificadas como frutose-bifosfato aldolase
(Tabela 4). Uma segunda hipétese é que uma das duas formas de frutose-bifosfato
aldolase tenha sido originada por uma modificacao pés-traducional da enzima, como
por exemplo, fosforilagdo protéica. Outros experimentos seriam necessarios para

confirmar esta hipétese.
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Embora a modificacdo covalente de proteinas por fosforilagdo tenha sido
descrita inicialmente para eucariotos, exemplos desta modificacdo po6s-traducional
em procariotos tém sido freqlentes na literatura desde 1980 (NIMMO, 1984;
COZZONE, 1988; KENNELY, 2002; MACEK et al., 2008). Em suporte a hipotese de
eventos de fosforilacdo em A. ferrooxidans, Novo et al. (2000) detectaram
fosforilacdo de proteinas do citossol (uma delas com peso molecular de 40 kDa) na
mesma linhagem utilizada neste trabalho (LR). Esta fosforilacdo foi observada em
resposta aos ions cobre (NOVO et al.,, 2000), o mesmo metal liberado durante a
solubilizagdo da bornita (um mineral mais soluvel do que a calcopirita). Embora nao
se conhecam trabalhos sobre a modificagdo covalente ou outros mecanismos
regulatérios para frutose-bifosfato aldolase em A. ferrooxidans, modificacdo pods-
traducional desta enzima foi reportada para E. coli (BABUL; FRAENKEL, 1988). A
fosforilacdo pode ativar ou inibir enzimas, direcionar proteinas para degradacéo, ou
afetar a interagcdo de proteinas com outros componentes celulares (KLEIN;
DARTIGALONGUE; RAINA, 2003). A fosforilacdo de proteinas tem, inclusive, um
papel regulatério, principalmente na resposta celular a mudancas ambientais
(DEUTSCHER; SAIER, 2005).

A fructose-bifosfato aldolase € uma enzima essencial das vias metabdlicas
glicdlise e gliconeogénese, pois catalisa a clivagem da frutose-1,6-bifosfato em
gliceraldeido-3-fosfato e diidroxicetona-fosfato ou a reagéo inversa (RUTTER, 1964).
Esta enzima participa também do Ciclo de Calvin (APPIA-AYME et al., 2006),
catalisando o terceiro passo do ciclo, a regeneracdo da ribulose 1,5-bifosfato
(RuBP). Contudo, este ciclo parece nao estar ativado na presencga de bornita, devido
ao fato da sintese da ribulose bifosfato carboxilase (cbbL2) ou RuBisCO, a primeira
enzima do Ciclo de Calvin, estar reprimida (Tabela 4).

A forma | da RuBisCO, mais complexa, consiste de 8 subunidades maiores
(CbbL) e 8 menores (CbbS), que sédo codificadas pelos genes cbblL e cbblLS
(HEINHORST et al., 2002). Kusano et al. (1991) descreveram a ocorréncia de 2
cépias idénticas de cbbLS na linhagem A. ferrooxidans Fe1. A subunidade CbbL da
ribulose bifosfato carboxilase também teve a sintese reprimida em células de A.
ferrooxidans ATCC 19859 crescidas em enxofre, um substrato insolavel, quando
comparada a células crescidas em ions Fe** (RAMIREZ et al., 2004). Além disso,
sendo o Ciclo de Calvin dependente de energia (NADPH e ATP), é compreensivel

que 0 mesmo seja inibido numa situagcdo em que a bactéria se depara com a menor
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disponibilidade de substrato oxidavel (comparativamente aos ions Fe?*). Segundo
Shively, Van Keulen e Meijer (1998), a expressado de enzimas do Ciclo de Calvin
varia consideravelmente em organismos quimiolitotréficos dependendo do substrato
a ser oxidado. Nesses organismos, quando compostos inorganicos oxidaveis estao
presentes, ocorre a producao de equivalentes redutores tais como NADH e NADPH.
Essa producédo de coenzimas reduzidas pela oxidacdo de substratos inorganicos
estd em acordo com o0 esquema da cadeia respiratéria de A. ferrooxidans
apresentado em revisdo de Rawlings (2005) e por Bruscella et al. (2007). O aumento
na concentracdo intracelular de NADPH nas células favorece a formacdo do
complexo NADPH-CbbR, aumentando a afinidade do regulador transcricional CbbR
pelos promotores dos genes do ciclo de Calvin (operon cbb), o0 que ativa a
transcricdo dos mesmos (SHIVELY; VAN KEULEN; MEIJER, 1998). No entanto,
quando as células sao colocadas em bornita esses eventos ndo devem ocorrer.

Se considerada a hipdétese de que a forma mais ativa da enzima frutose-
bifosfato aldolase é a forma induzida em bornita (com ponto isoelétrico menor,
proteina 8), a atuagcdo desta proteina deve portanto estar voltada para as vias
metabdlicas da glicélise ou da gliconeogénese em A. ferrooxidans, ja que o Ciclo de
Calvin parece estar menos ativo em bornita. Provavelmente a gliconeogénese
também estd menos ativada nesta situacdo, pois esta € uma via dependente de
energia. Além do mais, a frutose-1-6-bifosfatase, uma importante enzima desta via,
que cataliza a reagdo de hidrdlise da frutose 1,6-bifosfato em frutose 6-fosfato,
também teve sua sintese reprimida apds exposicao a bornita.

Portanto a atividade da frutose-bifosfato aldolase nesta situacdo estaria
envolvida na via glicolitica para gerar ATP necessario aos processos celulares,
sugerindo que esta via pode ter sido ativada na bactéria autotréfica, desde que o
substrato organico requerido (glicose 6-fosfato) esteja disponivel para oxidacao.
Uma possibilidade é que tal substrato seria fornecido pela ativacdo da degradacao
de glicogénio (glicogendlise), mas os resultados obtidos neste trabalho néao
evidenciaram alteragdo na sintese de enzimas envolvidas na glicogendlise. Pouco
se sabe sobre o metabolismo do glicogénio em A. ferrooxidans, embora genes
candidatos relacionados a sua quebra e biossintese tenham sido identificados no
seu genoma por Appia-Ayme et al. (2006).

Possivelmente, durante o crescimento em fons Fe?* (antes da exposicdo a

bornita) a fixacdo mais eficiente do CO. pelo Ciclo de Calvin (possibilitada pela maior
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disponibilidade de energia) possa ter permitido canalizar o carbono assimilado para
0 armazenamento de glicogénio, comparativamente ao que ocorre em células
heterotroficas que realizam glicogénese quando os nutrientes organicos oxidaveis
estao mais abundantes (BARRETO; JEDLICKI; HOLMES, 2005).

A mudanca de fons Fe? para bornita pode ter ativado a glicogendlise, a qual
estaria menos ou ndo ativada durante a oxidagdo desses ions (devido a alta
disponibilidade de coenzimas redutoras NADPH e NADH produzidas pela oxidacéao
do substrato inorganico na cadeia respiratéria) (RAWLINGS, 2005). Em organismos
heterotréficos € conhecida a atuacado inibitéria dessas coenzimas nas vias
catabdlicas. Este fato poderia talvez explicar o “silenciamento” (ou baixo
funcionamento) dessas vias de degradagdo de composto organico enddégeno em A.
ferrooxidans, quando fons Fe?" ou outros compostos inorganicos estdo altamente
disponiveis. Até onde se sabe, ndo ha nada descrito na literatura sobre material
organico estocado em A. ferrooxidans. Contudo, genes que codificam para
glicogénio sintase, maltooligosil trealose sintase, varias enzimas de ramificacéo,
glicano- e glicosil-transferase em Thiobacillus denitrificans sugerem que essa
espécie sintetiza um produto estocado de poliglicose (BEUDEKER; KERVER,;
KUENEN, 1981).

Pouco se sabe sobre o funcionamento da via glicolitica aerdbia e do Ciclo de
Krebs em organismos quimioautotréficos obrigatorios, porém algumas enzimas
dessas vias, tais como glicose-6-fosfato isomerase, piruvato quinase, fosfoglicerato
quinase, citrato sintase, fumarato hidratase, succinil-CoA sintetase e isocitrato
desidrogenase, tém sido identificadas nas seqiéncias de proteinas anotadas de A.
ferrooxidans ATCC 23270. Smith, London e Stainer (1967) consideram que
organismos quimioautotréficos obrigatérios possuem um Ciclo de Krebs incompleto,
o qual aparentemente funciona somente na biossintese, enquanto que Matin e
Rittenberg (1971) propuseram a atuacao catabdlica do Ciclo de Krebs para gerar
energia em thiobacilli mixotréficos e heterotréficos. Uma vez que os organismos
quimioautotréficos nao utilizam glicose exégena como fonte de energia, tais vias
provavelmente estdo pouco operantes quando ha o substrato inorganico oxidavel.
Portanto, pode-se supor a indugdo das enzimas do Ciclo de Krebs em A.
ferrooxidans para obtencao de fonte adicional de energia na situacdo em que é mais
escasso 0 substrato inorganico. Nesse caso o composto organico a ser oxidado na
via glicolitica/Ciclo de Krebs durante a exposicado a bornita seria endégeno, oriundo
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da quebra de glicogénio, caso esse realmente tenha sido sintetizado anteriormente
(na presenca de fons Fe?*).

Na situacdo inicial de mudanca para o substrato mineral pouco sollvel
provavelmente a célula deve priorizar a sintese de enzimas essenciais, uma vez que
a propria biossintese de proteinas € um processo que requer ATP, o qual deve ser
poupado. Enzimas essenciais nesse momento possivelmente seriam aquelas
necessarias para disponibilizar energia a partir de estoque interno, como comentado,
por exemplo, no caso do glicogénio, mas também do préprio mineral, ou ainda para
permitir a tolerancia bacteriana aos ions cobre liberados durante a oxidagdo da
bornita. No geral, a diminuicdo da sintese protéica, comparativamente ao controle
(ions Fe®*) parece realmente ter ocorrido na presenca do mineral, o que foi
evidenciado pela repressao de proteinas ribossomais.

A proteina carboidrato quinase, que teve sua sintese reprimida apos contato
com bornita, provavelmente esta envolvida no metabolismo de carboidratos,
transferindo um grupo fosfato de um composto de alta energia para um composto
aceptor. Nao foi possivel identificar, por pesquisa nas sequéncias de proteinas
anotadas de A. ferrooxidans ATCC 23270, exatamente qual o tipo de carboidrato
quinase, bem como entender o papel desta proteina na exposi¢cédo a bornita. Mas foi
possivel identificar pela analise por Blasto (National Center for Biotechnology
Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) diferentes ORFs anotadas em
sequéncias gendmicas de outros microrganismos que correspondem a carboidrato
quinase familia PfkB, mas que diferem na seqtiéncia de aminoacidos.

Apesar das informagbes contidas na literatura serem insuficientes para
explicar o papel das proteinas diferencialmente expressas detectadas em A.
ferrooxidans apds exposi¢cao a bornita, o trabalho aqui apresentado pode ser uma
contribuicdo no entendimento das respostas bioquimicas da bactéria aos sulfetos
minerais.

O perfil diferencial de expressao protéica apds exposicdo a bornita e a
auséncia de expressao diferencial em calcopirita parece sugerir que, no geral, 0s
mesmos afetam de maneira distinta o metabolismo de A. ferrooxidans LR. E
possivel, no entanto, que parte da resposta da expressao diferencial apds exposicao
a bornita seja também devido ao fato da cinética de solubilizacdo dos minerais ser
diferenciada, sendo mais lenta na presenca de calcopirita. No entanto, os resultados
sdo importantes para evidenciar alguns aspectos desconhecidos do metabolismo e
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para o inicio do entendimento das respostas celulares desencadeadas apds
exposicao a cada um dos minerais.

Poucos trabalhos tém sido realizados sobre a identificacdo de agentes
bioquimicos envolvidos na adesdo e oxidagdo bacteriana de minerais. De acordo
com Devasia et al. (1993), componentes constituintes da superficie de A.
ferrooxidans podem ter um papel importante na adesao bacteriana aos sulfetos
minerais. Ohmura et al. (1996) consideram que A. ferrooxidans crescida em
substratos insolUveis sintetiza componentes especificos para a adesao aos sulfetos.
A. ferrooxidans ATCC 23270 produz uma proteina de 40 kDa encontrada no flagelo
bacteriano que se liga a enxofre quando as células crescem nessa fonte de energia
mas ndo quando crescem em ions Fe?*. Essa proteina contém grupos tiol, os quais
aderem fortemente ao enxofre (substrato so6lido) (OHMURA et al., 1996).

A investigacao de proteinas envolvidas na adeséo e conseqlente oxidagéo da
superficie da calcopirita por células de A. ferrooxidans ali aderidas podera permitir
um maior conhecimento de como otimizar o processo e/ou indicar proteinas-chave
envolvidas na interagdo mineral-bactéria.

A subfracdo de proteinas periplasmaticas de A. ferrooxidans, investigada
neste trabalho por andlise proteémica, € de grande interesse, pois contém proteinas
envolvidas na cadeia respiratoria (RAWLINGS, 2005) e pode conter proteinas que
poderao ser exportadas para o meio extracelular a fim de atuarem na oxidacao, ou
mesmo na adesdao ao substrato mineral insolivel. O envolvimento de proteinas
secretadas para formagao de biofilme bacteriano tem sido descrito em bactéria
patogénica (CAMPISANO et al., 2006). Considerando que a formacao de biofilme
também tem sido descrita para A. ferrooxidans, é possivel que proteinas secretadas
pelo microrganismo tenham um papel importante na formacado do mesmo. A fragao
de periplasma esta situada na regido entre as membranas externa e citoplasmatica,
por onde podem passar as proteinas a serem inseridas na membrana (CHI et al.,
2007) e que podem estar envolvidas no mecanismo de oxidacao da calcopirita.

Com o proposito de investigar proteinas que possam estar envolvidas na
adesao/oxidacao bacteriana a calcopirita, a andlise da expressao diferencial de
proteinas periplasmaticas foi realizada em células aderidas ao mineral,
comparativamente as nao aderidas (controle) apos exposicao por 2 horas. O tempo
inicial de 2 horas foi suficiente para alterar a sintese protéica em células aderidas a



DISCUSSAO 117

calcopirita, sem que alteragbes visiveis fossem observadas nas células néo
aderidas.

Pela analise protéomica foi possivel detectar a indugdo de duas proteinas
periplasmaticas e a repressao de outras duas em células aderidas, comparando-se
com células ndo aderidas. Entre as proteinas diferencialmente expressas, duas
proteinas com 0 mesmo peso molecular (23 kDa) mas com ponto isoelétrico distinto,
sofreram repressao em células aderidas a calcopirita e foram identificadas como
sendo a proteina superéxido dismutase. Essa proteina compreende um grupo de
metaloenzimas que tem sua atividade alterada sob diferentes condigdes ambientais
(BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). Ramirez et al. (2004) identificaram em A.
ferrooxidans ATCC 19859 uma proteina que mostrou similaridade com a superdxido
dismutase, sendo que sua sintese protéica foi reprimida apds crescimento em
enxofre, em comparacdo ao crescimento em fons Fe?".

As proteinas periplasméticas que sofreram indugdo em células aderidas a
calcopirita foram identificadas como sendo uma proteina que liga simples fita de
DNA (single strand binding, SSB) envolvida no metabolismo de DNA (replicagéo,
recombinacao e reparo) e a proteina PspA (phage-shock-protein A)/IM30, envolvida
em processos celulares de adaptagéo a condi¢des atipicas.

A proteina SSB de E. coli desempenha um papel importante na célula, pois
participa do metabolismo do DNA: replicacdo, reparo e recombinacdo (MEYER,;
LAINE, 1990). Essa proteina possui diferentes fungdes na replicagdo do DNA, como
por exemplo, aumentar a desestabilizagdo da hélice por DNA helicase, prevenir o
reanelamento de fitas simples, proteger contra digestdo por nucleases e organizar, e
estabilizar as origens de replicacao (MEYER; LAINE, 1990). A proteina SSB de E.
coli pode se ligar a simples fita do DNA exibindo diversas propriedades, como
cooperatividade (LOHMAN; FERRARI, 1994). Além do mais, é requerida na bactéria
para reparo de pareamento irregular de bases direcionado por metil e reparo na
recombinacao (MEYER; LAINE, 1990).

O sistema phage-shock-protein (Psp) estda envolvido no estresse
extracitoplasmatico ocasionado por condigées atipicas (DARWIN, 2005). A proteina
PspA, a mais abundante das proteinas Psp, pode estar envolvida na manutencéo da
integridade da membrana citoplasmatica e/ou na forga préton-motriz (DARWIN,
2005). A proteina PspA de E. coli, uma proteina periférica da membrana de 25,3
kDa, pode assumir o papel de manter o potencial da membrana e é induzida sob



DISCUSSAO 118

condicGes de estresse como, por exemplo, a presenca de etanol ou Triton X-100
(KOBAYASHI; SUZUKI; YOSHIDA, 2007).

Embora indugdo e repressdo na sintese protéica tenham sido observadas
pela analise protedbmica na resposta de A. ferrooxidans aos minerais, experimentos
adicionais seriam necessarios para complementar essa analise no sentido de medir
a atividade de proteinas expressas diferencialmente, bem como confirmar a sua
expressao por experimentos de Western blot, por exemplo.

Outros experimentos de padronizacdo da obtencdo de células aderidas a
calcopirita seriam necessarios para garantir maior quantidade de proteinas
periplasmaticas, permitindo assim confirmar a expressao diferencial das quatro
proteinas detectadas, além de identificar outras proteinas expressas
diferencialmente em células aderidas ao mineral.

Como néo foram observadas alteragbes na sintese de proteinas em células
livres de A. ferrooxidans ap6s exposicao a calcopirita, foi analisado o padrdo de
expressao de alguns dos genes que codificam proteinas diferencialmente expressas
em resposta a bornita (Tabela 4) por PCR em tempo real (em nivel de RNAm) a
partir de células livres expostas a calcopirita. Os resultados mostram que os genes
que codificam para as proteinas ribossomais S2 e L25 sofreram indugdo apds
exposicdo a calcopirita, enquanto que os demais genes analisados ndo sofreram
alteracao significativa na expressao apds exposicao ao mineral.

Os genes que codificam para as proteinas ribossomais S2 e L25 tiveram a
expressao génica induzida enquanto que para a sintese protéica nao foi detectada
alteracao significativa apds exposicao a calcopirita. Essa ndo correspondéncia entre
sintese protéica e génica pode sugerir importantes mecanismos de regulacdo nos
niveis de transcricado e traducao. Appya-Ayme et al. (2006) observaram, por PCR em
tempo real, que alguns genes do operon cbb do metabolismo de carboidratos
tiveram sua sintese induzida em células de A. ferrooxidans apds crescimento em
enxofre. Esses resultados conflitam com analises proteémicas que sugerem que
algumas proteinas de A. ferrooxidans codificadas por genes do operon cbb tiveram
sua sintese reprimida em enxofre (RAMIREZ et al., 2004). Diante da diferenca
encontrada entre sintese génica e protéica, Appya-Ayme et al. (2006) sugerem que
a expressao de proteinas deve ser controlada por mecanismos de regulacdo em
nivel de traducao.
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De acordo com Gygi et al. (1999), evidéncias sugerem que a expressao de
RNAm é necessaria mas insuficiente para uma descricdo quantitativa dos sistemas
biologicos. Segundo os autores, essas evidéncias incluem descobertas de
mecanismos pds-transcricdo que controlam a taxa de traducao das proteinas, a meia
vida de proteinas especificas ou do RNAm, a localizag&o intracelular e a associagéo
molecular de proteinas. De acordo com Agnetti et al. (2007), alguns mecanismos
biolégicos causam discrepancias quando se tenta correlacionar expressao génica
(RNAm) e protéica. Em termos gerais isto significa que um aumento nos niveis de
proteinas pode ndo ser um reflexo do aumento nos niveis de RNAm (Agnetti et al.,
2007).

Neste trabalho realizou-se também, em uma segunda parte, uma investigacao
preliminar do efeito de uma proteina recombinante de A. ferrooxidans LR na
atividade de oxidacdo bacteriana sobre a calcopirita. Utilizou-se uma proteina
putativa de A. ferrooxidans LR contendo cisteina, aminoacido este que pode ter sido
determinante para deteccao de um aumento na atividade oxidativa bacteriana da
calcopirita, em comparacao a auséncia da proteina, nos testes de respirometria.

Experimentos complementares utilizando aminoacidos livres foram realizados
para verificar o efeito destes na oxidagao bacteriana da calcopirita. Em relacao aos
aminodcidos testados, cisteina, alanina ou serina, em concentracdo 1x10™ mol L™,
também proporcionaram um aumento na oxidacdo bacteriana da calcopirita, em
comparagdo ao controle (auséncia das biomoléculas). Os demais aminodcidos
testados ndo provocaram o mesmo efeito, sendo inclusive menor o consumo de
oxigénio.

Deve-se ressaltar também que a expressdo da proteina no vetor pET28a
acarreta a adicao de uma cauda de histidina na proteina recombinante produzida em
E. coli (com o objetivo de facilitar a purificacdo em coluna de afinidade), o que
poderia ter influenciado os resultados. No entanto, a adigéo de histidina livre parece
nao ter tido qualquer efeito positivo na atividade oxidativa da bactéria sobre a
calcopirita, conforme os ensaios respirométricos realizados.

Embora o efeito da proteina recombinante, cisteina ou de outros aminoacidos
na oxidacdo bacteriana da calcopirita ainda nado possa ser explicado
satisfatoriamente, alguns trabalhos procuraram identificar agentes bioquimicos que
possam ativar o processo da oxidacdo bacteriana de outros minerais como, por

exemplo, a pirita (FeS,, sulfeto mineral susceptivel a acdo quimica e bacteriana).
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Rojas-Chapana e Tributsch (2000) verificaram a formacdo de um complexo
ferro-cisteina, de um complexo cisteina-pirita (ligado via ponte de enxofre) e de uma
interface de grupos SH na superficie da pirita, durante a oxidacao deste mineral na
presenca de cisteina exdégena. Os dados apresentados pelos autores indicaram que
a interacdo e complexacdo da cisteina com pirita enfraqueceram e quebraram
ligagdes quimicas no mineral. O complexo cisteina-pirita se reorganiza e promove a
liberagdo de um complexo ferro-enxofre-cisteina, que ¢é supostamente um
carregador de energia quimica para o A. ferrooxidans, com um ciclo de renovacao
de cisteina e Fe** (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000). Residuos de cisteina,
quando liberados da superficie da parede celular bacteriana, podem agir
espontaneamente com o sulfeto e ativar o processo de corrosao similar com o
observado com a cisteina exégena (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000). A
corrosao da pirita em solugdo de cisteina pode refletir em um mecanismo para a
bactéria obter energia de fontes de sulfetos insoluveis, os quais ndo podem ser
oxidados por extragdo de elétrons via ions Fe** (ROJAS-CHAPANA; TRIBUTSCH,
2000).

Os grupos SH de proteinas da parede celular de A. ferrooxidans podem ser
fundamentais ndo somente para o metabolismo bacteriano, mas também para as
propriedades de lixiviagdo, pois podem interagir com a superficie dos minerais, via
exopolissacarideos (ROJAS-CHAPANA; GIERSIG; TRIBUTSCH, 1995; ROJAS-
CHAPANA; GIERSIG; TRIBUTSCH, 1996; GEHRKE et al.,, 1998). Os
exopolissacarideos formam um colbide de enxofre que serve como um reservatorio
temporario de energia até espécies de enxofre ser transportadas para o interior da
célula (ROJAS-CHAPANA; GIERSIG; TRIBUTSCH, 1995; ROJAS-CHAPANA;
GIERSIG; TRIBUTSCH, 1996; TRIBUTSCH et al.,, 1998). Os grupos SH de
polipeptidios e polissacarideos encontrados na superficie bacteriana podem
influenciar a adesao aos sulfetos minerais (OHMURA et al., 1996; ROJAS-
CHAPANA; TRIBUTSCH, 2000).

Outros experimentos, como por exemplo, de lixiviagdo ou fisico-quimicos,
seriam necessarios para confirmar e esclarecer o efeito da proteina putativa ou dos
aminoacidos na oxidacdo da calcopirita por A. ferrooxidans. Além desta proteina
recombinante, outras proteinas candidatas a auxiliadoras da oxidacao bacteriana da
calcopirita poderiam ser selecionadas entre proteinas das fracées de periplasma

e/ou de membrana externa que tiverem sua expressao induzida em A. ferrooxidans



DISCUSSAO 121

LR apo6s adesao e/ou exposicao a calcopirita. A fragdo protéica de membrana celular
de A. ferrooxidans possivelmente desempenha papel-chave na adesao/interacao
com o mineral em células aderidas e é uma fragao que também desperta interesse.
Proteinas auxiliares da biolixiviagdo poderiam ser produzidas por engenharia
genética em E. coli para serem adicionadas a calcopirita. Ou ainda, a expressao dos
genes correspondentes a essas proteinas poderia ser de alguma maneira induzida
em uma linhagem de A. ferrooxidans melhorada geneticamente para fins de
lixiviacao da calcopirita, 0 que sera possivel no momento em que estiver disponivel

um sistema genético de transformacgéo desse microrganismo.
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CONCLUSOES

v' Dentre doze linhagens testadas, A. ferrooxidans LR foi umas das
linhagens mais eficientes na oxidagao da calcopirita e bornita por experimentos de
respirometria, apresentando também atividade oxidativa nesses sulfetos minerais
durante o crescimento bacteriano;

v A exposigao de A. ferrooxidans LR a bornita ou calcopirita como Unico
substrato energético levou a alteragédo da sintese protéica em células livres apenas
na presenca de bornita. Em geral, alteracdo caracterizada por repressdo de
proteinas envolvidas no metabolismo energético, e inducdo de proteinas
possivelmente relacionadas ao estresse oxidativo causado por ions cobre
provenientes da solubilizagdo da bornita;

v O perfil diferencial de expressao protéica em células livres apds exposicao
a bornita e a auséncia de expresséo diferencial em calcopirita parece sugerir que, no
geral, os mesmos afetam de maneira distinta o metabolismo de A. ferrooxidans LR;

v A exposicdo a calcopirita por 2 horas foi suficiente para provocar
alteracdes na sintese de proteinas periplasmaticas de células aderidas ao mineral,
evidenciando a importancia dessa fracao celular em eventos de adesao/oxidagédo do
mineral;

v" A exposicao a calcopirita por 24 horas provocou em células livres de A.
ferrooxidans LR um aumento nos niveis de expressdo génica de proteinas
ribossomais, enquanto que a correspondente expressdo protéica ndo pbde ser
verificada possivelmente devido a eventuais mecanismos de regulagcdo pos-
transcricionais;

v A proteina recombinante de A. ferrooxidans LR proporcionou um aumento
na oxidacao bacteriana da calcopirita ao ser adicionada ao mineral, o que pode
eventualmente ser atribuido ao seu conteddo em cisteina e/ou em alguns outros

amino4cidos.
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Abstract. Acidithiobacillus ferrooxidans is used in bioleaching industrial operations to
recover metal ions from mineral sulfides. Chalcopyrite and bornite are copper sulfides that
have the same elemental composition, but differ in their susceptibility to the bioleaching
process. Our objective was to identify differentially expressed proteins in A. ferrooxidans LR
cells exposed to chalcopyrite or bornite, as a sole energy source, for 24 hours. Compared to
the control (without minerals), proteins were induced or repressed in planktonic cells after

contact with chalcopyrite or bornite by 24 hours. These results demonstrated that the time of
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exposure to the copper minerals was enough to trigger distinct responses in the A.

ferrooxidans metabolism.

Introduction

Acidithiobacillus ferrooxidans is a bacterium used in leaching operations to recover metals
such as copper, uranium and gold from mineral sulfides. Chalcopyrite (CuFeS,) and bornite
(CusFeS,) are common copper sulfides found in nature. Unlike many minerals, chalcopyrite
is known to be particularly recalcitrant to hydrometallurgical processes. Chalcopyrite and
bornite have the same elemental composition, but differ in their susceptibility to the
bioleaching process, probably due to different crystalline structures. A partial proteomic
approach has been used to study adaptive responses of A. ferrooxidans to attack some
mineral ores [1]. The purpose of this work was to identify differentially expressed proteins in
A. ferrooxidans cells exposed to chalcopyrite or bornite for 24 hours by coupling two-
dimensional electrophoresis (2-DE) and MALDI-TOF/TOF mass spectrometry and/or ESI-
MS-MS. The identification of these proteins of A. ferrooxidans could provide a better
understanding about the metabolic processes involved in chalcopyrite and bornite bacterial

oxidation.

Materials and Methods

Bacterial strains and growth conditions. A. ferrooxidans strain LR used in this work was
isolated from effluent of column leaching of uranium ore from Lagoa Real, State of Bahia,
Brazil [2]. The cells were grown in T & K liquid medium [3] containing (in g L™): (0.4)
KoHPO,4.3H,0; (0.4) MgS0,4.7H,0; (0.4) (NH4).SO,; (33.4) FeS0O,4.7H,0; pH 1.8 (adjusted
with sulfuric acid) at 30°C on a rotary shaker at 250 rpm. The protein profile of A.
ferrooxidans cells was analyzed in the presence of 2.5% (w/v) of the pulverized: bornite (from
Montana, USA, provided by Ward’s Natural Science Establisment) or chalcopyrite (provided
by Vale do Rio Doce Company, Brazil), as a sole energy source, in T & K medium (without
ferrous ion) at 250 rpm and 30°C. The minerals were ground in a disc mill to 100% <0.2 mm

mesh size.

Protein extraction. A. ferrooxidans cells were grown in T & K medium (with ferrous ion)
harvested at the end of the growth exponential phase and incubated under agitation in
presence of chalcopyrite or bornite (2.5%), as a sole energy source. Cells grown in T & K
medium with Fe** and without the minerals were used as control. After 24 hours of contact,
mineral particles were separated from medium at 700 rpm (Sorvall TR7 centrifuge) for 1
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minute. Planktonic cells (not attached on the mineral) were collected by centrifugation at
3,900 rpm for 20 minutes. Total proteins were obtained as described by De Mot &
Vanderleyden [4] with some modifications. Briefly, cells were suspended in extraction buffer
(0.7 Mol sucrose, 0.5 Mol Tris, 30 mMol HCI, 50 mMol EDTA, 0.1 Mol KCI, 40 mMol
dithiothreitol) and an equal volume of equilibrated phenol (Invitrogen) was added. After
shaking, the phenol phase containing the proteins was recovered and the extraction
procedure was repeated twice. Proteins were precipitated by addition of 0.1 Mol ammonium
acetate in methanol at —20°C. The pellet was washed and solubilized in lysis buffer (9.5 Mol
urea, 2% Igepal CA-630, 5% p-mercaptoethanol). The extracts were purified by protein
precipitation using the 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare). Protein was quantified by the
Bradford method [5] using bovine serum albumin as standard. The experiment was
performed in triplicates.

Two-dimensional (2-D) electrophoresis and image analysis. Total proteins were
separated by 2D-PAGE using the IPGphor™ isoelectric focusing and the Hoefer™ SE600
second dimension systems (GE Healthcare). Approximately 250 ug of total proteins were
added in 250 pL of solution containing 170 uL of dehydration buffer (8 Mol urea, 2% (w/v)
Triton X-100, Bromophenol Blue, 2.8 mg mL" DTT), 2% IPGbuffer and 50 uL of DeStreak
solution (GE Healthcare). The first dimension was carried out in strips with immobilized pH
gradient from 4 to 7 (linear). After 10 hours of rehydration (without voltage) the isoelectric
focusing was performed for 1 h at 500 V, 1 h at 1000 V and 5 h at 8000 V, with 50 pA per
strip at 20°C. The second dimension was run at 45 mA per strip on 12.5% polyacrilamide gel.
After electrophoresis, the gel was stained with Coomassie Brilliant Blue G-250 and the
isoelectric point and molecular weight of differentially expressed proteins were determined
with the Image Master Platinum software (GE Healthcare).

Mass spectrometry analysis and database search. Differentially expressed proteins were
in-gel digested with trypsin (Sequencing grade modified, Promega) in the automatic
Investigator ProGest robot of Genomic Solutions. Proteins were reduced by 10 mMol DTT
and alkylated by 100 mMol solution of iodine acetamide. After sequential washings, proteins
were digested overnight at 37°C with 0.27 nMol of trypsin. Tryptic peptides were extracted
from the gel matrix with 10% formic acid and acetonitrile; the extracts were pooled and dried
in a vacuum centrifuge. Tryptic peptides were either analyzed by MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems) and/or ESI-MS-MS (Q-TOF
Global, Micromass-Waters). In the first case, the digests were resuspended in 10 uL of
0.1%TFA. 5 L cleaned up and concentrated in microcolumns (3M) and eluted directly on



APENDICES 139

MALDI plate with 0.8 uL HCCA (2 pg pL™ in 70% acetonitrile/ 0.1%TFA). Most intense peaks
were selected to be characterized further by MS/MS analysis. Spectra were submitted for
database searching in a generic MASCOT format. Some of the tryptic digested peptides
samples were analyzed by on-line liquid chromatography tandem mass spectrometry (Cap-
LC-nano-ESI-Q-TOF) (CapLC, Micromass-Waters). In that cases, samples were
resuspended in 15 pL of 1% formic acid solution and 4 pL were inject to chromatographic
separation into reverse-phase capillary Cig column (75 um of id and 15 cm length, PepMap
column, LC Packings). Data were generated in PKL file format, which were submitted for
search in the A. ferrooxidans ATCC 23270 database (http://www.tigr.org) to identify the
proteins.

Results and Discussion

A. ferrooxidans LR total protein profiles after contact with the minerals. In comparison with
the control (Fig 1A) the general pattern of protein synthesis showed differentially expressed
proteins in response to contact with chalcopyrite or bornite for 24 hours (Fig 1B and 1C,
respectively). The molecular weight and isoelectric point of the differentially expressed
proteins are described in Table1. Apparently spot 6 showed no alteration after contact with
chalcopyrite (arrow in Fig 1B).

Although high quality MS/MS spectra were obtained via MS analysis of the digested peptides
from spot 6, no protein could be identified. Since ATCC 23270 genome is completely
sequenced, this could be attributed to differences between the genomes of LR (used in this
study) and ATCC 23270 strains. Spot 4 was strongly repressed after contact with bornite (Fig
1C) or slightly repressed after contact with chalcopyrite (Fig 1B), in comparison to control
(Fig 1A).
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Figure 1. 2-D total protein profiles of A. ferrooxidans LR. Total proteins were extracted from

cells without contact with the minerals (A) or after contact with 2.5% of chalcopyrite (B) or
2.5% of bornite (C) for 24 hours. Arrows in (A) indicate proteins that were induced or
repressed after contact with the minerals. Circles and squares in (B) and (C) represent
proteins whose synthesis was induced or repressed, respectively, after contact with minerals
relative to the control (A). It was considered only alterations observed in at least two different
gels. The molecular mass (kDa) of standard proteins is indicated.
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Table 1. A. ferrooxidans LR proteins whose synthesis increased or decreased after contact
with chalcopyrite or bornite for 24 hours

MW o o ) Mascot Accession
Spot Chalcopyrite*’ | Bornite* Protein 5
(kDa)/pl score nex
1 48.8/5.1 1 l Heat shock protein HsIVU 269 AFE_0358
Ribulose bisphosphate
2 50.5/5.7 l ! 370 AFE_0942
carboxylase
3 38.6/5.8 l 1 Fructose-bisphosphate aldolase 419 AFE_3085
4 28.1/5.7 l l Ribosomal protein S2 302 AFE_1640
5 22.5/5.7 1 1 Antioxidant, AhpC/Tsa family 332 AFE_2062
6 | 20.0/5.9 - !
7 22.2/5.9 1 ! Ribosomal protein L25 406 AFE_0952
8 23.2/5.9 1 ! Ribose 5-phosphate isomerase A 383 AFE_2410

*T Synthesis increase (1) or decrease (|) in cells after contact with minerals relative to levels in cells grown on
Fe2+
*2 Accession number according to A. ferrooxidans ATCC 23270 database (http:/www.tigr.org)
*3 No change on synthesis

Some proteins had remarkable expression differences between chalcopyrite and bornite:
fructose-biphosphate aldolase (spot 3) was induced by bornite and repressed by
chalcopyrite, whereas heat shock protein HsIVU (spot 1), ribosomal protein L25 (spot 7) and
ribose 5-phosphate isomerase A (spot 8) were induced by chalcopyrite, and repressed by
bornite.

Some authors [6] observed that synthesis of ribose-5-phosphate isomerase was increased in
sulfur-grown A. ferrooxidans (isolated from Chengmensham Mine china Which) in
comparison to the Fe**-grown bacteria. The results in Fig 2B and 2C show that ribose-5-
phosphate isomerase A (spot 8) of A. ferrooxidans LR was induced in chalcopyrite but
repressed in bornite, but the reason for this result is no clear yet.

The cellular localization, predicted by PSORT-B analysis (http://psort.hgc.jp/) of differentially
expressed proteins (Table 1) revealed that they are probably located in the cytoplasm. Our
proteomic results demonstrated that exposure to the copper minerals, as a sole energy
source, was enough to trigger distinct responses in the A. ferrooxidans LR metabolism.
Proteomic analysis of A. ferrooxidans LR attached cells to chalcopyrite is in progress and will
be compared with the planktonic cells analysis presented here.
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APENDICE B
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Abstract

Acidithiobacillus ferrooxidans is a chemoautotrophic bacterium able to oxidize ferrous iron or
sulfides to obtain energy. Bornite and chalcopyrite are two copper sulfides having the same
elemental composition but different susceptibility the bioleaching process. In this work, the
oxidative activity of A. ferrooxidans cells on bornite and chalcopyrite was verified by
respirometric assay and the bacterium adaptive response to these minerals was investigated
by proteomic approach. Protein profiles of planktonic cells exposed for 24 or 48 h to bornite
or chalcopyrite were compared to the one of cells not exposed to minerals. For bornite, we
detected an induction for the proteins chaperonin (groEL), AhpC/Tsa family antioxidant and
aldehyde dehydrogenase, whereas the proteins radical SAM domain, fructose-1-6-
bisphosphatase, carbohydrate kinase, HsIVU heat shock, ribulose bisphosphate carboxylase
and the ribosomal proteins S2 and L25 were repressed. For the protein fructose-
bisphosphate aldolase two forms having distinct isoelectric points were observed suggesting
pos-translational modification of this protein in the A. ferrooxidans response to bornite. No
significant alteration of the protein expression was detected for planktonic cells exposed to
chalcopyrite. The results show that these minerals lead to distinct cellular responses in A.
ferrooxidans and that a proteomic approach can provide a valuable tool better understand
the global metabolic processes triggered when cells are exposed to them.

1 Introduction

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative, mesophilic, and chemolithoautotrophic
bacterium capable to oxidize ferrous iron and reduced sulfur compounds to ferric iron and
sulfuric acid, respectively. The energy derived from this oxidative process supports carbon
dioxide fixation and cell growth. A. ferrooxidans is acidophilic and grows within the pH range
1.5-2.0 [1]. It is one of the most studied microorganisms found in acid environments such as
mining dumps and acid mine drainages, and its ability to oxidize metal sulfides has been
successfully applied to bioleaching operations [1]. A. ferrooxidans also oxidizes insoluble
metal sulfides like bornite (CusFeS,) or chalcopyrite (CuFeS,) converting them to soluble
metal sulfate [2-5]. These minerals have the same elemental composition, but distinct
crystalline structures [6]. Chalcopyrite, unlike bornite, is the most important mineral of
commercial interest for copper extraction and is known to be recalcitrant to the bioleaching
process [7]. The elucidation of the A. ferrooxidans energetic metabolism on mineral sulfides,
in general, is of great interest to generate the knowledge for the improvement of the
bioleaching process.

The genome of A. ferrooxidans ATCC 23270 is now available at “The Comprehensive

Microbial Resource” website (http://cmr.jcvi.org/tigr-scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf),
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and preliminary models of metabolic and regulatory features have been proposed based on
the annotated sequence [8-9]. By proteomic analysis some authors showed that A.
ferrooxidans changes its protein profile according to the growth on sulfur or ferrous iron [10-
13]. An exported rhodanese-like protein (P21), a thiosulfate sulfur transferase (TST) that
reduces S-S bonds present in thiosulfate generating sulfur and sulfite, is increased when A.
ferrooxidans grows on metal sulfides and different sulfur compounds, but is almost
completely repressed during growth on ferrous iron [10]. Ramirez et al. [11] described that
during growth on metal sulfides containing iron, such as pyrite and chalcopyrite, proteins up-
regulated on ferrous iron or sulfur compounds were synthesized. According to Ramirez et al.
[11] the synthesis of some proteins like sulfate/thiosulfate binding protein, thiosulfate sulfur
transferase, rusticyanin, RuBisCO subunits CbbS (small) and CbbL (large) among others
was influenced by the energy source. Some proteins of A. ferrooxidans such as ATP
synthase beta chain and ribose-5-phosphate isomerase [12], cytochrome ¢-552, sulfide
dehydrogenase and an outer membrane protein [13] had their synthesis differentially
influenced during growth of A. ferrooxidans either on elemental sulfur or ferrous iron.
Biological mechanisms involved in the response of A. ferrooxidans to bornite or
chalcopyrite are still poorly understood. The purpose of the present work is to analyze the
protein profile of A. ferrooxidans strain LR after exposition the planktonic cells to these
copper sulfides. We found 13 proteins differentially expressed only when ferrous iron was
replaced by for bornite. One of these proteins remained unidentified and was absent in the A.
ferrooxidans ATCC 23270 genome and may be specific to the strain used in this work. The
proteins identified were mainly involved in energetic metabolism, detoxification, and protein

synthesis.

2 Materials and methods

2.1 Bacterium strain, culture conditions and mineral samples

The Acidithiobacillus ferrooxidans strain LR used in this work was isolated from effluent of
column leaching of uranium ore from Lagoa Real, Bahia State - Brazil [14]. Cells were grown
at 30°C on a rotary shaker at 250 rpm in T & K liquid medium [15] containing (in g/L): (0.4)
KoHPO,.3H,0, (0.4) MgSQ,.7H,0, (0.4) (NH,).SO,, (33.4) FeSO,.7H,0, pH 1.8 (adjusted
with sulfuric acid). For proteomic analysis ferrous iron-grown cells in 100 mL of T & K
medium (without ferrous iron) containing 2.5% (w/v) bornite or chalcopyrite at 250 rpm, 30°C
were used. Control cells correspond to cells not exposed to the minerals. For respirometric
assays and proteomic analysis it was used ore grade pulverized bornite from Montana, USA

(purchased from Ward’s Natural Science Establisment, Rochester - NY) and chalcopyrite
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from Salobo Mine, Parg State - Brazil (purchased from Compahia Vale). The minerals were

grounded in a disc mill to 100% < 0.2 mm mesh size.

2.2 Respirometry assay

A. ferrooxidans LR cells were harvested at the end of the growth exponential phase
(approximately 24 h, time enough to oxidize 70% of the ferrous iron). Cell density was
quantified by measuring the total protein in the cells suspension after lysing [16] using BSA
as standard. The experiments were conducted in a Warburg respirometer in 25 mL flasks,
the main compartment of each flask contained A. ferrooxidans cells corresponding to 300
ug/mL of total protein in 0.2 M glycine H,SO, buffer, pH 2.2, and 100 mg of bornite or
chalcopyrite. Control for each mineral sample was carried out without cells. The experiments
were performed in triplicate in a water bath at 30°C for 4 h. The average of the oxygen

uptake (uL) was plotted against time (min).

2.3 Protein extraction

A. ferrooxidans LR cells grown in 3 L of T & K medium (with ferrous iron) were harvested at
the end of the growth exponential phase, washed in 0.01 M sulfuric acid, and suspended in
300 mL of T & K medium (without ferrous iron). A volume of 100 mL were added to 2.5 g
bornite or chalcopyrite as sole energy source and incubated as described in Materials and
Methods (Section 2.1). Cells grown in T & K medium (with ferrous iron) but not exposed to
the mineral samples (100 mL) were used as control. After 24 or 48 h, mineral particles were
separated from the cells by centrifugation (85 x g) for 1 min. Planktonic cells (not attached on
the mineral) were collected from the supernatant by centrifugation at 2,800 x g for 20 min.
Total protein from both (control and planktonic cells) was obtained as described by De Mot
and Vanderleyden [17] with some modifications. Cells were suspended in extraction buffer
(0.7 M sucrose, 0.5 M Tris-base, 30 MM HCI, 50 mMEDTA, 0.1 M KCI, 40 mMDTT) and an
equal volume of phenol was added. After shaking, the phenolic phase containing the proteins
was recovered and the extraction procedure was repeated twice. Proteins were precipitated
by addition of 0.1 M ammonium acetate in methanol at -20°C, washed in 0.1 M ammonium
acetate in methanol followed by washing in acetone 80%. After drying, the proteins were
solubilized in lysis buffer (9.5 Murea, 2% (v/v) Igepal CA-630, 5% (v/v) B-mercaptoethanol),
quantified by the Bradford method [18] using BSA as standard and purified by precipitation
using 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare). The protein extraction was performed in triplicate
from cells obtained from independent experiments.
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2.4 2-DE

Total protein was separated by IEF using IPGphor™ system (GE Healthcare) and pH 4-7
Immobiline™ DryStrip (13 cm, linear, GE Healthcare) according to the manufacturer’s
instructions. Approximately 250 g of total protein were added to 250 pL of a solution
containing 170 pL of rehydration buffer (8 M urea, 2% (v/v) Triton X-100, 2.8 mg/mL DTT, a
trace amount of Bromophenol Blue), 2% (v/v) IPGbuffer (GE Healthcare) and 50 pL of
DeStreak™ rehydration solution (GE Healthcare). After 10 h of rehydration, IEF was
conducted at 50 pA per strip at 20°C using the following steps: 500 V (1 h), 1,000 V (1 h) and
16,000 Vh for a total of 17,500 Vh. The IPG strips were equilibrated twice during for 15 min in
3 mL equilibration buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.8), 6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v)
SDS, a trace amount of Bromophenol Blue, 10 mg/mL DTT) [19-20]. The last equilibration
was performed in the same buffer but containing 25 mg/mL iodoacetamide instead of DTT.
Protein samples were separated in a second dimension on 12.5% SDS-PAGE gels at 45 mA
per gel using a Hoefer™ SEB00 system (GE Healthcare). The protein spots in the gels were
visualized after staining with CBB R-250.

2.5 2-DE image analysis and gel comparison

2-DE gel images were acquired using the ImageScanner (GE Healthcare) at 150 dpi of
resolution. Staining intensity value as % volume, molecular weight and isoelectric point were
estimated for each protein spot using the ImageMaster™ 2D Platinum 6.0 software (GE
Healthcare).

Scatter plots (% volume) for the matching spot pools were obtained to verify the
degree of reproducibility among the triplicates for each experiment (control, bornite or
chalcopyrite). Correlation values superior to 0.9 were considered as significant for the
analysis. Only typical spots present in all replicates were selected for the matching analysis
between control and bornite, and between control and chalcopyrite. Matching was performed
between the total protein of control-cells and cells after exposure to bornite or chalcopyrite
for 24 or 48 h. Proteins up- or down-regulated after mineral exposure were selected for mass
spectrometry analysis only if the variation between experiments was statistically significant

by Student’s t-test (with confidence level of 0.05 or less), as determined by the software.
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2.6 Protein digestion, MS/MS analysis and database searching

The protein spots were excised from the gels for protein identification. The spots were in-gel
digested with trypsin [21] (Sequencing grade modified, Promega) in the automatic
Investigator ProGest Robot of Genomic Solutions. Briefly, excised spots were washed
sequentially with ammonium bicarbonate buffer 50 mM (ABC) and ACN. Proteins were
reduced and alkylated respectively, by treatment with 10 mM DTT during 30 min at 56°C, and
treatment with 55 mM iodine acetamide. After sequential washings with buffer ABC and
ACN, proteins were digested overnight at 37°C with 0.27 nM trypsin. Tryptic peptides were
extracted from the gel matrix with 10% formic acid and ACN; the extracts were pooled and
dried in a vacuum centrifuge. Tryptic peptides were either analyzed by MALDI-TOF-MS using
a 4700 Proteomics Analyzer mass spectrometrer (Applied Biosystems) and/or ESI-MS/MS
using a Q-TOF Global system (Micromass-Waters).

MALDI-TOF-MS analysis: the digests were redissolved in 5 pL 0.1% TFA in 50% ACN.
Typically, a 0.5 L aliquot was mixed with the same volume of a matrix solution, 2 mg/mL
CHCA (Waters) in 0.1% TFA and 50% ACN and directly spotted on a MALDI-plate. MS
spectra were acquired in positive reflector mode (voltage of 20 kV in the source 1 and laser
intensity ranged from 5800 to 6200). Typically, 500 shots per spectrum were accumulated.
Three to five prominent peaks were selected to be further characterized by MS/MS analysis.
MS/MS spectra were acquired using CID with atmospheric air as the collision gas. A MS/MS
1 kV positive mode was used. MS and MS/MS spectra from the same spot were merged in a
single mgf file prior to submission for database searching.

ESI-MS/MS analysis: the tryptic digested peptide samples were analysed by online LC-
MS/MS (Cap- LC-nano-ESI-Q-TOF) (CapLC, Micromass-Waters). Samples were
ressuspended in 15 mL 1% formic acid solution and 4 mL were injected for chromatographic
separation into a RP capillary C18 column (75 mm id and 15 cm length, PepMap column, LC
Packings). The eluted peptides were ionised via coated nano-ES needles (PicoTipTM, New
Objective). A capillary voltage of 2000-3000 V was applied together with a cone voltage of
80 V. The collision in the CID was 20—-35 eV and argon was used as the collision gas. Data
were generated in PKL file format and submitted for database searching.

Database searching: PKL and mgf files were submitted for database searching in a
MASCOT search engine (in house). Database searches were done against the genome
sequence data of A. ferrooxidans ATCC 23270 (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf). The search parameters were: 1 missed cleavage,
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carbamidomethyl of cystein as fixed modification, and oxidation of methionine and Pyro-glu
(N-term Q) as variable modifications. Peptide tolerance was 100 ppm and 0.25 Da,
respectively for MS and MS/MS spectra. Peptides were considered as identified when the
scoring value exceeded the identity or extensive homology threshold value calculated by
MASCOT.

3 Results

3.1 Oxidative activity of A. ferrooxidans LR cells on bornite and chalcopyrite

Oxygen consumption by A. ferrooxidans strain LR was evaluated by respirometric assay in
the presence of bornite or chalcopyrite as the sole energy source to show that this strain has
oxidative activity on these minerals. The oxygen consumption was a result of the bacterial
metabolism instead of the chemical oxidation since no oxygen consumption was detected in
the absence of bacterial cells (Fig. 1). It is important to emphasize that in this condition the
cells do not grow due to the absence of carbon dioxide, only the oxidative activity is
maintained by the cells. The difference between the two curves can not be attributed to
differences in the oxidation process by the cells in the presence of the two minerals as they

were not added in molar equivalents.

3.2 Proteins differentially expressed under exposure to bornite or chalcopyrite

The response of A. ferrooxidans to bornite or chalcopyrite was analyzed by comparing the
protein profiles obtained by two-dimensional gel electrophoresis of planktonic cells before
(control) and after exposure to the mineral for 24 or 48 h. Previous experiments with control
cells grown under agitation at 250 rpm for 24 or 48 h in the absence of the mineral did not
show changes in the total protein profile, indicating that the differences on protein synthesis
were not due to the agitation itself (results not shown). Changes on protein profile were
investigated at a narrow pH range (4 to 7) to provide better resolution in the gels. In this pH
range, approximately 300 to 400 protein spots could be visualized for control cells (Fig. 2A)
or after bornite (Fig. 2B) or chalcopyrite (Fig. 2C) exposure for 24 h. Similar results were
obtained for cells exposed to the minerals for 48 h (results not shown). Gels were run in
triplicate and a relative volume (% volume as calculated by the ImageMaster software) for
each spot was chosen to express the normalized spot abundance. Sample reproducibility
using this parameter can be shown by the scatter plots (% volume/% volume) (Fig. 3),
between replicates for the three conditions tested, control (Fig. 3A), after bornite (Fig. 3B) or
chalcopyrite (Fig. 3C) exposition for 24 h. Similar results were obtained for 48 h (results not
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shown). Only spots that were present in each of the triplicate and were typical by the scatter
plots analysis were considered for the differential expression analysis.

We have detected thirteen proteins that showed significant differences on protein
synthesis after bornite exposure (Fig. 4A and 4B). From the thirteen proteins differentially
expressed, four were up-regulated, and nine were down-regulated in the presence of this
mineral. All differentially expressed proteins had their isoelectric point (p/) values estimated
among 5 to 6.5, whereas the molecular weight (MW) varied from 20 kDa to 70 kDa (Fig. 4A).

Differential spots were subjected to in gel trypsin digestion and analyzed by MALDI-
TOF-MS mass spectrometry and/or ESI-MS/MS. From the thirteen spots analyzed, twelve
were identified using the MASCOT software by searching the genomic sequence data of A.
ferrooxidans ATCC 23270 (Table 1). In general, the MW of the matched proteins on
database (Table 1) was close to the values expected, estimated from the gel for each protein
analyzed (Fig. 4A), and the theoretical p/s remained between 5 and 6 (Table 1). Only for the
spots 4, 7, 8 and 9 the deduced MW at the database was about 5 to 10 kDa smaller than the
estimated value from the gel. The protein not identified (spot 11) was down-regulated by
bornite, mainly after 24 h of exposure (Fig. 4). Despite of the high quality of the MS/MS
spectra we were not able to identify this protein either by searching against sequences from
A. ferrooxidans ATCC 23270 at TIGR-CMR database (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf) or the NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.org).
All the proteins differentially expressed in the presence of bornite showed the same alteration
pattern in relation to control either after 24 or 48 h of exposure to the mineral (Table 1). In
general, the alterations observed on protein synthesis after 24 h of exposure was maintained
or even intensified after 48 h, mainly for the repressed proteins (Fig. 4). Approximately half of
the differentially expressed proteins in response to bornite could be related to the energetic
metabolism (Table 1) and all of them had their location predicted to be intracellular (Table 2).
No significant change (P>0.05 by Student’s test-t) was detected when chalcopyrite was used
as energy source for 24 or 48 h (Fig. 2, Table 1), based on our experimental approach.

4 Discussion

Bornite (CusFeS,) is a copper sulfide having the same elemental composition of chalcopyrite
(CuFeS,), however, the difference in crystalline structure of the minerals should be
responsible for their distinct susceptibility to oxidation by A. ferrooxidans. Chalcopyrite is
often described as the most refractory mineral to bacterial or chemical attack [22-24]. In fact,
some reports have shown that the chalcopyrite leaching process is inhibited due to the
formation of an elemental sulfur layer on the mineral surface [25-26]. The strain LR of A.

ferrooxidans was chosen for this study based on the results of previous respirometric assays
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which showed that strain is one of the most efficient strain in the bacterial oxidation of
chalcopyrite or bornite (results not shown). This strain was also more tolerant to copper [27],
the metallic ion present in chalcopyrite and bornite and delivered during mineral
solubilization.

In this work the proteomic analysis was performed with cells exposed to the minerals
for 24 or 48 h, a time not enough to achieve the exponential phase of growth mainly for
chalcopyrite (results not shown). In this condition we were able to identify proteins involved in
the early response of A. ferrooxidans when ferrous iron is exchanged to the metal sulfides
bornite or chalcopyrite. Protein synthesis was only affected in the presence of bornite (Fig. 2
and 4), at least for proteins having isoelectric point between 4 and 7, the condition used in
this work. The highest induction levels elicited by bornite were observed for chaperonin
groEL and for an antioxidant protein, whereas a minor induction could be detected for the
aldehyde dehydrogenase protein (Table 1 and Fig. 4). Molecular chaperones are known to
mediate folding reaction [28] by blocking the self-association of denatured proteins that lead
to aggregate formation [29-30]. The synthesis of groEL is described as induced by stress,
such as heat shock [31], and its induction after exposure to bornite might be a consequence
of its involvement in the correct folding of proteins important for the cells in this condition.

At high concentration of copper ions, a toxic effect is observed on cells of most
microorganisms. This ion acts as an oxidant and forms chelates with organic molecules,
including DNA and proteins [32]. This effect may involve the inactivation of enzymes,
production of hydroperoxide free radicals by the membrane-bound copper, and disrupting
cellular membrane integrity [33-34]. The AhpC/Tsa antioxidant family, also referred to as
peroxiredoxin, is a large family of newly discovered peroxidases highly conserved from
prokaryotes to eukaryotes. These proteins act reducing hydroperoxides with electrons
donated by NADPH via thioredoxin or other thiol-containing intermediates [35]. Antioxidant
defence mechanisms are induced as part of the global cellular adaptive responses to
oxidative stress [36]. It is possible that exposure of A. ferrooxidans to bornite lead to a more
stressing situation for the bacteria than the growth in ferrous iron or exposure to chalcopyrite.
During solubilization of the bornite, a more soluble mineral than chalcopyrite, high levels of
copper ions are delivered to the medium, which can stress the cells.

The enzyme aldehyde dehydrogenase belongs to a family of several isozymes that
are important in the cellular defence mechanism against toxic exogenous aldehydes and
endogenous aldehydes such as those derived from lipid peroxidation [37-38]. Aldehydes
comprise a major portion of the lipid peroxidation products, and they are toxic because of
their chemical reactivity [39]. The enhancement of the antioxidant defence seems to be one
mechanism that organism utilize to reduce the oxidative stress [39].

Protein repression was observed for the ribosomal proteins S2 and L25, suggesting a
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decrease in the protein synthesis when a less available energy source such as bornite is
used instead of ferrous iron. Although no significant change was observed in the synthesis of
proteins in presence of chalcopyrite (Table 1), Ferraz et al. (manuscript in preparation) were
able to detect differentially expressed genes in response to chalcopyrite using RNA arbitrarily
primed PCR (RAP-PCR) and real time quantitative PCR. The genes are related to protein
degradation/ modification and transport systems.

Repression was also observed for the proteins annotated as ATPase subunit HslU of
heat shock protein HslVU and the radical SAM domain protein. An unidentified protein (spot
11, 23 kDa), probably specific to the bacterium strain used in this work was also repressed.
The protein HsIVU is an ATP-dependent protease from the bacterial cytosol consisting of two
heat shock proteins (HslV and HslU) [40]. Heat shock proteins were originally defined
according to their increased expression in response to elevated temperature, heavy metals
and oxidative stress [30]. Proteins having the radical SAM include a large number of bacterial
enzymes which are characterized by the presence of an iron-sulfur (FeS) cluster and the use
of S-adenosylmethionine (SAM) to carry out a reaction involving a 5 -deoxyadenosyl radical
[41]. Proteins having the Fe-S cluster are involved in a number of cellular metabolic
processes [41]. The Fe-S cluster functions as redox centers in electron transfer reactions,
catalytic centers in nonredox enzymes, and sensors of Fe, O,, and O, in the regulation of
metabolic pathways [42-43].

Protein repression was mainly observed for proteins involved in the energetic
metabolism, such as fructose-1-6-bisphosphate , fructose-bisphosphate aldolase,
carbohydrate kinase and ribulose bisphosphate carboxylase (Table 1). Among the proteins
repression was more evident for fructose-bisphosphate aldolase, a 39 kDa protein (spot 4).
Another protein having the same molecular weight but a close isoelectric point was also
identified as fructose-bisphosphate aldolase both in the control and in the bornite exposed
cells. The higher p/form was increased in the presence of bornite (spots 4 and 8,
respcetively) (Fig. 4, Table 1). Two forms of the enzyme fructose-bisphosphate aldolase
could be isozymes differing in their isoelectric points. In fact, there are other ORFs in the A.
ferrooxidans ATCC 23270 genome database annotated as fructose-bisphosphate aldolase.
However, the mass spectrometry analysis indicated that the two proteins are inequivocally
originated from the same ORF AFE_3085 (Table 1). Another possibility is that one of the two
forms of the fructose-bisphosphate aldolase was originated by a post-translational
modification, for example, protein phosphorylation. Additional experiments are necessary to
confirm this. Although phosphorylation has been frequently described for eukaryotes,
examples of this post-translational modification in prokaryotes have also been extensively
described in literature since 1980 [44-47]. In support to the hypothesis of phosphorylation
event in A. ferrooxidans, Novo et al. [27] have detected phosphorylation of cytosolic proteins
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(one of them having molecular weight of about 40 kDa) in the same strain utilized in this work
(strain LR). The result was observed in the presence of copper [27], the metal delivered to
the medium during bornite solubilization. Although covalent modification or other regulatory
mechanism for fructose-bisphosphate aldolase has not been described in A. ferrooxidans so
far, the phosphorylation of this enzyme was reported for Escherichia coli [48].

The fructose-bisphosphate aldolase is known to be essential enzyme for the
glycolysis and gluconeogenesis metabolic pathways, acting in the reversible catalysis of the
fructose-1,6 bisphosphate in glyceraldeyde-3-phosphate and dihydroxyacetone-phosphate.
This enzyme also participates of the Calvin Cycle [49], however this pathway seems not be
so active in the presence of bornite, because the synthesis of the ribulose bisphosphate
carboxylase (CbbL2) or RuBisCO, the first enzyme of the cycle, was repressed in this
mineral (Table 1). The subunit CbbL of the ribulose bisphosphate carboxylase was also
described to be repressed in A. ferrooxidans ATCC 19859 grown in sulfur, an insoluble
substrate [11]. The Calvin Cycle is highly dependent on energy (NADPH and ATP), which
might be not available when ferrous iron (control) is exchanged to bornite. Shively et al. [50]
reported that the expression of the Calvin Cycle enzymes in chemoautotrophic organisms
depend on the substrate to be oxidized. When inorganic oxidizable compounds are present,
NADPH and NADH are synthesized in the respiration chain (revised by Rawlings [51]), which
favors the formation of the NADPH-CbbR complex leading to a increase in the affinity of the
CbbR transcriptional regulator to the promoters of the Calvin Cycle genes (operon cbb), and
activating their transcription [50].

Considering that the enzyme fructose-bisphosphate aldolase was detected in two
different pls we can speculate about the more active form of this enzyme during bornite
oxidation by A. ferrooxidans. It is known that this enzyme patrticipates in the glycolysis and
gluconeogenesis pathways. Gluconeogenesis seems not be active as the enzyme fructose-
1-6-bisphosphatase, known as an important regulatory enzyme was repressed by bornite
(Table 1). Therefore the fructose-bisphosphate aldolase activity should be important for the
glycolysis pathway to provide ATP for cellular processes in the presence of bornite. In this
case the enzyme having lowere p/is the most active form. Whether glycolysis is activated
when this autotrophic bacterium is exposed to bornite the organic substrate glucose 6-
phosphate should be provided for the cells in this situation. One possibility is that
degradation of glycogen (glycogenolysis) becomes more active in the presence of bornite to
provide glucose 6-phosphate, but our experimental approach didn’t show any evidence of
alteration in the synthesis of the glycogenolysis enzymes. Little is known about the glycogen
metabolism in A. ferrooxidans, however candidate genes for glycogen biosynthesis and
degradation have been identified in its genome sequence (http://cmr.jcvi.org/tigr-
scripts/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf; [49]).
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Glycogen might be stored when the cells grow in ferrous iron (before the bacterial
exposure to bornite), when efficient CO, fixation by Calvin Cycle was possible [52]. The
exchange of ferrous iron to bornite, an energetic substrate less bioavailable should activate
glycogenolysis, which would not be as active during ferrous iron oxidation due to the high
availability of the reduced coenzymes NADH and NADPH produced by the inorganic
substrate oxidation. It is known the inhibitory role of these reduced coenzymes in some
catabolic pathways in heterotrophic organisms. Thus, we could attribute to the reduced
coenzymes the “silencing” (or small functionality) of the pathways for degradation of
endogenous organic compounds in A. ferrooxidans, when ferrous iron or other inorganic
compounds are highly available. Storage organic products have not been reported in A.
ferrooxidans, however the presence of genes encoding glycogen synthase, maltooligosyl
trehalose synthase, glucan branching enzymes, glucano- and glycosyl-transferases in
Thiobacillus denitrificans genome suggests that the bacterium synthesizes a polyglucose
storage product [53].

Little is known about the functionality of the aerobic glycolysis and Krebs Cycle in
obligately chemoautotrophic organisms, however candidate genes related to these pathways
have been identified in the A. ferrooxidans ATCC 23270 genome: glucose-6-phosphate
isomerase, pyruvate kinase, phosphoglycerate kinase, citrate synthase, fumarate hydratase,
succinyl-CoA synthetase and isocitrate dehydrogenase. Smith et al. [54] considered that
these organisms have an incomplete Krebs Cycle, which apparently works just in
biosynthesis. However, the catabolic role of the Krebs Cycle in some thiobacilli has been
reported by Matin & Rittenberg [55].

We have found by Blast analysis different ORFs annotated as carbohydrate kinase
(PfkB) in the some microorganism genome sequence whose correspondent a carbohydrate
kinase PfkB family protein, but differ on their amino acids sequence (58% of identity with
Nitrosococcus oceani ATCC 19707; 57% of identity with Thiobacillus denitrificans ATCC
25259; 56% of identity with Nitrosomonas europaea ATCC 19718).

In conclusion, the synthesis alteration for the bornite-responsive proteins was not
observed for chalcopyrite, probably because this mineral is a more refractory copper mineral.
The protein expression alterations observed could be largely attributed to the bacterial
response to copper ions during the exposure to bornite.
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Table 2. Predicted cellular localization of differentially expressed proteins in A. ferrooxidans LR
exposed to bornite

Predicted Cellular Localization

Protein Spot n2 Acession n2° Protein description © o ) g
PSORT Prediction / Signalp 3.0 Server

1 AFE_0559 Radical SAM domain protein Cytoplasm / Non-secretory

2 AFE_2496 Chaperonin (groEL) Cytoplasm / Non-secretory

3 AFE_2837 Fructose-1-6-bisphosphatase (fbp) Inner membrane / Non-secretory

4 AFE_3085  Fructose-bisphosphate aldolase Cytoplasm / Non-secretory
class Il (fba)

5 AFE_2508 Carbohydrate kinase (PfkB) Inner membrane / Non-secretory

AFE_0358 Heat shock protein HsIVU, Cytoplasm / Non-secretory
ATPse subunit HslU
7 AFE_0942 Ribulose bisphosphate carboxylase, Cytoplasm / Non-secretory
large subunit 2 (cbbL2)

8 AFE_3085 Fructose-bisphosphate aldolase, Cytoplasm / Non-secretory
class Il (fba)

9 AFE_1640 Ribosomal S2 (rpsB) Inner membrane / Non-secretory

10 AFE_2062 Antioxidant, AhpC/Tsa family Cytoplasm / Non-secretory

11 - no identification -

12 AFE_0952 Ribosomal protein L25 (rplY) Cytoplasm / Non-secretory

13 AFE_0965 Aldehyde dehydrogenase (NAD) Inner membrane / Non-secretory

family protein

a. Protein spot n%: was defined according to spot positions in 2-DE gels (protein number in Figure 4);

b. Accession n®: A. ferrooxidans ATCC 23270 protein database accession number;

c. Protein description: name of each matched protein in the A. ferrooxidans ATCC 23270 protein database;
d. Predicted Cellular Localization PSORT Prediction / Signalp 3.0 Server: prediction cellular localization of
proteins by PSORT Prediction (http://psort.hgc.jp/form.html) and Signalp 3.0 Server (http://
www/cbs/dtu.dk/services/SignalP/).



APENDICES

Oxygen uptake (uL)

Figure 1. Respirometric assay of A. ferrooxidans LR cells in presence of chalcopyrite or

bornite as sole energy source. Oxygen consumption (uL) was measured after cells addition
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to mineral samples. Controls were performed in the absence of A. ferrooxidans cells.
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Figure 2. 2-DE of total protein profiles from A. ferrooxidans LR. Total proteins were extracted
from cells before (A) or after exposure to 2.5% of bornite (B) or 2.5% of chalcopyrite (C) for
24 hours. Arrows represent proteins whose synthesis was induced or repressed, after
exposure to bornite relative to the control (A). The molecular mass (kDa) of standard proteins
is indicated.
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Figure 3. Statistical reproducibility: intra-sample scatter plots %vol / %vol of the gels

considered in this analysis for control (A), and after exposure to bornite (B) or chalcopyrite

(C) for 24 hours.
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Figure 4. 2-DE of total protein from A. ferrooxidans LR. (A) Circles represent proteins that
were significantly differential (P<0.05 by Student’s t-test) between control-cells and bornite
exposed cells. The average of the staining volume (expressed as %vol) and standard
deviations among triplicates for each differential protein before mineral exposure (control)
and after bornite exposure for 24 or 48 hours are exhibited by histograms. (B) Spots zoom of
the differential proteins numbered in (A) are showed in the control and after exposure to
bornite for 24 or 48 hours. The number associated with the spots also denotes its identity in
Table 1.
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APENDICE C

80—-
70-
60—-
50—-
%0-

30

Fe** oxidado (%)

20

10:/@
0- r

Tempo (horas)
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de potéssio.



ANEXOS 168

ANEXOS

ANEXO A

O Anexo A mostra a seqléncia nucleotidica da regido codificadora de proteinas
diferencialmente expressas em bornita, cuja expressao foi verificada por PCR em tempo real
na presenca de calcopirita, sendo que o0s nucleotideos sublinhados correspondem as

regides de hibridizacdo dos primers (Tabela 3).

1. SeqUéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina de choque térmico HslU,
subunidade ATPase da proteina de choque térmico HslU, com 1323 pb. NUmero de acesso
no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270: AFE_0358.

ATGTCTGAAATGACCCCCCGCGAGATCGTCCAGGAGCTGGACAAGTACATCATCGGCCAG
TCCGAGGCCAAGCGCGCAGTCGCCATCGCCCTGCGCAACCGCTGGCGGCGCGGGCAGGTG
CCGCCGCCGCTGCATCAGGAAATCACCCCCAAAAATATCCTCATGATCGGGCCGACGGGA
GTGGGCAAGACGGAAATCGCCCGGCGTCTGGCGCAACTCGCCAATGCCCCCTTCATCAAG
GTGGAAGCCACCAAATTCACCGAGGTGGGCTATGTGGGCAAGGATGTGGAATCCATCATC
CGCGATCTGACCGAAACCGCCGTCGACATGATCCGCAACGAACGGCAGGTCGCGTTGCGC
CAGCGCGCCGAGGAATTGGCCGAGGAGCGGATTCTCGACATCCTCATCCCCGGTCCGCGC
GACAGCAGCGTACCCCGCAGCGACGAGGGCACTCGCCAGAAGTTTCGAAAAATGCTGCGC
GAAGGCAAGCTGGATGCGCAGGAAATCGAGATCGAGGTGAGCGCTCCCAAGGGCGGGGTG
GAGATCATGGCCCCGGCGGGTATGGAGGAGATGACCAACCAGCTCCGCGAGATGTTCTCC
AACATGGCGCCAGGGAAGACCAGCACACGACGCGTCACCGTGAGCGAAGCGCAGCGTCTG
TTGACGGACGATGAAGCCGCCAAGCTGGTCAATGAAGAGGAAGTTCGCGCCCTGGCACTG
GAACGGGTACAGTCCGGCGGCATAGTCTTCATCGACGAAATCGACAAGGTGGCGGTACGC
TCCGGCACTCAGCAGGGCTCGGATGTCTCCCGGGAAGGAGTACAACGCGATCTTCTGCCG
CTGGTGGAGGGCTCCAATGTGAGCACCCGTTACGGCGTGGTGAAGACCGACCATATCCTC
TTCATCGCCTCCGGCGCCTTCCACCTCAGCAAGCCCTCCGATCTGATCCCGGAACTGCAG
GGTCGCCTGCCTATCCGCGTGGAGTTGGAGGCCCTGAGTGCGGCGGATCTGGTGCGGATA
CTGCAGGAGCCGGAGAATGCGCTGGTCCGGCAATACGGTGCGTTGCTGGCCAGCGACGGG
CTGGCTTTACACTTTACCCAGGATGGCGTGCAGCGTATCGCCGAAATTGCCCAGCAGGTG
AATGAACGCGTGGAGAACATCGGCGCCCGGCGCCTGCATACGGTCATGGAGCGGCTGCTG
GAAGAGGTGGCTTTTGTCGCACCGGACGGCAGCACCACGGCCCTGGAGGTGGATGCCGCC
TATGTGGACAGCCGTCTGAAAGATCTGGCGCAGGACGAGGATTTATCTCGTTATATTTTG
TGA
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2. Sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina ribulose bifosfato carboxilase com
1380 pb. Numero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270:
AFE_0942.

ATGGATCAATCTAATCGCTATGCCGATCTTTCCCTAAAAGAGGAAGACCTTATCTCTGGC
GGCAAACACATTCTGGTGGCCTACAAAATGAAACCCAAGGCTGGCCACGGTTATCTGGAG
GCCGCCGCCCACTTTGCCGCGGAATCGTCCACCGGCACCAACGTCGAAGTGTCGACTACC
GACGACTTCACCAAGGGCGTGGACGCGCTGGTCTATCATATCGACGAAGCCACCGAGGAT
ATGCGCATCGCCTTTCCGCTGGAGCTGTTCGACCGCAACGTCACCGATGGCCGCATGATG
ATCGTCTCCTTCCTGACGCTGGTCATCGGCAACAACCAGGGCATGGGCGACATCGAGCAT
GGCCAGATGATCGACTTTTTCATGCCCCCGCGCGCCATTCAGTTGTTCGACGGCCCGGCC
AAGGATATCTCCGATCTGTGGCGCATCCTCGGTCGTCCGATCAAGGACGGCGGCTATATT
GCCGGTACCATCATCAAACCCAAGCTGGGTCTGCGCCCCGAACCTTTTGCGGCAGCGGCC
TATCAGTTCTGGCTCGGGGGCGACTTCATCAAGAATGACGAGCCCCAGGGCAACCAGGTC
TTCGCCCCGGTGAAAAAGACCATCCCGCTGGTGTATGACGCCATGAAACGCGCCATGGAC
GAAACCGGTGAGGCCAAACTGTTCTCCATGAACATCACCGCCGACGACCATTACGAAATG
TGCGCCCGCGCCGACTTCGCCCTGGAAACCTTTGGTCCCGACGCCGATAAGTTGGCCTTT
CTGGTAGATGGCTTCGTCGGTGGGCCGGGTATGATCACCACCGCCCGCCGCCAGTATGCC
GGCCAGTACCTGCACTATCACCGCGCCGGCCACGGCATGATCACCTCGCCCAGTGCCAAG
CGCGGCTACACCGCCTTTGTGCTGGCCAAGATGTCCCGCCTGCAGGGTGCGTCCGGTATT
CATGTGGGTACCATGGGCTACGGCAAGATGGAAGGCGGTGCTGACGACCGCAACATCGCC
TACATGATCGAGCGCGACAGTTGTGACGGCCCCGTCTATCATCAGGAATGGTATGGCATG
AAACCCACCACGCCCATCATCTCCGGCGGCATGAATGCCCTGCGTCTGCCCGGCTTCTTC
GAGAACCTGGGGCACGGCAACGTGATCAACACCGCCGGCGGCGGCTCCTATGGCCACATC
GACAGCCCGGCGGCCGGCGCGGTCTCCCTGCGTCAGGCTTACGAGTGCTGGAAGGCGGGT
GCTGATCCGATCGAGTACGCCAGAGAGCACAAGGAATTCGCACGGGCCTTCGAATCCTTC
CCGGGCGATGCCGACAAGCTTTACCCGGGCTGGCGCGAAAAGCTGGGCGTACACCGGTAA
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3. Seqléncia nucleotidica do gene que codifica a proteina ribossomal L25 com 609 pb.
Numero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270: AFE_0952.

ATGACAGATTTTGCGATTGCGGCCCAGCCGCGCGAAGATATCGGCCGTCGTGCCAGCCGC
CGCCTGCGCCGCACCGGCATGGTGCCCGCCGTGCTCTACGGGGACGGCAAGGCCGCAATG
GGCATCTGCATCGAAGCCCGCCTGCTGCGCAAGCTGTTGCCCGACGAGCGCGCCTATACC
CACGTCATCACGCTGCAGCTCCCCGGCAGCAAAGAAACGGCCCTGATCCGCGATATTCAG
ATGCACCCTTATAAGGAGGAGGTCCTGCACATGGATTTCCTGCGCGTTCACGCTGGCGAA
CAGGTACGCTTGCATGTGCCCGTCCACTTCCTGAACGAAAGCACCTGCGCCGGCATCAAG
GCAGGCGGGGTATTGCATCGCGCCCTGGTGGAAGTAGAAGTGGAAGCGCCGGTGGATCGC
CTGCCGGAAGCCCTCCAGGTGGATATCGCCGGGCTGCACATTGGTGATAGCCTGCATCTG
TCCCAGATCAGTGTGCCCGCCGGCGTGACACTGGTACCTTTGCTGCATGAGGACGACAAG
GAAGTCGTCTCCATCCACAATCCGCGTACCGGTGCCGAGGCGGAAGAGGCCCCGGAGACC
GCCGCCTGA
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4. Sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina ribossomal S2 com 753 pb.
Numero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270: AFE_1640.

ATGAGCAGCAATGTTACCATGCGCGCCCTGTTGGAAGCCGGCGTCCACTTTGGTCACCAA
TCCCGTTACTGGCACCCGAAAATGGCACCATACCTTTTCGGTGAGCGTAATCGCATTCAC
ATCATCAATCTCGAACACACTTTGCCCATGCTGCGCACGGCGCTCAGCTTTGTCGAACAG
ATTTCCCGCAAGCACGGCCGCATCCTTTTTGTCGGTACCAAACGCCAGGCGCGCGAGGCC
GTCGAGCAGGAAGCTCGACGCAGCGGCGCCTTCTTCGTGAATCAGCGCTGGTTGGGTGGT
ACCCTGACCAATTTCAAGACCATCCGTCAGTCCATTCGTCGTCTCGATGAACTGGATCAG
ATGACGGCGGATGGCACCATGGAAAAACTCACCAAAAAAGAAGGGCTCACCCTGACTCGC
GAGCGCGACAAGCTGGAGCGCAGCCTCGGTGGCATCAAGGACATGAACGGTCTGCCGGAT
GCCATCTTTGTCATCGATGTTGGTCATGAAAATATCGCCGTTCTGGAAGCCCGAAAGCTG
GGTATCCCGGTGATCGGTGTGGTGGATAGCAACTGTGATCCGTTGCTCATCGACTTTCCC
ATCCCCGGTAATGATGATGCAACCCGCGCCATTCGCCTGTATGCCTCGCTGGTAGCCGAT
GCCATTCTCGACGGTCGTCAGGGTGGAGAGTCTGGGCTGCTCGACGAGTTTGTCGAGGTG
GACGAAGAGACCATCGAAATCGACGCAGACTAA
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5. Sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina antioxidante, familia AhpC/Tsa
com 603 pb. Numero de acesso no banco de dados da A. ferrooxidans ATCC 23270:
AFE_2062.

ATGGCCGTATTAGTAGGAAAAGCTGCCCCCGATTTTGTAGCCCCCGCAGTCATGCCAGAT
AACAGCATCAACGAAAAGTTTCAGTTTTCTCAGCATATTAAGGGAAAGTATGCGGTTCTG
TTCTTTTATCCCCTCGATTTTACCTTTGTCTGCCCCTCGGAAATTCTGGCGTTCAATCAT
CGCCTGAACGAGTTCAAGTCCCGCAATACCGAGGTCATCGCTTGCAGCGTGGACTCCCAT
TTCACCCATCTGGCCTGGAAGAACACGCCGGAAGAGAAGGGCGGTATCGGCCATATCCAG
TTGCCCATGGTCGCCGACCTCTCCAAGAGCATCGCCCGCAATTACGATGTCCTGCTCAAC
GATGAGGTTGCCCTGCGCGGTTCCTTTTTGATCGACCGTGAAGGCATCGTGCGTCACGAG
GTGGTCAATGACCTGCCCCTGGGCCGCAACATCGACGAAATGATCCGGATGGTGGACGCA
CTGCAATTCTCGGAAGAACACGGCGAAGTTTGTCCTGCCCAGTGGCAGAAGGGTAAAGCA
GGCATGAAGCCGACCAGCGAAGGTGTCGCCGACTTCCTGGCGCATCACGGCAAAGAGCTC
TGA
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6. Sequéncia nucleotidica do gene que codifica a proteina frutose-bifosfato aldolase com
1071 pb. Numero de acesso no banco de dados de A. ferrooxidans ATCC 23270:
AFE_3085.

ATGGCCCTGGTTTCATTGCGTCAGTTGTTGGATCATGCCGCAGAACACAGCTACGGCATC
CCCGCCTTTAACGTCAACAACCTGGAGCAGGTGCGCGCGATCATGGAAGCGGCAGCTGCC
GCCGACGCGCCGGTCATCCTTCAGGCGTCTGCCGGCGCCCGCAAGTATGCCGGCGAACCC
TTTCTGCGCCATCTGATTCTGGCCGCCATCGAAGAGTATCCCGACATCCCCGTCGTCCTG
CATCAGGATCACGGCGCGAGCCCGGCGGTTTGCATCCAGGCCATCCGCTCCGGCTTCTCC
AGCGTGATGATGGACGGTTCTCTGCTGGAGGACGCCAAGACCCCCGCCAGCTATGATTAC
AACGCCACTGTGACCGGCAGGGTCGTGGAGATGTCCCACGCCGTCGGTGTGACCGTCGAG
GGCGAACTGGGCTGCCTCGGCTCCCTGGAAACCGGCATGGCGGGCGAAGAGGACGGTGTC
GGTGCCGAGGGCTGTCTGAGCCATGACCAGATGCTGACCGATCCCGAAGAAGCGGCCCGA
TTCGTGAAAGCCACCAAAGTGGACGCCCTGGCGATCGCCATCGGCACCAGCCACGGCGCT
TACAAGTTCACCCGGCCGCCGACCGGCAAGGTCCTGCGTATCGACCGGATCAAGGAAATT
CACGCCCGCATCCCGGATACCCATCTGGTCATGCATGGCTCCAGCTCGGTGCCGCAGGAC
TGGCTGAAGATCATCCACGAATTCGGTGGCGACATCGGCGAAACCTACGGTGTGCCGGTA
GAGGAAATTCAGGAAGGCATCAAGTACGGCGTGCGCAAGGTCAATATCGATACCGATCTG
CGTCTGGCGGCAACCGGCGCGGTGCGTCAGAGTCTGGCCAAAAATCCCAAGAACTTTGAT
CCTCGCAAGTTCCTGACCGCCTCCCTCGATGCCATGCGCGATATCTGCCGTCAGCGTTAT
GAGGCCTTCGGTAGCGCCGGGCAGGCCAGCAAGATCAAGGCCATCCCGCTGGATACCATG
TTCAGGCGTTACAGCAAGGGTGAACTCGACCCCCGCGTCACCGGCGTCTAA
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ANEXO B

O Anexo B mostra os peptideos tripticos gerados de cada proteina diferencialmente

expressa em células livres de A. ferrooxidans LR apds exposicao aos minerais por 24 ou 48

horas. As proteinas diferencialmente expressas foram identificadas por espectrometria de

massa e apresentaram correspondéncia com as sequéncias das proteinas anotadas de A.

ferrooxidans ATCC 23270 (Tabela 4). As seqliéncias geradas dos peptideos tripticos estao

sublinhadas.

1. Proteina 1 — seqliéncia de aminoacidos da proteina de dominio radical SAM.

1 MSAVAQENSQ PLNFYRPDYF VKTPTMRSPE YVQLSTAAAI TLGLVPGVMH

51 RTSCTNCLNL LMTYPEGCRA NCTYCGLARH REESRDYADR NFIRVDWPTV

101 RVDEMLERIA KNSDKGQFQR MCISMITHPD SDHDTQVMLK RWMEVAPHIP

151 ASILSNPTTM DKQDLIDLKA MGADIFTVAL DAVTPEIFER TRGKTVQSPH
201 SWDKYWQTIE WAAEIYGPEK FGAHLICGMG ETEQEILAVC QKMKDMGGHN

251 HMFAFFPEKG SMMEDWDAVP QDHWRRVQLG RELIDYAGGR YEDMEFDQYG
301 RVLSFGYPQA ELEDIIDSGK PFQTSGCPGK DDEEVSACNR PYGDSSPSDI
351 RSFPFALNRE DVEIVRRQMR LQDLRFPG

SAVAQENSQPLNFYRPDYFVK
TSCTNCLNLLMTYPEGCR
ANCTYCGLAR

HREESR

VDWPTVR

VDEMLER

NSDKGQFQR
RWMEVAPHIPASILSNPTTMDK
AMGADIFTVALDAVTPEIFER
TVQSPHSWDK
YWQTIEWAAEIYGPEK
FGAHLICGMGETEQEILAVCQK
DMGGHNHMFAFFPEK
FLIDYAGGR

YEDMEFDQYGR
DDEEVSACNRPYGDSSPSDIR
SFPFALNR

EDVEIVR
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2. Proteina 2 - seqliéncia de aminoacidos da proteina chaperonina, 60 kDa (groEL).

1 MPAKQVAFAE HAREKMLRGV NVLADAVKVT LGPKGRNVVL DKSEGAPTIT

51 KDGVSVAKEI ELADKFENMG AQMVKEVASQ ASDEAGDGTT TATVLAQAII

101 REGLKAVIAG MNPMDLKRGI DKSVIVVVEE LKKQSKPCKT QKEVAQVGTI
151 SANSDDSIGK IAEAMEKVG NEGVITVEEG SGLANELDVV EGMQFDRGYL
201 SPYFVNNQDK MVAELENPYI| LLHDKKISSI RDMLPILEQV AKSSRPLLIV

251 AEDVEGEALA TLVVNTMRGI IKVAAVKAPG FGDRRKAMLE DMAILTGGRV
301 VSEEIGMKLE STTLADLGQA KKIVIDKENT TMIDGAGQQS EIKARVEQIR

351 RQMEDASSDY DREKLQERVA KLAGGVAVIK VGAGSEMEMK EKKARVEDAL
401 HATRAAVEEG IVPGGGVALV RARHALEGFK TANHDQDMGV AIIRRAIEEP
451 LRQIVANAGG EGSVVLNKVV DGKDGYGYNA ATDEYGDMFE MGVIDPTKVT
501 RTALQKASSI AGLMITTEAM VTELPKKDDK SGGDMGDMGG GMGGMGGMGG

551 F

QVAFAEHAR

GVNVLADAVK

SFGAPTITK
EIELADKFENMGAQMVK
EVASQASDEAGDGTTTATVLAQAIIR
AVIAGMNPMDLK

SVIVVVEELKK

IAEAMEK
VGNEGVITVEEGSGLANELDVVEGMQFDR
GYLSPYFVNNQDK
MVAELENPYILLHDK
DMLPILEQVAK
SSRPLLIVAEDVEGEALATLVVNTMR
APGFGDR

AMLEDMAILTGGR

VVSEEIGMK
IVIDKENTTMIDGAGQQSEIK
ENTTMIDGAGQQSEIK

ARVEQIR

QMEDASSDYDREK
AAVEEGIVPGGGVALVR

HALEGFK

TANHDQDMGVAIIR

RAIEEPLR

AIEEPLR
DGYGYNAATDEYGDMFEMGVIDPTK
ASSIAGLMITTEAMVTELPK
SGGDMGDMGGGMGGMGGMGGF

175
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3. Proteina 3 - sequiéncia de amino&cidos da proteina frutose-1-6-bifosfatase (fbp).

1 MHIGTTLSQF [IEETRLYPG ASGDFAGLLN DLTTSCKFIG AQVYRGALVG

51 ALGSAGTDNV QGEVQKKLDI ISNEAILKSM DWTGHLAGMA SEEMDDPYPI

101 PRNIPRGKYL LLFDPLDGSS NTDVGISVGT IFSILKAPVA GRDAELADFL

151 QPGVEQVCAG YALYGSSNML VYSTGYGVNG FTLDPSIGEY ILTHNQMRIP
201 EDTSEYAINM SNHRHWQKPV QRYIDELNQG TDGPRQRDFN MRWVGSMVAD
251 VHRILCRGGI FLYPFDQRDP KKPGKLRLLY EANPMSYLVE QAGGAASTGT
301 TRILDIVPQG LHQRIPVILG AKNEVERVVA YHQGSFVIP

MHIGTTLSQFIIEETR
LYPGASGDFAGLLNDLTTSCK
FIGAQVYR
GALVGALGSAGTDNVQGEVQK
KLDIISNEAILK
SMDWTGHLAGMASEEMDDPYPIPR
IPEDTSEYAINMSNHR

HWQKPVQR

YIDELNQGTDGPR
WVGSMVADVHR

GGIFLYPFDQR
LLYEANPMSYLVEQAGGAASTGTTR
ILDIVPQGLHQR

IPVILGAK

VVAYHQGSFVIP
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4. Proteina 4 - sequéncia de aminoacidos da proteina frutose-bifosfato aldolase, classe |l
(fba).

1 MALVSLRQLL DHAAEHSYGI PAENVNNLEQ VRAIMEAAAA ADAPVILQAS

51 AGARKYAGEP FLRHLILAAI EEYPDIPVVL HQDHGASPAV CIQAIRSGFS

101 SVMMDGSLLE DAKTPASYDY NATVTGRVVE MSHAVGVTVE GELGCLGSLE
151 TGMAGEEDGV GAEGCLSHDQ MLTDPEEAAR FVKATKVDAL AIAIGTSHGA
201 YKFTRPPTGK VLRIDRIKEI HARIPDTHLV MHGSSSVPQD WLKIIHEFGG

251 DIGETYGVPV EEIQEGIKYG VRKVNIDTDL RLAATGAVRQ SLAKNPKNFD
301 PRKELTASLD AMRDICRQRY EAFGSAGQAS KIKAIPLDTM FRRYSKGELD
351 PRVTGV

QLLDHAAEHSYGIPAENVNNLEQVR
AIMEAAAAADAPVILQASAGAR
KYAGEPFLR

YAGEPFLR
HLILAAIEEYPDIPVVLHQDHGASPAVCIQAIR
SGFSSVMMDGSLLEDAK
TPASYDYNATVTGR
VDALAIAIGTSHGAYK

FTRPPTGK

IKEIHAR
IPDTHLVMHGSSSVPQDWLK
IHEFGGDIGETYGVPVEEIQEGIK
KVNIDTDLR

KELTASLDAMR

FLTASLDAMR

QRYEAFGSAGQASK
YEAFGSAGQASK

AIPLDTMER
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5. Proteina 5 - seqliéncia de aminoacidos da proteina carboidrato quinase (PfkB).

1 MSTLVCGSLA FDTIMVEQDH FKAHILPDQV HMLNVSFTVP QMRRDFGGCA

51 GNIAYNLKLL GANPVIVGTA GQDFTPYLDH LKAQGLDTGL LRILPDHYTA

101 QAFITTDLDD NQITAFHPGA MFQAQENRLA GRIPENVRWA IVAPDGLGAM
151 VQHLEDLTNA GIPTLFDPGQ GLPLFDAETL TRLIDRADYL TVNDYECQMV
201 QARTGLGLNE LRQRLKALIV TRGEHGSVIY HDGRETTIPA ARPKAVTDPT
251 GCGDAYRAGL LYGLEHELGW ETSGRVASLM GAYKIEQAGT QNHRFTWPEF
301 QARYRENFGE TIG

STLVCGSLAFDTIMVEFQDHEK
AHILPDQVHMLNVSFTVPQMR
RDEGGCAGNIAYNLK
DFGGCAGNIAYNLK
LLGANPVIVGTAGQDFTPYLDHLK
AQGLDTGLLR
ADYLTVNDYECQMVQAR
TGLGLNELR
GEHGSVIYHDGR
AVTDPTGCGDAYR
AGLLYGLEHELGWETSGR
IEQAGTQNHR

FTWPEFQAR

YRENFGETIG
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6. Proteina 6 - sequéncia de aminoacidos da HslU, subunidade ATPase da proteina de
choque térmico HslVU.

1 MSEMTPREIV QELDKYIIGQ SEAKRAVAIA LRNRWRRGQV PPPLHQEITP

51 KNILMIGPTG VGKTEIARRL AQLANAPFIK VEATKFTEVG YVGKDVESII

101 RDLTETAVDM IRNERQVALR QRAEELAEER ILDILIPGPR DSSVPRSDEG
151 TRQKFRKMLR EGKLDAQEIE IEVSAPKGGV EIMAPAGMEE MTNQLREMFS
201 NMAPGKTSTR RVTVSEAQRL LTDDEAAKLV NEEEVRALAL ERVQSGGIVFE
251 IDEIDKVAVR SGTQQGSDVS REGVQRDLLP LVEGSNVSTR YGVVKTDHIL
301 FIASGAFHLS KPSDLIPELQ GRLPIRVELE ALSAADLVRI LOQEPENALVR

351 QYGALLASDG LALHFTQDGV QRIAEIAQQV NERVENIGAR RLHTVMERLL
401 EEVAFVAPDG STTALEVDAA YVDSRLKDLA QDEDLSRYIL

RGQVPPPLHQEITPK
GQVPPPLHQEITPK
QVALRQR

AEELAEER

ILDILIPGPR

VTVSEAQR

LVNEEEVR
VQSGGIVFIDEIDKVAVR
DLLPLVEGSNVSTR
VELEALSAADLVR
ILQEPENALVR
IAEIAQQVNER
RLHTVMER
LLEEVAFVAPDGSTTALEVDAAYVDSR
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7. Proteina 7 - seqUéncia de aminoacidos da proteina ribulose bifosfato carboxilase,
subunidade maior (CbbL).

1 MDQSNRYADL SLKEEDLISG GKHILVAYKM KPKAGHGYLE AAAHFAAESS

51 TGTNVEVSTT DDFTKGVDAL VYHIDEATED MRIAFPLELF DRNVTDGRMM
101 IVSFLTLVIG NNQGMGDIEH GQMIDFFMPP RAIQLFDGPA KDISDLWRIL

151 GRPIKDGGY! AGTIIKPKLG LRPEPFAAAA YQFWLGGDFI KNDEPQGNQV
201 FAPVKKTIPL VYDAMKRAMD ETGEAKLFSM NITADDHYEM CARADFALET
251 FEGPDADKLAF LVDGFVGGPG MITTARRQYA GQYLHYHRAG HGMITSPSAK
301 RGYTAFVLAK MSRLQGASGI HVGTMGYGKM EGGADDRNIA YMIERDSCDG
351 PVYHQEWYGM KPTTPIISGG MNALRLPGFF ENLGHGNVIN TAGGGSYGHI
401 DSPAAGAVSL RQAYECWKAG ADPIEYAREH KEFARAFESF PGDADKLYPG
451 WREKLGVHR

GVDALVYHIDEATEDMR
IAFPLELFDR
AIQLFDGPAK

DISDLWR
ILGRPIKDGGYIAGTIIKPK
NDEPQGNQVFAPVK
AMDETGEAK
ADFALETFGPDADK
QYAGQYLHYHR
RGYTAFVLAK
NIAYMIER

QAYECWK
AGADPIEYAR
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8. Proteina 8 - seqliéncia de aminoéacidos da proteina frutose-bifosfato aldolase, classe Il
(fba).

1 MALVSLRQLL DHAAEHSYGI PAENVNNLEQ VRAIMEAAAA ADAPVILQAS

51 AGARKYAGEP FLRHLILAAI EEYPDIPVVL HQDHGASPAV CIQAIRSGFS

101 SVMMDGSLLE DAKTPASYDY NATVTGRVVE MSHAVGVTVE GELGCLGSLE
151 TGMAGEEDGV GAEGCLSHDQ MLTDPEEAAR FVKATKVDAL AIAIGTSHGA
201 YKFTRPPTGK VLRIDRIKEI HARIPDTHLV MHGSSSVPQD WLKIIHEFGG

251 DIGETYGVPV EEIQEGIKYG VRKVNIDTDL RLAATGAVRQ SLAKNPKNFD
301 PRKELTASLD AMRDICRQRY EAFGSAGQAS KIKAIPLDTM FRRYSKGELD
351 PRVTGV

QLLDHAAEHSYGIPAENVNNLEQVR
AIMEAAAAADAPVILQASAGAR
KYAGEPFLR

YAGEPFLR
HLILAAIEEYPDIPVVLHQDHGASPAVCIQAIR
TPASYDYNATVTGR
VDALAIAIGTSHGAYK

FTRPPTGK

IKEIHAR
IPDTHLVMHGSSSVPQDWLK
IIHEFGGDIGETYGVPVEEIQEGIK
KVNIDTDLR

VNIDTDLR

FLTASLDAMR

YEAFGSAGQASK

AIPLDTMER
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9. Proteina 9 - sequéncia de aminoécidos da proteina ribossomal S2 (rpsB).

1 MSSNVTMRAL LEAGVHFGHQ SRYWHPKMAP YLFGERNRIH IINLEHTLPM
51 LRTALSFVEQ ISRKHGRILF VGTKRQAREA VEQEARRSGA FFVNQRWLGG
101 TLTNEKTIRQ SIRRLDELDQ MTADGTMEKL TKKEGLTLTR ERDKLERSLG
151 GIKDMNGLPD AIFVIDVGHE NIAVLEARKL GIPVIGVVDS NCDPLLIDFP
201 IPGNDDATRA IRLYASLVAD AILDGRQGGE SGLLDEFVEV DEETIEIDAD
251

ALLEAGVHFGHQSR
ALLEAGVHFGHQSRYWHPK
MAPYLFGER

[HIINLEHTLPMLR

TALSFVEQISR

EAVEQEAR

WLGGTLTNEK
DMNGLPDAIFVIDVGHENIAVLEAR
LYASLVADAILDGR




ANEXOS 183

10. Proteina 10 - seqiiéncia de aminoacidos da proteina antioxidante, familia AhpC/TSA.

1 MAVLVGKAAP DFVAPAVMPD NSINEKFQFS QHIKGKYAVL FFYPLDFTFV

51 CPSEILAFNH RLNEFKSRNT EVIACSVDSH FTHLAWKNTP EEKGGIGHIQ

101 LPMVADLSKS IARNYDVLLN DEVALRGSFL IDREGIVRHE VVNDLPLGRN
151 IDEMIRMVDA LQFSEEHGEV CPAQWQKGKA GMKPTSEGVA DFLAHHGKEL
201

AAPDFVAPAVMPDNSINEK
FQFSQHIK
NTEVIACSVDSHFTHLAWK
NYDVLLNDEVALR
HEVVNDLPLGR

NIDEMIR
MVDALQFSEEHGEVCPAQWQK
AGMKPTSEGVADFLAHHGK
AGMKPTSEGVADFLAHHGKEL
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11. Proteina 12 - seqiéncia de aminoacidos da proteina ribossomal L25 (rplY).

1 MTDFAIAAQP REDIGRRASR RLRRTGMVPA VLYGDGKAAM GICIEARLLR
51 KLLPDERAYT HVITLQLPGS KETALIRDIQ MHPYKEEVLH MDFLRVHAGE
101 QVRLHVPVHF LNESTCAGIK AGGVLHRALV EVEVEAPVDR LPEALQVDIA
151 GLHIGDSLHL SQISVPAGVT LVPLLHEDDK EVVSIHNPRT GAEAEEAPET
201 AA

TDFAIAAQPR
AAMGICIEAR

KLLPDER
AYTHVITLQLPGSK
AYTHVITLQLPGSKETALIR
DIQMHPYKEEVLHMDFLR
EEVLHMDFLR
VHAGEQVR
LHVPVHFLNESTCAGIK
ALVEVEVEAPVDR
EVVSIHNPR
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12. Proteina 13 - seqliéncia de aminoacidos da proteina aldeido desidrogenase (NAD).

1 MQYANPNTEG AVVNFKERYD NFIGGRWVAP VRGEYFDNIS PINGKPFECQI
51 PRSSAEDIEL ALDAAHAAKD AWGRTSVTAR SNILLKIADR IDANLEMLAV
101 AETWDNGKAV RETLNADVPL SSDHFRYFAG CLRAQEGTIG EIDENTVAYH
151 FHEPLGVVGQ [IPWNFPLLM ACWKLAPALA AGNCVVLKPA EQTPASILVM
201 MELIADLLPA GVLNVVNGYG VEAGKALATS KRIAKIAFTG STPVGSLIMK
251 YAAENIIPST VELGGKSPNI FFADVLDQED AFVSKAVEGA VLAFENQGEV
301 CTCPSRLLIQ ESIYEKFIGM VVERSAQIKR GNPLDTEVMV GAQASQEQYD
351 KILSYIQIGK DEGAEVITGG AVETMSADYC EGYYIQPTLL KGTNNMRVEQ
401 EEIFGPVVSV TTEKDEAEAL AIANDIEFGL GAGVWTRDMN RAYRMGRGIQ
451 AGRVWTNCYH MYPAHAAFGG YKKSGVGRET HKMMLDHYQQ TKNLLVSYDI
501 NPLGFF

MQYANPNTEGAVVNFEK
MQYANPNTEGAVVNFKER
ERYDNFIGGR

YDNFIGGR
GEYFDNISPINGKPFCQIPR
SSAEDIELALDAAHAAK
IADRIDANLEMLAVAETWDNGK
ETLNADVPLSSDHFR
IAFTGSTPVGSLIMK
YAAENIIPSTVELGGK
SPNIFFADVLDQEDAFVSK
AVEGAVLAFFNQGEVCTCPSR
LLIQESIYEK

FIGMVVER
GNPLDTEVMVGAQASQEQYDK
VEQEEIFGPVVSVTTFEK
DEAEALAIANDIEFGLGAGVWTR
DMNRAYR
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ANEXO C

O Anexo C mostra os peptideos tripticos gerados de cada proteina periplasmatica
diferencialmente expressa em células aderidas de A. ferrooxidans LR ap6s exposicao a
calcopirita por 2 horas. As proteinas diferencialmente expressas foram identificadas por
espectrometria de massa e apresentaram correspondéncia com as sequéncias das
proteinas anotadas de A. ferrooxidans ATCC 23270 (Tabela 6). As sequiéncias geradas dos
peptideos tripticos estdo sublinhadas.

1. Proteina 1 - seqtiéncia de aminoacidos da proteina superéxido dismutase.

1 MSEYSVREEL KPSGLDGISD AQITDHWGLY VGYVNQSNAL HKELAEMRAA

51 GKTSSLAYAD RRRRFGFEYN GMVLHEYYFA QLKPGSSIDQ APGFKAAVTE
101 QFGSAEVWHE DLVSAAKSRS VGWAIAYYDG TTGQINNHFV QLHEDGNVGG
151 FVPLVIVDVF EHAYMVDWKA LGRADYLAAV HKNMNWGVVE ARFQAARSGQ
201 IFKRF

TSSLAYADR

TSSLAYADRR
AAVTEQFGSAEVWHEDLVSAAK
NMNWGVVEAR
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2. Proteina 2 - seqiiéncia de aminoacidos da proteina superoxido dismutase.

1 MSEYSVREEL KPSGLDGISD AQITDHWGLY VGYVNQSNAL HKELAEMRAA

51 GKTSSLAYAD RRRRFGFEYN GMVLHEYYFA QLKPGSSIDQ APGFKAAVTE
101 QFGSAEVWHE DLVSAAKSRS VGWAIAYYDG TTGQINNHFV QLHEDGNVGG
151 FVPLVIVDVF EHAYMVDWKA LGRADYLAAV HKNMNWGVVE ARFQAARSGQ
201 IFKRF

AAVTEQFGSAEVWHEDLVSAAK
NMNWGVVEAR
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3. Proteinas 3 - sequéncia de aminodcidos da proteina que liga fita simples de DNA (SSB-

1).

1 MAGVNKVILL GHLGRDPEMR YQPSGGAIAN FSIATSETFK DKEGNKQERT

51 EWHRVVLFGR TAEIAGEYLR KGSMAYVEGR LOQTRKWTDKE GQERYTTEIV
101 GDRLQLVGAR GGGGGGAASF DEEDPSRPSG GSSAGGARKN EMPPAPAEDF
151 DDDIPF

VILLGHLGR
TAEIAGEYLR
YTTEIVGDRLQLVGAR




ANEXOS 189

4. Proteina 4 - seqiiéncia de aminoacidos da proteina PspA/IM30.

1 MSIFKHAAEI LESKVNHFLD NAEDPAETLD LSYEKMIANL QDTKRHLADV

51 VTERISLENQ MAQAQKAADK ADADARVALG ANREDLARAE LAQKQSELQK
101 IASLKEAHDT VAAQAQKLTD YESKLQDHIE QFRTQKEVTK SEMAAAQAEV
151 KVSESLTGIG NGMNDAGDAM RRAQDRTRQM EAKAVAMDGL MASGALSDPL
201 DSRSQTEKEL DEVRATSGVD DDLARLKAEM AKEKGTPGSG ADGA

VALGANREDLAR
LOQDHIEQFR
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