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RESUMO

A bactéria acidofilica Acidithiobacillus ferrooxidans € encontrada em ambientes
inorganicos e acidos tais como depdsitos minerais e drenagem acida de minas,
sendo a principal bactéria envolvida na biolixiviagdo, um processo pelo qual o
metabolismo microbiano causa a solubilizacdo do metal contido em minérios que
possuam sulfetos metalicos. A adesao da bactéria a superficie do mineral com a
subsequente formacéo de biofilme € um pré-requisito para a dissolu¢do do sulfeto
metalico. Apesar de existirem pesquisas sobre a biogénese, a bioquimica e a
regulacédo da formacé&o de biofilme, o processo primario de adeséo e os genes que
participam destes processos tém sido pouco estudados nessa espécie bacteriana.
O objetivo do presente trabalho foi analisar a adesdo e o reconhecimento de
grupos tiodis na linhagem A. ferrooxidans LR em presenca do sulfeto de cobre
calcopirita (CuFeS,). Para este fim, foram selecionados onze genes descritos no
genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270, disponibilizado pela TIGR. Os genes
selecionados para este trabalho séo: cluster tad (tadA, tadB e tadC) envolvidos na
formacao de pilus e fimbrias; genes que codificam pilinas do tipo IV; genes
pertencentes ao cluster Fe-S e 0 gene msrA gque codifica uma metionina -S-
sulfoxido redutase. A analise da expressao destes genes foi realizada por PCR em
tempo real. Foi feita uma analise de bioinformatica com o objetivo de conhecer o
grau de conservagdo das sequéncias das proteinas codificadas pelos genes e a
busca de dominios conservados nessas proteinas. Além disso, foi clonada,
purificada e caracterizada por métodos biofisicos uma proteina ligante de cluster
Fe-S, com o objetivo de avalid-la futuramente no processo global de biolixiviagédo.
Os resultados de expressao a partir de PCR em tempo real de células livres e
aderidas incubadas em presenca de calcopirita mostraram que a maioria dos
genes selecionados apresentou diferencas no nivel de expressao dependendo das
condicdes avaliadas (tempo de incubacado e velocidade de agitacdo). Além disso,
revelaram que depois de 24 h de incubacdo os genes s&o inalterados ou
reprimidos, porém, depois de 20 dias de incubacéo, a expresséo dos genes muda,
sendo que varios genes sao induzidos. Por outro lado, parece que o processo de

adesédo e reconhecimento de grupos tidis é favorecido nas primeiras horas de
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incubacdo com calcopirita, tempo no qual provavelmente as células estdo mais
aptas para se aderir ao minério. A proteina recombinante ligante de cluster Fe-S
codificada pelo gene no locus Afe_0551, foi expressa adequadamente em células
de E. coli BL21. Esta proteina apresentou uma alta resisténcia e termo
estabilidade em uma ampla faixa de pH. As medidas de CD no UV distante
revelaram que a proteina € altamente estruturada em pH acido na faixa entre 1 e
4, na qual prevalece um alto conteudo de alfa hélice. Nestas condi¢gdes a proteina
também apresenta uma grande estabilidade térmica, sendo que sua temperatura

de transicdo se encontra em torno de 100 <.
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ABSTRACT

The acidophilic bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans is capable of
causing dissolution of metals have been identified in acid mine water and mineral
processing plants. Usually this microorganism is found in those places and they
have been widely studied in bacterial oxidation and lixiviation in which use
inorganic electron donors and fixed carbon dioxide. For this reason has been
utilized for enhancing the extraction rates of metals in the ores. The mineral-
associated bacteria, adhesion and biofilm formation are critical steps for
colonization and subsequent mineral solubilization. Despite research of biogenesis,
biochemistry and regulation of biofilm formation has been reported, adhesion
process through pilus assembly mechanisms is not studied in this bacterium in
spite of related genes involved in the formation of a type IV pilus and tight
adherence were identified in thus genome. The objective of this work was to
analysis tight adherence, type IV pilus and possibly thiol recognition cluster Fe-S
genes expression for time real PCR in planktonic and adhered cells of A.
ferrooxidans strain LR incubated in the presence of chalcopyrite. As well, In Silico
analysis was realized for genes selected to conservation and conserved domains
research. Finally, the Fe-S cluster-binding protein codified by locus Afe 0551 was
cloned and expresses to characterize for spectroscopic methods. The results of
gene expression revealed to level expression differences in planktonic and
adhered cells incubated with chalcopyrite. The genes were unaltered or repressed
after 24 h of incubation, however, the expression changed to induction after 20
dyes. Probably, the process of adhesion in first hours of incubation is favored. In
the other hand, the Fe-S cluster-binding protein codified by locus Afe 0551
showed high thermal resistance and stability in widen pH range. Far-UV CD
measurements showed a high structure in a pH range from 1 to 4, in which a great
content of a-helice and a T, around 95 T has been observed. In pH ranged 9 to
11 a structural reorganization probable occurred with additions of B sheet and coill
random combinations. Nevertheless, in extreme pH 12 the protein is less
structured and random coil arrangement prevail. These results are in agreement to

prediction of secondary structure programs.



1. INTRODUCAO

1.1. Biolixiviagcado de Minérios

A biolixiviacdo é o processo em que metais existentes em minérios na forma de
compostos insoluveis sdo solubilizados pela agcéo direta ou indireta de uma comunidade
de microrganismos. Na forma direta, os sulfetos metalicos sdo oxidados pela acéo
oxidativa direta das bactérias, gerando sulfatos soluveis. Na biolixiviagdo indireta, o
metabolismo das bactérias produz substancias lixiviantes que oxidam quimicamente os
sulfetos, causando a solubilizacdo dos metais contidos nos minérios, sendo que 0s
principais agentes lixiviantes produzidos sdo H,SO, e fons Fe** (BOSECKER, 1997).

Na pratica, os dois processos, direto e indireto, ocorrem simultaneamente em
uma série complexa de reag¢Bes quimicas. Entretanto, existe certa divergéncia sobre
qual dos dois processos € mais importante para biolixiviagdo, sendo que pela
complexidade dos mecanismos, € muito dificil determinar qual dos dois domina os
processos de lixiviagdo bacteriana ou como ocorre a interacdo entre eles. Apesar de
que existe evidéncia da adsorcdo dos Acidithiobacillus na superficie do minério, a

contribuicdo ao processo de lixiviagdo por contato direto ainda nao é totalmente
esclarecida (ROHWERDER et al., 2003).

A distribuicdo dos padrdes de corrosao e lixiviagdo na superficie dos sulfetos &
influenciada pelas bactérias que interagem com a superficie a nivel microscopico, e
este fenbmeno comeca a ser restringido para alguns sitios de atracdo especificos. Esta
interacdo restringida define e desempenha um papel crucial no ataque inicial e no
desenvolvimento dos padrbes de corrosdo na superficie dos minérios (NDLOVU e

MONHEMIUS, 2005). Este processo inicial vai controlar o progresso da lixiviacao.



A biolixiviagdo dos minérios refratarios incluindo pirita, calcopirita, esfalerita entre
outros, é fortemente influenciada pela temperatura, pH, potencial redox e o tamanho de
particula e por esta razdo, pode existir um controle bioquimico especifico para cada
minério. A biolixiviacdo pode ser monitorada indiretamente determinando-se o pH,
potencial redox e metais dissolvidos. Também, os efeitos galvanicos acoplados entre os
minérios podem diminuir as barreiras cinéticas da oxidacdo, acentuando assim o papel
do movimento dos ions metalicos no redor da superficie do sulfeto, e isto determinara a
velocidade da reacdo (CRUZ et al., 2005).

As mudancas fisicas e quimicas anteriormente mencionadas: pH, Eh,
temperatura e concentracdo de metais dissolvidos, que ocorrem durante o curso da
oxidacdo do minério, determinam pressdes seletivas que resultam na predominancia de
alguns microorganismos como os aciddfilos, e no declinio de outros associados com
amostra do minério original. Estes Ultimos ndo terdo importancia significativa no
processo de dissolucdo do metal, mas eles podem ter efeitos sinérgicos ou antagénicos
dentro do processo geral de biooxidacdo (TUOVINEN et al., 1994).

A éarea especifica da superficie dos minérios € um fator importante que afeta o
processo de oxidacao bacteriana, e dessa forma, a velocidade de lixiviacdo do sulfeto
aumenta quando a area da superficie também aumenta, ou seja, com uma reduc¢éo do
tamanho de particula (DEVECI, 2004).

Nesse processo, também influencia o tipo de sulfeto e as formas de enxofre que
ele possua. Outro fator importante a considerar € a densidade de polpa (relacdo
sélido/liquido), j& que uma alta concentragdo de sdlidos pode interferir com o transporte
de nutrientes e gases, aléem de aumentar a viscosidade do sistema (ROSSI, 2001).

A biolixiviacdo ocorre em um sistema geral que pode se resumir em trés fases:

» A fase aquosa: solucédo de sais basais que provém de nutrientes essenciais 0s
microrganismos que atuam como catalisadores bioldgicos nos processos de
oxidacao.

* A fase solida: substrato finamente moido, que contém uma mistura de fases
minerais, com metais de interesse e enxofre em forma de sulfetos.

* A fase gasosa: mistura de oxigénio molecular e diéxido de carbono.



Cada uma de estas fases tem um propdsito fundamental na biolixiviagdo dos

minérios:

» A fase aquosa é o meio suspendido onde os diferentes processos elementares
ocorrem: crescimento dos microrganismos, encontro das particulas solidas com
0S microrganismos, descarregamento de ions metalicos, distribuicdo uniforme e
efetiva de oxigénio e didéxido de carbono.

» A fase solida contendo o sulfeto metélico € a fonte de energia para o crescimento
microbiano.

* A fase gasosa tem os requerimentos necessarios de oxigénio (receptor final dos
elétrons na respiracdo celular das bactérias aerdbicas envolvidas) e de gas

carbobnico para a biossintese celular dessas espécies autotroficas.

Outros fatores importantes que podem afetar o crescimento bacteriano e o
processo de biolixiviagdo sdo: o atrito entre as particulas, o qual aumenta com a
elevacdo da quantidade do minério a utilizar, e que pode causar dano mecanico as
células em suspensdo; a acumulacdo de metabolitos tais como o ion férrico ou a
lixiviagdo de altas concentragfes de metais toxicos como Cu, As, Pb, entre outros;
temperatura acima do limite dos microrganismos e um pH extremamente acido na
solucéo (ROSSI, 2001).

O processo de lixiviagdo bacteriana apresenta vantagens em relacdo a outros
processos tradicionais como o pirometallrgico, que consiste na oxidagdo do minério
contendo o metal de interesse, pela queima em altas temperaturas. Devido a
necessidade de elevadas temperaturas nesse tratamento, 0 processo pirometallrgico
requer alto gasto energético, atingindo, assim, elevados custos, sendo apenas
economicamente viavel em minérios, nos quais o metal de interesse encontra-se em
alto teor. Outra desvantagem apresentada por esse processo € referente ao problema
ambiental, pois a queima de sulfetos minerais provoca a liberacdo de SO, para a
atmosfera, um dos gases responsaveis pela chuva acida (GARCIA e URENHA, 2001).

Outro processo tradicional, o hidrometallrgico, utiliza solu¢des &cidas ou basicas
para o tratamento dos minérios e a recuperacdo do metal de interesse; nessa atividade

a principal vantagem em relacdo a pirometalurgia, € o gasto energético. Em termos



gerais, pirometalurgia e hidrometalurgia sdo processos aplicados aos minérios que
contenham alto teor de metais, pois além de ambos serem mais rapidos na aplicacao
em escala industrial, o valor agregado ao metal obtido no processo acabado viabiliza os
custos e a sua obtencdo (GARCIA e URENHA, 2001).

Por outro lado, as vantagens que a biohidrometalurgia apresenta em relagao a
ambos os processos tradicionais seriam: 0 baixo custo dos insumos (acidos e agentes
oxidantes), pois 0s mesmos sdo produzidos pela propria bactéria; reduzidos gastos
energéticos; baixo investimento de capital; baixo custo operacional; reduzida méao-de-
obra especializada na operacdo em relagdo aos demais processos de beneficiamento
dos metais, agregando, assim, valor aos rejeitos de minérios de baixo teor, podendo
ainda ser uma alternativa para jazidas de pequeno porte, longe de centros com infra-
estrutura (GARCIA e URENHA, 2001).

Vérios estudos tém sido realizados para adquirir novos conhecimentos sobre 0s
microrganismos utilizados na biolixiviagdo e sobre os mecanismos envolvidos neste
processo para, desta forma, otimizar as plantas de biolixiviagdo de sulfetos minerais. As
taxas e a eficiéncia final da solubilizacdo dos sulfetos metéalicos (pirita, calcopirita,
bornita, covelita, arsenopirita, galena, esfalerita, entre outros) sao bastante diferentes,
variando desde os mais sollveis, como por exemplo, a bornita, até os mais refratarios
como a calcopirita. A conhecida refratariedade da calcopirita é devida principalmente a
sua estrutura e ordenamento atébmico, com ligacdes fortes entre seus atomos, o qual
dificulta sua oxidacéo, ver Figura 1 (WATLING, 2006).
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Figura-1 Sulfeto metalico Calcopirita: (@) amostra de rocha e (b) representacdo de sua
estrutura cristalina e ordenamento atdémico.



A calcopirita (CuFeS;) € um dos sulfetos de cobre mais abundantes na natureza.
As operagOes industriais de biolixiviagdo, sobretudo do cobre, sao realizadas
essencialmente através da lixiviacdo estatica em pilhas de minérios de baixos teores do
metal. A pouca reatividade da calcopirita tem sido atribuida a formacdo de um filme
passivo que limita a reagéo de dissolugdo com o meio lixiviante. A camada passiva e as
condi¢cdes nas quais ela é formada tém sido investigadas, porém a natureza desta
camada nao foi totalmente esclarecida (THIRD et al., 2000).

Independente das taxas e eficiéncia de solubilizacdo, a interacdo da bactéria
com os sulfetos minerais ainda € um dos temas mais controversos na literatura. A
degradacdo dos sulfetos acido-soluveis como esfalerita (ZnS), calcopirita (CuFeS)),
galena (PbS), molibdenita (M0S,), entre outros, foi sugerida por SCHIPPERS e SAND
(1999) como sendo ocasionada por ions Fe®*" e/ou por prétons. Nesse caso, o principal
intermediario € o polissulfito (e consequentemente enxofre elementar). Polissulfitos
foram detectados na superficie de calcopirita oxidada (HACKL et al., 1995).

Mecanismos de ades&o bacteriana ao mineral tém sido descritos como sendo
provocados por efeitos eletrostéticos e forgcas de interagdo hidrofébica (DEVASIA et al.,
1993). Geralmente é sugerido que o0s polissacarideos extracelulares (exopolimeros
chamados de EPS) sdao o0s responsaveis da adesdo bacteriana aos minerais
(ESCOBAR et al.,, 1997; POGLIANI e DONATI, 1999) sendo que, BARRETO et al.
(2005) indicaram cinco genes que estao envolvidos na formacéao de EPS.

SAND e GEHRKE (2006) sugerem que A. ferrooxidans pode aderir ao sulfeto
atraves de outros mecanismos (tight adherence) além dos EPS, porém, ndo descrevem
com detalhes que forcas ou estruturas envolvem tais mecanismos. Além disso,
explicam como possiveis ions férricos presentes nos EPS, atacariam o sulfeto liberando
assim graos de enxofre que poderiam ser transportados até o periplasma, enquanto
gue outros compostos reduzidos de enxofre sollveis, como o tiosulfato, poderiam ser
liberados ao meio, onde seriam finalmente oxidados até sulfatos. Quando o substrato
mineral é calcopirita, outros produtos da oxidacdo sdo: fons de Cu®* e sulfatos de cobre

Cu,SO0Oq, ver Figura 2.
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Figura-2 Mecanismo direto de biolixiviacdo. Representacdo de adesdo através de fendmenos
de “tight adherence”. Modificado de SAND e GEHRKE (2006).

ROJAS-CHAPANA e TRIBUTSCH (2001) tentaram provar a existéncia do
mecanismo direto e identificaram que a cisteina, a qual 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. Embora a cisteina e fosfolipidios estejam presentes
nos exopolimeros secretados na superficie bacteriana, ainda nao foi provado o papel
desses agentes quimicos na lixiviacao.

BLAKE Il et al. (2001) investigaram a adesdo do A. ferrooxidans e da
aporusticianina na pirita, baseados no modelo onde a proteina encontrada na superficie
da célula bacteriana age como um receptor mineral especifico para a adeséo inicial da
bactéria a pirita. Eles sugeriram que a aporusticianina poderia se unir por ligacdes
coordenadas aos ions ferro da superficie de pirita, 0 que possivelmente alteraria e
enfraqueceria ligacdes de valéncia do ferro. Esse enfraquecimento seria suficiente para
difundir ions férricos da pirita, os quais seriam liberados no meio liquido como ferro
solubilizado. A proteina aporusticianina poderia entdo se ligar a outro atomo de ferro da
pirita e iniciar outro ciclo catalitico de solubilizacdo do ferro. Outra hipétese sugerida foi

gue 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 respiratdria da bactéria.

Por outro lado, JEREZ (2008), baseado em estudos anteriores, propde que a
interacdo bactéria-minério é influenciada por substancias quimiotacticas presentes no
meio, como ions ferrosos, férricos, enxofre e tiosulfato e por sinais de quorum sensing
secretadas pelas células. Uma vez as células estivessem aderidas, comeca a producao
de biofilme e consequente oxidacdo do minério (ver Figura 3). Quorum sening € um
fenbmeno que estimula as células bacterianas estabelecer comunicacdes entre elas e
regula a expressado de genes especificos em resposta a mudancas locais de densidade
celular. Em bactérias Gram negativas, esta comunicacao tanto ao nivel entre espécies
iguais como entre espécies diferentes, depende de moléculas autoindutoras do tipo
acyl-homoserine lactone (AHL). Em meios de cultivo contendo A. ferrooxidans, foram
reconhecidos diferentes grupos funcionais de AHLS, sugerindo que estes podem fazer
parte de um regulon que controla fungdes fisioldégicas de producédo de EPS e formacgéo
de biofilme (FARAH et al., 2005).

MECANISMO DIRETO

Adesao, Quimiotaxia e Formacgéo de biofiime e
Quorum sensing ataque ao minério

o lon ferroso

« lon férrico ';ii: Microrganismos de

o Enxofreftiosulfate WO biomineragio

¢ QS-sinais
MS Sulfeto metalico Jerez, 2008

Figura-3 Representagdo de fatores que influenciam a interacdo bactéria - minério. Adesao,
guimiotaxia e sinais de Quorum sensing. Modificado de JEREZ, 2008.



Deste modo, o conhecimento dos mecanismos de interacdo sulfeto - bactéria é
de grande importancia para poder manipular e aperfeicoar processos de biolixiviagéo,
especialmente de minérios refratarios, jA que, para que a bactéria se associe ao
mineral, adesdo e formacdo de biofilme s&o passos criticos para colonizacdo e

subsequente solubilizacao do substrato.

1.2. Acidithiobacillus ferrooxidans

Aciditiobacillus ferrooxidans € uma bactéria Gram-negativa, aerdbia ou anaerébia
facultativa, que utiliza o CO, atmosférico como fonte de carbono e obtém energia
através da oxidac&o de ion ferroso (Fe?"), enxofre e compostos reduzidos de enxofre.
A. ferrooxidans tem a capacidade de crescer em condicfes ambientais extremas de alta
acidez. Esta espécie possui consideravel interesse econémico por estar envolvida na
bioxidacdo de minérios e na biolixiviacdo de metais, encontrando-se comumente no
ambiente em zonas de mineracdo e em lugares com presenca de sulfetos.

Uma caracteristica importante de A. ferrooxidans € a sua resisténcia generalizada
a altas concentracfes de ions metalicos. Esta bactéria apresenta resisténcia elevada ao
aluminio, zinco, cobalto, manganés, cobre, cromo e uranio (HUTCHINS et al., 1986).
Esta alta resisténcia a metais téxicos provavelmente é condicionada por um sistema
genético altamente especializado, caracteristica entre outras, que faz com que esta
espécie seja atrativa a nivel biotecnoldgico.

A. ferrooxidans € uma das principais bactérias responsaveis pela lixiviagdo de
metais, podendo ser utilizada em processos industriais para obtencao de cobre, uranio,
zinco e niquel ou metais preciosos, a partir de minérios de baixos teores e de rejeitos
de mineracdo. As mineradoras tradicionalmente utilizam varios processos de
recuperacao e extracdo de metais de interesse econémico que produzem uma grande
guantidade de rejeitos ricos em sulfetos. Esses sulfetos através do tempo e por sua
degradacdo intensiva, sobretudo por bactérias oxidantes de enxofre, do ion ferroso e de
sulfetos metalicos, geram uma significativa contaminacdo no solo e agua devido a

producéo de drenagens acidas. Nestes ambientes comumente € isolado A. ferrooxidans



(ROHWERDER et al., 2003).

O primeiro microrganismo envolvido na biolixiviagdo a ter o genoma sequenciado
foi A. ferrooxidans (http://www.tigr.org), sendo identificados genes associados a rotas
metabdlicas e/ou funcbes que sao importantes para o processo de biolixiviacao
(JEREZ, 2008). Alguns destes genes estdo envolvidos nos mecanismos de captacéo,
assimilacdo e metabolismo de enxofre, metabolismo energético da bactéria quando
esta cresce na presenca de ion ferroso ou enxofre e metabolismo de carbono (VALDES
et al., 2008).

1.3. Mecanismo de adesao

Em geral, todas as superficies da natureza podem ser colonizadas por
microrganismos. A colonizacdo comeca pela adesdo de células individuais ou por
agregados celulares. Quando as condi¢des sdo favoraveis ao crescimento de células
aderidas, elas passam a se dividir e a desenvolver micro colonias que formam
complexas comunidades, conhecidas como biofilmes. Os biofilmes complexos sé&o
componentes vitais em todos 0s ecossistemas e sao importantes na compreensao da
ecologia microbiana (CHEN e WALKER, 2007).

A adesdo de bactérias sobre superficies € um fenbmeno critico para varios
processos biotecnoldgicos, por exemplo, células imoéveis sdo amplamente utilizadas nos
tratamentos de 4guas residuais. No entanto, em algumas situacdes as células aderidas
sdo indesejadas jA que causam sérios problemas em materiais biolégicos, navios,
estruturas marinhas, entre outros (HERMANSSON, 1999).

A contribuicdo que faz o contato direto das células nos minérios no processo de
biolixiviacdo ainda ndo é clara, comparado com o mecanismo de oxidacdo quimica
indireta por ions férricos. Porém é de conhecimento a importancia que tem a adeséo e
formacao de biofilme sobre os minérios no processo global de biolixiviagdo, além de se
reconhecer que ambos os mecanismos tanto direto como indireto atuam paralelamente
na oxidacao dos sulfetos (SAND e GEHRKE, 2006).

A primeira fase da adeséo é governada por interagdes fisicas ou quimicas entre
células livres e a superficie do substrato. Quando a bactéria é atraida até a superficie,



uma adesdo forte requer varias horas de incubacédo, tempo no qual possivelmente séo
sintetizados polimeros celulares (HERMANSSON, 1999).

Os fatores fisicos, quimicos e biolégicos que governam o processo de adeséo
estdo sujeitos ao tipo de célula, a fase de crescimento, a solucéo quimica, as interacdes
hidrofébicas, a carga superficial caracteristica e as macromoléculas da superficie.
Esses fatores influenciam as forcas de interagdo que governam a aproximacgéo e a
adesao das células na superficie. Tais forcas sao: eletrostaticas, de van der Waals,
hidrofébicas, hidratacdo e outras forcas especificas (BUSSCHER e WEERKAMP, 1987;
KUZNAR e ELLIMELECH, 2004).

Comumente, a adesdo é medida como o0 numero de bactérias aderidas depois de
uma fase de lavagem, onde as células que nao estao aderidas sao removidas. Portanto
0 processo de adesédo pode ser medido como uma funcdo do tempo ou como um
estado depois de um tempo definido.

A teoria classica de estabilidade coloidal de Derjaguin — Landau — Verwey -
Overbeek (DVLO) tem sido utilizada para explicar o fendbmeno de adesdo bacteriana.
Embora esta teoria classica tenha sido utilizada como um modelo qualitativo, na
atualidade esta sendo usada para calcular as mudancas na energia livre de adeséo de
forma quantitativa com objetivo de explicar esse fendmeno (HERMANSSON, 1999).

A teoria de DVLO tem sido utilizada para descrever a interacao total (Vo) entre a
célula e a superficie (substrato) como um balangco entre dois fatores aditivos: Va
resultado das interacbes de van der Waals (vdW), que sdo geralmente atraentes e,
interacOes repulsivas (Vg) entre a dupla camada elétrica da célula e o substrato, as
quais sdo geralmente repulsivas devido a carga negativa das células e o substrato.

Assim sendo:

Vit = Va + VR (1)
Va= - Ar/6d )

Onde, A é a constante de Hamaker, d é a distancia que separa a célula do

substrato, r é o raio da célula. Assume-se que as células sdo sempre esféricas. A

interacdo da dupla camada (Vg) origina-se das interacdes entre moléculas carregadas;
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sua forca e faixa sédo fortemente afetadas pela presenca de ions ao redor (JUCKER et
al., 1998).

Nos sistemas naturais, geralmente todas as superficies ttm uma carga negativa,
sendo que normalmente esta € a mesma carga das bactérias, o que pode desfavorecer
a adesdo. No entanto, na presenca de altas forgas ionicas (l), a interacdo pode ser de
atracdo devida principalmente a forcas atrativas de van der Waals (HERMANSSON,
1999), fenbmeno que possivelmente ocorre nos sistemas de biolixiviacdo. Quando
existe uma | mediana, a adeséo pode ser reversivel e a atracao fraca. Quando | € baixa
ocorre uma repulsdo e quando | é alta ocorre uma atracdo, sendo que nestes casos a
distancia entre a célula e o substrato ndo tem influéncia.

Estruturas da superficie celular tais como pilus, fimbrias, flagelos,
lipopolissacarideos, material capsular, estdo envolvidas no processo de adesao.
Flagelos e fimbrias (estruturas de raio pequeno) sdo mais hidrofébicos que o resto da
superficie celular, fato que pode incrementar a adesédo e orientar a célula até zonas de
interface (ZITA e HERMANSSON, 1997). Geralmente superficies negativas e
hidrofilicas tais como o vidro, podem ter sitios pequenos com carga positiva. Nesses
sitios uma molécula de raio pequeno pode desenvolver “interagcdes microscépicas”,
fendbmeno que também pode ocorrer nas superficies dos minerais.

E de conhecimento que qualquer defeito que possa ter um gréo de minério (tais
como: clivagens, fraturas, porosidades, falhas, exsolucdes, deslocacfes, entre outros)
convertem-se em zonas de maior susceptibilidade a oxidagédo e corrosdo do sulfeto.
Alguns destes defeitos podem ser promovidos pela moagem e preparagéo do material e
outros sdo proprios de sua génese (MARQUEZ et al., 2006). A orientagdo da adesdo
pode ser controlada por fases de alta energia, que fazem com que as células tenham
uma resposta quimiotatica nestes sistemas. Os defeitos anteriormente mencionados
provém sitios de alta energia e tem se observado uma preferéncia da adesao celular
nestes lugares (EDWARDS et al., 1998).

O mecanismo primério para a adesdo de A. ferrooxidans sobre os minérios
parece ser por forcas eletrostaticas. O crescimento desta bactéria em meio com ferro
promove a formacdo de exopolissacarideos (EPS), que consistem em acidos graxos,
polissacarideos e &cido glucorénico. Complexos do ion férrico com substituicbes de
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acido urénico, tém como resultado um EPS carregado positivamente. Por outro lado,
sulfetos como a pirita (FeS,) pode estar carregados negativamente em meios ricos em
sulfatos com pH ao redor de 2,0, favorecendo a aderéncia entre a bactéria e o sulfeto. A
célula pode ser atraida até o minério como resposta quimiotactica e, entdo, a adeséo
pode consolidar-se pela continua producéo de EPS (GEHRKE et al., 2001; GHAURI et
al., 2007).

1.4. Mecanismo de formacéao de pilus tipo 1V

Os pilus tipo IV sdo estruturas poliméricas que mediam diversas funcdes
celulares, entre elas: adesdo; mobilidade na superficie chamada de “twitching motility”
ou mobilidade por deslizamento; formac&o de micro colonias e biofiimes; adeséo célula
- hospedeiro; sinalizagdo celular; absorcdo de DNA por transformagao natural;
aderéncia de fagos; transferéncia génica entre outras (CRAIG et al., 2004).

A polimérica fibra do pilus € uma maquina molecular altamente dinamica
alternante entre elongacéao e retracdo (CLAUSEN et al., 2009). O processo de adesé&o
através de mecanismos de montagem de pilus ndo tem sido estudado em A.
ferrooxidans, apesar de que os genes envolvidos na formacédo de pilus tipo 1V e “tight
adherence” foram identificados em seu genoma (VALDES et al., 2008).

Estruturas da superficie celular tais como pilus tipo IV e fimbrias, podem conferir
habilidade para adesdo superficial em bactérias Gram negativas, sendo que este
fenbmeno pode estar associado a mobilidade por deslizamento, a qual resulta de
mecanismos alternantes de extensao e retracdo (CRAIG et al.,, 2004). Os filamentos
dos pilus tipo IV sédo resistentes a pH acidos e a condicbes com alta temperatura.
Condicdes extremas requerem de adaptacdes fisioloégicas e bioquimicas complexas
para manter a homeostase celular, as quais possivelmente foram adquiridas na
evolugcdo (COHEN-KRAUSZ e TRACHTENBERG, 2008) e que provavelmente permitem
que bactérias como A. ferrooxidans respondam com éxito a mudancas ambientais.

Os pilus tipo IV e a mobilidade por deslizamento tém sido bem caracterizados em
Pseudomonas aeruginosa, na qual aproximadamente 40 genes sao requeridos para a

biogénese e funcao dos pilus tipo IV, entre eles, genes que codificam subunidades de
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pilina, proteinas requeridas para a montagem e retracdo do pilus, pré pilina peptidases
e proteinas reguladoras, ver Figura 4 (MATTICK, 2002).

Membrana
externa

Periplasma

Membrana
interna

Figura-4 Representacdo do mecanismo de formacdo de pilus em bactérias Gram negativas.
Os genes que codificam as proteinas PilA, PilB (homologa de TadA), PilT e PilU
(homoélogas de PilT1 e PilT2), PIIC (homéloga de TadC), PilM e PIilF (possivel
homodloga de TadB), foram selecionados para avaliar sua expressdo génica em

células de A. ferrooxidans LR incubadas com calcopirita. Modificado de KAISER,
2007.

PilT, é uma ATPase necesséria para a retragdo do pilus, fenbmeno no qual
ocorre liberagdo ou rompimento do pilus, envolvendo uma despolimerizacao desde a
base da fibra, e subsequente dissociacdo das subunidades de pilina (PilA), que logo
sdo introduzidas e armazenadas na membrana citoplasmatica (MATTICK, 2002). A
montagem do pilus requer uma outra ATPase, que em Mixobacterias e P. aeruginosa &
chamada de PilB (KAISER, 2007), e € homologa de TadA (BHATTACHARJEE et al.,

2000). Esta ATPase fornece energia para que centos de monémeros de subunidades
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de pilina, sejam polimerizados formando a extensdo da fibra do pilus em hélice
(KAISER, 2007). Neste passo, outros fatores envolvidos na montagem, como a proteina
PilM, a qual se localiza na membrana interna, tem como funcdo o transporte das
subunidades de pilina atravées da membrana, até outra grande proteina
transmembranal, a proteina PilC (homologa de TadC), que serve como suporte na
elongacdo das subunidades de pilina. Uma outra funcdo de TadC, parece estar
envolvida na estabilidade de outros membros dos sistema de formacao do pilus. Por
outro lado, a grande proteina PilQ, localizada na membrana externa, também serve
como suporte das subunidades de pilina que véem sendo ensambladas desde a
membrana interna, continuando assim sua elongacdo ao exterior. Neste processo as
proteinas PilF (possivel homologa de TadB) e PilP seriam proteina acessoérias na
estabilizacdo da grande proteina PilQ (KAISER, 2007; CRAIG e LI, 2008).

Os genes que codificam as proteinas mencionadas anteriormente foram
selecionados neste estudo, para avaliar a sua expressdo génica, em células de A.

ferrooxidans LR incubadas com calcopirita.

1.5. Genes selecionados envolvidos em adesao

1.5.1 Genes tad

Os genes tad que codificam a maquinaria requerida para formacao de pilus e
fimbrias de baixo peso molecular estdo presentes no genoma de diversos
microrganismos. Estes genes sdo essenciais para formacgéo de biofilme, colonizacéo e
patogenicidade em varias espécies de bactérias. Além disso, auxiliam a aderéncia em
diferentes superficies (TOMICH et al., 2007).

Entre doze e treze genes sdo requeridos para aderéncia, incluindo a produgéo de
pilus, morfologia rugosa da col6nia, auto-agregacao e formacao de biofilme. A proteina
TadA é homdloga a proteina da subfamilia de ATPases GspE requeridas para
secrec¢do, sendo que, ela proporciona a energia de hidrélise de ATP para formacgéo de
pilus. As proteinas TadB e TadC sdo homdélogas a proteina da familia GspF/PilC, que
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estdo localizadas na membrana interna e participam dos sistemas de secrecdo. Além
disso, elas podem participar da biogénese do pilus. O arranjo em tandem da maioria
dos genes tad sugere que eles formam uma estrutura em operon; ou seja, 0s genes tad
de vérias bactérias foram descritos como sendo co-transcritos por um mesmo promotor.
Em Pseudomona aeruginosa a expressao de varios genes tad € induzida por um
regulador global de “quorum sensing” (WAGNER et al., 2003; TOMICH et al., 2007). No

entanto, em A. ferrooxidans a regulacao desses genes néo tem sido estudada.

1.5.2 Genes que codificam Pilinas Tipo IV

Todas as bactérias Gram-negativas possuem na superficie pilus tipo 1V, os quais
sdo produtos poliméricos da proteina pilina (CRAIG et al., 2004). Um tipo de adeséao
que requer pilus é chamado de mobilidade por deslizamento, onde a célula se
movimenta sobre uma superficie por um processo ativo que depende de gasto
energético. Esta mobilidade por deslizamento n&o precisa de flagelos e geralmente este
movimento segue o eixo longitudinal da célula. Nos microrganismos existem diferentes
tipos de estruturas que geram esta mobilidade, onde os pilus tipo IV sdo comumente
requeridos. Ainda n&o sao claros os mecanismos moleculares envolvidos no processo
inicial da mobilidade na célula. Os pilus sdo estruturas de 6 nm de diametro e
comprimento maior que 4 um e se encontram geralmente em ambos os polos da célula.
Eles tém um papel importante na adeséo sobre superficies, além de estarem envolvidos
em uma variedade de processos como: movimentagéo, transformacao, conjugagao,
infeccdo de bacteriofagos, formacdo de biofilme, ativacdo de respostas celulares e
citotoxicidade (Mc BRIDE, 2001). Em A. ferrooxidans s&o poucos os estudos realizados

até o momento com os genes que codificam pilinas.
1.5.3 Genes que codificam proteinas ligantes de  Cluster Fe-S
O cluster Fe-S é fundamental na transferéncia de elétrons, na catalise das

reacfes do metabolismo e tem fungbes de regulacdo. Além disso, participa no estoque

de Fe/S e na atividade enzimatica. Em bactérias os clusters Fe-S podem participar na
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fotossintese e fixacdo de nitrogénio. Em proteinas Fe-S (rubredoxinas) o ferro faz
quatro ligacdes coordenadas com as cisteinas da proteina, que atuam como
carreadores de elétrons numa ampla faixa de potenciais de oOxido-reducdo (KILEY e
BEINERT, 2003).

Pelo menos 120 tipos diferentes de enzimas e proteinas sdo conhecidas como
contendo clusters Fe-S, que formam sitios de unido ao substrato numa grande
quantidade de enzimas redox e ndo redox. Em bactérias os clusters Fe-S podem
participar de fotossintese e fixacdo de nitrogénio. Um modo de estoque de Fe tem sido
encontrado em algumas bactérias e archaeas, no qual poliferredoxinas contendo mais
de 12 clusters Fe-S séo organizados em tandem. Genes que codificam poliferredoxinas
tém sido encontrados organizados em operon (JOHNSON et al., 2005).

Outras funcgbes atribuidas a proteinas ligantes de cluster Fe-S seriam:
reorganizacdo de proteinas em resposta a efeitos de solventes, reparacdo de enzimas
de DNA e endonucleases, regulacdo da transcricdo e traducdo em bactérias,
funcionamento de proteinas que monitoram 0 estresse oxidativo e regulacdo da
atividade enzimatica em resposta a estimulos externos (BEINERT et al., 1997
CASPERSEN et al., 2000).

1.5.4 MsrA, metionina-S-sulféxido redutase, subunidade A

As proteinas redutases tém como funcao principal proteger a célula do estresse
oxidativo, no entanto, outras fun¢des também sao atribuidas: reparacdo de proteinas,
formacao de biofilme e determinacao de patogenicidade (BENJAMIN et al., 2005).

Homologos desses genes tém sido identificados na maioria dos organismos. Em
varios procariotos, incluindo E. coli, os genes msrA e msrB constituem duas unidades
de transcricdo separadas, porém, em outras espécies como Bacillus subtilis, esses
genes estdo ordenados em operon. O numero de copias desses genes também varia
amplamente entre os organismos, sendo que a redundancia genética usualmente é
interpretada como reflexo da necessidade do organismo de ter alelos expressos em
diferentes condi¢cbes (SINGH e MOSKOVITZ, 2003; BENJAMIN et al., 2005).
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Tabela-1 Principais caracteristicas dos genes selecionados para andlise de expressdo por
PCR em Tempo Real na presenca de calcopirita. As informacfes para cada gene
baseiam-se nos dados disponiveis no site da TIGR (www.tigr.org).

. ~ Tamanho
Locus Proteina Funcao (kDa)
Afe 0403 TadA (Tight adherence | ATPase provendo energia na montagem 49
- A) de pilus.
Afe 0404 TadB (Tight adherence Carrega_dor molecular que transfere 345
- B) energia para formacao do pilus.
Afe 0405 TadC (Tight adherence Montagem 'de_ pilus adeswos, Iormagao 345
- C) de biofilme e colonizacéo.
Afe_2078 Pilina. PIlA Formacdao do pilus. 39,75
Afe 2301 | Pilus assembly. PilM Envolvida na constituicao do pilus 39,08
bacteriano.

Afe_2763 PilT-1- Twitching motility Contragéo do pilus. 41,5
Afe_2764 | PIilT-2- Twitching motility Contracéo do pilus. 38,3
Metionina-S sulféxido Reparo de proteinas em estresse
Afe_0163 oxidativo, adaptacédo a condicbes 22,7

redutase -
atipicas.
Proteina ligante do Envolvida na captacdo destes
Afe_0350 9 elementos pela bactéria. Candidata para 9,1
Cluster Fe-S . .
reconhecimento de grupos tiol.
Afe 0547 Proteina ligante do Envolvida em reacoes de oxido- 265
- Cluster Fe-S reducdo.
Envolvida em funcdes de regulacgéo,
Afe_0551 Proteina ligante do participa em transferéncia de elétrons, 275

Cluster Fe-S

evitam o acumulo de Fe e S até niveis
toxicos.

Tendo em vista a importancia do processo de adesao a fim de que a biolixiviagdo

de sulfetos pelo mecanismo direto ocorra, foi proposto neste trabalho o estudo de

genes envolvidos em adesdo e reconhecimento de grupos tidis na bactéria A.

ferrooxidans LR (Tabela 1) incubada com calcopirita. Sendo assim, foi avaliada a

expressdo destes genes tanto em células livres como nas aderidas ao minério
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calcopirita, em diferentes tempos de incubacgéo, atravées de PCR em tempo real. Os
tempos de incubacdo foram selecionados a partir de estudos anteriores (grupo de
biologia molecular do centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
CBMEG/UNICAMP em colaboracdo com o grupo de Biohidrometalurgia/IQ-UNESP),
que revelaram diferencas significantes na expressao de outros genes, em células de A.
ferrooxidans LR na presenca de calcopirita. Além disso, a busca de reguladores e
dominios conservados das proteinas codificadas por esses genes, que foi realizado por

meio de analise de bioinformatica, ajudou no entendimento da expressao destes genes.

1.6. Proteinas com potencial biotecnoldgico

Desde que foram descobertas as enzimas na metade do século XIX, séo
utiizadas com sucesso em varios processos industriais. Com o avanco da
biotecnologia, novas utilizacbes para enzimas em processos industriais foram
observadas (HOONDAL et al., 2002). Assim sendo, como exemplo, podemos citar as
pectinases alcalinas que possuem importancia na industria téxtil, industria do papel,
fermentacdo do café e cha, entre outras (HOONDAL et al., 2002) e, as proteinases e
amilases que sao utilizadas na fabricacdo de detergentes.

Microrganismos extremofilos, que vivem em condicbes indspitas, vém
despertando interesse cada vez maior por possuirem enzimas de interesse industrial.
Essas enzimas funcionam em condicbfes extremas, pois estdo envolvidas no
metabolismo e processos bioldgicos especificos desses organismos (NIEHAUS et al.,
1999). Enzimas isoladas de microrganismos extremofilos tém apresentado
caracteristicas interessantes como termo-estabilidade, resisténcia a desnaturantes
quimicos, solventes organicos e pH extremos (LEUSCHNER e ANTRANIKIAN, 1995;
FRIEDRICH e ANTRANIKIAN, 1996; JORGENSEN et al., 1997; RUDIGER et al., 1995).
As enzimas obtidas de organismos hiperterméfilos, por exemplo, apresentam termo-
estabilidade suportando assim, altas temperaturas (ATOMI, 2005). Varias enzimas
isoladas de extremdfilos vém sendo utilizadas na producdo de detergentes, aculcar,
0leo, e outros (ATOMI, 2005).
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Até o0 momento, enzimas isoladas de A. ferrooxidans nao foram exploradas em
nivel de utilizagdo industrial, seja em biolixiviagdo ou outros processos. Assim sendo,
um dos objetivos deste trabalho € iniciar um tipo de anéalise com um enfoque na
biolixiviacdo. Portanto, varios cDNAs com expressao diferencial na presenca de ferro,
bornita (CusFeS,) e calcopirita tem sido isolados pelo grupo de biologia molecular do
centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética CBMEG/UNICAMP em
colaboracdo com o grupo de Biohidrometalurgia/IQ-UNESP. Entre esses cDNAs varios
codificam proteinas envolvidas em metabolismo, transporte, sintese de acidos
nucléicos, adesdo e outros. Essas proteinas estdo localizadas no citoplasma e
membrana. Pretende-se selecionar e caracterizar algumas dessas proteinas com o
intuito de encontrar proteinas "helpers" da biolixiviagcdo, ou seja, proteinas com
potencial de acelerar o processo "in vitro". Os genes que codificam essas proteinas sao
candidatos em potencial para manipulacdo genética e futura obtencdo de linhagens
transgénicas de A. ferrooxidans que produzam a proteina de interesse em maior
quantidade.

Foi identificado no genoma anotado de A. ferrooxidans um gene, no locus
Afe_0551, codifica uma proteina ligante do cluster Fe-S que pode estar envolvida no
reconhecimento de grupo tiol. Recentemente foi estudada a participacao de clusters Fe-
S na reducdo de pontes S-S e na doacdo de enxofre, fazendo parte de um ciclo
catalitico (JOHNSON et al., 2005). Dada a grande versatilidade funcional das proteinas
contendo clusters Fe-S foi selecionada a proteina codificada pelo gene no locus
Afe_0551 como candidata com potencial no auxilio da biolixiviagdo. Assim sendo, um
dos objetivos deste trabalho foi caracterizar esta proteina por métodos biofisicos para

determinar possiveis propriedades fisiologicas que ajudem neste processo.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar 0 mecanismo de adesdo e reconhecimento de grupos tidis em

Acidithiobacillus ferrooxidans LR, na presenca de calcopirita.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Andlise da expressdo de genes envolvidos no mecanismo de adesdo em
Acidithiobacillus ferrooxidans LR na presenca de calcopirita por PCR em tempo

real.

* Analise de bioinforméatica dos genes selecionados para determinar o grau de
conservacdo das sequéncias das proteinas codificadas pelos genes e a busca de

dominios conservados nessas proteinas.

* Analise do padrdo de expressdo dos genes em células livres e aderidas apés
diferentes tempos de incubacdo com calcopirita (2 h, 1 dia e 20 dias) e, com diferentes
percentagens de oxidacdo de Fe?* (60% e 80%). Como controle foi utilizado a

expressao dos mesmos genes em células crescidas em ferro.

2.2.2. Caracterizacdo da proteina recombinante pertencente a familia de cluster

Fe-S codificada pelo gene no locus Afe_0551 por métodos biofisicos
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e Produzir a proteina recombinante pertencente a familia de cluster Fe-S codificada
pelo gene no locus Afe 0551. Para este fim foi feito: 1) desenho de primers e
amplificacdo do gene por PCR; 2) clonagem no vetor pET28a e sequenciamento do
gene; 3) transformacdo na linhagem de expressao E. coli BL21(DE3); 4) producao da

proteina in vitro.
» Caracterizar a proteina codificada pelo gene no locus Afe 0551, pertencente a

familia de cluster Fe-S, com o objetivo de conhecer suas caracteristicas biofisicas com
possivel aplicacdo no melhoramento do processo in vitro de biolixiviagéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostra mineral e cultivo da bactéria

Uma amostra de calcopirita natural da mina de Sossego-PA foi fornecida pela
Companhia Vale do Rio Doce. O mineral foi moido em um moinho de bolas a 100% <
37um (400 mesh).

Para avaliar a expressao dos genes envolvidos no processo de adesdo em
células livres, foram utilizadas suspensdes celulares da linhagem de A. ferrooxidans LR,
obtida a partir de volumes de cultura de 1 L, em meio estritamente mineral T&K:
Ko;HPO,4.3H,0 (0.4 g/l), MgS0O4.7H,O (0.4 g/l), (NH4)>SO4 (0.4 g/l) e sulfato de ferro
(FeS0O4.7H,0; (167 g/l)) na proporgéo de 4:1 (TUOVINEN e KELLY, 1972), sob agitacdo
de 250 rpm a 30°C. Apés a cultura atingir 80% de o xidacdo do Fe®*, determinado por
titulacdo com dicromato de potassio (VOGEL, 1960), as células foram filtradas em papel
de filtro comum, coletadas através de filtracdo a vacum em membrana (Millipore 0,22
pum), centrifugadas a 12000 rpm por 3 min e lavadas com meio T&K pH 1,8 para
obtencado de células livres de ferro. A seguir, as células foram inoculadas em T&K (sem
ferro) contendo 2,5% de calcopirita (autoclavada em ciclo aberto por 20 min) e
incubadas a 30°C, 250 rpm por um e vinte dias. Ap0O s o0 periodo de incubacgéo o residuo
mineral foi separado das células por meio de filtracdo em membrana (Millipore 0,45 pum)
para obtencdo das células livres. Em seguida as células foram lavadas com agua dietil
pirocarbonato (DEPC), congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas a -70° C.
Como controle, foi utilizado células inoculadas em meio T&K e incubadas a 30° C, 250
rpm até atingir 80% de oxidagéo do Fe?*.

Para avaliar a expressdo dos genes em células livres e aderidas, foram feitas
algumas modificagbes na velocidade de agitagcdo e na percentagem de oxidagcéo do
Fe?*. As suspensfes celulares foram obtidas a partir de 1 L de cultura como descrito
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acima e ap6s a cultura atingir 60% e 80% de oxidacdo do Fe*?, respectivamente, as
células foram filtradas em papel de filtro comum, coletadas através de filtragcdo a vacum
em membrana (Millipore 0,22 pm), centrifugadas a 12000 rpm por 3 min e lavadas com
meio T&K pH 1,8 para obtencdo de células livres de ferro. A seguir, as células foram
inoculadas em T&K (sem ferro) contendo 2,5% de calcopirita e incubadas a 30°C, 60
rpm por 2 horas. Apos este tempo de incubacédo, o residuo mineral foi separado por
centrifugacdo a 700 rpm para obtencdo das células livres. O minério foi lavado com
meio T&K pH 1,8 e com 10 mL de Triton-X 100 para desprendimento das células
aderidas (GARCIA e JEREZ, 1995). Durante a lavagem com Triton-X 100, o mineral
contendo as células aderidas foi submetido a agitacdo em vortex por 20 minutos.
Depois deste tempo, o minério foi distribuido em tubos eppendorf para sucessivas
lavagens. As células foram recuperadas por centrifugacdo a 12000 rpm, por 10 min.
Tanto as células livres como as aderidas foram congeladas com nitrogénio liquido e

armazenadas a -70°C.

3.2. Andlise de bioinformatica

Foi feita uma analise de bioinformatica dos genes selecionados para determinar:
1) localizacédo dos genes no genoma de A. ferrooxidans ATCC 23270, 2) definicdo da
organizacdo dos genes em operons ou clusters no genoma de A. ferrooxidans ATCC
23270, 3) grau de conservacao das sequéncias das proteinas codificadas pelos genes
e 4) busca de dominios conservados nessas proteinas, sendo que o termo “dominio
conservado” designa motivos geralmente funcionais que se repetem numa mesma
proteina ou em proteinas diferentes.

Os programas BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) e
GeneDoc (http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html) foram utilizados para fazer o
alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas com diversos organismos.
O programa BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.) e ExPasy foram

utilizados na busca dos dominios conservados das proteinas.
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3.3. Isolamento de RNA e sintese da primeira fita de cDNA

O RNA foi isolado das células obtidas nas condicbes descritas no item 3.1,
segundo o método descrito por Paulino et al. (2002). O RNA foi tratado com DNAse, e 0
cDNA foi sintetizado com o kit ThermoScript RT-PCR System (Invitrogen), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Para a extracdo de RNA, as células foram lavadas por
10 vezes com TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0) e 1 vez com agua
tratada com DEPC. As células foram ressuspendidas em 1 mL de tampao de extracédo
(EDTA 1 mM; LiCI 0,2 M; Tris 0,1 M;) e em seguida foi adicionado 1 mL de fenol :
cloroférmio : &lcool isoamilico (25:24:1, v/v/v) contendo 100 pL de SDS 10%. As
amostras foram agitadas por 2 minutos em vortex e centrifugadas a 8000 rpm por 3 min
a 4° C. O sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorf novo e todo o processo
foi repetido até que ndo houvesse debri celular na interface. O RNA total foi precipitado
por meio da adicdo de acetato de sodio 40% (1/20 do volume) e etanol absoluto (2
volumes) e, incubacdo a —20° C por no minimo 2 horas. A seguir, as amostras foram
centrifugadas e o precipitado lavado com etanol 70%. O RNA foi ressuspendido em
agua DEPC e armazenado a —70° C. A integridade do RNA isolado foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 6% de formaldeido, em tampao MOPS
1X (MOPS 10x: 41,8 g de MOPS, 16,6 mL de acetato de sodio 3 M, 20 mL de EDTA 0,5
M, pH 8; agua g.s.p. 1000 mL; pH 7).

A seguir, o RNA total isolado foi tratado com DNAse, para tal, a cada 8 ul de
RNA total foram adicionados 1 pl de tampéo para DNAse (10x DNase | Reaction buffer,
Invitrogen) e 1 pl de DNAse (1 U/ul, Invitrogen). As amostras foram incubadas por 15
min em temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 1 yl de EDTA (25 mM EDTA
pH 8.0, Invitrogen) e as amostras foram incubadas por 10 min a 65° C. Finalizado o
tratamento com DNAse, o RNA tratado foi quantificado em espectrofotbmetro e
guardado a —80°C até o momento de sintese de cDNA.

Para a sintese de cDNA foram utilizados 1 ug de RNA tratado com DNAse de
cada amostra. A este RNA foram adicionados 1 pl de Random Hexamers (50 ng/ul), 2
pul de dNTP mix (10 mM) e agua tratada com DEPC em quantidade suficiente para

volume final de 12 pl. Esta mistura foi incubada 65° C por 5 minutos. Em seguida,
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aquela mistura foram adicionados 4 pl de cDNA Synthesis Buffer, 1 ul de DTT (0.1 M), 1
ul de RNAse OUT™ (40 u/pl), 1 pl de agua tratada com DEPC e 1 pl de
ThermoScript™ RT (15 U/pl). A reacdo foi incubada a 25 °C por 10 minutos, 50° C por
50 minutos e 85°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 1 pl de RNAse H (2
U/ul) e a reacédo foi incubada por 37° C por 20 minutos. Os cDNAs sintetizados foram
quantificados em espectrofotbmetro e armazenados a -20° C até sua utilizagcdo nos

experimentos de PCR em Tempo Real.

3.4. Analise da expresséao dos genes por PCR em tempo real

A andlise da expressdo dos genes foi feita por meio de RTg-PCR (Real Time
Quantitative Polymerase Chain Reaction). Os pares de primers especificos para cada
gene foram desenhados com o programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) utilizando como molde a sequéncia genOmica de A.
ferrooxidans ATCC 23270 (Tabela 2). As reacdes foram realizadas no equipamento
Real-Time PCR System 7500 Applied Biosystems (Applied Biosystems), com o kit
Platinum® SYBR® Green Qpcr SuperMix-UDG (Invitrogen), seguindo instrucées do
fabricante. Para a amplificacdo do gene constitutivo alaS, que codifica a proteina alanil
tRNA sintetase, foram utilizados os primers alaS13 (direto) e alaS3 (reverso)
(YARZABAL et al., 2002).

De maneira breve, 100 ng de cDNA foram utilizados nos experimentos de PCR
em Tempo Real os quais continham 6,25 pl de Platinum® SYBR® Green, 0,25 ul de Rox
Reference Dye, 0.4 uM de cada primer e 4gua em quantidade suficiente para volume
final 12,5 pl. Para amplificacdo foi feito um pré-tratamento com UDG (Uracil-DNA
Glicosilase) por 2 min a 50° C e desnaturacéo de 2 min a 95° C, seguido de 45 ciclos de
desnaturacdo a 95° C por 15 s, anelamento por 15 s de acordo com a Tm de cada
primer, e uma extensdo a 72° C por 30 s, seguida de uma analise da curva de melting

(40 ciclos com um decréscimo de 1° C a cada 15 s iniciando-se em 95° C).
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Tabela-2 Pares de primers sintetizados para cada gene selecionado para andlise por PCR em

Tempo Real com respectivas temperaturas de anelamento e tamanho de produto
de PCR. * F: primer Forward ou Direto, R: primer Reverse ou Reverso.

Primers Sequéncia (5'- 3") T (°C) | Tamanho do produto (pb)
Afe0163-F* | GCGGAAGACTATCACCAGGA 60.22
Afe0163-R | GTGCGCAGTTTTTCCACTTT 60.29 .
Afe0350-F CAACAACGCCATCAGCAT 59.20
Afe0350-R | TGCATTGCGGAGTGTCATA 59.80 .
Afe0547-F CAGTTGTTGTGGACGGAAAA 59.58
Afe0547-R | GCGGCACAGGTCATACACT 59.72 %
Afe0551-F | TTTTAACCCGCGTTACTGGA 60.48
Afe0551-R | CACGAAACACACTGCCAGAT 59.75 %
Afe2078-F GGTGCCAACTTCATCGACTT 60.12
Afe2078-R | TAGGTAGAGGGTCGGTGTCG 60.13 %
Afe2301-F CCATCGTCAAGGTCATAGCA 59.67
Afe2301-R | GGGAATATACTGGCCGCTTT 60.30 %
Afe2763-F | AAAAACGGCTCGGATCTGTA 59.71
Afe2763-R | CGGTTTCAGCATTTCTGTCC 60.64 %
Afe2764-F CAAAACCGTACACAGCATGATT 59.93
Afe2764-R | CGGCAGTTCATAGGCAAAGT 60.27 o
Afe0403-F GCCGTCTATCGTTTCGTCTC 59.84
Afe0403-R | CGGTGAGCTGGTTGATGA 59.30 10
Afe0404-F | GGCCTGCTGATCACTCTGTT 60.42
Afe0404-R | CACAGAGCCAATGGATAAAAGAT 59.51 ”
Afe0405 F CAACACGATACGCTTTCTGC 59.49
Afe0405-R | CCAGAAGGTGAGTTTGAGCA | 59.01 o
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Todas as reacdes foram feitas em triplicata e a média do C; (threshold cycle) foi
usada para avaliacdo da expressdo génica. Ao final, uma etapa adicional de
dissociacao foi realizada com o intuito de se verificar a especificidade da reacéo, ou
seja, a possivel presenca de bandas inespecificas e/ou dimeros de primers. Os genes
analisados tiveram sua expressdo normalizada de acordo com a expressdo do gene
constitutivo alaS. Foi realizada analise estatistica utilizando o teste t-student, para se
obter um perfil de inducéo, repressédo ou inalterabilidade de cada gene avaliado por

PCR em tempo real em relacdo ao controle.

3.5. Clonagem, expressao e purificacdo da proteina codificada pelo gene no locus
Afe_0551

3.5.1 Extragdo de DNA gendmico

A extracdo de DNA gendmico de células de A. ferrooxidans linhagem LR e ATCC
foi feita a partir de 1 L de cultura desta bactéria contendo meio T&K (TUOVINEN e
KELLY, 1972) mantida a 30° C, sob agitacdo (250 rpm) por 24 horas. A extracdo de
DNA foi feita utilizando-se o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega) de acordo

com as instrugdes do fabricante.

3.5.2 Amplificacdo do gene de interesse

Foi amplificado o gene no l6cus de interesse Afe_0551 de A. ferrooxidans LR e
ATCC utilizando um par de primers desenhados com base no genoma de A.
ferrooxidans ATCC 23270 disponibilizado pela TIGR (http://www.tigr.org). Com o0
propésito de se gerar produtos de PCR com extremidades coesivas ao vetor, o primer
sense apresenta na extremidade 5 um sitio de restricdo para a enzima Nde |
(CATATG) e o primer antisense apresenta na extremidade 5 um sitio de restricdo para
a enzima Hind 1l (AAGCTT). A amplificacéo dos fragmentos de interesse foi feita como

descrito a seguir: 1 pl de DNA gendmico, 2,5 pl tampao High Fidelity 10X (Invitrogen),
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0,75 pl MgSO,4 50 Mm, 1,25 pl primer F, 1,25 pl primer R, 0,5 pl dNTP 10Mm, 0,125 pl
Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e 17,625 ul H,O. O ciclo de
PCR utilizado foi: 94° C — 3 min, 94° C — 1 min-58° C — 45 seg-72° C — 1 min (35 ciclos)
e 72° C — 10 min. Apos amplificacdo o produto de PCR foi testado em gel de agarose

1,5% e corado com brometo de etidio. Em seguida, foi purificado do gel utilizando-se o

kit Wizard SV Gel and PCR clean-up system (Promega).

3.5.3 Clonagem no vetor de expressédo pET28a

O vetor de expressao pET28a(+) (Novagen) foi gentilmente cedido pelo LNBio do

LNLS, e o mapa do mesmo pode ser observado na Figura 5.
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Figura-5 Mapa do vetor de expresséo pET28a. Novagen, pET System Manual, 2005.
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O produto de PCR purificado do lécus Afe 0551 e o vetor pET28a foram
digeridos com as enzimas Nde | e Hind Ill de acordo com a seguinte reagao: Vetor: 2 pl
de DNA plasmidial (~1 pg), 2 pl de 10X FastDigest buffer (Fermentas), 1 pl de
FastDigest Nde | (Fermentas), 1 pl de FastDigest Hind Il (Fermentas) 14 pl H,O. A
digestdo foi mantida a 37° C por 15 minutos e depois inativada por 10 minutos a 80° C.

Produto de PCR: 10 ul do produto de PCR, 2 ul de 10X FastDigest buffer (Fermentas),

1 pl de FastDigest Nde | (Fermentas), 1 ul de FastDigest Hind Il (Fermentas) e 16 pl
H,O MilliQ. A digestdo do produto de PCR ocorreu por incubagédo a 37° C por 1 hora e
depois inativagdo por 10 minutos a 80° C.

Apés digestdo com as respectivas enzimas de restricdo tanto o produto de PCR,
guanto o vetor foram purificados em gel de agarose 2% utilizando-se o kit Wizard SV
Gel and PCR clean-up system (Promega). Apés purificacdo, vetor e inserto foram

ligados de acordo com a seguinte reacdo: Reacédo de ligacdo: 3 pl de vetor (~1,5 pg), 3

ul de inserto, 2 ul de tampédo (Fermentas), 1 pl de T4 DNA ligase (Fermentas) e 11 pl

H.O. A reacéo de ligacdo foi mantida overnight a 4° C.

3.5.4 Preparacgdo de células competentes

O produto da reacédo de ligacao foi transformado em células competentes de E.
coli DH5a preparadas de acordo com o protocolo a seguir (SAMBROOK et al., 1989):
as células E. coli DH5a foram crescidas em 5 mL de meio LB sem antibidtico a 37 °C
por 18 h; no dia seguinte, foram inoculadas em 500 mL de meio LB e mantidas sob
agitacdo de 250 rpm a 37° C, até alcancar uma ODsgy = 0,4; as células foram
transferidas para tubos falcon e deixadas no gelo por 10 min; em seguida, foram
centrifugadas a 3500 rpm por 15 min a 4° C e ressuspendidas em 10 mL de CaCl, 0,1M
gelado, permanecendo no gelo por 30 min; as células foram centrifugadas novamente a
3500 rpm por 15 min a 4° C e ressuspendidas em 4 mL de CaCl, 0,1 M/ 10% de glicerol
gelado; as células foram divididas em aliquotas de 100 ul em microtubos estéreis

gelados, congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas a -70° C.
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3.5.5 Transformacao

As aliquotas de células competentes de DH5a previamente preparadas foram
descongeladas em gelo e suavemente homogeneizadas. Foi adicionada a metade do
volume da ligacdo gelada as células competentes, misturando-se suavemente e
incubando-se no gelo por 30 min. Em seguida, aplicou-se nas células um choque
térmico de 42 °C por 1 min e 30 seg. Apos o choque térmico, as células foram deixadas
no gelo por 3 min e adicionou-se 600 yl de meio LB sem antibi6tico. As células foram
incubadas a 37 °C por 1 h; posteriormente, 100 pl da suspensdo de células foram

semeados em placas contendo LB solido e canamicina (30 pg/ml).

3.5.6 Confirmacéo da presenca de clones positivos

As colbnias resistentes a canamicina foram testadas quanto a presenca do
plasmideo recombinante. A confirmacéo dos clones positivos foi feita tanto através de
PCR, utilizando os primers T7F e T7R, localizados no plasmideo pET28a, quanto por
mini-preparacdo de plasmideo seguida de digestdo. A reacdo de PCR foi feita
diretamente das colGnias resistentes a canamicina como descrito a seguir: 2,75 pl
tampéo 10X (Invitrogen), 1 pl MgCl, 50 Mm, 0,5 pl primer F, 0,5 ul primer R, 0,275 ul
dNTP 10Mm, 0,5 ul Tag DNA Polymerase (Invitrogen) e 19,475 pl H,O. O ciclo de PCR
utilizado foi: 94° C — 5 min; 94° C — 1:30 min, 55° C — 1:30 min, 72° C — 2:30 min (30
ciclos) e 72° C — 5 min. Somente as colénias contendo clones recombinantes, ou seja,
que continham o inserto do tamanho de interesse foram selecionadas para extracao de
DNA plasmidial e posterior seqienciamento.

O isolamento do plasmideo pET28a contendo o gene de interesse foi feito como

descrito no protocolo a seguir:

1. Foi feito um pré-indculo individual da colénia de interesse contendo 3 mL de meio LB
com canamicina (30 pg/mL) overnight com agitagdo a 37° C;
2. A solucédo de bactérias foi transferida para tubo de microcentrifuga e centrifugada por

5 min a 10000 rpm. Ao final da centrifugacao a solucéo sobrenadante foi descartada;
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3. O pellet foi ressuspendido em 100 pl da Solucéo | e vortexado;

4. Adicionou-se 200 pl da Solugéo Il. Misturou-se gentilmente por inversdo por 5
segundos;

5. Adicionou-se 150 pl da Solucéo Ill. Misturou-se gentilmente por inversdo por 10
segundos;

6. Centrifugou-se por 5 minutos a 10000 rpm;

7. Coletou-se solucédo sobrenadante (contendo o DNA plasmidial) para outro microtubo
Eppendorf;

8. Adicionou-se 700 ul de etanol absoluto (100%) e incubou-se por 5 min;

9. Centrifugou-se por 5 minutos a 10000 rpm;

10. Descartou-se o etanol e adicionou-se 500 ul de etanol 70%. Centrifugou-se por 5
minutos a 10000 rpm. Descartou-se o etanol e deixou-se o pellet secando a
temperatura ambiente, ou no dessecador sob vacuo;

11. Ressuspendeu-se o pellet contendo o DNA plasmidial em 30 pl de TE, contendo 10
mg/ml RNAse A.

Solucéo I :
Componente Concentracao Final
Glucose 50 mM glucose

Tris-HCI 1 M, pH 8,0 25 mM Tris-HCI, pH 8,0
EDTA, 0,5M, pH 8,0 10 mM Na,-EDTA

Solucéo Il :

Componente Concentracao Final
NaOH 1N 0,2 M NaOH

SDS 10% plv 1,0% SDS

Fazer essa solucdo imediatamente antes de uso; ndo autoclavar

Solucéo Il :
3 M KOAc, pH 5,5
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3.5.7 Sequenciamento dos clones

ApoOs isolamento, os plasmideos recombinantes foram sequenciados a fim de
verificar se a clonagem havia sido direcional ou em frame e se as sequéncias de
nucleotideos continham algum erro por comparagdo com a sequéncia fornecida pela
TIGR. Pelo menos 3 amostras de clones positivos foram amplificadas, utilizando para
tal os primers do plasmideo pET28a.

A reacgao de sequenciamento foi feita de acordo com o protocolo a seguir: 1,5 pl
plasmideo (~400 ng), 2,5 ul primer (2,5 pmol/ul), 2,0 pl BigDye terminator v3.1 (Applied
Biosystem), 2,0 pl 5x sequencing buffer, 2,0 pl H,O. O ciclo de PCR utilizado foi: 95° C
—2 min; 95° C — 20 seqg, 57° C — 10 seg, 72° C — 4 min (35 ciclos).

3.5.8 Testes de expressao protéica

Células de E. coli para expresséao, linhagens BL21(DE3) e BL21(DE3) pLysS,
foram preparadas para se tornarem competentes e foram transformadas com os
plasmideos recombinantes contendo o gene Afe 0551. As células foram plaqueadas
em meio LB soélido contendo os agentes de selecdo canamicina (30 pg/ml) e
cloranfenicol (34 pg/ml), este ultimo apenas no caso da linhagem BL21(DE3) pLysS,
sendo deixadas overnight em estufa a 37 °C. Uma colbnia de cada tipo de célula foi
escolhida e adicionada a dois diferentes tubos de cultura contendo 2 mL de meio LB
liguido com os mesmos agentes de selecao anteriores. As células foram incubadas em
agitador overnight a 37° C e 250 rpm. Este meio contendo as bactérias multiplicadas é
denominado pré-indculo.

Em 2 erlenmeyers com 30 mL de meio LB e 0s respectivos agentes de selecao
para cada linhagem foram adicionados os pré-inéculos. A densidade éptica dos dois
pré-indculos foi determinada em espectrofotometro a 600 nm (DOggp). OS Novos meios
de cultura foram deixados a 37° C sob agitacdo de 250 rpm até DOggo 0,6. A seguir,
induziu-se a expressao do gene Afe_ 0551 adicionando-se IPTG (Isopropil B-D-1-
Tiogalactopiranosideo) para uma concentracdo final de 1 mM. Os meios de cultura

foram deixados a 37° C e agitacdo de 250 rpm por 4 horas. Em seguida as células
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foram coletadas e centrifugadas a 3000 rpm a 4° C por 15 min. Os sobrenadantes
foram descartados e os precipitados bacterianos (pellets) foram armazenados a -20° C.

O pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de tampéao de lise (Tris-HCI 50
Mm pH 8, 1 Mm de PMSF (Phenylmethylsulfonylfluoride), 100 pg/ml de lisozima e 5%
de glicerol) e transferiu-se a suspenséao para um tubo Eppendorf de 1,5 mL. A solucéo
foi incubada por 40 min em gelo e, posteriormente, sonicada por 5 ciclos de 30
segundos em poténcia 13, com intervalo de tempo entre as sonicagdes suficiente para
o resfriamento. A eficiéncia da sonicacdo pdde ser constatada pela cor translicida e
menor viscosidade da suspensdo. Centrifugou-se a suspensao a 10000 rpm por 10 min
a 4° C. Tanto o sobrenadante (fracdo solavel) quanto o pellet (fracdo insoluvel) obtidos
apos a centrifugacdo foram analisados em gel SDS/PAGE de acordo com LAEMMLI
(1970).

3.5.9 Anélise das amostras em gel de poliacrilamida 15%

O gel de poliacrilamida é composto por duas partes: o gel de separacdo
(resolving gel) que fica na parte inferior e o gel de empacotamento (stacking gel) que
fica na parte superior. O gel de separacdo é composto por Tris-HCI 375 mmol/L pH 8,8;
acrilamida/bisacrilamida 29:1 15% (v/v); SDS 0,1% (m/v); APS (persulfato de amdnio)
0,1% (m/v) e TEMED 0,08% (v/v). O gel de empacotamento Tris-HCI 126 mmol/L pH
6,8; acrilamida/bisacrilamida 29:1 5% (v/v); SDS 0,1% (m/v); APS 0,1% (m/v) e TEMED
0,05% (v/v).

Foi aplicado no gel um volume final de 15 pl (10 yl da amostra mais 5 ul do
tampao de amostra 3X - Tris-HCI 50 mmol/L pH 6,8; glicerol 45% e SDS 2%),
previamente desnaturados por 5 min. O gel SDS-PAGE foi submetido a eletroforese de
120V por 2 horas e, em seguida foi corado em solu¢cdo de Comassie Blue (0,25% de
Comassie Blue, 10% de acido acético e 50% de etanol) por 30 minutos e em seguida
descorado através de trocas sucessivas da solucdo descorante (etanol 10% e acido

acético 5%) ateé visualizac&o e contraste 6timo das bandas no gel.
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3.5.10 Expresséao da proteina em média escala

Para a producéo da proteina codificada pelo gene no l6cus Afe_0551 em larga
escala foram utilizadas bactérias competentes do tipo E. coli BL21(DE3). A
transformacdo e inducdo das células foram feitas conforme descrito anteriormente,
havendo mudancas apenas nas quantidades usadas: foram produzidos 10 mL de pre-
indculo e este foi utilizado na producao de 1 L de cultura bacteriana. Apos 4 horas de
inducdo com IPTG, o meio de cultura foi centrifugado em garrafas de polietileno a 4000
rpm a 4° C por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet guardado a — 20° C
para trabalhos posteriores. A expresséo da proteina foi realizada na presenca de ferro,
sendo que ndo se observou nenhuma mudanca na expressdo pela adicdo deste
elemento.

Para todos os experimentos de expresséao foi feito um controle constituido por
uma aliquota de bactérias crescidas até DOgoo 0.6, porém nao induzidas a super
expressdo com IPTG. Isto foi feito para que se pudesse fazer uma comparacdo de
bandas obtidas entre as fracdes expressas induzidas e ndo-induzidas e também para
gue se pudessem observar quais bandas correspondiam a proteinas de E. coli.

3.5.11 Purificagéo

A purificacdo da proteina foi realizada por IMAC (Immobilized Metal Affinity
Chromatography) com resina de afinidade Ni-NTA (Quiagen, Alemanhd). O pellet
bacteriano foi ressuspendido em 30 mL de tampé&o A de afinidade (tampéao Tris-HCI 50
mmol/L pH 7,2; glicerol 5% (v/v); NaCl 100 mmol/L) contendo 80 pg/mL de lisozima
para auxiliar na lise das bactérias. O extrato foi deixado a 4° C por 1 hora e entdo
submetido a 8 ciclos de sonicacdo de 30 s cada em poténcia 13, em intervalos de
descanso de 1 min em gelo. O extrato foi centrifugado a 15.000 rpm a 4° C por 20 min.
O sobrenadante (fracao solavel) foi incubado com 1 mL de resina de afinidade por 1
hora a 4° C sob agitacdo. A resina foi depositada em coluna de vidro e a proteina foi

eluida com tampéo A contendo concentracdes crescentes de imidazol (5, 10, 20, 50,
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100 e 200 mmol/L). As fracdes eluidas foram coletadas e analisadas por eletroforese
em SDS-PAGE 15%.

3.5.12 Extracéo de corpos de incluséao

Devido a proteina permanecer expressa em maior quantidade na fracédo
insolavel, o pellet obtido no passo anterior foi submetido a um protocolo modificado de
extracdo de corpos de inclusdo. A extracdo dos corpos de inclusdo foi realizada em 3
etapas, sendo uma primeira sonicacdo em tampéao A (tampé&o Tris-HCI 50 mmol/L pH
8.0; glicerol 10% (v/v); NaCl 300 mmol/L, 1 mm EDTA, 1 mmol/L PSMF). Uma segunda
etapa de lise envolveu a lavagem dos corpos de inclusdo em tampéao A acrescido de 2
M de uréia e, finalmente a extracao total dos corpos de inclusdo na presenca de tampéao
A acrescido de 8 M de uréia. O sobrenadante foi incubado com 5 mL de resina de
afinidade por 1 hora a 4° C sob agitacao. A resina foi depositada em coluna de vidro e a
proteina foi eluida com tampé&o A contendo imidazol 500 mM. As fragBes eluidas foram
coletadas e analisadas por eletroforese em SDS-PAGE 15%, para verificar a pureza da
proteina. As fracdes mais puras foram submetidas a dialises sucessivas para o
refolding da proteina.

A renaturacao foi realizada em tampao A com gradiente decrescente de uréia de
6 a 0 M, com adicdo de 2 mM de DTT a temperatura de 4° C. Apds as sucessivas
didlises, a proteina renaturada foi submetida a uma cromatografia de filtracdo em gel,
em coluna Hiload 16/60 pg200 para obtencdo de proteina extremamente pura e
monodispersa. A concentracdo de proteina foi determinada por espectroscopia de
absorcdo UV-VIS em 280 nm utilizando coeficiente de extingdo molar para Afe 0551,

calculado com base na composi¢cao de aminoacidos (KUIPERS e GRUPPEN, 2007).

3.6. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

ApoOs a amostra ser submetida em filtracdo em gel, a mono-dispersividade foi

analizada por Espalhamento dindmico de luz (DLS) utilizando o equipamento DynaPro-
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99 Protein Solutions. A concentracdo da proteina foi 2 mg/ml em buffer Tris-HCI 20 mM
e NaCl 100 mM pH 8 a 25° C. Os parametros hidrodinamicos foram obtidos pelo

software do equipamento.

3.7. Espectrometria de massa

A espectrometria de massa € uma técnica analitica amplamente utilizada para
identificar compostos e determinar sequéncias de aminoacidos de peptideos que
podem ser comparados com sequéncias depositadas em banco de dados. Esta analise
foi utilizada para identificar e confirmar a proteina recombinante expressa e, realizada
no Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). A confirmacéo foi alcancada através
da sequéncia de aminoacidos dos peptideos gerados pela digestao triptica de amostras
e de seus respectivos valores de massas.

As bandas do gel de SDS-PAGE foram incisadas e submetidas a digestdo
triptica de acordo com HANNA et al. (2000). Uma aliquota dessa mistura de peptideos
foi separada por cromatografia em coluna C-18 (100 ym x 100 mm) RP-UPLC
(nanoAcquity UPLC, Waters) acoplado com espectrometria de massa nano-electrospray
em um espectrometro Q-Tof Ultima APl mass (MicroMass/Waters) com velocidade de
fluxo 600 nl/min. O gradiente foi 80% acetonitrila em 0,1% &cido férmico por 45 minutos.
O instrumento foi operado no modo “top three”, no qual um espectro MS foi obtido
seguido por MS/MS do “top three” dos picos detectados com maior intensidade. O
espectro resultante foi processado usando software Mascot Distiller 2.2.1.0, 2008,
Matrix Science (MassLynx V4.1) e comparado contra banco de dados de proteinas

(NCBI) usando o Mascot . Os peptideos obtidos sao apresentados na Tabela 4.

3.8. Medidas de UV-Visivel

Para observar possiveis diferencas entre a proteina recombinante oxidada e

reduzida e caracterizar a presenca dos clusters Fe-S, foi realizada analise por
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espectrofotometro na faixa do UV visivel. As medidas foram feitas a 25° C em
espectrofotometro Tecan Infinite M 200. As amostras de proteina oxidada e reduzida
com concentracdo de 15 uM foram preparadas em buffer 10 mM Tris-HCI contendo 100
mM NaCl, a pH 8. A proteina oxidada foi obtida apds incubacdo com persulfato de

amonio (5 mM) por 30 minutos.

3.9. Experimentos de dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular (circular dichroism CD) mede a
propriedade que uma molécula quiral tem de absorver diferentemente a Iluz
circularmente polarizada a direita e a esquerda (Figura 6). Peptideos e proteinas séo
amplamente estudados por CD, pois eles possuem grandes quantidades de centros
quirais (carbono a) distribuidos ao longo da cadeia principal em hélices alfa, folhas beta,
estruturas desordenadas e voltas denominadas estruturas secundarias. Portanto, é
possivel caracterizar a estrutura secundaria dessas macromoléculas e quantifica-las por
seus espectros de CD. A regido do UV-distante nos espectros de CD entre 180 nm e
260 nm fornece informacdes capazes de caracterizar e discriminar as estruturas
presentes nestas moléculas (CAMPBEL e DWEK, 1984; SREERAMA et al., 1999;
NELSON e COX, 2003).

A espectroscopia de CD em proteinas é uma ferramenta muito utilizada no
estudo de mudancas conformacionais induzidas por interacdes da proteina com
ligantes especificos e solventes, assim como verificar alteracdes ocorridas em funcao
da temperatura, do pH, da forca ibnica e monitorar fenbmenos de desnaturacéo e
renaturacao na interacdo com ligantes (GREENFIELD, 2006). A estimativa do contetdo
da estrutura secundaria de uma proteina é feita com base em um grupo de proteinas de
referéncia que possuem estrutura secundéria e espectros de CD conhecidos.

As medidas de CD foram realizadas a temperatura controlada de 25 °C utilizando
0 espectropolarimetro JASCO J-810 no laboratorio de espectroscopia e calorimetria do
LNLS, na faixa de 195 nm a 260 nm em cubetas cilindricas de quartzo de caminho
Optico de 1 mm. Para medidas no UV préximo, na faixa de 250 nm a 800 nm foram
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utilizadas cubetas cilindricas de quartzo de caminho éptico de 10 mm (para esta medida
a concentracdo de proteina foi de 57 pM). Os espectros de CD foram recuperados
empregando-se médias de 20 varreduras. As contribuicbes dos tampdes foram

subtraidas e os espectros de CD corrigidos a fim de eliminar quaisquer efeitos de ruido.
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Figura-6 (a) principio da técnica de dicroismo circular. (b) espectro de CD de varios tipos de
estrutura secundaria.

A solucdo protéica proveniente da purificacdo em coluna de afinidade
devidamente dialisada e renovelada foi utilizada para analisar a integridade da estrutura
secundéria nas condi¢cbes de extracdo e para monitorar as mudancas conformacionais
induzidas por influéncia do pH através de medidas de CD. A concentracdo das
amostras foi de 9 uM em tampé&o de Tris-HCI 20 mM contendo NaCl 150 mM. As
amostras foram incubadas por 24 h em solu¢des tamponadas a pH variando de 1 a 13.
A elipticidade molar foi calculada de acordo com CORREA e RAMOS, 2008.

Analises preditivas do conteudo de estrutura secundaria a partir da sequéncia de
aminoacidos da proteina codificada pelo gene no locus Afe 0551 foi realizada pelo
programa PHD (Figura 35). As contribuicBes de estrutura secundéaria pelos espectros
de CD da proteina recombinante, foram calculadas utilizando o programa CDNN (ROST
et al., 2004).
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3.10. Experimentos de desnaturacéo térmica

Os estudos de desnaturacao térmica foram caracterizados por CD, na faixa do UV
distante no laboratério de espectroscopia e calorimetria do LNLS. As medidas de CD
foram realizadas em espectropolarimetro Jasco J-810 equipado com sistema
controlador de temperatura usando cubeta de 1 mm de caminho Gptico (certificadas por
Hellma). As amostras incubadas nos diferentes pHs foram utilizadas para medir as
mudancas de elipticidade a 208 nm (ou 222 nm quando for necessario) induzidas pelo
aumento de temperatura de 10° C a 110° C com taxa de aquecimento de 0,5° C por
minuto, obtendo o espectro de CD, média de 20 varreduras a cada 5° C. A
concentracdo de amostra protéica foi mantida a 9 uM.

A temperatura de transicdo aparente entre o estado enovelado a desenovelado
(Tm) em todos os pHSs, foi determinada pela andlise direta do sinal de elipticidade molar
obtido na medida de CD vs temperatura, e a curva resultante ajustada pelo programa

Origin® usando equacao de ajuste sigmoidal.

3.11. Experimentos de desnaturacdo quimica

Os estudos de desnaturacdo quimica foram caracterizados por CD, na faixa do UV
distante no laboratorio de espectroscopia e calorimetria do LNLS. As medidas de CD
foram realizadas em espectropolarimetro Jasco J-810 usando cubeta de 1 mm de
caminho optico (certificadas por Hellma). As amostras incubadas em pH 2, 8 e 12 foram
utilizadas para medir as mudancas de elipticidade a 222 nm induzidas pelo aumento de
guanidina-HCIl de 1 M a 7 M, obtendo o espectro de CD, média de 20 varreduras. A
concentracdo de amostra protéica foi mantida ao redor de 9 puM. As amostras com
concentracdes crescentes de guanidina-HCI foram incubadas por 30 minutos antes da
medida de CD. Os controles foram realizados com tamp&o, adicionando cada
concentracdo de guanidina-HCI utilizada para as amostras, com o objetivo de subtrai-

los dos espectros obtidos nas correspondentes amostras com proteina.
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3.12. Experimentos de Fluorescéncia

A espectroscopia de emissdo de fluorescéncia é largamente utilizada para
caracterizar macromoléculas biolégicas e verificar mudancas conformacionais discretas
no microambiente dos grupos fluorescentes naturais (fluor6foros) como triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). A fluorescéncia destes residuos € altamente sensivel
ao ambiente em que se encontram, por tanto, € possivel monitorar suas alteracdes por
parametros como posicdo do maximo de emissdo (Amax) € rendimento quéantico (@)
devido a acdo de solventes, ligantes, supressores, ions ou agentes solubilizantes
(LAKOWICZ et al., 1999).

As medidas de emissdo de fluorescéncia da proteina recombinante, codificada
pelo gene no locus Afe 0551, foram realizadas no modo estatico utilizando-se o
espectrofluorimetro K2 (ISS Multifrequency Phase Fluorometer), com o objetivo de
analisar possiveis mudancas conformacionais induzidas por influéncia do pH e pela
adicao de ferro. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos a temperatura controlada
de 25 °C. As amostras foram excitadas a 295 nm e a emisséo de fluorescéncia foi
monitorada no intervalo de 300 a 450 nm. A concentracdo das amostras foi de 5 uM em
tampao Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM. Nas medidas foram utilizadas cubetas
retangulares de quartzo de 1 cm de caminho o6tico. A fim de minimizar o efeito de
espalhamento de luz, os espectros de emissao de fluorescéncia dos tampdes foram

subtraidos dos espectros das correspondentes amostras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise de Bioinformatica

Os alinhamentos foram realizados com ajuda dos programas BLASTP e ExpaSy,
sendo que as espécies selecionadas, alinhadas com o programa BioEdit,
apresentaram a maior porcentagem de identidade para cada proteina codificada pelos
genes em estudo.

Identidade é a extensdo em que duas seqiéncias (seja de nucleotideos ou
aminoacidos) sdo invariantes, enquanto que a similaridade é a escala em que as
sequéncias de proteinas sao relacionadas e, esta € baseada tanto na identidade como
na conservacdo. Por ultimo, conservacdo se refere a mudanca na sequéncia de

aminoacidos que preservam as propriedades fisicoquimicas do residuo original.

41.1Genestad A,BeC

Em geral, as proteinas codificadas por estes genes tém varios dominios
conservados. A proteina codificada pelo gene tad A (Figura 7) apresentou sitio ativo
entre os aminoacidos 200 e 375, aproximadamente. As porcentagens de identidade e
similaridade foram de 58,5% a 59,7% e de 71,2% a 73,5% respectivamente. As
proteinas codificadas por tad B (Figura 8) e tad C (Figura 9) apresentaram dominios
conservados pelas funcdes de “pilus assembly” entre os aminoacidos 115 e 290
aproximadamente para a Tad B e entre os aminoacidos 70 e 305 aproximadamente
para a Tad C. As porcentagens de identidade e similaridade encontradas foram entre
34,5%-36% e 51%-56% e 35%-39,5% e 51%-55%, respectivamente.
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Figura-7 Alinhamento mdltiplo da seqiiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no

Os

locus Afe_0403 com proteinas Tad de Ralstonia metallidurans (Rmet_3656),
Burkholderia pseudomallei (BPSL1893), Burkholderia sp. (Bcep18194) e Ralstonia
eutropha (Reut_B5411). Os blocos pretos representam residuos com identidade
entre 80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os cinza claros entre 20% e
40%. O alinhamento dos amino&cidos foi realizado com o programa GeneRun e
editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (2,6e — 9,6e).

géneros de bactérias mais comuns que alinharam com os genes tad de A.

ferrooxidans foram: Ralstonia e Burkholderia. Essas bactérias se caracterizam por sua

adaptacao e sobrevivéncia em ambientes que contém metais pesados. Ralstonia tem

sido utilizada na biorremediac¢éo de sitios contaminados com residuos industriais (NIES,

2000). Por outro lado, espécies de Burkholderia poderiam ser utilizadas na degradacao
de compostos xenobidticos.

42



afedld

NTO4EC1134
NTO1REAZZBE :
NTOL1RMADOSZ
NTO1EB1B09

afedld
NTO4EC1134
NTO1REAZZBE :

NTO1RMADDSZ @ A

NTO1EB1802

afed0d
NTO4EC1134

NTOLIREAZZEA :
NTOLRMAD0SZ & |

NTO1EB1802

H -MMALGLIVSELLLLGI

~MEBATLLLAMMNSGVT 3L ELIBIL ANAQARARKEQADAF VR AQTEQ-VR-- -~ - -~~~ IRYAAGQDPQLOQPARDLERR-=====~
1 MISSASLEIAL IMVELELIMLAARR SR IRAEDARAHLTAQTEQ-VR---------~ ARYATVIDPTEQAATRDLRRR-------
¢ -MELMAWLLGALASIATL, LROARDGARROQASEAFLERQLELR-=========~-~ PGOPEASQAPAARRRLPTSNG-~---~

QCIVOAVHL
QCIVQVIHL

[.
S

LL L
HOLFM G

S

TGLALFITIF

LU F P TER TMIET THL, AR
P LT WP
EMEF RLIVE AW LIMOAGE S YR

LUVGGELEV)
LIVGGEMEVE

SFRQREAFPDALRERLRAFDAHTGRAG---------~ DIESAQDDLLDHARRYEEER---FLLQAEEWL:
RGIOVREGRAHAQRFFDARVGOGARPAABAGD TRTARAP AAGTANPQEFEQGF ARWRA SAFNAL TVLAD)

EVFNQIMRRQQH TPID!A“

EDFLRD
DDLMRD

T VKRS

1 313
HCYAN
308
1309
;308

RHKSYLPKAAIVGLLITL LALL
DEVRAGLVLILATVIULL GM
HRRTYVEWGGPCHL L TIARLA
TRRIYLVVGVEMULAVIGGAT
ROLLLMGVESTPRF LAABVGA GUPAL&WL H

106
114

1101

10z
101

i 226
AT L
) 271

) D2l

a 221

Figura-8 Alinhamento miltiplo da sequiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
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Figura-9

locus Afe_0404 com proteinas Tad de Ralstonia eutropha (Reut_B5412), Ralstonia
metallidurans (Rmet_3657), Burkholderia cenocepacia (Bcen_1044) e Bordetella
bronchiseptica (BB1829). Os blocos pretos representam residuos com identidade
entre 80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os cinza claros entre 20% e
40%. O alinhamento dos aminoacidos foi realizado com o programa GeneRun e
editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (1,2e — 5,6e).
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Alinhamento multiplo da seqiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe 0405 com proteinas Tad de Ralstonia solanacearum (RSp_183),
Burkholderia thailandensis (BTH_12538), Burkholderia mallei (BMA_1286) e
Burkholderia pseudomallei (BPSL1891). Os blocos pretos representam residuos com
identidade entre 80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os tons na cor
cinza claros entre 20% e 40%. O alinhamento dos aminoacidos foi realizado com o
programa GeneRun e editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (1,3e — 9,5e).
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4.1.2 Genes Pilinas e Pilus tipo IV

4.1.2.1 Locus Afe_ 2078

Como pode ser observado na Figura 10, o gene no locus Afe_2078, que codifica

uma pilina tipo IV, apresenta um grau de conservacdo muito baixo, sendo que a

porcentagem de identidade ficou entre 25,7%-33,7% e a porcentagem de similaridade

entre 42,3%-48,9%. Entre as espécies que apresentaram similaridade com a proteina

de A. ferrooxidans esta Pelobacter carbinolicus que € um microrganismo redutor de

metal capaz de oxidar enxofre elementar tendo o ion férrico como Unico elemento

aceptor de elétrons (LOVELEY et al., 1995). Provavelmente, a baixa identidade

encontrada para esta proteina, seja devida a que as Pilinas estdo relacionadas com

cada grupo de bactérias, de acordo, com o ambiente e as propriedades fisioldgicas,

como patogenicidade, que compartilham (LU et al., 1997). Assim sendo, A. ferrooxidans

seria uma espécie pouco relacionada com as outras espécies no alinhamento.
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Figura-10 Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no

locus Afe 2078 com pilinas tipo IV de Dechloromonas aromatica (Daro_3038),
Pelobacter carbinolicus (Pcar_2380), Geobacter metallireducens (Gmet_0760),
Legionella philadelphia (Lphi_0663). Os blocos pretos representam residuos com
identidade entre 80% e 99%, 0s cinza escuros entre 40% e 60% e os cinza claros
entre 20% e 40%. O alinhamento dos aminoacidos foi realizado com o programa
GeneRun e editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (0,5e — 4,1e).
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4.1.2.2 Locus Afe_2301

O gene no locus Afe 2301 também codifica uma pilina tipo IV. Todas as

espécies relacionadas, incluindo A. ferrooxidans, compartilharam a funcéo atribuida no

blast como proteina PilM (Figura 11) envolvida na formacé&o de pilus. A percentagem de

identidade e similaridade ficou ao redor de 40% e entre 56% e 58%, respectivamente.

Entre as espécies incluidas no alinhamento de proteinas, Polaromonas € a mais

proxima de A. ferrooxidans por sua capacidade de oxidar compostos inorganicos de

enxofre, acoplando este metabolismo ao processo de remogéo de nitrogénio, podendo

ter como substrato sulfetos como a pirita (BELLER et al., 2006). Espécies do género

Azoarcus sao capazes de degradar compostos aromaticos, benzeno e tolueno (RABUS

et al., 2005), podendo remediar sitios contaminados por gasolina.
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Figura-11 Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no

locus Afe_2301 com pilinas tipo IV de Thiobacillus denitrificans (Tden_0202),
Azoarcus sp. (Azoa_2266), Polaromonas sp. (Polar_0781) e Nitrosococcus oceani
(Noc_0247). Os blocos pretos representam residuos com identidade entre 80% e
99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os tons cinza claro entre 20% e 40%. O
alinhamento dos aminoacidos foi realizado com o programa GeneRun e editado pelo
programa BioEdit. O e-value foi (1,3e — 9,3e).
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4.1.2.3 Genes PilT 1-2, loci Afe_2763 e Afe_2764

O loci Afe_2763 e Afe_2764 se encontram em cluster. As proteinas codificadas
por estes genes sao identificadas como PilT1 e PilT2, respectivamente, tendo como
func@o um tipo de mobilidade especial por deslizamento, na qual as bactérias podem se
deslocar sobre a superficie de um substrato sélido. O locus Afe 2763 apresentou
percentagens de identidade entre 59%-60,5% e similaridade entre 77%-80%, sendo
que todas as espécies relacionadas coincidiram em ter mobilidade por deslizamento,

funcado altamente conservada (Figura 12).
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Figura-12 Alinhamento mdultiplo da seqiiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe_2763 com proteinas PilT de Azoarcus sp. (Azoa_1772), Thiobacillus
denitrificans (Tden_2420), Pseudomonas aeruginosa (Paeur_396) e Methylobacillus
flagellatus (Mfla_2106). Os blocos pretos representam residuos com identidade entre
80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os tons cinza claro entre 20% e
40%. O alinhamento dos amino&cidos foi realizado com o programa GeneRun e
editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (1,2e — 5,9e).
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Figura-13 Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe 2764 com proteinas PilT de Thiobacillus denitrificans (Tden_2419),
Azoarcus sp. (Azoa_1770), Dechloromonas aroméatica (Daro_3883) e Nitrosococcus
oceani (Noc_3004). Os blocos pretos representam residuos com identidade entre
80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e os tons cinza claro entre 20% e
40%. O alinhamento dos amino&cidos foi realizado com o programa GeneRun e
editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (3e — 4,8e).

A proteina codificada pelo gene no locus Afe_2764 apresentou percentagens de
identidade e similaridade maiores que a anterior. Isto €, 72%-74% de identidade e
83,5%-84,5% de similaridade. O sitio ativo da proteina esta localizado entre os

aminoacidos 120 e 320, aproximadamente (Figura 13).

4.1.2.4 Gene msrA, locus Afe_0163

O gene (msrA), locus Afe 0163 codifica uma metionina-S-sulfoxido redutase.
Esta enzima catalisa a reducdo irreversivel da proteina metionina sulfoxido, a qual tem
como funcdo principal proteger a célula do estresse oxidativo restaurando as
propriedades bioldgicas das proteinas alvo. Além desta fungcdo, a MsrA parece estar
envolvida no reconhecimento de atomos de enxofre no substrato e na quebra de pontes

tiol-dissulfeto, sendo que nestas reacbes € liberada uma molécula de metionina
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(BOSCHI-MULLER et al., 2001). A proteina apresentou percentagens de identidade e
similaridade entre 58%-61% e 71%-75,5%, respectivamente (Figura 14).

Entre as espécies relacionadas se encontram Thiobacillus denitrificans e os
géneros Alcanivorax e Rhodopseudomonas. No género Alcanivorax, A. borkumensis
tem sido a espécie mais estudada por sua capacidade de transformar uma ampla
variedade de hidrocarbonetos sendo, provavelmente, a bactéria mais importante na
degradacdo de petrdleo (SCHNEIKER et al., 2006). As bactérias do género
Rhodopseudomonas séo fototroficas e vivem em diversos solos e ambientes marinhos.
A espécie mais representativa, R. palustris, se caracteriza por degradar diferentes
compostos aromaticos para formar lignina e, além disso, transforma nitrogénio em
amonio e hidrogénio (YASUHIRO et al., 2003).
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Figura-14 Alinhamento multiplo da seqiiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe_0163 com proteinas MsrA de Alcanivorax borkumensis (ABO_1530),
Rhodopseudomonas  palustris  (RPB_1517), Rhodopseudomonas  palustris
(RPA_4070) e Thiobacillus denitrificans (Thd_2632). Os blocos pretos representam
residuos com identidade entre 80% e 99%, os cinza escuros entre 40% e 60% e o0s
cinza claros entre 20% e 40%. O alinhamento dos aminoacidos foi realizado com o
programa GeneRun e editado pelo programa BioEdit. O e-value foi (3,2e — 9,5e).

48

: 117
: 128
t 147
: 193
t 147



4.1.3 Genes cluster Fe-S

4.1.3.1 Locus Afe_0350

O gene no locus Afe_0350 codifica uma proteina ligante de cluster Fe-S, tendo
como funcgéo principal o metabolismo energético. Os clusters Fe-S sdo encontrados em
uma variedade de proteinas tais como ferredoxinas, hidrogenases, nitrogenase, entre
outras. Os clusters Fe-S também sdo conhecidos por participar em reacdes de 6xido-
reducdo (JOHNSON et al, 2005). A proteina codificada pelo locus Afe 0350
apresentou percentagens de identidade entre 69%-71% e de similaridade entre 77,5%-
83%. Nesta analise, as proteinas das espécies selecionadas que alinharam com maior
porcentagem de identidade tiveram funcdo de ferredoxina, apresentando sitio ativo
entre 0s aminoacidos cisteinas, sendo que sdo requeridas 8 cys para ligar 8 atomos de
Fe (Figura 15). As ferredoxinas sado proteinas acidas, sollveis e de baixo peso
molecular, que transportam elétrons em varios sistemas redox, condi¢cdes interessantes
para futuras pesquisas em biolixiviacdo. As espécies bacterianas relacionadas foram:
Nitrosomonas europaea, Burkholderia cenocepacia, Chromobacterium violaceum.
Nitrosomonas europaea € uma bactéria que oxida amoénio a nitrato. Chromobacterium
violaceum é uma espécie que tem um metabolismo versatil, sendo capaz de produzir
biossurfactantes. Além disso, possui varias proteinas envolvidas no metabolismo de
ferro (HUNGRIA et al., 2004).
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Figura-15 Alinhamento multiplo da seqiiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe_0350 com proteinas pertencentes ao cluster Fe-S de Nitrosomonas
europaea (Neur_0967), Burkholderia cenocepacia (Bcen_2192), Chromobacterium
violaceum (CViol_4201) e Pseudomonas syringae (Psyr_0416). Os blocos pretos
representam residuos com identidade entre 80% e 99%, os cinza escuros entre 40%
e 60% e os tons cinza claro entre 20% e 40%. O alinhamento dos aminoé&cidos foi
realizado com o programa GeneRun e editado pelo programa BioEdit. O e-value foi
(2,4e - 7,1e).
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4.1.3.2 Locus Afe_0547

O gene no lécus Afe 0547 codifica uma proteina ligante de cluster Fe-S. As
percentagens de identidade e similaridade foram entre 33,5%-43% e 47,5%-68%
respectivamente (Figura 16). Esta proteina tem func¢des atribuidas de ferredoxina e
hetero-dissulfeto redutase, apresentando sitio de ligacdo aos clusters com as cisteinas,
sendo que sao requeridas 8 cisteinas para ligar 8 atomos de Fe. A enzima hetero-
dissulfeto redutase pertence a familia das oxidoredutases que especificamente utilizam
o enxofre como doador de elétrons, com o NAD ou NADP como aceptores. Os
microrganismos relacionados foram: Methanosarcina barkeri, Methanospirillum

hungatei, Carboxydothermus hydrogenoformans e Moorella thermoacetica.
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Figura-16 Alinhamento multiplo da seqiiéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no
locus Afe_0547 com proteinas pertencentes ao cluster Fe-S de Methanosarcina
barkeri (Mbar_A1953), Moorella thermoacetica (Moth_0809), Methanuspirillum
hungatei (Mhun_1836) e Carboxydothermus hydrogenoformans (Chy_0927). Os
blocos pretos representam residuos com identidade entre 80% e 99%, os cinza
escuros entre 40% e 60% e os cinza claros entre 20% e 40%. O alinhamento dos
aminodcidos foi realizado com o programa GeneRun e editado pelo programa
BioEdit. O e-value foi (1,e — 8,6e).

4.1.3.3 Locus Afe_0551

A proteina codificada pelo gene no I6cus Afe_0551 ligante de cluster Fe-S. Com

uma percentagem de identidade entre 34,5%-90% (Figura 17), a proteina apresentou
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motivos altamente conservados para a funcéo de hetero-dissulfeto redutase, sendo que

as cisteinas requeridas na ligacdo dos clusters de Fe-S também foram totalmente
conservadas (MANDER et al., 2004).
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Figura-17 Alinhamento multiplo da sequéncia deduzida da proteina codificada pelo gene no

O

locus Afe 0551 com proteinas pertencentes ao cluster Fe-S de Acidithiobacillus
caldus (ACA_2420), Thioalkalivibrio sp. (Tgr7_2212), Rhodobacter sp. (Rsw2_3300),
Hyphomicrobium denitrificans (Hden_2630), Hydrogenivirga sp. (HG_18434),
Hydrogenobaculum sp. (HYO_1078) e Sulfolobus solfataricus (Ssol 2103). Os
blocos pretos representam residuos com identidade entre 80% e 99%, os cinza
escuros entre 40% e 60% e os cinza claros entre 20% e 40%. O alinhamento dos
aminodcidos foi realizado com o programa GeneRun e editado pelo programa
BioEdit. O e-value foi (3e — 7,5e).

resultado do alinhamento mostrou proteinas ortdlogas de varios

microrganismos, 0s quais compartilharam o mesmo substrato energético, ou 0 mesmo

ambiente de A. ferrooxidans. As espécies relacionadas foram: A. caldus e Sulfolobus

solfataricus, que habitam ambientes acidofilos e utilizam compostos reduzidos de

enxofre como fonte energética (OKABAYASHI et al., 2005). Microrganismos termofilos

da ordem Aquificales, que podem oxidar hidrogénio e enxofre, entre eles a espécie
termo aciddfila Hydrogenobaculum (REYSENBACH et al., 2009). Rhodobacter sp. que

oxida ions ferrosos e pode utilizar hidrogénio, acetato e piruvato como substratos para o
crescimento (EHRENREICH e WIDDEL, 1994). Thioalkalivibrio que é uma alkaldfila
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facultativa, extremadamente tolerante a sal e que utiliza compostos reduzidos de
enxofre (tiosulfato, tetrationato) como fonte de energia (BANCIU et al., 2004).
Hyphomicrobium que utiliza metanol e formato para o crescimento; esta espécie
também é eficiente em denitrificacdo e metanogénese (HOLM et al., 1996).

Apesar de que em todas as espécies antes citadas, o alinhamento baseado na
sequéncia da proteina atribui a funcdo de hetero-dissulfeto redutase, esta funcédo néo
tem sido descrita nesses microrganismos. Além disso, estudos funcionais e estruturais
dessa proteina ndo tém sido reportados. Porém, caracterizacfes enzimaticas de hetero-
dissulfeto redutases e vias metabdlicas envolvendo hidrogénio, diéxido de carbono,
formato, metanol e acetato, tém sido estudadas em microrganismos metanogénicos
(SIMIANU et al., 1998; ABKEN et al., 1998).

A enzima hetero-dissulfeto redutase (HDR) foi inicialmente isolada e analisada a
partir de metano archaeas crescendo em ambientes enriquecidos com H; e CO..
Nessas condi¢Ges, a reacdo de HDR € conectada a geragcdo de gradientes ibnicos
eletroquimicos essenciais para conservacao de energia em metanogénese (SIMIANU et
al., 1998). A deslocacéo de protons € acoplada a via de transporte de elétrons e sintese
de ATP envolvendo a acdo de HDR. Esta reagéo foi demonstrada quando o doador de
elétrons é hidrogénio (DEPPENMEIER et al., 1991) ou dioxido de carbono
(DEPPENMEIER et al., 1996).

Em microrganismos acidofilos, o ApH através da membrana citoplasmatica &
ligado a bioenergética celular, j& que € o principal contribuinte da for¢ca préton motora
(PMF). A PMF é uma medida do estado energético da membrana celular, que resulta
de uma separacéo de cargas entre o citoplasma e o meio externo, e que é criado pelo
potencial de membrana e o gradiente de pH através da membrana (BAKER-AUSTIN e
DOPSON, 2007). Quando o hidrogénio molecular esta presente no meio, a proteina de
membrana “hidrogenase F420” forma canais para transferir elétrons desde citocromos
tipo-b até hetero dissulfeto redutases, as quais reduzem o ultimo aceptor de elétrons.
Este sistema de transporte de elétrons é chamado de “H,: hetero dissulfeto
oxidoredutase”, e €& acoplado a movimento de prétons atraves da membrana

citoplasmatica. Finalmente, as reacfes que conectam a deslocacdo de prétons,
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resultam em um gradiente eletroquimico que é utilizado para sintese de ATP (IDE et al.,
1999).

De acordo com BRASSEUR et al. (2002) e VALDES et al. (2008), o fluxo reverso
de elétrons para producdo de NADH pela via de oxidagdo de ions ferrosos em A.
ferrooxidans, é conduzido pela for¢a proton motora (PMF) através da membrana, a qual
deriva da acidez do ambiente. Portanto, A. ferrooxidans pode explorar a PMF do seu
ambiente para gerar forcas redutoras e acopla-las em reacbes redox. Apesar deste
sistema de transporte de elétrons néo ter sido amplamente descrito nesta bactéria, este
provavelmente ocorre em microrganismos acidofilos.

Em resumo, a andlise de bioinformética revelou diferencas nos graus de
conservacao das proteinas codificadas pelos genes avaliados. Em geral, as espécies
de microrganismos cujas proteinas alinharam com as de A. ferrooxidans, estdo

envolvidas na remediagdo de sitios contaminados por compostos xenobioticos.

4.2. Anélise da expresséao dos genes por PCR em tempo real

4.2.1 Células livres apds 1 e 20 dias de incubacdo com calcopirita

Foi analisada a expressdo por PCR em tempo real, dos genes envolvidos em
adesao e reconhecimento de grupos tidis em células de A. ferrooxidans LR mantidas
por 1 e 20 dias na presenca de calcopirita. Apds o tratamento dos dados obtidos por
PCR em tempo real, foram conseguidas as médias e os desvios padrdo para cada um
dos genes avaliados (Figura 18). A partir desses dados foi realizada uma analise
estatistica utilizando o estatistico t-student, obtendo-se um perfil de inducéo, represséo
ou inalterabilidade de cada gene em relacdo ao controle. Sendo assim, com uma
confianga de 95%, valor P < 0,05 indica indug&o ou repressao do gene e valor P > 0,05

indica que a expressao esta inalterada.
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PCR emtempo real, 24h de incubagao com calcopirita

2,5
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Figura-18 Padréo de expresséo génica por PCR em tempo real, quando A. ferrooxidans LR foi
colocado em contato com calcopirita por 1 dia. Os dados representam a média (trés
replicas) da expressdo génica em relagdo a condigdo controle (células crescidas
em sulfato ferroso e auséncia de sulfeto). A expressdo do ferro no controle foi
considerada 1.

As analises de expressdo génica com 20 dias de incubacdo na presenca de
calcopirita revelaram diferencas mais significativas quando comparadas com 1 dia de
incubacéo e, além disso, os niveis de expressao entre os genes foram bem diferentes.
Como pode ser observado na Figura 14, a expressdao dos genes tad A, B e C foi
inalterada. Por outro lado, entre os genes que codificam pilus tipo 1V, o gene Afe 2078
foi reprimido e o gene Afe_2301 foi inalterado. Entre os genes que codificam as
proteinas PilT, Afe_2763 foi reprimido e Afe 2764 foi inalterado. O gene msrA ficou
reprimido e entre 0s genes que codificam proteinas do cluster Fe-S, Afe 0350 ficou
inalterado e Afe_0547 e Afe_0551 ficaram reprimidos.

A Figura 19 mostra os resultados da expressao dos genes tad, na qual tad A
ficou inalterado e tad B e C foram induzidos sendo que o tad C foi o mais expresso.
Estes resultados podem indicar que depois de 20 dias, as células estdo sintetizando
pilus com o possivel objetivo de aderir ao substrato ou de se adaptar a uma nova
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condicdo. Contudo, a expressao inalterada do gene (tad A) que codifica a proteina que
fornece a energia para a formagéo dos pilus (ATPase) sugere que esta funcdo € inibida
ou nao pode ser cumprida neste momento. As diferencas de expressao entre os genes
tad B e C poderia sugerir que a proteina Tad C € mais importante ja que ela estabiliza
outras proteinas do sistema Tad e da formacéo de pilus, além disso, provavelmente sua

alta expressao esta relacionada com condi¢des de estresse por agitacéo.

PCR emtempo real, 20 dias de incubagdo com calcopirita.
Genestad A B, C
’ m Media
140
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©
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Figura-19 Padrdao de expressdao por PCR em tempo real dos genes tad, quando A.
ferrooxidans LR foi colocado em contato com calcopirita por 20 dias. Os dados
representam a média (duas réplicas) da expressao génica em relacdo a condicdo
controle (células crescidas em sulfato ferroso e auséncia de sulfeto). A expressao
do ferro no controle foi considerada 1.

Os genes que codificam as proteinas pilus tipo IV e PIlT também revelaram
diferencas de expresséo. A Figura 18 mostra que entre os genes que codificam pilus
tipo 1V, Afe_2078 ficou inalterado enquanto Afe_2301 foi induzido. Entre os genes que
codificam pilinas PilT, Afe_2763 ficou inalterado e Afe_2764 foi induzido. Os genes que
foram induzidos podem ser importantes no processo de adesédo ou na formagédo de
estruturas para aderir A. ferrooxidans ao substrato. Estes genes apresentaram valores
de expressdao menores quando comparados com os tad B e C, (Figuras 19 e 20). Estes

resultados poderiam estar indicando que nas condicOes avaliadas, as células estdo
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procurando sintetizar pilus para tentar aderir ou se movimentar até o minério; no

entanto, a velocidade de agitacdo (250 rpm) pode estar dificultando o processo.

PCR emtempo real, 20 dias de incubagdo com calcopirita.
Pilinas e Pilus tipo IV.
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Figura-20 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real dos genes que codificam pilinas e
pilus tipo IV, quando A. ferrooxidans LR foi colocado em contato com calcopirita por
20 dias. Os dados representam a média (duas réplicas) da expressao génica em
relagdo a condicdo controle (células crescidas em sulfato ferroso e auséncia de
sulfeto). A expresséao do ferro no controle foi considerada 1.

Os valores de expressao do gene msrA e cluster Fe-S sdo mostrados na Figura
21. O gene msrA ficou inalterado, Afe_0350 foi induzido, Afe_0547 ficou inalterado e
Afe_0551 foi induzido. Possiveis explicacdes para estes resultados seriam: de um lado,
as células com 20 dias de incubag¢do com calcopirita se encontram estressadas e 0s
genes que ficaram induzidos poderiam estar exercendo o papel de protecdo contra o
estresse oxidativo.

Por outro lado, esses mesmos genes também tém fun¢bes de transferéncia de
elétrons no metabolismo de Fe e S. Assim, a inducdo pode indicar um possivel
metabolismo destes elementos. Por Ultimo, alguns trabalhos mostram que
possivelmente estes genes tém fungdes de reconhecimento de grupos tidis (BHAYA et

al., 2000; LEITE et al., 2002; KILLEY e BEINERT, 2003) e assim sendo, eles poderiam
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estar desempenhando este papel, ajudando as células na identificacdo de grupos —SH
na superficie do substrato.

PCR emtempo real, 20 dias de incubagéo com calcopirita.
Cluster Fe-S.
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Figura-21 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real do gene msrA e dos genes que
codificam proteinas do cluster Fe-S, quando A. ferrooxidans LR foi colocado em
contato com calcopirita por 20 dias. Os dados representam a média (duas réplicas)
da expressao génica em relacdo a condicdo controle (células crescidas em sulfato
ferroso e auséncia de sulfeto). A expressao do ferro no controle foi considerada 1.

4.2.2 Células livres e aderidas apés 2 h de incubagdo com calcopirita (indculo

obtido com 60% de oxidacdo de Fe®")

A expressdo dos genes foi analisada por PCR em Tempo Real, em células
crescidas em ferro (controle) e em células livres e aderidas ap6s 2 h de incubagcdo com
calcopirita. O inoculo utilizado para este experimento foi obtido apés 60% de oxidacéo
de Fe?.

A Figura 22 mostra os resultados de expressao dos genes tad em células livres e
aderidas. Como pode ser visto a expressdo foi maior nas células livres. A menor
expressao nas células aderidas pode indicar que as células néo estdo sintetizando

pilus, uma vez que elas ja se encontram aderidas.
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Células livres e aderidas (2h de incubacédo). Genes tad A,
B,C. 60% de oxidacao de Fell
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Figura-22 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real dos genes tad, em células livres e
aderidas apoés 2 h de incubacgéo de A. ferrooxidans LR (indculo obtido com 60% de
oxidacdo de Fe?) com calcopirita. Os dados representam o resultado de trés
réplicas.

A Figura 23 mostra os resultados obtidos dos genes Afe 2078, Afe 2301,
Afe_2763 e Afe_2764. Como observado para o0s genes tad, 0s niveis de expressdo em
células livres foram significativamente maiores do que em células aderidas. Estes
resultados estdo apoiados pelo teste estatistico, que mostra diferengas significativas
entre as células livres e aderidas (Tabela 3). O alto nivel de expressdo do gene
Afe_2078, em comparacdo com 0S outros genes, pode sugerir que esse pilus tipo IV,
codifica para uma subunidade de pilina, que tem que estar muito expressa para

preparar a célula na montagem do pilus.
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Células livres e aderidas (2h de incubagé&o). Pilinas e Pilus
tipo IV. 60% de oxidacéo de Fell
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Figura-23 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real dos genes que codificam pilinas e
pilus tipo 1V, em células livres e aderidas apds 2 h de incubacgéo de A. ferrooxidans
LR (in6culo obtido com 60% de oxidacdo de Fe®") com calcopirita. Os dados
representam o resultado de trés réplicas.

A Figura 24 mostra os resultados de expressdo do gene msrA e dos genes que
codificam proteinas do cluster Fe-S em células livres e aderidas. Novamente, a
expressao em células livres foi muito maior do que em células aderidas. Por outro lado,
foram observadas diferencas significativas de expresséo entre 0s genes, sendo que 0s
genes Afe_0547 e Afe_0551 apresentaram 0s maiores niveis de expressdo. A alta
expressao destes genes sugere a importancia deles para a célula, provavelmente no
processo de adesdo e mais ainda no reconhecimento de grupos tidis ou na identificacéo
de grupos —SH na superficie do substrato. O papel que estes genes desempenham na
protecdo da célula ao estresse oxidativo pode estar menos ativo nesta condi¢cdo, uma
vez que com 2 horas de incubacdo com calcopirita, 0 estresse deve ser muito menor

quando comparado com 20 dias de incubacgéo.
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Células livres e aderidas (2h de incubacao). Cluster Fe-S.
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Figura-24 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real do gene msrA e dos genes que
codificam proteinas pertencentes ao cluster Fe-S, em células livres e aderidas apos
2 h de incubacao de A. ferrooxidans LR (in6culo obtido com 60% de oxidagédo de
Fe?") com calcopirita. Os dados representam o resultado de trés réplicas.

De forma geral, parece que o processo de adesao e reconhecimento de grupos
tidis é favorecido nas primeiras horas de incubacdo com calcopirita, tempo no qual,

provavelmente, as células estdo mais aptas para aderir ao minério.

4.2.3 Células livres e aderidas ap6s 2 h de incubacdo com calcopirita (inéculo

obtido com 80% de oxidacdo de Fe®)

Com o objetivo de se comparar a expressao dos genes com inéculo obtido apos
diferentes tempos de fase logaritmica de crescimento (60% e 80% de oxidac&o de Fe?")
foi realizada analise por PCR em Tempo Real, em células crescidas em ferro (controle)
e em células livres e aderidas ap6s 2 h de incubacdo com calcopirita. O indculo

utilizado para este experimento foi obtido apds 80% de oxidacéo de Fe**.
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A partir destes dados foi realizada uma analise estatistica (Tabela 3) utilizando o
Tukey test, determinando-se a existéncia de diferencas significativas entre as células
(crescidas em ferro, livres e aderidas) e entre as percentagens de oxidacéo de Fe®":
60% e 80%.

Células livres e aderidas (2h de incubacgéo). Genes tad A B,C. 80%
oxidacéo de Fell
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m Med.Liv 10,68 11,01 9,06
0 Med.Ad 3,854 4,378 3,371
Genes

Figura-25 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real dos genes tad, em células livres e
aderidas ap6s 2 h de incubagéo de A. ferrooxidans LR (in6culo obtido com 80% de
oxidacdo de Fe?") com calcopirita. Os dados representam o resultado de trés
réplicas.

Como pode ser observado na Figura 25, os resultados de expressdo em células
livres e aderidas dos genes tad, revelou um comportamento diferente quando
comparado com o experimento de indculo obtido apds 60% de oxidacdo de Fe?*. Neste
caso, com o indéculo obtido ap6s 80% de oxidacdo de Fe®", as células livres e as células
crescidas em ferro (controle), tiveram os niveis de expressdo similares, em tanto que
nas células aderidas a expressao foi menor. Estes resultados estdo apoiados pelo teste
estatistico, que mostra diferencas significativas entre as células livres e aderidas
(Tabela 3).
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Tabela 3- Média da expressédo génica de cada cultivo: células crescidas em ferro (Fe), células
livres (Lv) e células aderidas (Ad) nos experimentos de 60% e 80% oxidacdo de
Fe®. Com uma confianca de 95%, a designacdo de uma mesma letra ndo difere
estatisticamente entre si. *teste F:diferencas significativas a 5%.

60% oxid. Fe®"

80% oxid. Fe?"

Gene Fe Tk lv Tt Ad T.tk Fe Ttk Lv Ttk Ad Ttk

Afe_0403 | 7,85 AB 20,6 A 7,26 B 9,77 A 10,68 A 3,85 B
Afe_0404 | 5, 56 B 20,18 A 6,29 B 9,45 A 11,00 A 4,38 B
Afe_0405 | 5,63 B 1623 A 537 B 807 A 906 A 337 B
Afe 2078 | 27,37 B 131 A 32,08 B 25 A 29,7 A 5,28 B
Afe 2301 | 8,75 B 2565 A 841 B 732 A 82 A 393 B
Afe 2763 | 12,13 B 45,88 A 14,81 B 32,6 A 25 A 4,5 B
Afe 2764 | 6,01 B 3047 A 695 B 154 A 168 A 511 B
Afe 0163 | 12,2 B 28,3 A 8,05 B 26,4 A 19,2 A 4.4 B
Afe_0350 | 12,7 B 34,91 A 9,32 B 8,9 A 9,2 A 3,2 B
Afe_0547 | 58,63 B 212 A 40,38 B 42,9 A 48 A 51 B
Afe 0551 (44,36 B 1179 A 2912 B 606 A 49 A 38 B

A Figura 26 mostra os resultados obtidos dos genes pilinas e pilus tipo IV.

Novamente, como o0 observado para os genes tad, o nivel de expressdo das células

controle (crescidas em ferro) e as células livres foi alto, enquanto que nas células

aderidas foi menor. Porem, o gene Afe_2078 apresentou uma expressao muito menor

quando comparado com a condicdo de 60% de oxidacdo de Fe*".
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Células livres e aderidas (2h de incubacgéo). Pilinas e pilus tipo V. 80%
oxidacao de Fell
® Med.Fe @ Med.Liv 0 Med.Ad
40,000
35,000
8 30,000
§ 25,000 1
g 20,000 -
g 15,000 -
2 10,000 I
" 5000 |
0,000 - 2078 2301 2763 2764
W Med.Fe 25,032 7,325 32,587 15,407
W Med.Liv 29,69 8,18 24,94 16,84
O Med.Ad 5,278 3,930 4,532 5,114
Genes

Figura-26 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real dos genes que codificam pilinas e
pilus tipo 1V, em células livres e aderidas apds 2 h de incubacao de A. ferrooxidans
LR (in6culo obtido com 80% de oxidacdo de Fe?") com calcopirita. Os dados
representam o resultado de trés réplicas.

Os resultados obtidos para os genes pertencentes ao cluster Fe-S sé&o
apresentados na Figura 27. Para estes genes, foi observado o0 mesmo comportamento
anteriormente descrito para 0s outros genes, sendo que o nivel de expressdo das
células controle (crescidas em ferro) e as células livres foi alto, entanto que nas células
aderidas foi menor. Os genes Afe_0547 e Afe_0551 apresentaram elevados valores de
expressao. No entanto, estes valores foram menores quando comparados com a
condicdo de 60% de oxidacdo de Fe®*. Este resultado confirma a importancia destes
genes no processo de adesao.

Em geral, os valores de expressao de todos os genes, tanto em células livres
como aderidas, foi menor na condicdo de in6culo obtido ap6s 80% de oxidacdo de Fe?,
comparado com a condicdo de 60% de oxidacdo de Fe?*. O menor nivel de expressdo
dos genes poderia estar relacionado com a fase de crescimento, ja que em condi¢des
de cultura mais “velhas”, ha um incremento de estresse por metabdlitos secundarios,

como o ion férrico, por diminuicdo de nutrientes, por competéncia, por diminui¢cdo de
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espaco, entre outros. Os resultados sugerem também, que o indculo mais “jovem”, ou

seja, no comeco da fase de crescimento logaritmica (60% de oxidacéo de Fe?"), é mais

apto para aderir ao minério, indicado pela maior expressao dos genes envolvidos em

adesao.
Células livres e aderidas (2h de incubacéo). Cluster Fe-S. 80% oxidacao
de Fell
m Med.Fe m Med.Liv 0 Med.Ad
70,000
60,000
8 50,000
c
& 40,000
Q
'3 30,000
(0]
S 20,000 -
L
10,000 A
0,000 - 163 350 547 551
B Med.Fe 26,371 8,879 42,924 60,563
W Med.Liv 19,18 9,21 47,97 48,78
O Med.Ad 4,378 3,166 5,100 3,839
Genes

Figura-27 Padrdo de expressdo por PCR em tempo real do gene msrA e dos genes que
codificam proteinas pertencentes ao cluster Fe-S, em células livres e aderidas
apos 2 h de incubacéo de A. ferrooxidans LR (inoculo obtido com 80% de oxidacéo
de Fe?") com calcopirita. Os dados representam o resultado de trés réplicas.
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Figura-28 Possivel mecanismo de reconhecimento de grupos tiol em calcopirita. Hp: pontes de
hidrogénio. Modificado de LEITE et al. 2002.

Na Figura 28 é representada a hipotese do possivel mecanismo de
reconhecimento de grupos tiois ou grupos carregados positivamente, por proteinas de
A. ferrooxidans sobre a superficie de calcopirita. Considerando que em meio acido a
calcopirita possa expor grupos tiol (S-H*) e/ou (S-Fe"), apesar da sua refratariedade e
insolubilidade (BEBIE et al., 1998), bactérias do tipo A. ferrooxidans poderiam ter
estratégias tanto para auxiliar a adesdo como para ganhar elétrons. Dentre essas
proteinas, as pilinas seriam candidatas para auxiliar a adesao, e as de cluster Fe-S
poderiam ajudar tanto no reconhecimento desses grupos carregados positivamente,
como na transferéncia de elétrons desde o sulfeto. Uma vez as células aderidas, a
producdo de EPS e consequente formacao de biofilme seriam consolidadas, sendo que
alguns céations como Ca e Mg poderiam estar envolvidos na ligacdo entre as células
(LEITE et al., 2002).
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4.3. Resultados Expresséo, purificacdo e caracterizacdo da proteina cluster Fe-S
codificada pelo gene no locus Afe_0551 de  Acidithiobacillus ferrooxidans.

4.3.1 Expresséo

Devido aos resultados de expressdo génica apresentados, nos quais varios
genes mostraram uma inducdo significativa na presenca de calcopirita, foi escolhido o
gene no loécus Afe_0551 para a expressao e purificacdo da proteina codificada por este
gene, em uma série de estudos futuros que visam o possivel melhoramento do
processo de biolixiviagao.

O gene de interesse Afe 0551 foi amplificado a partir de DNA gendmico de A.
ferrooxidans LR e ATCC e em seguida purificado em gel de agarose 1,5 % como pode
ser observado na Figura 29.

Figura- 29 Amplificacéo e purificacdo do gene em gel de agarose 1,5%, em tampédo 1X TAE,
pH 8,3. A primeira coluna é o padrdo de massa molecular de 1 Kb Plus DNA
Ladder da Gibco BRL. A voltagem aplicada na separacdo foi de 100 V por 30
minutos. Os fragmentos de DNA no gel foram visualizados em transiluminador UV
a 365 nm.

O produto de PCR do gene alvo e o vetor de expressdo pET28a, uma vez
purificados, foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Nde | e Hind Il
para producdo de extremidades coesivas. ApOs digestdo, tanto os produtos de PCR
quanto o vetor foram mais uma vez purificados e sua pureza verificada em gel de

agarose 1,5%.
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Em seguida os produtos de PCR digeridos foram submetidos a clonagem em
vetor pET28a e células de E. coli DH5a. Como resultado obteve-se colbnias resistentes
a canamicina, ou seja, que continham o vetor, para o gene clonado. A presenca do
inserto desejado foi verificada por PCR das colbnias resistentes a canamicina e
posterior digestdo e isolamento de DNA plasmidial. Como pode ser observado na
Figura 30, tanto pelo tamanho do produto de PCR, como pelo resultado da miniprep

seguida de digestdo do plasmideo, o gene foi clonado com sucesso.

AFE_0551

pET28a

Inserto "TTEITI Y CLLLLL L
991pb

Figura-30 Resultados do PCR e miniprep das col6nias do gene clonado. Gel de agarose 1,5%
em tampéo 1X TAE, pH 8,3. A primeira coluna é o padrdo de massa molecular de
1 Kb Plus DNA Ladder da Gibco BRL. A voltagem aplicada na separacao foi de
100 V por 30 minutos. Os fragmentos de DNA no gel foram visualizados em
transiluminador UV a 365 nm.

Foram sequenciados 3 clones positivos do gene de interesse de A. ferrooxidans
(Afe_0551) tanto da linhagem LR quanto ATCC, confirmando que o inserto
correspondente foi clonado corretamente, ndo sendo detectadas delecfes, adi¢cdes de
bases ou quaisquer outras alteracbes na sequéncia a ser expressa. Pelo
sequenciamento foi possivel verificar que a sequéncia deste gene nas diferentes
linhagens de A. ferrooxidans LR e ATCC é idéntica.

O gene no l6cus Afe_0551 de A. ferrooxidans LR clonado em pET28a teve sua
expresséo induzida por 1 mM de IPTG por 4 horas a 37° C nas linhagens de E. coli
BL21(DE3) e BL21(DES3) pLysS. Como pode ser observado em gel SDS-PAGE a 15%
da Figura 31, a proteina de interesse possui um tamanho aproximado de 27,5 kDa. A
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linhagem que melhor super expressou a proteina foi a BL21(DE3), sendo esta muito

mais expressa na fracédo insoltvel do que na soltvel do extrato protéico.

= £ g Sobrenadante
Sobrenadaniz 5 g purificado
o Qad

27,5 kDa
—

Figura-31 SDS-PAGE a 15% da porcdo solivel da proteina codificada pelo gene no lécus
Afe_0551.

A expressdo em média escala da proteina foi feita a partir de um inéculo de 500
mL somente na linhagem BL21(DE3). Foi feito 0 mesmo procedimento descrito acima,
sendo que apds a sonicacao e centrifugacdo, as células do sobrenadante (fracdo
soluvel do extrato protéico) foram purificadas em coluna de purificacdo IMAC
(Immobilized Metal Affinity Chromatography) contendo 1 mL de resina de afinidade Ni-
NTA (Qiagen) e tampéao Tris-HCI 50 mM NaCl 150 mM com diferentes concentracdes
de imidazol (5, 10, 20, 50, 100 e 200 mmol/L). O sobrenadante que passou pela coluna
foi coletado e posteriormente analisado em gel SDS-PAGE. A concentracéo de imidazol
ideal para a purificagdo da proteina de interesse foi de 100 mM. Mas, ainda assim, a
guantidade de proteina purificada obtida a partir da fracdo soluvel do lisado foi
insuficiente para o prosseguimento das etapas de purificacdo (Figura 31). Portanto, foi

realizada a purificagéo da fragéo insoluvel do lisado.

4.3.2 Purificacéo

Os resultados da padronizacdo da purificacdo sdo mostrados em géis de

acrilamida nas Figuras 32 a 34.
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Na Figura 32 observa-se que nas primeiras fracbes de eluicdo da proteina
aparecem outras bandas que podem ser ou proteinas contaminantes, ou podem ser
agregados. No entanto, estas bandas desaparecem a medida que avanca a eluicéo e
as fracoes intermediarias e finais mostraram-se totalmente puras, ver Figura 33. As

fracOes puras foram utilizadas para os experimentos de espectroscopia.

M FT  Primeiras fra¢Bes eluidas

B
' -H
|

-— -' — 27,5kDa

Figura-32 Gel de SDS_PAGE a 15%. Resultado da purificagdo em coluna de afinidade Ni-
NTA. M: marcador de peso molecular. FT: lavagem coluna.

M Fracoes eluidas R

e A

Figura-33 Gel de SDS_PAGE a 15%. Resultado da purificagdo em coluna de afinidade Ni-
NTA. M: marcador de peso molecular. R: resina.
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Figura-34 Resumo de padronizagdo da purificacdo da proteina codificada pelo gene no locus
Afe_0551. Gel de SDS-PAGE a 15%. Linha (1): marcador de peso molecular. Linha
(2): fracdo nao induzida. Linha (3): fracdo induzida (IPTG) por 2 h. Linha (4): fracdo
induzida (IPTG) overnight. Linha (5): frag@o soluvel apds indugdo (IPTG). Linha (6):
frac@o insoluvel apés inducédo (IPTG). Linha (7): fragcdo lisada com 8 M de uréia.
Linha (8): fracbes eluidas com 300 mM de imidazol.

4.3.3 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

As medidas de DLS foram realizadas com o objetivo de conhecer a mono-
dispersividade da amostra e a presencga de agregados. O valor do radio hidrodinamico
obtido foi de 2,8 nm, resultado que foi coerente com a banda purificada da proteina, a
qual se esperava que apresentasse um estado de oligomerizagdo monomeérico. A
mono-dispersividade obtida foi de 11%, sendo que valores abaixo de 20% fazem
possivel 0 uso de amostras protéicas para caracterizagdo por métodos biofisicos
(Figura 35).
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Figura-35 Resultado de DLS apés purificacdo e renaturagdo da proteina codificada pelo gene
no locus Afe_0551.

4.3.4 Espectrometria de massa

O resultado de espectrometria de massa € apresentado na Tabela 4. A massa
molecular da proteina obtida por esta medida foi de 29 kDa em contraste com a massa
molecular tedrica que é de 27,5 kDa. Este incremento na massa da proteina
provavelmente é devido a adicdo da cauda de histidina (inserida na transformacgédo) e a
presenca dos clusters Fe-S (ZENG et al., 2007). Foi observada uma correspondéncia
total da sequéncia da proteina recombinante com a sequéncia de Acidithiobacillus

ferrooxidans ATCC 23270 anotada no TIGR como proteina ligante de cluster Fe-S.
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Tabela 4- Identificagdo da proteina ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene no lécus

Afe_0551 por LC/MS/MS.

Numero de
acesso

Amostra Clase de
proteina

Sequéncia dos peptideos, m/z, z

Proteina Ligante de
cluster Fe-S

0i|218666436

TLIDPDR, 830.4012, +2

LGLKAELMK + Oxidac&o (M), 1020.68, +3

YWIYLIR, 1027.56, +2

DVRPEGVMK, 1032.52, +3
TGEVLAEYVK, 1109.54, +2
MGMNVVFRPK, 1195.59, +2
QMTSKICNISSPYL, 829.3574, +2
IEDTEVMVGFFK, 1415.67, +2
DIIWQCVSCNK, 1423.66, +2
SWGKTGEVLAEYVK, 1568.86, +3
IEDTEVMVGFFKR, 1572.77, +3
ATAHWMEENGLTPK, 1592.68, +2
AGQPLVQAWIVEFGK, 1643.84, +2
DKDIIWQCVSCNK, 1666.74, +2
AGQPLVQAWIVEFGKR, 1799.98, +2
RAGQPLVQAWIVEFGK, 1801.05, +3
TLSTHFDEEFTHQCIEFGR, 2356.02, +3
AGQPLVQAWIVEFGKR, 1801.05, +3
TLSTHFDEEFTHQCIEFGR, 2357.2,+4

LQHDHLVIDGVDVSGSWNTMITPR,
2822.51, +4

TLTDYEEHFEEIIQSYSGGENVHR,
2853.29, +4

ILQHDHLVIDGVDVSGSWNTMITPR,
2806.52, +4
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4.3.5 Medidas no UV visivel

O resultado da medida de absorbancia no UV visivel na faixa entre 250 e 700 nm
da proteina oxidada, com 5 mM de persulfato de amodnio, e reduzida, com 2 mM de
DTT, é mostrado na Figura 36. De acordo com varios autores (GOMES et al., 1998;
ZENG et al., 2007ab) o espectro obtido foi similar a espectros previamente reportados,
no qual é observado um aumento de absorcdo na faixa entre 300 e 500 nm
aproximadamente, o que € proprio de proteinas pertencentes a familia de cluster Fe-S.
Nesta regido, a proteina oxidada exibiu um incremento na absor¢do comparada com a
proteina reduzida, indicando provavelmente, que a proteina oxidada expde os clusters,

e 0 espectro reflete a presenca e insercdo adequada deles na proteina recombinante.

Figura-36 Espectro no UV-visivel da proteina ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene no
locus Afe_0551. A linha tracejada indica a proteina oxidada com 5 mM de
persulfato de aménio e a linha continua indica a proteina reduzida com 2 mM de
DTT. O aumento na absor¢ao na faixa entre 300 a 500 nm é mostrado.
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4.3.6 Medidas de dicroismo circular em diferentes pHs

4.3.6.1 Medidas de CD no UV distante

A Figura 37 mostra os espectros de CD obtidos nos diferentes pHs avaliados.
Este experimento evidenciou que no pH 2 a proteina se encontra na condicdo de maior
estruturacdo, com um espectro tipico de alfa hélice no qual foram observados dois
minimos em 208 nm e 222 nm e um maximo em 195 nm (comparar com a Figura 6).
Nos pHs 3 e 4 o espectro é muito similar ao pH 2, enquanto que nos pHs 1 e 5 a
proteina perde um pouco de estrutura, porém conserva o espectro de alfa hélice. No pH
8 a proteina preserva um formato de alfa hélice, mas € muito menos estruturada

comparada com os pHs 1 e 5, ver Figura 38.

4000
Analise estrutural da 0551 em diferetes
2000 valores de pH
N

——pH 2.0

——pH3.0
pH 4.0

0 (deg cm % dmol '1)

——pH 5.0

-6000 - ——pH9.0

——pH 12,0

——pH 11.0

-8000 -
= nativa pH 8.0

——pH 10

-10000
Comprimento de onda (nm)

Figura-37 Espectros de CD, no UV distante, da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
l6cus Afe_0551 incubada em pHs entre 1 e 12 (amostras 9 uM em tamp&o Tris-HCI).
Média de 20 acumulagdes.
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Os resultados se ajustam com a predi¢cdo da estrutura secundaria obtida a partir
da sequéncia de aminoacidos da proteina e realizada pelo programa PHD (Figura 40).
Segundo esta predicdo a proteina é estruturada principalmente com alfa hélice.

Nos pHs 6 e 7 a proteina precipita, sendo que seu espectro de CD é tipico de
uma proteina desnaturada. Este fenbmeno pode ser explicado porque o ponto
isoelétrico teorico desta proteina € 6.3, portanto, nesta faixa de pH ela apresenta uma
carga total de zero que favorece sua precipitacdo devido a inibicdo de qualquer

interagdo entre seus residuos, causando desestabilidade estrutural.
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Figura-38 Espectros de CD, no UV distante, da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
l6cus Afe_0551 incubada em pHs entre 1 e 5 (amostras 9 uM em tampao Tris-HCI),
comparada com pH 8 nativa (condi¢des de purificacdo). Média de 20 acumulacdes.

A Figura 39 mostra os espectros de CD entre os pHs basicos desde 8 a 12. Em

contradicdo aos espectros obtidos em pH &cido, a proteina incubada em pH basico
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apresenta uma estrutura misturada entre folha beta e desordenada (comparar com a
Figura 6). Em pH 8 a proteina alcan¢ga uma conformacao nativa, devido possivelmente

a que neste pH é realizada a purificacéo e refolding da proteina.
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Figura-39 Espectros de CD, no UV distante, da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
l6cus Afe_0551 incubada em pHs entre 9 e 12 (amostras 9 pM em tamp&o Tris-
HCI), comparada com pH 8 nativa (condicdes de purificacdo). Média de 20
acumulagoes.

Em pH 9 a proteina perde seu maximo de alfa hélice em 195 nm e ganha
estrutura randémica observando-se um minimo perto de 205 nm, porém, ela parece
conservar seu minimo de alfa hélice em 222 nm. Ja em pH 10 e 11 a estrutura muda
completamente, sendo mais evidente a mistura entre folha beta e desordenada (minimo
em 204 nm). Em pH 12 a proteina parece ter uma estrutura mais randémica

apresentando um evidente minimo perto de 200 nm, ver Figura 39.
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Em resumo, a proteina codificada pelo gene no lécus Afe_0551 pertencente a
familia de cluster Fe-S, evidenciou alta resisténcia e estabilidade em uma ampla faixa
de pHs. Além disso, em pH &cido esta proteina apresenta o espectro de CD mais
estruturado de alfa hélice sem sofrer mudancas drasticas de conformacdo e em pH
bésico sua estrutura sofre rearranjos e combinac6es entre folha beta e desordenada, no
entanto, ela ndo desnatura completamente.

O conteudo de estrutura secundaria estimada a partir dos dados de CD no UV
distante da proteina incubada nos diferentes pHs foi realizado utilizando o programa
CDNN (ver Figuras 41 a 44).

A estrutura secundaria das proteinas ndo apresenta uma conformacgéo
geomeétrica simples; o espectro obtido a partir de medidas de CD no UV distante pode
possuir todas as conformacdes em uma mistura delas e assim sendo, reflete a
variabilidade geométrica dessa estrutura secundaria em estudo (SREERAMA et al.,
1999). Neste trabalho, os resultados das medidas de CD mostraram uma alta
variabilidade na faixa de pHs avaliados e essa variabilidade foi altamente
correlacionada com as andlises de predicdo de estrutura secundaria realizado pelo
programa CDNN, tornando-se uma ferramenta muito Gtil na interpretacdo deste tipo de
dados.

Como observado na Figura 44, a proteina incubada em pH acido entre 1 a 4,
apresenta ao redor de 100% de estrutura alfa hélice. Por esta mesma analise, em pH 5
a proteina perde quase a metade de estrutura em alfa hélice e ganha em folha beta e
randémica, porém este resultado ndo foi muito consistente com o espectro de CD
(Figura 38). Nos pH 8 e 9 a perda estimada de alfa hélice foi em torno de 10% sendo
compensada por ganho em folha beta. JA& em pH 10 e 11 a perda estimada de alfa
hélice aumenta para quase 40%, sendo que esse decréscimo parece ser
contrabalangado com uma mistura entre folha beta e desordenada, resultado que foi
mais concordante com os espectros de CD (Figura 39). Finalmente para o pH 12, o
resultado tanto para o espectro de CD como para a analise estimativa de estrutura
secundaria realizada pelo programa CDNN, evidenciaram uma perda quase total de alfa

hélice e uma ganho em estrutura randémica ao redor de 50% (Figura 44).
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Figura-40 Predigdo da estrutura secundaria da proteina ligante do cluster Fe-S codificada pelo
gene no lécus Afe_0551. Os cilindros representam alfa hélice, as setas
representam folha beta e as linhas representam estrutura desordenada (random

coil). A predicdo da estrutura foi realizada no programa PHD a partir da sequéncia
de aminoécidos.
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Figura-41 Estimativa de porcentagem de estrutura secundaria a partir dos dados de

elipticidade molar obtidos por CD no UV-distante (198 nm e 260 nm) da proteina
ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene Afe_0551 em pH 8. A estimativa foi
realizada pelo programa CDNN.
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Figura-42 Estimativa de porcentagem de estrutura secundaria a partir dos dados de
elipticidade molar obtidos por CD no UV-distante (198 nm e 260 nm) da proteina
ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene Afe_0551 em pH 2. A estimativa foi
realizada pelo programa CDNN.
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Figura-43 Estimativa de porcentagem de estrutura secundaria a partir dos dados de
elipticidade molar obtidos por CD no UV-distante (198 nm e 260 nm) da proteina
ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene Afe_0551 em pH 12. A estimativa foi
realizada pelo programa CDNN.
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Figura-44 Estimativa das percentagens de estrutura secundaria: alfa hélice, folha beta e
random coil, da proteina ligante do cluster Fe-S codificada pelo gene Afe 0551
incubada em pHs entre 1 e 12. As percentagens de foram obtidas a partir da
medida de CD no UV distante utilizando o programa CDNN.

A andlise de sequéncia realizada a proteina codificada pelo gene no locus
Afe_0551 (Figura 17), estd em concordancia com o0s resultados espectroscopicos de
CD. Esta proteina possui grande quantidade de residuos que podem conferir alta
estabilidade estrutural em pH acido, tais como residuos aromaticos hidrofébicos e
polares (como exemplo: G24,29,57,94,140,162; W31,107,218 e V110,123,128), que
foram altamente conservados em todas as proteinas que alinharam com uma alta
porcentagem de identidade. Estes residuos provavelmente protegem os clusters Fe-S
frente a solventes, formando pontes de hidrogénio no eixo e nas cadeias laterais e
fazendo interacdes eletrostaticas ao redor dos clusters (NOUAILLER et al., 2006).

Por outro lado, a proteina tem nove prolinas que possivelmente estdo envolvidas

tanto em estabilizacdo da estrutura em pH &cido como em termo estabilidade, sendo

82



gue posicionado estrategicamente, este aminoacido pode conferir rigidez ou
flexibilidade dependendo das condicbes do ambiente da proteina (BOTUYAN et al.,
1996; WALTER et al., 1996; SCHAFER et al., 2004; NOUAILLER et al., 2006).

Estes resultados também indicaram que o processo de alcalinizacdo teve um
efeito desestabilizador na estrutura secundéria da proteina, enquanto que a acidificacao
teve o efeito contrario. Este fendbmeno pode estar relacionado com o fato de que A.
ferrooxidans possui proteinas, no periplasma, que sédo acido estaveis. Estas proteinas
com alto potencial redox sdo essenciais para o0 metabolismo energético desta bactéria,
sendo que elas também pertencem a familia de cluster Fe-S (NOUAILLER et al., 2006).
Além disso, a possivel funcéo predita na andlise de seqiiéncia para esta proteina, como
sendo uma hetero dissulfeto redutase, tem sido amplamente estudada em
microrganismos metanogénicos, nos quais estas enzimas comumente se encontram no
periplasma (HEDDERICH et al., 1999), fato que coincide com a localizacdo das

proteinas estaveis em pH acido de A. ferrooxidans.

4.3.6.2 Medidas de CD no UV proximo

Com o objetivo de determinar se nas condi¢cdes avaliadas a proteina conservava
ligacBes de estrutura terciéria e presenca dos clusters Fe-S, foram realizadas medidas
de CD no UV proximo na faixa entre 250 nm e 800 nm (Figura 45).

O espectro de CD de uma proteina na faixa do UV proximo (regido espectral
entre 250-350 nm) pode ser sensivel & estrutura terciaria. Nessas longitudes de onda,
0os cromoforos sdo de residuos aromaticos e pontes dissulfeto e os sinais de CD que
eles produzem representam a estrutura terciaria da proteina. Sinais na regido de 250-
270 nm sdo atribuidos para residuos de fenilalanina, sinais de 270-290 nm s&o
atribuidos para residuos de tirosina e aqueles entre 280-300 nm sao atribuidos para
residuos de triptofano (GEORGAKOPOULOU et al., 2009).

Por outro lado, uma proteina pode conservar sua estrutura secundaria e nao
possuir uma estrutura tridimensional definida, como é o caso de uma proteina com
estrutura de “molten-globule” ou renaturada incorretamente, na qual os sinais na regiao

de UV proximo seriam perto de zero. Assim sendo, a presenca de sinais, seja maximos
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ou minimos, nesta regido € um bom indicativo de que a proteina foi renaturada
corretamente (Alliance Protein Laboratories, 2008).

Como pode ser observada na Figura 45, a proteina recombinante de cluster Fe-
S, apresentou estrutura terciaria definida nos diferentes pHs avaliados, demonstrado
pelo sinal de absorgéo na faixa entre 250 nm e 350 nm, independentemente deste sinal
ser positivo ou negativo. Neste caso, 0 espectro da proteina em pH 2 foi diferente
quando comparado com os pHs basicos, sendo que, em pH &cido foi observado um

minimo a 300 nm e em pH basicos um maximo a 330 nm que foi mais intenso em pH 8.

2 —pH8
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1,5 —pH 12
1 ‘w
15 N

AT N\ N NAN I\IL(\

E 0 T T T \/
Q 250 350 6 7
(@]
s
D
-1 4
-1,5 1
-2
-2,5
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Figura-45 Espectros de CD, no UV préximo, da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
I6cus Afe_0551 incubada em pH 2, 8 e 12 (amostras 50 uM em tampao Tris-HCI).
Média de 20 acumulacdes.

Na faixa entre 640 nm e 800 nm foram observados varios sinais de absorcéo que
possivelmente podem ser atribuidos aos clusters de Fe-S (LEAL e GOMES, 2008),
sendo que em pH 8 0 espectro apresentou minimos mais intensos quando comparados
com 0s outros pHs. Esses minimos foram: 642 nm, 716 nm, 756 nm e 794 nm. Uma
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possivel explicacdo pela maior intensidade observada em pH 8, seria que neste pH os
clusters ficam mais expostos, sendo que em pH 2 a proteina € mais hidrofébica e os

clusters poderiam estar mais protegidos.

4.3.7 Desnaturacao térmica

O dicroismo circular também é uma excelente técnica para monitorar a
desnaturacao e renaturacdo de uma proteina em funcdo da temperatura, podendo ser
determinada a temperatura de transicdo entre o estado enovelado a desenovelado
(Tm).

Nas Figuras 46 a 51 se observa a curva do aumento de temperatura entre 10 a
110° C para diferentes pHs. Em pH 8, o gréafico é similar a uma tipica curva sigmadide,
prépria de muitas proteinas de eucariotos e microrganismos mesdfilos (MOCZYGEMBA
et al., 2001), com uma Tm de 46° C, ver Figura 46.
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Figura-46 Gréfico de subida de temperatura desde 10 a 110 °C da proteina ligante de cluster
Fe-S codificada pelo gene Afe 0551, incubada em pH 8 (condi¢cbes de purificacdo).
Tm 46° C obtida através de regressao sigmoidal.
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No entanto, para o pH 2 o grafico muda completamente (Figura 47) e a Tm
encontrada é similar a dos microrganismos termofilos que crescem em torno de 100° C
(LEAL e GOMES, 2008). Os resultados tanto da Tm como o do espectro de CD em pH
2, (ver Figura 37), no qual a proteina € mais estruturada, evidenciaram que nesta
condicdo a proteina é altamente estavel e resistente a temperatura. Além disso, o
conjunto de espectros de CD medidos através do aumento da temperatura a cada 5° C
confirma esta alta resisténcia, ja que até 110° C a proteina ndo precipita e nédo

desnatura completamente, ver Figura 48.
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Figura-47 Gréfico de subida de temperatura desde 10 a 110 °C da proteina ligante de cluster
Fe-S codificada pelo gene Afe_0551, incubada em pH 2. Tm 97,5° C obtida através
de regressao sigmoidal.
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Figura-48 Conjunto de espectros de CD de proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
l6cus Afe_0551 incubada em pH 2 e temperatura entre 10 a 110° C (amostra 9 uM

em tampdo Tris-HCI). Média de 20 acumulagdes.

Na Figura 49 pode ser observado o grafico de aumento de temperatura para o

pH 12. Neste pH a Tm encontrada foi de 75° C, demonstrando também resisténcia a

temperatura, porém o espectro de CD em pH 12, (ver Figura 39), revela que a proteina

tem uma estrutura predominantemente randémica. Na Figura 50 observa-se o conjunto

de espectros de CD medidos através do aumento da temperatura a cada 5° C, que

corrobora sua resisténcia a temperatura, sendo que em 90° C a proteina nao precipita e

nao desnatura completamente.
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Figura-49 Gréfico de subida de temperatura desde 10 a 110° C da proteina ligante de cluster
Fe-S codificada pelo gene Afe_0551, incubada em pH 12. Tm 75° C obtida através
de regresséo sigmoidal.

O resumo dos resultados de desnaturacao térmica é apresentado na Figura 51.
A proteina recombinante codificada pelo gene no locus Afe_0551 mostrou uma alta
termo estabilidade em pH acido, na faixa entre 1 a 4, com uma Tm em torno de 95° C.
Por outro lado em pH basico, entre 10 a 12, a proteina também apresentou uma
resisténcia alta a temperatura com uma Tm ao redor de 77° C. De acordo com estes
resultados, parece ser que uma alta estruturacdo, principalmente em alfa hélice, da
proteina em pH acido provavelmente estd relacionada com a alta resisténcia a
temperatura. Apesar de que a desnaturacdo térmica mostrou-se um processo
irreversivel, uma vez que as amostras aquecidas até 110° C nao voltaram a apresentar
espectro de CD semelhante ao seu estado nativo, mesmo apods rapido ou lento

resfriamento para 10° C, néo foi observada precipitacdo de nenhuma amostra protéica.
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Figura-50 Conjunto de espectros de CD de proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no
l6cus Afe_0551 incubada em pH 12 e temperatura entre 10 a 110° C (amostra 9 uM
em tampao Tris-HCI). Média de 20 acumulacdes.

E possivel que a alta resisténcia & temperatura tanto em pH acido como baésico,
seja devido a efeitos aditivos de varios fatores, entre eles, a um incremento do numero
de pontes de hidrogénio em pH acido e a novas interacdes eletrostaticas de van der
Waals. Comportamentos similares de desnaturacao térmica tém sido reportados para
proteinas ferredoxinas de varios microrganismos hipertermofilos. Nessas proteinas as
vias de desnaturacdo envolvem formacdo de estados transitérios, nos quais, 0
polipeptidio sofre rearranjos de conformacdo conservando contatos com os clusters de
Fe-S, sendo que esse fendmeno possivelmente confere uma alta resisténcia a
temperatura (GOMES et al., 1998; MOCZYGEMBA et al., 2001; LEAL e GOMES, 2008).
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Figura-51 Dependéncia do pH na temperatura de transi¢do da proteina cluster Fe-S codificada
pelo gene no locus Afe_0551. Tm =96 T (pH 1); Tm =975 C (pH 2); Tm=99 C
(PH3); Tm=955T (pH4); Tm =40 T (pH5); Tm =46 T (pH 8); Tm =49 T (pH
9); Tm =81 C (pH 10); Tm =74 C (pH 11); Tm =75 < (pH 12).

Estas andlises espectroscopicas realizadas com a proteina de cluster Fe-S
fornecem parametros essenciais para a utilizacdo de proteinas que possam auxiliar o

processo de biolixiviagao.

4.3.8 Desnaturacéo quimica
Os resultados de estabilidade da estrutura secundéria por CD no UV distante

frente a variacdo do pH na presenca de diferentes concentracfes do agente quimico

guanidina-HCI| sdo apresentados nas Figuras 52 a 55. As medidas de CD foram
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realizadas a 25° C empregando concentragbes de 0 a 7 M de guanidina-HCI
dependendo do pH avaliado.

Como pode ser observado na Figura 52, em pH 8 ocorre um decréscimo
gradativo na elipticidade a 222 nm com o aumento da concentracédo de guanidina-HClI,
sugerindo uma perda cooperativa no contetdo de alfa hélice da estrutura secundaria,
sendo que a 4,5 M de guanidina-HCI a proteina desnatura completamente e o ponto

meédio no qual a proteina perde a metade de sua estrutura foi entorno de 2 M.

® 0551 pH 8.0 nativa

Data: Datal_C
Model: Boltzmann

O _ Equation:
y=A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/cix))
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T y No weighting
'500 ] Chin2/DoF =239443.36518

RY2  =0.92221
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- 1000 - A2 114145925  +13796.19306
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Figura-52 Grafico de estabilidade da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no lécus
Afe_0551 (nativa pH 8) incubada em concentracdes crescentes de guanidina
GuHCI (1 a 4.6 M). Ponto médio na transicdo de desnaturacdo 2,17 M obtido
através de regressao sigmoidal.

Por outro lado em pH 2, a proteina apresenta uma maior estabilidade frente ao
aumento na concentracdo de guanidina-HCI, jA& que o ponto médio encontrado na

transicdo da desnaturacao foi de 4 M, o qual foi o dobro comparado com o pH 8, ver

91



Figuras 53 e 55. Além disso, o processo de diminui¢do na elipticidade a 222 nm né&o foi

constante, nem drastico, quando comparado com o pH 8, sendo que foi preciso

adicionar até 7 M do agente quimico para ser observada a desnaturacao da proteina.
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'500 - W eighting:
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Figura-53 Grafico de estabilidade da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no lécus

Afe_0551 (pH 2) incubada em concentracdes crescentes de guanidina GUHCI (1 a
7 M). Ponto médio na transicdo de desnaturacdo 4,02 M obtido através de
regressao sigmoidal.

Finalmente em pH 12, a proteina também apresentou maior estabilidade ao

aumento de guanidina-HCI quando comparada com pH 8, porém, essa estabilidade

ainda é menor comparada com pH 2, ver Figuras 54 e 55. Neste pH a proteina perdeu a

metade da sua estrutura em torno de 3 M, sendo que a partir desta concentracéo, a

caida na elipticidade € bem exponencial e a 5 M de guanidina-HCI ela desnatura

completamente.

Cabe assinalar que em pH 12, a proteina ndo apresenta uma estrutura de alfa

hélice e se uma dominancia em estrutura randémica. Portanto, a resisténcia a
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desnaturacdo quimica encontrada pode ser devido a presenca dos clusters de Fe-S,
como acontece igualmente, com a resisténcia a temperatura observada em pHs basicos

extremos.
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Model: Boltzmann
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Figura-54 Gréfico de estabilidade da proteina cluster Fe-S codificada pelo gene no lécus
Afe_0551 (pH 12) incubada em concentracdes crescentes de guanidina GUHCI (1 a
5 M). Ponto médio na transicdo de desnaturagdo 3,29 M obtido através de
regressao sigmoidal.

Em resumo, os resultados de estabilidade da estrutura secundaria frente a
adicbes crescentes do agente quimico guanidina-HCI, demonstraram que em pH 2 a
proteina é mais resistente comparada com os pHs 8 e 12, sendo que neste pH acido o
ponto médio encontrado no qual ocorre uma perda da metade da estrutura é de 4 M de
GuHCI (Figura 55). Estes resultados estdo em concordancia com as analises de CD e
resisténcia a temperatura, que evidenciaram uma alta termo estabilidade e dominancia

de alfa hélice em pH &cido.
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Figura-55 Gréfico de dependéncia de pH na estabilidade da proteina cluster Fe-S codificada
pelo gene no l6cus Afe_0551 (pH 8, 2 e 12) incubada em concentracdes crescentes
de guanidina GuHCI. Dados normalizados. Os pontos médios na transicao de
desnaturacdo em funcao do pH sdo mostrados no enquadramento.

4.3.9 Medidas de Emissédo de Fluorescéncia

O ambiente dos sete residuos de triptofano presentes na sequéncia primaria da
proteina de cluster Fe-S codificada pelo gene no locus Afe_0551, foram monitorados
por espectroscopia de emisséo de fluorescéncia a fim de complementar e confirmar os
anteriores resultados de CD quanto a integridade estrutural e a estabilidade em
diferentes pHs. Mudancgas na emissédo de fluorescéncia revelam informagdes sobre
acessibilidade de solventes e sobre a hidrofobicidade do meio ao redor destes residuos.
O residuo de triptofano atua como uma sonda espectral para a estrutura terciaria da

proteina (LAKOWICZ et al., 1999). Na sequéncia primaria desta proteina de cluster Fe-
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S, parece ser que os residuos de triptofano se localizam em zonas estratégicas perto
das cisteinas ligantes dos clusters, provavelmente exercendo um papel protetor. Alem
disso, estes residuos foram altamente conservados nas proteinas das espécies que
alinharam com alta identidade (Figura 17), evento que também pode estar relacionado
com a importancia deste aminoacido na estabilidade da proteina.

O espectro de emissdo de fluorescéncia intrinseca da proteina de cluster Fe-S
em diferentes pHs é mostrado na Figura 56.

Como observado na Figura 56, em pH 2 a proteina apresenta 0 maximo de
emisséo de fluorescéncia em 336 nm (Amax), indicando que neste pH os residuos de
triptofano estdo internalizados na proteina, portanto, neste ambiente provavelmente a
proteina € mais hidrofébica. Nos pHs 8 e 12, ocorreu uma diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia, além de um deslocamento para o vermelho, no pico de emissao (338 nm
e 346 nm, respectivamente), sugerindo que nesses pHs o ambiente dos residuos de
triptofano tornou-se mais hidrofilico. Em pH 12, tanto a diminui¢cdo da intensidade como
o deslocamento no pico de emisséo foi mais drastico quando comparado com o pH 8.
Assim sendo, neste pH extremo, os residuos de triptofano podem estar mais expostos a
agua e a proteina provavelmente comeca a desenovelar. Este fenbmeno possivelmente
estd em concordancia com o espectro de CD (Figura 39) que mostra predominancia de

estrutura randomica em pH 12.
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Figura-56 Espectros de emissdo de fluorescéncia da proteina cluster Fe-S codificada pelo
gene no locus Afe 0551 a valores de pH 2, 8 e 12. As medidas foram realizadas

com excitacdo a 295 nm e a emissdo de fluorescéncia foi monitorada no intervalo
de 300 nm a 450 nm. A concentragdo de proteina utilizada foi de 5 pM.
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5. CONCLUSOES

« Os resultados de expressao génica podem indicar que os genes envolvidos em
adesdo e reconhecimento de grupos tidis ndo foram recrutados pela bactéria
depois de 24 h de incubacdo com calcopirita. Provavelmente nesse momento a
célula precisa da ativacao de outros genes essenciais a sobrevivéncia, tais como
agueles envolvidos no seu metabolismo basal ou na adaptacdo ao novo

ambiente.

* Depois de 20 dias de incubacdo, os genes envolvidos em “pilus assembly”,
pilinas, pilus tipo IV e alguns do cluster Fe-S, sdo induzidos, indicando que

provavelmente as células estdo buscando se aderir ao minério.

* A avaliacdo de células livres e aderidas depois de 2 h de incubacao, revela a
importancia destes genes no processo de adesao, ja que os niveis de expressao
sao significativamente diferentes, sendo que os valores das células livres ficaram

altos comparados com as células aderidas.

« Em resumo, parece que o processo de adesao e reconhecimento de grupos tidis
é favorecido nas primeiras horas de incubacdo com calcopirita, tempo no qual,

provavelmente, as células estdo mais aptas para aderir ao minério.

* Os resultados sugerem também, que o indculo mais “jovem”, ou seja, N0 comeco
da fase de crescimento logaritmica (60% de oxidacdo de Fe?"), parece ter mais
capacidade para aderir ao minério, indicado pela maior expressao dos genes

envolvidos em adeséao.
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A proteina recombinante ligante de cluster Fe-S codificada pelo gene no l6cus
Afe_0551, foi expressa adequadamente em células de E. coli BL21 (DE3). Além
disso, foram estabelecidos protocolos eficientes de purificagdo e renaturagéo da
proteina a partir de corpos de incluséo.

Esta proteina apresentou uma alta resisténcia e termo estabilidade em uma

ampla faixa de pH de 1 a 12.

As medidas de CD no UV distante revelaram que a proteina é altamente
estruturada em pH &cido na faixa entre 1 e 4, na qual prevalece um alto
conteudo de alfa hélice. Nestas condi¢cdes a proteina também apresenta uma
grande estabilidade térmica, sendo que sua temperatura de transicdo se
encontra em torno de 100 . Na faixa de pH bésico entre 9 e 11, a proteina
provavelmente sofre um rearranjo com adicdes de folha beta e estrutura
randémica. J& em pH basico extremo de 12, a proteina é menos estruturada e

uma estrutura desordenada prevalece.

As medidas de CD no UV proximo demonstraram que a proteina recombinante
foi renaturada corretamente, conservando sua estrutura terciaria e os clusters de

Fe-S em diferentes pHs.

Os resultados de CD no UV distante apresentaram uma alta correlacdo com
programas de predi¢do de estrutura secundaria, o qual foi uma ferramenta muito

atil na interpretacédo dos dados.

Os experimentos de desnaturacdo quimica evidenciaram uma alta estabilidade
da estrutura secundéaria frente a adicdes crescentes do agente quimico
guanidina-HCI, em pH 2, sendo que neste pH a proteina € mais resistente

comparada com os pHs 8 e 12.
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As medidas de emissao de fluorescéncia confirmaram que em pH 2 a proteina
apresentou o maximo de intensidade indicando que os residuos de triptofano se
encontram internalizados e que o0 ambiente € mais hidrofébico quando

comparado com 0s pHs 8 e 12.

Em geral, todas as andlises de caracterizagdo biofisica evidenciaram que a
proteina é altamente estavel em pH acido, sendo que em pH 2 apresentou a
maior estrutura secundaria, resisténcia a temperatura, resisténcia a
desnaturacdo quimica e grande hidrofobicidade, resultados que podem sugerir

gue este seja o pH 6timo de atividade dela.
As analises espectroscopicas realizadas com a proteina de cluster Fe-S

forneceram parametros essenciais para a utilizacdo de proteinas que possam

auxiliar o processo de biolixiviagao.
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Abstract

Iron-sulfur cluster-binding proteins are present in all living organisms and have been
considered to be very ancient due to their ubiquity in the three domains of live and to their
importance in anaerobic metabolic pathways. To date, there is very little information regarding
this protein family inAcidithiobacillus ferrooxidans, a bacterium involved in the bioleaching
process. In this study, we describe the cloning, expression, purification and spectroscopic
characterization of a new Fe-S cluster-binding protein flanierrooxidans strain LR. The
oligomeric state of the protein was assessed by both dynamic light scattering and size-exclusion
chromatography demonstrating that it is present as a monomer in solution. Far-Uv CD
measurements revealed that this protein is extremely stable at acidic pHs and at the lower pHs, it
becames more structured exhibiting a predominaneehelical secondary structure. In contrast,
at basic pHs, from 9 to 12, the protein showed a spectral profile characteristic for proteins with
high content of beta structure and random coil. Thermal unfolding studies demonstrated a high
temperature tolerance of this protein at acidic conditions, with a melting temperature of 95°C.
Furthermore, a bioinformatic analyses suggested a heterodisulfide reductase function for the
analyzed protein, which could be related to hydrogen and/or formate metaboligh in

ferrooxidans.

Key words: Acidithiobacillus ferrooxidans, Fe-S clustebinding protein, stability, thermal

unfolding studies.
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1. Introduction

Acidithiobacillus ferrooxidans is one of the most studied extremely acidophilic
microorganism that was initially isolated from coal-mine waters. This bacterium metabolizes
iron- and sulfur-containing minerals to gain energy for growth [1]. Furthermore, the metabolic
machinery of A. ferrooxidans also includes anaerobic processes such as sulfur reduction,
hydrogen [2, 3, 4] and formate metabolism and nitrogen fixationA]Skrrooxidans is of great
industrial importance since it is used in the recovery of metals such as copper, uranium, gold and
zinc from mining wastes and low-grade mineral resources [6], in the purification of gases
containing sulfur compounds [7] and in the treatment of acid mine drainage [8].

The genome of the type straiA, ferrooxidans ATCC 23270, was sequenced and
annotated by TIGR (The Institute for Genomic Research), providing a framewaitk $dico
metabolic reconstruction that offers a valuable platform for gene discovery and functional
prediction, helping to elucidate novel metabolic pathways and to explain their role in acidic
environments [5].

Iron-sulfur proteins are present in all living organisms and have a remarkable structural
versatility which forms the basis for their various functions: electron transfer, oxidation-reduction
reactions, catalysis, sulfur and iron donors, substrate recognition, sensors of iron and oxygen and
regulatory functions [9, 10]. Regarding to the Fe-S cluster-binding protein family foud in
ferrooxidans, there is very little information available. Recently, it has been proposed that the Iro
protein participates in iron respiratory electron transport [11]. Nouallel. [12] and Zheng
[13] have studied the participation of high potential iron-sulfur protein (HiPIP) in electrons
transfer from bcl complex to the terminal oxidase. Hiugaral. [14] investigated the
involvement of IScA in the iron-sulfur cluster assembly encoded by the iscSUA operon and Zheng
et al. [15] have addressed a key role for adenosine 5’-phosphosulfate reductase in the metabolic
pathway for sulfate reduction and sulfide oxidation in the biological sulfur cycle.

In this work, we have cloned, overexpressed, purified and biophysically characterized a

new iron-sulfurclusterbinding protein from A. ferrooxidanstrain LR.
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2. Materialsand M ethods

2.1. Fe-Scluster-binding protein gene cloning and sequencing

TheA. ferrooxidans strain LR used in this work was isolated from an effluent of column
leaching of uranium ore from Lagoa Real, State of Bahia, Brazil [16] and was identiffed as
ferrooxidans [17, 18].The gene that encodes the-S cluster-binding protein was amplified by
PCR from A. ferrooxidans LR purified genomic DNA by using the primers 5'-
CcCggCATATGGCTATTCATGAA-3 (forward primer) and 5'-
aatAAGCTTTTAGCCATGATGCGC-3'(reverse primer). These primers were designed, by using
the A. ferrooxidans ATCC 23270 gene on locus AFE_0551 as a template, to generate products
with cohesive overhangs (underlined) for efficient cloning onto the expression vector.

The PCR product was cloned into the pET28a vector (Promega), this vector is designed
for the heterologous protein expressiorkircoli producing a protein with a tag of six histidines
at the amino terminus to facilitate the purification of the protein, resulting in the plasmid pET28a-
R. The plasmid DNA was isolated with the Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen), according
to the manufacturer instructions. The gene was digested out from the plasmid with the restriction
endonucleaselNdel andHindlll. E. coli DH50 was used for the propagation of the recombinant
plasmid. E. coli BL21 (DE3) cells were transformed with the plasmid pET28a-R and used for
protein expression. The correct sequence of the gene cloned into the vector was verified by DNA
sequencing. The gene was sequenced (ABI-Prism 3700, Applied Biosystems) and the predicted
protein sequence was submitted to multiple alignments comparison in protein databases by using
the NCBI Entrez protein sequence research, Clustal W, ExPASy Proteomic and the PROSITE

motif search for identification of functional regions.

2.2. Expression

E. coli BL21 (DE3) cells containing the recombinant pET28a-R plasmid (10 mL) were
grown at 37°C in 1 L of LB medium containing kanamicin (100 mg/L) until thgo&f@ached
0.8. A concentration of 0.8 mM of IPTG and of ferrous sulfate were added and growth continued
at room temperature for 22 h, approximately. The cells were harvested by centrifugation at 6000

g, 4°C for 10 min. The Fe-S cluster-binding protein was expressed in inclusion corps in all
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conditions tested at the different temperatures. The protein extraction of the inclusion corps was
performed in three steps: (1) the cell pellet was suspended in lysis buffer 1 (50 mM Tris-HCI, 5%
glycerol, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA and 25% sucrose, pH 8.0), sonicated for 2 min and
centrifuged. (2) the cell pellet obtained in (1) was suspended in lysis buffer 2 (50 mM Tris-HCI,
5% glycerol, 100 mM NaCl and 5 mg lysozyme, pH 8.0) and (3) the extraction of the

recombinant protein was carried out in the presence of 8 M urea.

2.3. Protein purification

The obtained protein was incubated in a Hi-Trap chelating column loaded Withasli
the affinity metal equilibrated, with buffer (50 mM Tris-HCI, 5% glycerol, 100 mM NacCl, 20
mM imidazole and 8 M urea). The protein was eluted with an elution buffer (50 mM Tris-HCI,
5% glycerol, 100 mM NaCl, 500 mM imidazole and 8 M uera, pH 8.0) and the eluted fractions
were analyzed by SDS-PAGE. As shown in Fig. 1, the obtained protein purity was > 95%. The
purified protein fractions were folding by successive dialysis against buffer (20 mM Tris-HCI,
5% glycerol, 100 mM NaCl, 2 mM Tris (2-Carboxyethyl) Phosphine Hydrochloride TCEP, pH
8.0) with a decreased gradient of urea, from 6 M to O M. The protein concentration was
determined by using the absorption at 280 nm and the theorical extinction coefficient calculated

on the basis of the protein amino acid composition [19].

2.4. Dynamic Light Scattering

After protein purification and folding steps, a gel filtration chromatography Superdex
26/60 prep grade 200 was realized. The monodispersivity of the sample was analyzed by dynamic
light scattering using a DynaPro equipment for Protein Solutions. The protein concentration was
2 mg/mL in 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl at 25°C. The hydrodynamic parameters
were obtained by the equipment software.

2.5. Protein identification

The protein bands were excised and an in-gel trypsin digestion was performed according
to Hannaet al. [20]. A sample (4.9L) of the peptide mixture was separated by C18 @0x
100 mm) RP-UPLC (nanoAcquity UPLC, Waters) coupled with a nano-electrospray tandem

mass spectrometry on a Q-Tof Ultima APl mass spectrometer (MicroMass/Waters) at a flow rate
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of 600 nL/min. The gradient was 0-80% acetonitrile in 0.1% formic acid over 45 min. The
instrument was operated in the ‘top three’ mode, in which one MS spectrum is acquired followed
by MS/MS of the top three most-intense peaks detected. The resulting spectra were processed
using Mascot Distiller 2.2.1.0, 2008, Matrix Science (MassLynx V4.1) and searched against the
human non-redundant protein database (NCBI) using Mascot, with carbamidomethylation as
fixed modification, oxidation of methionine as variable modifications, one trypsin missed

cleavage and a tolerance of 0.1 Da for both precursor and fragment ions.

2.6. UV-visible scanning

UV-visible spectrum scanning was carried out at 25°C ofeean Infinite M 200
spectrophotometer. Samples of the reduced and the oxidized protein (15 uM) were prepared in 10
mM Tris-HCI buffer containing 100 mM NaCl, pH 8.0. The oxidized protein was obtained by

incubation with 5 mM ammonium persulfate for 30 min.

2.7. CD spectroscopy analysis

The CD spectra were recorded in a Jasco J-810 spectropolarimeter equipped with a Peltier
temperature control. The conformational changes in the secondary structure of the protein in a pH
range from 1 to 12 were analyzed using Far-UV-CD measurements. The protein samples
(typically 8.6 uM) were incubated for 24 h, 4°C at different pH values (the pH was adjusted by
HCIl or NaOH addition). Far-UV-CD measurements were obtained by monitoring the mean
residue ellipticity between 195 and 260 nm and recorded using 1 mm path length polarimetrically
certified cells (Hellma). Molar ellipticity was calculated according to Corréa and Ramos [21].

Analysis of the secondary structure content of the protein, estimated from the Far-UV

spectrum at different pHs, was complemented using the CDNN and PHD program predictions.

2.8. Thermal unfolding analysis

Far-UV-CD temperature scans of protein samples at different pH values (from 1 to 12)
were recorded on a Jasco J-810 spectropolarimeter at temperatures ranging from 10 to 110°C,
with a heating rate of 1°C/min. The protein concentration used for Far-UV CD was 8.6 uM, using
a cell with path length of 1 mm. Temperature scans were recorded using a step resolution of

0.5°C and a response time of 8 s. Detection wavelengths were at 208 nm or at 222 nm, depending
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on which wavelength was the most sensitive to temperature. The apparent midpoint transition
temperature (Tm) at each pH was determined by direct analysis of the spectroscopy signal vs.

temperature and curve fitting to a sigmoid transition.

3. Results and Discussion

3.1. Sequence analysis

A BLAST analysis indicated that proteins sharing sequence identity above 30% with the
Fe-S cluster-binding protein from ferrooxidans LR, display a highly conserved motif related to
a heterodisulfide reductase function [22]. The cysteine residues required for Fe-S cluster-binding
are fully conserved (Fig. 2). Moreover, several hydrophobic and polar residues are also conserved
and possibly involved in protein stability.

Best alignment results (Table 1) were obtained with ortolog genes from several
microorganisms, that share either the same energetic substrate or the extreme environment. That
IS, Acidithiobacillus caldus and Sulfolobus solfataricus that have been found in similar
acidophilic environments [23, 24]. Thermophilic microorganisms from the dkdeificales,
which can oxidize hydrogen and sulfur, such as the thermoacidophilic species
Hydrogenobaculum [25]. Rhodobacter that is a ferrous iron-oxidizer and can useardd CQ,
acetate and pyruvate as substrates for growth T26dalkalivibrio that is extremely tolerant to
salt and uses reduced sulfur compounds (thiosulfate, sulfide, elemental sulfur and tetrathionate)
as energy sources [27Myphomicrobium that utilizes methanol, methylamine and formate for
growth and furthermore, is very efficient in denitrification and methanogenesis [28].

Apparently, the protein from the species that showed a best alignment, share the same
heterodisulfide reductase function (Table 1), although this function has not been described for
these organisms until now. Moreover, there is neither functional nor structural data available for
this protein. However, the enzymatic characterization and metabolic pathways involyio@,H
formate, methanol and acetate have been studied in methanogenic microorganisms [29, 30].

The heterodisulfide reductase (HDR) enzyme has been studied in methanoarchaea
microorganisms under cell growth in,/@0O,-rich environments. In such conditions, the HDR
reaction is involved in the generation of an electrochemical ion gradient that is essential for

energy conservation by methanogens [29]. The proton translocation is coupled to electron
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transport pathways and ATP synthesis involving the HDR-catalyzed heterodisulfide. This
reaction was demonstrated when the electron donor wgglHor CG [32].

In acidophilic microorganisms, thigpH across the cytoplasmic membrane is intrinsically
linked to cellular bioenergetics because it is the major contributor to the proton-motive force
(PMF). The PMF is a measurement of the energized state of the cell membrane as a result of a
charge separation between the cytoplasm and the external milieu created by the membrane
potential and pH gradient across the membrane [33]. If molecular hydrogen is present, then the
membrane-bound F420-nonreducing hydrogenase forms channels by transfering electrons via the
b-type cytochromes to the heterodisulfide reductase which reduces the terminal electron acceptor.
This electron transport system, referred to asheterodisulfide oxidoreductase, is coupled to
proton translocation across the cytoplasmic membrane. These reactions coupled to proton
translocation resulted in electrochemical proton gradient, which is used for ATP synthesis [34].
According to Valdéset al. [5] and Brasseuet al. [35], the reverse electron flow for the
production of NADH via the oxidation of Fe(ll) i ferrooxidans, is driven by the proton motif
force (PMF) across the membrane that results from the acidic enviromnéat.ooxidans can
exploit the natural PMF to generate reducing power and couple it to redox reactions. Although
this electron transport system has not been fully describefl ferrooxidans, it could occur in

acidophilic microorganisms.

3.2. Expression and purification

The best protein expression levels were obtained under induction with 0.8 mM IPTG at
25°C overnight, however the recombinant protein was found in an inclusion body form (Fig. 1).
The presence of iron in the culture media did not affect the solubility and expression levels of the
protein. The fraction containing the protein displayed a green-brown color which indicates the
presence of [4Fe-4S] clusters even after the purification steps. A MS analysis of the recombinant
protein indicated a molecular weight around 29 kDa which is agreement with the full-length
protein in fusion with the N-terminal 6x His tag (Table 2). The protein identification was carried
out by LC-MS/MS and indicated total sequence coverage to the Fe-S cluster-binding protein
from A. ferrooxidans ATCC 23270. Dynamic light scattering experiments indicated a monomeric

state in solution for the recombinant protein featuring a hydrodynamic radius of 2.8 nm as
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observed for other family members. The sample resulted in a very low polidispersity of 11%
indicating its suitability for structural and biophysical characterization.

3.3. UV-visible scanning

The UV-visible spectra of the oxidized and reducedombinantFe-S cluster-binding
protein are shown in Fig. 3. According to several authors [11, 36, 37], the spectra were similar to
those previously reported for other iron-sulfur cluster-binding proteins that were characterized by
maximum absorption peaks between 300 to 500 nm, approximately. In this region, the oxidized
protein exhibited an increase in the absorbance compared to the reduced protein.

3.4. CD spectroscopy analysis

Protein conformational changes induced by altering the net charge through pH titrations
were monitored using far-UV CD. Prediction of the secondary structure contents at different pHs
were calculated using the CDNN and PHD algorithms (Figs. 4 and 5). Notably, the protein
displayed a gain of secondary structure at lower pHs indicating that the protein becomes more
structured in acidic conditions. The spectral profile presented two relative minimums at 208 nm
and 222 nm, and a relative maximum at 195 nm which is typically observeehfgical proteins
(Fig. 6). However, at basic pH values the protein gradually lostotielical structure
characterized by a turn down of the minimum peaks at 208 and 222 nm and the spectra
deconvolution indicated an increase [Bsheet and random coil combinations (Fig. 7). The
protein was not analyzed at pH 6-7 due to the proximity of its isoelectric point (6.3), which can

cause its precipitation.

The sequence analysis also corroborated with the spectroscopic results, since the analyzed
protein contains several residues that confer stability to its structure at acidic pHs, such as the
conserved aromatic and polar residues G, W, V (Fig. 2) that may protect the Fe-S cluster from
solvent by forming H-bonds in the backbone and side chains and by making electrostatic
interactions with the cluster [12]. In addition, the protein contains nine prolines that probably
play an important role in the stabilization of protein folding at acidic pHs [12, 38, 39]. Other
study has concluded that the proline residues could be involved in the thermostability of proteins
[40].
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These results revealed that alkalinization was more destabilizing than acidification and it
Is in accordance to the fact that periplasmic acid-stable proteins with very high redox potentials
are essential for the bioenergetic metabolism.dérrooxidans [12]. Moreover, its putative Hdr
function in methanogenic microorganisms was also observed in the periplasm supporting our
results [41].

3.4. Effect of pH on thermal denaturation

The recombinant protein showedighly thermo stability at acidic pHs, ranging from 1
to 4, with a melting temperature of 95°C (Fig. 8). At pH 5.0, the stability drastically decreased
with a delta Tm of 40°C and surprisingly, at pHs higher than 10 its Tm presented an average of
77°C. Probably, this anomalous behavior is due to the additive effects of several factors, such as
an increasing number of hydrogen bonds at the acidic pHs and new electrostatic interactions of
van der Waals contacts [36]. Despite the unfolding to be irreversible, no precipitates were
observed. A similar thermal denaturation behavior has been reported for ferredoxins from various
hyperthermophilic microorganisms [36, 42, 43] and their unfolding paths usually involves the
formation of transient states in which the polypeptide suffers conformational rearrangements to

keep contacts with the iron clusters.

4. Conclusions

The Fe-S cluster-binding protein froA. ferrooxidans LR was overexpressed and
purified. A spectroscopic analysis indicated that the protein becomes more structured in acidic
pHs, with a predominance af-helical structure. Thermal unfolding studies indicated a high
thermal resistance and stability in acidic pHs with a Tm around 95°C. In basic pHSs, large
structural rearrangements were observed and the protein stability decreased with additons of
sheet and coil random combinations. These results are in full agreement to secondary structure
predictions. Moreover, a bioinformatics analysis predicted a heterodisulfide reductase function

for the protein that has not been described yet in the genus Acidithiobacillus
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Figure captions

Fig. 1. Expression and purification analyses of the recombinant Fe-S cluster-binding protein,
from A. ferrooxidans LR, by SDS-PAGE (12%). Lane 1, molecular weight marker (PageR{iler
Prestained Protein Ladder); lane 2, not induced fraction; lane 3, induced fraction of cells carrying
the vector pET28a-R after IPTG induction for 2 h; lane 4, induced fraction of cells carrying the
vector pET28a-R after IPTG induction overnight; lane 5, soluble fraction of cells carrying the
vector peET28a-R after IPTG induction; lane 6, insoluble fraction of cells carrying the vector
pET28a-AFE_0551after IPTG induction; lane 7, lyses fraction; lane 8, purified protein fractions

eluted from the column with 300 mM imidazole.

Fig. 2. Sequence alignment of th&e-S cluster-binding protein from. ferrooxidans LR with
Acidithiobacillus caldus ATCC 51756 (ACA_2420), Thioalkalivibricsp. strain HL_EbGR7
(Tgr7_2212),Rhodobacter sp. SW2(Rsw2_3300)Hyphomicrobium denitrificans ATCC 51888
(Hden_2630), Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1 (HG_18434)Hydrogenobaculum sp. strain
YO4AAS1 (HYO_1078) andulfolobus solfataricus 98/2 (Ssol_2103). The black boxes indicate

the two sets of Fe-S binding residues Cys and other possible residues important fro the stability

of the protein.

Fig. 3. UV-visible scanningof oxidized and reduced recombindrg-S cluster-binding protein
from A. ferrooxidans LR. The solid lane indicates the oxidized protein and the dashed lane
indicates the reduced protein. The inset shows the difference of the spectrum at wavelength

ranging from 300 to 500 nm.

Fig. 4. Secondary structure prediction of the Fe-S cluster-binding protein Atdirooxidans
LR. Cylinders represent-helices, arrows represefistrands and lanes represent random coll

structure. The prediction was performed with the PHD program.

Fig. 5. Secondary structure prediction of the Fe-S cluster-binding protein Atdirooxidans
LR. The prediction was performed with the CDNN program.
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Fig. 6. Far-UV circular dichroism spectrum of the Fe-S cluster-binding protein ffom
ferrooxidans LR in acid pH rangeThe protein was previously incubated for 24 h in the

respective pH before each measurement.

Fig. 7. Far-UV circular dichroism spectrum of the Fe-S cluster-binding protein ffom
ferrooxidans LR in basic pH range. The protein was previously incubated for 24 h in the

respective pH before each measurement.

Fig. 8. pH dependence of the Fe-S cluster-binding protein florferrooxidans LR melting
temperature (). Tm =96 °C (pH 1); 1. =97,5 °C (pH 2); £ =99 °C (pH 3); T, = 95,5 °C (pH
4); Tm =40 °C (pH 5); % = 46 °C (pH 8); 1, = 49 °C (pH 9); =81 °C (pH 10); =74 °C
(pH 11); T =75 °C (pH 12).

Table 1. Sequence alignment of the Fe-S cluster-binding protein from A. ferrooxld@dns

Table 2. Identification of the Fe-S cluster-binding protein codified frAnferrooxidans LR by

nano-electrospray tandem mass spectrometry (LC/MS/MS).
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Table 1.

Organism Order/Family Accession % % Predict
Identity positives function
Acidithiobacillus Acidithiobacillales/ AFE_0551 100% 100% Heterodisulfide
ferrooxidans ATCC Acidithiobacillaceae reductase
23270 subunit C
Acidithiobacillus Acidithiobacillales/ ACA 2420 90% 228/239 Heterodisulfide
caldus ATCC 51756  Acidithiobacillaceae 95% reductase
subunit C
Thioalkalivibrio sp. Chromatiales/ Tgr7_2212 70% 192/237 Heterodisulfide
Strain HL-EbGR7  Ectothiorhodospiraceae 81% reductase
subunit C
Rhodobacter sp. Rhodobacterales/ Rsw2 58% 173/235 Heterodisulfide
SwW2 Rhodobacteraceae DRAFT_3300 73% reductase
subunit C
Hyphomicrobium Rhizobiales/ Hden 51% 162/234  Heterodisulfide
denitrificans ATCC Hyphomicrobiaceae DRAFT 2630 69% reductase
51888 B subunit C
Hydrogenivirga sp. Aquificales/ HG1285 18434 37% 150/253 Heterodisulfide
128-5-R1-1 Aquificaceae 59% reductase
subunit C
Hydrogenobaculum Aquificales/ HYO4AAS1 1078 36% 149/253 Heterodisulfide
sp. Strain YO4AAS1 Aquificaceae 58% reductase
subunit C
Sulfolobus Sulfolobales/ Ssol_2103 34% 120/221 Heterodisulfide
solfataricus 98/2 Sulfolobaceae 54% reductase
subunit C
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Table 2.

Sample Protein Class Accession number  Peptide Sequence, m/z, z

e g | 218666436 TLIDPDR, 830.4012, +2
Protein It;'o r(xj.sulfurCI uster LGLKAELMK + Oxidation (M), 1020.68, +3
Iinding YWIYLIR, 1027.56, +2
DVRPEGVMK, 1032.52, +3
TGEVLAEYVK, 1109.54, +2
MGMNVVFRPK, 1195.50, +2
QMTSKICNISSPYL, 829.3574, +2
IEDTEVMVGFFK, 1415.67, +2
DIIWQCVSCNK, 1423.66, +2
SWGKTGEVLAEYVK, 1568.86, +3
IEDTEVMVGFFKR, 1572.77, +3
ATAHWMEENGLTPK, 1592.68, +2
AGQPLVQAWIVEFGK, 1643.84, +2
DKDIIWQCVSCNK, 1666.74, +2
AGQPLVQAWIVEFGKR, 1799.98, +2
RAGQPLVQAWIVEFGK, 1801.05, +3
TLSTHFDEEFTHQCIEFGR, 2356.02, +3
AGQPLVQAWIVEFGKR, 1801.05, +3
TLSTHFDEEFTHQCIEFGR, 2357.2,+4
LQHDHLVIDGVDVSGSWNTMITPR, 2822.51, +4
TLTDYEEHFEEIIQSYSGGENVHR, 2853.29, +4
ILQHDHLVIDGVDVSGSWNTMITPR, 2806.52, +4
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