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Resumen

Resumen

El molibdeno es un elemento quimico de vital importancia en muchos sistemas
biolégicos y es necesario para la constitucion de enzimas que catalizan diversas
reacciones clave en los ciclos biogeoquimicos del carbono, azufre y nitrégeno. El metal
por si solo es bioldgicamente inactivo a menos que esté complejado por un cofactor
especial. Con excepcion de las nitrogenasas bacterianas donde el Mo forma parte del
cofactor FeMOCO (Fe-Mo cofactor), el Mo se encuentra en las proteinas unido a un
derivado pterina. El cofactor molibdopterina (MPT) es el sitio activo de todas las
enzimas mononucleares de Mo. En esta tesis reportamos el estudio de dos tipos de
enzimas mononucleares de Mo: nitrato reductasas derivadas de Sinorhizobium meliloti
2011y aldehido oxidorreductasa de Desulfovibrio gigas (DgAOR).

Se caracterizd bioquimicamente una nitrato reductasa de membrana (NRm)
involucrada en el metabolismo respiratorio de nitratos, y una enzima con actividad
dual nitrato-nitrito reductasa (NR-NiR). Se reportan las condiciones 6ptimas para el
crecimiento celular y la produccidon de las enzimas. El crecimiento en medios con
molibdato y/o tungstato indica que el Mo es esencial para la actividad NR, lo que esta
en linea con los estudios cinéticos de las enzimas y sugiere que la inhibicidn ocurre por
reemplazo del Mo por W. Las enzimas aisladas catalizan la reduccién de nitratos
siguiendo un mecanismo de Michaelis-Menten y son inhibidas por tungstato, azida,
clorato y cianuro, mientras que el amonio no tiene efecto inhibidor. La actividad NiR de
NR-NiR muestra una cinética tipo Michaelis-Menten, es inhibida por
dietilditiocarbamato y cianuro e insensible a amonio. Los estudios con inhibidores
sobre las enzimas aisladas sugieren un perfil fisioldgico de vias desasimilativas.

Se caracterizd la cinética de inhibicién de la enzima DgAOR con los inhibidores
cianuro, etilenglicol, glicerol y arsenito, junto con estudios cristalograficos y de
resonancia paramagnética electrénica (RPE) de la enzima después de la reaccién con
los dos alcoholes. Al contrario de lo que se ha observado en otros miembros de la
familia de la xantina oxidasa (XO), cianuro, etilenglicol y glicerol son inhibidores
reversibles de DgAOR. Los datos cinéticos de muestras nativas obtenidas por

disolucién de cristales, como de aquellas tratadas con cianuro, confirman que DgAOR
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no necesita de un ligando azufre coordinado al 4&tomo de Mo para la catdlisis, lo que
constituye una diferencia fundamental con la enzima xantina oxidasa (XO), y confirma
la ausencia del ligando en la esfera de coordinacién del atomo de molibdeno en la
enzima activa. Estudios cristalograficos de muestras inhibidas con los polialcoholes
confirma la evidencia de una interaccion directa Mo—C, lo que constituye la primera
evidencia experimental para tal tipo de enlace en sistemas bioldgicos. Se discute la

implicancia de este resultado en el mecanismo catalitico de DgAOR.
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Abstract

Molybdenum is of essential importance in many biological systems as it is
required by enzymes catalyzing diverse key reactions in the global carbon, sulfur and
nitrogen metabolism. The metal itself is biologically inactive unless it is complexed by a
special cofactor. With the exception of bacterial nitrogenase, where Mo is a
constituent of the FeMo-cofactor, Mo is bound to a pterin, molecule forming the
molybdenum cofactor (MOCO) which is the active compound at the catalytic site of all
other Mo- mononuclear enzymes. In this work we report the study of two kinds of Mo-
mononuclear enzymes: nitrate reductases from Sinorhizobium meliloti 2011 and
aldehyde oxidoreductase from Desulfovibrio gigas (DgAOR).

We characterized biochemically the respiratory membrane-bound nitrate
reductase (NRm) and the cytoplasmic nitrate-nitrite reductase (NR-NiR) from S. meliloti
2011. The optimal conditions for cell growth and enzyme production are presented.
The highest levels of NR activity were obtained under microaerobic conditions in
presence of both nitrate and nitrite. Cell growth in presence of either molybdate or
tungstate indicates that molybdenum is essential for the NR activity, which is in line
with kinetic studies of the as-isolated enzymes that suggest that the inhibition occurs
by replacement of W for Mo. Both NRm and NR-NiR follow a Michaelis-Menten
mechanism and NR activity is inhibited by tungstate, azide, chlorate and cyanide but
not by ammonia. NiR activity of NR-NiR shows also a Michaelis-Menten mechanism
and is inhibited by diethyldithiocarbamate and cyanide.

We performed also steady-state kinetic studies of DgAOR with the inhibitors
cyanide, ethylene glycol, glycerol, and arsenite, together with crystallographic and EPR
studies of the enzyme after reaction with the two alcohols. In contrast to what has
been observed in other members of the XO family, cyanide, ethylene glycol, and
glycerol are reversible inhibitors of DgAOR.

Kinetic data with both cyanide and samples prepared from single crystals
confirm that DgAOR does not need a sulphur ligand for catalysis and confirm the
absence of this ligand in the coordination sphere of the molybdenum atom in the

active enzyme.
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The two adducts alcohol-enzyme present a direct interaction between the
molybdenum and one of the carbon atoms of the alcohol moiety, which constitutes
the first structural evidence for such a bond in a biological system. The implicancy of

this result in the reaction mechanism of DgAOR is discussed.
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l. Introduccion General

.L1. Metales de transicion y su funcion en los procesos bioldgicos: las
metaloproteinas.

La quimica inorganica biolégica o quimica bioinorgdnica es una disciplina que se
sitia en la interfase de areas mas clasicas como la quimica inorganica y la biologia.
Aunque histéricamente la biologia y la quimica inorgdnica se desarrollaron
independientemente, la identificacion de elementos inorganicos con funciones
esenciales para los sistemas vivos hizo confluir naturalmente estas dos disciplinas en
una unica. Asi, la quimica bioinorganica estudia las especies inorganicas con especial
énfasis en cémo ellas funcionan in vivo (Lippard y Berg, 1994a; Frausto da Silva y

Williams, 2001a; Atkinsy col., 2006).
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Figura I-1. Elementos quimicos relevantes para la quimica bioinorganica. Elementos macro (en verde),
elementos traza (bordo).

Los elementos quimicos biolégicamente esenciales pueden dividirse en dos
grandes grupos: los elementos mayoritarios y los elementos traza (Figura I-1). Los
elementos quimicos mas abundantes en la materia biolégica son O, N, C, P, S, H, Na, K,
Mg y Ca y se encuentran formando parte de las estructuras basicas de toda célula. Los

metales de transicion se presentan en niveles de elementos traza y juegan un rol
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importante, cumpliendo funciones bioldgicas clave al formar parte de estructuras
moleculares como son las metaloproteinas. Asi, las diversas formas de vida han
desarrollado mecanismos de transporte para incorporar, almacenar y regular las
concentraciones y disponibilidad de los diferentes metales de transicion y han sabido
aprovechar las propiedades quimicas de cada uno de estos elementos para adaptarse
a las condiciones de un medio cambiante y en constante evolucion. Los metales de
transicion han permitido la adaptacion de los microorganismos y formas de vida
superiores a los distintos ambientes de la Tierra, cumpliendo funciones en el
transporte de gases, en mecanismos de respiraciéon (aerdbica y anaerdbica), en la
transferencia electrénica mediante la constitucion de cofactores metalicos redox, en
estructuras celulares y en catdlisis enzimatica. Entre los metales de transicién
relevantes para estas funciones bioldgicas se pueden distinguir Zn, Mn, Co, Fe, Mo, W,
V, Niy Cu (Atkins y col., 2006).

Conforme evolucionaron las condiciones geoquimicas en la Tierra, desde un
ambiente andxico (3800 millones de afos atras) a un ambiente rico en oxigeno (desde
hace 400 millones de afios), la utilizacién de los metales de transicién acompaiié al
proceso evolutivo, llegando en la actualidad a tener gran relevancia en distintos
procesos vitales para el mantenimiento de la vida (Frausto da Silva y Williams, 2001a).
De todos los metales de transicidon, el mds ampliamente utilizado por todos los seres
vivos es el Fe debido a su alta biodisponibilidad y versatilidad en su quimica de
coordinacion y propiedades redox. Estas caracteristicas especiales le permiten
participar en procesos cataliticos redox, de transporte de gases y de transferencia
electronica.

La mayoria de los metales de transicidon utilizados por los seres vivos se ubican
entre los elementos de la primera serie del denominado bloque d de los elementos de
transicion (Figura I-1), lo que sugiere que la naturaleza ha seleccionado los elementos
metadlicos con la menor masa atdmica posible. Elementos mdas pesados no son
utilizados por los seres vivos, a excepcidon de Mo y W que pertenecen a la segunda y
tercera serie de los elementos de transiciéon (Grupo VIB), respectivamente. En el caso
particular del Mo, se puede asegurar que practicamente no existe organismo vivo que
no lo incluya en su metabolismo, lo que indica que las funciones que cumple no

pueden ser substituidas por ningln otro metal (Frausto da Silva y Williams, 2001b;
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Mendel y Bittner, 2006). Ya que este trabajo de tesis estard centrado en la
caracterizacion de enzimas redox que contienen Mo en sus sitios activos, en los
apartados siguientes se describirdn aspectos generales de la biologia del Mo, la
clasificacién de las enzimas de las cuales forma parte, y los mecanismos generales de
catdlisis en los que participa. Por ultimo se plantean los objetivos de este trabajo y se

explica brevemente como esta organizada la presentacion de la tesis.

1.2. Biologia del molibdeno.

El molibdeno es un metal muy abundante en la Tierra ubicandose en la posicién
53 respecto de la abundancia de los elementos (Frausto Da Silva y Williams, 2001b) y
como se dijo anteriormente cumple funciones biolégicas clave (Schwarz y col., 2009).
Su concentracion en la corteza terrestre es alrededor de 1,5 ppm y es uno de los
metales de transicién mas abundantes en el océano (1 x 10 ppm) (Lippard y Berg,
1994b). Se presenta en las rocas como minerales tales como MoS, (molybdenite),
CaMoO, (powelite) y PbMoQ, (wulfenite) y esta disponible para la célula como iones
molibdato solubles, una de las diversas oxo-especies producidas por la hidrdlisis de las
sales de molibdeno a pH neutro. El equilibrio entre los productos de la hidrolisis
favorece al molibdato frente a las otras especies (Pope y col., 1980; Frausto da Silva y

Williams, 2001b), como se muestra en el siguiente esquema.

o Km1pmeA K =1p"334 .
Mol v—— Mol w— MaO”

La incorporacion de molibdato al interior celular se logra mediante diversas
clases de transportadores presentes en la célula bacteriana (Maupin-Furlow y col.,
1995; Self y col., 2001). Algunos de estos transportadores son del tipo ABC de tres
componentes, que incorporan los iones molibdato mediante transporte activo
asociado a la hidrdlisis de ATP (Self y col., 2001). Los iones molibdato también pueden
ser ingresados mediante un sistema de transporte del tipo ABC que se encarga del
transporte de sulfatos (Maupin-Furlow y col., 1995; Self y col., 2001) y mediante un
transportador de iones selenato en caso de ausencia de los otros dos sistemas de

transporte (Lee y col., 1990). Una vez incorporado al interior de las células, el
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molibdato es procesado y almacenado en proteinas especificas para luego ser
incorporado a las molibdoenzimas (Mendel y Bittner, 2006).

El molibdeno se encuentra presente en la estructura de enzimas capaces de
catalizar diversas reacciones redox que participan en los ciclos bioldgicos del
nitrégeno, del azufre y del carbono (Hille, 1996; Zumft, 1997, Moura y col.; 2004;
Brondino y col., 2006; Gonzalez y col., 2006; Schwarz y col., 2009). Por ello el Mo tiene
implicancias en ecologia, en salud humana y en biotecnologia, entre otras. Son de
destacar su rol en procesos relacionados con el efecto invernadero (Zumft, 1997) y el
nivel de polucion de aguas subterraneas (Seitzinger y col., 2006), su potencial interés
en biorremediacién (Richey y col., 2009) y su participacion en el metabolismo de
purinas (Hille, 1996; Kisher y col., 1997; Brondino y col., 2006).

El Mo puede encontrarse en los sitios activos de enzimas formando parte de
estructuras mononucleares o de estructuras multinucleares en clUsteres,
generalmente acompafiado de otros metales como Fe (Schwarz y col., 2009). Entre las
ultimas, el ejemplo mas estudiado corresponde al clister complejo FeMOCO de la
nitrogenasa (Fe;SoMo) donde sélo uno de los 4tomos de Fe y el &tomo de Mo se hallan
unidos covalentemente a la cadena peptidica de la enzima (Kim y Rees, 1992). Con
excepcion de la nitrogenasa y de otras proteinas menos estudiadas, el Mo se incorpora
como cofactor de Mo. Este cofactor contiene un atomo de Mo mononuclear
coordinado a dos dtomos de azufre de un ligando derivado de la pterina denominado
molibdopterina (MPT), también conocido como MOCO (Hille, 1996; Kisher y col.,
1997). La sintesis del cofactor MPT se da en diversas etapas que estan altamente
conservadas en los organismos vivos (Figura 1-2) y se realiza a partir de guanosina
trifosfato (GTP) con la incorporacion de MoO,* al final del proceso (Mendel y Bittner,
2006; Schwarz y col., 2009).

El proceso consta de cuatro etapas fundamentales:

° Etapa 1. Conversion del GTP en el precursor Z: Este paso es catalizado
por dos proteinas y una de ellas proviene de la familia de enzimas dependientes de
S-adenosilmetionina (SAM). En esta familia de proteinas se generan proteinas y/o
radicales substrato por clivaje reductivo de SAM mediante un clUster [4Fe-4S].

° Etapa 2. Sintesis de la molibdopterina (MPT): el precursor Z es

convertido en molibdopterina a través de dos enzimas: MPT sintetasa y la MTP
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sintasa sulfurilasa. EI complejo heterotetramérico de la MPT sintasa transfiere dos
residuos sulfidrilo, uno por vez. La enzima se regenera por accion de la MTP sintasa

sulfurilasa.
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Figura I-2. Sintesis del cofactor molibdopterina en plantas y generacion del cofactor de las distintas
familias de proteinas mononucleares de Mo (Mendel y Bittner, 2006).

. Etapa3. Adenilacion de la MPT: se adiciona AMP a la estructura de la
MPT a partir de ATP.

° Etapa 4. Incorporacion de Mo a MPT: los intermediarios MPT y MPT-P
presentan el ditioleno asociado a Cu. En este paso se cliva el AMP y se cambia el Cu
por Mo.

El cofactor generado se incorpora a las distintas proteinas mononucleares de

Mo y también puede almacenarse en transportadores (MCP, MOCO carrier protein).
Este cofactor es el que da origen a las distintas familias de las proteinas

mononucleares de Mo (Mendel y Bittner, 2006; Schwarz y col., 2009).
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1.3. Proteinas mononucleares de molibdeno.

Si bien las proteinas mononucleares de molibdeno son un grupo heterogéneo
en cuanto a funcionalidades enzimaticas, la arquitectura del sitio activo conserva cierta
homogeneidad (Hille, 1996; Kisher y col., 1997; Moura y col., 2004; Brondino y col.,
2006; Schwarz y col., 2009). El sitio activo de estas enzimas (Figura I-3) posee un
atomo de Mo coordinado a una o dos moléculas de piranopterina y a un nimero
variable de ligandos tales como atomos de oxigeno (O, OH, H,0, serina y acido
aspartico), atomos de azufre (S, cisteina) y atomos de selenio (selenocisteina). La
molécula de piranopterina es un ligando orgdnico que puede estar en la forma de
monofosfato o tener un nucledtido adicionado al residuo pirofosfato (Hille, 1996;

Kisher y col., 1997).
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. Il S, . LS il i
5 Mo=0 5 Mo—5-Cys
d"‘" D N
\OH[GHZ} \s OH(OH,)

Familia Xantina Oxidasa Familia Dimetilsulféxido Reductasa Familia Sulfito Oxidasa

I 5-'.: —~$n W
s \Sj E }ﬁﬂ/ s

D, desulfuricans Nap
R. sphaeroides NapAB E coli NarGHI E coli NarGH

Figura I-3. Estructura del sitio activo de las distintas familias de proteinas mononucleares de Mo. El
panel inferior muestra ejemplos de ligandos x e y para la familia de la dimetilsulféxido reductasa. El
grupo fosfato de la molécula de molibdopterina puede estar sustituido con nucledtidos (guanina o
citosina) segun el tipo de familia de enzimas.

En la tabla I-1 se exponen algunas de las molibdoenzimas y las reacciones que

catalizan. Estas proteinas normalmente tienen ademas otros cofactores metdlicos tales
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como centros hierro-azufre (FeS) y grupos hemo, y cofactores organicos como FAD, los
cuales estan involucrados en los procesos intra- e intermoleculares de transferencia

electrénica (Rothery y col., 2008; Schwarz y col., 2009).

Enzima Reaccion catalizada
Xantina Oxidasa xantina + H,O — &cido Urico + 2H" + 2e’
Aldehido oxidorreductasa aldehido + H,0 — &cido carboxilico + 2H" + 2e”
Nitrato reductasa NOs + 2H" + 2" — NO, + H,0
Dimetilsulfoxido reductasa (CH3),SO + 2H" + 2e” — (CH5),S + H,0
Formato deshidrogenasa HCOOH — CO, + 2H" + 2e
Sulfito oxidasa SO5 + H,0 — SO,” +2H" + 2¢

Tabla I-1. Distintos tipos y funcionalidades dentro de las proteinas mononucleares de Mo. Se
describen las reacciones catalizadas por algunas de estas enzimas.

Como puede observarse en la figura 1-3, las proteinas mononucleares de
molibdeno se dividen en tres grandes familias de acuerdo a la arquitectura del sitio
activo: familia de la xantina oxidasa (XO), familia de la dimetilsulfoxido reductasa
(DMSOR) y familia de la sulfito oxidasa (SO). Estas tres familias incluyen no solo las
enzimas que dan nombre al grupo sino a un gran niumero de enzimas, las cuales han
sido agrupadas por homologia de estructura de sitio activo y otras propiedades

fisicoquimicas (Tabla I-2).

Familia XO Familia DMSOR Familia SO
Xantina Oxidasa Dimetilsulfoxido reductasa Sulfito oxidasa
Aldehido oxidorreductasas Nitrato reductasas Nitrato reductasas eucariotas
Alcohol deshidrogenasa procariotas

Formato deshidrogenasa

Tabla I-2. Ejemplos de proteinas mononucleares de Mo pertenecientes a las distintas familias de
proteinas mononucleares de molibdeno (Hille, 1996; Kisher y col., 1997).

De todas las familias de proteinas mononucleares de molibdeno, las proteinas
de la familia de la XO son las Unicas que no poseen unidn covalente del cofactor con
algin aminoacido de la estructura proteica (Figura I-3) (Hille, 1996; Kisher y col., 1997;

Brondino y col., 2006).
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I.4. Mecanismo general de catdlisis de las proteinas mononucleares de Mo.

Las proteinas mononucleares de molibdeno catalizan diversas reacciones e
intervienen en procesos metabdlicos troncales (Schwarz y col., 2009). Salvo pocas
excepciones, estas enzimas catalizan la transferencia de un dtomo de oxigeno de la
molécula de agua al producto (o viceversa), en reacciones que implican un intercambio
neto de dos electrones entre la enzima y el sustrato, en las cuales el ion metalico cicla
entre los estados redox Mo (VI) y Mo (IV) (Moura y col., 2004; Brondino y col., 2006).

En la Figura I-4 se muestra un esquema general de los procesos redox
involucrados en una reaccién tipica catalizada por estas enzimas. En reacciones de
oxidacion, el sustrato reacciona con el centro de molibdeno que se encuentra en el
estado de Mo (VI) y es reducido a Mo (IV), mientras que en procesos de reduccion la
interaccion sustrato-Mo se da en el estado de Mo (IV) el cual se oxida a Mo (VI). Los
dos equivalentes de reduccién generados en el transcurso de la reaccién son cedidos a
aceptores de electrones u obtenidos de donadores de electrones segun se trate de

procesos de oxidacidn o de reduccion, respectivamente (Figura I-4).

Aceptor reducido Dador oxidado

Sustrato

Producto

Figura I-4. Mecanismo general de reaccion de las enzimas mononucleares de molibdeno. A) Reaccion
de oxidacion. B) Reaccion de reduccion. El sitio activo de Mo puede estar en sus estados de oxidacidn
(IV) o (VI) y cambiar entre estos segun transcurre el proceso de catdlisis enzimatica.

El transporte de electrones desde el dador al sitio activo o del sitio activo al
aceptor, estd mediado por un camino quimico establecido por distintos tipos de
cofactores redox (cofactores metalicos y/u organicos) y ciertos componentes
estructurales de la proteina (aminodacidos) como se detallara en los capitulos
siguientes. El camino quimico responsable de este transporte de electrones es lo que

se conoce como cadena de transferencia electrénica (Moser y col., 2000).

9
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I.5. Proteinas mononucleares de Mo: los objetivos del presente trabajo de tesis.

El estudio de las proteinas mononucleares de Mo es actualmente un campo de
investigacion basica muy activo de la quimica bioinorgdnica a nivel mundial (Rothery y
col., 2008; Schwarz y col., 2009). Actualmente las lineas de trabajo en la tematica estan
orientadas a profundizar el conocimiento de los sistemas mds estudiados y por ende
mejor caracterizados, y a explorar nuevos horizontes en sistemas aun no
caracterizados o con caracterizaciones fisicoquimicas y bioquimicas parciales. En linea
con estos dos grandes enfoques, este trabajo persigue dos objetivos principales. Uno
de ellos estd focalizado en la caracterizacion de enzimas mononucleares de molibdeno
en microorganismos de relevancia para aplicaciones biotecnoldgicas y que tengan
reportado en su genoma sistemas putativos de Mo que permitan aportar no sélo
nuevos conocimientos al entendimiento de la problematica sino que también incluyan
eventuales aplicaciones. El segundo, estd orientado a entender detalles finos a nivel
molecular que son relevantes en el entendimiento del proceso catalitico de una de las
enzimas mejor caracterizadas de la familia de la XO.

Los resultados de este trabajo de tesis se presentan en dos secciones
principales que estan asociadas con los dos tipos de problematica planteadas en el
parrafo anterior. En una primera parte (Capitulo Il) se reportan los resultados
obtenidos en nitrato reductasas aisladas de Sinorhizobium meliloti 2011, una bacteria
del suelo capaz de establecer relaciones simbidticas con especies de plantas
leguminosas y de gran impacto en los ecosistemas del suelo y el ciclo biogeoquimico
del nitrégeno. Dado que nuestro grupo no tenia infraestructura experimental acorde a
este tipo de tareas, esta parte del trabajo tuvo una alta componente experimental e
implicé poner a punto técnicas de crecimiento del microorganismo y manejo de
biorreactores, produccién y purificacion de enzimas y dosaje de la actividad
enzimatica.

Posteriormente, en el Capitulo lll se resuelven aspectos estructurales y
funcionales de la enzima aldehido oxidorreductasa del microorganismo reductor de
sulfatos Desulfovibrio gigas. La enzima cumple funciones en el metabolismo energético
anaerdbico de este tipo de microorganismos, pero ademas tiene particularidades muy

especiales respecto del resto de los miembros de esta familia de enzimas como se

10



I| Introduccién General

demuestra en el desarrollo del trabajo. En un ultimo capitulo (Capitulo 1V) se describen
las conclusiones generales y perspectivas futuras de trabajo.

Las tablas y figuras de este trabajo se enumeran de forma correlativa y por
capitulos, mientras que las referencias bibliograficas se incluyen al final de cada

capitulo.

11
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I1.1 Introduccion

11.1.1. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno llevado a cabo por microorganismos.

El nitrégeno es un elemento basico esencial para la vida debido a que es
constituyente de macromoléculas biolégicamente relevantes como proteinas y acidos
nucleicos. Existe en la bidsfera en varios estados de oxidacion, desde N (+V) a N (-llI).
Las interconversiones de las especies nitrogenadas constituyen el ciclo global
biogeoquimico del nitrégeno (Figura II-1) el cual es sostenido por procesos biolégicos
en los cuales intervienen las enzimas de numerosos microorganismos (Richardson y
Watmough, 1999).

Este ciclo puede dividirse en cuatro procesos fundamentales: i) nitrificacion, ii)
desnitrificacion, iii) amonificacion vy iv) fijacion del nitrégeno atmosférico. Existen un
proceso adicional llamado ANAMOX sobre el cual no existe todavia mucha
informacién (Van De Graff y col., 1995) y, procesos de detoxificacién de compuestos

nitrogenados nocivos (Radionov y col., 2005).
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Figura I1I-1. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno llevado a cabo por microorganismos. Cian:
amonificacion; Verde: desnitrificacion; Azul: fijacion de nitrégeno; Gris: nitrificacion; Negro: proceso
ANAMOX; Rojo: procesos de detoxificacion.

El proceso de amonificacién involucra la conversiéon de NO3 a NH,". El primer

paso catalitico es la reduccion de nitrato a nitrito. Posteriormente el nitrito es reducido
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a amonio, el cual puede ser asimilado en forma de nitrégeno organico. Este proceso se
llama amonificacion asimilativa porque el nitrégeno se acumula en la forma de
biomoléculas. La misma serie de reacciones, aunque a menudo catalizada por distintas
enzimas, puede también ocurrir como parte de procesos de amonificacion
desasimilativa, donde el amonio producido es excretado en vez de asimilarse (Moreno-
Viviany col., 1999; Richardson y Watmough, 1999).

En el proceso de desnitrificacion, el nitrato también sirve como sustrato. Este
proceso involucra las reacciones catalizadas por las enzimas: a) nitrato reductasa (NR),

b) nitrito reductasa (NiR), c) NO reductasa y d) N,O reductasa.

& B £ a
NOz N Oy —NO-N, 0N,

El nitrato se reduce via nitrito, a oxido nitrico, luego a mondxido de dinitrégeno
y finalmente a nitrégeno molecular. Este proceso, también conocido como respiracion,
conserva la energia, la cual se almacena como ATP (Radionov y col., 2005).

El proceso de fijacion de nitrogeno, es decir la conversiéon de N, atmosférico a
NH,", es catalizado por la enzima nitrogenasa (Dos Santos y col., 2005). El proceso de
nitrificacion es el Unico segmento oxidativo del ciclo y en él el amonio se oxida a
hidroxilamina, ésta a nitrito y por Ultimo a nitrato (Richardson y Watmough, 1999).

El estudio de los procesos involucrados en el ciclo del nitréogeno tiene
importancia de tipo ecoldgico-ambiental, agrondmico y en salud humana, por citar
algunos de los aspectos mas destacables. Hay acuerdo en todo el mundo que el uso de
fertilizantes en la agricultura conduce a la acumulacién de nitratos en las napas de
agua subterrdneas y, que el consumo de agua potable con alto contenido en nitratos
se ha asociado con cancer gastrico y con metahemoglobinemia debido a la formacién
de compuestos genotdxicos N-nitroso mediante el accionar de bacterias del tracto
intestinal (Van Mannen y col.,, 1996). El mayor impacto para el medioambiente
proviene del proceso de eutrofizacion de los sistemas acuaticos, a la vez que los 6xidos
de nitrégeno generados mediante procesos de desnitrificacion se asocian con el efecto

invernadero y con la disminucién del ozono estratosférico (Zumft, 1997).
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I.L1.2. Nitrato reductasas involucradas en los procesos de amonificacion vy
desnitrificacion.

En los procesos de desnitrificacion y amonificacion estan involucradas diversas
clases de NRs que presentan una diversidad de cofactores y de mediadores fisioldgicos
(dadores de electrones) relacionados con su funcién bioldgica. Se han descrito hasta el
momento tres tipos de NRs: i) NR respiratoria, Nar, ii) NR periplasmatica, Nap, y iii) NR
asimilativa, Nas (Radionov y col., 2005; Gonzalez y col., 2006). Todas son enzimas
mononucleares de Mo (Hille, 1996). Segun Hille, las NRs procariotas se agrupan dentro
de la denominada familia de la dimetilsulfoxido reductasa, mientras que las derivadas
de organismos eucariotas dentro de la familia de la sulfito oxidasa (Gonzalez y col.,
2006). Segun el proceso en el cual intervienen, las NRs pueden dividirse en
desasimilativas-respiratorias y asimilativas (Tabla II-1).

Via Desasimilativa-Respiratoria

Caracteristica Via Asimilativa

Respiracién de NO; Reduccion NO3

Genes nasCA”/naer narGHI napAB

Localizacién Citoplasma Membrana Periplasma

Reaccién NOg-—)NOZ- NOg——)NOZ- NOg——)NOZ-

Grupos prostéticos FAD, centro [FeS], Grupos hemo b, centro Grupos hemo ¢, centro
MGD [FeS], MGD [FeS], MGD

Transporte Si Si No

Funcidn Asimilacion Fuerza protomotriz Disipacion de poder

respiracién de nitratos reductor y
Regulacién NH,", NO;/NO, 0,, NO3/NO, 0,, NO3/NO,

Tabla II-1. Reduccién de nitratos en procariotas. ° siguiendo la designacién de NADH-NR en Klebsiella
oxytoca. b siguiendo la designaciéon de ferredoxina-NR de cianobacterias. © FAD estd presente en la
subunidad diaforasa de NADH-NR pero estd ausente en ferredoxina-NR de cianobacterias.

Las primeras actlan en procesos respiratorios o de amonificaciéon y las
segundas se encuentran asociadas con cadenas enzimaticas para la generacién de
amonio y su posterior incorporacion en material celular (Zumft, 1997; Radionov y col.,

2005). Las enzimas asimilativas reciben ese nombre porque su funcion primaria es la
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de generar moléculas o iones factibles de ser incorporados en material celular. Mas
complicado resulta distinguir entre procesos desasimilativos y respiratorios. Aunque
generalmente se asume que la respiracion y la reduccion desasimilativa de nitratos son
el mismo proceso, el concepto “desasimilativo” no distingue entre el modo de
reduccion de nitratos: respiratorio (conservaciéon de la energia) u otros modos
desasimilativos. Los ultimos incluyen balance redox para disipar el exceso de poder
reductor bajo ciertas condiciones metabdlicas sin la generacion de una fuerza
protomotriz (Moreno-Vivian y Ferguson, 1998). La Figura lI-2 muestra la estructura de
una de las NRs desasimilativas encontradas, Nar, constituida por el heterooligdmero
NarGHI.

La enzima Nar se ha estudiado en numerosos microorganismos, entre ellos
Pseudomonas aeruginosa (Carlson y col., 1992), Paracoccus denitrificans (Craske y
Ferguson, 1986; Berks y col., 1995a), Pseudomonas stutzeri (Blimle y Zumft, 1991),
Pseudomonas fluorescens (Philipot y col., 1997), y principalmente en Escherichia coli
(Zumft, 1997). Consta de tres subunidades: o, B y y. Las subunidades presentan
diferentes tamafios y composicion de cofactores. La subunidad o o NarG es la
subunidad mayor (112-140 kDa) y presenta el cofactor bis-molibdopterina guanina
dinucledtido (bis-MGD). La subunidad 3 o NarH tiene centros FeS que se encargan de
la transferencia electrénica y su tamafo varia entre 54-64 kDa. El polipéptido y o Narl
(19-25 kDa) es la subunidad anclada a membrana de cara al citoplasma y contiene
grupos hemo tipo b. Los tres polipéptidos estan codificados por el arreglo comun de
genes narGHI (Zumft, 1997; Richardson y col., 2001). La reduccidn del nitrato ocurre de
cara al citoplasma. La enzima recibe el aporte de electrones a través del sistema
ubiquinoles de membrana de cara al periplasma, con liberacién concomitante de
protones hacia el espacio periplasmatico y generacidon de una fuerza protomotriz. Asi,
su funcion puede definirse como de respiracion anaerdbica con transduccién de
energia y puede categorizarse como respiratoria a la vez que como desasimilativa

(Philipot y Hgjberg, 1999).
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Periplasma

" QH,
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Membrana Citoplasmatica Narl -

Q
X, Xox
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2H
NarG
NO, + H,0

NO, + 2H"

Figura II-2. Estructura cristalina y funcion de la enzima NarGHI (NRA) de E. coli. La enzima convierte el
nitrato en nitrito, mediante el consumo de 2 e cedidos por el pool de quinoles reducidos, el cual se
regenera por acoplamiento con otros sistemas de membrana como por ejemplo el sistema de la
formato deshidrogenasa (FdhGHI). Se constituye lo que se conoce como translocacién de protones por
loop redox. Para construir la figura se usé el archivo PDB 1Q16.

La Figura II-3 muestra otra NR desasimilativa, la enzima Nap que consta de dos
subunidades: NapA y NapB (Zumft, 1997; Moreno-Vivian y col., 1999; Gonzalez y col.,
2006).

Cluster (4Fe-45)

Citocromo ¢
NapA

NO, + 2H"

Mo-bisMGD NapB

NO, + H,0

Heterodimero NapAB

Figura 11-3. Estructura cristalina y funcidn de la enzima NapAB de Rhodobacter sphaeroides. La enzima
convierte el nitrato en nitrito, mediante el consumo de 2e’ cedidos posiblemente por NapC o por NapHG
a los grupos hemo ¢ de NapB, que posteriormente los transfieren al Mo via el clister [4Fe-4S] de NapA.
Para construir la figura se usé el archivo PDB 10GY.
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Existen algunas Nap, como las de Desulfovibrio desulfuricans y de
Desulfitobacterium hafniense, que son homodiméricas y estan solamente constituidas
por NapA (Dias y col., 1999). NapA es la subunidad mayor con el cofactor Mo-bisMGD y
un centro [4Fe-4S], con un tamafio de 80-90 kDa. NapB (~17 kDa) contiene dos grupos
hemo c que se encargan de la transferencia de electrones via el centro [4Fe-4S] al Mo
para la reduccién del nitrato. Los dos polipéptidos estan codificados por un cluster de
genes nap que ha sido caracterizado en un nuimero de bacterias desnitrificantes,
incluyendo Ralstonia eutropha (Berks y col., 1995b) y Pa. denitrificans (Siddiqui y col.,
1993) y que a diferencia del operén de genes nar, presenta una mayor
heterogeneidad. Nueve genes diferentes han sido identificados como componentes de
los operones que codifican Naps en diferentes microorganismos. En el operén de
genes nap, existen otros elementos como proteinas ancladas a membrana (NapC),
proteinas integrales de membrana (NapH) y proteinas periplasmaticas (NapG) que
interaccionan con los quinoles, siendo las posibles fuentes de electrones para NapB
(Roldan y col., 1998; Brondijk y col., 2004). Otros genes como napD, napE, napF, napK
y NaplL, codifican para diferentes proteinas que no estdn directamente involucradas
con la reduccién de nitratos. NapD es una proteina de naturaleza citoplasmatica que
actua como chaperona en el plegamiento de molibdoenzimas y NapF es una proteina
gue contiene 4 clusteres [4Fe-4S] labiles y que participa en el ensamble de los centros
FeS de NapA (llbert y col., 2003; Olmo-Mira y col., 2004).

Dos clases de NRs asimilativas, Nas, se han encontrado en bacterias: una tipo
flavodoxina o ferredoxina-dependiente y otra NADH-dependiente (Figura 1I-4).

Ambos tipos de Nas contienen el cofactor Mo-bisMGD y un centro [4Fe-4S]
hacia el extremo N-terminal de la subunidad catalitica pero carecen de los grupos
hemo encontrados en otras NRs procariotas y en la de origen eucariota (Zumft, 1997).
Las Nas ferredoxina/flavodoxina-dependientes se han aislado de Clostridium
perfringens, Azotobacter chroococcum, Ectothiorhodospira shaposnikovii y de
cianobacterias, mientras que las NAD(P)H-dependientes se han purificado a partir de
células de Klebsiella pneumoniae, Rhodobacter capsulatus, y Bacillus subtilis (Philipot y

col., 1997; Radionov y col., 2005).
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Nas NAD(P)H dependientes

Periplasma Klebsiella oxytoca nasRFEDCBA
Klebsiella pneumoniae nasRFEDCBA
Rhodobacter capsulatus nasRFEDCBA

Bacillus subtilis nasABCDEF
Citoplasma

Nas Fd/Fv dependientes
Synechococcus sp. PCC9742
MNAD{P)H
nrtB-nirBA-nrtABCD-narB

" Synechococcus sp. PCC6803
NAD(F) y P
nrtABCD-narB-//-nirA

MasA Marg

Figura II-4. Esquema para la asimilacién de nitratos mediante las enzimas Nas. A) La figura compara las
enzimas de Klebsiella/Rhodobacter (NasCA) y las de cianobacterias (NarB). B) organizacién del cluster de
genes Nas para los casos citados en el texto. Simbolos: “-“distancia corta entre genes; “-//-“distancia
larga entre genes (adaptado de Gonzalez y col., 2006).

Las Nas NAD(P)H-dependientes son heterodimeros constituidos por una
subunidad mayor (90-105 kDa) y una subunidad menor (~45 kDa). La subunidad mayor
presenta un cofactor Mo-bisMGD y un centro [4Fe-4S] y dos centros [2Fe-2S] en K.
pneumoniae y en R. capsulatus, pero carece de estos dos ultimos en B. subtilis. La
subunidad menor presenta FAD en su estructura en K. pneumoniae y en R. capsulatus,
y ademas, 2 centros [2Fe-2S] en B. subtilis (Ogawa y col., 1995; Blasco y col., 1997).

Las Nas Ferredoxina/flavodoxina-dependientes son monoméricas con pesos
moleculares en el rango de 75-105 kDa y contienen el cofactor Mo-BisMGD y un centro
[4Fe-4S]. El dador de electrones fisioldgico es una flavodoxina en Azotobacter
vinelandii y, una flavodoxina y una ferredoxina en Cyanobacteria (Gangeswaran y col.,
1993; Rubio y col., 1996).

Debido a la localizacidn citoplasmatica de este tipo de enzimas, la reduccién de
nitratos se lleva a cabo exclusivamente en el citoplasma y por ende este debe ser
transportado al interior de la célula. El transporte de nitratos es llevado a cabo por
transportadores especificos, usualmente codificados por genes arreglados en operones
junto con los genes que codifican para las Nas. Una vez en el citoplasma, el nitrato es
reducido en el sitio activo y liberado como nitrito. Una NiR localizada en el citoplasma
o en el periplasma se encarga de transformar el nitrito liberado en amonio, el cual es

tomado por el sistema de la glutamina sintetasa y glutamina 2-oxoglutarato
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Aminotransferasa (GOGAT) para la incorporacién a biomoléculas (Philipot y col., 1997;

Radionov y col., 2005).

11.1.3 Metabolismo del nitrégeno en Rizobacterias: relevancia de las NRs.

Como se muestra en la figura II-5, el bacteroide (forma de la rizobacteria dentro
de la célula vegetal como endosimbionte) reduce el nitrégeno atmosférico a amonio,
el cual se transfiere luego al citoplasma de la célula vegetal para su conversién
posterior en aminoacidos. La planta por su parte a través de la fotosintesis genera
compuestos carbonados que derivan en malato y succinato los cuales son transferidos
al bacteroide como fuente de carbono y energia (Geurts y Franssen, 1996; Schultze y
Kondorosi, 1998). El nitrato del suelo puede ser asimilado por la planta y/o convertido

en varios oxidos de nitrégeno y/o nitrégeno molecular en el bacteroide.
NO,

NO,

Bacteroide

Piruvato
ADP

Acetil-CoA

Via xilem% a
N resto de la
2
planta

Figura II-5. Metabolismo de nitrogeno en el bacteroide. TCA: ciclo de &cidos tricarboxilicos; Suc:
succinato; Mdh: malato deshidrogenasa; AOO: acido oxalacético. En negro estd esquematizado el
metabolismo del nitrégeno y en rojo el metabolismo del carbono/metabolismo energético.
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Si bien se sabe del efecto inhibitorio de los nitratos sobre la actividad
nitrogenasa en los nddulos, el principal factor regulador de la actividad es el nivel de
0,. La principal actividad del nitrato se daria entonces a nivel de los cambios que este
provoca sobre la resistencia a la difusiéon del O, y la cantidad de nitrato que puede
permanecer dentro del nédulo depende de la actividad NR en el bacteroide (Lucinski y
col., 2002). Se pueden observar dos comportamientos contrapuestos en cuanto a la
actividad NR y la actividad nitrogenasa:

. I: Un aspecto antagoénico relacionado al consumo competitivo del
poder reductor por parte de los dos sistemas y la inhibicién que produce el
nitrito sobre el sistema nitrogenasa (Becana y Sprent, 1987; Becana y col.,
1989; Arrese-lgor y col., 1997).

. Il: Una accion sinérgica entre la actividad NR y el sistema nitrogenasa.
Hay varios trabajos que demuestran que el incremento de la fijaciéon de N; es
debido a la presencia de actividad NR en el bacteroide y esto se debe
fundamentalmente a la existencia del sistema desnitrificante en estas cepas de
rizobacterias. Asi, por un lado el sistema desnitrificante elimina el nitrito téxico
y, por otro genera ATP en ausencia de O, mediante la respiraciéon de nitratos
(Garcia-Plazaola y col., 1993; Chamber-Perez y col., 1997).

La importancia de estudiar las enzimas derivadas de ambientes microaerdbicos
radica en poder tener un perfil similar al que se encuentra dentro del bacteroide, es
decir de la célula en estado de simbionte.

En la base de datos RhizoBase estan cargados todos los genomas de
rizobacterias reportados hasta el momento (http.//bacteria.kazusa.or.jp/rhizobase). En

ella se encuentran reportados genes nap, nas y narB.

11.1.4 Metabolismo del nitrégeno en Sinorhizobium meliloti: estado actual del tema.
La secuencia del genoma completo de S. meliloti 1021 permite identificar varias
proteinas relacionadas con el metabolismo del nitrégeno. EI material genético de
S. meliloti 1021 se distribuye en un gendforo y dos megaplasmidos, pSymB y pSymA.
(Galibert y col., 2001) El megaplasmido pSymB posee genes que codifican para
potenciales reguladores frente a iones nitrato/nitrito, transportadores de nitrato y

nitrato y nitrito reductasas involucradas con procesos asimilativos (Finan y col., 2001).
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Los genes involucrados en la fijacién de nitrégeno (nif y fix) y aquellos que intervienen
en el proceso de desnitrificacién (azu, nap, nir, nor y nos) se encuentran localizados en
pSymA (Barnett y col., 2001). Sélo algunos pocos genes relacionados con el
metabolismo del nitrégeno se encuentran en el gendforo (Capelay col., 2001).

Solo se han llevado a cabo algunos pocos trabajos acerca del metabolismo del
nitrogeno en S. meliloti: un estudio de la reduccidon asimilatoria de nitrato en
Rhizobium meliloti (actualmente, S. meliloti) donde se aislé una NR soluble (Sekiguchiy
Maruyama, 1988), un estudio de capacidades de desnitrificacion (Garcia-Plazaola y
col., 1993) y, mas recientemente, un estudio de cambios en la expresidon de genes en
condiciones de microaerobiosis y simbidticas (Becker y col., 2004).

En este capitulo de la tesis se presenta el estudio de enzimas NRs derivadas de
S. meliloti 2011 en condiciones microaerdbicas. Las condiciones microaerdbicas son las
qgue se dan cuando este tipo de microorganismo se encuentra en estado de
endosimbionte dentro de las células de la raiz de leguminosas y no existen reportes
previos de estos sistemas de enzimas en este microorganismo y en estas condiciones.
Se reporta la caracterizacion cinética, espectroscépica y molecular de dos especies de
NRs: una NR aislada de la fraccion de membranas (NRm) y otra de naturaleza
citoplasmatica, con actividad dual NR y NiR (NR-NiR). Estas enzimas derivadas de
S. meliloti 2011 aportan informacidn relevante acerca de NRs en rizobacterias y son
compatibles con lo reportado para estudios llevados a cabo en especies de

Bradyrhizobium.
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1.2 Materiales y Métodos

11.2.1 Cepas utilizada.
Para la produccién de las metaloenzimas se utilizé S. meliloti 2011, cedida por

el Dr. Antonio Lagares de la Universidad Nacional de La Plata.

11.2.2 Medios de cultivo.

Medio YMA (Yeast Mannitol Agar) para el mantenimiento y conservacion de cepas.
Las distintas cepas fueron mantenidas a 4 °C en heladera en medio YMA (placas
de Petri, tubos pico de flauta y eppendorfs). El medio posee por litro 100 mg de
MgS0,4.7H,0, 53 mg de CaCl,.2H,0, 6 mg de FeCls.6H,0, 50 mg de NaCl, 10 g de
manitol, 0.5 g de KH,PO4, 0.57 g de acido glutamico, 1 g de extracto de levadura,y 20 g

de agar-agar.

Medio LB (Luria Bertani) modificado para la produccion de biomasa e induccién de
metaloenzimas (LB-Glc).

Las rizobacterias de crecimiento rdpido como S. meliloti 2011 son capaces de
desarrollar en medio LB modificado. El medio posee por litro 10 g de tripteina, 5 g de
extracto de levadura, 5 g de NaCl, 2 g de glucosa, 100 mg de MgS0,4.7H,0, 53 mg de
CaCl,.2H,0, y 6 mg deFeCl3.6H,0. Cuando se evaluaron las condiciones de induccién
de las enzimas el medio se adicioné de 89 mg de CuCl,.2H,0 y/o 24 mg de

NazMOO4.2H20.

Medio TY (Triptone Yeast) modificado para la produccion de biomasa e induccién de
metaloenzimas (TY-Glc).

Las rizobacterias son capaces de desarrollar en medio TY modificado. A menudo
desarrollan con una apariencia mds seca y facil de recuperar por centrifugacién
comparada con el medio YMA donde producen mas exopolisacarido. El medio posee
por litro 5 g de tripteina, 3 g de extracto de levadura, 2 g de glucosa, 100 mg de
MgS0,4.7H,0, 0.7 g de CaCl,.2H,0, y 6 mg de FeCls.6H,0.
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11.2.3 Crecimiento de S. meliloti 2011.

Se evalud el crecimiento y generacién de exopolisacaridos (no deseables
porque dificultan la recuperacién celular por centrifugacién) en medios YMA, LB-Glc y
TY-Glc.

Para la produccién de biomasa susceptible de induccidn para la obtencién de
NRs y NiRs, S. meliloti 2011 se cultivd en medio LB-Glc liquido en aerobiosis y en
agitaciéon a 200 rpm en agitador orbital Boeco PSU20. Se repicé desde placa de medio
semisélido YMA a un cultivo liquido de 5 mL de medio LB-Glc. El cultivo se repico
sucesivamente en proporcién 1:9 (inéculo: medio fresco).

Se ensayaron las siguientes formas de produccion: i) en Erlenmeyer 1 L en
agitador orbital, ii) en biorreactor de 2 L Inteltech LH series 210 para la variable de
produccién por lotes y iii) en biorreactor de 2 L Inteltech LH Series 210 para la
produccién en lote alimentado con glucosa. Los ensayos se realizaron a 30 °C en
aerobiosis y con agitaciéon a 200 rpm en los tres casos. Para la variante en Erlenmeyer
se inocularon 800 mL de medio fresco con 100 mL de cultivo saturado over night. Para
las variantes en biorreactor, se trabajé sobre un volumen final de 1 L (900 mL medio
fresco adicionado de 100 mL de indculo) y con un caudal de aireacién de 1 L h™. El
cultivo en biorreactor por lote alimentado se adiciond de glucosa una vez que el nivel
bajé a 0,5 g L' v se mantuvo durante todo el crecimiento en 2 g L™ para evitar la
formacidén de exopolisacarido. Se registraron los datos de Agqo a lo largo del proceso de

produccion de biomasa en los tres sistemas.

11.2.4 Produccion NRs y NiRs en S. meliloti 2011.

Para evaluar las condiciones de induccidon de NRs y NiR se realizaron cultivos en
Erlenmeyers de 150 mL. Para ello, 22,5 mL de medio LB-Glc fresco adicionado de cu® y
MoO,> se inocularon con la décima parte de indculo. También se procesé un control
sin adicién de metales. El crecimiento se realizé en aerobiosis, en agitacion a 200 rpm
en agitador orbital a 30 °C. Cuando el cultivo llegd a saturacién, se procedid a la
induccidn de las enzimas con 2 mM NOsz, 2 mM NO, y 2 mM NOs/ 2 mM NO,. Se
procesaron tres muestras en condiciones aerdbicas y tres en presencia de N, para
generar una microaerobiosis. Asi se cubrieron todas posibilidades en aerobiosis y

microaerobiosis, con uno de los inductores y con los dos inductores a la vez.
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Finalmente se recolectaron las células por centrifugacién (6000 rpm durante 10 min en
centrifuga Hermle Z323K a 4 °C). Luego, se efectuaron dos lavados con buffer 50 mM
Tris-HCI pH: 7,8 y centrifugaciones sucesivas. Por ultimo las células se resuspendieron
en 5 mL de buffer 50 mM Tris-HCIl pH: 7,8 y se procedio a la disrupcién de las células
mediante sonicacién. El extracto resultante se sometid a evaluacién de contenido
proteico y nivel de actividad.

Para evaluar la naturaleza del sitio activo de las NRs obtenidas también se
realizaron cultivos de 25 mL en Erlenmeyers de 150 mL en aerobiosis y agitacién en
agitador orbital a 30 °C. El medio LB-Glc se adicion6 de 1 mM MoO42', 1 mM WO42', y
1 mM MoO,*/ 1 mM WO, en ensayos independientes y se inoculé con el mismo
cultivo saturado en medio LB-Glc sin agregado alguno de dichos metales. La induccién
de las enzimas se realizé por adicion de 2 mM NOs y 2 mM NO, y burbujeo con N,
durante 10 min. Los cultivos se dejaron proseguir 24 h en condiciones de induccion y
se procesaron de la misma manera que en el ensayo anterior. Finalmente se evalu6 el
contenido proteico y la actividad NR total (particulada y soluble).

Para la produccion de las NRs y NiRs en S. meliloti 2011 se procedié a la
obtencién de biomasa en 2 fermentadores de 10 L Microferm® New Brunswick
Scientific CO INC operados a 200-400 rpm, a 30 °Cy con un flujo de aire de 1 vvm. Los
biorreactores se operaron en modo de lote alimentado con glucosa. Para ello, 5 L de
cultivo fresco inoculado se alimentaron con una solucién de glucosa 26 g L' a razén de
0,25 L h™* hasta un volumen de 7,5 L, manteniendo un nivel de glucosade 2 g L*alo
largo del proceso. Para 15 L de cultivo se utilizaron 130 g de glucosa. La induccién de
las enzimas se realizd una vez alcanzada una Agp ~ 8 por adiciéon de 2 mM NOz y 2 mM
NO; y un burbujeo con N, por espacio de 30 min. Se realizaron medidas de actividad a

las 8 hyalas 16 h de induccidn.

11.2.5 Disrupcion y subfraccionamiento de las células inducidas de S. meliloti 2011.
Luego de la induccion de las metaloenzimas, las células se colectaron por

microfiltracién tangencial de 15 L a 5 L. Finalmente las células se centrifugaron a

6000 rpm a 4°C y se lavaron con buffer 10 mM Tris-HCI pH: 7,6 hasta que no se

detectaron restos de nitrito en el sobrenadante.
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Las células (100 g en masa humeda) se resuspendieron en 300 mL de buffer
20mM Tris-HCl pH: 8,0 suplementado con 25 % p/v sacarosa, 1mM
fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF), 20 pug/ mL Lisozima (Fluka) para permitir la
generacion de esferoplastos. La suspension se dejé 30 min a temperatura ambiente vy,
luego se adiciond 1 mM EDTA y se la dejé durante 30 min. El periplasma se obtuvo a
partir de los esferoplastos por centrifugacién a 6000 rpm a 4 °C durante 90 min y se
conservo a -80 °C hasta su uso.

Los esferoplastos se resuspendieron en buffer 20 mM Tris-HCI pH: 7,6 y se
sometieron a disrupcién en sonicador SONICS en ciclos de 40 s a 300 Watt de potencia
durante 8 min en bafio de hielo. La suspensién se centrifugd a 6000 rpm por espacio
de 10 min a 4 °C para eliminar los esferoplastos no disruptos. El sobrenadante
(membranas y citoplasma) se centrifugd 45 min a 45000 rpm en ultracentrifuga
Beckman Coulter Optima LE-80K (rotor 90Ti). El pellet constituyé la fraccion de
membrana y el sobrenadante el extracto citoplasmatico. El sobrenadante se dializé
contra el mismo buffer 10 mM Tris-HCl pH: 7,6 y se preservo a -80 °C hasta su uso.

La fraccién de membranas se resuspendidé con buffer 20 mM Tris-HCI| pH: 7,6
adicionado de 2,5 % v/v Triton X-100 y 1 mM (PMSF) y se llevé a una concentracion
final cercana a los 10 mg proteina mL™. La mezcla se mantuvo en agitacién suave a
4 °C. El extracto de proteinas de membrana solubilizadas con Triton X-100 se recuperd
por ultracentrifugacion a 45000 rpm durante 45 min a 4 °C. El extracto de membrana
se dializé contra buffer 20 mM Tris-HCl pH: 7,6 -1% Triton X-100 y se conservo a -80 °C

hasta su uso.

11.2.6 Purificacion de la NR de membrana de S. meliloti 2011.

La fraccidn de proteinas de membrana solubilizadas con Triton X-100 se sembré
en una columna DEAE-Sepharose Fast Flow (2,6 x 45,5 cm, Amersham Pharmacia
Biotech AB) equilibrada con buffer 10 mM Tris-HCl pH: 7,6 plus 1 % Triton X-100. Una
vez sembrada la muestra, la columna se lavé con 2 volumenes de buffer de equilibrado
y se procedio a la elusidn por aplicacién de un gradiente de 0-500 mM NaCl en buffer

de equilibrado (4 voliumenes de columna). Las fracciones con actividad NRm se
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juntaron y dializaron contra buffer 10 mM Tris-HCl pH: 7,6 0,1 % Triton X-100-50 mM
NaCl. Luego se concentraron por ultrafiltracion (30K Amicon® Ultra).

Las fracciones concentradas de NRm del primer intercambiador anidnico, se
cargaron en una columna Source15Q (1,6 x 13 cm, Amersham Pharmacia Biotech AB)
equilibrada con buffer 10 mM Tris-HCI pH: 7,6 0,1 % Triton X-100-50 mM NaCl. Luego
del lavado con dos volumenes de columna con buffer de equilibrado, se procedio a la
remocidon de las proteinas por aplicacion de un gradiente 50-500 mM NaCl en 4
volumenes de columna. Las fraccidn NRm activa se dializé contra buffer 100 mM Tris-
HCl pH: 8,0 0,1 % Triton X-100 y luego se concentrd por ultrafiltracion. La fraccién de
NRm enriquecida se sembrd en un tercer intercambiador aniénico (DEAE-Sepharose
Fast Flow, 1,0 x 16 cm, Amersham Pharmacia Biotech) equilibrado con buffer 100 mM
Tris-HCl pH: 8,0 0,1 % Triton X-100. Las proteinas se liberaron por aplicacién de un
gradiente 100-500 mM Tris-HCl en buffer de equilibrado (120 mL). La fraccion NRm
activa se dializd y concentré contra buffer 10 mM Tris-HCI pH: 7,6 0,1 % Triton X-100.
La fraccion activa enriquecida en NRm se sembrd en un gel nativo preparativo (8 %, 33
min a 25 mA) en condiciones no desnaturalizantes y se la recuperé mediante
electroelusion de las bandas de actividad (ElectroEluter 422, Biorad; 6 h a 8-10 mA por
tubo cargado). Finalmente, las bandas electroeluidas se dializaron contra buffer 20 mM
Tris-HCl pH: 7,6 0,1% Triton X-100 y se concentraron por ultrafiltracion. La fraccién

NRm electroeluida se conservéd a -80 °C.

11.2.7 Purificacion de la NR-NiR citoplasmatica de S. meliloti 2011.

Las proteinas del extracto soluble de S. meliloti 2011 se sembraron en un
intercambiador anidénico DEAE-Sepharose Fast Flow (2,6 x 34,5 cm, Amersham
Pharmacia Biotech AB) equilibrada con buffer 10 mM Tris-HCI pH: 7,6. La columna se
lavd con 2 volumenes de columna y luego se procedid a la elusidon de las proteinas
retenidas por aplicacién de un gradiente 0-500 mM NaCl en buffer 10 mM Tris-HCI
pH: 7,6 (2 mL min'l). Las fracciones activas se juntaron y concentraron en unidades de
ultrafiltracién 30K Amicon® Ultra por centrifugacién a 5500 rpm a 4 °C y luego se
desalaron en columna Biogel P6-DG (1,5 x 20 cm, Biorad). La fraccién activa desalada
equilibrada en buffer 20 mM Tris-HCI pH: 7,6, se cargd en un segundo intercambiador,

Sourcel5Q (1,6 x 13 cm, Amersham Pharmacia Biotech AB). La elusién se llevd a cabo
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con un gradiente de 20-500 mM Tris-HCl pH: 7,6 distribuido en 5 volimenes de
columna. Las fracciones activas se juntaron, se equilibraron contra buffer 20 mM Tris-
HCl pH: 7,6 suplementado con 200 mM NaCl y se concentraron por ultrafiltracién.
Alicuotas de 500 pL se inyectaron en una columna Superdex 200 (1,5 x 42 cm,
Amersham Pharmacia Biotech AB). Las fracciones se recolectaron por elusién con el
buffer de equilibrado. Las fracciones con actividad NR-NiR se equilibraron en buffer
20 mM Tris-HCI pH: 7,6 y se concentraron por ultrafiltracion. Las fracciones activas
enriquecidas derivadas del paso de tamiz molecular se sometieron a electroforesis
preparativa en geles nativos al 8 % (33 min, 25 mA). Luego se cortaron las bandas de
actividad y se electroeluyeron segun se indicé para NRm. Finalmente, las fracciones
electroeluidas se dializaron contra buffer 20 mM Tris-HCl pH: 7,6 y se concentraron por

ultrafiltracion. Las fracciones NR-NiR citoplasmatica activas se conservaron a -80 °C.

11.2.8 Técnicas analiticas y de caracterizacion fisicoquimica empleadas.

Ensayos cinéticos.

La actividad NR/NiR se determind usando el método de Ida con leves
modificaciones introducidas por nosotros. (lda, 1977) La actividad NR/NiR-
metilviolégeno dependiente se ensayd en micro volimenes de 250 pL. La mezcla de
reaccion contenia: 30 mM pH: 7.0 buffer fosfato, 0,3 mM metilviolégeno (MV), 5 mM
ditionito de sodio (solucion fresca preparada en 10 mM NaHCOs), y la cantidad
adecuada de enzima y nitrato/nitrito como se describe mas adelante en cada
apartado. La reaccion se inicié por adicién de la mezcla ditionito-NaHCO3; y mantenido
a 30°C durante el tiempo necesario (15-30 min). La reaccidn se termind por agitacién
vigorosa en vortex hasta la oxidacion completa del exceso de reductor (desaparicion de
color azul).

La aparicion/desaparicion de nitritos una vez finalizada la reaccion se
determiné mediante la adicidon consecutiva de dos reactivos: 1 % p/V sulfanilamida
(3 M HCI) y 0.01 % p/V clorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina y lectura posterior de
la absorbancia a 540 nm. Se realizaron las curvas de calibrado pertinentes para evaluar

la linealidad en la respuesta a la concentracidn de nitritos. Se efectuaron diluciones
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adecuadas en caso de desviacion de la linealidad para mantenerse dentro del rango
lineal de deteccidn del nitrito generado, en caso de ser necesario.

Para ensayos de screening de actividad NR y NiR, ya sea en el extracto crudo o
en fracciones durante la purificacién, se utilizaron 25-50 puL de muestra y 20 mM
nitrato o 5 mM nitrito respectivamente. Se ensayaron los blancos pertinentes.

Para los estudios cinéticos se empled una cantidad adecuada de enzima
purificada (ver mds adelante en cada apartado) y 5-900 uM nitrato o 50-3500 uM
nitrito segun sea el ensayo de NR o NiR respectivamente.

En el caso del ensayo continuo para la deteccion de actividad enzimatica se
procedid al seguimiento de la oxidaciéon del MV en condiciones anaerdbicas a 600 nm
(Tan y col., 1994). Se evalud la actividad sulfito reductasa y NiR de NR-NiR de S. meliloti
2011. La reaccién se ensay6 en cubetas semimicro de vidrio con septo de goma. Se
partié de 1.6 mL de mezcla de reaccion 30 mM pH: 7.0 buffer fosfato, cantidad
suficiente de MV para alcanzar un Agg ~ 0,55 (solucién madre de MV, 0,8 mg mL?Y),
5 mM ditionito de sodio (solucién fresca preparada en 10 mM NaHCO3) y 1,2 ug de
enzima. La mezcla se adicioné con sulfito de sodio hasta una concentracién final de
1 mM y se evalud la actividad sulfito reductasa en volumen final de 1,8 mL. Luego la
mezcla se adiciond con nitrito hasta una concentracion de 1 mM y se evalud la
actividad NiR en volumen final de 2 mL. Todas las soluciones empleadas y la mezcla
inicial se desgasificd con argdn durante 15 min. El agregado de sulfito y nitrito se

realizd con microjeringas Hammilton sin volumen muerto.

Ensayos de inhibicion.

Las muestras activas se sometieron a inhibicidon con azida, cianuro, clorato y
amonio en ensayos independientes. La reaccion se llevé a cabo después de 10 min de
incubacién con cada uno de los inhibidores. Los ensayos se llevaron a cabo con la
cantidad adecuada de enzima y a una concentracion saturante de sustrato como se
describe en cada apartado mas adelante. La azida sddica (NaNs) se empled en el rango
12.5-500 uM vy el cianuro de potasio se adicioné en el rango 0.6-12 mM. El clorato de
sodio, un inhibidor caracteristico de las NRs de membrana, se ensayd sobre las
muestras puras en el intervalo de concentraciones 50-3500 uM. El dietilditiocarbamato

de sodio, un inhibidor de las NiRs de cobre, se usd a una concentracién de 1 mM. El
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cloruro de amonio, un inhibidor de NR y NiR asimilatorias se ensaydé en

concentraciones del orden de 1-10 mM.

Espectroscopia UV-vis.

Los espectros UV-vis de las muestras purificadas y las distintas fracciones a lo
largo de la purificacion se tomaron con espectrofotémetro Perkin ElImer 20 UV-Vis. Se
efectuaron barridos en el rango de 250 a 800 nm. Las lecturas del ensayo de actividad

también se realizaron con este equipo.

Determinacion del contenido proteico.

La concentracion de proteina se determind utilizando el método de Bradford
modificado (Bradford, 1976), usando albumina sérica bovina como estandar. Las
lecturas se realizaron a 595 nm. Cuando fue necesario se realizaron ajustes para

determinacién de proteinas de membrana extraidas con Triton X-100.

Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) nativos en geles
verticales no desnaturalizantes segun lo descrito por Davis (Davis, 1964). Las muestras
activas (solubles) se sembraron en geles nativos al 8 % acrilamida-bisacrilamida,
mientras que las muestras derivadas de la extraccion de membranas fueron sembradas
en geles nativos adicionados de 0.05 % Triton X-100.

También se realizaron geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) segun lo descrito por
Laemmli (Laemmli, 1970). Las muestras se cargaron en geles de poliacrilamida
desnaturalizantes (12-15 %) luego del tratamiento a 100 °C durante 3 min en buffer de
siembra 1X. Para evitar el agregado de las proteinas de membrana, las muestras

extraidas con Triton X-100 se trataron en buffer 1X a 40 °C durante 30 min.

Determinacion del tamafio molecular de las muestras de enzimas as-prepared
mediante tamiz molecular.

El tamano molecular de las enzimas aisladas se estimé mediante cromatografia
de filtracién por geles. Una columna preempaquetada Superdex 200 HR 10/30

(Pharmacia) conectada a un equipo HPLC se equilibré con buffer 300 mM Tris-HCl pH:
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7,6 adicionado de 0,2 % V/V Tween 80. La elusidn isocratica se realizé a un flujo de 0,4
mL min™? y se detectaron a 280 nm las proteinas eluidas. Para la calibracién se
emplearon marcadores de alto peso molecular (HMWM, Pharmacia). Los marcadores
empleados fueron: ferritina (440 kDa), conalbumina (75 kDa), anhidrasa carbdnica (29

kDa) y ribonucleasa A (13,7 kDa).

Determinacion de actividad NR/NiR en geles nativos.

La determinacién de actividad NR/NiR en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes se llevd a cabo luego de correr las muestras activas en geles nativos
al 8 %. El gel se incubd en 8 mL de buffer fosfato pH: 7.0 adicionado de 64 mg ditionito
de sodio, 68 mg NaHCOs; y 4 mg metilviolégeno. El tubo de reaccién se burbujed con N,
durante 15 min. El gel se tind de un color azul intenso debido a la presencia de
metilviolégeno reducido. La reaccidn se inicié por agregado de nitrato o nitrito
(10 mM final saturado en N,). La mezcla se incubd en leve agitacién a 30 °C hasta la
aparicion de las bandas de actividad incoloras, lo que indica la oxidacién local del MV
reducido. Las bandas de actividad se fijaron removiendo la mezcla en atmdsfera de N,
y adicionando posteriormente una solucién al 2.5 % de TTC (Triphenyl Tetrazolium
Chloride) saturado en N,. El fondo con metilviolégeno reducido se tifid de color rojo.

Luego el gel se lavd en agua y se conservo en etanol al 50 % antes de ser secado.

Deteccidon de grupos hemo en gel nativo.

Para la tincién de proteinas con grupos hemo, se corrieron geles nativos y luego
se incubaron durante 10 min en mezcla metanol:acetato de sodio (0.25 M, pH: 5.0) en
proporcién 3:7 (V:V). A continuacion el gel se colocd en una solucidon de o-dianisidina
(Fluka) 6 mM en metanol y 0.25 M acetato de sodio pH: 5.0 en proporcién 3:7, en
oscuridad durante 20 min. La actividad peroxidasa se dejé evolucionar durante 1 h
después del agregado de 60 mM H,0,. Finalmente se lavé durante 30 min en H,0:
metanol: acido acético (8:1:1, V:V:V) para fijar las bandas de actividad de color pardo.
Una metaloproteina roja con grupos hemo c aislada de S. meliloti 2011 se empled

como control positivo.
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Determinacion de actividad peroxidasa en solucién asociada a grupos hemo.

La actividad peroxidasa asociada a hemo en geles de poliacrilamida es
adecuada para la deteccién de hemo ¢, aun en condiciones desnaturalizantes (Francis y
Becker, 1984), mientras que el hemo b rara vez se detecta, dado que suele perderse
durante la corrida electroforética (Chaudhry y MacGregor, 1983; Craske y Ferguson,
1986). Para ello se disefiaron experimentos de deteccidon en solucién, utilizando la
enzima as-prepared. Se realizaron ensayos de oxidaciéon de o-dianisidina mediante
H,0, acoplada a la actividad peroxidasa de los grupos hemo. Se disolvié o-dianisidina
en acido acético a una concentracién de 0,01 g mL™ y luego se la diluyé con agua
destilada (1/8). Los ensayos de actividad peroxidasa asociada a hemo se realizaron en
cubetas de 1 mL. Cantidades adecuadas de enzima y H,0 se adicionaron a 965 uL de la
solucién de o-dianisidina y la reaccion se iniciéd por adiciéon de 10 uL de H,0, (30 %,
Merck). La oxidacion de la o-dianisidina se siguio espectrofotométricamente mediante

barridos (250-800 nm) durante el transcurso del tiempo de reaccion (0-30 min).

Determinacion de metales y andlisis de nucleétidos sobre las muestras de enzimas
as-prepared.

El analisis del contenido de Fe y Mo en las muestras de enzimas purificadas se
derivé al SECEGRIN-CONICET y se lo determind mediante espectrometria de absorcién
atémica en un equipo Perkin Elmer Analyst 800. La determinacion de Fe se realizé por
atomizacion por llama y la de Mo por atomizacion electrotérmica. Se empled el
método de curva de calibrado con estandares acuosos certificados.

El andlisis de mononucléotidos se llevé a cabo segun Correia y colaboradores
(Correia y col., 2008). La extraccion de molibdopterina se llevd a cabo principalmente
segun el método descrito por Kretzer y col. (Kretzer y col.,, 1993) y Gremer y Meyer
(Gremer y Meyer, 1996). Los residuos pterina se extrajeron a partir de la proteina con
H,SO,4 concentrado en una proporcion 3 % V/V. La muestra se calenté a 96 °C durante
10 min y se centrifugé 10 min a 18000 x g. El sobrenadante se aplicé a una columna
Supersher100 RP-18 end-capped (Merck) conectado a un equipo HPLC (L-7400, D-7000
y L-7100, Merck) equilibrada con buffer 50 mM acetato de amonio pH: 6,8. La elusién
isocratica se realizd con el mismo buffer a un flujo de 1 mL min™ con deteccién a

254 nm. Las determinaciones cuantitativas se llevaron a cabo por inyeccidon de
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cantidades conocidas de patrones de nucleétidos (CMP y GMP, Sigma) sujetas al

mismo tratamiento.

Dependencia de Mo de la actividad NR de las enzimas as-prepared.

El tungstato es un inhibidor bien conocido de muchas molibdoenzimas dado
gue substituye al molibdeno ligado a la piranopterina, dando lugar a una forma
inactiva (Amy y Rajagopalan, 1979). Los efectos inhibitorios pueden ocurrir a
concentraciones submilimolares, pero concentraciones de 1-10 mM son necesarias
para la maxima inhibicién (Enoch y Lester, 1972). Las muestras de enzimas purificadas
se sometieron a inhibicién con tungstato 0,5 mM y 5 mM. Las condiciones del ensayo
de actividad enzimatica son similares a las descritas en dosaje de actividad NR y

ensayos de inhibicién.
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I1.3 Resultados

11.3.1 Optimizacion del cultivo de S. meliloti 2011.

S. meliloti (De Lajudie y col., 1990) es una bacteria Gram negativa que posee un
metabolismo respiratorio con O, como aceptor final y que se desarrolla en condiciones
Optimas en el rango de temperaturas de 25-30°C. Quimiorganotrdéfico, es capaz de
utilizar una amplia variedad de carbohidratos y sales de acidos organicos como fuentes
de carbono. Asimismo, las sales de amonio, nitratos y nitritos sirven como fuente de
nitrégeno. Su desarrollo en medio con manitol produce una reaccidon acida y la
produccién de exopolisacaridos.

S. meliloti 2011 se mantuvo en medio YMA semisélido, por espacio de 5 meses
a 4°C en heladera. Conservada de esa manera, la cepa no mostré cambios
morfoldgicos durante el tiempo de conservacién. Los repiques se realizaron
frecuentemente de medio semisdlido a medio semisdlido y luego se incubaron por
espacio de 5 dias en estufa a 30 °C (Figura 1I-6A). Se utilizaron variantes de placa,
cultivo en pico de flauta y minicultivos por puncion en eppendorfs. Adicionalmente la
cepa también se conservd en crioviales en freezer a -20 °C o -70 °C, adicionando un
cultivo saturado en medio YM (medio YMA sin agar-agar) liquido con glicerol 20-50 %.

Se realizaron pruebas de crecimiento en distintos medios en condiciones
aerdbicas y en agitacion en agitador orbital a 200 rpm, en voliumenes de 25 mL de
medio. Los medios se inocularon con 2,5 mL de cultivo saturado en medio YM. Al cabo
de 8 h, el crecimiento fue lento y con produccién de exopolisacarido en el medio YM
(Agoo = 0,30 + 0,05) (Figura 11-6B). Los medios LB-Glc y TY-Glc permitieron el desarrollo
adecuado del cultivo en tiempo y forma (Aspo = 0,80 * 0,05 y 0,60 + 0,04,
respectivamente). El medio LB-Glc permitié obtener un mayor rendimiento de biomasa
y una menor produccidon de exopolisacarido, lo que facilita la recoleccién posterior de
las células por centrifugacion.

Como el medio LB-Glc resultd ser el mas propicio para la produccién de
biomasa de S. meliloti 2011, se decidié avanzar en estudios de produccién a mayor
escala en agitador orbital y fermentadores (por lote y lote alimentado con glucosa),

utilizando este medio de cultivo.
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Figura 1I-6. Crecimiento de S. meliloti 2011. A) Cultivo en placa de medio YMA para mantenimiento
luego de 5 dias de incubacién a 30 °C; B) Cultivos en medio liquido luego de 1 dia de cultivo aerobio a
200 rpm en estufa a 30 °C.

La Figura II-7 muestra los resultados obtenidos para la caracterizacion del

crecimiento S. meliloti 2011 en medio LB-Glc en diversas formas operacionales.
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Figura 1l-7. Crecimiento aerdbico de S. meliloti 2011 en medio LB-Glc. (e) Crecimiento en reactor por
lote. (0) Crecimiento en reactor por lote alimentado con glucosa.
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Los niveles de produccién de células, evaluados en términos de Agyp en fase
estacionaria fueron los siguientes: 0,8, 2,0 y 8,0 para cultivos en agitador orbital, lote y
lote alimentado, respectivamente. La aireacién fue fundamental para mantener el
cultivo en crecimiento acoplado al consumo de glucosa vy, la agitacion para evitar
asociaciones en biofilm que estimulasen la produccién de exopolisacarido.

La velocidad de crecimiento (i) se calculd por regresion lineal de In Aggo VS
tiempo. Los valores obtenidos para un cultivo por lotes y un cultivo por lote
alimentado con glucosa fueron 0,21 + 0,01 ht y 0,33 + 0,01 ht respectivamente
(Figura 11-7). Un cultivo en fermentador operado en la forma de lote alimentado con
glucosa es la opcidn mas adecuada para obtener mayor concentracién de biomasa. La
biomasa recuperada a partir de 10 L de cultivo en un fermentador fed-batch operado
en 24 horas, rinde lo mismo que 32 L de cultivo operados en agitador orbital (en lotes

de 3,6 L), consumiendo 2 meses de recolecciones.

11.3.2 Optimizacidon de la produccion de NRs en S. meliloti 2011.

Nuestro primer objetivo fue producir NRs y NiRs en condiciones de
microaerobiosis de la célula en estado libre y por ende, la expansion celular se realizd
en aerobiosis mientras que la induccién de las enzimas debid realizarse en condiciones
microaerdbicas en atmdsfera de nitrégeno. En estas condiciones, las vias susceptibles
de ser estimuladas son la desnitrificacidén y la respiracién de nitratos.

Para optimizar la produccién de NRs en S. meliloti 2011 se realizaron cultivos en
condiciones aerdbicas, y microaerdbicas, en presencia y ausencia de nitratos y nitritos
y en presencia de ambos. Los resultados obtenidos se muestran en la figura II-8. Se
observa claramente que el desarrollo de la actividad NR en un buen nivel luego de 16
horas de induccién de un cultivo de S. meliloti 2011 se obtiene en condiciones de
microaerobiosis y en presencia de nitrato y nitrito (2 mM cada uno). Este resultado
indica que tanto la adicién de nitrato y nitrito como la condicion de microaerobiosis

son necesarias para lograr un nivel maximo de actividad NR en S. meliloti 2011.
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Figura 11-8. Actividad NR total de S. meliloti 2011 en medio LB-Glc: niveles de actividad frente a
agentes de induccién en el medio. El valor de actividad es el promedio de tres determinaciones
independientes +SE. Se cultivd S. meliloti 2011 hasta saturacidn y luego se fraccioné en volimenes de
10 mL para induccién de la actividad durante 16 h. Para el experimento se manejaron varias condiciones
de cultivo: en aerobiosis con y sin agregado de inductores, y en microaerobiosis con y sin agregado de
inductores. Condiciones del ensayo de actividad NR: 1 mM NOs, 10 min a 30 °C.

11.3.2 Influencia en la actividad NR de la adicidon de Mo a cultivos de S. meliloti 2011.

Como se menciond anteriormente en el apartado de materiales y métodos, el
tungsteno es un inhibidor bien conocido de varias molibdoenzimas involucradas con el
metabolismo del nitrégeno en plantas y bacterias. Este sustituye el molibdeno en la
piranopterina dando lugar a formas inactivas de las enzimas (Takahashi y Nason, 1957;
Notton y Hewit, 1971; Amy y Rajagopalan, 1979).

Se evalué la actividad NR desarrollada por S. meliloti 2011 en condiciones de
induccion, luego de haber sido crecida en aerobiosis en presencia de 1 mM MoO,%,
1mM WO,* y 1mM MoO42'/ 1 mM WO,>. Cultivos de células de S. meliloti 2011
crecidas en ausencia de ambos iones se ensayaron como controles. Las actividades NR

desarrolladas se muestran en la tabla 1l-2. Los mayores niveles de actividad en
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presencia de molibdato claramente indican que el molibdeno es esencial para la

actividad NR y que el tungstato conduce a una disminucién de la actividad.

Muestra Actividad NR (nmol NO, min™ mg™)
Control 360+ 8
1 mM MoO,> 488 + 7
1 mM Mo0,*/ 1 mM WO,> 8816
1 mM WO, 67 +2

Tabla 1I-2. Actividad NR total de S. meliloti 2011 en medio LB-Glc: actividad frente a Mo o W
adicionado. El valor de actividad es el promedio de tres determinaciones independientes #SE.
Condiciones del ensayo de actividad: 10 mM NOj’, 15 min a 30 °C.

11.3.3 Produccién y purificacion de la NR de membrana de S. meliloti 2011.

A lo largo de este trabajo hemos podido extraer una NR de membrana a partir
de S. meliloti 2011 por tratamiento con Triton X-100. Luego del proceso de
subfraccionamiento de los esferoplastos disruptos por sonicado, se logré extraer un
extracto crudo marrdn rojizo por tratamiento con 2,5 % v/v Triton X-100, mediante

ultracentrifugacion.
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Figura 11-9. Extracto crudo de membrana de S. meliloti 2011 con Triton X-100. Pueden observarse las
tres bandas tipicas de los grupos hemo ¢ (oo = 552 nm, = 525 nm y y = 407 nm). Los citocromos
constituyen la principal de las impurezas detectable a nivel espectroscdpico.
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Como puede observarse en la figura 1I-9, el espectro del extracto crudo de
membrana presenta un importante nivel de citocromos lo cual los convierte en las
principales impurezas a eliminar. Puede observarse la banda tipica de los grupos
hemo c: o ~ 550 nm (Nelson y Cox, 2005).

La bibliografia muestra la utilizacién de diversas técnicas cromatograficas para
la purificacion de NRs de membrana (Fernandez-Ldpez y col., 1996; Hettmann y col.,
2003; Pinho y col., 2005; Polcyn y Lucinsky, 2006; Correia y col., 2008). Conforme
prosigue la purificacion los niveles de detergente deben reducirse al minimo, mas aun
si se van a utilizar técnicas de interaccién hidrofébica (O’Farrell, 2004) o de tamiz
molecular (Cutler, 2004).

El extracto se purificd y enriquecié en actividad NRm de S. meliloti 2011
mediante varios pasos cromatograficos y un proceso de electroelusion final. El extracto
crudo mostré una actividad enzimética especifica de 232 nmol NO, mg* min™.
Finalmente, luego de la electroelusidén se logré obtener una muestra que desarrolld
una actividad enzimatica especifica de 1934 nmol NO,” mg™ min™. Al final del proceso
se obtuvo un rendimiento del 22 %. En la figura 1I-10 puede observarse el

enriguecimiento en la banda proteica correspondiente a la actividad NRm.
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Figura 11-10. Seguimiento de los procesos de purificacion, gel nativo 8 %. 1) Marcadores: Aldehido
oxidorreductasa de Desulfovibrio gigas (194 kDa) y BSA (66 kDa). 2) Fraccidon de membrana solubilizada
con Triton X-100. 3) y 5) Fracciones de la primera columna con actividad NR. 4) y 6) Fracciéon con
actividad NR de la tercera columna cromatografica. 7) Fraccion electroeluida.
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La enzima nativa aislada presenté una elevada pureza a nivel electroforético.
Esto se logré después de tres pasos cromatograficos de intercambio idnico y un
proceso de electroelusion final. También se utilizaron técnicas de tamiz molecular,
pero no fueron eficientes a la hora de eliminar las impurezas de mayor tamafio
molecular, las cuales copurificaban con la muestra; ademas la resolucién se veia
afectada por la presencia de detergente en las muestras tratadas y por ello se decidié

realizar el Ultimo paso de la purificacion mediante una electroelusidn.

11.3.4 Propiedades moleculares de la NRm de S. meliloti 2011.
La muestra electroeluida se observé como una Unica banda en gel nativo al 8%,
tanto en geles de tincién con Coomasie Blue como en geles de tincion especifica para

actividad NR (Figura lI-11A, calle 3).

Figura Il-11. Caracterizacion molecular en geles de poliacrilamida de la NRm de S. meliloti 2011. A) Gel
desnaturalizante: 1) Marcadores (fosforilasa b, 97 kDa; albumina, 66 kDa; ovoalbumina, 45 kDa;
anhidrasa carbodnica, 30 kDa; inhibidor de tripsina, 22,1 kDa y a-lactalbimina, 14,4 kDa) y 2) NRm de S.
meliloti 2011. Gel nativo: 3) Actividad NR en gel, 4) ensayo de detecciéon de hemo en gel y 5) control de
deteccion de hemo, Hemo c aislado de S. meliloti 2011. B) Estudio de composicién de subunidades en
diferentes condiciones de tratamiento: 1) Marcadores, 2) 4 °C over night, 3) 30 min 40 °C y 4) 2 min
100 °C.

En geles desnaturalizantes se observaron dos subunidades con tamafios de 118

y 45 kDa, respectivamente (Figura 1l-11A, calle 2). Los valores de masa molecular
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relativa fueron obtenidos en base a la curva de calibrado obtenida para los marcadores
de bajo peso molecular. De acuerdo con los resultados descritos para las NaRs
purificadas de E. coli (MacGregor, 1975; Chaudry y MacGregor, 1983), Pa.
pantotrophus (Ballard y Ferguson, 1988), Ps. aeruginosa (Carlson y col., 1982) y Ps.
stutzeri (Blimle y Zumft, 1991) estas bandas fueron atribuidas a NarG y NarH,
respectivamente.

Como el analisis de nitrato reductasas de membrana es dificultoso en cuanto a
la determinacion de composicion de subunidades en geles desnaturalizantes por
agregado de la subunidad pequena (Narl) (Chaudhry y MacGregor, 1983; Craske y
Ferguson, 1986; Correia y col., 2008), se realizaron diversos tratamientos previos al
andlisis en geles en condiciones desnaturalizantes: desnaturalizante 4 °C,
desnaturalizante a 40 °C 30 min y desnaturalizante a 100 °C 2 min. En ningun caso se
pudo observar la banda correspondiente a Narl (ver Figura 1l-11B, calles 2,3 y 4), por lo
que el complejo aislado de S. meliloti 2011, sélo cuenta con dos subunidades. Luego
del tratamiento en condiciones desnaturalizantes no se observé banda de actividad NR
alguna en los geles, como era de esperarse, debido a la pérdida del cofactor

responsable de la catalisis.
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Figura II-12. Determinacion del tamafio molecular de NRm de S. meliloti 2011 mediante filtracion por
geles. En negro los estandares de calibrado: ferritina (440 kDa), conalbumina (75 kDa), anhidrasa
carbdnica (29 kDa) y ribonucleasa A (13,7 kDa), y en gris la muestra de NRm de S. meliloti 2011.
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La determinacion del tamafio molecular mediante filtracién por geles permitié
observar un pico a los 125 kDa (Figura 1I-12), sugiriendo una relacion estequiométrica
de 1:1, considerando los errores inherentes a cada técnica. El gel nativo también
evidencido la banda proteica y de actividad cercana al marcador de aldehido
oxidorreductasa de D. gigas (194 kDa) lo cual sugiere una composicion de subunidades

1:1.

11.3.5 Caracterizacidn UV-vis de la NRm aislada.

La fraccion de NRm de S. meliloti 2011 pura presentd un color marrén dorado.
El espectro de la enzima pura nativa (Figura 1l-13) exhibe las bandas caracteristicas de
dos grupos prostéticos: una banda ancha, 400-500 nm tipica de los centros FeS
(Lippard y Berg, 1994) y la banda de Soret caracteristica de los grupos hemo a 407 nm
(Nelson y Cox, 2005). Este espectro es similar al reportado para otras NaRs (Blimle y
Zumft, 1991) y la razén de pureza (As0/As10) €s de 7.4 y estd en el orden de lo
reportado para otras NaRs (Ballard y Ferguson, 1988; Blimle y Zumft, 1991; Correia y
col., 2008). La adicién de ditionito de sodio reduce ambos componentes: la banda
ancha de los centros FeS decrece y la banda de Soret se traslada hacia longitudes de

onda mayores.
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Figura 11-13. Espectro UV-visible de NRm de S. meliloti 2011. Forma nativa (linea gruesa) y forma
reducida con ditionito (linea punteada). El espectro se registré en buffer 10 mM Tris-HCI (pH: 7.6) plus
0.05 % v/v Triton X-100.
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No se observaron bandas adicionales correspondientes a los grupos hemo ¢
(525 y 552 nm) (Smith, 1978) como asi también a la de los grupos hemo b (Chaudhry y
McGregor, 1983) (Figura 11-13).

11.3.6 Andlisis de cofactores y contenido metdlico de la NRm aislada.

El analisis de metales permitié detectar Mo y Fe en una relacion 1:20. Las
proporciones de moles de Mo y Fe referidos al mol de proteina fueron de 0,4 + 0,1y
9 £ 1, respectivamente.

Para evaluar la dependencia de Mo por parte de la NRm de S. meliloti 2011, se
desarrollaron dos experimentos: uno sobre cultivo activo de S. meliloti 2011 como se
indicé mas arriba (Tabla II-2) y otro sobre muestras de la enzima aislada. Como se
indic6 con anterioridad, los efectos inhibitorios ocurren a concentraciones
submilimolares, pero niveles de 1-10 mM WO, son necesarios para un maximo de
inhibicién (Enoch y Lester, 1972). Efectivamente, la NRm aislada de S. meliloti 2011 se
inhibié por tungstato. Las muestras en 0,5 mM WO,> mostraron un nivel de actividad
del 44 £ 7 %, mientras que aquella tratada con 5 mM WO,* desarrollé un 8,9 £ 0,9 %.
Estos resultados sugieren la dependencia de Mo en la NRm de S. meliloti 2011.

En la Figura 11-14 puede observarse el analisis de pterinas de la NRm aislada de

S. meliloti 2011.

Tiempo (min)

Figura 1I-14. Analisis de pterinas de NRm de S. meliloti 2011. Forma nativa (linea gruesa). Patrones:
CMP (linea discontinua) y GMP (linea punteada).
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El analisis del componente pterina permitié determinar la presencia de GMP
(Figura 11-14) como nucleétido constituyente en una proporciéon de 1,6 mol de
molibdopterina guanina dinucledtido (MGD) por mol de proteina.

El espectro UV-vis muestra bandas de absorcion caracteristicos de cofactores
de Fe (Figura 11-13). El ensayo de actividad peroxidasa en geles nativos permite
observar bandas positivas de color marrén rojizo a la altura de la banda
correspondiente a NRm (Figura 1I-11A, lineas 4 y 5). En solucion, la exposicion de
o-dianisidina a NRm y H,0,, mostré un comportamiento similar al observado para la
reaccion del citocromo ¢ con o-dianisidina en presencia de H,0,. En geles
desnaturalizantes no se observd banda de actividad peroxidasa lo que sugiere la
presencia de grupos hemo b, los cuales no estan unidos a la estructura proteica y
suelen perderse a lo largo de los pasos de purificacién (Chaudhry y McGregor, 1983;

Craske y Ferguson, 1986).

11.3.7 Caracterizacion cinética de la NR de membrana aislada.

Los datos cinéticos fueron analizados teniendo en cuenta el modelo de

Michaelis-Menten (Ecuacién 11-3.1) donde ¥ es la velocidad, ¥ es la velocidad

maxima, [¥] es la concentracién de sustrato y a1 la constante de Michaelis-Menten.

_ ¥ [=] Ecuacién 11-3.1
51+ Kjy

i

Previamente se realizdé un analisis de la linealidad en la respuesta a la
concentracion de nitrito, al tiempo de incubacién y a la cantidad de enzima adicionada
para tomar los recaudos pertinentes. El método empleado para la cuantificacion de la
actividad enzimatica es un método colorimétrico discontinuo que mide la cantidad de
nitrito generado en un lapso de tiempo de reaccidn dado (lda, 1977). Para ello primero
se debe evaluar la linealidad del método frente a la concentracidn de nitritos en las
condiciones del ensayo. El rango lineal correspondié a concentraciones 0-250 uM de

nitrito.

46



II.3]| Resultados

¢ 1 ¥ I . I ¥ I ' T
40 -
30
g 4

(=]
3 20 A
<

10 4

0 . | . : . : . Nitritol(pM) i :

0 1000 2000 3000 4000 5000

Nitrito (uM)

Figura 1I-15. Estudio de la linealidad de la deteccion del nitrito generado en la reaccion. El método se
basa en la deteccion del nitrito generado mediante una reaccidon de diazotacidon que genera un
compuesto de color fucsia (Ida, 1977). En circulos vacios puede observarse que la respuesta es lineal
hasta cierta concentracion de nitrito generado (inset). La linealidad se conserva hasta los 250 uM de
nitrito. En circulos llenos la respuesta efectuando las diluciones pertinentes y los recalculos en zonas
donde hay desviaciones de la ley de Beer.

Como puede observarse en la figura 1I-16A la respuesta fue lineal en el rango de
enzima ensayado (0,14-0,81 ug de proteina), incubando la mezcla de reaccién 10 min a
30 °C. Para evaluar la linealidad frente al tiempo, la mezcla de reaccion se incubé 5, 10,
15, 20 y 30 min a 30 °C con una concentracion de enzima de 0,4 ug de proteina (Figura
[I-16B).

Las propiedades cinéticas de la NRm de S. meliloti 2011 se determinaron
usando concentraciones de nitrato en el rango de 5-900 pM. Las velocidades iniciales
se graficaron vs la concentracién respectiva de nitrato y luego se ajustaron a un
modelo de Michaelis-Menten utilizando la ecuacién 11-3.1. Cada punto se realizdé por

triplicado.
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Figura 11-16. Estudio de la linealidad de la respuesta del dosaje enzimatico al tiempo de incubacidony a
la cantidad de enzima. A) respuesta a la cantidad de enzima agregada en el volumen de reaccién. B)

respuesta al tiempo de incubacién.
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Figura 11-17. Caracterizacion cinética de la NRm aislada de S. meliloti 2011. La figura muestra el ajuste a
un modelo de Michaelis-Menten. El ajuste al modelo arrojé un R =0,994.

Del ajuste mostrado en la figura 1l-17 se pueden extraer los siguientes
pardmetros cinéticos: Ky: 97 £ 5 uM nitrato y V: 4,22 + 0,05 uM NO, (formado) min™

(0.2 pg proteina en 250 pL de volumen de reaccioén).

11.3.8 Estudios de Inhibicion.

Los resultados de los ensayos de inhibicién indican claramente que NRm de S.
meliloti 2011 es inhibida por azida y cianuro como se observa en la figura 1I-19A. Los /g5
fueron de 25.9 y 550 uM para azida y cianuro, respectivamente (Figura 1I-19A). Estos
resultados estan en linea con lo observado en otras molibdoenzimas (Berks y col.,
1995a; Berks y col., 1995b). La enzima también mostré inhibicion por clorato (Figura

[I-19A), inhibicidn caracteristica de las NRs respiratorias (Rusmana y Nedwell, 2004).
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Figura 11-18. Ensayos de inhibicion en NR de membrana aislada de S. meliloti 2011. A) Inhibicién a
diferentes concentraciones de inhibidor (% de actividad remanente vs [I]: (m) clorato de sodio, ( A) azida
sddica, y (@) cianuro de potasio. Graficos DLP: el ramillete superior de curvas corresponde al control y el
inferior a las muestras inhibidas. B) 0.5 uM azida sddica. C) 0.5 mM clorato de sodio. D) 25 uM cianuro
de potasio.

Las figuras 11-18B, 11-18C and 1I-18D muestran los graficos obtenidos mediante
DLP (Direct Linear Plot) (Eisenthal y Cornish-Bowden, 1974; Cornish-Bowden y
Eisenthal, 1974) de la inhibicién con azida (0,5 uM), clorato (0,5 mM) y cianuro (25
uM), respectivamente. En los tres graficos puede observarse una inhibicion del tipo
mixto del que pueden extraerse los valores de las constantes de inhibicion competitiva
(¥n:) y la constante de inhibicidn acompetitiva (¥ ). Para ello se pueden emplear las

siguientes ecuaciones.

¥ Ecuacion 11-3.2
F=v+ —&
T mi
Fery = _F_ Ecuacion 11-3.3
1 +J,"J-
B
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.&'ﬁw - Ep(L + &g Ecuacidén 11-3.4
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L2 Ecuacion 11-3.5
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donde V¥ y E3™% o los valores aparentes de V' y s, [l es la concentracion de
inhibidor, £z y &f: son las constantes de inhibicién competitiva y acompetitiva,

respectivamente. El procedimiento para evaluar las constantes cinéticas (i y )

. . arEp .
puede resumirse como sigue. Los valores de V&¥¥ K™ fueron obtenidos por los

puntos de interseccion de DLP. Luego, estos fueron utilizados para estimar la relacién

pary

ROFE , . ) L,
de constantes 3t vy asi iz se calculd a partir de la ecuacion 11-3.5. La iz se estimé
mediante las ecuaciones 11-3.3 y 1I-3.4. Los valores se encuentran reportados en la
Tabla II-3.1. Estos valores representan la mediana y el intervalo con una confianza del
95 % (Eisenthal y Cornish-Bowden, 1974; Cornish-Bowden y Eisenthal, 1974). Se estimd
la mediana en lugar de la media porque las intersecciones en DLP no se cruzan

exactamente en el mismo punto debido a los errores experimentales.

Ki. (LM) Intervalo de Ki, (LM) Intervalo de
confianza (95%) confianza (95%)
Azida 0.18 0.15-0.20 0.04 0.03-0.05
Cianuro 22.3 21.7-25.8 153.1 69.9-237.5
Clorato 360 310-470 440 360-740

Tabla 1I-3. Constantes de inhibicion obtenidas de las graficas de Cornish-Bowden (DLP).

11.3.9 Produccidn y purificacion de la NR-NiR citoplasmatica de S. meliloti 2011.

En este trabajo hemos podido también extraer una NR citoplasmdtica con
actividad dual NR-NiR a partir de S. meliloti 2011. Luego del proceso de
subfraccionamiento de los esferoplastos disruptos por sonicado mediante
ultracentrifugacion, se logré obtener un extracto crudo de color marrén rojizo con
actividad dual NR-NiR (Figura II-19). El extracto enriquecido en actividad fue
cambiando del rojo, al naranja y finalmente se obtuvo una fraccién NR-NiR activa de

color dorado claro. Las dos actividades copurificaron a lo largo de los pasos
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cromatograficos. Se utilizaron dos pasos de intercambio anidnico y uno de tamiz

molecular y un proceso final de electroelusion de las bandas de actividad.
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Figura 11-19. Espectro UV-vis del extracto crudo citoplasmatico S. meliloti 2011. Puede observarse las
banda tipica de los citocromos ¢ (o ~ 550 nm). De este modo los citocromos constituyen la principal de
las impurezas detectable a nivel espectroscdpico.

El extracto crudo mostrdé una actividad enzimatica especifica de 169 nmol NO;’
mg ' min™ (NR) y 35 nmol NO,” mg™ min™ (NiR). Finalmente, luego de la electroelusién
se logré obtener una muestra que desarrollé una actividad enzimatica especifica de
1816 nmol NO, mg™* min™ (NR) y 1367 nmol NO, mg™* min™ (NiR).

Por otro lado a lo largo de la purificacién se lograron aislar otras proteinas de

interés como mediadores fisiolégicos de este tipo de enzimas, citocromos,

Figura 11-20. Distintas fracciones obtenidas a lo largo del proceso de purificacion de las actividades NR-

NiR. Las fracciones de colores rojos, pardos y rosados corresponden a muestras con citocromos. Las
muestras doradas-amarillentas, a muestras con actividad NR-NiR.

flavodoxinas y ferredoxinas (Figura 1I-20).
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Figura 11-21. Espectro UV-visible de NR-NiR de S. meliloti 2011. Forma nativa (linea gruesa) y forma
reducida con ditionito (linea punteada). El espectro se registré en buffer 10 mM Tris-HCl (pH: 7,6).

11.3.10 Caracterizacion UV-Vis de la NR-NiR aislada.

La fraccion de NR-NiR citoplasmatica de S. meliloti 2011 pura presentd un color
dorado claro. El espectro de la enzima pura nativa (Figura 11-21) exhibe las bandas
caracteristicas de dos grupos prostéticos: una banda ancha, 400-500 nm tipica de los
centros FeS y la banda de Soret caracteristica de los grupos hemo a 407 nm. Ademas
aparece una banda a los 590 nm que podria deberse a un sirohemo cuya actividad se
relaciona con nitrito y sulfito reductasas (Murphy y col., 1974). No se observan las
bandas de transicion Sc,s—Cu de Cu-NiRs (454-463 nm) (Solomon y col., 1992). La
adicion de ditionito de sodio reduce los tres componentes espectrales principales: la
banda ancha de los centros FeS decrece y la banda de Soret se traslada hacia
longitudes de onda mayores. En las muestras reducidas no se observan las bandas
caracteristicas de las NiRs cuyo cofactor es el citocromo cd; (418, 460, 521, 547,554 y
625-655 nm) (Zumft, 1997). La banda de absorcion a 593 nm se desdobla en dos
hombros a 592 y 622 nm.
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1.3.11 Propiedades moleculares de la NR-NiR aislada de S. meliloti 2011.

La muestra electroeluida se observé como una Unica banda en gel nativo al 8%,
tanto en geles nativos de tincién con Coomasie Blue como en geles de tincidn
especifica para actividad NR (Figura 11-22, calles 4 y 5). En geles desnaturalizantes se
observaron dos subunidades con tamafios de 52 y 37 kDa, respectivamente

(Figura l1-22, calle 2).
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Figura 11-22. Caracterizacion de la NR-NiR aislada de S. meliloti 2011 en gel de poliacrilamida. Gel
desnaturalizante: 1) Marcadores, 2) NR-NiR de S. meliloti 2011. Gel nativo: 3) Marcadores, 4) actividad
NR-NiR en gel, 5) NR-NiR electroeluida, 6) control de deteccién de hemo, citocromo c aislado de S.
meliloti 2011 y 7) ensayo de deteccién de hemo en gel en NR-NiR.

11.3.12 Caracterizacion cinética de la NR-NiR de S. meliloti 2011 aislada.

La enzima aislada del extracto citoplasmatico presenté actividad dual NR-NiR lo
qgue rara vez se da en la naturaleza. Sélo existe el reporte de actividad dual en una
enzima de naturaleza hémica aislada de una bacteria extremoéfila (Martinez-Murillo y
col., 1994). Las figuras 1I-23 y 1I-24 muestran los ajustes a un modelo de
Michaelis-Menten de las actividades NR y NiR. Los valores de K\, obtenidos, 127 + 8 uM
(nitrato) y 1,2 + 0,1 mM (nitrito), denotan una mayor afinidad por el nitrato. Si se
compara la afinidad de esta enzima por el nitrato es muy préximo al que mostré la
NRm de S. meliloti 2011.

La presencia de bandas de absorcidn caracteristicas de los sirohemos en el

espectro UV-Vis de NR-NiR de S. meliloti 2011 hacia suponer posibilidad de actividad
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sulfito reductasa. Como se muestra en la figura 11-25 la actividad sulfito reductasa no se
manifiesta; sélo puede observarse la actividad NiR en ensayos de actividad continuos

(ver ensayos cinéticos en 1l-2) en condiciones anaerdbicas.

v (1M NO; min™)

LN . L SO O S .U O, EE . P L SO SO
100 200 300 400 500 600 700 8OO 900

[NO] (uM)

o -

Figura 11-23. Caracterizacion cinética de la NR-NiR aislada de S. meliloti 2011: actividad NR. La figura
muestra el ajuste a un modelo de Michaelis-Menten. El ajuste al modelo arrojé un R = 0,991 vy los
parametros obtenidos fueron: Ky = 127+ 8 uM NO3 y V= 11,7 + 0,2 uM NO3 min ™.

min™)

v (uM NO;
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Figura 11-24. Caracterizacion cinética de la NR-NiR aislada de S. meliloti 2011: actividad NiR. La figura
muestra el ajuste a un modelo de Michaelis-Menten. El ajuste al modelo arrojé un R = 0,986 y los
parametros obtenidos fueron: Ky, =1,2+0,1 MM NO, y V=502 uM NO,’ min™.
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Figura 1I-25. Caracterizacién cinética de la NR-NiR aislada de S. meliloti 2011: evaluacion de la
actividad sulfito reductasa. El ensayo se realizé en cubeta de cuarzo en espectrofotdémetro siguiendo la
oxidaciéon de MV a 600 nm, el cual cambia de azul a incoloro. El ensayo se realizd en anaerobiosis en
celda UV-vis con cierre hermético, utilizando todos los reactivos y soluciones desaireadas 30 min con
argon. Las flechas con lineas punteadas indican el agregado de sulfito y nitrito y delimitan las etapas de
equilibrado, actividad sulfito reductasa y actividad NiR.

Como muestra la figura lI-25 el ensayo para la deteccidén de la actividad sulfito
reductasa resultd negativo. En una celda anaerdbica con los componentes agregados y
listos para reaccidn, la adicidn de sulfito no condujo a oxidacién alguna de MV (no se
observa decaimiento de la absorbancia a 600 nm). Cuando a la misma mezcla se la
adiciond de nitrito el MV comenzd a oxidarse, tal cual se observa en la figura. Esto

demuestra que la enzima tiene actividad NiR pero no sulfito reductasa.

11.3.9 Estudios de Inhibicion.
Al igual que para la NRm de S. meliloti 2011, se ensayaron inhibiciones con
tungstato de sodio, azida sdédica, cianuro de potasio, clorato de sodio y cloruro de

amonio sobre la actividad NR de NR-NiR de S. meliloti 2011.
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El tungstato tuvo el mismo efecto sobre la actividad NR citoplasmdtica que
sobre la actividad NRm aislada de S. meliloti 2011. Las muestras en 0,5 mM WO,>
mostraron un nivel de actividad del 43 + 2 %, mientras que aquellas tratadas con 5 mM
WO, desarrollaron un 10 + 1 %. Estos resultados sugieren la dependencia de Mo en la

actividad NR de NR-NiR de S. meliloti 2011.
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Figura 11-26. Estudios de inhibicion con cianuro y azida sobre la actividad NR de NR-NiR de S. meliloti
2011. La figura muestra graficos de actividad remanente porcentual respecto de un control, al someter
la enzima a distintas concentraciones de inhibidor y evaluar su actividad.

El cianuro de potasio y la azida sddica resultaron inhibidores de la actividad NR
de NR-NiR de S. meliloti 2011. De la figura 11-26 puede extraerse que el 50 % de
inhibicién se logra con 0,55 mM de cianuro y 9,5 uM de azida, lo que denota una
sensibilidad a estos agentes similar a la observada en NRm de S. meliloti 2011.

El amonio no tienen efecto apreciable sobre la actividad NR de NR-NiR de S.
meliloti 2011. Concentraciones de 2,5 mM cloruro de amonio derivan en una actividad
remanente porcentual del 97 + 2 %, comparado con el control.

El clorato de sodio por su parte tiene un efecto minimo sobre la actividad de
esta enzima, asi muestras tratadas con 1 mM clorato de sodio desarrollan una

actividad del 79 + 3 % respecto del control.
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La actividad NiR, dependiendo si es una enzima de vias asimilativas o de
metabolismo desnitrificante y del tipo de cofactor que lleva a cabo la actividad, puede
verse afectada por diferentes agentes (Schomburg y Schomburg, 2004). La actividad
NiR de NR-NiR de S. meliloti 2011 se evalué frente a agentes como cloruro de amonio,
azida sddica, cianuro de potasio y dietilditiocarbamato de sodio. La tabla 1lI-4 muestra
los valores de actividad remanente porcentual desarrollados en las muestras inhibidas,

respecto del control.

Agente inhibidor Actividad NiR remanente (%)
0,5 mM NaNj; 92+10
50 pM KCN 0
10 mM NH,CI 992
1 mM Dietilditiocarbamato 8+4

Tabla II-4. Evaluacion de inhibidores sobre la actividad NiR de NR-NiR de S. meliloti 2011. Se reportan
los niveles de actividad enzimdtica remanente porcentual luego de la inhibicién respecto de un control.

La tabla 1l-4, muestra inhibicién en el caso del cianuro, el cual a una
concentracion 50 uM inhibe completamente la actividad NiR de NR-NiR de S. meliloti
2011. El dietilditiocarbamato también tiene un efecto notorio en la actividad NiR.
Tanto el cloruro de amonio como la azida sddica parecen no tener efecto sobre la

actividad NiR.
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11.4 Discusion

11.4.1 Induccién y produccion de NRs en S. meliloti 2011.

Los sistemas de desnitrificacidon y respiracion de nitratos en microorganismos
suelen estar inhibidos por O, y estimulados por nitratos y nitritos, aunque pueden
encontrarse resultados controversiales en la literatura. Kérner y Zumft postularon que
las enzimas de vias desnitrificantes no estaban uniformemente reguladas por factores
tales como O, y sales nitrogenadas (Korner y Zumft, 1989). O’Hara y colaboradores
propusieron que la velocidad de desnitrificacion era independiente de la presencia de
nitratos pero era inducida por los bajos niveles de O, en B. japonicum (O’Hara y Daniel,
1983; O’Hara y Daniel, 1984). Varinhos y colaboradores encontraron que la
incorporacion de nitratos rinde mayores velocidades de desnitrificacion en B.
japonicum (Varinhos y col., 1989). Un trabajo reciente de Polcyn y colaboradores
demostré que el optimo del metabolismo desnitrificante en Bradyrhizobium sp.
(Lupinus) es inducido por el crecimiento anaerdbico en presencia de nitrato y nitrito
(2 MM cada uno) y que la adicién de nitrato como unica fuente rinde un nivel menor
de actividad desnitrificante (Polcyn y Luciniski, 2003).

Solo algunos pocos trabajos reportan la actividad desnitrificante en S. meliloti y
qué factores son los que la regulan. Garcia-Plazaola y colaboradores encontraron que
la via desnitrificante no dependia solo de los bajos niveles de O, sino que también de la
presencia de nitratos en los medios donde se cultivaron trece cepas de S. meliloti
(Garcia-Plazaola y col.,, 1993). En un trabajo reciente, Becker y colaboradores
mostraron que los genes involucrados en la via (reduccién completa de nitrato a N)
eran inducidos en condiciones microdxicas en S. meliloti usando estudios de micro y
macro arreglos (Becker y col., 2004). Resultados similares pudimos encontrar en
nuestro trabajo: la adicion de nitrato y nitrito al medio de cultivo y el crecimiento en
microaerobiosis son indispensables para lograr una buena produccidon de NRs de vias
desnitrificantes en S. meliloti 2011.

La adicién de N oxianiones en cultivos de S. meliloti 2011 con bajos niveles de
oxigeno incrementé la actividad NR, obteniéndose el maximo nivel cuando ambas
sales, nitrato y nitrito, fueron adicionadas. Este efecto también se observd en

Bradyrhizobium sp. (Lupinus) y fue asociado con la estimulacién del transporte de
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nitratos por nitrito (Polcyn y Lucinski, 2003; Moir y Wood, 2001; Polcyn y Lucinski,
2009). En condiciones aerdbicas, la adicion de nitrato incrementa la actividad NR,
como fue observado en Bradyrhizobium sp. (Lupinus) (Polcyn y Lucinski, 2003; Polcyn y
Luciiski, 2009). Por el contrario, la adicion de nitrito la disminuyd; la adicidn
simultanea de ambas sales no se tradujo en cambios significativos de actividad NR
respecto del control. No hay antecedentes reportados para la influencia del nitrito en
la produccién de NRs en condiciones aerdbicas en rizobacterias, indicando una
inhibicion de la produccion de las mismas. Ademas se observa que la reduccién de
nitrato estuvo acompanada por un incremento en el pH (hasta 8-9) y la produccidn de
amonio. En concordancia con reportes previos de la purificacion de una NR asimilativa
soluble de S. meliloti 2011, obtenida en condiciones aerdbicas (Sekiguchi y Maruyama,
1988), nuestros resultados sugieren que la actividad NR desarrollada en condiciones
aerdbicas se asocia a procesos de amonificacidon/asimilacion. El hecho de que la
produccién de NRs en condiciones aerdbicas esté asociada a enzimas asimilatorias,
indica que los mayores niveles de NRs obtenidos en condiciones microaerdbicas son de
caracteristicas desnitrificantes.

En resumen, nuestros resultados muestran que la via metabdlica desnitrificante
y/o respiratoria de nitratos en S. meliloti 2011 es reprimida por oxigeno y activada por
nitrato y nitrito. Por lo tanto, como se observo en otras rizobacterias (Varinhos y col.,
1989; Garcia-Plazaola y col., 1993) y en organismos desnitrificantes en general (Kérner
y Zumft, 1989; Zumft, 1997; Polcyn y Lucinski, 2003), los bajos niveles de oxigeno junto
con la presencia de nitrato son necesarios para la activacién de la via desnitrificante. La
Unica excepcién a esta regla se encontré en una cepa de Rhizobium (O’Hara y Daniel,
1983), en la cual la induccién se da por bajos niveles de oxigeno pero la presencia de
nitratos no es esencial. Un hallazgo importante de nuestro trabajo en este aspecto es
el reporte del efecto sinérgico que tiene el nitrito con el nitrato en la induccidon de NRs
en condiciones microaerdbicas en S. meliloti 2011, hecho que también pudo
observarse en Bradyrhizobium sp. (Lupinus) crecido en condiciones anaerdbicas

(Polcyn y Lucinski 2003).
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1.4.2 NRm aislada de S. meliloti 2011.

Solo dos tipos de NRs son las que intervienen en vias desnitrificantes: las
periplasmaticas o Nap vy las respiratorias o Nar (Zumft, 1997; Moreno-Vivian, y col.,
1999; Blasco y col., 2001; Gonzalez y col., 2006). Dentro de las ultimas estan las NRs de
membrana. Las NRs de membrana estdn asociadas con los procesos de respiracién
anaerdbica de nitratos y desnitrificacion (Berks y col., 1995c; Zumft, 1997; Moreno-
Vivian, y col., 1999; Richardson y Sawers, 2002; Gonzalez y col., 2006) y si bien los
estudios genéticos y bioguimicos mas exhaustivos se han llevado a cabo en las NRs de
membrana aisladas de E. coli (Forget y col., 1971; Bertero y col., 2003; Dias vy col.,
1999; Jormakka y col., 2004) y de Pa. denitrificans (Craske y col., 1986; Ballard y
Ferguson, 1988), las cuales se conocen con el nombre genérico de NarGHI, también se
han aislado de bacterias capaces de respirar nitratos y microorganismos
desnitrificantes (Forget y col., 1974; Van'T y col., 1975; Redclife y Nicholas, 1970;
Blimle y Zumft, 1991; Fernandez-Ldpez y col., 1996; Polcyn y Lucinski, 2006; Correia y
col., 2008). Las NRs de membrana usualmente se extraen con detergentes o
tratamientos térmicos. Los tratamientos térmicos permiten aislar las isoformas
carentes de la subunidad de anclaje a membrana (NarGH) mientras que la extraccidon
con detergentes permite la recuperaciéon de la estructura completa (NarGHI)
(Hettmann y col., 2003; Correia y col., 2008). Se ha reportado la purificaciéon de dos
isoformas de NRs de membrana a partir de B. japonicum (Fernandez-Lépez y col.,
1996) y Bradyrhizobium sp. (Lupinus) (Polcyn y Lucinski, 2003) por tratamiento de las
membranas con Triton X-100.

En este trabajo se logrd la extraccién de una NR de membrana producida en S.
meliloti 2011 crecida en condiciones microaerdbicas en presencia de nitrato y nitrito.
Como se enuncio en los apartados de materiales y métodos y en el de resultados, la
extraccion se realizd con Triton X-100 obteniéndose al final del proceso de purificacion
una especie heterodimérica compuesta por subunidades de 118 y 45 kDa, la cual
mediante filtracién por geles tiene un tamafio molecular de 125 kDa. También se
demostré la presencia de Mo (MGD) y cofactores de Fe en la estructura mediante
andlisis de metales, analisis de pterinas, deteccién de grupos hemo y espectrometria

UV-vis.
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Contenido de subunidades y cofactores

Especie o (NarG) B (NarH) v (Narl) Referencia
S. meliloti 2011 118 kDa 45 kDa No observada Este trabajo
Mo-bisMGD Centros FeS
Hemo b
B. japonicum 116 kDa 68,56y 59 kDa  No observada (Fernandez-Lopez y
M col., 1999)
o)
Bradyrhizobium sp. 126 kDa 65 kDa 26 kDa (Poleyn'y Luciriski,
. 2006)
(Lupinus)
Ps. Ndutica 617 136 kDa 65 kDa 16,9 kDa (Correiay col., 2008)
Mo/MGD= 1.6 1 x [3Fe-4S] Hemo byc
3 x [4Fe-4S]
E. coli 150 kDa 60 kDa 20 kDa (Vincent y Bray, 1978;
. Chaudhry y McGregor,
Mo-bisMGD 1 x [3Fe-4S] 2 xhemo b
1983; Jormakka y col.,
[4Fe-4S] 3 x [4Fe-4S] 2004)
Pa. pantotrophus 127 kDa 61 kDa 21 kDa (Craske y Ferguson,
1986; Ballard y
Mo-bisMGD 1 x [3Fe-4S] 2 xhemo b
Ferguson, 1988)
3 x [4Fe-4S]
Ps. stutzeri Mo-bisMGD 1 x [3Fe-4S] No observada  (BlimleyZumft, 1991)
(NaRaB) 3 x [4Fe-4S]
Ps. aeruginosa Mo 1 x [3Fe-4S] No observada  (Godfreyy col., 1984)
3 x [4Fe-4S]
Ps. fluorescens 118 kDa 62 kDa No observada (Philipot y Hojberg,
1999)
Ps. isachenhovii s/metal 130 kDa 67 kDa No observada  (Antipovy col., 2003)
Geobacter s/Mo No observada Hemo ¢ (Martinez-Murillo y
col., 1999)
metallirreducens
Haloarcula Tetramero - - (Yoshimatsu y col.,
) _ 2000)
marismortui 63 kDa
Pyrobaculum Mo 0,8 mol/mol Fe - (Afshary col., 2001)
aerophilum compl. 15,4 mol/mol
compl.
Halerofax volcanii Heterotrimero 60 kDa 31 kDa (Hochstein y
Tomlinson, 1988)
100 kDa Hemo ¢

Tabla 1I-5. Contenido de subunidades y cofactores de las diferentes NaRs.
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En la tabla II-5 se puede apreciar en detalle lo que se ha encontrado en la
bibliografia en cuanto a estructura y composicion de subunidades y de cofactores en
NRs de membrana. Como puede observarse, se han reportado tanto formas
heterotriméricas como asi también heterodiméricas.

En este tipo de proteinas, la subunidad pequefia (y o Narl) generalmente
presenta cofactores hémicos y su deteccidn es dificultosa. Normalmente, la subunidad
presenta grupos hemo b los cuales suelen perderse a lo largo del proceso de
purificacién, y se han reportado especies en las que se han encontrado grupos hemo ¢
(Martinez-Murillo y col., 1999; Correia y col., 2008). El espectro UV-vis de la NRm de S.
meliloti 2011 presento caracteristicas espectrales de este tipo de cofactores. La banda
a 407 nm es mas débil que lo esperado para proteinas hémicas lo que sugiere dos
posibilidades. La primera de ellas implica que la banda espectral puede deberse a una
proteina hémica que copurifica con la proteina de interés. La segunda, que el cofactor
hémico de la NR de membrana de S. meliloti 2011 se pierde durante el proceso de
purificaciéon. El hecho de que en geles para actividad peroxidasa se observe una Unica
banda positiva a la altura de la banda de actividad NR, confirma que el cofactor hémico
estd asociado a la proteina en cuestidon y de aqui a que la baja intensidad en la banda
de Soret puede deberse a una pérdida de cofactor hémico. La enzima aislada
desarrollé actividad peroxidasa tanto en geles de poliacrilamida (en condiciones
nativas) como en solucién al ser expuesta al contacto con o-dianisidina y H,0,. En geles
desnaturalizantes no se observo la actividad peroxidasa, lo que se corresponde con un
cofactor hémico del tipo hemo b, el cual no se encuentra unido covalentemente a la
estructura proteica (Chaudhry y MacGregor, 1983; Craske y Ferguson, 1986).

El almacenamiento de la enzima produce a lo largo del tiempo el agregado de la
misma, lo cual puede observarse como otra banda positiva en el gel de deteccion de
actividad peroxidasa, si bien carece de actividad NR. Este tipo de agregados también se
observé en otras NRs de membrana aisladas de otras fuentes (Correia y col., 2008).

La dependencia de Mo por parte de la NRm aislada es clara, tal como lo
demostraron los resultados obtenidos en cultivo de S. meliloti 2011 activos como en
muestras de la enzima aislada por tratamiento con WO,*. Como se dijo anteriormente,
el tungsteno es un inhibidor bien conocido de muchas molibdoenzimas pertenecientes

a la familia de la DMSOR tales como NR y formato deshidrogenasa (Enoch y Lester,
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1972; Amy y Rajagopalan, 1979). Las formas de la enzima sustituida con W pueden
obtenerse por exposicién de las muestras al tungstato, recuperdandose muestras
inactivas (Takahashi y Nason, 1957; Notton y Hewit, 1971; Enoch y Lester, 1972; Amy y
Rajagopalan, 1979; Pollock y col., 2002; Gates y col., 2003), salvo pocas excepciones
(Buc y col., 1999; Stewart y col., 2000). La NRm aislada de S. meliloti 2011 no resulté
ser una excepcion y evidentemente la sustitucion de Mo por W tiene lugar en esta
enzima, como se observé en otras de su clase (Pollock y col., 2002; Gates y col., 2003).
El contenido de MGD en NRm estd dentro de los valores tipicos reportados para
proteinas de Mo y W donde el atomo metalico se encuentra asociado a dos moléculas
de pterina (George y col., 1998; Dias y col., 1999; Thapper y col., 2006).

Cinéticamente la enzima NRm aislada de S. meliloti 2011 presenta una gran
afinidad por el nitrato comparada con otras enzimas de su tipo y sigue un mecanismo
de Michaelis-Menten. Esta afinidad es comparable a la reportada para NarGHlIs
aisladas de Clostridium perfringens (Ky = 100 uM) (Seki-Chiba e Ishimoto, 1977) y
Pyrobaculum aerophilum (Kv = 58 uM) (Afshar y col., 2001). Valores mas grandes de
Kw, en el rango de 250-4000 uM, se han reportado para enzimas del tipo NarGHI
purificadas a partir de otros procariotas (Forget, 1971; Forget, 1974; Toshio, 1981;
Carlson y col., 1982; Craske y Ferguson, 1986; Blimle y Zumft, 1991; Correia y col.,
2008). El turnover de la enzima (kcat = 12 s'l) es similar al encontrado para la NarGHI de
Marinobacter hydrocarbonoclasticus 617 (Correia y col., 2008). No existen reportes de
pardmetros cinéticos para otras NRs aisladas de rizobacterias por lo que este trabajo
constituye el primero en su clase.

La enzima resulté ser inhibida por agentes como azida, cianuro y clorato, pero
el amonio no tuvo efecto alguno sobre la actividad enzimatica, tal como se mostré en
resultados. Los patrones y los rangos de inhibicidn son similares a lo reportados para
otras enzimas de su tipo en la bibliografia (Redclife y Nicholas, 1970; Van'T y col., 1975;
Bell y col., 1990). Particularmente, la inhibicién por azida denota la diferenciacién de
las especies periplasmaticas las cuales son sensibles a concentraciones milimolares,
asociando la actividad aislada con la de NRs respiratorias (Bercks y col., 1995c;
Moreno-Vivian y col., 1999). Esto se refuerza por la inhibicion ante el clorato el cual se

usa como agente para diferenciar las NRs periplasmaticas de aquellas situadas de cara
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al citoplasma (Rusmana y Nedwell, 2004). La insensibilidad de la actividad al amonio

denota la naturaleza desasimilativa de la enzima (Moreno-Vivian y col., 1999).

11.4.3 NR-NiR aislada de S. meliloti 2011.

Como se menciond en el apartado de introduccién de este capitulo (Tabla 1I-1),
dentro de las enzimas con actividad NR en citoplasma se pueden citar las Nas y las
NRm (la subunidad catalitica de NRm se encuentra en citoplasma) (Moreno-Vivian y
col., 1999; Gonzalez y col., 2006). En lo que refiere a la actividad NiR en citoplasma, la
bibliografia reporta que las especies enzimdticas que llevan a cabo esta actividad
presentan FAD, centros FeS y sirohemo, y son especies que generan amonio (Tabla II-6)
(Moreno-Vivian y col., 1999). Lo que si es muy raro, es encontrar las actividades NR y
NiR en una misma entidad enzimdtica y esto sélo ha sido reportado en Geobacter
metallireducens (Martinez-Murillo y col.,, 1999) y particularmente en una enzima

aislada de membrana.

Via Desasimilativa

Caracteristicas Via Asimilativa
Respiracién de NO, Reduccién de NO,
Genes nasBa/nirAb nirS/nirk nrf nirBD
Localizacién Citoplasma Periplasma Periplasma Citoplasma
Reaccién NO, —>NH," NO, —»NO NO, ->NH," NO, ->NH,"
Grupos FADS, clusteres Hemo cd;/Cu Hemo ¢ FAD, clusteres
prostéticos [FeS], Sirohemo [FeS], Sirohemo
Transporte Si No No Si
Funcidn Asimilacion Fuerza Fuerza Disipacion de
protomotriz protomotriz poder reductor y
(desnitrificacion) (amonificacion) detoxificacion de
nitritos
Regulacién NH,*, NO;/NO, 0,, NOs/NO, 0,, NO5/NO, 0,, NO;/NO,

Tabla II-6. Reduccién de nitritos en procariotas. ° siguiendo la designacién de NADH-nitrito reductasa
en K. oxytoca. b siguiendo la designacién de ferredoxina-nitrito reductasas en cianobacterias. © FAD estd
presente en NADH-nitrito reductasas pero esta ausente en ferredoxina-nitrito reductasas de
cianobacterias. (Moreno-Vivian y col., 1999).
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En este trabajo, a lo largo del proceso de purificacién en la fraccidn
citoplasmatica, se ha logrado aislar una enzima con actividad dual NR y NiR. Como se
dijo anteriormente en el apartado de resultados, las actividades copurifican a lo largo
de los distintos pasos cromatograficos y la banda de proteina que se recupera
mediante geles preparativos y electroelusidn, conserva las dos actividades y en geles
desnaturalizantes presenta dos subunidades, 52 y 37 kDa. Las NR citoplasmaticas
suelen presentar dos subunidades (Nas: 90-105 y ~45 kDa) o una subunidad (NarB: 75-
105 kDa) (Gonzalez y col., 2006), mientras que las NiR citoplasmaticas dos subunidades
(NirBD) o una subunidad (NasB o NiRA) (Campbell y Kinghorn, 1990; Brittain y col.,
1992). Como puede observarse, el tamafio de las subunidades de la enzima NR-NiR de
S. meliloti 2011 no son coincidentes con los reportados para la subunidad catalitica de
la actividad NR. Sdlo existe un reporte de una enzima aislada de R. meliloti (hoy S.
meliloti), cuyo tamafio es 64 kDa en geles desnaturalizantes y 58 kDa mediante
filtracion por geles, y que ha sido aislada a partir de células crecidas en aerobiosis
(Sekiguchi y Maruyama, 1988). Si analizamos lo reportado en el genoma de S. meliloti
(Barnett y col., 2001; Finan y col., 2001; Galibert y col., 2001), podemos encontrar
genes narB (SMb20986) y nirBD (SMb20984 y SMb20985), los cuales podrian dar lugar

al arreglo enzimatico aislado de la fraccion citoplasmatica de S. meliloti 2011.

Enzima Kwm Dador Referencias
ensayado

NRs desasimilativas 0,3-3,8 mM NO;5 MV (Zumft, 1997)

NRs asimilativas 0,08-1 mM NO;3 MV (Zumft, 1997)

NiRs de Cu 0,23-0,74 mM NO;’ MV (Zumft, 1997)

NiRs citocromo cd; 0,028-0,08 mM NO, MV (Zumft, 1997)

NR Rhizobium meliloti 0,9 mM NO;3 - (Sekiguchiy

Maruyama,

1986)

NRm S. meliloti 2011 0,097 £ 0,005 mM MV Este trabajo
NO;’

NR: NR-NiR S. meliloti 2011 0,127 £ 0,008 mM MV Este Trabajo
NOs’

NiR: NR-NiR S. meliloti 2011 1,2 +0,1 mM NO, MV Este trabajo

Tabla 1I-7. Propiedades cinéticas de NRs y NiRs. Se detallan los Ky, de diversas enzimas NR y NiR para
compararlos con los obtenidos en las enzimas aisladas en este trabajo.
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Respecto de las propiedades cinéticas (Tabla 1I-7), la enzima NR-NiR de S.
meliloti 2011 presenta una afinidad por nitrato similar a la obtenida para NRm de S.
meliloti y una afinidad equiparable al de aquellas enzimas de vias asimilativas y una
afinidad mayor que la reportada para enzimas de vias desasimilativas. La actividad NiR
de NR-NiR de S. meliloti 2011 presenté una menor afinidad por nitrito que Ila
reportada para otras NiRs (Tabla [I-7). Si se la compara con la enzima de actividad dual
aislada de G. metallireducens, las afinidades son mucho menores, considerando que se
reportaron valores de Ky de 32 uM (nitrato) y 10 uM (nitrito) (Martinez-Murillo y col.,
2009). La enzima NR-NiR de S. meliloti 2011 tendria ventajas fisioldgicas dado que una
vez alcanzada una concentracidn de nitrito este seria consumido por la actividad NiR, y
asi evitaria la acumulacién de nitrito téxico y la generacién de amonio util
metabdlicamente.

Otro resultado importante encontrado en este trabajo es el de los agentes
inhibidores de la enzima aislada. Entre los agentes que inhiben las NiRs de vias
desnitrificantes (formadoras de NO) estan el dietilditiocarbamato (Prudencio y col.,
1999; Ichiki y col., 2001), el cianuro de potasio (Ichiki y col., 2001) y la azida sddica
(Lam y Nicholas, 1969), entre otros. Las NiRs de vias asimilativas (formadoras de NH;")
se ven afectadas por cianuro de potasio y azida sddica entre otros agentes (Kajie y
Anraku, 1986; Einsle y col., 2000). Como se detallé en resultados, la actividad NR de
NR-NiR resultd inhibida por agentes como cianuro y azida. Se inhibid por clorato, y el
amonio no tuvo efecto sobre la misma, lo que podria corresponderse con un perfil
respiratorio-desasimilativo. La actividad NiR por su parte es muy sensible a
dietilditiocarbamato y cianuro, lo cual podria relacionarse con un perfil respiratorio-

desasimilativo, hecho que se refuerza por la insensibilidad a amonio.

11.4.4 Comparacion entre NRs aisladas de rizobacterias.

Bradyrhizobium sp. (Lupinus) y B. japonicum producen dos isoformas de NRs
asociadas a membrana. Estas NRs son proteinas heteromultiméricas con 3 6 4
subunidades (Fernandez-Ldpez y col., 1996; Polcyn y Luciniski, 2006), a diferencia de lo
encontrado para NRm de S. meliloti 2011, la cual resulté ser una proteina
heterodimérica. La diferencia de composicion de subunidades de las NRm aisladas de

rizobacterias sugiere que tanto la integracién con el sistema de membranas como la
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interaccidon con un dador de electrones externo son llevadas a cabo de una manera
novedosa. Proteinas que muestran diferentes composiciones estructurales pero que
llevan a cabo la misma funcidon, cominmente se encuentran dentro de la familia de
proteinas mononucleares de molibdeno (Moura y col.,, 2004). Sin embargo, esta
caracteristica particular posiblemente relacionada a diferentes estadios de evolucion,
ha sido solo observada en proteinas de origen periplasmatico o citoplasmatico, lo cual
constituye un hallazgo inesperado para proteinas de Mo asociadas a membrana.

La secuencia aminoacidica de la subunidad mayor de la NRm aislada de
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) muestra que los residuos involucrados con la unién de
MGD en NarG estan conservados (Polcyn, 2008). Este resultado y la deteccion del
nucleétido de guanina asociado al cofactor de Mo en la NRm de S. meliloti 2011
indicaria que la actividad NR de NRm provenientes de rizobacterias se asocia con un
cofactor de Mo similar al de NarGHI.

Otra diferencia remarcable es que el cofactor hémico se detectd en NRm de S.
meliloti 2011 pero no en las enzimas aisladas de B. japonicum y Bradyrhizobium sp.
(Lupinus). Sin embargo Polcyn y col., sobre la base de una de las subunidades presente
en ambas isoformas de NRm de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) y que muestra un
tamafiio similar a Narl, sugiere que la enzima posee cofactores hémicos que se pierden
a lo largo del proceso de purificacion (Polcyn y Luciniski, 2006).

La carencia de secuencias compatibles con el operdn narGHI en el genoma de
rizobacterias permite evidenciar proteinas con diferente organizacién estructural
respecto de NarGHI pero que desempefan la misma funcién, como se observé en NRm
heterodimérica de S. meliloti 2011 y en las dos isoformas de NRm aislada de
Bradyrhizobium sp. (Lupinus) y B. japonicum (Fernandez-Lépez y col., 1996; Polcyn y
Lucinski, 2006). NarGHI estd anclada a membrana mediante la subunidad hémica
pequeiia o Narl (19-25 kDa), la cual presenta los sitios de interaccion para el dador
externo de electrones. Presumiblemente, la subunidad hémica de NRm de S. meliloti
2011 realizaria la misma funcién que la esperada para la subunidad de anclaje. Por el
contrario, el hecho de que la subunidad con tales caracteristicas no haya sido
observada en NRm de Bradyrhizobium sp. (Lupinus) y B. japonicum, sugiere un anclaje

a membrana diferente para las NRm en estos dos tipos de rizobacterias.
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Tanto el hallazgo de una proteina mononuclear de Mo asociada a membrana
con funciones NR y distinta a NarGHI, como el hecho de encontrar una proteina
citoplasmdtica con actividades NR-NiR en S. meliloti 2011 son resultados novedosos.
Este tipo de comportamiento rara vez se observa en la naturaleza y es la primera vez
que se reporta para rizobacterias. Como muestran los resultados, la enzima es capaz
de procesar ambos sustratos, nitrato y nitrito, presentando afinidades bien diferentes.
Si se investiga en la bibliografia, solo una NR citoplasmatica se reporté para S. meliloti
y presentd caracteristicas de intervenir en el metabolismo asimilativo (Sekiguchi y
Maruyama, 1988). A nivel de genoma de S. meliloti se pueden citar algunos genes con
funciones NR y NiR compatibles con la naturaleza y funcionalidad observada. Los
perfiles metabdlicos de las enzimas aisladas, de acuerdo a tipos de inhibidores, es de
naturaleza respiratoria-desasimilativa, como se dijo anteriormente. En
Bradyrhizobium, las enzimas aisladas estan involucradas en la via desnitrificante y
cumplen funciones de proveer energia al acoplar la reduccién de nitratos con la
generacion de una fuerza protomotriz a través de la membrana, lo que conduce a la
generacioén de energia. La enzima NRm de S. meliloti podria cumplir la misma funcion,
tal como sugeriria la inhibicion por clorato y la insensibilidad a amonio. La enzima
citoplasmatica también tendria implicancias en el metabolismo respiratorio, pero
ademads, el amonio generado serviria como precursor para vias de sintesis, si bien

podria considerarse que esta no es la funcién primaria de la enzima.
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111.1 Introduccion

l11.1.1. Familia de la Xantina Oxidasa: propiedades generales.
Las enzimas de esta familia generalmente catalizan reacciones de hidroxilacidn
donde, a diferencia de otras hidroxilasas, el H,O mas que el O, se constituye en la

fuente de oxigeno a ser incorporado en el sustrato (Hille, 1996; Romao y col., 2002).

RH+H,0 5>ROH+2H " +2¢

Entre las diversas funciones que cumplen estas enzimas pueden citarse la
metabolizacion de  compuestos aromaticos y  xenobidticos  (quinolina
2-oxidorreductasa, Q2-OR y 4-hidroxi-bencil-CoA reductasa, 4-HBCR) (Bauder y col.,
1990; Fetzner, 1998; Unciuleac y col., 2004; Boll, 2005), metabolismo de purinas (XO)
(Brondino y col., 2006a), ciclo biogeoquimico del CO y del CO, (CO deshidrogenasa,
COD) (Dobbek y col., 2002) y metabolismo energético anaerdbico en microorganismos
reductores de sulfatos (aldehido oxidorreductasa, AOR) (Brondino y col., 2006a).

Los miembros de esta familia de enzimas en su estructura cristalina incluyen un
sitio activo de Mo y una serie de cofactores metalicos (centros FeS) y organicos (FAD)
que forman parte de la cadena de transferencia electrénica (Brondino y col., 2006a).
Las enzimas XO y AOR de bacterias reductoras de sulfatos (BRS) son proteinas
homodiméricas y la estructura cristalina de cada homodimero se organiza en tres
dominios principales: dominio de union a Mo, dominio de unidon a centros FeS y
dominio de unién a FAD (Figura IlI-1A). Como se observa en la figura el dominio de FeS
aloja a dos centros del tipo [2Fe-2S], mientras que el dominio FAD contiene el cofactor
flavinico. El dominio FAD esta ausente en AORs de BRS (Brondino y col., 2006a). Todos
estos cofactores también estan presentes en Q2-OR, 4-HBCR y COD, pero la estructura
de estas proteinas consiste de tres subunidades diferentes (grande, G, pequefia, P y
mediana, M) organizadas en un dimero del arreglo GPM (Hille, 1996; Hille, 2005). El
sitio activo, el cofactor flavinico y los centros FeS se ubican en las subunidades G, M y

P, respectivamente (Figura IlI-1A).
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A)
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Figura IlI-1. Topologia de proteinas de la familia de la XO y composicion de cofactores metalicos y no
metdlicos presentes. A) Distribucién de dominios en la estructura de la XO (adaptado de Hille, 2005) y
su relacidn con la distribucién en el resto de los miembros de la familia. B) cofactores redox involucrados
en la cadena de transferencia electrénica distintos miembros de la familia de la XO: COD: CO
deshidrogenasa (IN5W.pdb), 4-HBCR: 4-Hidroxi-bencil-CoA reductasa (1RM6.pdb), Q2-OR: quinolina
2-oxidorreductasa (1T3Q.pdb), XO: xantina oxidasa (1FIQ.pdb, AOR: aldehido oxidorreductasa
(1VLB.pdb).

El sitio activo de todos los miembros de la familia de la XO presenta una alta

similitud estructural y las diferencias se observan en el nimero y tipo de cofactores
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redox de la cadena de transferencia electrénica (Figura 1lI-1B). La cadena de
transferencia electrénica mas simple es la que se encuentra en la AOR (Figura IlI-1B),
que ademads del sitio de Mo presenta dos centros [2Fe-2S] (Figura 1ll-2), motivo que
estd presente en todos los miembros de la familia. Todos los miembros restantes
presentan adicionalmente un cofactor FAD, mientras que en la estructura de 4-HBCR
también aparece un centro [4Fe-4S] (Figura 1ll-2) (Unciuleac y col., 2004). La COD
constituye un miembro atipico de esta familia ya que el &tomo de Mo se encuentra

unido a un atomo de Cu a través de una unién p-S (Dobbek y col., 2002).

Centro [2Fe2S] Centro [4FedS]

Figura 1lI-2. Estructura de los centros FeS presentes en la cadena de transferencia electrénica en
miembros de la familia de la XO. Los dtomos de azufre que puentean los 4tomos de Fe corresponden a
S inorgdnico mientras que los restantes a S de la cadena lateral de Cys y cuyos arreglos en secuencia
aminoacidica se hallan perfectamente conservados.

El sitio activo en las enzimas de la familia de la XO ha sido extensivamente
caracterizado. Estudios en la XO mostraron que el atomo de Mo en su forma oxidada
estd en una configuracion piramidal cuadrada distorsionada coordinando con dos
atomos de azufre de una piranopterina, un ligando azufre, y un ligando OH/OH, (OH,)
en las posiciones ecuatoriales y un ligando oxo en la posicién apical (Figura IlI-3A)
(Hille, 2005; Brondino y col., 2006a). El ligando azufre es esencial para la catalisis y
puede ser removido por tratamiento con cianuro para dar lugar a la forma desulfo-
inactiva de la enzima como se demostré en el caso de la XO (Coughlan y col., 1980;
Malthouse y Bray, 1980) (Figura I11-3B).

El ligando OH, ocupa el sitio catalitico labil en la proteina donde el sustrato y los
inhibidores como el arsenito se unen al &tomo de Mo (Figura 11I-3C) (Okamoto y col.,

2004; Boer y col., 2004; Thapper y col., 2007; Truglio y col., 2002).
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Glu 1261 Glu 869 Glu 869
X0 AOR AOR-Arsenito

Figura IlI-3. Coordinacion del atomo de molibdeno en el sitio activo de las enzimas de la familia de la
XO. A) Forma activa XO (1FIQ.pdb). B) Forma desulfo activa de DgAOR (1VLB.pdb). C) Estructura de la
enzima DgAOR inhibida con arsenito (1Sl.pdb). En la figura se indican los ligandos de la esfera de
coordinacién del 4tomo de Mo nomenclados segun se indica en los reportes de la estructuras cristalinas
correspondientes. También se grafica el residuo de acido glutdmico que tendia implicancias en el
mecanismo de reaccion.

Los cofactores redox de la cadena de transferencia electrénica y el dtomo de
Mo del sitio activo pueden presentar diferentes estados de oxidacién. Algunos de
estos estados presentan propiedades paramagnéticas, lo que posibilita su estudio
mediante la técnica de Resonancia Paramagnética Electrdnica (RPE). En las siguientes
secciones se expondran los fundamentos bdsicos de la técnicay las propiedades de
RPE relevantes de la enzima AOR que seran de utilidad a la hora de analizar los

resultados obtenidos.

I11.1.2. La técnica de la Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE): fundamentos
basicos.

La espectroscopia de RPE permite el estudio de especies paramagnéticas. Estas
especies son centros atdmicos o moleculares que poseen un momento magnético
neto. Los centros paramagnéticos no son abundantes en la naturaleza, por lo que
podria parecer que el uso de espectroscopia de RPE se encuentra restringido a un
pequefio numero de sistemas. Sin embargo, en sistemas biolégicos estas especies
juegan un importante rol a nivel estructural y funcional en un gran nimero de
proteinas. Los centros paramagnéticos en proteinas pueden ser parte integral de la
misma o producirse transientemente como intermediarios de reaccion, los cuales se

encuentran generalmente relacionados con los procesos de transferencia electrdnica.
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En sistemas bioldgicos, las especies paramagnéticas incluyen dos grandes
grupos: radicales libres orgdnicos y metales de transicién, aunque también existen
otros tipos. Los metales de transicion son elementos en los que la capa electrénica d o
f se encuentra incompleta. El o los electrones desapareados en estas capas
electréonicas dan lugar al comportamiento paramagnético, por lo que cada
configuracion electrénica exhibe un comportamiento caracteristico que depende
también de las caracteristicas del ndcleo central. En el caso de las proteinas de la
familia de la XO, las especies paramagnéticas son el atomo de Mo (V) vy los centros
[2Fe-2S], como se detallara en el apartado siguiente.

Al igual que los protones, los electrones tienen espin (S), el cual les otorga una
propiedad magnética conocida como momento magnético (). El momento magnético
hace que el electron se comporte como una barra magnética. Cuando se lo somete al
efecto de un campo magnético externo, los electrones pueden orientarse tanto en una
direccion paralela como antiparalela a la direccidn del campo magnético aplicado. Asi,
para un sistema con un Unico electréon desapareado (S = 1/2) éste puede adoptar los
estados de espin electrénico mg=-1/2 y ms=+1/2 y aunque cada uno de estos estados
presenta un momento magnético asociado, a priori no existen diferencias energéticas
entre los mismos. Cuando se aplica un campo magnético externo cada estado
reacciona de forma opuesta. Asi, el momento magnético de estado m;=-1/2 se alinea
paralelamente con el campo externo estabilizandose, mientras que el estado ms=+1/2
se alinea antiparalelamente desestabilizdndose. En consecuencia, los estados se
desdoblan en dos subniveles energéticos (Figura IlI-4).

La magnitud del desdoblamiento energético es proporcional al campo aplicado
y se conoce como efecto Zeeman (Weil y col., 1995). En un experimento tipico de RPE
se irradia la muestra con una frecuencia determinada de microondas mientras se barre
el campo magnético externo aplicado. Cuando el desdoblamiento energético entre los
estados m; = -1/2 y ms= +1/2 es de la misma magnitud que la energia de la radiacion
utilizada, se satisface la condicién de resonancia, la cual es registrada por el sistema de
deteccién como una absorcién de energia. En ausencia de otras interacciones, la Unica
magnitud cuantificable a partir de un espectro de RPE es el factor g (Figura IlI-4). En el

caso del electrdn libre, g tiene un valor de 2,002319 pero el acoplamiento espin-6rbita
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provoca desviaciones a este valor que aportan informacién acerca del entorno del

electrén en estudio.

AN my m,

m =-1/2

m,=+1/2

m=+1/2
[ E—— AE=hv=gBB+A

Energia

m=+1/2
m=-1/2
Campo magnético
g=hv/pB
§=1/2,1=0

Campo magnético

Figura lll-4. Representacion esquematica de las bases de la espectroscopia de RPE. Al colocar un S =
1/2 en un campo magnético externo variable se produce un desdoblamiento energético entre los
estados m, = -1/2 y m, = +1/2 (arriba, en negro). Cuando la diferencia de energia entre estos estados
iguala a la energia de la radiacién utilizada se produce la transicion, la cual se detecta como una linea de
resonancia centrada en g (abajo, linea negra). La interaccién con el momento magnético nuclear
provoca el desdoblamiento de cada estado de espin electrénico en dos nuevos subniveles energéticos
(arriba, en verde). Esta interaccion se traduce en un desdoblamiento de la sefial registrada en dos
nuevas sefiales centradas en g y con una separacién proporcional al desdoblamiento producido (abajo,
en verde).
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Ademads de interaccionar con el campo magnético externo, el electrén
desapareado puede interaccionar con otras especies que presentan un momento
magnético neto. Asi, la presencia de nucleos con espin nuclear distinto de cero (I # 0)
produce también un desdoblamiento energético de los estados de espin electrénico.
Este desdoblamiento es conocido como acoplamiento hiperfino o superhiperfino
dependiendo si es generado por el nucleo central o si se debe a un nucleo vecino (Weil
y col., 1995). El grado de desdoblamiento provocado por el nucleo depende de su
espin nuclear produciéndose 2/+1 subniveles energéticos. Asi un nucleo de espin
nuclear / = 1/2 puede adoptar los estados m;=-1/2 y m,;= +1/2, cada uno de los cuales
presenta un momento magnético asociado. Al igual que si se tratara de un campo
externo, el momento nuclear interactia con el momento magnético electrdnico
desdoblando cada estado en dos nuevos subniveles energéticos (Figura Ill-4). El
acoplamiento hiperfino se manifiesta espectralmente como un desdoblamiento de la
sefial de resonancia. La separacidn entre las dos nuevas sefales es proporcional a la
magnitud del acoplamiento hiperfino que es representado por el pardmetro
espectroscépico A (Figura ll1-4).

Los pardmetros g (posicion) y A (desdoblamiento hiperfino) pueden ser
normalmente anisotrépicos, es decir sus valores dependen de la direccion del campo
magnético respecto a los ejes moleculares (Weil y col., 1995).

Para la mayoria de los metales de transicion, los electrones estan ubicados
principalmente en orbitales tipo d y entonces la anisotropia espectral puede ser
importante. Un movimiento rapido en todas direcciones promediara la anisotropia y
entonces se obtendrdn espectros con parametros isotrépicos. Sin embargo, en
ausencia de rotaciones moleculares, como es el caso de las soluciones congeladas, la
anisotropia no se promedia y se observaran espectros similares a los observados en el
estado solido.

La anisotropia en g se caracteriza por 3 valores principales, g, g, Y 8., que son
aquellos a lo largo de los ejes principales del grupo conteniendo el electrén
desapareado (Weil y col., 1995). En simetria cubica, los 3 ejes son equivalentes y
entonces el valor de g sera isotrépico (gx = gy, = g.) (Figura I1I-4B, espectro en negro). En

el caso de simetria axial, como es el caso de muchos metales de transicion, g, = g, # g..
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Por convencién, g, se define como el valor de g observado cuando el campo aplicado

es paralelo al eje de simetria, y se lo denomina g/, (Figura IlI-5).

Simetria axial

" Bx=8y=8.%8:=8y

8//> 8L

T T T T T
3470 3480 3490 3500 3510

Campo magnético (Gauss)

Simetria axial

i3 Bx=8y=8.%8.=8y

= 81> 8y

T T T T T
3470 3480 3490 3500 3510

Campo magnetico (Gauss)

Simetria rdmbica

8x # 8y #8:

T T T T T
3470 3480 3490 3500 3510

Campo magnético (Gauss)

Figura IlI-5. Anisotropias del parametro de posicion g. En lineas punteadas se grafica la sefial de
absorcién mientras que en linea llena su derivada (grafico tipico de los espectros de RPE).

Similarmente, en el caso de simetria axial, g« y g, se designan como g, que es el
valor de g obtenido cuando el campo aplicado es perpendicular al eje de simetria. En el
caso de simetria rombica, los 3 valores de g son diferentes (g« # g, #8,) (Figura llI-5). En

un monocristal, los 3 valores principales de g pueden medirse cuando el campo se
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aplica a lo largo de los 3 ejes principales de la molécula. Para orientaciones
intermedias, los valores de g dependerdn del angulo que forme el campo magnético
con los ejes principales moleculares.

Como se dijo anteriormente el desdoblamiento hiperfino también puede
presentar anisotropias. La anisotropia en la interaccidon hiperfina A proviene de la
interaccion dipolar entre el espin electrénico y el espin nuclear (Weil y col., 1995). Las
consideraciones que se aplican para los valores anisotropicos de A son las mismas que
para los valores de g. Por lo tanto la anisotropia en A se caracteriza por 3 valores
principales: Ay, A, y A, (Figura IlI-6). En simetria axial, A, = A,y A = A= A,. Una forma
sencilla de ver el tipo de interaccion hiperfina es ver la separacién de los picos en los
cuales se desdobla la linea de resonancia, si todos los desdoblamientos tienen la
misma longitud, se dice isotrdpica, de lo contrario la interaccion hiperfina es

anisotrodpica.

RPE (u.a.)
N
\

T T T T \ T T
3400 3450 3500 3550

Campo magnético (Gauss)

Figura I11-6. Anisotropia del parametro de interaccion hiperfina (A). De arriba hacia abajo: sefial de RPE
sin interacciéon hiperfina, sefial de RPE con interaccidn hiperfina isotrépica y sefial de RPE con
interaccion hiperfina anisotrdpica.

111.1.3. La técnica de RPE aplicada al estudio de los miembros de la familia de la XO.
En la Tabla Ill-1 se describen las configuraciones electrdnicas y los estados de
espin de los cofactores metalicos de AOR. El atomo de Mo en el rango de potenciales

de ~+100 mV (potencial vs NHE), potencial correspondiente de la proteina expuesta a
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la atmédsfera, y ~-450 mV, potencial obtenido de la solucién de enzima luego de
reduccion con ditionito de sodio en condiciones anaerobias, puede encontrarse en los
estados redox (IV), (V) o (VI). De todos estos estados, la especie paramagnética
corresponde a Mo (V) (S = 1/2). El &tomo de Mo (IV) con un estado de espin S = 1,
también podria ser estudiado por RPE, pero hasta el presente no se ha conseguido

observar sefiales de RPE en este estado de oxidacion.

Mo [2Fe-2S]
Mo — [Kr]4d’5s® Fe — [Ar]3d®4s?
Mo (IV) — [Kr]4d* > S=1 Fe** - [Ar]3d°; Fe*" — [Ar]3d®
Mo (V) — [Kr]4d' - S=1/2 Fe*-Fe’* — [2Fe-25]" > S=0
Mo (VI) = [Kr]4d®° > S =0 Fe’*-Fe?* — [2Fe-25]' > S=1/2

Tabla IlI-1. Estados de oxidacién de los centros redox, configuraciones electrénicas y estados de espin.

Tipo de sefial

"very rapid"

i
(n

"rapid" tipo 1l

Sefal de RPE (u.a)

"slow™

"desulfo-inhibited"

L L | i | L
3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600 3700

Campo magnético (Gauss)

Figura IlI-7. Los diferentes tipos de sefiales de Mo (V) detectados mediante espectroscopia de RPE.
(Hille, 1996).
En la figura 1ll-7 se pueden observar diferentes sefales de RPE con distintas

simetrias y valores de g, lo que indica que el sitio de Mo (V) presenta una alta

flexibilidad en su esfera de coordinacion. Entre las sefiales mas representativas pueden
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distinguirse las sefales llamadas “very rapid” (g1,23 = 2,0252, 1,9550, 1,9494) (Hille,
1996) y “rapid” (Hille, 1996), obtenidas a partir de la incubacién de la enzima con el
sustrato especifico o con ditionito por periodos cortos de tiempo (10 s). La seiial “very
rapid” corresponde a un intermediario catalitico de la enzima. También se incluye en la
Figura IlI-7 las sefiales denominadas “slow”y “desulfo-inhibited” que corresponden a
formas inhibidas de la enzima. Como se observa en esta figura, en algunos casos es
posible observar desdoblamientos adicionales en la sefial debido a que el espin del
atomo Mo (V) puede presentar interaccion hiperfina con los protones del solvente (/ =
1/2) y resonancias de intensidad pequefia producida por acoplamiento hiperfino con
los espines nucleares (/ = 5/2) de los is6topos de Mo (15,9 % de abundancia) y Mo
(9,6 % de abundancia). Si bien no se conocen todas las estructuras de los sitios de Mo
que originan cada una de las sefales presentadas en la Figura IlI-7, estudios realizados
en muestras de XO han demostrado que las sefiales rapid y very rapid se asocian con
un ligando S coordinado al 4&tomo de Mo, mientras que las sefales slow y desulfo-
inhibited son obtenidas en formas desulfo de la enzima.

Otra caracteristica de estas enzimas, es que los centros metdlicos presentan
distintos tiempos de relajacidén espin-red. Mientras que el Mo (V) presenta tiempos de
relajacidn largos, es decir sus lineas de resonancia se pueden observar a temperatura
relativamente alta (100-150 K), los centros FeS presentan tiempos de relajacion mds
cortos que el Mo, lo que determina que las sefiales son detectadas a temperaturas por
debajo de los 60 K.

La Figura llI-8 muestra las sefales de RPE asociadas con los centros FeS
observados en proteinas de la familia de la XO (los espectros fueron obtenidos a partir
de una muestra de proteina en la que el atomo de Mo presenta una sefial tipo slow).
Como se observa en esta figura, los espectros muestran dos sefiales rdmbicas con
valores de g diferentes y asociadas con centros con distintos tiempos de relajacion. La
sefial denominada FeS1 corresponde al centro proximal al Mo y es detectada sin
efectos de ensanchamiento por relajacion a ~60 K. El espectro obtenido a 20 K
muestra ademads de las sefiales de Mo y FeS1, la sefial rombica asociada al centro distal
(FeS2). Es importante notar que a bajas temperaturas se pueden detectar
desdoblamientos en la sefiales del Mo y FeS1. Mientras que el desdoblamiento en la

senal del Mo se da por acoplamiento con FeS1, el desdoblamiento de FeS1 tiene origen
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por acoplamiento con el centro FeS2. Todas estas caracteristicas han sido motivo de
distintos tipos de estudio (Moura y col., 1976; Hille, 1996; Andrade y col., 2000; Duarte
y col., 2000; Thapper y col., 2006; Brondino y col., 2006b).

100 K

Sefial de RPE (u.a.)

Fe51

3300 3400 3500 3600 3700
Campo magnético (Gauss)

Figura 1lI-8. Los diferentes tipos de sefiales de los centros [2Fe-2S] detectados mediante
espectroscopia de RPE en muestras de AOR. En la figura puede observarse la sefial de Mo (V) a 100 K, a
medida que se baja la temperatura y por diferencias en los tiempos de relajacién de los distintos centros
redox, pueden observarse el centro FeS1 y el desdoblamiento que produce sobre las lineas de
resonancia del Mo (V) a 60K. Si se baja aun mas la temperatura, pueden observarse las lineas de
resonancia del centro FeS distal FeS2 y el desdoblamiento que produce en las lineas de resonancia del
centro FeS1. (Brondino y col., 2006b).

De este tipo de espectros pueden obtenerse datos relevantes acerca de la
interaccion entre los centros redox y del estado de la cadena de transferencia
electrénica. Asimismo, el tratamiento de las muestras con agua deuterada permite
observar la sefial sin el acoplamiento hiperfino del &tomo de Mo (V) con protones del

solvente (Figura I11-9).
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Figura 11I-9. Seial de RPE tipo slow de DgAOR de las muestras obtenidas en H,0 y en D,0. La sefial a
100 K muestra el acoplamiento hiperfino con un protén intercambiable con el solvente, el que no se
observa en la senal de la muestra en D,0. La sefial a 20 K muestra el desdoblamiento adicional de la
sefial de Mo (V) por acoplamiento magnético del atomo de Mo (V) con el centro FeS1.

111.1.4. Familia de la Xantina Oxidasa: mecanismo de reaccion.

Comunmente, el mecanismo de reaccion mas aceptado implica un ataque
nucleofilico base-asistido sobre el atomo de carbono a ser hidroxilado por el grupo OH,
y la transferencia concomitante de hidruro al ligando azufre. (Huber y col., 1996;
Okamoto y col., 2004; Nishino y col., 2008; Pauff y col., 2008), donde el residuo Glu
vecino actla como base para el protén del ligando OH,, incrementando su caracter

nucleofilico. Las estructuras de los intermediarios mas relevantes estan expuestas en la

Figura [lI-10A.
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Figura I11-10. Mecanismo sugerido para la interaccion sustrato-sitio activo en las enzimas de la familia
de la XO: A) Ataque nucleofilico asistido por base (Okamoto y col., 2004; Pauff y col., 2008). B)
mecanismo de ataque electrofilico sugerido en base a estudios de ENDOR (Howes y col., 1996). En la
figura se encuentran enmarcadas las especies “very rapid”.
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Howes y colaboradores han propuesto un mecanismo bastante diferente a
partir de estudios de ENDOR (del inglés Electron-Nuclear Double Resonance) en el
intermediario catalitico paramagnético llamado “very rapid” (Figura 111-10B) (Howes y
col., 1996). Este involucra la adicién del grupo CH del sustrato a través del enlace
Mo=S, una reaccién con precedentes quimicos (Coucouvanis y col., 1991), y una
abstraccion simultanea del protdn por el ligando azufre. Se propuso que esta reacciéon
se inicia mediante un ataque electrofilico del Mo al 4tomo C del sustrato y el ataque al
ligando OH, para dar el producto de la reaccion (grupo C=0) en coordinacién “side on”
al Mo en un motivo nz. Esta propuesta fue luego criticada por Manikandan y col., cuyo
analisis de ENDOR no sustenta la existencia de un enlace directo Mo-C en las especies

very rapid y por lo tanto favorece el primer mecanismo (Manikandan y col., 2001).

111.1.5. Aldehido oxidorreductasa de Desulfovibrio gigas y la problematica del ligando
azufre.

Las AORs derivadas de BRS son miembros de la familia de la XO que catalizan la
oxidacion de aldehidos a sus respectivos acidos carboxilicos involucrando 2 e en la
reaccion (Figura 111-11).

La estructura de DgAOR fue la primer estructura cristalografica reportada para
un miembro de esta familia (Figura 1lI-8) (Romdo y col., 1995) y la primera en ser
estructuralmente caracterizada a niveles cercanos a la resolucién atémica (1,28 A) (el

término estructura nativa se usara para referir a esta estructura) (Rebelo y col., 2001).

Ac. Benzoico

N
FeSIl FeSl Mo-MCD

Figura IllI-11. Aldehido oxidorreductasa: implicancias cataliticas. El sustrato sufre hidroxilacion
oxidativa y deriva en el respectivo acido carboxilico, cediendo 2 e que son transferidos a través de los
centros FeS |y FeS Il al mediador fisioldgico. Figura realizada con 1VLB.pdb (Rebelo y col., 2001).
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A diferencia de la xantina oxidorreductasa (Okamoto y col.,, 2004) y a la
quinolona 2-oxidorreductasa (Bonin y col., 2004), no hay evidencia estructural que
sustente la presencia de un ligando azufre coordinado al dtomo Mo en las formas
activas de las AORs derivadas de BRS. Sin embargo, su presencia se sugirié a partir de
estudios espectroscépicos, principalmente RPE, puesto que DgAOR muestra las sefiales
de RPE tipicas de Mo (V) detectadas en la familia de enzimas de la XO. Las sefiales de
RPE de Mo (V) del tipo “rapid” asociadas con la presencia del ligando azufre fueron
observadas en AORs provenientes del genero Desulfovibrio (Turner y col., 1987).
Ademas, también se observaron las sefiales de RPE de Mo (V) asociadas con las formas
desulfo de la XO, tales como la sefial de tipo “slow” y la obtenida por adicion de
etilenglicol (EDO) (Turner y col., 1987; Andrade y col., 2000; Duarte y col., 2000;
Thapper y col., 2006).

Sobre esta base se asumid que las AORs aisladas de BRS y las enzimas de la
familia de la XO tenian un sitio activo similar y que ambas experimentarian los mismos
cambios luego de reaccionar con sustratos, inhibidores y agentes reductores. Debido a
que los datos estructurales de DgAOR no muestran el ligando azufre coordinado al
atomo de Mo, se asumid que la enzima cristalizaba en la forma desulfo inactiva
(Romao y col., 1995; Rebelo y col., 2001). Una conclusidon similar se obtuvo para
4-HBCR, otro miembro de la familia de la XO para la cual los datos estructurales no
mostraron evidencia del ligando azufre (Unciuleac y col., 2004), aunque su presencia
se sugirio mediante estudios cinéticos y espectroscépicos. (Johannes y col., 2004).
Estudios sobre las formas desulfo de distintos miembros de la familia de la XO
mostraron que el ligando azufre cianolizable puede ser reinsertado con recuperacién
de actividad enzimatica (Wahl y Rajagopalan, 1982). Una estructura cristalografica de
DgAOR resulfurada mostré que el ligando azufre puede ser introducido mediante
soaking de los cristales nativos en una solucién concentrada de iones sulfuro (Huber y
col., 1996). Sin embargo, a diferencia de lo observado en xantina oxidorreductasa
(Okamoto y col., 2004) y Q2-OR (Bonin y col., 2004), el ligando azufre se ubicé en la
posicidn apical del sitio de Mo (Huber y col., 1996), sugiriendo que la inclusidn del
ligando azufre en DgAOR podria ser la consecuencia de una reaccion inespecifica

causada por las condiciones de resulfuracion.
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Como se reportd anteriormente, varios agentes inhibidores de las enzimas de la
familia de la XO tales como arsenito, EDO vy glicerol (GOL) interactian directamente
con el sitio activo de Mo para dar complejos con Mo (V) estables (Lowe y col., 1976;
Boer y col., 2004; Thapper y col., 2006; Thapper y col., 2007). Estas formas inhibidas
son importantes para entender los cambios en la coordinacion del sitio activo y en la
integridad de la cadena de transferencia electrénica en condiciones de inhibicién. En
estudios estructurales y de RPE previos de DgAOR inhibida con arsenito, se establecio
una correlacion entre las propiedades estructurales y de RPE del sitio de Mo (Boer y
col., 2004; Thapper y col., 2007). Los principales hallazgos de estos estudios fueron
elucidar la interaccion entre el inhibidor arsenito y el &tomo de Mo y establecer que el
ligando azufre no es esencial para determinar las propiedades de RPE del arsenito
unido al centro de Mo. Particularmente, esto ultimo originé algunas dudas acerca de la
presencia del ligando azufre en DgAOR activa. No obstante, en todos los estudios con
arsenito se vio que el ligando azufre no estaba presente, lo que dejé muchas dudas
sobre el rol del S debido a que tanto las muestras de AOR como las de XO dan las
mismas sefiales de RPE.

Esto fue lo que nos motivo a realizar nuevos estudios en la enzima DgAOR que
se reportan en este capitulo de este trabajo de tesis y se comenzaron a repetir
detalladamente los estudios comparativos en DgAOR, que en muchos casos no se
habian hecho porque directamente se habia asumido que era igual a la XO. En este
capitulo de este trabajo reportamos estudios cinéticos, cristalograficos y de RPE de
DgAOR. Los estudios cinéticos se realizaron en presencia de cianuro, EDO, GOL y
arsenito, a fin de comparar el comportamiento de DgAOR y de XO frente a estos
agentes inhibidores. Se realizaron estudios cristalograficos de rayos-X y de RPE de
DgAOR inhibida con GOL y EDO para comprender el modo de la interaccién de estas
moléculas en la inhibicién.

Como se verd mas adelante, el analisis detallado de todos estos datos
contribuyd a un mejor entendimiento de los mecanismos de interacciéon entre la
enzima y los diferentes agentes inhibidores y a establecer si el ligando azufre esta

presente o no en la esfera de coordinacién del &tomo de Mo de DgAOR.
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11l.2 Materiales y Métodos

111.2.1 Purificacion y cuantificacion de DgAOR.

DgAOR se purificd segun se describe en otros trabajos anteriores (Moura y col.,
1976; Moura y col., 1978). La cuantificacién de DgAOR se realizd mediante el método
de Bradford (Bradford, 1976) con BSA como estdndar, o por determinaciéon
espectrofotométrica usando el coeficiente de extincién molar a 462 nm (g = 24.6 mM™

cm™).

111.2.2 Estudios cinéticos.

Los estudios cinéticos de DgAOR se llevaron a cabo aerébicamente a 310 K,
midiendo la velocidad de reduccion del mediador 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) a
600 nm (e = 21000 mM™ cm™) en una celda de 1 cm de paso 6ptico. La mezcla de
reaccion presentod la siguiente composicion: buffer 50 mM Tris-HCl (pH: 7.6), 35 uM
DCPIP, 500 nM DgAOR y benzaldehido como sustrato. Se ensayaron concentraciones
de benzaldehido de 5-200 uM y se determinaron las velocidades iniciales para la
obtencién de los parametros cinéticos. En todos los ensayos el sustrato fue el ultimo
componente en ser agregado, luego de 5 min de equilibrado de la enzima con el
aceptor de electrones. En estas condiciones experimentales, una unidad enzimatica
(Ul) corresponde a 1 umol de benzaldehido oxidado por min y la actividad enzimatica
especifica es U/mg de enzima.

Se realizaron estudios de inhibicién y didlisis frente a diferentes agentes
inhibidores para evaluar la reversibilidad de la inhibicidon. Se incubaron muestras de
DgAOR (30 uM) durante 2 h a temperatura ambiente con 50 mM KCN, 1 mM EDO y
1 mM GOL y 24 uM NaAsO; en buffer 100 mM Tris-HCI (pH: 7,6), respectivamente en
experimentos independientes. A estas concentraciones de inhibidor y luego de 10 min,
la inhibicidn es significativamente detectable. Luego de 2 h de incubacidn, el inhibidor
se removid por dialisis en unidades de ultrafiltracién (Centricom Ultra 30K) mediante
cinco ciclos de dilucion/concentracién. La actividad se evalué en presencia del
inhibidor y luego de los ciclos de dilucién-concentracion. Como control se procesé una

muestra de DgAOR as-prepared. El mismo procedimiento se aplicé a muestras de XO
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de leche de vaca (SIGMA, ref. X45000) en presencia de KCN reemplazando el
benzaldehido por xantina.

Los estudios cinéticos para evaluar el tipo de inhibicidn se realizaron conforme
lo expresado para la caracterizacion de la enzima as-prepared. Las mezclas de reaccién
se realizaron como se mostré mas arriba y la reaccidn se inicid por adicion simultanea
del sustrato y el inhibidor. Los parametros cinéticos se determinaron de acuerdo al
método de DLP (Cornish-Bowden y Eisenthal, 1974; Eisenthal y Cornish-Bowden,
1974).

111.2.3 Preparacion de las muestras para RPE.

Muestras inhibidas con EDO, GOL y KCN.

Se redujeron muestras de DgAOR as-prepared (200 uM en buffer 10 mM Tris-
HCl pH: 7,6) durante 20 min en atmdsfera de argdn por adicion de ditionito de sodio
(en exceso molar de 50 veces) para obtener la sefial “slow” (Moura y col., 1978).
Luego, se agregd un gran exceso de inhibidor (1 M) a la muestra completamente
reducida en atmdsfera de argdn. Finalmente, la muestra se incubd durante 4 h a 4 °C.
Las muestras de DgAOR inhibidas con EDO y GOL se prepararon como se describe
arriba usando buffers tanto en H,0 como en D,0 (el pD se corrigié usando una solucién
de DCI). La reoxidacidon de las muestras inhibidas se realizé por exposicion al aire a
4 °C, hasta que no se observaron las sefiales de RPE de los clusteres [2Fe-2S] a bajas
temperaturas.

También se incubaron muestras de DgAOR as-prepared (200 uM en buffer 10 mM Tris-
HCI pH: 7,6) con 10 mM KCN durante 10 min y luego se redujeron con ditionito de sodio
durante 20 min a 4 °C. En un ensayo paralelo, una muestra de DgAOR que mostraba seial

“slow” (preparada como se muestra mds arriba) se la adicioné6 de KCN en la misma

concentracion.

Espectros de RPE y simulacidn.
Los espectros de RPE se adquirieron con un espectrémetro Bruker EMX
equipado con una cavidad rectangular (modelo ER 4102ST) y un criostato de flujo

continuo de helio Oxford Instruments. Los espectros se tomaron entre 20y 140 K a 9.5
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GHz. La potencia de microondas usada fue de 2 mW a temperaturas de 100 K o
superiores y 0.06 mW para las inferiores a 100 K. La amplitud de modulacién a 100 kHz
fue de 2 G. Las simulaciones de los espectros de RPE se realizaron mediante el

programa Win-EPR Simfonia.

111.2.4 Procedimientos de cristalizacion y soaking.

A continuacién se describe el procedimiento llevado a cabo para la obtencion
de los cristales de DgAOR vy el soaking con EDO y GOL. Este trabajo fue realizado en
colaboracién con el grupo de cristalografia de la Universidad Nova de Lisboa.

DgAOR se cristalizdé como se describié anteriormente mediante el método
sitting-drop vapor-diffusion (Romado y col.,, 1993). Las gotas de cristalizacién se
prepararon por adicion de 4 pL de proteina (10 mg/mL) en buffer 10 mM Tris-HCI
(pH: 7,6) a 2 pL de solucién de precipitacién (30 % 2-propanol, 0,2 M MgCl,, 0,2 M
HEPES, pH: 7,6). Los cristales, de color rojo oscuro y en forma de rubi, se crecieron
hasta un tamafio maximo de 0,3 x 0,2 x 0,2 mm en 2-3 semanas a 4 °C. A fin de
estabilizar los cristales, se prepard una solucién de mantenimiento (buffer HB1)
conteniendo 30 % p/v PEG 4000, 30 % 2-propanol, 0,2 M MgCl, y 0,2 M buffer HEPES
(pH: 7,6). Se adicioné lentamente HB1 a los cristales por al menos 48 h. Puesto que
uno de los objetivos de este estudio era analizar la interaccion de EDO y GOL con el
sitio activo, el 2-propanol tenia que ser removido. De aqui, a que haya sido necesario
preparar un segundo buffer de almacenamiento (HB2) sin 2-propanol, conteniendo
30% p/v PEG 4000, 0,2 M MgCl, y 0,2 M buffer HEPES (pH: 7,6). HB2 se adiciond
cuidadosamente a las gotas a fin de reemplazar la solucién de precipitacién y HB1.
Luego de 3 dias, los cristales se transfirieron a una nueva gota de HB2. Los cristales de
DgAOR estabilizados y libres de 2-propanol se sometieron a un proceso de soaking en
una tercera solucion de almacenamiento conteniendo EDO (HB3EDO) o GOL (HB3GOL).
HB3EDO se prepard con 30 % p/v PEG 4000, 0,2 M MgCl,, 0,2 M buffer HEPES y 40 %
p/v EDO, mientras que HB3GOL se prepard por adicion de 50 % p/v GOL a HB2 hasta
una concentracion final de 10 % p/v. En ambos casos, los cristales se dejaron en estas

soluciones durante 3-4 dias y se congelaron rapidamente para la coleccién de datos.
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111.2.5 Registro de datos, determinacion de estructura y refinamiento.

A continuacién se detallan los procedimientos empleados por el grupo de
cristalografia para la obtencién de las estructuras y el refinamiento pertinente. Se
colectaron dos conjuntos de datos de los cristales congelados instantdneamente en un
equipo 1D14-3 del European Synchroton Radiation Facility (ESFR, Grenoble, Francia),
uno para los cristales derivados del soaking en EDO (conjunto de datos EDO) y otro
para los derivados del soaking en GOL (conjunto de datos GOL). Los cristales se
difractaron en una resolucién superior a 1.8 A y se observé que corresponden al
mismo grupo espacial que los cristales nativos, con constantes de celda similares. Se
usaron MOSFLM (Leslie, 1992) y SCALA (Kabsch, 1988) de la suite CCP4 (Collaborative

Computational Proyect, Number 4) para procesar los datos, los cuales se resumen en la

Tabla IlI-2.
Cristal EDO GOL

Grupo espacial P6,22 P6,22

Celda unidad (A) a,b=142,80 a, b=142,56
c=161,55 c=161,88

Parametro de Mathews 2,43 2,43

Long. de onda (A) 0,93100 0,93100

Nro. de reflexiones obs. 390564 402976

Nro. De reflexiones Unicas 89511(45045) 101724(14763)

Limites de resolucion 30,37-1,79 28,92-1,72
(1,89-1,79) (1,81-1,72)

Calidad de completado (%) 98,4 (97,5) 99,2 (99,2)

Redundancia 4,4 (3,5) 4,0(3,9)

Promedio I/a(/) 16,7 (3,5) 10,7 (2,3)

Reym (%) 6,2 (32,7) 8,6 (44,6)

Tabla 111-2. Estadisticas de la recoleccidon de datos. Los valores entre paréntesis corresponden a los
datos en la capa mas externa.
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La determinacidon de la estructura se realiz6 mediante PHASER (Read, 2001),
usando el modelo molecular obtenido a 1,28 A de resolucién (PDB cédigo 1VBL)
(Berman y col., 2000; Rebelo y col., 2001). Se aplicé un protocolo de modificaciéon de
densidad mediante DM (Cowtan y Zhang, 1999) logrando buenas fases iniciales. Las
restricciones de refinamiento se realizaron con REFMAC 5.2 (Murshudov y col., 1997),
y los ligandos del atomo de Mo no fueron incluidos en los ciclos iniciales. La
identificacion de los alcoholes EDO y GOL unidos al ion metalico en cada estructura se
realizd por inspecciéon de mapas de densidad electronica usando COOT (Emsley vy
Cowtan, 2004) y por repeticion de los ciclos de refinamiento. También se usé COOT
para generar las moléculas de agua, la mayoria de ellas en correspondencia con el
modelo estructural de 1VLB.

En los ultimos estadios de refinamiento, se refinaron los factores de
temperatura para los dtomos de Mo, Fe y S (de los dos centros [2Fe-2S]), Cl y Mg de
manera anisotropica y, de manera isotrépica para el resto de los atomos estructurales
de la proteina y atomos de las moléculas de solvente. En sendos conjuntos de datos, R-
work y R-free convergen aproximadamente en un 15 % y un 19 % respectivamente y la
validacién geométrica se realizé mediante varios programas tales como PROTECHECK
(Laskowski y col., 1993), STAN (Nayal y Di Cera, 1996) y MOLPROBITY (Davis y col.,
2007). Los analisis de los graficos de Ramachandran mostraron que un 99.3 % de los
residuos proteicos se encuentran en las regiones mas favorables o adicionalmente
permitidas, mientras que sélo una pequeina fraccidon de residuos (0,7 %) estan en
regiones generosamente permitidas o no permitidas del gréfico. Las coordinaciones y
las amplitudes del factor de estructura de las formas EDO- y GOL-inhibidas de DgAOR
han sido depositadas en Protein Data Bank bajo los codigos de acceso 3FC4 y 3FAH,

respectivamente.
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111.3 Resultados

111.3.1 Estudios cinéticos.

111.3.1.1 Estudios cinéticos en DgAOR as-prepared.

La reaccién de DgAOR con benzaldehido siguid una cinética de Michaelis-
Menten con los siguientes parametros cinéticos: Ky = 9,7 + 0,5 uM, V = 0,0337 +
0,0004 pmol/ min y ke = 1,12 + 0,01 st (Figura 11I-12), como ha sido reportado
anteriormente (Moura y col., 1976; Moura y col.,, 1978). Valores similares para el
mismo sustrato han sido reportados para otras AORs derivadas de BRS (Andrade y col.,

2000; Duarte y col., 2000; Thapper y col., 2006).
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Figura 1lI-12. Caracterizacidon cinética de la enzima DgAOR. Grafica de DLP para DgAOR. Insertado
dentro de esta figura se encuentra el ajuste de los datos cinéticos de DgAOR al modelo de Michaelis-
Menten.
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111.3.1.2 Ensayos de reversibilidad de inhibicion de DgAOR.

Los resultados de los estudios cinéticos de inhibicién y didlisis para determinar
la reversibilidad de la inhibicion con EDO, GOL, KCN y NaAsO, se exponen en la Tabla
IlI-3. En la segunda columna de la tabla, a la concentracidn de inhibidor indicada y
luego de 10 min de incubacién, se detallan los porcentajes de actividad remanente
obtenidos para cada inhibidor. Es importante destacar que la concentracion de KCN
usada es =10 veces la concentracion utilizada para producir la ciandlisis del ligando
azufre de la XO (Massey 1970), mientras que la concentracién usada de NaAsO, es

similar a la usada en XO (Hille, 1983; George y Bray 1983).

Inhibidor Inhibicion Inhibicion y dialisis
EDO (1 mM) 78,1+0,4 98,8 0,5
GOL (1 mM) 48 £3 94,0+0,4
KCN (50 mM) 69,1+0,1 99,5+0,1

NaAsO, (24 uM) 0 0

Tabla IlI-3. Estudios de inhibicion y dialisis para evaluar la reversibilidad del proceso inhibitorio. En la
tabla se indican los porcentajes de actividad remanente luego del ensayo respecto de un control. Las
muestras se sometieron a inhibicion como se indicd en materiales y métodos y luego se midio la
actividad remanente (columna inhibicion). A posteriori las muestras inhibidas fueron lavadas varias
veces con buffery se volvié a ensayar la actividad enzimatica (columna inhibicién y dialisis).

Luego de la didlisis del agente inhibidor mediante ciclos de lavado y
concentracion en unidades de ultrafiltracion, la muestra inhibida con arsenito
permanece inactiva, indicando la naturaleza irreversible de la inhibicién. Por el
contrario, la eliminacion del agente inhibidor en los otros tres casos permite recuperar
una actividad muy cercana a la del control (Tabla IlI-3, tercera columna), confirmando
la reversibilidad del proceso inhibitorio frente a estos inhibidores.

Cuando se aplicé el mismo protocolo a la XO de leche bovina y KCN, no se
observd recuperacion de actividad alguna luego del proceso dialisis, lo cual confirma la

eficiencia del método usado para testear la inactivacion de DgAOR.
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111.3.1.3 Estudios del tipo de inhibiciéon por KCN, EDO y GOL en DgAOR.

Se evalud el tipo de inhibicién frente a los inhibidores reversibles. El cianuro
efectivamente resultd ser un inhibidor competitivo (Figura I1I-13) con un Kic = 6,6 mM.
EDO por su parte se comporté como un inhibidor mixto (Figura IlI-13) con Kic = 1,9 mM
y Kiu = 6,4 mM. GOL mostré un patrén de inhibicion competitivo con Kic = 26,8 mM
(Figura I11-13).

Estudios cinéticos usando cianuro como

20

inhibidor. En negro curvas control, en rojo curvas
de ensayos llevados a cabo con 4 mM KCN. Kic =

6,6 MM (3.9-13.7).

v[s'] 10

0,5

0,0

Estudios cinéticos usando EDO como inhibidor. En

negro curvas control, en rojo curvas de ensayos
llevados a cabo con 1 mM EDO y en azul curvas
4 mM EDO. K¢ = 1,9 mM (1,6-2,5) y Kiy = 6,4 mM
(4,3-6,8).

Estudios cinéticos usando GOL como inhibidor.

En negro curvas control, en rojo curvas de
> ensayos llevados a cabo con 20 mM GOL y en
azul curvas 40 mM GOL. Kic = 26,8 mM (25,8-

36,7).

054

0,0

Figura llI-13. Analisis del tipo de inhibicion en DgAOR: graficas de DLP.
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Los resultados indicados muestran que los compuestos que inactivan
irreversiblemente varias proteinas de la familia de la XO no tienen el mismo efecto

sobre DgAOR.

111.3.1.3 Ensayos de actividad sobre muestras cristalizadas de DgAOR.

Para determinar si las formas desulfo cristalizadas de DgAOR eran activas
frente al benzaldehido, se realizaron estudios cinéticos a partir de muestras obtenidas
por disolucién de los cristales. Asi, una muestra de DgAOR con una actividad especifica
de 2,1 U/mg se cristalizd como se detalla en el apartado experimental. Una vez
obtenidos los cristales, aproximadamente 40 de ellos se disolvieron en buffer 10 mM
Tris-HCI (pH: 7,6) y se evalué nuevamente la actividad enzimatica. La actividad alcanzé
un valor de 2,8 U/mg, el cual es ligeramente superior al de la muestra original debido a
la mayor pureza en la muestra obtenida por cristalizacidon. Esto demuestra que la
forma cristalina de DgAOR, la cual no presenta el ligando azufre caracteristico del sitio

activo de XO (Rebelo y col., 2001), es cataliticamente competente.

111.3.2 Estudio de RPE de las formas inhibidas de DgAOR con EDO, GOL y KCN.

Los espectros de RPE de las muestras reducidas con ditionito tratadas con EDO
0 GOL muestran sefales de RPE asociadas a los distintos cofactores metdlicos de la
enzima, los cuales pueden distinguirse mediante los distintos valores g y el
comportamiento de relajacién. Este mismo comportamiento es el que se mostré para
proteinas de la familia de la XO, en el apartado de RPE de la introduccién de este
capitulo (Figura 1ll-7 y Figura Ill-8). Los espectros tomados a 140 K se asocian con la
especies Mo (V) (Figura llI-14), mientras que los espectros tomados a temperaturas
mas bajas muestran las sefiales tipicas asociadas con los centros [2Fe-2S] presentes en
la estructura de DgAOR, ademas de las sefiales de Mo (V) (Bray y col., 1991).

Como puede observarse en la figura lll-14, los espectros de las muestras
tratadas con EDO y GOL y reducidas con ditionito muestran las lineas de resonancia
correspondientes a los centros FeS sin cambio alguno mientras que las lineas de
resonancia del Mo son diferentes a las observadas para Mo en la sefial slow, lo que

indica una distorsién importante en la esfera de coordinacion del &tomo de Mo.
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Sefial de RPE (u.a.)
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Figura 11-14. A) Sefiales de RPE obtenidas después de la adicion de EDO a una muestra de DgAOR
reducida con ditionito (lineas gruesas) y las respectivas simulaciones (lineas finas). Los espectros
nombrados con “red” corresponden a muestras incubadas 4 h en condiciones anaerobias, y los
espectros denominados como “reox” se obtienen luego de la exposicidn al aire de muestras reducidas.
Los asteriscos indican lineas de resonancia de la sefial slow. B) Igual que EDO pero para GOL. Los tres
valores de g para la sefial de RPE del centro FeS1 se indican con flechas. El desdoblamiento de la sefial
de RPE de tipo slow obtenida en la muestra de DgAOR en D,0 se incluye para comparacion (g,~g, =g, =
1,970y g, = 1,959). El desdoblamiento de g, y g, se indica en la figura.
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La Tabla lll-4 muestra los valores de g obtenidos para el Mo (V) en los espectros de
DgAOR tratada con EDO y GOL y reducidas con ditionito, y los correspondientes a

muestras reoxidadas.

Sedal 81 82 83
EDO, reducida 1,9785 (5,5) 1,9725 (5) 1,9681 (6)
EDO, reoxidada 1,9785 (4) 1,9725 (4) 1,9681 (4)
GOL, reducida 1,9774 (4) 1,9728 (4) 1,9665 (4)
GOL, reoxidada 1,9774 (4,5) 1,9728 (4,5) 1,9665 (4)

Tabla 1lI-4. Parametros de la sefial de RPE del Mo (V) en muestras de DgAOR tratadas con
polialcoholes. Entre paréntesis se indica el ancho de linea en Gauss.

Los espectros de RPE de las muestras de DgAOR inhibidas con cianuro no
muestran diferencias sustanciales con aquellas obtenidas de las muestras as-prepared
en condiciones experimentales similares. La reduccion con ditionito de las muestras de
DgAOR inhibidas con cianuro resulta en una mezcla de la sefial rapid (g, = 1,988, g, =
1,970, g3 = 1,964) vy la sefnal slow justo después de la adicién del agente reductor y
solamente la sefial slow luego de 20 min de incubacién. La adicién de cianuro a la
muestra de DgAOR reducida con ditionito no modifica ni la forma de la linea, ni la
intensidad de la sefial slow. Esto indica que no se puede detectar la interaccién

enzima-inhibidor usando RPE en estas condiciones experimentales.

111.3.2.1 Ensayos de RPE sobre muestras tratadas con EDO y GOL: seial de RPE de
centros [2Fe-2S].

El espectro a 20 K (Figura 1lI-14) muestra las sefiales correspondientes a los
centros FeS proximal (FeS1, g, = 2,023, g, = 1,938, g3 = 1,919) y distal (FeS2, g, = 2,060,
g> = 1,9979, g3 = 1,900) ademas de las de Mo (V) presentes en la estructura de DgAOR
(Romao y col., 1995). Estos espectros tienen valores g y dependencia de temperatura
similar a aquellos observados en las muestras de DgAOR reducidas con ditionito y
otras AORs derivadas de BRS, y muestran un desdoblamiento de g, asociada con el
acoplamiento magnético entre FeS1 y FeS2 (g1 de la sefial de FeS1 muestra un

desdoblamiento de ~16 G, ver Figura Ill-14) (Brondino y col., 2006a). Esto indica que ni
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la estructura ni los caminos quimicos que conectan los centros FeS son afectados por la

inhibicion.

111.3.2.2 Ensayos de RPE sobre muestras tratadas con EDO y GOL: seiial de RPE de
Mo (V).

Las senales de Mo (V) observadas en DgAOR tratada con EDO y GOL muestran
una simetria rombica con valores g similares (espectro a 140 K en Figura lll-14,
parametros de RPE en Tabla Ill-4). Durante la incubacién se observé una mezcla de la
sefal de tipo slow (g1~g> = g1 =1,970y g, = 1,959) y la correspondiente a la sefial de la
muestra inhibida con cada polialcohol.

La exposicidon al aire de estas muestras da origen a sefales de RPE con los
mismos valores g pero con menores anchos de linea, indicando que las sefiales
correspondiente a Mo (V) son estables en el rango ~+100 mV (valor obtenido luego de
la reoxidacion en aire) y ~-400 mV (valor obtenido para la muestra reducida con
ditionito y adicionada del polialcohol). Los detalles menores observados en ambos
espectros corresponden a la estructura hiperfina dada por el espin nuclear de los
isotopos del atomo de Mo, Mo y Mo, (I =5/2, abundancia natural de 15,9% y 9,6%
respectivamente) y a un componente pequefio correspondiente a la seial slow, el cual
se detectd solo en muestras tratadas con EDO.

El espectro obtenido en muestras en D,O muestra valores similares de g a
aquellos obtenidos H,O y no presenta estructura hiperfina atribuible a protones
intercambiables con el solvente. Se reportaron resultados similares para XO (Lowe y
col., 1976).

El espectro a 20 K también muestra que la sefial de Mo (V) sufre un
desdoblamiento por interaccion magnética con el centro FeS1, como usualmente se
observa en proteinas pertenecientes a la familia de la XO. El desdoblamiento de la
sefial slow en AORs de BRS es aproximadamente isotrépica (~12 G, Figura IlI-8 y Figura
[11-9) (Brondino y col., 2006a). El desdoblamiento de la seial de Mo (V) de muestras
inhibidas con polialcoholes es mas anisotrépica (Figura 1ll-14, espectro a 20 K) pero
cuantitativamente se puede estimar que el acoplamiento isotrdpico es ~2 veces mas
grande que la observada para la sefial slow de ambas muestras inhibidas con

polialcoholes. Los acoplamientos magnéticos entre dos centros paramagnéticos que
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poseen diferentes tiempos de relajacion muestran desdoblamientos (dependientes de
temperatura) de las lineas de resonancia del centro que relaja mas lentamente
(Caldeira y col., 2000; More y col., 2005; Brondino y col., 2006b). En el caso de la sefial
slow, el desdoblamiento aproximadamente isotrépico estd completamente
promediado a cero a temperaturas ~100 K o superiores (el centro FeS1 relaja mas
rapido que Mo (V)) (Andrade y col., 2000; Duarte y col., 2000; Thapper y col., 2006).
Este no es el caso de las senales de las muestras de DgAOR inhibidas con polialcoholes
(Figura IlI-14) en las cuales queda demostrado que el mayor ancho de linea de las
sefiales “red” respecto de las “reox” a 140 K se debe a un acoplamiento mas grande
entre Mo (V) y el centro FeS1.

En resumen, estos resultados muestran que la inhibicién con polialcoholes
afecta las sefiales respecto a las formas nativas, que se modifica la sefial slow y que se
afectan los acoplamientos entre el sitio de Mo (V) y el centro FeS1 porque el

desdoblamiento es mayor.

111.3.3. Datos estructurales.

Las dos estructuras inhibidas con EDO y GOL de DgAOR resueltas son muy
similares una a la otra, asi como también a la estructura nativa (Romao y col., 1995;
Rebelo y col., 2001) y aquella obtenida para la forma inhibida con arsenito (Boer y col.,
2004; Thapper y col., 2007).

Observando la estructura de la proteina, se encontraron pocas diferencias en
las posiciones laterales de la cadena aminoacidica y conformaciones alternas. La
diferencia principal entre las estructuras de las muestras de DgAOR tratadas con EDO y
GOL respecto de la estructura nativa es la ausencia de 2-propanol (se halla
reemplazada por una molécula de polialcohol) (Figura 1ll-15). La ausencia de densidad
electrénica para la molécula de 2-propanol prueba que el proceso de soaking para
removerlo de la solucion de cristalizacidon fue exitoso. Examinando el sitio activo en
detalle, es posible identificar el atomo de Mo coordinado a los atomos de azufre del
enlace ditioleno del ligando pterina y a un grupo oxo (OR1) similar al de la estructura
nativa, en los mapas experimentales 2Fy — Fc de sendas estructuras inhibidas con

polialcoholes (Tabla IlI-5 y Figura IlI-15).
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C)

Glicerol Etilenglicol

Glu 869 Glu 869 Glu 869

Figura IlI-15. Representacion estructural del sitio activo de DgAOR (desde arriba y desde un lado)
incubada con A) EDO y B) GOL. También se grafican los mapas de densidades electrdnicas 2F,-F.. EDO y
GOL se hallan ocupando la posicién de la molécula de OH, labil encontrado en la estructura nativa y las
distancias entre el metal y los ligandos sugieren una coordinacidén directa. C) Esquema simplificado; los
rotulos de los ligandos se nombraron segln se reporta en las estructuras cristalinas. Las figuras se
realizaron usando el software Pymol (Delano, 2002) y DS Visualizer Studio.

Un grupo hidroxo (OM1) a 2,1 A estd reemplazando el ligando oxo apical
encontrado en la estructura nativa. OM1 también establece un puente de hidrégeno

con el atomo de oxigeno del carbonilo de Ser695. Ademas, la distancia entre los
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atomos de azufre del enlace ditioleno (3,07 A y 3,06 A para las estructuras de las
muestras tratadas con EDO y GOL, respectivamente) también sugieren que el dtomo
de Mo esta parcialmente reducido en ambas estructuras.

Esto se corresponde con lo que se ha descrito en los estudios con DgAOR
oxidadas y reducidas (Huber y col., 1996), donde las distancias S-S fueron de 3,5y
3,0 A en las estructuras oxidadas y reducidas, respectivamente. En los mapas 2F, — Fc y
en la region de la estructura donde se encuentra el ligando OH,, también fue posible
distinguir una region de densidad electrénica continua cercana al atomo metalico en
ambas estructuras. Alli, una molécula de EDO y GOL pudieron ser modeladas en las
estructuras respectivas. Las distancias entre el atomo metalico y los 4tomos vecinos
pertenecientes a los dos inhibidores se describen en la tabla IlI-5 y sugieren con gran

certeza una coordinacion directa al &tomo de Mo.

EDO GOL Nativa
(1,79 A)° (1,72 A)° (1,28 A)°

Mo-OM1” 2,08 2,08 1,74
Mo-OR1” 1,75 1,75 1,79
Mo-S7¢ 2,32 2,34 2,41
Mo-S8°¢ 2,39 2,41 2,49
Mo-02° 2,69 2,12

Mo-C2° 2,36 2,72

Mo-OH, 1,99

Tabla I1I-5. Distancias relevantes (en A) del &tomo de Mo y sus ligandos en las estructuras cristalinas
de DgAOR nativa, inhibida con EDO e inhibida con GOL. ° Resolucién limite mas alta de los datos de
rayos-X. > om1 y OR1 corresponden a los ligandos hidroxo y oxo respectivamente, en las estructuras
inhibidas con EDO y GOL y a ligandos oxo en la estructura nativa. © S7 y S8 son los atomos de azufre de la
piranopterina. 02 y C2 son el oxigeno y el carbono pertenecientes a la molécula de alcohol.

En la estructura de la muestra de DgAOR en EDO (Figura IllI-15A), tanto C2 como
02 estan involucrados en la unién al metal a 2,4 y 2,7 A del dtomo de Mo,
respectivamente. El grupo hidroxilo de EDO (O2H) estd unido por puente de hidrégeno
al ligando apical del centro metalico (OM1). Los atomos S7, S8 y OR1 del sitio de Mo y

C2 del polialcohol estan dispuestos coplanarmente. El enlace C2-02H de la molécula
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de EDO esta aproximadamente perpendicular a este plano (los dangulos 02—C2-57, 02—
C2-S8 y 02—C2-0R1 son cercanos a 100°, 110° y 85°, respectivamente). El otro grupo
hidroxilo (OH1) de EDO esta unido por puente de hidrégeno al grupo carboxilato de
Glu 869, que esta altamente conservado y es relevante para la catalisis.

En la estructura de la muestra tratada con GOL se pueden hacer observaciones
similares y en los mapas experimentales 2Fy — F¢, claramente se evidencia una
densidad electrénica que se corresponde con la esperada para GOL (Figura 11l1-15B). Sin
embargo, el GOL se une de manera diferente al atomo metalico respecto de EDO. Los
atomos C2 y 02 de GOL se sitian a 2,7 y 2,1 A del 4tomo de Mo, respectivamente. El
atomo 02 coordina con el atomo de Mo en la posicion ocupada por OH, en la
estructura nativa. Otra diferencia significativa entre las dos estructuras de las muestras
inhibidas es la orientacién del inhibidor en el sitio activo. El enlace C2-02 del GOL estd
en el plano definido por los 4&tomos S7, S8 y OR1 del sitio de Mo. La molécula de GOL
esta también involucrada en una red de puentes de hidrégeno. 02 estad a 2,4 A del
grupo amino de la Gly697 (no mostrado), mientras que el O3 esta unido por puente de
hidrégeno al Glu869.

Una cadena interna de moléculas de agua presente en la estructura nativa de
DgAOR (que se aloja en el canal que conduce al sitio activo) esta unida por puentes de
hidrégeno a la molécula de 2-propanol no ligada al sitio activo de Mo (Boer y col.,
2004; Thapper y col., 2007). Estas moléculas de agua también se observan en las dos
estructuras, a la vez que ahora los puentes de hidrégeno se establecen con uno de los

grupos hidroxilo de los inhibidores.
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111.4 Discusion

111.4.1. Inhibicién de DgAOR con KCN y la problematica del ligando azufre.

Los miembros de la familia de la XO son un grupo de proteinas estrechamente
relacionadas y que muestran un alto grado de homologia en las secuencias
aminoacidicas, lo cual se refleja en sus estructuras generales, la coordinacién
alrededor del sitio activo metalico y sus propiedades de RPE (Hille, 2005; Brondino y
col., 2006a). Sin embargo el hecho de que hayamos encontrado que el cianuro sea un
inhibidor reversible de DgAOR constituye una diferencia marcada respecto de los otros
miembros de la familia de la XO. Los resultados cinéticos obtenidos para las muestras
tratadas con cianuro y las muestras preparadas a partir de los cristales, confirman que
DgAOR no necesita el ligando azufre para la catdlisis y de aqui a que la estructura
cristalina nativa corresponda a la forma activa de la enzima reportada en trabajos
anteriores (Boer y col., 2004; Thapper y col., 2007). Esta conclusion ahora se refuerza
por los datos reportados en las estructuras inhibidas (Boer y col., 2004; Thapper y col.,
2007).

Las formas desulfo reducidas con ditionito de la XO de leche bovina luego de la
incubacién con EDO muestran la sefial de RPE conocida como “desulfo-inhibited”
(Lowe y col., 1976; Edmondson y D’Ardenne, 1989), similar a aquellas que observamos
en las muestras de DgAOR tratadas con polialcoholes (Figura lllI-14). Esto indica que las
especies de Mo (V) de DgAOR que dan estas sefiales también corresponden a formas
desulfo. El hecho de que EDO y GOL sean inhibidores reversibles de DgAOR, tal como
lo expusimos en el apartado de resultados, es una prueba adicional de que el ligando
azufre no es esencial para la catdlisis en esta enzima. Estos descubrimientos implican
qgue el rol asignado al ligando azufre en el grupo de la XO, aceptando el ataque del
atomo de hidrégeno al carbono del sustrato (tanto como hidruro o como un protdén),
deberia ser llevado a cabo por otro ligando del atomo de Mo en DgAOR. Asi,
proponemos que el mejor candidato para esta funcién es el ligando oxo ecuatorial
(OR1) de la enzima nativa. Esta hipdtesis se basa en estudios de RPE de las muestras
de DgAOR inhibida con arsenito, que mostraron que este grupo oxo es susceptible a

protonacion en condiciones reductoras (Thapper y col., 2007).
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Los resultados cinéticos también muestran que el cianuro es un inhibidor
competitivo de DgAOR. Los experimentos de RPE sobre muestras de DgAOR tratadas
con cianuro no arrojan informacion relevante para la interaccién proteina-inhibidor.
Estudios de rayos-X sobre cristales de DgAOR tratados con cianuro serian necesarios
para entender las bases moleculares de este proceso de inhibicidn, pero

desafortunadamente, no se ha podido obtener un sistema adecuado para este estudio.

111.4.2. Andlisis de los estudios cinéticos y cristalograficos de las muestras de DgAOR
tratadas con EDO y GOL.

Los estudios cinéticos de estado estacionario de DgAOR realizados por nosotros
muestran que GOL es un inhibidor competitivo mientras que EDO es un inhibidor
mixto, aunque con un fuerte componente competitivo. Esto concuerda con las
estructuras cristalinas obtenidas para las muestras tratadas con ambos inhibidores, las
cuales muestran a los alcoholes covalentemente unidos al sitio activo.

Los resultados cristalograficos, muestran que ambas moléculas de polialcohol
se unen al atomo de Mo distorsionando el sitio activo, lo que se corresponde con los
resultados cinéticos y de RPE. Los resultados cinéticos indudablemente muestran que a
altas concentraciones de polialcohol, los aductos Mo-polialcohol son mas estables que
la estructura piramidal cuadrada de la estructura nativa de DgAOR. Los estudios de
rayos-X muestran que ambas moléculas de polialcohol estan estabilizadas en sus
respectivas posiciones por un puente de hidrégeno con el 4tomo de O del residuo
Glu869 (ver Figura 1lI-15). Un arreglo similar se observé para el motivo de arsenito en
la estructura de DgAOR inhibida con arsenito y para los sustratos en proteinas muy
emparentadas (Hille, 2006; Pauff y col., 2008). Pruebas adicionales de la estabilidad de
los aductos Mo-polialcohol estdn dadas por el hecho de que las moléculas de inhibidor
no pueden ser facilmente removidas una vez que ingresan en el espacio del sitio
activo, como lo indican los lavados extensivos necesarios para recuperar la actividad de
la enzima. El hecho de que las sefiales de RPE obtenidas para ambos polialcoholes se
desvien considerablemente de la simetria axial asociada con los complejos de Mo (V)
en coordinacién piramidal cuadrada, indica la distorsién del sitio de Mo para ambas
especies inhibidas de DgAOR. La especie paramagnética Mo (V) producida con EDO y

GOL se obtiene a partir de una forma DgAOR reducida con ditionito seguida de la
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adicion del inhibidor. Por el contrario, las estructuras cristalinas reportadas se
obtuvieron incubando cristales de la enzima as-prepared con el inhibidor, con lo que se
asume que tiene un dtomo de Mo en estado oxidado. Esto indica que tanto la forma
oxidada de Mo (VI) como la reducida de Mo (IV) son capaces de reaccionar con la
molécula de polialcohol, de manera similar a como ocurre con la inhibicién por
arsenito (Thapper vy col., 2007).

Estudios de ENDOR de formas normales y deuteradas de XO inhibida con EDO
detectan un acoplamiento hiperfino de 3,6 MHz (~1,2 G) que se asigno a los protones
de los grupos CH2, lo que confirma que EDO estd coordinado al Mo en la especie activa
en RPE (Edmondson y D’Ardenne, 1989). En base a estos resultados, se sugirid que el
ion de Mo (V) estd coordinado mediante ambos atomos de O de la molécula de
alcohol. Si la especie activa en RPE presenta o no una estructura similar a aquella
obtenida por rayos-X no puede confirmarse con los datos actuales. Una determinacion
estructural por rayos-X de las especies activas en RPE seria necesaria para resolver

este punto, que es un trabajo que actualmente estd en marcha.

111.4.3. Analisis de los estudios de RPE de las muestras de DgAOR tratadas con EDO y
GOL: estado de la cadena de transferencia electronica y del sitio activo de Mo.

Otra caracteristica remarcable que observamos en las muestras de DgAOR
inhibidas con EDO y GOL es un mayor acoplamiento magnético entre el FeS1y Mo (V),
cuando se las compara con la muestra DgAOR reducida con ditionito que presenta
sefal slow. El acoplamiento magnético entre dos centros paramagnéticos con S=1/2y
con valores de g distintos puede ser producido por interacciones de intercambio,
intercambio anisotrépico y antisimétrico e interaccién dipolar (Bencini y Gatteschi,
1990). La primera interaccion conduce a un desdoblamiento isotrépico de las lineas de
resonancia cuando |J‘ < AgpB, donde J es la constante de la interaccidon de
intercambio, Ag es la diferencia entre los factores g efectivos de los centros
interactuantes, S es el magnetdn de Bohr y B es el campo magnético externo, mientras
que las otras tres interacciones dan lugar a un desdoblamiento anisotrépico. Como se
menciond anteriormente para el caso de XO de leche bovina, (Lowe y col., 1976) la
principal contribucién al desdoblamiento de las sefiales de Mo (V) es isotrdpica,

indicando que la interaccién por superintercambio a través de un camino quimico es la
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determinante. Como las estructuras inhibidas por EDO y GOL no muestran cambios
respecto de la estructura nativa, ni en los caminos quimicos que conectan FeSl vy
Mo (V) ni en la orientacién del centro FeS1, sugerimos que la Unica causa para un
desdoblamiento mayor de la sefal de RPE es una reorientacion del orbital magnético
de Mo (V) en las muestras inhibidas, a favor a la interaccion magnética entre los
centros.

La forma quimica de los ligandos alcohdlicos en las estructuras de DgAOR
inhibida con EDO y GOL puede sélo especularse por comparacion con otras estructuras
bien definidas. Los mapas de densidad electrdnica sugieren un orbital de hibridacién
sp3 sobre los 4tomos de C de GOL, pero no hay suficiente informacién para determinar
el tipo de hibridacién en los atomos de C de EDO. Para la estructura de DgAOR inhibida
con GOL, la interaccién con el &tomo de Mo se da principalmente a través del atomo
02 de GOL. La distancia Mo—02 de 2,1 A est4 en el rango de lo que se ha descrito para
enlaces Mo—O-R en complejos modelo (por ejemplo, [M00,{0,CC(S)Ph,},]*, donde las
distancias Mo—O son de 2,174 Ay 2,176 A) (54). La distancia Mo—C2 de 2,7 A es mas
grande que las distancias tipicas Mo—C reportadas en complejos modelo (2,0-2,5 A).

Sin embargo, puede considerarse como un enlace débil.

11.4.4. Analisis de las muestras tratadas de DgAOR con EDO: evidencia de enlace
Mo—-C.

Una situacién diferente a la de muestras tratadas con GOL puede observarse en
la estructura de DgAOR inhibida con EDO, en la cual la densidad electrénica continua
entre la proteina y el inhibidor sugiere fuertemente una unién directa Mo—-C2, lo que
constituye otro de los resultados novedosos encontrados en este trabajo, ya que por
primera vez se observa una interaccion organometdlica Mo—C en un sistema bioldgico
(Figura 111-15C). Existen complejos organometalicos modelo de Mo que muestran
distancias similares para este tipo de enlace (por ejemplo, 2,353 A para [MoW/(p-
PPh,){u-C(OH)C(CsHsMe-4)} —(CO)(n’-C7H7)(n>-C2BsH11)]) (Brew y col., 1990) Los datos
estructurales sugieren que la reaccion entre el atomo Mo y EDO implican un proceso
similar al propuesto en el mecanismo de reaccién (ver introduccién, Figura 1lI-3), es
decir, implicaria que uno de los atomos H unidos al 4tomo C2 se pierda una vez que

haya ocurrido la inhibicién. Sin embargo, la posibilidad de que la interaccion Mo-EDO
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esté mediada por una interaccién agéstica (Brookhart y col., 2007) no puede excluirse,
lo que implicaria una interaccidén tres centros-dos electrones Mo—H-C en la cual la
densidad electrénica otorgada al atomo de Mo estad dada por el enlace C—H. Como se
mencioné anteriormente, la calidad de los mapas de densidad electrénica actuales no
permiten una clara identificacion de la forma quimica de la molécula de alcohol, y por
lo tanto, estudios cristalograficos y/o espectroscopicos adicionales serian necesarios
para determinar inequivocamente los modos de uniéon de EDO a DgAOR. De un modo
interesante, la estructura del aducto Mo—EDO recuerda a la propuesta por Bray y Lowe
para el intermediario paramagnético de la reaccion con sefial “very rapid” (Figura
[11-3B) (Howes y col., 1996). Aunque los datos actuales presentados no puedan ser
tomados ni como una evidencia confirmativa de tales hipdtesis ni como una evidencia
contra un mecanismo de ataque nucleofilico asistido por base, si confirman que los
complejos que muestran interaccion directa Mo—C pueden ser obtenidos bajo
condiciones de inhibicion reversible. En consecuencia, la formacidn de estructuras

similares no puede descartarse como posibles intermediarios de la reaccién.
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Conclusiones y Perspectivas Futuras

En este trabajo de tesis se presentan distintos estudios destinados a obtener y
caracterizar enzimas mononucleares de molibdeno: nitrato reductasas de
Sinorhizobium meliloti 2011 y aldehido oxidorreductasa de Desulfovibrio gigas, la
primera de ellas involucrada en el metabolismo del nitrégeno y la segunda en el
metabolismo anaerdbico de bacterias reductoras de sulfatos.

La primera parte del trabajo implicé la obtencién, purificacidn y caracterizacién
de enzimas derivadas de S. meliloti 2011. Para ello se debid poner a punto y optimizar
técnicas de crecimiento del microorganismo y manejo de biorreactores, ensayos
cinéticos, purificaciéon de proteinas y su caracterizacién fisicoquimica basica. Por ello,
uno de los principales logros de este trabajo de tesis ademas del avance en nuestro
conocimiento del tema, es experimental ya que a partir de este trabajo se cuenta en la
actualidad con un laboratorio de purificacidn y caracterizacion de metaloproteinas que
no existia previamente, el cual tuvo que ser disefiado, montado y puesto en
funcionamiento.

Se logré optimizar el crecimiento de S. meliloti 2011 para la produccion de
biomasa utilizando diferentes medios de cultivo y condiciones de crecimiento. Los
mejores resultados se obtuvieron mediante el cultivo en biorreactores operados en
lote alimentado con glucosa, en medio LB modificado y en condiciones aerdbicas. Este
método posibilita obtener grandes cantidades de biomasa en poco tiempo, lo que
posibilita a futuro la produccién de otras enzimas derivadas de este microorganismo.

Una vez optimizado el crecimiento del microorganismo se debid optimizar la
induccion de las enzimas de interés mediante la utilizacidon de diferentes inductores
enzimaticos y condiciones experimentales. La induccion y produccién éptima de NRs se
logré en condiciones microaerébicas mediante el agregado de nitrato y nitrito, a
cultivos de S. meliloti 2011 crecidos a saturacién en condiciones aerdbicas. Se obtuvo
actividad NR tanto en membranas como en citoplasma, para lo cual fue necesario
optimizar técnicas de extraccion de proteinas de membrana mediante detergentes y
su posterior purificacién. Se evaluaron diversos tipos de cromatografia (intercambio

idnico y tamiz molecular). Dado que no se consiguid purificar las proteinas mediante
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las técnicas convencionales estandares en grado electroforético, se debid recurrir a la
utilizacion de técnicas de purificacidon a partir de geles (electroelusién).

Dentro del primer objetivo de este trabajo, se logré aislar una nitrato reductasa
de membrana (NRm) con caracteristicas novedosas. Esta es una proteina mononuclear
de Mo asociada a membrana con funciones NR y distinta a NarGHI dado que en el
genoma de S. meliloti no se reportan genes homaélogos que codifiquen para este tipo
de proteinas. La evaluacién de las propiedades moleculares, cinéticas y de UV-vis
permitieron concluir que es una proteina mononuclear de Mo y que presenta el
cofactor molibdopterina guanina dinucleétido (MGD), tipico de las proteinas de la
familia de la DMSOR. El estudio con inhibidores de esta enzima indica que el perfil
fisiolégico de la misma estd relacionado con mecanismos desasimilativos y de
respiracion de nitratos.

También dentro del primer objetivo, se logré purificar una enzima con actividad
dual NR-NiR a partir de la fraccidn citoplasmatica de S. meliloti 2011. Este tipo de
comportamiento rara vez se observa en la naturaleza y es la primera vez que se
reporta para rizobacterias. Los estudios moleculares, cinéticos y de UV-vis sugieren
gue es una proteina de Mo. Estudios adicionales deben realizarse para confirmar esta
hipétesis.

Las dos enzimas NR parecen cumplir funciones dentro de un metabolismo
desasimilativo, asociandose con perfiles respiratorios de nitratos dada su sensibilidad a
agentes como clorato y resistencia a amonio, caracteristicas que presentan las NaR. La
actividad NiR de NR-NiR es resistente a amonio por lo que no cumpliria funciones
primarias en metabolismos asimilativos.

Entre los resultados pendientes de los estudios realizados en esta primera parte
restan la determinacidén certera del tamafo de las distintas subunidades que
componen los complejos enzimaticos aislados, y una secuenciacién del extremo N-
terminal de cada una de las subunidades y/o secuenciacidon de novo, que permitan
identificar los genes responsables de la actividad al utilizar el reporte del genoma
completo de S. meliloti. Si bien estos estudios ya fueron comenzados, hasta ahora no
se han obtenido resultados que permitan obtener conclusiones definitivas. Otro de los

trabajos pendientes es una caracterizacidon por RPE que hasta el momento no se ha
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podido realizar por requerimiento de muestra, dada las dificultades para obtener las
cantidades necesarias que requiere un estudio de este tipo.

La segunda parte de este trabajo se orientdé a entender detalles finos
estructurales del sitio activo de la enzima DgAOR. Para ello se combinaron estudios
estructurales, cinéticos y de RPE. Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo y
qgue fueron publicados recientemente, han demostrado que propiedades que se
consideraban generales para todos los miembros de la familia de la XO, no son validas
para esta enzima. Entre los mayores logros experimentales de esta parte hay que
mencionar el método empleado para determinar reversibilidad de un inhibidor dado
(método descrito en 1l1-2.2). La combinacién de esta metodologia con estudios
cinéticos estandares nos permitiéo determinar sin duda que inhibidores considerados
inactivadores irreversibles de la XO como el cianuro inhiben reversiblemente a la
enzima DgAOR. Los estudios de actividad desarrollados sobre muestras cristalinas
demuestran que la enzima es activa en ausencia de un ligando azufre.

Estos dos resultados, la reversibilidad de la inhibicién con cianuro y el hecho de
que la muestra cristalina sea activa, confirman por primera vez que el ligando azufre
no se encuentra presente en el sitio activo de Mo y por ende no es esencial para la
catdlisis, lo que determina que esta proteina pertenece a una subclase dentro de la
familia de la XO.

Los resultados de RPE en muestras tratadas con polialcoholes, EDO y GOL,
sugieren que el sitio piramidal cuadrado del Mo estd altamente distorsionado en
condiciones de inhibicién. Esto produce un cambio en la estructura electrénica del sitio
de Mo favoreciendo un acoplamiento magnético mayor con el centro FeS proximal
(FeS1). Este resultado de RPE se correlaciona con los datos estructurales obtenidos por
difraccidon de rayos-X a partir de muestras inhibidas con los polialcoholes, los que
indican claramente que el sitio activo interactia con las moléculas de ambos alcoholes.
La interaccion del atomo de Mo con la molécula de alcohol, que involucra la pérdida
del ligando OHy y la unién del alcohol al atomo de Mo en un motivo tipo n2, permite
observar un enlace directo entre el atomo de Mo y uno de los dtomos de C de la
molécula de alcohol. Este hecho constituye también uno de los resultados novedosos
de nuestro trabajo en DgAOR, ya que es la primera evidencia estructural que

demuestra una unidn del tipo Mo—C en sistemas biolégicos.
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El hecho de que el complejo enzima-alcohol muestre una interaccién directa
Mo—C en condiciones reversibles de inhibicion sugiere que estructuras similares
pueden presentarse como especies intermedias de la reaccion enzimdatica. La
confirmacién de esta posibilidad es uno de problemas a elucidar en el area de las
molibdoproteinas.

En los ultimos afios, estudios de caracterizacién bioquimica, espectroscdpica y
estructural en muchas proteinas que contienen sitios activos mononucleares de Mo
han permitido un gran avance en la comprension de estos sistemas. No obstante, los
resultados de esta tesis demuestran que el entendimiento de la naturaleza exacta de
los procesos moleculares que ocurren durante la catdlisis esta lejos aun de ser
elucidado completamente, y constituye uno de los principales desafios a resolver en

los préximos anos.

126






