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“Omnia tempus habent, et momentum suum cuique negotio sub caelo:
tempus nascendi et tempus moriendi, tempus plantandi et tempus evellendi
quod plantatum est, tempus occidendi et tempus sanandi, tempus destruendi

et tempus aedificandi” (Ec 3, 1-3)
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RESUMEN

El azufre es uno de los tres elementos mds abundantes, junto al nitrégeno y el
carbono. Ademas, es un elemento no metalico esencial para los seres vivos debido a su
versatilidad quimica. El amplio rango de estados de oxidacion del azufre es aprovechado
por algunos microorganismos para utilizarlo como aceptor o dador de electrones.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria Gram-negativa capaz de utilizar el
azufre y sus compuestos reducidos de azufre como fuente de electrones. Dada la fisiologia
de A. ferrooxidans, es posible que requiera de proteinas capaces de movilizar los 4tomos
de azufre sea en metabolismo desasimilatorio o asimilatorio de este elemento.

El dominio rodanasa es un moddulo estructural ampliamente distribuido entre los
seres vivos, que puede abarcar toda la extensién de la proteina o bien, encontrarse
repetido, en cuyo caso el dominio C-terminal corresponde al dominio activo. Ademas, el
dominio rodanasa puede encontrarse en proteinas con multiples dominios. Aunque
algunos miembros de esta familia de proteinas actiian como transferasas de azufre, no se
conoce cudl es, especificamente, su funcion fisioldgica. En base a estas observaciones, se
piensa que las enzimas con actividad azufre transferasa podrian estar involucradas en la
transferencia de azufre para la biosintesis de algunos cofactores que contienen azufre y en
el metabolismo disimilatorio del azufre.

En este trabajo identificamos cinco nuevos genes, que codifican para proteinas con
dominios rodanasas y que estan presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270.
Todas las secuencias mostraron el dominio rodanasa excepto la proteina P28 que posee,

ademas del dominio rodanasa en la regién C-terminal, un dominio ANK en la N-terminal.



A fin de entender las posibles funciones fisioldgicas de las rodanasas de A.
ferrooxidans, se realizo un analisis comparativo del contexto gendémico. La comparacion
del contexto gendmico de algunas de las rodanasas de 4. ferrooxidans indica que algunas
de ellas podrian estar involucradas en la oxidacion del azufre (P21 y P11), la fijacion del
nitrogeno (P28), y la resistencia contra condiciones de estrés (P16).

Se demostré que las proteinas recombinantes P11, P16.2 y P28 poseen actividad
tiosulfato: azufre transferasa (TST). Ademds, las rodanasas recombinantes con cola de
histidinas P11 y P16.2 se purificaron mediante cromatografia de afinidad a metal y
posteriormente fueron caracterizadas. Se determinaron los pardmetros para la actividad
TST, la velocidad maxima, la constante de Michaelis - Menten y la constante catalitica.
Los valores de Ky, fueron 18,62+3,5 mM y 39,59+6,1 mM para el tiosulfato y el cianuro,
respectivamente.

En base al contexto genémico y la actividad enzimatica se puede concluir que la
proteina P11 podria participar en la oxidacion del azufre o en la sintesis o reparacion de

grupos Fe-S de otras proteinas.
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ABSTRACT

Sulfur is one of the three most abundant elements in nature. In addition, it is an
essential nonmetal element for life due to his chemical versatility. Some microorganisms
have taken advantage of the wide range of oxidation of sulfur and use it as acceptor or
electron donor.

Acidithiobacillus ferrooxidans is a Gram-negative bacterium able to use elemental
sulfur and sulfur reduced compounds as electron source. Because of the physiology of 4.
ferrooxidans, it is possible that it requires proteins able to mobilize sulfur atoms for the
assimilatory or the dissimilatory sulfur metabolism.

Rhodanese domain is a structural module found in eubacteria, eukaryotes and
archaea. The rhodanese domain can comprise the whole structure of a protein or
alternatively it is found as tandem repeated modules in which the C-terminal domain
displays the properly structured active site. Additionally, rhodanese domain is found as a
member of many multidomain proteins. Although some members of this family of
proteins show sulfurtransferase activity in vitro, their specific physiological functions
remain unknown. These observations led to the hypothesis that enzymes with
sulfurtransferase activity might be involved in sulfur transfer for biosynthesis of some
sulfur-containing cofactors and the dissimilatory sulfur oxidation.

In this work we identified, in the 4. ferrooxidans ATCC23270 genome, five new
genes encoding for proteins with rhodanese domains. All the sequences showed here had a
single rhodanese domain, except protein P28 that was predicted to contain an N-terminal

ankyrin domain and a C-terminal rhodanese domain.
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To understand the possible physiological role of the rhodaneses of 4. ferrooxidans,
a comparative bioinformatics analysis of the genomic context was developed. Comparison
of the genomic context indicates that some of them could be involved in the oxidation of
sulfur (P11 and P21), the fixation of nitrogen (P28) and resistance against stressing
conditions (P16).

We have demonstrated that the recombinant proteins P11, P16.2 and P28 have
thiosulfate: sulfur transferase activity (TST). Furthermore, the His-tagged recombinant
proteins P11 and P16.2 were purified using immobilized metal affinity chromatography
and they were characterized.

The parameters for TST activity, maximum velocity, Michaelis — Menten constant
and catalytic constant of P11 were determined. The Ky, values of 18.62+3.5 mM and
39.59+6.1 mM were obtained for thiosulfate and cyanide, respectively.

On the basis of its genomic context and enzymatic activity we can conclude that
P11 protein may be participate in sulfur oxidation or in the synthesis or repair of Fe-S

clusters for other proteins.
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Introduccion o

Introduccion

1.1 Importancia del azufre en los seres vivos

El azufre es uno de los tres elementos mas abundantes, junto al nitrégeno y el
carbono. Ademas, es un elemento no metalico esencial para los seres vivos debido a su
versatilidad quimica. Puede pasar de un estado reducido -2, como sulfuro, a un estado
oxidado +6, como sulfato (Tabla 1). Por esta razén algunos microorganismos,
denominados quimiolitotrofos, lo utilizan como aceptor o dador de electrones para

obtener energia (Suzuki, 1974; Briiser y col., 2000).

Tabla 1. Principales compuestos inorganicos de azufre de importancia biologica (Briiser
y col., 2000)

Compuesto Formula Estado de oxidacién
Sulfuro HS -2

Polisulfuros 5(8),5 -1 Sterminal y 0 S intermedio
Tiosulfato 5,07 -1 S sulfano y +5 S sulfona
Politionatos ‘0,5(8),80, 0 Sintermedio y +5 S sulfona
Azufre elemental Anillos de S 0

Bisulfito HSO, +4

Sulfato 80~ +6

La incorporacion del azufre en los seres vivos se realiza siguiendo dos estrategias
diferentes. Por un lado, el sulfuro se adiciona a un aceptor activado en la biosintesis de
la cisteina, metionina, coenzima A y otros tioles bioldégicamente importantes. Por otro

lado, la biosintesis de los grupos Fe-S, cofactores como tiamina, biotina, 4cido lipoico y
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modificaciones tidlicas de los tRNAs requiere de una especie activa de azufre llamada
azufre sulfano (R-S-SH) en lugar de sulfuro. El persulfuro de azufre es producido
ezimaticamente por las proteinas IcsS, SufS y rodanasas.

Las moléculas mas comunes que poseen azufre sulfano son, el azufre elemental (Sg),
persulfuros (R-S-S), polisulfuros (R-Sy-R), politionatos ('SO3-8,-SO5), tiosulfato
(82032') y alquiltiosulfonato (RS(0),S7) (Westley y Westley, 1991; Claiborne y col.,

1999; Briiser y col., 2000).

1.2 Metabolismo desasimilatorio del azufre en bacterias

El amplio rango de oxidacion del azufre es aprovechado por algunos
microorganismos que lo utilizan como aceptor o dador de electrones. La oxidacion del
azufre por microorganismos puede aportar 8 moles de electrones por mol de compuesto
de azufre oxidado que es mucho mds productivo en comparacién al mol de electrones
por mol de i6n ferroso oxidado. Los electrones tomados del azufre son utilizados para
generar potencial electroquimico de membrana, para la sintesis de ATP o la reduccion
del NAD" (Kelly, 1999; Briiser y col., 2000).

Como dador de electrones, el azufre asi como sus compuestos inorganicos reducidos
son oxidados por diversos mecanismos hasta sulfato (SO4%). La oxidacién del tiosulfato
ocupa un lugar central, alrededor de la cual se puede organizar los demés procesos de
oxidacioén en vias principales.

Actualmente, se cree que existen tres vias completamente diferentes de oxidacion del
tiosulfato. En la primera via un complejo multienzimdtico presente en el periplasma

convierte el tiosulfato a sulfato. Mientras que la segunda, llamada via ramificada de la
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oxidacion del tiosulfato, implica la oxidacion por separado del azufre sulfano y el azufre
sulfona del tiosulfato. En la tercera, la via del tetrationato, el tiosulfato es oxidado a
tetrationato y desde aqui sigue la oxidacién hasta sulfato.

Para los propésitos de esta Tesis se analizardn la via ramificada de oxidacion del
tiosulfato y la via del tetrationato ya que A. ferrooxidans carece de la via del complejo

multienzimatico.
1.2.1. Via ramificada de la oxidacion del tiosulfato

El modelo de la via ramificada de la oxidacion del tiosulfato, hasta el momento, se
establecié para fototrofos de la subclase y proteobacterias y para proteobacterias
quimiolitétrofas obligadas de la clase B (Briiser y col., 2000). Basicamente, luego de la
ruptura del enlace S-S del tiosulfato, el azufre sulfano se acumula en forma de [S°] v
posteriormente es oxidado, mientras que el azufre sulfona es inmediatamente oxidado
hasta sulfato (Schedel y Triiper, 1980). Las enzimas que participarian de este proceso
pueden ser, la tiosulfato azufre transferasa (TST) que puede transferir el azufre sulfano a
un transportador organico como el glutation o cadenas de polisulfuros (Alexander y
Volini, 1987), o puede ser la tiosulfato reductasa (TR) cuya actividad est4 definida por la
formacion de sulfito y sulfuro a partir de tiosulfato, a veces su actividad depende de la
presencia de tioles organicos como glutation o 4cido lipoico (Briiser y col., 2000).

Como resultado de la actividad TST o TR se produce sulfito (Figura 1) el que puede
ser posteriormente oxidado por una sulfito: aceptor oxidoreductasa (SOR) que oxida el

sulfito a sulfato (Figura 1) a la vez que reduce un citocromo (Hooper y DiSpirito, 1985;
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Rohwerder y Sand, 2003, Quatrini y col., 2006). La SOR es una proteina, posiblemente,
asociada a la cara periplasmatica de la membrana interna (Briiser y col., 2000).

Periplasma Citoplasma

SO0 -wfessenmmmees SO A S
¢ E

| Tomado de Briiser y col., 2000 7 ¢

Figura 1. Modelo de la via ramificada de oxidacion del tiosulfato. Las flechas azules
sefialan la difusién libre de moléculas; las flechas negras, reacciones catalizadas
enzimaticamente. TD, tiosulfato deshidrogenasa; TST, tiosulfato: azufre transferasa;
SOR, sulfito aceptor oxidoreductasa; SCS, sistema de transporte de sulfuro; SRR, sulfito
reductasa reversa; ARR, adenililsulfato reductasa reversa; APAT, adenilil: fosfato adenil
transferasa.

Posiblemente, la enzima responsable de la oxidacion del sulfuro a azufre (Figura 1)
es la enzima sulfuro: quinona oxidoreductasa (SQR). El producto exacto de su actividad

no es conocido, pero podrian ser disulfuros. La SQR es una proteina integral de

membrana que transfiere electrones a las quinonas (Griesbeck y col., 2000).
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El azufre almacenado en el periplasma (Figura 1) puede ser transportado al
citoplasma para su oxidacion (Pott y Dahl, 1998). Se cree que el transporte a través de la
membrana es mediante moléculas orgéanicas que pudieran aceptar un grupo sulfhidrilo
liberado de las cadenas de polisulfanos del periplasma, aunque no se ha postulado
ninguna enzima para esta actividad (Briiser y col., 2000). Una vez que el pertiol estd en
citoplasma es liberado reductivamente como sulfuro, mediante un sistema de
heterodisulfuro reductasas (Dahl y col., 2005). El sistema completo de transporte de
sulfuros, polisulfuros o polisulfanos periplasmicos al citoplasma (Figura 1) fue
denominado sistema de transporte de sulfuro (SCS) por Briiser y colaboradores (2000).

El sulfuro liberado en el citoplasma sirve como sustrato para la actividad catalitica
(Figura 1) de una sulfito reductasa reversa (SRR). En la bacteria Allochromatium
vinosum se encuentra el operén dsr que contiene los genes de una sulfito reductasa
disimilatoria, y también para una heterodisulfuro reductasa, que apoya el modelo SCS.
Ademés, en este microorganismo se comprob6 que la SRR es esencial para la oxidacién
de azufre almacenado en el periplasma (Pott y Dahl, 1998).

Asi, el azufre sulfano liberado del tiosulfato es oxidado en el citoplasma, a partir de
sulfito mediante una via paralela a la existente en el periplasma (Figura 1; Briiser y col.,
2000). La oxidacién de sulfito en el citoplasma es dependiente de AMP y se realiza en
dos etapas. Primeramente se forma adenosina-5"-fosfosulfato (o adenililsulfato, APS)
mediante la accién de una APS reductasa reversa (Figura 1). El aceptor de los electrones
generados por la APS reductasa reversa no es conocido, aunque se piensa que los
electrones podrian pasar directamente a las quinonas de la membrana citoplasmética

(Briiser y col., 2000).
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El sulfato es liberado de la APS por la accién de una ATP-sulfurilasa o bien una
adenilil: fosfato adenil transferasa (APAT, Figura 1). La ATP-sulfurilasa transferiria el
pirofosfato al grupo AMP del APS generando ATP y sulfato. Por su parte, la APAT
transfiere el AMP del APS a un fosfato, generando ADP y sulfato como productos de la
reaccién. Aparentemente, ambas enzimas son activas al mismo tiempo y sin que esto

signifique una pérdida de eficiencia (Briiser y col., 2000).
1.2.2. Via del tetrationato

La via del tetrationato se ha postulado para tiobacilos aerobios autétrofos agrupados
en las y-proteobacterias y para autétrofos facultativos de la clase a-proteobacterias. La
evidencia mas fuerte a favor de la existencia de esta via es que, prévio a la oxidacion del
tiosulfato, aparecen cantidades estequiométricas de tetrationato (Kelly y col., 1997). Al
parecer la funcionalidad del sistema estd relacionada al pH del medio. Asi, en 4.
vinosum la formacién de tetrationato es mucho mayor cuando crece en condiciones
acidas (Hensen y col., 2006).

La tiosulfato deshidrogenasa (TD, Figura 2) responsable del fenémeno, se purificé
de varios tiobacilos para los cuales se ha postulado la via del tetrationato. La

localizacion celular de la enzima TD es periplamica (Visser y col., 1996).
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Figura 2. Modelo de oxidacién del azufre siguiendo la via del tetrationato. El azufre
elemental es activado e introducido de forma desconocida al periplasma (?). La azufre
dioxigenasa (SDO) oxida los polisulfuros hasta sulfito y éste, puede ser oxidado hasta
sulfato por la enzima sulfito oxidoreductasa (SOR) o bien reaccionar con otras epecies
de azufre para generar tiosulfato. La enzima tiosulfato deshidrogenasa (TD) oxida el
tiosulfato y genera tetrationato que, a su vez, es oxidado hasta sulfato y tiosulfato por la
tetrationato hidrolasa (TH). Los polisulfuros o politionatos serian oxidados por la
sulfuro; quinona oxidoreductasa (SQR). Si el tetrationato es trasportado hasta el
citoplasma, su oxidacion seguiria un mecanismo similar a la via ramificada del
tiosulfato. Las flechas negras indican reacciones enzimaticas, mientras que las azules el
movimiento de las moléculas.

La enzima que metaboliza el tetrationato, la tetrationato hidrolasa (TH, Figura 2) ha
sido purificada y caracterizada (De Jong y col., 1997; Bugaytsova y Lindstrom, 2004).

La TH cataliza la siguiente reaccion:

28,0, + H,0 —58,0," + 8,0, +50,” + 2H"
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La oxidacion del azufre elemental podria estar asociada a una cadena transportadora
de electrones en la membrana, aunque la oxidacion de éste es rara en microorganismos
de la via del tetrationato (Kelly, 1999).

Por mucho tiempo se pensé que algin tiol organico, como glutatién o acido lipoico
estaria involucrado en la oxidacion del azufre en los tiobacilos. Se cree que el azufre
reacciona con el tiol orgdnico y de esta manera se inicia su oxidacion (Steudel y col.,
1987; Pronk y col., 1990). Recientemente, se describio la actividad de una azufre
dioxigenasa que requiere de glutation para llevar adelante la oxidacion de azufre
elemental, el producto de su actividad es sulfito (Rohwerder y Sand, 2003).

En las bacterias con la via ramificada de oxidacién del tiosulfato, el azufre
almacenado consiste en polisulfuros organicos (Prange y col., 1999), mientras que en
bacterias de la via del tetrationato éste se encuentra principalmente como politionatos y
algo de azufre elemental (Prange y col., 2002). Esto indicaria que la oxidacion del azufre
elemental se realiza de forma diferente entre las especies de la via ramificada del
tiosulfato y las bacterias acidéfilas poseedoras de la via del tetrationato.

Se han descrito dos protefnas sulfuro: quinona oxidoreductasas (SQR) en los
miembros autétrofos quimiolitotrofos oxidadores de azufre (Figura 2). Ambas son
citocromos tipo C. Entonces, la oxidacion del sulfuro podria ocurrir en el periplasma, del
mismo modo que en la via ramificada de oxidacion del tiosulfato (Briiser y col., 2000).

En A. ferrooxidans, el primer producto de oxidacion (dependiente de glutation) del
azufre es sulfito (Figura 2). La evidencia experimental indica que el sulfito es un
intermediario en la oxidacion del azufre en microorganismos con la via del tetrationato

(Briiser y col., 2000; Rhowerder y Sand, 2003). Posiblemente los tiobacilos acidéfilos
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(Figura 2; Sugio y col., 1992; Rohwerder y Sand, 2003).

La dependencia de glutatiéon por parte de la azufre dioxigenasa indica la existencia
de un mecanismo de activacion previa a la oxidacion del azufre (Figura 2), aun
desconocido.

Si los polisulfuros se forman a partir del azufre elemental, entonces la via del
tetrationato puede semejarse a la via ramificada de oxidacién del tiosulfato. Las sulfito
reductasas peripldsmicas adicionales podrian indicar que el sulfito se forma alli o se
transporta hasta ese lugar (Briiser y col., 2000).

Las células poseedoras de la via del tetrationato han mostrado ser capaces de oxidar
rapidamente los sulfuros (Pronk y col., 1990).

Finalmente, las mayores diferencias entre la via ramificada y la del tetrationato,
parecen estar dadas por el medio en el cual los microorganismos habitan ya que los
mecanismos de oxidacidén son semejantes, pero se desconoce si esta semejanza incluye
el origen de las proteinas que participan.

La informacién sobre TR y TST es escasa para la via del tetrationato, aunque en el
caso de las TST se ha reportado actividad en 4. ferrooxidans y posteriormente fue
clonado un gen que codificaria para una enzima con el dominio de proteina

caracteristico (Gardner y Rawlings, 2000; Ramirez y col., 2002).

1.3 La superfamilia rodanasa fosfatasa Cdc25

La superfamilia de las rodanasas y fosfatasas tipo Cdc25 poseen un modulo

estructural conservado. Los genes que las codifican estan ampliamente distribuidos entre
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los seres vivos (Bordo y Bork, 2002). Estructuralmente, este modulo consta de un lazo
como sitio activo y dos motivos estructurales conservados, denominados CH2A y CH2B
(Fauman y col., 1998). CH2A consiste en estructura en forma de lamina-hélice-lamina,

mientras que CH2B esta formada por una lamina B seguida de una hélice a (Figura 3)

Fosfatasa Cdc25A

Tomado de Fauman y col., 1998.

Figura 3. Motivos estructurales conservados en la superfamilia rodanasa fosfatasa
Cdc25. Amriba y a la de derecha se encuentran las estructuras tridimensionales de la
fosfatasa Cdc25A. Abajo, el dominio C-terminal de la rodanasa de bovino. Del lado
izquierdo se muestra un esquema de la estructura de las proteinas. Se destacan los
motivos estructurales conservados CH2A en verde, CH2B en azul y el sitio catalitico en
rojo. Ademas se sefiala la localizacion de la cisteina en el sitio catalitico. Tomado de
Fauman y col. (1998)

El dominio rodanasa puede abarcar toda la proteina o encontrarse en combinacion
con otro dominio (Figura 4). En general, cuando se encuentran dos dominios rodanasa,

el dominio C-terminal es activo mientras que el N-terminal es inactivo (Bordo y Bork,
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2002) aunque esta regla no siempre se cumple, pudiendo encontrarse proteinas con dos

dominios activos (Ravot y col., 2005).

Organizacion de las proteinas Secuencias

. , 1423
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Figura 4. Organizacion de las proteinas mas representativas con dominio rodanasa,
segun se describen en la base de datos PFAM. Rhod, dominio rodanasa; ThiF, enzima
activadora de la ubiquitina E1; MoeZ-B, dominio MoeZ/MoeB; DSPc, fosfatasa de
especificidad dual; Lactamasa B, superfamilia de metalo-beta-lactamasas;
Pyr Redox 2, piridina nucleotido-disulfuro oxidoreductasa, Pyr Redox, Piridina
nucleotido-disulfuro oxidoreductasa; Pyr redox dim, Piridina nucleotido-disulfuro
oxidoreductasa (dominio de dimerisacion); HTH, proteina reguladora bacteriana (familia
arsR); M-inducer_phosp, fosfatasa inductora de la mitosis; SirA, proteina tipo SirA (es
un regulador de la respuesta de un sistema de dos componentes); PB4505, PB19787 y
PB3352, dominios conservados de funcion desconocida.
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La comparacién de las estructuras de las rodanasas de bovino con la de Azorobacter
vinelandii muestra que estin compuestas de dos dominios rodanasa que, a pesar de la
escasa similitud de las secuencias aminoacidicas, presentan una estructura
tridimensional parecida (Bordo y col., 2000a). Cada dominio de la rodanasa de bovino
presenta una topologia a/f (Figura 3), con ldminas B paralelas rodeadas de hélices a al
modo de un sandwich (Ploegman y col., 1978; Bordo y col, 2000a). El origen de estas
proteinas con dos dominios rodanasa estaria en la duplicacion de los genes, donde la
estructura tridimensional se mantuvo debido a la presiéon evolutiva (Ploegman y col.,
1978).

Se observéd que también en las fosfatasas Cdc25A y Cde25B tenian una igual
estructura tridimensional igual a las rodanasas (Figura 3). Ademds, en el sitio catalitico
se encuentra una Cys en una posicién conservada. El sitio catalitico de las fosfatasas esta
formado por un lazo de 7 residuos aminoacidicos, mientras que en las rodanasas se
encuentran seis residuos. Esto permitiria acomodar un atomo de fosforo en las fosfatasas
o uno de azufre en las rodanasas (Reynolds y col., 1999).

Las proteinas con un solo dominio rodanasa también presentan sitios cataliticos
activos con un lazo de seis residuos. Tal es el caso de la GIpE y PspE de E. coli, que
poseen actividad tiosulfato azufre transferasa y un tinico dominio rodanasa (Spallarossa
y col., 2001; Adams y col., 2002). Ademas, se demostré que la eliminacion del dominio
rodanasa N-terminal de la RhdA de A. vinelandii no afectd el plegamiento ni la catélisis

del dominio C-terminal activo (Melino y col., 2004).
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La amplia distribucion del dominio rodanasa entre los seres vivos y la variedad de
combinaciones en las que se encuentra sugieren una gran versatilidad bioquimica que le

permite participar en muchos y variados procesos biol6gicos.
13.1. Actividad enzimatica de las proteinas rodanasa

Las proteinas de la familia de las rodanasas estén caracterizadas como proteinas que
transfieren un dtomo de azufre desde una molécula dadora hasta otra receptora (Westley
y col., 1983). Las actividades enzimaticas mejor conocidas son las tiosulfato: azufre
transferasas (TST) y las mercaptopiruvato: azufre transferasas (MST). Aunque menos
estudiado, también son capaces de realizar la transferencia de otros tipos de atomos
como selenio, arsénico o fésforo. En la mayoria de las rodanasas se desconocen los
sustratos naturales, razén por la cual la determinacion de sus funciones fisioldgicas sigue

siendo especulativa.
1.3.1.1. Tiosulfato: azufre transferasas

Estas rodanasas catalizan la transferencia de un atomo de azufre sulfano desde el
tiosulfato a una molécula de cianuro generando tiocianato y sulfito como productos
(Figura 5) se conocen como tiosulfato: azufre transferasas.

También pueden utilizar tiosulfanos (RSO,S"), polisulfuros (RSS) y tiocisteinas
como dadores de atomos de azufre y como aceptores de atomos de azufre, sulfito,

sulfinatos y compuestos tidlicos (Abdolrasulnia y Wood, 1979; Westley, 1981).
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Figura 5. Mecanismo de la actividad in vitro tiosulfato: azufre transferasa. El atomo de
azufre sulfano del tiosulfato se une transitoriamente a la cisteina del sitio activo de la
rodanasa. Finalmente, el azufre sulfano se transfiere a una molécula aceptora, en este
caso el cianuro. Tomado de Mueller (2006).

Datos de cinética enzimatica mostraron que la catalisis se realiza por un mecanismo
de doble desplazamiento, mediante un enlace covalente entre el azufre del grupo
sulfhidrilo de la cisteina en el sitio catalitico y el azufre sulfano del dador (Figura 5). En
esta etapa se produce la liberacion del primer producto de la reaccion, el sulfito.
Seguidamente, la enzima persulfurada se une al aceptor del atomo de azufre y le
transfiere el azufre sulfano, formando el segundo producto de la reaccion, tiocianato
(cuando se emplea cianuro como aceptor /n vitro del azufre, Figura 5). De este modo, la
enzima pasa de un estado libre de azufre a un intermediario persulfurado y luego a la
forma libre inicial (Westley y Schlesinger, 1974; Westley y Heyse, 1971).

El andlisis de la estructura, asi como estudios con inhibidores demostré la
participacion de las cargas positivas de los residuos de aminoécidos en el sitio catalitico
para la union del sustrato cargado negativamente (Westley y Heyse, 1971; Ploegman y
col., 1978). Los aminoacidos Arg 186 y Lys 249 de la TST de bovino, podrian otorgar la

carga positiva necesaria para la unién del tiosulfato y posteriormente, ayudar a polarizar

el enlace S-S del tiosulfato a fin de facilitar la captura del azufre por un grupo
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nucleofilico, en este caso el sulfhidrilo de la Cys 247 presente en el sitio catalitico
(Ploegman y col., 1978). Ademads, con proteinas mutantes se demostré la relacion entre
la disminucion de la actividad enzimatica y la sustitucion de la Arg 186, lo que resalté su
importancia en la catalisis (Weng y col., 1978).

Ademis de la TST de bovino, otras rodanasas se encontraron en diferentes tejidos de
animales, plantas y en diversas especies de bacterias. En el caso de Arabidopsis thaliana
las busquedas en su genoma dieron por resultado 18 genes que codificarian para
proteinas con dominios rodanasa (Hatzfeld y Saito, 2000). Tres de los productos génicos
se caracterizaron como TST con un solo dominio de proteina (Hatzfeld y Saito, 2000,
Bauer y Papenbrock, 2002). Se han identificado otras rodanasas, sean los genes o las
proteinas, desde diferentes microorganismos como Azotobacter vinelandii (Colnaghi y
col., 1996; Bordo y col., 2000a), Acinetobacter calcoaceticus (Aird y col., 1987),
Pseudomonas aeruginosa (Cipollone col., 2006) y E. coli (Alexander y Volini, 1987).

El gen rhdA de A. vinelandii codifica para una proteina con dos dominios rodanasa,
organizacion que comparte con la TST de bovino la que exhibe 22 % de similitud de
secuencia aminoacidica. La comparacién de las estructuras cristalinas de la RhdA y la
TST de bovino muestran la conservacién de la estructura tridimensional asi como de la
Cys del sitio activo, no asi otros componentes del sitio catalitico (Colnaghi y col., 1996;
Bordo y col., 2001).

En E. coli, los trabajos con el regulén glp demostraron que el gen g/pE codifica para
una rodanasa de 12 kDa (Ray y col., 2000). Ademas, se demostré que la proteina GIpE
posee actividad TST y que utiliza el mismo mecanismo de doble desplazamiento

empleado por la TST de bovino. Aunque la similitud de secuencias de las GIpE y la TST
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de bovino es baja, la estructura tridimensional estd conservada tanto con respecto a la
rodanasa de bovino como en la RhdA de A. vinelandii (Bordo y col., 2000a; Spallarossa
y col., 2001). El rol fisiolégico de la GIpE no ha sido esclarecido. En el trabajo de Ray y
col. (2000) se mostr6 que podria interaccionar con tioredoxina 1 como aceptor de
atomos de azufre, indicando la posibilidad que proteinas similares podrian ser sustratos

de la GIpE.
1.3.1.2. Mercaptopiruvato: azufre transferasas

La mercaptopiruvato: azufre transferasa (MST) es una enzima miembro de la familia
de las transferasas. Esta enzima utiliza 3-mercaptopiruvato como el dador de azufre, en
lugar del tiosulfato. Los aceptores del atomo de azufre pueden ser cianuro, tioles, sulfito
y sulfinato (Roy y Trudinger 1970; Jarabak, 1981). La reaccion catalizada es la
siguiente:

HSCH,COCOO™ +CN~ ¢Redmasa_y GCN~ 4+ CH,COCOO"

Aunque la MST fue descubierta en 1953, el progreso en su estudio ha sido mucho
menor que el de su contraparte TST debido a la inestabilidad del sustrato (Wood y
Fiedler, 1953). Del mismo modo que la actividad TST, las MSTs se encuentran
ampliamente diseminadas entre los seres vivos.

La MST de rata se purificé (Nagahara y col., 1995) y estudios posteriores con la
enzima recombinante lograron su caracterizacion enzimatica (Nagahara y Nishino,
1996). La comparacion de secuencias de las proteinas TST de bovino y la MST de rata
mostré un 60 % de identidad (Nagahara y Nishino, 1996). La conservacion es mayor en

el sitio catalitico. Asi, se encuentra la Cys 246 activa y la Arg 185, segin la numeracién
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relativa a la TST. No obstante, otros residuos importantes como la Arg 247 y Lys 248 en
la TST, son reemplazados por Gly y Ser en la MST.

Se demostrd, con mutaciones en el sitio activo, que una TST puede ser parcialmente
convertida a MST mediante sustituciones de los residuos de Arg y Lys por Gly y Ser
respectivamente (Nagahara y col., 1995). Por su parte, las MST pueden disminuir su
actividad MST y aumentar la TST luego de sustituir los residuos de Gly y Ser por los de
Arg y Lys (Nagahara y Nishino, 1996). En base estos antecedentes, se puede concluir
que las TSTs y MSTs son interconvertibles en su actividad enzimatica y que ésta, a su
vez, esta influenciada por ciertos residuos presentes en el sitio catalitico que determinan
la seleccion del sustrato (Nagahara y col., 1995).

Se identificaron y caracterizaron otras MSTs en A. thaliana. Una de ellas se
encuentra localizada en el citoplasma, mientras que la otra es mitocondrial (Nakamura y
col., 2000; Papenbrock y Schmidt, 2000).

La MST de E. coli se caracteriz6 bioquimicamente en un primer momento y
posteriormente se determiné que el gen ssed era responsable de codificar la proteina
(Vachek y Wood, 1972; Hama y col., 1994). La SseA presenta el motivo CSGVTA en el
sitio catalitico, el cual es idéntico al encontrado en eucariontes, sugiriendo que este
motivo favorece la unién del 3—mercaptopiruvato en lugar de tiosulfato (Colnaghi y col.,

2001).
1.3.2. Papel fisiolégico propuesto para las rodanasas

Se han realizado muchos estudios sobre la cinética de azufre transferasas de

diferentes organismos. Sin embargo, la funcién fisiologica de la mayoria de éstas
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permanece desconocida. Se especula que estarian involucradas en la destoxificacion del
cianuro, la formacion de cofactores que contienen azufre, formacioén o reparacion de los
grupos Fe-S, biosintesis de tionucledtidos, metabolismo del selenio y metabolismo

disimilatorio del azufre.
1.3.2.1. Biosintesis de cofactores que contienen azufre

Algunas de las moléculas més importantes que contienen azufre, por ejemplo la
tiamina, la biotina, la molibdopterina y el 4cido lipoico, son moléculas importantes para
los seres vivos, ya que estan involucradas en actividades enzimaticas clave. Aunque se
han estudiado en profundidad las vias de biosintesis de estos cofactores, algunos
aspectos continian desconocidos, como el mecanismo por el cual el azufre es
incorporado en algunos de ellos.

La presencia de un dominio rodanasa en la region C-terminal de la Thil de E.coli,
una enzima requerida para la sintesis de tiamina y tionucle6tidos, y en MoeB, una
sulfurasa sintasa de molibdopterina ampliamente distribuida entre los seres vivos,
indican que las rodanasas estan involucradas en la biosintesis de estos cofactores.

Un componente del complejo vitaminico B es la tiamina o vitamina B1. La tiamina
es precursora de la tiamina pirofosfato, un cofactor de enzimas involucradas en la
transquetolacién de carbohidratos y decarboxilacién de a-ceto 4cidos (Kluger, 1987) el
metabolismo de carbohidratos y la sintesis de la cadena lateral de los aminoacidos

(Begley y col., 1999; Xi y col., 2001).
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1.3.2.2. Las rodanasas y el metabolismo disimilatorio del azufre

Diversos autores han teorizado respecto a la participacion de rodanasas en el
metabolismo disimilatorio del azufre en bacterias, proponiendo varios modelos donde es
posible su participacion.

La proteina periplasmatica Sud de Wolinella succinogenesis es una rodanasa con
actividad polisulfuro: azufre transferasa (Kreis-Kleinschmidt y col., 1995). Sud se
relaciona con la obtencion de energia al participar en el acoplamiento de la fosforilacién
oxidativa con la reduccioén del azufre (Figura 6). La proteina es capaz de unir moléculas
de polisulfuros de mas de diez 4tomos. Se postula que transfiere o expone la cadena
S,S* al sitio activo de la polisulfuro reductasa (Klimmek y col., 1998).

La polisulfuro reductasa es un complejo conformado por PsrA, PstB y PsrC. La PsrC
es el componente hidrofobico del complejo. Su funcién consiste en traspasar los
electrones desde las quinonas reducidas a PsrB y al mismo tiempo expulsar 2H" al
medio externo. PsrB es una proteina con grupos Fe-S, que es un intermediario en el
traspaso de los electrones desde PsrC hasta PsrA (Figura 6). Finalmente, PsrA, una
molibdoproteina que reduce secuencialmente los 4tomos de azufre del polisulfuro hasta

H,S (Figura 6) (Dietrich y Klimmek, 2002; Prisner y col., 2003; Lin y col., 2004).
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Periplasma

2H+ H,

§u§§%_3-s-s.sz- oM+

Citoplasma

2H*
Adaptado de Dietrich y Klimmek (2002) y Laska y col. (2003)

Figura 6. Modelo del metabolismo disimilatorio del azufre en Wolinella succinogenes.
La utilizacion del azufre se inicia con la captura de electrones del H, por un citocromo
tipo & y finaliza con la liberacion de H' y H,S en el periplasma. Sud, polisulfuro: azufre
transferasa; PsrA, molibdoproteina de la polisulfuro reductasa; PsrB proteina con grupos
Fe-S de la polisulfuro reductasa; PsrC, proteina de membrana de la polisulfuro
reductasa; Q y QH-, quinolonas en estado oxidado y reducido respectivamente; CytB,,
Ay y Cp citocromos tipo b; MI, membrana interna.

La estructura tridimensional de Ia polisulfuro: azufre transferasa corresponde a un
dimero de dos subunidades idénticas de 15 kDa. El sitio de union del sustrato posee
carga positiva proporcionada por los residuos de Argd6, Arg67  (de la subunidad
adyacente), Lys90 y Arg94, lo que le permite interactuar con el polisulfuro cargado
negativamente. Posee un solo residuo de cisteina (Cys89) localizado en el sitio
catalitico, que junto con los demas residuos Argd6, Arg67, Lys90 y Arg94 son

esenciales para la actividad enzimatica (Lin y col., 2004). La localizacion relativa de

dichos residuos esta conservada entre las rodanasas.
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En la bacteria acidéfila Acidithiobacillus ferrooxidans se identifico una proteina de
21 kDa (P21) cuyo nivel aumenta cuando el microorganismo es crecido en presencia de
azufre elemental y sus compuestos reducidos comparadas con las c€lulas crecidas en
presencia de Fe*' (Ramirez y col., 2002; Ramirez y col., 2004). La proteina P21 se
identificd6 como un miembro de la familia de las rodanasas. Esta proteina posee una
sefial de exportacién tipo Sec, que permite su exportacion al espacio periplasmico
(Ramirez y col., 2002). El gen p2] forma parte de una unidad transcripcional donde se
encuentran otros genes posiblemente implicados en la oxidacion del azufre (Acosta y
col., 2005).

La proteina recombinante P21 no mostrd actividad azufre transferasa, aunque las
condiciones fisiolégicas y de estudio utilizadas no parecen compatibles entre si (Ramirez
y col., 2002). Se puede especular que tiene una funcién similar a la Sud de W.
succinogenes, transfiriendo moléculas de polisulfuros a enzimas capaces de oxidarlo
como la SQR (Figura 7). Otro estudio demostré la presencia de polisulfuros en el
periplasma de A. ferrooxidans durante la oxidacion del azufre elemental (Prange y col.,
2002).

Asimismo se determiné que la enzima azufre dioxigenasa (SDO) de A. ferrooxidans
requeria de la presencia de un polisulfuro orgénico para oxidar el azufre hasta sulfito.
Este hecho da pie a pensar en la necesidad de un sistema que permita la internalizacién
del azufre elemental insoluble en forma de un sulfuro soluble mediante la accion de una

o varias proteinas especializadas (Figura 7; Rhowerder y Sand, 2003).
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SH+S, 'S,'S,Ss

e

22Y

HS-Sn-S

Periplasma
[sy°

SO

Citoplasma .. .o de Rohwerder y Sand (2003) y Rawiings (2005)

Figura 7. Esquema simplificado del metabolismo disimilatorio del azufre en A
ferrooxidans. Sg, azufre elemental; OMP?, proteina de membrana externa; SDO, azufre
dioxigenasa; Cyt ba;, citocromo tipo bas; SOR, sulfito: oxidoredcutasa; SQR, sulfuro:

quinona oxidoreductasa; Cyt b¢,, citocromo tipo becy; P21, rodanasa P21; MI, membrana
oxidada y reducida

interna; ME, membrana externa, Q y QH,, quinonas
respectivamente. Las lineas continuas representan las reacciones posibles in vivo,

mientras que las discontinuas representan reacciones hipotéticas.

El sulfito generado por la SDO puede ser oxidado hasta sulfato por la accion de la

SOR la cual transferiria los electrones hasta un citocromo ba; que se encargaria de la

reduccion final del oxigeno (Rawlings, 2005).
Asimismo, tanto sulfuros como polisulfuros podrian ser oxidaos por la SQR dando

lugar a [S]°. Los electrones serian utilizados para reducir las quinonas, que a su vez, los

traspasan a un complejo de citocromo bc;. El [S]” producido no precipita como S,
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posiblemente, debido a la intervencion de otras enzimas. Haciendo un paralelo con la
Sud de W. succinogenes, la fuente de los polisulfuros podria implicar la participaciéon de
la rodanasa P21.

El complejo bc; recibe los electrones de las quinonas reducidas y los transfiere hasta
una oxidasa terminal. Es posible que un citocromo ¢ y una proteina Fe-S de alto
potencial traspasen los electrones hasta la oxidasas, donde tiene lugar la reduccion del
oxigeno (Bruscella y col., 2007).

Aunque muchas proteinas involucradas en la oxidacioén del azufre y sus compuestos
reducidos han sido identificadas, ain no se comprende la relaciéon que existe entre las
actividades que realizan. Esto se debe, en gran parte, a la dificultad de trabajar a nivel

genético con A. ferrooxidans.
1.3.2.3. Tionucledsidos en los RNA de transferencia

Hasta el momento, se conocen 10 nucledtidos modificados con azufre, de los cuales
la 4-tiouridina (s*U, la 2-tiocitosina (s°C), la 5-metilaminometil-2-tiouridina (mnm’s*U)
y la 6-N-dimetil-2-metiltioadenosina (ms*i°A) se encuentran en E. coli.

La formacién de la s*U requiere de las enzimas IscS y Thil. El proceso consiste en la
formacion de una cisteina persulfurada en el sitio activo de la IscS, la cual es luego
transferida a la cisteina 456 del sitio activo rodanasa de Thil (Mueller y col., 1998;
Kambampati y Lauhon, 1999). Los estudios con mutantes de sustituciéon demostraron
que la Cys 456 presente en el sitio activo del dominio rodanasa de la Thil es esencial

para la actividad enzimatica (Palenchar y col., 2000, Mueller y col., 2001). El
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mecanismo in vivo por el cual la proteina Thil con el enlace de disulfuro interno se

reactiva mediante reduccion es desconocido (Mueller, 2006)
1.3.2.4. Formacion de grupos Fe-S

Los centros Fe-S se encuentran en proteinas que cumplen funciones como la
transferencia de electrones, reacciones enzimaticas de oxido reduccidn, reacciones que
no involucran 6xidoreduccion y procesos de censado (Beinert y col., 1997). Los grupos
Fe-S mas comunes son los tipos [2Fe-28] y [4Te-4S].

Existen tres vias principales para el ensamblado de centros Fe-S; nif, isc y suf. Las
tres vias son el resultado de la diversificacion desde una via ancestral mas general.

Las proteinas NifS y NifU estan relacionadas con el ensamblado de los grupos Fe-S
de la nitrogenasa de A. vinelandii (Jacobson y col., 1989). En este caso, la via nif se
inicia con la cisteina desulfurasa NifS, que cataliza la transferencia de un atomo de
azufre desde la L-cisteina hasta una cisteina conservada en su sitio activo, creando de
este modo un residuo persulfurado que sirve como dador de azufre para la sintesis del
grupo Fe-S (Zheng y col., 1993; Zheng y Dean, 1994; Zhen y col., 1994). La proteina
NifU sirve como andamio para la formacion del grupo Fe-S recibiendo los dtomos de
azufre de NifS (Yuvaniyama y col., 2000). Ademas, NifU posee un centro Fe-S que
permitiria estabilizar el centro Fe-S de la nitrogenasa mientras se forma. El dominio N-
terminal de NifU es similar a la proteina IscU de la via isc.

Bajo condiciones reductoras, posiblemente generada por una ferredoxina, el azufre
persulfuro se libera desde NifS y se combina con la fuente de Fe y genera el grupo Fe-S

para la nitrogenasa.
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Por otra parte, el sistema isc a diferencia del sistema dedicado a la maduracion de la
nitrogenasa Nif, posee un espectro mas amplio en la biosintesis de grupos Fe-S
(Nakamura y col. 1999). El grupo de genes que codifican las proteinas Isc en A.
vinelandii, E. coli, Haemophillus influenzae y Pseudomonas aeruginosa esta compuesto
de iscR, iscS, iscU, iscA, iscB, hscB, hscA y fdx (Zheng y col., 1998). Sus genes
homoélogos se encuentran en todos los genomas bacterianos, lo que indica que los
productos génicos isc son importantes en todos ellos. IscS es homdloga a NifS y muestra
actividad cisteina desulfurasa con un mecanismo general de reaccién similar de
transferencia del azufre desde la cisteina hasta el sitio blanco. El papel de IscS no solo se
limitaria al ensamblado de los grupos Fe-S, sino que se extiende a proveer de azufre para
la biosintesis de tiamina, molibdopterina y tionucledtidos (Lauhon y Kambampati, 2000;
Lauhon, 2002; Kambampati y Lauhon, 2003).

Por su parte, la proteina IscU presenta similitud con el dominio N-terminal de NifU.
Asi mismo, IscU sirve de andamio para el ensamblaje del grupo Fe-S. Las proteinas
NifA e IscA podrian servir también como base para el ensamblado del grupo Fe-S

(Zheng y col., 1998).
1.3.3. Rodanasas de E. coli

En E. coli se encuentran 9 genes que codifican para proteinas con dominio rodanasa
(Tabla 2). Los productos génicos GIpE, PspE, Thil y YibN (Ray y col., 2000, Palenchar
y col., 2000; Adams y col., 2002; Ahmed, 2003) poseen actividad TST y una de ellas, la

SseA, posee actividad MST (Colnaghi y col, 2001).
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Las proteinas GIpE y PspE se han purificado y estudiado en detalle. La proteina
GIpE es una proteina soluble del citoplasma y el gen que lo codifica forma parte del
regulon glp de E. coli. Por su parte el gen que codifica para la proteina PspE se
encuentra en el operon de estrés por fago psp de E. coli (Brissette y col., 1991; Model y
col., 1997). La proteina PspE es exportada al periplasma mediante el sistema Sec.

Cuando las proteinas PspE y GIpE fueron purificadas se encontraban tanto en forma
de moléculas libres de azufre como persulfuradas. Los estudios de inhibiciéon de la

actividad TST con aniones mostraron que la PspE es mds sensible que la GIpE.

Tabla 2. Rodanasas de E. coli.

Proteina Actividad Enzimatica Funcién

GlpE® Tiosulfato: azufre transferasa Desconocida

SseAb Mercaptopiuvato: azufre transferasa Desconocida

PspE® Tiosulfato: azufre transferasa Desconocida

YceAd Desconocida Permite el crecimiento a
temperaturas superiores a 30 °C

YnjE? Desconocida Desconocida

YgaP® Tiosulfato: azufre transferasa Desconocida

YbbB' Seleno transferasa Sintesis 4-selenouridina

YibNd Desconocida Desconocida

Thile Azufre transferasa tiamina y 4-tiouridina  Sintesis de tiamina y 4-tiouridina

En las columnas se indican el nombre de proteinas, la actividad enzimatica descrita y la
posible fusion fisioldgica, si se conoce. a, Ray y col. (2000); b, Spallarossa y col. (2003);
¢, Adams y col. (2002); d, Jutabha (2001); e, Hamed (2003); f, Wolfe y col. (2003) y g,
Palenchar y col. (2000).
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1.4 La bacteria Acidithiobacillus ferrooxidans

Acithiobacillus ferrooxidans es una y proteobacteria acidofila (pH 2-5), considerada
como autdtrofa obligada, capaz de utilizar el ion ferroso y una variedad de compuestos
reducidos de azufre como dadores de electrones y oxigeno como el aceptor final de los
mismos. Crece bien en aerobiosis pero puede hacerlo también en anaerobiosis utilizando
el i6n férrico como aceptor de electrones y compuestos reducidos de azufre como
dadores (Rawlings, 2002). Ademds, esta bacteria posee un metabolismo muy versatil
que le permite fijar carbono mediante el ciclo de Calvin y, en condiciones de
microaerofilia, fijar nitrdgeno (Mackintosh, 1978).

Por mucho tiempo se pensé que A. ferrooxidans era la principal bacteria en los
procesos de biomineria realizados a menos de 40 °C. Actualmente, se sabe que esta
bacteria no es favorecida en su crecimiento donde el i6n férrico es més abundante que el
ferroso. No obstante, continfia como un actor importante en aquellas operaciones de
biomineria de uranio, cobre y, en general, donde las concentraciones de ién ferroso son

superiores a las de su contraparte oxidada (Rawlings y col,. 1999).
1.4.1. Oxidacién de azufre y sus compuestos reducidos por A. ferrooxidans

La oxidacion de azufre elemental y sus compuestos reducidos toma componentes de
la via ramificada de oxidacion del tiosulfato y la via del tetrationato. Aunque, es la
bacteria mejor documentada, no hay pruebas de la interaccion que pudiera existir entre
los componentes que participarfan en la oxidacion del azufre y que, en ultimo término,

defina una via de oxidacion disimilatoria del azufre.
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La primera reaccién enzimatica para la oxidacion de azufre elemental estd a cargo de
enzima azufre dioxigenasa (SDO), la cual se ha detectado en bacterias del género
Acidithiobacillus, asi como en otras bacterias quimiolitétrofas (Rhowerder y Sand,
2003). Antes de ser oxidado, el azufre elemental debe ser transportado hasta el
periplasma de la bacteria y por lo tanto, se piensa que existe una proteina localizada en
la membrana externa y que posee grupos tioles capaces de atacar el anillo formado por
azufre .elemental y transportarlo hacia el periplasma en forma de una cadena de
polisulfuro (Figura 8; Rhowerder y Sand, 2003). El polisulfuro seria oxidado a sulfito
por la SDO y posteriormente, el sulfito seria oxidado a sulfato por la enzima sulfito:
aceptor oxidoreductasa (SOR) reduciendo un citocromo (Figura 8; Hooper y DiSpirito,
1985; Rohwerder y Sand, 2003, Quatrini y col., 2006). La SOR se localizaria en la cara
periplasmatica de la membrana interna (Briiser y col., 2000).

Ademas de la oxidacién de azufre clemental y de sulfito, se ha detectado la
oxidacion mediada por enzimas del tiosulfato y del tetrationato (Figura 8). El tiosulfato
es oxidado a tetrationato por la tiosulfato deshidrogenasa (TD). Esta enzima se
localizaria en la cara peripldsmica de la membrana interna. En el caso especifico de 4.
ferrooxidans 1a TD esta formada por la fusion de los genes doxD y doxA (Miiller y col.,
2004). En esta bacteria se encuentran dos copias del gen doxDA. Una de ellas se
encuentra en el mismo operon del gen p2/ (Ramirez y col., 2002; Acosta y col., 2005).

En este contexto, cudl podria ser la funcién de la proteina P21? Se podria pensar que
desempefia una funcién similar a la Sud de W. succinogenes, esto es, transfiriendo
moléculas de polisulfuros a enzimas capaces de oxidarlo como la SQR (Figura 8). El

problema més grave para la definicion del rol de la proteina P21 es que no se ha
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determinado su actividad enzimatica. Por lo tanto, su posible conexion con la oxidacion
del azufre esta basada en hechos que, posiblemente, no tengan relaciéon con este proceso.

En cambio, podria participar como un dador de azufre para grupos Fe-S de las proteinas

periplasmicas.

Periplasma

S0z
SO + 5,0,

HO 20, Citoplasma Adaptado de Rohwerder v Sand (2003) y Rawiings (2005)

Figura 8. Modelo de oxidacion disimilatoria del azufre y algunos de sus compuestos
reducidos en A. ferrooxidans. S, azufre elemental;, OMP?, proteina de membrana
externa, SDO, azufre dioxigenasa ;Cyt bas, citocromo tipo bhas; SOR, sulfito:
oxidoredcutasa; SQR, sulfuro: quinona oxidoreductasa; Cyt bcy, citocromo tipo bey; P21,
rodanasa P21; TD, tiosulfato: deshidrogenasa; TH, tetrationato deshidrogenasa, MI,
membrana interna, ME, membrana externa; Q y QH,, quinonas oxidada y reducida,
respectivamente. Las lineas continuas representan las reacciones posibles in vivo,
mientras que las discontinuas representan reacciones hipotéticas.
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Por otro lado, el tetrationato es oxidado a tiosulfato y sulfato por la accion de la
tetrationato hidrolasa (TTH; Tano y col, 1996; De Jong y col., 1997). Tanto la enzima
TD como la TTH aportarian electrones para la reduccion de quinonas (Hooper y
DiSpirito, 1985; Quatrini y col., 2006).

Dada la gran distribucion y diversidad de las rodanasas y, considerando, la
participacion de la proteina Sud de W. succinogenes en el metabolismo disimilatorio del
azufre, se propone que algunas de las rodanasas de A. ferrooxidans podrian estar
involucradas en la oxidacién del azufre o bien en otros procesos relevantes para la
bacteria.

En esta Tesis se estudio las rodanasas de A. ferrooxidans a fin de determinar el o los

posibles papeles que desempefian en su fisiologia celular
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Materiales y Métodos

Cepas bacterianas empleadas

Ademads de la cepa ATCC 23270 de 4. ferrooxidans, las cepas de E. coli empleadas

estan indicadas en la Tabla 3, y los plasmidos en la Tabla 4.

Tabla 3. Cepas de E. coli empleadas en esta Tesis para la clonacion de los genes que
codifican las rodanasas de A. ferrooxidans. Se indican algunas de las caracteristicas mas
relevantes y el proposito de las mismas.

Cepa Caracteristicas Funcion

E. coli JM109 endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17, relAl, Propagacion de plasmidios
supEdd, M lac-proAB), [F’, treD36, proAB,
laqlqZAM15]

E. coliBL21{DE3) F.. ompT, hsdSg (rg. mg), dem, gai, A(DE3) Expresion de genes

inducida por IPTG

Tabla 4. Plasmidos empleados en la propagacion y expresion de los genes recombinantes
en E. coli. Se indican algunas de las caracteristicas mas relevantes y el propoésito de las
mismas.

Plasmidos Caracteristicas Funcion
pGEM-T Easy (Pomega@) Vector T con resistencia a Ap Propagacidn del inserto de
interés
pET 21 b (+) {Novagen) Vector de expresion, resistencia a Ap, cedifica una Expresion controlada de
cola de His en C-terminal genes recombinantes
PET 28 a (+) {Novagen) Vector de expresion, resistencia a Km, codifica una Expresion controlada de
cola de His en C y N-terminal genes recombinantes
PGEM-Tp11 Derivado del pGEM-T con el Inserto p11 Propagar el inserto de
interés
PGEM-Tp14.3 Derivado del pGEM-T con el inserto p14.3 Como arriba
pPGEM-Tp16.2 Derivado del pGEM-T con el Inserto p16.2 Como arriba
PGEM-Tp28 Derivado del pGEM-T con el inserto p28 Como arriba
pETp11 Derivado del pET 28 a (+) con ¢l inserto pi1 Expresar gen recombinante
pETp14 Derivado del pET 21 b (+) con el inserto p14 Como arriba
pETp14.3 Derivado del pET 28 a (+) con &l inserto p14.3 Como arriba
pETp16.2 Derivado del pET 28 a (+) con el inserto p16.2 Como arriba

pETp28 Derivado del pET 28 a (+) con el inserto p28 Como arriba
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Técnicas de biologia molecular
Extraccion de DNA genémico

Para obtener el DNA genomico de A4. ferrooxidans se centrifugd 40 ml de un cultivo
con una densidad celular de 5x10® cel/ml a 10.000 x g por 10 min a 4 °C. Se lavé las
células tres veces en una solucion diluida de acido sulfurico pH 2,5. Para extraer el DNA
cromosdémico se usé el sistema Wizard Genomic de Promega®, siguiendo las

recomendaciones del fabricante para bacterias Gram-negativas.
Reaccion en cadena de la polimerasa

La amplificacion por PCR de los genes blanco se realizé con los partidores listados
en la Tabla 5. Las reacciones de PCR se realizaron con el termociclador TGradient
(Whatman Biometra®). La mezcla para la reaccion de PCR contenfa: 250 ng de cada
partidor, 4 mM de dXTP, 5pug de DNA cromosomal de 4. ferrooxidans ATCC23270,
DMSO 5 % y 1 U de polimerasa Pfi (GeneCraft®) en un volumen final de 50 pl.
Durante el PCR se realiz6 una desnaturacion inicial de 3 min a 95 °C, 20 ciclos de 30 s a

95 °C,30sa52-60°Cy 30sa 72 °C, para terminar una extension final de 3 min a 72 °C.
Reaccion de PCR en colonia

Se determind la orientacion de los insertos en los clones recombinantes mediante
PCR en colonia (Campbell y Choy, 2001). Se picaron colonias recombinantes al azar y
se resuspendieron en 50 pl de agua. Se tomé 2 pl de la resuspension bacteriana y se
agregd la mezcla compuesta por 2 ng/pl partidor reverso de las rodanasas, 2 ng/pl del

partidor T7, 0,08 mM de dXTP, 0,5 % de DMSO, 0,5X amortiguador de PCR (250 mM
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KCl, 50 mM Tris-HCI pH 9,0, 0,5 % Triton X-100 y 12,5 mM MgCl,) y 0,4 U de Taq
polimerasa (Promega®). El volumen final de reaccién fue 10 ul. Para evitar la variacién
del volumen debida a la evaporacion, se adicion6 una gota de aceite de silicona a cada
tubo.

La reaccion de PCR se realizo de la siguiente manera, 3 min a 95 °C, seguidos de 40

ciclos de 30 sa 95°C,30sa 60 °C, 30 s a 72 °C, y para finalizar 3 min a 72 °C.

Tabla 5. Partidores utilizados para las reacciones de amplificacion de los genes blanco
en el DNA gendmico de A. ferrooxidans y para la determinacién de la orientacién del
inserto en los plasmidos pGEM-T, pET-21b(+) y pET-28a(+). Se indican el nombre del
partidor y su secuencia nucleotidica.

Partidor Secuencia

T7 5'-gAAATTAATACYJACTCACTAT-Y

p11F 5'-CATATYJTACggATTTCAggAAATC-3’
P11R 5'-TCAACTggACAACTggACCAAg-3’
P14NTER-Ndel 5'-gTTTTTAgTCATATggggAAggTCATgg-3’

P14CTER-XholHT 5’-TAggCTCCggCTCTCgAgagAAACgAC-3’

P14.3F 5'-TCAggTCATATgTCCCACC-3’
P14.3R 5-CCAgCCTACgCCgAgAG-3’

P16.2F 5'-CATATgAgTACCyAAACYATTTTg-3'
P16.2R 5-CTACTTYTTCTTCCAggygCAgg-3’
P28F 5-CATAgAATACCCgCTCCTTT-3’

P28R 5.TCAggTAAggCTTTTATCCgC-3’
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

El DNA se analizo mediante electroforesis en geles de agarosa en amortiguador TAE
0,5X (20 mM Tris-acetato pH 8,0 y 0,5 mM EDTA). La concentracion de los geles fue
de 0,8 % para los amplificados por PCR y 1 % para las purificaciones de DNA. Las
muestras de DNA se mezclaron con solucién de carga que consistié de 0,25 % azul de
bromofenol y 40 % sacarosa. La tincion se realizé durante 10 min en una solucion de
TAE 0,5X con bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 pg/ml. Las bandas se

visualizaron en un transiluminador de luz UV.
Verificacién de la pureza y cuantificacion del DNA

Los plasmidos y el DNA gendmico de A. ferrooxidans se cuantificaron midiendo la
absorbancia a 260 nm y se determin6 su pureza mediante la relacidon entre la absorbancia

a 260 y 280 nm de las muestras.
Purificacion de plasmido

A partir de cultivos (5 ml) de E coli IM109 pGEM-T (Promega®) o pET
(Novagen®) con el inserto de interés crecidos durante la noche, se aislé6 DNA plasmidial

con el sistema de purificacién de Wizard Plus Minipreps de Promega®. Cuando se
requiri6 una mayor cantidad de plasmidio, cultivos de 50 ml de E. coli JM109
pET21b(+) o E. coli IM109 pET28a(+) se usaron para extraer DNA plasmidial con el

sistema de purificacion de DNA Wizard Plus Midipreps de Promega®.
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Digestion de DNA con enzimas de restriccién

Las digestiones del DNA plasmidial se realizaron de acuerdo a lo indicado por el
proveedor (Fermentas®). 10 pg de pGEM-Tp/4 o pET21 b (+) se digirieron con 60 U de
las enzimas de restriccion Ndel o Xhol durante 2 h a 37 °C. Posteriormente, las enzimas
se inactivaron 20 min a 65 °C.

Los fragmentos generados se separaron en un gel de agarosa desde donde se
purificaron los fragmentos correspondientes al gen recombinante y al plasmido
pET21b(+).

Se digiri6 10 ug de pGEM-T con el inserto pl/ o p16.2 con 60 U de Ndel y EcoRI
segun las recomendaciones del fabricante (Fermentas®), y 5 pg de pET28 a (+) con 60 U
de Ndel y EcoRl. En el caso de los genes p/4.3 y p28 se realiz6 el mismo procedimiento
que para los genes pl1 y pl6.2, excepto que, los plasmidos fueron digeridos con Ndel y

Sall.
Reacciones de ligacién del DNA

Para las reacciones de ligacion se utilizo 0,1 pmol del vector digerido y 0,4 pmol del
inserto. Se utilizo la DNA ligasa T4 (Promega®) segun las instrucciones del fabricante.
Las reacciones de ligacion se desarrollaron durante 12-16 h a 16 °C. Finalmente, la

enzima se inactivé a 65 °C por 10 min.
Transformacion de E. coli con plasmidos

Las células competentes se prepararon segun el protocolo de Inoue (Sambrook y

Russell, 2001.). Las células competentes se incubaron en bafio de hielo, junto a la
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reaccion de ligacion, por 30 min. Luego, se realizé un traspaso a un bafio de agua a 42
°C por 1 min y finalmente se incub6é por 5 min en bafio de hielo. Se utilizé 100 pl de
células competentes y 0,1 pmol de DNA para cada transformacién. Posteriormente, se
adiciond 1 ml de medio LB suplementado con 20 mM glucosa y 20 mM Mg”". Se crecid
el cultivo a 37 °C con agitaciéon por 60 min. Posteriormente, se sembré las células en
placas con agar LB con el antibidtico apropiado. En el caso de las transformantes con el

plasmido pGEM-T se empled placas con agar LB suplementado con Ap, IPTG y X-Gal.

Técnicas microbiologicas

Medios y condiciones de cultivo

A. ferrooxidans ATCC23270 se crecié en medio 71 DSMZ a 30 °C con agitacion. El
medio 71 DSMZ contuvo 3 g/l KH>PO4, 0,5 g/l MgS04.7H,0, 3 g/l (NH4),SO4, 0,25 g/
CaCl,;.2H,0. Luego de esterilizar en autoclave la solucion de sales, se adiciond una
solucion de K;»S;0; esterilizada por filtracion hasta una concentracion final de 5 g/1.

Para los experimentos de clonacion y expresion de proteinas recombinantes se
usaron las cepas de E. coli IM109 y BL21(DE3), respectivamente. Las cepas de E. coli
se crecieron a 37 °C en medio LB con agitaciéon. Las cepas con plasmidos se crecieron
con el antibiotico apropiado. Se utilizé ampicilina (Ap) a una concentracion de 100
pg/ml y kanamicina (Km) a 50 pg/ml. Cuando se requirid, se utilizdé 1 mM de
isopropiltio-p-D-galactésido (IPTG) y 80 pg/ml de S5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactosido (X-Gal) (Sambrook y Russell, 2001). Para la preparaciéon de placas con

medio sélido, se adicioné agar (1,5 % p/v) al medio LB.
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Seleccion de transformantes E. coli JM109

En el caso de las cepas E. coli IM109 transformadas con el plasmido pGEM-T
(Promega®) se realizé la seleccion de los transformantes segun las instrucciones del
fabricante. Las células transformantes se aislaron en placas LB suplementadas con Ap,
IPTG y X-Gal.

Se determind la orientacion del inserto en los clones positivos mediante PCR de

colonias.
Conservacion de las cepas

Las células crecidas en medio LB hasta una densidad éptica a 600 nm de 0,6 se
guardaron congeladas a -80 °C luego de agregar glicerol hasta una concentracion final de

15% (vol/vol).
Induccion la expresion de las rodanasas recombinantes

Se realizaron cultivos de las cepas de E. coli BL21(DE3)pET por 12 h,
posteriormente se diluyeron 1:50 en LB con el antibidtico apropiado y se crecieron a 37
°C con agitacion. Al crecer el cultivo hasta una DOgoonm = 0,6 se adiciond 0,5 mM de
IPTG. Se continuo el crecimiento 2 h a 37 °C. Posteriormente, las células se colectaron

por centrifugacion a 4 °C, 8.000 x g, 15 min.
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Técnicas bioquimicas
Purificacion de las rodanasas recombinantes

Todos los procesos de purificacion se realizaron a 4 °C, a menos que se indique lo
contrario. Todas las proteinas recombinantes estudiadas poseen una cola de histidina.

Las células se resuspendieron en amortiguador de unién (20 mM Tris-HCI pH 7,9, 5
mM imidazol y 500 mM NaCl) hasta conseguir una suspension celular de 50 mg/ml.
Seguidamente, se rompieron las células en una celda French. Se aplicé una presion de 6
ton/m”. El extracto celular se centrifugd a 4 °C, 10.000 x g, 45 min. Seguidamente, se
tomo la fase soluble y se filtré con una membrana de PVDF de 0,45 pm (Millipore®). El
filtrado se aplic a una columna de Ni*' previamente activada (siguiendo la
instrucciones del fabricante Novagen®) y posteriormente equilibrada en amortiguador de
union. La columna se lavé con 10 volumenes del mismo amortiguador de unién. Para
eliminar las proteinas unidas inespecificamente a la columna se aplicé 6 volimenes de
amortiguador de lavado (20 mM Tris-HCI pH 7,9, 40 mM imidazol y 500 mM NaCl).
La proteina de interés se liberd de la columna con un amortiguador de elusién (20 mM
Tris-HCI pH 7,9, 500 mM NaCl) con concentraciones crecientes de imidazol (60, 80 y
100 mM imidazol).

Para determinar las fracciones que contenian la proteina de interés se realizd la
electroforesis en condiciones denaturantes en geles de poliacrilamida. Posteriormente, se
junto las fracciones que contienen la proteina recombinante y se procedié a cambiar el
amortiguador mediante diafiltracion con membranas Centriprep 10 kDa de corte

(Millipore®). En el caso de la proteina recombinate P11 se utilizé una membrana con un
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corte de 3 kDa. El proceso de diafiltracion se realizd 3 veces para permitir la completa
sustitucidn del amortiguador de elusién por 50 mM Tris-HCI pH 8.5.
Posteriormente, se cuantificé la proteina purificada y se adiciond 50 % glicerol, 1

mM EDTA, 1 mM DTT y se almacené a -20°C.
Preparacion de muestras de proteinas y electroforesis en geles de poliacrilamida

Los geles se prepararon segun la técnica descrita por Laemmli (1970). Las muestras
se resuspendieron en amortiguador de muestra (0,5 M Tris-HCl pH 6,8, SDS, B-

vl glicerol) y se calentaron 15 min a 100

mercaptoetanol, azul de bromofenol y 30 %

°C. Para el analisis de las proteinas se usé un gel concentrador con acrilamida:

bisacrilamida al 3 % y un separador al 15 %. Las electroforesis se realizaron a 200 V.,
Las proteinas se fijaron y se tifieron con una solucién de azul de Coomassie al 2% en

metanol al 50 % y acido acético al 7 % por 30 min. Luego se destifieron mediante

lavados sucesivos con una solucion de metanol al 20 % y 4cido acético al 7 %.
Determinacién de la concentracion de proteinas

Se utilizd el método de cuantificacion de proteinas segun Bradford, provisto por

Pierce® en su versién de microensayos. Como proteina patrén se utilizé BSA.

Medicion de la actividad tiosulfato: azufre transferasa

El ensayo estandar para la medicion de la actividad TST se realizé segun se describid
previamente (Westley, 1981; Alexander y Volini, 1987) con minimas modificaciones. Se
utilizd tiosulfato 50 mM como donador de azufre, en 50 mM Tris-HCI pH 8,5. La

reaccion se inicio con la adicion de KCN 50 mM como aceptor de azufre. La reaccion se
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detuvo agregando 10 % HCHO. La reaccion colorimétrica se desarrollé adicionando 1
volumen de solucidon de nitrato férrico [100 g Fe(NOs3)3.9H,0, 200 ml de 65 % HNO;
por 1.500 ml H,O]. Se midi¢ la absorbancia de la mezcla de reaccién a 460 nm
(Westley, 1981). Como control negativo de la reaccion se utilizé una muestra con BSA.
La unidad de actividad enzimatica se definié como U = pg de SCN™..ml".min” y la

actividad especifica (AE) = Umg™ de proteina total.
Caracterizacion enzimatica

Las enzimas purificadas se estudiaron a fin de determinar las condiciones dptimas de
su actividad TST, para lo cual se utilizd el protocolo estandar de actividad enzimética
donde se vari6 la temperatura, presencia y concentracion de sales, glicerol, DTT, tipo de

amortiguador y pH.
Estudio de la cinética enzimatica

La cinética se estudi¢ variando la concentracion de los sustratos utilizados en el
ensayo de la actividad TST.
Los datos cinéticos se obtuvieron y graficaron de acuerdo con la ecuaciéon de

V. .. *IS y
Micahelis-Menten ¥ =ﬁ*~%. Para ello se empleo el programa Prims 4.03 para
+ m

Windows (GraphPad Software®).
También se calculd la constante catalitica (Kca). La Key se definié como la cantidad

de sustrato convertida a producto por una molécula de enzima por unidad de tiempo

(Vmax/[E]). Para calcular el peso molecular de la proteina recombinante P11 se considerd
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la presencia de la cola de histidinas. Por lo tanto, la proteina recombinante pesa 13,91

kDa. También se asumid que cada proteina presenta un sitio catalitico.

Técnicas bioinformaticas

Busqueda in silico de los genes putativos de las rodanasas en el genoma de A.

JSerrooxidans

Utilizando las secuencias deducidas de las proteinas P21, P16 y P14, (Ramirez y
col., 2002) se procedi6 a realizar bisquedas de secuencias con tBLASTn (Altschul y
col., 1990) del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en el genoma de A. ferrooxidans
ATCC23270 suministrado por TIGR (http://www.tigr.org/).

Una vez obtenidos los resultados de las busquedas, se analizé las secuencias de
nucledtidos para identificar los marcos abiertos de lectura al que pertenecerian. Para esto
se utilizé el programa ORF Finder del NCBI, con la asignacién de codones de tipo
bacteriano.

Una vez determinado el marco abierto de lectura, se efectud la busqueda de dominios
en los productos génicos putativos. Una vez determinadas las secuencias que poseian
dominios rodanasa, se realiz6 una caracterizacion informatica con la secuencia deducida
de amino4cidos. Para ello se utilizé la herramienta ProtParam (http://us.expasy.org/cgi-
bin/protparam).

Posteriormente se utilizaron las secuencias de las rodanasas putativas para realizar
una nueva ronda de blsquedas en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC23270. Los
resultados de las busquedas se analizaron en busca de nuevas secuencias de posibles

rodanasas.
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Una vez identificados todos los genes putativos para rodanasas en el genoma de A.
Serrooxidans ATCC23270, se analiz6 la secuencia deducida de sus productos génicos en
busca de sefiales de exportacién, regiones de transmembrana, patrones conservados
dentro del dominio rodanasa y presencia de otros dominios mediante las herramientas
Pfam (Finn y col., 2006), PROSITE (Hulo y col., 2006) y Smart (Letunic y col., 2006).

La estructura secundaria de las proteinas de interés se analiz6 mediante el sistema

Consensus Secondary Structure Prediction (Combet y col., 2000).
Alineamiento de secuencias

Los alineamientos multiples se realizaron con el programa ClustalW
(http://www.ch.embnet.org/wwwtmp/sq.27157.aln). Para ello, se utilizaron los
siguientes parametros:

Matriz; BLOSUM 30

Penalizaciones por apertura de un espacio; 10

Penalizacion por la extension del espacio; 0,05

Penalizaciones por espacios en los extremos de las secuencias; 10

Penalizacion por la extension de los espacios; 0,05

Los alineamientos de pares de secuencias se realizaron con el programa ClustalX con
los siguientes pardmetros:

Matriz; Gonnet 250

Penalizacion por apertura de un espacio; 10

Penalizacion por la extension del espacio; 0,1
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Resultados y Discusion

Identificacion de los genes que codifican para proteinas con dominio

rodanasa presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270

Para identificar los genes que codifican proteinas con dominio rodanasa se realizo la
busqueda informdtica mediante BLA:ST en el genoma no anotado, en ese momento, de
A. ferrooxidans ATCC 23270. Para esto, se emple6 las secuencias de proteinas
deducidas a partir de los genes putativos pl4, pl6 y p21 (Ramirez y col, 2002). Como

resultado de la busqueda se obtuvo un total de 8 secuencias que corresponderian a genes

que codifican para proteinas con dominio rodanasa (Tabla 6).

Tabla 6. Genes putativos que codifican para proteinas con dominio rodanasa presentes
en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC23270.

Gen r1amafio  Loo  Alotacién

{pb}
p11 330 Afe 0544 Rhodanese-like domain protein
pi4 399 Afe 2509 Rhodanese-like domain protein
p14.3 402 Afe 2078 Conserved hypothetical protein
p15 399 Afe 2875 Rhodanese-like domain protein
p16 428 Afe 0739 Rhodanese-like domain protein
p16.2 450 --- No anotado
pa1 777 Afe 2979 Sulfur/pyrite/thiosulfate/sulfide-induced protein
p28 783 Afe 1582 Ankyrin repeat protein/rhodanese-like domain protein

No anotado, indica que el gen no ha sido identificado en la base de datos del TIGR.
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Una vez que finalizé la anotacion del genoma de 4. ferrooxidans por parte del TIGR
se confirmo la mayoria de los resultados obtenidos. Sin embargo, en el caso de la pI6.2

el genoma anotado por TIGR no aparece su marco abierto de lectura (Tabla 6).

Determinacion de las caracteristicas generales de las proteinas putativas con

dominio rodanasa presentes en A. ferrooxidans ATCC23270

Una vez identificados los genes que codificarian para proteinas con dominio
rodanasa, se procedi6 al analisis de la secuencia aminoacidica deducida. Para esto, se
buscaron dominios de proteinas, los motivos conservados y sefiales de exportacion de
proteinas.

El resultado del andlisis mostré que las proteinas putativas estudiadas poseen, al
menos, un dominio rodanasa. Ademas, la P21 posee una sefial de exportacion tipo Sec.
La P16 mostrd una regiéon de transmembrana y, finalmente, la P28 posee, junto al
dominio rodanasa, un dominio ANK (Tabla 7).

Una vez identificados los genes que codificarian las proteinas con dominio rodanasa
de A. ferrooxidans, se determiné la localizacion del dominio rodanasa dentro de la
secuencia de aminodcidos, si estaban presentes otros dominios (Figura 9), asi como la
presencia de ofras caracteristicas relevantes como las sefiales de exportacion de proteinas

y regiones de transmembrana (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas generales de las proteinas putativas con dominio rodanasa
presentes en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC23270.

MW pl Otros

Dominios Sitio activo Actividad Localizacién

P11 11,7 9,1 No
P14 145 48 No
P14.3 14,3 48 No
P15 15,2 6,2 No
P16 15,6 9,3 RTM
P16.2 16,3 65 No
P21 23,8 94 Sec
P28 286 58 No

Rhod
Rhod
Rhod
Rhod
Rhod
Rhod
Rhod

Rhod,
ANK

CLSGGR
CDSGTR
CGSGNR
CRSGHR
CASGMR
CRTGGR
CPTGAQL
CYHGNA

&?

é?
MST?
TST
MST?

TST

é?

TST

Cit
Cit
Cit
Cit
Mem
Cit
Per
Cit

Se indica el peso molecular en kDaj; pl, el punto isoeléctrico; Sec, sefial de exportacion
tipo Sec; RTM, regiéon de transmembrana; Rhod, dominio rodanasa; ANK, dominio
ankirina; Sitio catalitico, secuencia aminoacidica del sitio catalitico de la rodanasa; Cit,
citoplasma; Mem, membrana; Per, periplasma.

El anélisis de las secuencias de las proteinas de 4. ferrooxidans mostré que todas

ellas poseen un dominio rodanasa (Figura 9). En el caso de la P28 el dominio rodanasa

se localiza en la region N-terminal de la proteina, mientras que en el C-terminal se

encontrd repetidos ankirina (ANK). Los repetidos ankirina consisten en una de

secuencia conservada repetitiva que permitiria a las proteinas que la contienen,

interaccionar entre si 0 con otras proteinas (Sedgwick y Smerdon, 1999).
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>P11
MYGFQEITADQLKALREQGGAFTLIBVRSPGEY@RGVIDGAR%;PLHLLPMSVQQMDKSQPLVFYCLSGGRSAQAA
AFAASQGFGQVINIRGEISAWVNRGEFPLVQLSS

*P14

HPELAVARDRVVVLYCDSGTRSALAAVTLQEMGFTEVYNLGEGINVWDAEDKEVVS

>P14.3
MSﬁLIKEATCQQALAALGDRDSVVIDVECQEEYAL¥GQIAGAHLIPWKLIRDDALVDNQHFHREVKNAVSNCKGGL
GGFRLYFICGSGNRSCDARECALDMLGDDGYEVYNVVEEGIDEWVCSGLPTSPLAALSA

>P15
MTKSVINLAPQDAFHFLQKNPQAVLIDVRSEMEFLFVGHPKE&EEEFWRDDPDWEINPDFLCRVRRATSLNRPVLL
ICRSGHRSLEAGQYLOANGF SAVYNVAHGFEGD LNDQHRRS SLNGHRFDGLPHENT

>P16
MDHKILFFIESQWPLLLG.VALIIMIFKGPLTRPAAGIEEVD?ATAVQLINHEDAVIIDVREQKEWSQGHLPGARH
IPLGDLPKYMQDLEKHRGHH I ICQCASGMRS SRAAASLKKAGFDKIY SLRGGI GAWRSAGLEVEK S
>P16.2
MSTETILOEAQKRAQARGKREAGDLTPEEAEAVL.RDHPRAT LIDVRSHPELDE SGEVEGCCHVEWQLY PGMTENPD
FDAELRGRAQPDDLLLLLCRTGGRSLAAARHLAGLGY SHCYNVLGGFEGEHDAHGQRGKVDCHKASGLEPWRNK
>p21
MFKRLANAAIPFALYVGMLEFGLSVSVASADDSGNQAAQOVLNARMEKFFADQKPFPYGTYQYTRRSLLLATISKDPSK

SNQTAGVLRMLGYDAYALRGGVNCGWKKAGYPIVIGKEEGTMAD
>P28
MNTRSFERIDVHKARELIQRPDTVLIDCREPSDFRAGHIAGASPLGDYNADDHVLNIAKHREVLI YCYHGNASQMR
AQLFADFGFAEVY SLDGGYEAWRKVHTPANSQLTEALQCWLMAQEFPAAD I HARTRDGV T PLMRAAGEGDPARVAE
LLAAGAD PHQRNNDGNQALWFACV SENLDTLDLLVAVGAHLNHONDNGATC LMY AAS AGK TAVVERLLAFGADRS L
LSLODETALDMAANLECINLLRETPRRIKAVT

ROFQYDNPQAH

Figura 9. Secuencia aminoacidica deducida de las proteinas putativas con dominio
rodanasa presentes en A. ferrooxidans ATCC 23270. En negrita se indica la extension
del dominio rodanasa; en verde, se muestra el patrén conservado Rhodanese 1: [FY]-
x(3)-H-[LIV}-P-G-A-x(2)-[LIVF]; en rojo, el patron Rhodanese 2: [AV]-x(2)-[FY]-
[DEAP]-G-[GSA]-[WF]-x-E-[FYW] segiin la base de datos PROSITE; en azul, el
dominio ANK segun la base de datos Pfam. En la secuencia de la P21 el rectangulo azul
sefiala un posible sitio de unién del grupo Fe-S.

Ademas, todas las secuencias analizadas presentaban los patrones conservados de
secuencias conservadas Rhodanese 1 y Rhodanese 2 de la base de datos PROSITE.
Estos patrones conservados de secuencia se encuentran en todas las secuencias de
proteinas que pertenecen a la familia rodanasa (Hulo y col., 2006). Sin embargo, en las
rodanasas putativas de A. ferrooxidans los patrones de secuencia se encontraron solo

parcialmente conservados (Figura 9). Este hecho se puede justificar considerando que

los patrones se construyeron en base a secuencias de rodanasas caracterizadas
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bioquimicamente. De forma preliminar, se puede concluir que las secuencias analizadas
poseen dominios de la familia rodanasa. En vista de lo cual, este trabajo contribuye a
ampliar el conocimiento sobre esta ampliamente distribuida y bioquimicamente versatil
superfamilia de proteinas.

La busqueda de sefiales de exportacion y motivos conservados en las proteinas
putativas (Tabla 7), dié por resultado que P21 posee una sefial de exportacién tipo Sec y
que ademas en el extremo C-terminal se encontré el motivo C-x-x-W-x-x-C (Figura 9),
reportado anteriormente (Ramirez y col, 2002). Por su parte, la P16 presenté una seccion
hidrofébica en el extremo N-terminal. Posiblemente, esta seccion formaria una region de
transmembrana. Las restantes secuencias no mostraron sefiales de exportacién ni
regiones de transmembrana, por lo que se encontrarian solubles en el citoplasma de 4.
ferrooxidans. Entonces, la P21 serfa la tinica proteina exportada al periplasma, segin
reportaron Ramirez y col. (2002) y la P16 se podria encontrar anclada a la membrana
interna de 4. ferrooxidans, mediante la seccion hidrofébica de su cadena polipeptidica.

Por otro lado, el tamafio de las proteinas de A. ferrooxidans se mantiene uniforme
(Tabla 7) entre 15 + 1 kDa, con tres excepciones, las proteinas P11, P21 y P28.

El andlisis del punto isoeléctrico mostré que la P21 posee un pl = 9,36, tal como se
esperaba para una proteina que se encontraria en un ambiente 4dcido como el periplasma
de A. ferrooxidans. Otras proteinas que no serian exportadas, como la P11 y la P16,
también muestran un valor de su punto isoeléctrico muy elevado para una proteina del

citoplasma (Tabla 8). En el caso de la proteina YgaP de E. coli (que posee actividad
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TST), también que posee una regién de transmembrana, sin embargo su pl es de 6,4
(Ahmed, 2003).

Por su parte, la P11 es la mds pequefia de las proteinas putativas analizadas y posee
un pl de 9,1. El analisis de la secuencia polipeptidica no reveld la presencia de ningtn
tipo de sefial de exportacién. Tampoco se encontraron regiones de transmembrana. Por
lo que se concluye que la P11 seria una proteina soluble de citoplasma.

Las razones fisioldgicas por las cuales las proteinas P11 y P16.2 presentan un punto
isoeléctrico elevado podrian ser que esto permitiria una mejor selectividad de sus

sustratos, o bien, que facilitaria la interaccion de las rodanasas con otra proteina.

Tabla 8. Caracteristicas generales de rodanasas presentes en algunos microorganismos.

Microorganismo Codigo Tamafic Masa pl
Acidothermus cellulolyticus Q2E0QA9 279 31,7 544
Actinobacillus pleuropneumoniae Q8T893 108 124 4,54
Coxiella burnetif Q83DV5 107 124 575
Photobacterium profundum QELVTO 110 124 422
Photobacterium sp. SKA34 Q2BYD2 108 12,2 4,29
Picrophilus torridus Q6L0G6E 153 17,9 8,29
Methanobacterium thermoautotrophicum 026719 288 322 452
Mycobacterium bovis Q7TWTS 297 334 494
Synechococcus PCC 7942 P27477 320 351 940
Vibrio alginolyticus Q1ves0 108 11,8 4,48

Un segundo grupo de proteinas presenta valores de pl entre 4,75 y 6,49. En ninguna

de estas proteinas se encontr6 regiones de transmembrana o sefiales de exportacion.
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Se puede decir que, las proteinas P11, P14, P14.3, P15, P16.2 y P28 se encontrarian

solubles en el citoplasma de A. ferrooxidans.

Caracteristicas de las proteinas con dominio de la familia Rodanasa presentes en A.

Sferrooxidans ATCC23270

Con el fin de caracterizar las rodanasas codificadas en el genoma de A. ferrooxidans,
se realizé el alineamiento de las secuencias deducidas de las proteinas con dominio
rodanasa de A. ferrooxidans ATCC23270 con proteinas representativas de la
superfamilia Rodanasa y fosfatasa tipo CDC25, cuya estructura tridimensional o
caracteristicas bioquimicas fueran conocidas. Se determin6 la presencia de los dominios
estructurales CH2A, CH2B (Figura 10) y el sitio catalitico (Fauman y col., 1998).

En la Figura 10 se puede ver que los alineamientos presentan tres bloques
conservados. El primer bloque del lado N- terminal corresponde al motivo estructural
conservado CH2A. En el bloque central se encuentra el sitio catalitico, una estructura en
forma de pinza integrada por una hélice alfa, un lazo y una lamina beta. En €l se puede
apreciar la presencia del residuo de cisteina que seria responsable de la catalisis
enzimatica, y el tercer bloque corresponde al motivo estructural conservado CH2B.

Otros residuos relevantes en la familia de proteinas rodanasa (Bordo y col., 2000b),
como los residuos de Asp9 y Argll (numeracion de la GlpE, Figura 10) se encuentran
conservados en las proteinas de 4. ferrooxidans. Estos residuos estarian implicados en la
estabilizacién del dominio rodanasa (Luo y col., 1994; Spallarossa y col., 2001).

Otra fuente de informacion para la identificacién de las proteinas de la familia

rodanasa es la comparacién de las estructuras secundarias, la cual permite determinar la
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conservacion de estas estructuras en las proteinas. Mediante herramientas de prediccion
de la estructura secundaria de secuencias polipeptidicas, se predijo las estructuras de las
regiones cataliticas de las rodanasas putativas de 4. ferrooxidans, asi como de proteinas
representativas con dominio rodanasa (Figura 11).
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Figura 10. Alineamiento de las proteinas putativas con dominio rodanasa presentes en A.
Jerrooxidans ATCC23270 con proteinas representativas de la superfamilia rodanasa
fosfatasa CDC25. P11, P14, P14.3, P15, P16, P16.2, P21 y P28 corresponden a las
secuencias aminoacidicas deducidas de las proteinas con dominio rodanasa de A.
Jferrooxidans ATCC23270; GIpE, TST de E. coli; SseA, MST de E. coli; YbbB, seleno
transferasa de E. coli; Thil, dominio rodanasa de la proteina Thil de E. coli; RhdA,
dominio activo de la TST de A. vinelandii; Sud, polisulfuro: azufre transferasa de W.
succinogenes; Tst, dominio catalitico de la TST de B. taurus; MOCS3 dominio rodanasa
de MOCS3 de H. sapiens; CDC25B, fosfatasa tipo CDC25 de H. sapiens. CH2A y
CH2B indican la ubicacion de los correspondientes motivos estructurales conservados.
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Figura 11. Comparacion de la estructura secundaria de las proteinas putativas con
dominio rodanasa de A. ferrooxidans con proteinas representativas de la superfamilia
Rodanasa/Fosfatasa tipo CDC25. En azul, hélices alfa; en rojo, lamina beta; en naranja,
el lazo; en negro los residuos sin estructura secundaria definida. P11, P14, P14 3, P15,
P16, P16.2, P21 y P28 corresponden a las secuencias aminoacidicas deducidas de las
proteinas con dominio rodanasa de 4. ferrooxidans ATCC23270; GIpE, TST de E. coli;
SseA, MST de E. coli; YbbB, seleno transferasa de £. coli; Thil, dominio rodanasa de la
proteina Thil de E. coli; RhdA, dominio activo de la TST de A. vinelandii; Sud,
polisulfuro: azufre transferasa de W. succinogenes; Tst, dominio catalitico de 1a TST de
B. taurus, MOCS3 dominio rodanasa de MOCS3 de H. sapiens, CDC25B, fosfatasa tipo
CDC25 de H. sapiens. # indica la cisteina activa del sitio catalitico.

Asimismo, se realiz la comparacion de las secuencias de los sitios cataliticos
teniendo en consideracion las propiedades fisicoquimicas de los residuos aminoacidicos

(Figura 12). La idea fue obtener informacion que permitiera determinar la posible

actividad enzimatica de las proteinas putativas con dominio rodanasa de A. ferrooxidans.
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Las estructuras secundarias de la regién catalitica de las proteinas de A. ferrooxidans
se encuentran conservadas en relacidn a las proteinas representativas aunque la
estructura secundaria de la regién N-terminal inmediatamente préxima a la Cys del sitio
catalitico de la P16.2 no pudo ser predicha correctamente por las herramientas
informaticas utilizadas. Esta seccion es atipica, ya que consta de 5 Leu seguidas en el
lado N-terminal de la Cys activa.

En términos generales, la estructura del sitio catalitico en forma de pinza de la region
catalitica estaria formada por una lamina beta de entre 4 y 7 residuos hacia el lado amino
de la Cys catalitica. El lazo, que definirfa el tipo de sustrato que se une a la proteina,
tiene un largo que oscila entre 4 y 7 residuos, pero es comun una extension de 5
residuos. La hélice alfa, hacia el C-terminal del lazo, posee una extensién uniforme en
las rodanasas de 4. ferrooxidans de mas o menos 9 residuos.

La estructura secundaria consenso, prevista para la region que comprende el sitio
activo se encuentra conservada en las rodanasas putativas de A. ferrooxidans, aunque la
estructura secundaria de la region inmediatamente proxima a la Cys del sitio catalitico
de la P16.2, como ya se menciond, no pudo ser predicha por esta técnica.

Aun cuando la secuencias de proteinas no estin muy conservadas entre las
rodanasas, la prediccion de la estructura secundaria ayudé a corroborar la presencia, la

localizacion y extension de los dominios estructurales conservados.
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Figura 12. Comparacién de la regién catalitica de acuerdo con las propiedades de los
residuos de amino4cidos. En A, los residuos hidrofobicos (ALIVMW) se representan en
rojo v los hidrofilicos (DEKNQRST) en azul. En la seccién B, los residuos con carga
positiva (KRH) estan en azul, los de carga negativa (DE) en rosado, los arométicos
(F®W) en verde y los hidroxilo (STH) en amarillo. P11, P14, P14.3, P15, P16, P16.2,
P21 y P28RHOD corresponden a las secuencias deducidas de las proteinas con dominio
rodanasa de A. ferrooxidans ATCC23270; GlpE, TST de £. coli; SseA, MST de E. coli;
YbbB, seleno transferasa de E. coli; Thil, dominio rodanasa de la proteina Thil de E.
coli; RhdA, dominio activo de la TST de 4. vinelandii; Sud, polisulfuro: azufre
transferasa de W. succinogenes; TST, dominio catalitico de la TST de B. faurus,
MOCS3 dominio rodanasa de MOCS3 de H. sapiens; CDC25B, fosfatasa tipo CDC25
de H. sapiens. # indica la cisteina activa del sitio catalitico.
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Analisis de los sitios cataliticos y prediccion de la actividad enzimética de las

rodanasas de A. ferrooxidans ATCC23270

Caracteristicas generales del sitio activo de las rodanasas de A. ferrooxidans

ATCC23270

Un segmento de aproximadamente 4 residuos del lado amino de la Cys activa de las
rodanasas de 4. ferrooxidans, en general estd formado por residuos hidrofobicos (Figura
12A). Esta seccion corresponderia a una lamina beta, que se localiza en el eje central de
la proteina y al cual se encuentra unido el lazo del sitio catalitico. En el lazo, se
encuentran residuos hidrofilicos, lo que indica que esta seccién se encontraria expuesta
en la superficie de la proteina, permitiendo la interaccién del sitio activo con los
sustratos.

Las proteinas P14, P15 y P16.2 poseen un aminoécido cargado en el lado carboxilo
de la Cys catalitica (Cys+1). En la posicion Cys+2 se encuentra un residuo aromatico,
Thr o una Ser (excepto las proteinas P21 y P28). En Cys+3 se encuentra una Gly, la cual
se encuentra conservada en la mayoria de las rodanasas y tendria una funcién
estructural. En el extremo distal del lazo de las proteinas P14, P14.3, P15 y P16.2 se
encuentra un residuo de Arg (posicién Cys+5).

Los estudios de la estructura tridimensional indican que el lazo del sitio catalitico
adopta la forma de una U (Bordo y col., 2000a; Bordo y col., 2000b; Spallarossa y col.,
2004). Se puede pensar que eventualmente la Arg queda en una posicion cercana a la

Cys activa, y podria participar en la polarizaciéon del enlace del dtomo de azufre del
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sustrato dador o bien, ocultaria la carga negativa de la Cys persulfurada y permitiria de
esta forma la unién del segundo sustrato, el aceptor del azufre.

Las proteinas P11, P14 y P28 presentan una Tyr en la posicion Cys-1. Este residuo
se encontrd en posiciones similares de los dominios rodanasa inactivos de la SseA de E.
coli y la TST de bovino (Bordo y Bork, 2002). Sin embargo, la evidencia estructural
indica que el residuo localizado en Cys-1 no tiene participacion en la actividad
enzimatica dado que no quedaria expuesto en la superficie de la proteina (Bordo y col.,
2000a; Bordo y col., 2000b; Spallarossa y col., 2001; Lin y col., 2004; Spallarossa y

col., 2004).
Determinantes de la actividad enzimatica de las rodanasas

Se realizo el andlisis de la secuencia de la regién catalitica de las rodanasas de A.
ferrooxidans y se las comparé con otras proteinas bioquimicamente caracterizadas a fin
de predecir su actividad enzimatica. A pesar de la amplia distribucion de las rodanasas,
s6lo han quedado establecidas dos categorias funcionales, en las que se pueden agrupar
en términos de actividad catalitica. Debido a su mejor comprensién, la prediccion de la
actividad enzimética se limita a las actividades mercaptopiruvato: azufre transferasa y
tiosulfato: azufre transferasa. Aunque existen otras actividades enzimdticas, se
desconocen las bases de la seleccién del sustrato.

El analisis de la estructura tridimensional del sitio catalitico de las rodanasas muestra
que estd rodeado por un fuerte campo eléctrico de carga positiva debido a la
organizacion de los residuos del lazo (Figura 13) y los grupos cargados positivamente.

Los seis grupos amino de las cadenas principales de los residuos, apuntan hacia el centro
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catalitico, proveyendo el espacio y la carga electrostdtica necesaria para unir un anién
(Figura 13; Bordo y col., 2000b). Por lo tanto, la contribucion de las cadenas laterales a
la carga electroestatica del sitio activo no es muy relevante, como lo sugiere la
variabilidad de los residuos presentes en el lazo del sitio catalitico (Figura 10). Sin
embargo, su participacién es muy importante en la seleccion y direccionamiento del

sustrato de la enzima.

Figura 13. Estructura del sitio catalitico de la rodanasa GlIpE de E. coli. Se muestra la
estructura secundaria de los residuos que flanquean el lazo donde se localiza la cisteina
activa. Carbono, negro; nitrégeno, azul; oxigeno, rojo y azufre, amarillo.

Los analisis mediante mutaciones puntuales demostraron que la presencia de un
residuo hidrofébico no afecté la unidn del mercaptopiruvato pero si la unién del

tiosulfato. Por el contrario, la presencia de un residuo cargado positivamente incrementd

la afinidad por el tiosulfato (Colnaghi y col., 2001).
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Otros estudios con mutantes indican que los residuos en la posicién Cys+1 y Cys+2
son criticos para la determinacion de la actividad TST o MST de las rodanasas. El
reemplazo de un residuo positivo en la posicion Cys+2 (Lys) en la TST de bovino por
Ser, disminuyo la actividad TST de la proteina estudiada (Nagahara y col., 1995). En
lugar de Lys en la posicion Cys+2, en las MST se encuentra una Ser. El resultado de la
sustitucion de Lys sugiriere que la interaccion electrostatica entre la carga negativa del
atomo de oxigeno del tiosulfato y la positiva de Lys podria ser importante en la
transferencia del 4tomo de azufre del tiosulfato para formar el intermediario
persulfurado (Nagahara y col., 1995).

En las enzimas con actividad TST se observd que en general, en el lazo del sitio
catalitico se encuentran dos residuos polares y cargados positivamente (Spallarossa y
col., 2001). Por el contrario, en el lazo de las proteinas con actividad MST no se
encontrarian residuos cargados (Bordo y Bork, 2002). Del estudio de las proteinas
caracterizadas, se sugiere los patrones C-R-x-G-[R/T] y C-G-[S/T]-G-V-T para
identificar a las proteinas con actividad TSTs y MSTs, respectivamente (Bordo y Bork,
2002; Spallarossa y col., 2004). Aunque, es una buena base para evaluar la posible
actividad enzimadtica, también existen excepciones como la GIpE de E. coli y la RhdA de
A. vinelandii, las cuales no se ajustan al patron descrito para las proteinas con actividad
TST.

Por otra parte, mediante estudios comparativos entre las rodanasas, se ha visto que ¢l
largo del lazo del sitio catalitico permitiria diferenciar entre las proteinas capaces de unir

moléculas de azufre o selenio (lazo de 6 residuos) de aquellas que unen fosforo o
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arsénico (lazo de 7 residuos) (Bordo y Bork, 2002). La prediccion de la estructura
secundaria del sitio catalitico muestra que todas las rodanasas de A4. ferrooxidans
presentan un lazo corto del tipo esperado para las azufre (o seleno) transferasas (Figura

11).

Proteinas tipo mercaptopiruvato: azufre transferasa de A. ferrooxidans

ATCC23270

La proteina P14.3 presenta residuos similares a los reportados para las MSTs. Los
primeros cuatro residuos del lazo (CGSG) de la P14.3 son idénticos a los de la SseA de
E. coli. En la posicion Cys+4 se encuentra una Asn, seguida de una Arg. Como la Asn
posee una cadena lateral polar, capaz de interactuar con una molécula polar o cargada,
mientras que la Arg es un residuo polar y cargado positivamente, que se encuentra
conservado en otras rodanasas de A. ferrooxidans y de otros microorganismos. Por lo
que resulta dificil definir, mediante el andlisis de su secuencia, si tiene un papel
funcional en la catalisis o mas bien estructural. Sin embargo, las caracteristicas
presentadas por la P14.3 la acercan mucho més a una enzima con actividad MST.

La proteina P16 presenta algunas caracteristicas similares a la P14.3. Sin embargo, la
P16 posee una Ala en lugar de la Gly en la posiciéon Cys+1, un residuo igualmente
pequefio, posee un grupo metilo que proporciona el caracter hidrofobico, similar al de la
Gly de la P14.3. En la posicion Cys+4 se encuentra una Met, la cual puede considerarse
equivalente a un residuo alifatico como la Val de la SseA, ya que el azufre de la Met es

muy poco reactivo e hidrofobico. En resumen, las caracteristicas del sitio activo de la
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P16 la hacen mas parecida a la SseA que la P14.3. Se puede esperar, entonces, que la

P16 presente actividad MST.
Proteinas tipo tiosulfato: azufre transferasa de A. ferrooxidans ATCC12270

Las proteinas P15 y P16.2 poseen un residuo positivo en la posicién Cys+1 como en
la rodanasa TST de bovino.

Las proteinas P15 y P16.2 presentan caracteristicas de proteinas con actividad TST,
ya que ambas poseen un residuo cargado positivamente en la posiciéon Cys+1, lo cual
puede considerarse un requisito fundamental para la actividad TST (Bordo y Bork,
2002). Seguidamente, se encuentran residuos pequefios o hidrofébicos, Ser (P15) y Thr
(P16.2). La principal diferencia se encuentra en la posicion Cys+4. En la P15 se
encuentra una His, mientras que en la P16.2 se encuentra una Gly. Aunque, esto no
afectaria la posibilidad de que ambas se desempefien como tiosulfato: azufre
transferasas.

Por su parte, la proteina P28 no se ajusta al patrén esperado para las TST. Sin
embargo, presenta un sitio catalitico casi idéntico al de la GIpE de E. coli, una TST bien
estudiada (Ray y col., 2000; Spallarossa y col., 2001). Esto permite suponer que la
proteina de A. ferrooxidans tiene actividad TST. Ademas, se puede pensar que ambas

proteinas utilizan el mismo sustrato in vivo.
Proteinas de A. ferrooxidans ATCC23270 de tipo desconocido

La proteina P11 posee en la posicion Cys+1 un residuo alifatico hidrofobico (Leu)

que podria participar en el reconocimiento de un sustrato apolar. Aunque, hasta el
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momento no se han caracterizado proteinas con una Leu en dicha posicién, otras
proteinas como la GIpE y la SseA de E. coli también presentan un residuo apolar en la
misma posicion relativa. Seguidamente se encuentra una Ser, que acerca la P11 a la
proteina SseA. Posteriormente, se encuentran dos residuos de Gly, el primero de ellos en
posicion Cys+3, es un elemento estructural conservado en el lazo catalitico de las
rodanasas. Aunque la Gly no es un residuo de gran tamafio, se encuentra entre los mds
apolares. Finalmente, en la posicién Cys+5 se encuentra una Arg que aporta una carga
positiva y polaridad.

El lazo del sitio activo de la P11 no presenta residuos con cadenas laterales cargadas
en las posiciones Cys+1 o Cys+2, por lo que la posibilidad que presente actividad TST
es baja. Por otro lado, la P11 tampoco se ajusta bien al patrén de residuos presentes en
las proteinas con actividad MST.

La P14 posee un sitio activo con un residuo de Asp (Cys+l1, polar y cargado
negativamente) seguido de una Ser, un aminoécido pequefio y capaz de formar puentes
de hidrégeno. Posteriormente se encuentra una Gly, un componente conservado del sitio
activo con una funcién principalmente estructural. Luego, estd una Thr (un residuo
pequefio y levemente polar). En la posicion Cys+5 se encuentra una Arg, polar y cargada
positivamente.

Las caracteristicas que se destacan del sitio catalitico de la P14 serfan la polaridad
(Asp, Ser, Thr y Arg) y la carga negativa (Asp, en Cys+1). Posiblemente, los residuos de
Asp y de Arg queden en una posicion frente a frente, dada la estructura que se observa

en los sitios activos conocidos. Esto podria implicar una participacién conjunta en la
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formacion del enlace sulfano en la Cys activa, como ocurre en la Thil de E. coli
(Palenchar y col., 2000). La proteina P14 tiene alguna semejanza, en su sitio catalitico,
con la Thil de E. coli y con CDC25B por el residuo de carga negativa en la posicion
Cystl1. En el caso de Thil, también posee un residuo de Arg en la posicién Cys+2 que
compensaria, de esta forma, la carga negativa del residuo de Glu. Ademas, la CDC25B
posee otro Glu en la posicion Cys+5. De este modod, la P14 no presenta caracteristicas
que permitan agruparla entre las MSTs o las TSTs.

La proteina P21 presenta un sitio catalitico poco comun, en Cys+1 se encuentra una
Pro, cuyas propiedades mds destacables son su hidrofobicidad y rigidez estructural.
Seguidamente se encuentra una Thr, un residuo polar pequefio. Considerando que la P21
se encontraria en un ambiente 4cido (pH~2), el oxigeno de la cadena lateral de la Thr se
encontraria desprotonado, aportando carga negativa al sitio catalitico. En la posicién
Cyst3 se encuentra la Gly conservada, seguida de una Gln, un residuo polar, y
finalmente se encuentra una Leu, un residuo alifatico apolar. En conjunto, se puede
pensar que el sitio catalitico presenta residuos apolares y polares de manera alternada. A
partir de la informacién obtenida en base a la secuencia aminoacidica y el hecho que se
encuentra en un ambiente 4cido, se puede pensar que no se trata de una proteina con
actividad TST o MST.

Finalmente, hay que destacar la conservacion de los residuos en las rodanasas de A.
Jerrooxidans del lado carboxilo de la Cys hasta una distancia de 11 residuos a partir del
sitio activo (Figura 12). Se puede deducir el siguiente patron conservado C-x-[S/T]-G-x-

R-5-x (2)-A-A. En la posicion Cys+2 se encontraria un residuo hidrofilico, mientras que
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en la posicion Cys+5 se encuentra, generalmente un residuo con carga positiva. Por lo
que resulta en un interesante grupo de proteinas relacionadas entre si. Entonces, las
variaciones estarian vinculadas a la actividad enzimatica, como la seleccion del sustrato,

y finalmente con el rol de la proteina en la fisiologia celular de 4. ferrooxidans.
Conclusién

Se comparé la estructura secundaria predicha de las proteinas putativas de A.
Jerrooxidans en la regioén correspondiente al sitio catalitico. De esta manera, se
comprob$ que las proteinas estudiadas presentarian una organizacién de la estructura
secundaria similar al de las proteinas de la superfamilia Rodanasa Fosfatasa tipo CDC25
(Figura 11).

Los resultados de los andlisis informaticos indican que las proteinas putativas
estudiadas de A. ferrooxidans presentan un dominio rodanasa. La comparacion de las
secuencias de proteinas de las rodanasas de A. ferrooxidans mostré que las proteinas son
muy similares entre si y que, ademés, presentan secciones conservadas con otras
rodanasas. Esto, se confirmé mediante la comparacién de la estructura secundaria que
revel6 la presencia de los motivos estructurales conservados en las proteinas de A.
Jerrooxidans.

En lo que se refiere a la deduccion de la actividad catalitica de las proteinas
estudiadas se determind que algunas de ellas presentan un sitio catalitico similar al de las
TST, (P15, P16.2 y P28) mientras que la P14.3 y la P16 presentan rasgos de enzimas
MST. Sin embargo no se pudo predecir, en base a la comparacién de las propiedades del

sitio catalitico, la posible actividad enzimética de las proteinas P11, P14 y P21.
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Entorno genético de los genes que codifican rodanasas en A. ferrooxidans

ATCC23270

Como resultado de las busquedas realizadas en el genoma de A. ferrooxidans se
identificaron seis nuevos genes putativos que codificarian para proteinas con dominios
rodanasas, ademas de p2/, pl6 y pl4 (Figura 14). El analisis realizado al entorno de los
genes putativos muestra que, solamente, p/6.2 no formaria parte de un operén (Figura
14). Los restantes genes formarian parte de posibles unidades transcripcionales de, por
lo menos, dos genes.

Rio arriba del gen p// (Figura 14) se encuentra el gen moaA que codificaria para la
proteina MoaA que participa en la biosintesis del cofactor de molibdeno. Rio abajo del
gen pl1 se encuentran sird, hypl, hdrC, hdrB y hdrA. Estos siete genes podrian formar

parte de una unidad transcripcional.
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Figura 14. Entorno de los genes putativos que codifican proteinas con dominios
rodanasa presentes en el genoma de 4. ferrooxidans ATCC23270. Acosta y col. (2005)
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Se sabe que el precursor Z es sintetizado por las proteinas MoaA y MoaC
(Hanzelmann y Schindelin, 2004). Por su parte, la molibdopterina forma parte de los
sitios cataliticos de numerosas enzimas con actividad Oxido-reductora como Ia
polisulfuro reductasa y la sulfito oxidasa. Aunque, no existe evidencia de una
interaccién directa entre la proteina MoaA y una rodanasa, estas ultimas pueden
participar como dadores de atomos de azufre en la biosintesis de molibdopterina
(Matthies y col., 2004).

El gen sird codifica para un miembro de la familia de proteinas SirA, que consiste
en los reguladores de la respuesta en los sistemas de dos componentes. Los sistemas de
dos componentes constan de una proteina quinasa sensora, usualmente localizada en la
membrana, la cual fosforila al regulador de la respuesta (generalmente un regulador
transcripcional) que, en este caso, seria la proteina SirA. Los genes que codifican para
sistemas de dos componentes no siempre se encuentran en el mismo locus por lo que
resulta complejo determinar la contraparte de cada componente localizado. Ademas, no
es infrecuente que un componente pueda interactuar con otros no directamente
relacionados (Pernestig y col., 2001; Oshima y col., 2002; Teplitski y col., 2003; Zhou y
col., 2003).

Por su parte, el gen hyp! codifica para una proteina conservada de funcion
desconocida relacionada con DstE de 4. vinosum. La DsrE es una proteina soluble
localizada en el citoplasma, forma parte de un complejo de proteinas involucrado en la

oxidacién del azufre (Dahl y col., 2005). La funcion exacta de DsrE es desconocida,
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pero se cree que participa en la oxido-reducciéon de tioles o disulfuros (Fomenko y
Gladyshev, 2002).

Los genes hdrC, hdrB y hdrA codifican para las subunidades C, B y A de la
heterodisulfuro reductasa (Schifer y col., 1999). Aunque, estas proteina se encuentran
caracterizadas en arqueas metanogénicas, algunos componentes forman parte de otros
sistemas de oxido-reduccion con el objetivo de obtener energia. En este caso, la proteina
DstK, que forma parte del sistema desasimilarotio de oxidacion del azufre en A.
vinosum, es una fusioén de las proteinas HdrB y HdrC (Pott y Dahl, 1998; Dahl y col.,
2005).

Resumiendo, los productos génicos de hypl, hdrA, hdrB y hdrC podrian estar
involucrados en la oxidacién del azufre, lo cual se encuentra apoyado por la evidencia
bibliografica (Pott y Dahl, 1998; Schifer y col, 1999; Fomenko y Gladyshev, 2002; Dahl
y col., 2005). Ademds, esto se apoya en que los genes del operén P11 se expresan al
crecer A. ferrooxidans en presencia de compuestos reducidos de azufre (Acosta y col.,
2005). En este contexto, la posible funcién de SirA puede ser la de actuar como
regulador de la expresion de otros genes implicados en la oxidacion de los compuestos
de azufre.

El gen pl4 formaria una pequefia unidad transcripcional con el gen Ayp2. El
producto del gen p/4 muestra un alta similitud a la polisulfuro: azufre transferasa de W.
succinogenes. Sin embargo, la semejanza no se extiende al sitio catalitico de la P14.

Rio arriba y en la misma direccién del gen pl4, se encuentra un gen hipotético

(hyp2) cuyo producto génico estd involucrado en la adhesion a la célula huésped en otros
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microorganismos. No se conoce qué funcién podria tener esta proteina en
microorganismos de vida libre. No se puede establecer una vinculacion funcional entre
las proteinas codificadas por los genes p/4 € hyp2.

A pesar que el gen pl4.3 se encuentra muy cerca de p2/, los experimentos para
determinar la extension del oper6n demostraron que la p/4.3 no se expresa con el operon
del gen p21 en las condiciones estudiadas (Acosta y col., 2005).

Rio arriba del gen pl5 (Figura 14) se encuentra el gen imp2, que codifica para una
proteina de membrana interna desconocida que también presenta una posible sefial de
exportacién tipo Tat. Rio abajo, estd el gen speE que codifica para la espermidina
sintasa. La espermidina es una poliamina que puede influir en la sintesis de DNA, RNA,
proteinas y en la formacién de biopeliculas (Tabor y Tabor, 1985; Igarashi y Kashiwagi,
2000; Yoshida y col., 2004; Patel y col., 2006). En la misma orientacion y rio abajo se
encuentra el gen bro que codifica para una proteina de la familia BRO, la cual esta
integrada por proteinas de unién al DNA (Bideshi y col, 2003). La informacién que
disponemos no permite determinar si algunos de los productos génicos del operon P15
interactiian entre si, o bien actan independientemente en vias metabdlicas diferentes.

El gen pl6 podria formar parte de una unidad transcripcional que constaria de 9
genes. Rio abajo del gen pl6 (Figura 14) se encuentran los genes grx, que codificaria
para una glutaredoxina, thi, que codificaria una tioredoxina (Holmgren, 1989), amiC,
para una N-acetilmuranoil-L-alanina amidasa (Bernhardt y De Boer, 2003) y finalmente
imp3, para una proteina integral de membrana semejante a una hemolisina tipo 3 (Baida

y Kuzmin, 1995). Inmediatamente rio arriba del gen p/6 y en la misma orientacion, se
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encuentra el gen arsR, que codifica para una proteina miembro de la familia ArsR, el
represor del sistema de resistencia al arsénico. Esta proteina se disocia del DNA en
presencia del metal permitiendo la expresién de los genes que regula (San Francisco y
col., 1990). También, rio arriba del gen pl6 se encuentran los genes t0lC, que codifica
para un componente de la membrana externa de una bomba de eflujo, mientras que acr4
y acrB, codificarian para los componentes de una bomba de eflujo de cationes o drogas
y que serviria como un sistema de defensa contra estos agentes en bacterias Gram-
negativas (Andersen, 2003). Seguidamente, se encuentra el gen Ayp3, que codificaria
para una proteina hipotética conservada de funcidon desconocida. Ademas, la proteina
Hyp3 presentaria una sefial de exportacion tipo Sec.

Los genes que se encuentran en el contexto del gen p/6, sugieren que las proteinas
que codifican podrian formar parte de un sistema de defensa contra condiciones de
estrés, posiblemente oxidativo, o bien, participar en la homeostasis 0xido-reductora de la
célula, tal como se ha reportado para una proteina MST (Nagahara y col., 2007).

El contexto gendémico del gen pl6.2 (Figura 14) muestra que este no forma parte de
ninguin operdn, ya que no se encuentra ningin gen en la misma orientacion. Por lo tanto,
no se puede deducir el posible contexto fisioldgico para la enzima.

El gen p2! se encuentra rio abajo de los genes doxDA, modA, hyp4 y tehA (Figura
14). Varios de los genes del operén p2/ estarian relacionados al metabolismo
desasimilatorio del azufre (Ramirez y col., 2002; Ramirez y col., 2004). Rio abajo del
gen p21 se encuentra el gen pl4.3, que codifica para una de las proteinas con dominio

rodanasa. Rio arriba del gen p2I orientados en la misma direccién se encuentran los
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genes fehA, que codifica para un transportador de C4-dicarboxilatos (Janausch y col.,
2002), posteriormente se encuentra syp4, que codifica para una proteina hipotética de
funcion desconocida, seguidamente el gen modd4, que codifica para un componente
periplasmico de un sistema de transporte tipo ABC cuyo sustrato, posiblemente, es
molibdeno y finalmente, el gen doxDA codifica una fusién de las proteinas DoxD y
DoxA. La proteinas DoxD y DoxA conformarian una quinol oxidasa terminal similar a
la que se encuentra en el citoplasma de 4. ambivalens (Miiller y col., 2004).
Posiblemente, ¢l gen p/4.3 no forma parte de una unidad transcripcional junto al gen
p21, debido a que hasta el momento, no se ha podido comprobar su coexpresion, como
es el caso de los otros componentes del supuesto operén (Acosta y col., 2005). La
informacién que disponemos respecto de los productos génicos del operén P21 permite
especular que algunos de ellos pudieran participar en el metabolismo desasimilatorio del
azufre, como las proteinas DoxDA y P21.

El gen p28, se encuentra al final de un posible operén (Figura 14) que estaria
involucrado en la fijacion de nitrégeno, donde se encuentra el gen hesB, que se expresa
s6lo en condiciones de fijacion de nitrogeno aunque, su funcidén es desconocida
(Dombrecht y col., 2002). Los genes nifU y nifS codificarian las proteinas NifU y Nif§,
requeridas para la formacion de la holoenzima nitrogenasa en A. vinelandii
(Yuvaniyama y col., 2000; Frazzon y col., 2002). NifS es una cisteina desulfurasa que
aporta los atomos de azufre requeridos para la formacion del grupo Fe-S de la
nitrogenasa. Por su parte, NifU complementa el trabajo de NifS aportado los dtomos de

Fe y sirviendo como andamio para la formacion del grupo Fe-S de la nitrogenasa
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(Yuvaniyama y col., 2000). Seguidamente, se encuentra el gen leud, que codifica una
proteina relacionada con el transporte de aminoécidos y su metabolismo (Evans y col.,
1991), cysE, que codifica serina acetiltransferasa; nifW, codifica para una proteina
accesoria de la nitrogenasa. Finalmente, el gen Ayp5 que codifica para una proteina
hipotética que posee dominios McbC. La proteina McbC forma parte del complejo
enzimatico microcina B17 sintasa de E. coli. Especificamente, estd encargada de ciclar
la cadena polipeptidica de la premicrocina B17 (Liu, 1994; Li y col., 1996). El dominio
McbC estd emparentado con proteinas 6xido reductoras como la nitrato reductasa
(Kobori y col., 2001). El contexto gendémico apunta a que hypS codificaria para una
proteina relacionada con la oxidacion o reduccién de compuestos nitrogenados en lugar
de la biosintesis de polipéptidos tipo microcina.

El contexto gendémico del gen p28 sugiere su participacion en la biosintesis 0
reparacion de grupos Fe-S (Pagani y col., 1984). La bacteria A. ferrooxidans es capaz de
fijar nitrogeno (Mackintosh, 1978). Ademas, en un trabajo tedrico basado en el analisis
del genoma de A. ferrooxidans resultd en un posible modelo de regulacion de la
asimilacién del azufre, su conexioén con la fijacion del nitrégeno, y la formacion de
grupos Fe-S (Valdes y col., 2003). Los autores del modelo encontraron tres operones
involucrados en la fijacion del nitrégeno. Uno de ellos corresponde al contexto del gen
p28, aunque Valdes y col. (2003) no lo identifican como un gen que codifica para una

rodanasa.
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Deteccién y comparacioén de los contextos genéticos conservados

Se obtienen diferentes tipos de informacién mediante la comparacion de los genomas
de los procariotas que se pueden utilizar para dilucidar la funcion de proteinas no
caracterizadas. Primero, las fusiones de dominios desconocidos (o genes) con dominios
(o genes) funcionalmente caracterizados, ubican la funcién del dominio (o gen)
desconocido en un proceso similar al del dominio conocido. Segundo, el agrupamiento
de genes en operones, usualmente implica una expresién genética coordinada y los
contextos genéticos conservados son una fuerte indicaciéon de interaccion funcional,

especialmente, a través de interacciones fisicas de los productos génicos.
Comparacion del contexto genético del gen pi1

Se encontrd que Aquifex aeolicus, una bacteria hipertermdfila que oxida azufre
(Deckert y col., 1998; Urich y col., 2004) y dos arqueas, Sulfolobus solfataricus, que
posee elementos genéticos que harian posible el uso de compuestos reducidos de azufre
como dadores de electrones (She y col, 2001; Miiller y col., 2004) y Sulfolobus tokodaii,
que oxida compuestos reducidos de azufre (Kawarabayasi y col., 2001) poseen contextos
gendmicos similares al operdn putativo P11 de 4. ferrooxidans (Figura 15).

La comparacién del operon P11 agrupa a los productos génicos hypl, hdrC, hdrB 'y
hdrA como un posible grupo funcional involucrado en la oxidacién de compuestos de
azufre. Asimismo, el producto de sird seria un elemento importante, que podria
controlar la expresion de otros componentes relacionados al sistema de oxidacion de los

compuestos reducidos de azufre.
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Figura 15. Comparacién de los contextos gendmicos similares al operén putativo P11 de
A. ferrooxidans. El patron de relleno indica genes homoélogos, mientras que los sin
relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en el contexto genémico
comparado.

Los productos de los genes moad y pll no parecen estar directamente involucrados
en el metabolismo energético. Sin embargo, podrian participar en la formacion de

cofactores imprescindibles para las enzimas involucradas en llevar adelante la oxidacion

de los compuestos de azufre.
Comparacion del contexto genético del gen pI16

La busqueda de contextos genémicos similares al operén putativo P16 de A.
ferrooxidans dié por resultado tres contextos similares localizados en los genomas de
Thiobacillus denitrificans y en Dechloromonas aromatica (Figura 16).

Los contextos de A. ferrooxidans y T. denitrificans son casi idénticos, mientras que
en D. aromatica se encuentran dos conjuntos de genes localizados en diferentes regiones

del genoma.
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Figura 16. Comparacién de contextos gendmicos similares al operén putativo P16 de 4.
ferrooxidans. El patrén de relleno similar sefiala genes homologos, mientras los sin
relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en los contextos
gendmicos.

Llama la atencién la presencia de un gen que codifica para un regulador
transcripcional tipo ArsR. Los genes, bajo el control de ArsR, serian los tipos p16 y grx.
Usualmente, los reguladores tipo ArsR se encuentran codificados inmediatamente rio
arriba del operdn cuya expresion regulan (Rensing, 2005). En esencia un regulador tipo
ArsR se encuentra unido al DNA bloqueando la expresion de los genes de respuesta al
estrés. Cuando el ligando se une al represor, este se separa del DNA permitiendo la
transcripcion de los genes. Generalmente, actian como ligandos de ArsR iones
metalicos cuya concentracién intracelular sea potencialmente peligrosa para el equilibrio
oxidoreductor del citoplasma.

El analisis de la secuencia de la proteina P16 indica que se trataria de una enzima
con actividad MST, mientras que Grx seria una glutaredoxina. Se ha visto que ambos
tipos de proteinas podrian participar en el mantenimiento de la homeostasis
oxidoreductora de la célula (Nagahara y col., 2007).

Del mismo modo, algunos sistemas de transporte se activan como respuesta a

condiciones de estrés por agentes dafiinos para la célula. Uno de estos sistemas es el
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RND (Resistencia-Nodulacién-Division celular) del cual for,

AcrAB (Saier y col, 1994). El sistema Acr responde a diversos ¢»

solventes orgéanicos, detergentes, colorantes, antibidticos lipofily

Nikaido, 1999) e incluso metales pesados (Gupta y col., 1999). La \

AcrAB también comprende un ortdlogo de TolC en la membrana extern:

con el complejo de membrana interna (Tikhonova y Zgurskaya, 2004). i
AcrAB-TolC tiene la capacidad de exportar directamente una molécula
citoplasma hasta el espacio extracelular (Zgurskaya y Nikaido, 1999). Usualmen
genes que codifican los componentes de la membrana interna como de la extern:
encuentran en un mismo operén (Andersen y col., 2001).

Un tercer elemento, posiblemente involucrado en la respuesta al estrés es el producto
del gen hyp3, que consiste en un polipéptido de 7 kDa aproximadamente y que posee,
ademas una sefial de exportacion tipo Sec (Figura 17A). Aunque, las proteinas tipo Hyp3
no presentan relacién con ningin dominio de proteinas conocido, estas se encuentran
codificadas en varios microorganismos y estan altamente conservadas (Figura 17A). Por
lo tanto, constituiria una nueva familia de proteinas desconocidas. Su pequefio tamafio y
el hecho de que la sefial de exportacion abarca 1/3 de Hyp3 hacen pensar que podria

tener una funcion reguladora.
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Figura 17. Alineamiento de algunas proteinas del operén putativo P16 de 4.

ferrooxidans. En A se muestra el alineamiento de secuencias similares a Hyp3. La barra
indica la extension del péptido sefial para el sistema de exportacién tipo Sec. AfePl, es
la proteina Hyp3 de 4. ferrooxidans; AzoP1, proteina tipo Hyp3 de 4. vinelandii DarPl

corresponde a la proteina tipo Hyp3 de Dechloromonas aromatica; RfeP1, a Rhodoferax
ferrireducens; TdnPl, a Thiobacillus denitrificans. En B, alincamiento de proteinas
similares a la P16 de A ferrooxidans. AfeP16, proteina P16 de A. ferrooxidans; TdnP16,

proteina tipo P16 de T. denitrificans; RfeP16, a R. ferrireducens; AzoPl6, a A.

vinelandii y DarP16, a D. aromatica. Las letras con fondo negro resaltan los residuos
idénticos, mientras que el gris, los similares. El consenso muestra, en letras mayusculas,

los residuos 100 % conservados y, las mintsculas, hasta 65 % de conservacion.
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El conjunto de la informacion referente al operén putativo P16 apunta a que sus
productos se encontrarian involucrados en un sistema de respuesta al estrés,
posiblemente causado por algiin ién metélico como el cobre o el arsénico, considerando

los ambientes en los que 4. ferrooxidans puede crecer.
Comparacion del contexto genético del gen p28

En la Figura 18 se compara el contexto gendémico del operén putativo P28 con otros
similares encontrados en A. vinelandii. Los productos de los genes de A. vinelandii son
conocidos por su participacion en la formaciéon de grupos Fe-S. Seis de los ocho genes,
del contexto gendémico del gen p28, se encuentran en la misma region del genoma de 4.
vinelandii. La comparacion de los productos génicos mostré alto grado de identidad, el
porcentaje de identidad se muestra entre paréntesis; HesB (40 %), NifU (56 %), NifS (66
%), LeuA (60 %), CysE (66 %), NifW (54 %), Hyp5 (44 %) y P28 (41 %) (Acosta y

col., 2005).

A. vinelandii

A, ferrooxidans

A, vinelandii

Figura 18. Comparaciéon de los contextos genomicos de genes similares al oper6n
putativo P28 de A. ferrooxidans. El patréon de relleno similar sefiala a los homélogos,
mientras que los sin relleno, no presentan similitud con otras secuencias presentes en el
contexto gendmico comparado. A. ferrooxidans representa el contexto gendémico del
operén P28. A. vinelandii, los grupos de genes que muestran similitud con el operén
P28. Tomado de Acosta y col. (2005).

Se encontraron genes similares a p28 e hyp5 de A. ferrooxidans presentes en una

region diferente del genoma de A. vinelandii asociados a un gen nif (Figura 18). Estos
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resultados indican que posiblemente la proteina P28 se encuentra involucrada en la
generacion o reparacion de grupos Fe-S, o bien, que participa como dadora de azufre, de
un complejo para la formacién de molibdopterina, tal como ocurre en humanos
(Matthies y col., 2004).

El analisis del producto génico de hyp35 reveld que se trata de una proteina con dos
dominios conservados McbC. Este dominio de proteinas en encuentra en la proteina
McbC de E. coli, la cual genera un enlace polipéptido durante la formacién de la
microcina B17 (Liu, 1994).

Aunque, no se encontraron otros genomas ademas de A. vinelandii, con una
organizacién genética similar a la de A. ferrooxidans, si se localizaron juntos genes
similares a p28 ¢ hyp5 en otros microorganismos (P. naphthalenivorans 'y Azoarcus sp.).

La figura 19A muestra un alineamiento entre las secuencias de las proteinas P28 de
A. ferrooxidans y otras secuencias similares encontradas en la base de datos NCBL
Todas las proteinas mostradas en la figura 19A contienen cuatro repetidos ANK en la
region C-terminal, lo cual esta de acuerdo con el nimero de repetidos observado en otras
proteinas (Sedgwick y Smerdon, 1999). El rol de los repetidos ANK consiste en la
mediacién de la interaccion entre proteinas. Se considera que cumplen la misma funcion
aun en proteinas de funcién desconocida (Sedgwick y Smerdon, 1999). El sitio catalitico
del dominio rodanasa de las proteinas tipo P28 se encuentra altamente conservado, de lo
que se puede deducir que el sustrato fisioldgico y, probablemente, la funcién de la

proteina serfan similares (Figura 19A). Las proteinas similares a P28 fueron anotadas
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como proteinas hipotéticas de funcién desconocida, por lo que afin no existe informacién
experimental sobre ellas.

Si bien el contexto genético del gen p28 se encuentra parcialmente conservado se
debe notar que tanto en A. ferrooxidans como en A. vinelandii estan ligados a genes
cuyos productos estin involucrados en la fijacion de nitrogeno (Figura 18). Ademas, en
coincidencia, las proteinas tipo P28 se encuentran en microorganismos capaces de fijar
nitrégeno (se exceptia a P. naphthalenivorans).

En cuanto al producto del gen hyp5 de A. ferrooxidans, podria estar involucrado en
un sistema de oxidoreduccién. Como se indico anteriormente, la proteina HypS posee
dos dominios McbC. Este dominio forma parte de una superfamilia de proteinas
involucradas en procesos de oxidoreduccion, especialmente nitrato reductasas. Por ello,
y considerando su contexto, su funcion mas probable seria la de oxidar o reducir

compuestos nitrogenados, posiblemente durante el proceso de la fijacion de nitrégeno.
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Figura 19. Alineamiento de proteinas similares a P28 (A) encontradas en la base de
datos del NCBI. Las barras indican la extension relativa del dominio rodanasa, asi como
de los repetidos ANK. Leyenda de la Figura 19 continiia en la pagina siguiente —
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Continuacion de la leyenda de la Figura 19: Brady, Bradyrhizobium sp. BTAil;
Xantho, Xanthobacter autotrophicus; Polar, Polaromonas naphthalenivorans, Azoa,
Azoarcus sp. BH72; Buxe, Burkholderia xenovorans; Methy, Methylococcus capsulatus;
Azoto, Azotobacter vinelandii; Burvi, Burkholderia vietnamiensis y P28,
Acidithiobacillus ferrooxidans. En B se compara la secuencia aminoacidica de los
productos génicos tipo HypS. Se indica la extension de los dominios McbC. Azoa,
Azoarcus sp. BH72; Azot, Azotobacter vinelandii, Pnap, Polaromonas
naphthalenivorans y Afer, proteina Hyp5 de Acidithiobacillus ferrooxidans. Las letras
con fondo negro resaltan los residuos idénticos, mientras que el gris, los similares. El
consenso muestra, en letras mayusculas, los residuos 100 % conservados y, las
minusculas, hasta 65 % de conservacion.

El conjunto de la informacién obtenida a partir de la comparacién del contexto
genémico como del andlisis de las secuencias de las proteinas Hyp5 y P28, indican que
podrian participar en el proceso de fijacion del nitrégeno (Hyp5) o bien, indirectamente,

mediante la formacién o reparacion de cofactores o grupos Fe-S de proteinas

involucradas en la fijacion del nitrogeno.
Conclusién

Usualmente, los genes que codifican para rodanasas no presentan un contexto
gendmico conservado o solamente en el caso de microorganismos estrechamente
emparentados. Por lo tanto, es dificil inferir el papel que cumplen en la fisiologia celular
basados unicamente en la comparaciéon de los contextos genémicos. Con algunas
excepciones presentadas aqui, la comparacién de los contextos genémicos apoyados con
el analisis de las proteinas codificadas por los genes en cuestion, han aportado
informacion que permite predecir las posibles funciones o el rol fisiologico en el cual se
verfan involucradas algunas de las rodanasas de A. ferrooxidans, como la fijacion de

nitrogeno (P28), la respuesta al estrés (P16) y la oxidacion de compuestos reducidos de
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azufre (P11). Ademas, se han descubierto algunas proteinas sobre las cuales no existe
informacién como la Hypl y la Hyp3 de los operones putativos P11 y P16,

respectivamente.,

Clonacion de los genes de A. ferrooxidans ATCC 23270

Amplificacién, clonacién y expresion del gen recombinante p14 de A. ferrooxidans

Como se menciond en la seccidon 1.3.5 la proteina P14 presenta un sitio catalitico
atipico, que no se corresponde al esperado para una TST o una MST. Se decidi6 clonar y
expresar el gen con el objeto de determinar la posible actividad enzimatica de la proteina
P14.

Mediante PCR se procedié a la amplificacién del gen p/4 utilizando los partidores
PI4NTER-Ndel y P14CTER-XholHT. Como sustrato se utilizo DNA gendmico
extraido de A. ferrooxidans. El fragmento resultante de la amplificacion tenia un tamafio
de 390 pb (Figura 20A). Este fragmento, se purifico a partir de un gel de agarosa (1 %) y
posteriormente se insert6 en el vector pGEM-T Easy (pGEM-Tp/4) que se utilizd para
transformar la cepa de E. coli JM109.

La cepa con el vector pGEM-Tpl4 se crecid en agar LB-Ap suplementado con IPTG
y X-Gal durante la noche. A fin de corroborar la presencia y orientacion del inserto p/4
dentro del plasmido se realizd6 PCR de colonias con los partidores PI4NTER-Ndel y
P14CTER-XhoIHT. Para ello, se seleccionaron colonias transformadas que presentaban
una coloracion blanca. Como resultado, se obtuvo que 11 de las 16 colonias examinadas

presentaban el inserto p/4 en la orientacién deseada (Figura 20B).
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Figura 20. Amplificacion del gen pl4 de A. ferrooxidans y comprobacion de la presencia
del inserto en el plasmido de clonacion. A, amplificacién por PCR de un fragmento de
390 pb correspondiente al gen p/4 de A. ferrooxidans. B PCR en colonias de la cepa E.
coli JM109 transformada con el plasmido pGEM-Tp/4. Los numeros sefialan las
colonias evaluadas en el correspondiente carril; la flecha indica el tamafio esperado del
inserto; las barras indican el peso molecular en pares de bases.

Los clones positivos se sembraron en agar LB-Ap y se dejaron crecer durante toda la
noche. Posteriormente, se realiz6 la extraccion de pGEM-Tpl4. Para ello, se crecieron
los clones portadores del plasmido en medio LB-Ap. El inserto p/4 se liberé mediante la
digestion del plasmido pGEM-Tpl4. Este fragmento se insertd en el vector de expresion
pET21b(+) para generar el plasmido pETpl4. Una vez ligado el inserto p/4 al vector
pET se transformo la cepa E. coli IM109. Se seleccionaron las células transformantes
por su crecimiento en agar LB-Ap.

Para verificar que las células estaban efectivamente transformadas con el vector
pETpl4 se realizd PCR de colonias con los partidores T7 y P14CTER-XhoIHT. De 32

colonias analizadas se obtuvieron 17 que llevaban el inserto p/4. Luego, se purificé el

plasmido pETp/4 y con €l transformé la cepa de expresion E. coli BL21(DE3), que se
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crecié en agar LB-Ap. La transformacion con el plasmido pETpI4 se confirmé mediante

PCR de colonias (Figura 21B).

A B Colonia
12 3 4 5 6
5000—

Pl ~—pGEM-Tp14

750 _
500 __
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250

Figura 21. Digestién y clonacién del gen pl4. A, digestion del plasmido pGEM-Tp/4.
La banda correspondiente al plasmido se indica a la. Igualmente, se indica la
correspondiente al fragmento liberado como pl4. B, PCR de colonias E. coli
BL21(DE3)pETpI4.

Para verificar la expresion del gen pl4 en la cepa E. coli BL21(DE3)pETp/4, los
cultivos se crecieron en medio LB-Ap y se indujeron con IPTG. Se analizé, mediante
electroforesis de proteinas los extractos crudos provenientes de células E. coli
BL21(DE3)pETpi4 crecidas en ausencia o en presencia de IPTG y se observé la
aparicién de una banda la altura de 14 kDa correspondiente al peso tedrico esperado para
la proteina P14. Dicha banda no aparece en la cepa que no ha sido inducida (Figura 22).

En resumen, se clond el gen pl4 de A. ferrooxidans en el vector de expresion
pETpl4. Se comprob6 que la expresion del gen recombinante es inducida por IPTG.

Como resultado de la induccién se observo la aparicion de una banda con el peso

molecular esperado para la proteina recombinante (Figura 22).
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Figura 22. Induccién de la expresion del gen recombinante p/4 con IPTG de la cepa E.
coli BL21(DE3)pETpI4. Se corrié un gel SDS-PAGE (15 %) con el sobrenadante la
centrifugacion 10.000 x g de la cepa sin inducir (carril 1) y con IPTG (carril 2).

Clonacién de los genes pl1,p14.3,pl16.2y p28

Inicialmente, se hizo la clonacién de los genes pl15, pl6 y pl6.2 en el vector de
expresion pCR-NT TOPO (Invitrogen®). Estos intentos para sobrexpresar los genes no
fueron exitosos, excepto para pl5 lo que permitio la caracterizacion enzimética de la
P15 recombinante (Ponce, 2007).

En vista de los resultados negativos con el vector pCR-NT TOPO, se utiliz6 otro
sistema genético para lograr la expresion de los genes de interés. Para esto, se
amplificaron por PCR los genes pll, pi4.3, pl6.2 y p28 (Figura 23) a partir del DNA
gendémico de A. ferrooxidans. Posteriormente, los fragmentos amplificados se separaron
mediante electroforesis en geles de agarosa desde donde se extrageron. Se midi6 la
concentracion del DNA purificado y se realizé la ligacién con el vector de clonacion

pGEM-T Easy (Promega®).
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Se transformé células de E. coli JM 109 con el plasmido pGEM-T una vez ligado el
inserto. Luego, se determiné la presencia del inserto en el plasmido de las colonias
transformadas mediante PCR de colonia co los partidores especificos para cada gen.
Seguidamente, se efectud la purificacién del plasmido mediante minipreparaciones de

DNA.

p11 pl43 p162 p28

Figura 23. Amplificacién de los genes pll, pl14.3, pl6.2 y p28, que codifican para
algunas rodanasas de A. ferrooxidans. Los genes se amplificaron mediante PCR. El peso
molecular se indica en pares de bases.

Una vez purificados y cuantificados los plasmidos pGEM-T, se procedié a la
digestién de cada uno para la liberacion del inserto correspondiente (Figura 24). Esto
permitio la ligacion del inserto en un s6lo sentido dentro del plasmido de expresion pET-

28 a (+) (Novagen®), digerido de la misma manera, segtn el caso. El plasmido pET
g P

resultante se uso6 para transformar células E. coli JIM109.
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Figura 24. Digestion de los plasmidos pGEM-T que llevan insertos los genes p//, p/4.3,
pl6.2 y p28. Los insertos pl1 y pl6.2 fueron liberados mediante la digestion del DNA
con las enzimas Ndel y EcoRl. Por su parte, los insertos p/4.3 y p28 se liberaron usando
las enzimas Ndel y Sall.

Para comprobar la presencia y la correcta orientacién del inserto en los plasmidos se

efectud PCR de colonias con los partidores T7, P11R y P16.2R (Figura 25).

pETp11 Colania
1 3 4 MV 5 6 T 8 9 10 117 12" 13"

pETpi16.2 Colonia
1™ 2 3 4 5 6 7 MW 8 9* 10" 11~ 12 13"

Figura 25. PCR de los clones transformados con los plasmidos pETpl! y pETpi6.2. Se
emplearon los partidores T7 y P11R y P16.2R. Los clones positivos se indican con un
asterisco. Se indica el peso molecular en pares de base.
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Una vez determinada la orientacion del inserto dentro del plasmido, se seleccionaron
las colonias que poseian el pliasmido con el inserto en la orientacion correcta. Los

plasmidos purificados se emplearon para transformar la cepa de expresion E. coli

BL21(DE3) (Figuras 26 y 27).

pETp14.2 pETp28
b 1.2 345 6 7*8 1 234 5 6 7 8 colonia

1000 e
500
200 —

Figura 26. PCR de ‘los ciones traﬁéfofrnados één loé plasmidos pETp28 y pETpl4.3 Se
emplearon los partidores T7 P14.3R y P28R. Los nimeros indican las colonias
evaluadas. El Uinico clon negativo se indica con un asterisco.

Luego de transformar las células se efectud un ensayo para verificar la capacidad de
expresar los genes recombinantes. Para ello, se crecieron la cepas en medio LB y al
alcanzar una DOgp =~ 0,6 se adicioné IPTG. Una vez transcurridas 2 h se colecto las
células y se realizd una electroforesis de proteinas para verificar la induccién de la
expresion. Se comprobé que todas las cepas E. coli BL21(DE3) eran capaces de expresar
los genes recombinantes correspondientes (Figura 27).

Asimismo, se efectu6 la verificacion de la secuencia de nucleétidos de los insertos
para descartar cualquier mutacién accidental en los genes recombinantes y corroborar la
secuencia entregada por la bases de datos del genoma de A. ferrooxidans ATCC23270.
Se comprob6 que la secuencia coincidia integramente con la entregada por la base de

datos del TIGR, lo que descarté cualquier anomalia en la secuencia nucleotidica.
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Figura 27. Esquema de clonacion de los genes de algunas rodanasas de 4. ferrooxidans.
Los genes amplificados se ligaron al plasmido de clonacion pPGEM-T. Posteriormente, se
extrajeron los genes clonados mediante digestién con las enzimas Ndel, Sall y EcoRl.
Los fragmentos digeridos, posteriormente, se ligaron al vector de expresién controlada
pET-28a(+).

Resumiendo, los genes pll, pl4.3, pl6.2 y p28 de A. ferrooxidans fueron
amplificados mediante PCR, una vez confirmada la integridad de la secuencia de los
genes mediante secuenciacion, se clonaron en plasmidos de expresién controlada pET-
28a(+) (Figura 27).

Una vez transformadas las cepas de expresion E. coli BL21(DE3), se comproboé si
eran capaces de producir las proteinas recombinantes (Figura 28). Para esto las células

se crecieron hasta una DOgg = 0,6 y se indujo la expresion de los genes recombinates

con IPTG. La como control negativo se emplearon las cepas sin inducir.
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Figura 28. Induccién de la sobrexpresion de los genes recombinantes de algunas de las
rodanasas de A. ferrooxidans. El sobrenadante a 10.000 x g del extracto de c€lulas se
corrié en un SDS-PAGE (15%). Los signos — y + representan ausencia o la presencia de
IPTG, respectivamente.

Ademas, los genes de las rodanasas de 4. ferrooxidans clonados en E. coli se

mostraron estables y la expresién de los mismos no tuvo efectos negativos en el

crecimiento del hospedero en las condiciones estudiadas.
Actividad tiosulfato: azufre transferasa de las cepas recombinantes

Luego de inducir la expresién de los genes recombinantes se colectaron las células.
Posteriormente, se obtuvo el extracto celular mediante sonicacion. Luego, de determinar
la concentracion de proteinas, se realizé el ensayo de actividad enzimatica para
determinar qué proteinas recombinantes presentaban actividad TST (Figura 29). La
concentracién de proteinas empleada en los ensayos fue de 50 pg/ml en condiciones
estandares de medicion.

La mayor actividad (en orden decreciente) se obtuvo con las proteinas P16.2, P11,

P14y P28 (Figura 29).
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La cepa que produjo la proteina recombinante P14.3 mosiré poca o ninguna
actividad TST con respecto al control negativo (la misma cepa sin inducir la
sobrexpresion del gen). Aunque faltan estudios mds profundos, la escasa actividad
mostrada por la proteina P14.3 en extractos crudos libres de células estd de acuerdo con
lo esperado a partir de los analisis de la secuencia y la deduccion de su posible actividad

enzimatica (pagina 45).

E 051

NP U EIN R
RS R

Figura 29. Actividad TST en las cepas recombinantes de E. coli que expresan genes para
rodanasas de 4. ferrooxidans. El signo (-) representa a las células sin inducir y el (+) a
las inducidas. Para los ensayos se emple6 el sobrenadante 10.000 x g de los extractos de
las células.

La proteina recombinante P28, llamativamente, no mostr6 el nivel de actividad TST
como se esperaba a partir del analisis de la secuencia del sitio catalitico. Se han
reportado actividades azufre transferasa menores en las proteinas con diferentes
dominios en relacion a aquellas que solo presentan dominios rodanasa (Palenchar y col.,
2000; Matthies y col., 2004), aunque, se esperaba que el dominio ANK no tuviera mayor
influencia sobre la actividad, dado su caracter puramente estructural. Tampoco se puede

descartar un efecto negativo de la cola de histidinas en el extremo N-terminal, como se

ha observado en otras proteinas. Sin embargo, en el caso de las rodanasas los estudios
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realizados con proteinas con cola de histidinas, sefialan un comportamiento idéntico con
respecto a la proteina normal (Adams y col., 2002; Cipollone y col., 2004; Krepinski y
Leimkiihler, 2007). Por lo tanto, la causa por la que la actividad TST de la P28 sea
menor a la esperada podria ser la presencia del dominio ANK. Para comprobar esta
hipétesis, se deberia producir una proteina P28 sin el dominio ANK y sin cola de
histidinas.

Por su parte, la P16.2 mostré la mayor actividad TST entre las cepas de E. coli
examinadas. En principio, este resultado era el esperado luego del andlisis del sitio
catalitico (Acosta y col., 2005).

La cepa que sobre expresé el gen p/] mostro6 el segundo nivel mas alto de actividad
TST después de la P16.2. Este resultado fue inesperado dado que el sitio catalitico
presentd ciertas caracteristicas (Figura 12) que hacian suponer un desempefio mucho
menor (seccién Proteinas de A. ferrooxidans ATCC23270 de tipo desconocido).

La cepa que sobrexpresé el gen p/4 mostro escasa actividad TST, pero en niveles
claramente superiores al control negativo (Figura 29). El andlisis del sitio catalitico y la
prediccién de la actividad enzimatica indicaron que se tratarfa, posiblemente, de una
mercaptopiruvato: azufre transferasa. Por lo tanto, se esperaba obtener escasa actividad
TST. En este estudio no se ensayaron otras actividades enzimaticas fuera de la TST, por
lo que no se puede concluir sobre otras actividades ademas de la TST a no ser como una
suposicion ba.sada en los analisis in silico y en el resultado de la actividad TST obtenido

con las rodanasas recombinantes de 4. ferrooxidans.
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Purificacion de las proteinas recombinantes P11 y P16.2

Las cepas E. coli BL21(DE3)pETp!! y E. coli BL21(DE3)pETp6.2 se crecieron en

medio LB hasta DOgge= 0,6 y luego se indujo a expresion de los genes recombinantes

con IPTG por dos horas.
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Figura 30. Purificacién de las proteinas recombinantes P11 (A) y P16.2 (B) mediante
una columna de afinidad. Se muestra, el extracto total de partida para la purificacion y el
lavado de la columna para la eliminacién de proteinas unidas inespecificamente. La
elusién de las proteinas de interés se realizé con concentraciones crecientes de imidazol.
Finalmente, las proteinas purificadas y estabilizadas se corrieron en un gel para verificar
su pureza. Las barras indican el peso molecular en kDa.

Posteriormente, las células fueron colectadas y procesadas para la purificacion de las

proteinas recombinantes P11 y P16.2. La inspeccién visual de los geles de
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poliacrilamida, mostré que las se obtuvieron en un grado de pureza de 90 %
aproximadamente (Figura 30).
Las proteinas purificadas se concentraron y se realizé el cambio de amortiguador por

50 mM Tris-HCl pH 8,0 suplementado con 1 mM DTT y glicerol hasta una

voi/

concentracion final de 50 % "/yqr.

En la Tabla 9 se muestra el resultado de la purificacion de las proteinas
recombinantes P11 y P16.2.

Tabla 9. Purificacion de las proteinas recombinantes P11 y P16.2. Fraccién soluble
sobrenadante 10.000 x g. U se define como la pg de SCN™.min.ml.

A
Proteina
Muestra (mg) U Uimg
Fraccion Soluble 718 16505 234
P11 purificada 32 1744 54,5
B
Proteina
Muestra (mg) U Uimg

Fraccion Soluble 1659 108000 64,9
P16.2 purificada 110 30000 270,6

Caracterizacion de la actividad enzimatica de la proteina recombinante P11

de A. ferrooxidans ATCC23270

Las proteinas pueden volverse inestables cuando se extraen de su entorno nativo, el
cual es diferente en cada compartimiento celular e incluso dependido de las condiciones
fisioldgicas. Si no se mantienen ciertas condiciones como el pH las proteinas purificadas

pueden no funcionar adecuadamente o no permanecer en estado soluble. Las proteinas
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podrian, entonces, perder su actividad enzimatica como resultado de la
desnaturalizacion, cambio del estado redox del sitio catalitico, la agregacién y

condiciones no 6ptimas de amortiguacion del pH.

A B 40 -

H £ 35 1
o £ a0 , @ Tris-HCH
=g : 7
B Z 251 i
=5 2 ap | ? “ O Tris-Acetato
5. 3 is ] é
bl E Y oL ;
o £ 10 4 A BMOPS
E w b
= 21 = 51 Al
S RN é £l

i 85 7 75 8 85 9

i % 3 k= T

Temperatura, °C

(@
O

1 4

£ £
£ ¥ T £ 5
B % | I = .
e o 6
[T @
n o 44
REE E
E ] - 21
;A =
= v b T T T !
! T [ 1 1] g 10 12
L 1 § Glicerel, %
BIT, mM
18
L T
E 4
z 12 1
g0 :
g 8 -
£ 6 T
S
> 2
04 . r
g 0.5 1
BSA, mg/ml

Figura 31. Actividad TST de la proteina recombinante P11 de A. ferrooxidans. A,
actividad enzimatica a diferentes temperaturas. B, actividad a diferentes pH y de
amortiguadores de pH. C, efecto del agente reductor ditiotreitol. D, efecto del glicerol.
E, efecto del BSA. Las condiciones de ensayo fueron; A, 1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-
HCI pH 7,5; B, 1 mg/ml BSA, 25 °C; C y D, 1 mg/ml BSA, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 25
°C; E, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 25 °C. Se grafica el promedio de al menos tres ensayos
de actividad y la desviacion estandar correspondiente.
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A fin de subsanar o prevenir estos inconvenientes se determinaron las condiciones
6ptimas para la actividad TST de la proteina recombinante P11. La actividad TST se
midio a diferentes temperaturas a fin de determinar la condicion 6ptima para la actividad
enzimatica de la proteina P11. La maxima actividad TST se encontré en un rango
estrecho alrededor de 25 °C (Figura 31A).

Posteriormente, se efectuaron ensayos de actividad TST para determinar el pH y el
amortiguador Optimo para la actividad azufre transferasa. Los ensayos se realizaron a 25
°C, en las condiciones estandares, excepto que se cambio el tipo de amortiguador de pH
empleado (50 mM Tris-Acetato, Tris-HCIl 0 MOPS). Bajo estas condiciones, la actividad
TST de la proteina P11 no presenté mucha variacion entre los amortiguadores Tris-HCI
y Tris-Acetato. Se considero que la mejor condicidn para la medicion de la actividad fue
con 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Figura 31B).

Por otro lado, la actividad azufre transferasa en presencia del amortiguador MOPS es
diferente (Figura 31B) en comparaciéon a la obtenida con los amortiguadores Tris-
Acetato y Tris-HCL. Esto podria deberse a algtn tipo de inhibicion por parte del MOPS
sobre la proteina. Este efecto disminuye a medida que se aumenta el pH. E1 MOPS es
una molécula cargada positivamente con un atomo de azufre (C;H;sNO,S) que podria
interactuar con el sitio catalitico de la proteina P11. Se conocen algunos casos de
interaccion entre el MOPS y enzimas como el de la glicilamida ribonucledtido
transformilasa PurT de E. coli (Thoden y col., 2002).

Otro fenémeno llamativo fue la brusca caida de la actividad TST de la proteina P11

en presencia de 50 mM Tris-HCI a pH 9 (Figura 31B). Existen dos posibles causas, la
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primera implica la inactivacion de la enzima debido al pH. Esto se descartd, debido a
que la enzima continud activa en Tris-Acetato. La segunda posibilidad, seria la
inhibicién de la actividad enzimatica debido al Cl'. Esto también es poco probable,
debido a que la concentracion relativa de Cl', en el amortiguador Tris-HCI pH 9, seria
menor que en las condiciones mas acidas. Queda entonces por resolver si este fend6meno
esta basado en alguna propiedad de la enzima o bien se traté simplemente de una
variacion experimental.

Se ha reportado en otras proteinas con actividad TST, que el aumento del pH
favorecio la actividad transferasa (Schlesinger y Westley, 1974). Sin embargo, en el caso
la proteina P11 purificada, el aumento del pH sobre 7,5 no tuvo ese efecto (Figura 31B).

Llamativamente, en ensayos previos a la purificacion, se vié que la P11
recombinante en el extracto crudo de E. coli tenia el tipico comportamiento de las
proteinas con actividad TST, es decir, hubo un aumento de la actividad a mayor pH. Una
vez purificada la proteina P11 recombinante, no se repitié el fendmeno observado en
extractos crudos de E. coli (Figura 31B).

Se deduce que, posiblemente, la carencia de un factor estabilizante no permite llegar
a la P11 a su maxima actividad enzimatica, una vez purificada. Para subsanar esta
situacion, se emplearon algunos agentes que permiten la estabilizacién de proteinas
purificadas como; el glicerol, albimina de suero bovino (BSA) y el agente reductor
ditiotreitol (DTT).

Para determinar el efecto de DTT sobre la actividad TST de la proteina P11 se

realizaron ensayos de actividad enzimdtica a diferentes concentraciones de ditiotreitol
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(Figura 31C). Al aumentar la concentracion de DTT, los niveles de la actividad azufre
transferasa de la proteina recombinante P11 decayeron.

En principio, el DTT impediria la oxidacion del grupo sulfhidrilo de la Cys catalitica
de la proteina P11. También, se ha reportado que las enzimas con actividad TST pueden
utilizar DTT como el dador del atomo de azufre y el tiosulfato como el aceptor (Pecci y
col., 1976). Con esto en mente, se puede suponer que en la figura 31C se muestra el
desplazamiento del CN™ como aceptor del azufre. A medida que se aumenta la
concentracion de DTT el tiosulfato es desplazado de dador azufre a aceptor, como
consecuencia la produccién de SCN” es cada vez menor.

Otra posible explicacion para la disminucién de la actividad TST en presencia de
DTT podria ser la autoxidacién y como consecuencia se producen especies reactivas de
oxigeno (ROS). Las ROS son potentes inhibidores de la actividad TST y MST
(Horowitz y Bowman, 1989; Nagahara y col., 2007). Queda por determinarse si la
proteina P11 es inhibida debido a la oxidacion del DTT o bien se trata de un
desplazamiento de los sustratos.

En el caso del glicerol, la actividad TST de la proteina P11 disminuy6 respecto del
control sin glicerol (Figura 31D). Llamativamente, el aumento de la concentracién de
glicerol no implicd una mayor disminucion de la actividad enzimatica. Se ha reportado
que el glicerol puede modificar la estructura de la enzima aldehido deshidrogenasa y que
consecuentemente afecta la actividad de la proteina (Bradbury y Jakoby, 1972). Por lo
tanto, el glicerol podria estabilizar una conformacién menos activa de la proteina P11

recombinante.
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En cambio, en presencia de BSA la actividad de la proteina aumento (Figura 31E).
Esto indicaria que la proteina P11 se¢ vuelve inestable cuando se encuentra a bajas
concentraciones y ademds este efecto puede ser revertido utilizando una proteina inerte
como la BSA (Gouda y col.,, 2001). La BSA, a una conceniracion final de 1 mg/ml, se
incorpo en los ensayos normales de actividad de la proteina P11.

También, se determind si la actividad TST de la proteina P11 era afectada por la
presencia de diferentes tipos de sales a distintas concentraciones (Figura 32). Para ello,
se empled KCl, NaCl y (NH4),SO4 en concentraciones de 0, 10, 25, 50 y 100 mM.

Entre las sales ensayadas, el KCIl mostré el efecto inhibitorio méas marcado, seguido
del NaCl, el cual produjo un leve aumento en la actividad hasta una concentracion entre
10 y 25 mM, por encima de lo cual se produjo una disminucién de la actividad
enzimatica. Por su parte, el sulfato del amonio no mostr6é un efecto marcado sobre la

actividad azufre transferasa en las concentraciones ensayadas.
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Figura 32. Efecto de diferentes sales y concentraciones de las mismas sobre la actividad
tiosulfato: azufre transferasa de la proteina recombinante P11 de A. ferrooxidans. Se
grafica el promedio de, al menos, tres ensayos de actividad enzimatica. Se muestra la
desviacién estandar de cada condicién estudiada.
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Se ha reportado que algunas TST son afectadas de manera dispar por algunos
aniones. Por ejemplo, en E. coli la actividad transferasa de la PspE es afectada
negativamente. Por la presencia de aniones sulfato, cloruro, fosfato y otros. En
comparacion, la actividad enzimdtica de la proteina P11 de A. ferrooxidans se vid
afectada por los aniones de cloruro de Na y K de manera dispar. Mientras, el KCl afecto
negativamente la activad transferasa en las concentraciones ensayadas (Figura 32), el
NaCl favoreci6 la actividad enzimética hasta una concentracion de 25 mM, por encima
de lo cual empezd a mostrar efectos inhibitorios (Figura 32). Aunque, falta estudiar los
efectos de mayores concentraciones y otros tipos de cloruros, se puede decir que, al
igual que en el caso de la PspE de E. coli, el anion cloruro seria un inhibidor de la
actividad azufre transferasa de la P11 de A4. ferrooxidans.

Por otro lado, el sulfato de amonio no mostré ningun efecto, en las concentraciones
estudiadas, sobre la actividad azufre transferasa de la proteina P11. Esto podria indicar
que la proteina de A. ferrooxidans es resistente al anioén sulfato, a diferencia de lo
reportado con la PspE de E. coli (Cheng, 2003). Pero, como en el caso de los cloruros, se
necesitan mas ensayos con otros sulfatos y a mayores concentraciones para confirmar la
resistencia de la proteina P11 al sulfato.

Aunque el grado de inhibicion de la actividad TST esta relacionado con el tipo
particular de anion (Wang y Volini, 1973), no se pueden descartar otros factores como la
composiciéon aminoacidica del sitio catalitico, que podria acentuar la sensibilidad o la

resistencia a la inhibicién por algunos tipos de aniones.
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Conclusion

Las condiciones para la actividad la tiosulfato: azufre transferasa de la proteina P11
son 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mg/ml BSA y la temperatura éptima de 25 °C.
La actividad TST de la proteina recombinante P11 es sensible a los aniones de CI,

pero no es afectada por SO4> en las concentraciones ensayadas (hasta 100 mM).

Caracterizacion de la actividad enzimatica de la proteina recombinante

P16.2 de A. ferrooxidans ATCC 23270

Se procedio a definir las condiciones Optimas para la actividad azufre transferasa de
la proteina P16.2. Para ello, se realizaron ensayos para determinar la temperatura dptima
para la actividad enzimética de la proteina P16.2. Como resultado se obtuvo que la
mayor actividad azufre transferasa se encontraba entre 35 y 45 °C, siendo 40 °C la
temperatura donde la proteina P16.2 alcanz6 su maximo nivel de actividad (Figura 33A).
Asimismo, se determind que a 65 °C la enzima es inactivada completamente. Los
ensayos posteriores de actividad con la P16.2 se realizaron a 40 °C.

La temperatura Optima para la actividad TST de la P16.2 fue de 40°C, diez grados
por encima de la temperatura optima de crecimiento de A. ferrooxidans. Se han
reportado casos similares, como el de RhdA de Pseudomonas aeruginosa que posee una
temperatura optima de 53 °C, muy por encima del doptimo de la temperatura de
crecimiento de la bacteria a (Cipollone y col., 2006). Se desconoce le significado

fisiolégico de esta propiedad.
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Figura 33. Actividad TST de la proteina recombinante P16.2 de A. ferrooxidans. A,
actividad diferentes temperaturas. Se comparan los niveles de tiocianato producido por
la proteina P16.2 y BSA como control negativo. B, actividad a diferentes pH y tipos de
amortiguadores. Las condiciones de ensayo fueron, para A, 50 mM Tris-Acetato pH 9,0,
enzima P16.2 0,5 pg/ml, 50 mM KCN y 50 mM 82032'; B, enzima P16.2 0,5 pg/ml, 50
mM KCN y 50 mM $,0:%, 40 °C. Se grafica el promedio de al menos tres ensayos de
actividad enzimadtica y la desviacién estandar correspondiente.

Posteriormente, se efectuaron ensayos de actividad en condiciones estdndares,
excepto que se probaron diferentes pH y tipos de amortiguador (50 mM Tris-Acetato,
Tris-HCl o MOPS). La actividad TST de la proteina P16.2 presenté un aumento de
actividad enzimatica, concomitante con el aumento del pH (Figura 33). La actividad
azufre transferasa de P16.2 al igual que la proteina P11, se vio afectada por la presencia
del amortiguador MOPS. E1 MOPS parece tener un efecto positivo sobre de la actividad
azufre transferasa de P16.2 (Figura 33B).

El amortiguador donde se logré el maximo nivel de actividad fue 50 mM Tris-
Acetato pH 9,0, aunque no se encuentran muy lejos los resultados obtenidos con 50 mM
Tris-HCI pH 9,0 y notablemente 50 mM MOPS pH 7.8. Este resultado nos muestra que

a diferencia de la P11 la proteina P16.2 posee un comportamiento semejante al

comunicado en otras tiosulfato: azufre transferasas (Schlesinger y Westley, 1974,
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Agboola y Okonji, 2004). En los siguientes ensayos con la proteina P16.2 se utiliz6 50
mM Tris-Acetato pH 9,0 como amortiguador.

Como algunas enzimas se desestabilizan cuando se encuentran a bajas
concentraciones, se realizaron ensayos para determinar el efecto de dos agentes usados
como estabilizantes de proteinas purificadas, glicerol y BSA a diferentes
concentraciones. Los resultados de los ensayos de la actividad TST de la proteina P16.2
mostraron que no hay diferencias entre la enzima con o sin glicerol o BSA.

También, se determind si la actividad TST de la proteina P16.2 era afectada por la
presencia de diferentes tipos de sales a distintas concentraciones. Para ello, se empled
KCl, NaCl y Na,S0O4 en concentraciones de 0, 5, 10 y 25 mM. La actividad enzimatica
se determino a 40 °C en presencia de 50 mM Tris-Acetato pH 9,0 y 1 mg/ml de BSA.

Como en ningun caso se aprecia un efecto importante, se puede decir que la que la
actividad azufre transferasa de P16.2 no fue mayormente inhibida por los aniones sulfato
y cloruro, al menos, en las concentraciones ensayadas (Figura 34). Aunque, se conoce €l
mecanismo por el cual algunos aniones causan la inhibicién de la actividad TST, no se
sabe la razén por la cual algunas enzimas muestran resistencia a la inactivacién por
aniones.

Por lo tanto, el comportamiento de P16.2 de A. ferrooxidans se asemejaria a la GlpE
de E. coli, en donde los aniones estudiados tienen poco o ningin efecto sobre la
actividad azufre transferasa (Ray y col., 2000). Por otro lado, como en el caso de P11,

seria interesante confirmar esta conclusion empleado mayores concentraciones de sales.
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Conclusion

Se determinaron las condiciones Optimas de actividad ezimatica para las proteinas
recombinantes P11 y P16.2. En el caso de P11 son: temperatura 25 °C; 50 mM de
amortiguador Tris-HC] pH 7,5 y 1 mg/ml de BSA.

Mientras que, para la enzima P16.2 las condiciones optimas para la actividad TST
fueron las siguientes: temperatura 40 °C; 50 mM Tris-Acetato pH 9,0 y 1 mg/ml de
BSA. Por otro lado se demostré que la proteina P11 es afectada negativamente por la
presencia de aniones, en particular por el cloruro, mientras que la P16.2 practicamente

no fue inhibida en su actividad en presencia de los aniones usados.

Caracterizacion de la cinética enzimética de la proteina recombinante P11 de

A. ferrooxidans ATCC23270

Se determiné las caracteristicas de la cinética de la proteina P11 en las condiciones
Optimas de actividad, esto es a 25°C, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mg/ml de BSA, y
concentraciones variables de los sustratos cianuro y tiosulfato cuando se determino la
velocidad maxima (Vpna), la constante de Michaelis-Menten (K,) y la constante
catalitica (Kea).

La medicién de los parametros de la cinética enzimatica se realizé bajo condiciones
de velocidad inicial. En estas condiciones, la formacién de SCN™ fue lineal en el
intervalo empleado (Figura 34A y B). A partir de estos datos se grafico la velocidad de
la proteina recombinante en diferentes concentraciones de S,05> (Figura 34C) y CN

(Figura 34D) desde donde, mediante una regresion no lineal, se obtuvo los valores de la
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Km vy Vmax correspondiente a cada sustrato. En el caso del tiosulfato la K., =18,62+3,5
mM vy la Vpax = 28,75+£1,9 nmol SCN'min”!. Para el cianuro presenta una Km =
39,59+6,1 mM, dos veces el valor obtenido para el tiosulfato y una Vmax = 49,73£6,5
nmol SCN".min"". Por otro lado, la Kex para el $,05% fue de 0,67 s y para el CN, 1,15
s,

Estos resultados de K, podrian explicar el efecto observado sobre la actividad TST
en presencia de DTT (Figura 31C). Dado que la P11 tiene una mayor afinidad por
tiosulfato que por el CN’, el primero podria ser desplazado por el DTT de dador a
aceptor de azufre, como consecuencia de lo cual se produciria tritionato. La produccion
de SCN seria cada vez menor al aumentar la concentracién de DTT como se muestra en
la figura 31C.

En relacion a otras tiosulfato: azufre transferasa, los valores de Ky de la P11 son
altos (Tabla 10) y, por lo tanto, es poco probable que reflejen la realidad fisiologica de
A. ferrooxidans. Las razones por las cuales la proteina presenta estos valores podrian ser,
a) la falta de un activador, aunque esto es poco probable ya que no se conoce ninguna
TST que requiera una molécula activadora; b) no se han alcanzado las condiciones
6ptimas para la actividad enzimatica, fundado en el hecho de que la actividad enzimética
de la P11 en extracto crudo de E. coli parece ser mucho més alta que cuando se emple6

la enzima pura y, finalmente, ¢) lo mas probable, es que los sustratos empleados aqui

son diferentes a los empleados por la proteina P11 en la células de A. ferrooxidans.
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Figura 34. Propiedades de la cinética de la proteina recombinante P11 con cianuro de
potasio y tiosulfato de sodio como sustratos para la actividad tiosulfato: azufre
transferasa. Los graficos A y B muestran curvas de progreso para obtener la velocidad
inicial de la P11 en presencia de diferentes concentraciones de tiosulfato y cianuro. Se
muestra el promedio de, al menos tres ensayos de actividad enzimatica. En C y D se
muestra la velocidad en relacién con la concentracién de los sustratos tiosulfato y
cianuro, respectivamente. Cada cuadrado negro representa la velocidad de la enzima a
esa concentracion de sustrato en particular. La linea continua fue calculada de acuerdo
con la ecuacion de Michaelis-Menten.

Es poco probable la existencia de una enzima que en condiciones normales utilice
tiosulfato como dador de azufre para el cianuro, pero este ensayo es el mejor evaluado

hasta el momento y permite realizar una comparaciéon bajo condiciones similares de

proteinas de muy diversos origenes y, posiblemente, diferentes roles fisioldgicos.
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En relacion con los valores de K, obtenidos con otras proteinas para el $,052 la
proteina P11 se encuentra muy proxima al obtenido por la TST de Eidolon helvum
(Agboola y Okonji, 2004), un quiréptero herbivoro que se encuentra expuesto, debido a
su dieta, a grandes concentraciones de compuestos ciandgenos.

Por su parte, la K, para el CN™ es mayor que para ¢l tiosulfato. Esta condicion es
poco frecuente. Ademas, de la P11 de la A. ferrooxidans, sélo hay dos casos reportados
en A. vinelandii (Pagani y col., 1993) y P. aeruginosa (Cipollone y col., 2004) y hay que
indicar que ambas proteinas son casi idénticas (Cipollone y col., 2004).

La RhdA de A. vinelandii es la proteina mejor estudiada. La delecion del gen que lo
codifica lleva a la acumulacion de polihidroxibutirato en la bacteria. Este fendmeno se
deberia a la ausencia de un dador de atomos de azufre para la formacién de centros Fe-S
de proteinas involucradas en el ciclo de Krebs, mas especificamente la aconitasa (Cereda
y col., 2007).

Aungque resulta claro que a nivel de secuencia aminoacidica no existe relacion entre
las proteinas RhdA de A. vinelandii y P11, resulta llamativa que estas proteinas tengan
mayor afinidad por el S$,05% que otras. Se podria pensar que esto corresponde a algin
tipo de especializacion entre las proteinas con actividad TST. Por su puesto, hay que
considerar que es poco probable que el tiosulfato o el cianuro sean sustratos fisiologicos

de la proteina P11 como de la RhdA de A. vinelandii.



Resultado y Discusion 110

Tabla 10. Parametros cinéticos de algunas tiosulfato: azufre transferasas.

Sustrato, Km (mM)

Organismo Proteina 5,0, CN-
A. vinelandii @ RhdA 1,0 8,7
A. ferrooxidans P11 18,6 39,6
B. taurus?® Tst 7.0 0,063
E. colic GlpE 78 17
E coli¢ PspE 27 456
E. colie YgaP 55 1,5
Ei. helvum ' No ident. 19,5 135
P. aecruginosa ¢ RhdA 7.4 16

a, Pagani y col. (1993); b, Wang y Volini (1973); ¢, Ray y col. (2000); d, Adams y col.
(2002); e, Ahmed (2003); £, proteina no identificada por Agboola y Okonji, (2004); g,
Cipollone y col. (2004). Azotobater vinelandii (A. vinelandii), Acidithiobacillus
ferrooxidans (A. ferrooxidans), Bos taurus (B. taurus), Escherichia coli (E. coli),
Eidolon helvum (Ei. helvum), y Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).

Conclusion

Los parametros cinéticos obtenidos para la proteina recombinante P11 de A.
ferrooxidans fueron los siguientes: la Ky, = 18,62+3,5 mM para el S,04% y 39,59+6,1
mM para el CN, mientras que la K.y fue de 0,67 s'lpara el 82032' y 1,15 g’! para el CN'.
La causa de la variacion de los pardmetros cinéticos entre las TSTs (Tabla 10) no esta
bien definida. Aunque, resulta claro que est4 implicada la especificidad por los sustratos
y en segundo término, los requerimientos en cuanto a la velocidad del proceso de

transferencia (Krepinsky y Leimkiihler, 2007).
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Una interesante proyeccion de este trabajo seria que, en futuras investigaciones, se

realice la busqueda de los posibles sustratos fisiologicos de la proteina P1l.y ofras

rodanasas estudiadas en este trabajo.
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Conclusiones

La identificacidon de los genes que codifican para proteinas con dominio rodanasa
presentes en el genoma de A. ferrooxidans ATCC23270 se realizo mediante una
busqueda informética. Como resultado de la buisqueda se encontré 8 secuencias genes
putativos que codifican para proteinas con dominio rodanasa.

Una vez identificados los genes, se procedid al andlisis de las secuencias
aminoacidicas. El andlisis de las secuencias mostrtd que las proteinas putativas
estudiadas poseen, al menos, un dominio rodanasa. Ademds la P21 posee una sefial de
exportacion tipo Sec. La P16 mostré una region de transmembrana y, finalmente, la P28
posee, junto al dominio rodanasa, un dominio ANK.

Respecto a la localizacion celular, las rodanasas P11, P14, P14.3, P15, P16.2 y P28
se encontrarian solubles en el citoplasma de A. ferrooxidans, mientras que la proteina
P16 estaria anclada a la membrana interna y la P21 seria exportada al periplasma.

La prediccion de la estructura secundaria del sitio catalitico mostré que todas las
rodanasas de A. ferrooxidans presentan un lazo corto del tipo esperado para las azufre (o
seleno) transferasas.

La comparacion de la estructura secundaria predicha de las proteinas putativas'de 4.
ferrooxidans en la region correspondiente al sitio catalitico mostré que las proteinas
estudiadas presentarian una organizacién similar a las proteinas de la superfamilia

Rodanasa/Fosfatasa tipo CDC25.
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La comparacion de las secuencias de proteinas de las rodanasas de A. ferrooxidans
mostré que las proteinas son muy similares entre si y que ademds presentan secciones
conservadas con otras rodanasas.

En lo que se refiere a la deduccion de la actividad catalitica de las proteinas
estudiadas se determind que algunas de ellas presentan un sitio catalitico similar al de las
TST, (P15, P16.2 y P28) mientras que la P14.3 y la P16 presentan rasgos de enzimas
MST. Sin embargo, no se pudo predecir en base a la comparacion de las propiedades del
sitio catalitico la posible actividad enzimatica de las proteinas P11, P14 y P21.

El anélisis realizado al entorno de los genes putativos mostré que, solamente, la
pl16.2 no formaria parte de un operdn. Los restantes genes formarian parte de unidades
transcripcionales de por lo menos dos genes.

El gen pl1 formaria parte de una unidad transcripcional que constaria de 7 genes.
Los productos génicos del operén podrian estar involucrados en la oxidacion del azufre.
Asimismo, se localizé una proteina que podria actuar como reguladora de la expresién
de otros genes implicados en la oxidacién de los compuestos de azufre.

La busqueda de contextos gendmicos similares al operén putativo P11 mostrd que A.
aeolicus, S. solfataricus y S. tokodaii poseen algunos genes agrupados en un contexto
similar al encontrado en A. ferrooxidans.

El gen p/4 formaria una pequefia unidad transcripcional con un gen hipotético, cuyo
producto génico podria estar involucrado en la adherencia de la célula a un sustrato.

Por su parte, aunque el gen p/4.3 se encuentra muy cerca de p21, los experimentos
para determinar la extension del operén demostraron que la p/4.3 no se expresa con el

operén del gen p2/ en las condiciones estudiadas (Acosta y col., 2005).
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El gen pl5 formaria parte de una unidad transcripcional constituida por cuatro genes.
La informacion que disponemos no permite determinar si algunos de los productos
génicos del operén P15 interactGan entre si o bien actiian independientemente en vias
metabdlicas diferentes.

El gen pl6 formaria parte de una unidad transcripcional que constaria de 9 genes.
Los genes que se encuentran en el contexto del gen pl6 sugieren que las proteinas que
codifican formarian parte de un sistema de defensa contra condiciones de estrés, o bien
participar en la homeostasis 6xido-reductora de la célula, tal como se ha reportado para
una proteina MST (Nagahara y col., 2007).

La busqueda de contextos genémicos similares al operdén putativo P16 dio como
resultado tres contextos similares localizados en las bacterias T. denitrificans y en D.
aromatica. Los contextos de A. ferrooxidans y T. denitrificans son casi idénticos,
mientras que en D. aromatica se encuentran dos conjuntos de genes localizados en
diferentes regiones del genoma.

El contexto genémico del gen pl6.2 mostrd que este gen no forma parte de un
operon. Por lo tanto, no se puede deducir un contexto fisiolégico para la proteina.

El gen p21 formaria parte de un operdn constituido por 5 genes. La conformacion de
este operdn permite pensar que algunos de los productos génicos podrian participar en el
metabolismo desasimilatorio del azufre, como las proteinas DoxDA y P21.

El gen p28 formaria parte de una unidad transcripcional constituida por 8 genes. El
contexto genémico del gen p28 sugiere la participacion de su producto génico en la

biosintesis o reparacion de grupos Fe-S.
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La buisqueda de contextos genémicos similares al operén putativo P28 mostr6 que A.
vinelandii posee dos grupos de genes con una organizacion similar al hallado en 4.
ferrooxidans. Los resultados indican que la proteina P28 participaria en la generacion o
reparacion de grupos Fe-S, o bien, para la formacién de molibdopterina, tal como ocurre
en humanos (Matthies y col., 2005).

Usualmente, los genes que codifican las proteinas rodanasas no presentan un
contexto gendmico conservado o solamente en el caso de microorganismos
estrechamente emparentados. Por lo tanto, es dificil inferir el papel que cumplen en la
fisiologia celular basados Unicamente en la comparaciéon de los contextos genémicos.
Con algunas excepciones presentadas aqui, la comparacion de los contextos genémicos
apoyados con el analisis de las proteinas codificadas por los genes en cuestion, han
aportado informacién que permite predecir las posibles funciones o el rol fisiologico en
el cual se verian involucradas algunas de las rodanasas de 4. ferrooxidans como la
fijacion de nitrogeno (P28), la respuesta al estrés (P16) y la oxidacion de compuestos
reducidos de azufre (P11). Ademds, se han descubierto algunas proteinas sobre las
cuales no existe informacién como la Hypl y la Hyp3 de los operones putativos P11 y
P16 respectivamente.

Por otro lado se clonaron y purificaron las rodanasas P11 y P16.2, con las cuales se
realizaron pruebas bioquimicas a fin de determinar las condiciones Optimas para
actividad TST.

Se demostrdé que la proteina P11 es afectada negativamente por la presencia de
aniones, en particular por el cloruro, mientras que la P16.2 practicamente no fue inhibida

en su actividad en presencia de los aniones usados.
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Se determinaron los pardmetros cinéticos para la actividad TST de la proteina P11.
Llamativamente, la K, del 82032' fue menor al obtenido para el CN". De acuerdo con la
relacién de existente entre la K, del 82032' y el CN se puede separar a las TSTs en dos
grupos, los que poseen una Ky, para el S,05% mayor que para ¢l CN™ o viceversa. Segun
esto, la P11 estaria agrupada con las TSTs que poseen una Ky, menor para el tiosulfato
como es el caso de la RhdA de A. vinelandii.

Hasta el momento, se desconoce la razén por la cual las TSTs se dividen estos dos
grupos. Tampoco se sabe y esto tiene alguna implicacion fisiologica.

Finalmente, se puede decir que este trabajo contribuye a ampliar el conocimiento
sobre esta ampliamente distribuida y bioquimicamente versatil superfamilia de
proteinas. Una interesante proyeccién de este trabajo seria que, en futuras
investigaciones, se realice la busqueda de los posibles sustratos fisiologicos de la

proteina P11 y de otras TSTs.
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