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BIOGRAFIA

¢ Quieres saber de mi? Es complicado describirse a uno mismo, pero intentaré que te
hagas una idea. A veces soy como Hermione Granger, con el pelo desordenado,
preocupada y como raton de biblioteca pegada con algo que leer. Otras veces creo que
me parezco mas a Martin Rivas y peco de ingenua en lugares sofisticados y complejos.
Me gustaria ser un poco como Maud Fitzherbert o von Ulrich, dependiendo de cuando
se la conozca, sofiadora y luchadora hasta el final. Pero la verdad es que en otros
aspectos me parezco mas a Peeta, pues soy algo conformista, pero siento que tengo un
corazén grande y soy tranquila como él. De ninguna manera soy como Lydia Bennet,
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en un mundo feliz es cierto, no quiero que el soma nos controle ni que cataloguemos a
las personas en clases desde el nacimiento. Como Anne Elliot o Marianne Dashwood
soy una romantica empedernida y quien me conoce sabe que una historia como la de
Allie y Noah me saca mil quinientas lagrimas y que me encantaria conocer la catedral de
Kingsbridge.

:Te haces una idea de quien soy? Pues yo tampoco, pero con estas palabras te cuento
que me gusta leer y que después de entregar este Seminario de Titulo espero ser

Ingeniera en Biotecnologia Molecular.

Para mas informacion leer: La serie de Harry Potter de J.K. Rowling; Martin Rivas de Alberto Blest Gana; La trilogia “The
century"y Los pilares de la Tierra de Ken Follett; Los juegos del hambre de Suzanne Collins; Orgullos y Prejuicio, Sensatez
y Sentimientos y Persuasion de Jane Austen; The notebock de Nicholas Sparks; Un mundo feliz de Aldous Huxley y el
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RESUMEN

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria acidéfila que forma parte del consorcio
biominero y que es capaz de vivir en ambientes con altas concentraciones de metales.
Esta bacteria acumula gréanulos de polifosfatos inorganicos (PoliP) que son polimeros
lineales de residuos de ortofosfato unidos entre si por enlaces fosfoanhidrido, a los
cuales se les ha asignado multiples funciones. Una de éstas es un posible papel en los
mecanismos de resistencia a metales en bacterias y arqueas. Estudios previos de
nuestro laboratorio han comprobado que cuando A. ferrooxidans se somete a un estrés
por altas concentraciones de cobre, los niveles de PoliP disminuyen abruptamente en
las primeras 4 h, sugiriendo que la degradacion de éstos podria ser activada por el metal.
La hidrdlisis de los PoliP en A. ferrooxidans se lleva a cabo por la enzima
exopolifosfatasa (PPX), la cual no se ha estudiado bioquimicamente y cuya estructura
no se ha cristalizado o modelado previamente. El objetivo principal de este Seminario de
Titulo fue caracterizar [a PPX de A. ferrooxidans (PPXa) tanto bioquimica como
bioinformaticamente.

En primer lugar, se clond el gen ppx de A. ferrooxidans en los vectores de expresion
pET28aTEV y pMAL-c5X y el gen ppx de E. coli en el plasmidio pET28aTEV. A pesar de
que el clonamiento fue exitoso en todos los casos, l[a PPX, recombinante (rPPXa;) se
encontrd formando cuerpos de inclusién, por lo que no se pudo purificar en el tiempo
asignado para este Seminario de Titulo. Al comparar los dos sistemas de expresion, se
obtuvo una mayor proporcién de proteina soluble con la fusién entre la PPXs v la
proteina de unién a maltosa. Por el contrario, la PPX de Escherichia coli recombinante
(rPPXg) se expresé de manera soluble y se purificé exitosamente mediante

cromatografia de afinidad por niquel.
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Luego, se realizé un estudio bioinformatico de la PPX4. Se analizaron in silico las PPX
de distintos organismos y se concluy6 que éstas pueden diferir mucho, tanto en tamario,
carga de superficie como en estequiometria de sus subunidades. A continuacién, se
desarrollé un modelo por homologia del dimero de la PPXgy, el cual mostré un posible
canal basico en la interfaz entre [os dos monomeros. La PPX4stiene 4 dominios y su sitio
activo se encontraria entre los dominios | y I, al igual que lo descrito para la PPXg.
Ademas, la PPX4s aparentemente posee dos tlneles que la atraviesan en la mitad del
canal, uno de los cuales podria ser esencial para la unién del PoliP a [a PPXuy el otro
podria permitir el ingreso del posible cofactor metélico al sitio activo. El residuo His379
serfa clave en la mantencién de la estructura del tinel que atravesaria la protefna y
podria también participar en un sitio adicional de unidn a metales. Estos resultados y los
antecedentes previos para la PPXg, sugieren que los PoliP presentes en A. ferrooxidans
se podrian unir a la PPXyr a lo largo del canal basico, pasando a través del tunel para

alcanzar el sitio catalitico e hidrolizar los PoliP en este microorganismo.
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ABSTRACT

Acidithiobacillus ferrooxidans is an acidophilic bacterium that belongs to the bioleaching
microbial consortia and is able to live in environments with high metal concentrations.
These bacteria accumulate inorganic polyphosphate granules (PolyP) which are linear
polymers of orthophosphate residues linked by phophoanhydride bonds. Many different
functions have been assigned to these polymers, such as a possible role in metal
resistance mechanisms of bacteria and archaea. It has been previously shown in our
laboratory that when A. ferroxidans is shifted to the presence of a high Cu* concentration,
PolyP levels decrease sharply in the first 4 h, suggesting that the degradation of PolyP
could be activated by Cu*2 PolyP hydrolysis in A. ferrooxidans is carried out by the
enzyme exopolyphosphatase (PPX), which has not been biochemically characterized so
far and it has not been crystallized or modelled yet. The main goal of this seminar was to
characterize A. ferrooxidans PPX (PPX,s) biochemically and bicinformatically.

First, the ppx gene of A. ferrooxidans was cloned into pET28aTEV and pMAL-c5X
expression vectors and the ppx gene of E. coli was cloned in plasmid pET28aTEV.
Although the cloning process was successful in all cases, the recombinant PPX s (rPPXay)
formed inclusion bodies when expressed, preventing its purification during the allotted
time for this Seminar. The cloning system that yield the greatest proportion of soluble
rPPXsr was the fusion protein between the enzyme and maltose binding protein. On the
contrary, the recombinant PPXg. (rfPPXz) was expressed in a soluble form and was
successiully purified by Ni-binding affinity chromatography

Then, the PPXs belonging to different organisms were analyzed in silico and it was
concluded that PPXs can differ very much in terms of length, surface charge and the
stoichiometry of its subunits. Subsequently, a homology model of a possible dimer was

constructed for PPXy4:. This model had a basic groove along the interface between the
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two monomers. As described for PPXg, PPXar has 4 domains and its active site is
situated between domains | and Il. Additionally, PPX,r is apparently crossed by two
tunnels in the middle of the groove, one of them could be essential for PolyP binding and
the other could allow the entrance of the metal cofactor to the active site. His379 could
be a key aminoacid to maintain the structure of this tunnel across the protein and could
also participate in an additional metal binding site. These results and the previous studies
about PPXg, suggest that the PolyP molecules present in A. ferrooxidans, could bind to
PPXa through the basic channel and across a possible tunnel in order to reach the

catalytic site and hydrolyze PolyP in this microorganism.
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1. INTRODUCCION

1.1 Mineria en Chile

Chile y Perti son los principales productores de cobre a nivel mundial (Schippers y cols,
2014). El segundo frimestre de 2016, el sector minero contribuydé en un 12,4% al
producto interno bruto de Chile (Banco Central de Chile, 2016). En particular, un 90,5%
de esos ingresos corresponden a la minerfa del cobre (Banco Central de Chile, 2016).
La extraccidén de este metal se realiza tradicionalmente mediante pirometalurgia e
hidrometalurgia. Una alternativa a estos procesos es la biclixiviacidn, la cual consiste en
la solubilizacion de los minerales mediante oxidacion bioldgica (Jerez, 2011). Esto ocurre
como consecuencia del metabolismo de algunos microorganismos extremdfilos, los que
pueden utilizar las moléculas constituyentes de los minerales sulfurados como dadores
de electrones para obiener energfa. La biominerfa realizada en pilas es mas ventajosa
que la mineria tradicional porque no requiere adicién de energia externa, no produce
emisiones gaseosas dafiinas para la salud, permite obtener cobre a partir de minerales
de baja ley v, por lo tanto, el costo asociado a este tipo de mineria es menor (Rawlings,
2005; Jerez, 2011; Harrison, 2016). Sin embargo, la biolixiviacién es un procesoc mas
lento y puede producir contaminacion con acido y metales pesados en el sector donde
se realiza, en forma de drenaje acido de minas (Jerez, 2011; Jerez, 2012; Baker-Austin
y Dopson, 2007; Johnson, 2014; Harrison, 2018).

1.2 Acidéfilos en biomineria

Los microorganismos que participan en el consorcio biominero son arqueas o bacterias,
termdfilas o mesofilas, que viven en condiciones extremas de pH (entre 1y 3) y en altas
concentraciones de metales (Jerez, 2012; Dopson y Holmes, 2014). A nivel metabdlico,

pueden ser autodtrofos o heterétrofos, y generalmenie son capaces de obtener electrones




a partir de minerales de hierro, de derivados oxidados del azufre o a partir de ambos
(Rawlings, 2005; Johnson, 2014). Ademas, estos microorganismos se desarrollan en
ambientes con aitas concentraciones de metales como el cobre, las que pueden alcanzar
de 30 a 90 mM en las pilas de biclixiviacion y de hasta 300 mM cuando el proceso se
realiza en tanques aireados (Orell y cols, 2010; Dopson y Holmes, 2014).

La diversidad de microorganismos que compone el consorcio varfa segln las
condiciones en que se lleva a cabo el proceso de biolixiviacién (Rawlings, 2005; Hedrich
y Schippers, 2016). Se ha desctito que algunos de los géneros bacterianos presentes
son Acidithiobacillus, Leptospirillum, Acidimicrobium, Ferromicrobium y Sulfobacilius.
Por otra parte, en el caso de las arqueas, se encueniran de los géneros Sulfolobus,
Metallosphaera, Acidianus y Sulfisphaera (Orell y cols, 2010; Dopson, 2016, Johnson,
2016).

Acidithiobacillus ferrooxidans es la bacteria mas estudiada del consorcio biominero. Esta
es una y-proteobacteria gram-negativa, quimiolitoautétrofa, mesdiila y aciddfila capaz de
oxidar minerales de hierro y azuire (Valdés y cols, 2008). Se ha descrito que, a pesar de
vivir en condiciones acidas de pH, el citoplasma de la bacteria tendrfa un pH cercano a
6,5. La diferencia de pH entre el medio extracelular y el citoplasma permite que exista
una fuerza protén motriz natural para los procesos energéticos de [a célula (Baker-Austin
y Dopson, 2007). Un aspecto destacable de este microorganismo es que se han aislado
cepas capaces de vivir en ambientes con altas concentraciones de metales, por ejemplo,
la concentracién minima inhibitoria maxima reportada para el Cu™ es de 800 mM, para
el Zn™ de més de 1 M y para el Cd*? de 500 mM (Navarro y cols, 2013); y se han
reportado distintos mecanismos moleculares que podrian dar cuenta de estos fenotipos

(Navarro y cols, 2009; Navarro y cols, 2013; Martinez-Bussenius y cols, 2016).




1.3 Mecanismos de resistencia a metales

1.3.1 Sistemas de transporte de iones
En A. ferrooxidans se han propuesto mecanismos de resistencia a metales relacionados
con la expulsién de ellos de la célula (Orell y cols, 2010). Uno de ellos son los sistemas
del tipo RND (Figura 1), los cuales consisten en un complejo proteico que actiia como
un antiporter de protones y metales entre el citoplasma o el periplasma y el espacio
extracelular (Kim y cols, 2011). En A. ferrooxidans se han descrito genes que codificarian
para este tipo de transportadores relacionados con la resistencia a cobre (Navarro y cols,

2009) y cadmio (Gallardo, 2014; Chen y cols, 2015).

H* H* H* H*
H*

H* H*
Proteinas de union
a metal
Periplasma
M.
ATPasas
istema RND tipo P
Citoplasma

Qx@c

Gréanulo

de PoliP
Figura 1. Modelo del posible papel de los PoliP en los mecanismos de resistencia a metales
propuestos para A. ferrooxidans. La PPK forma ATP en presencia de exceso de ADP, que se
puede utilizar por las ATPasas de tipo P. Por otra parte, la hidrélisis del PoliP por la PPX libera
fosfato inorganico que se podria usar por cotransportadores de metal y fosfato para movilizar el
metal desde el citoplasma al periplasma. Los transportadores del tipo RND permiten el paso de
metales tanto del citoplasma como del periplasma hacia el medio extracelular. Existen
chaperonas periplasmaticas que pueden entregar los metales del periplasma al transportador
RND o secuestrar los metales en el periplasma. Esta es una figura modificada a partir de Orell y
cols (2012).
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Un segundo determinante de resistencia a metales son las ATPasas (Figura 1) que
utilizan la energia de hidrélisis del ATP en ADP para permitir el transporte de iones
metalicos desde el citoplasma al periplasma (Arglello, 2003; Navarro y cols, 2009; Chan
y cols, 2010; Raimunda y cols, 2011; Gallardo, 2014). Otra protefna que permite el paso
de iones metdlicos entre estos espacios subcelulares son los cofransporiadores de
fosfato y protones que acoplan el paso de estos tltimos a través de la membrana interna
con el paso de complejos de metales con fosfato inorganico (Figura 1). En algunas
especies, como E. coli (van Veen y cols, 1994) o Metallosphaera sedula (McCarthy y
cols, 2014), se ha descrito que el transportador de fosfato inorganico PitA constituiria un
elemplo de este tipo de proteinas. A. ferrooxidans no posee un gen ortélogo a pitA, sin
embargo, posee un gen con alta identidad al que codifica para el transportador de fosfato
PHOB84 en Saccharomyces cerevisiae (Bun-Ya y cols, 1991), por lo que se ha propuesto
que este posible Pho84 podria cumplir esa funcién en A. ferrooxidans (Alvarez y Jerez,

2004).

1.3.2 Polifosfatos inorganicos
Un mecanismo adicional de resistencia a metales es aquel en el que participan los
polifosfatos inorgénicos (PoliP). Estos son polfmeros lineales de residuos de ortofosfatos
unidos por enlaces fosfoanhidrido que se han enconirado en organismos pertenecientes
a todos los dominios de la vida (Kulaev y Vagabov, 1983). Estas moléculas se sintetizan
enzimaticamente mediante la polifosfato quinasa (PPK) que cataliza la adicion reversible
del fosfato terminal del ATP a una molécuta de pirofosfato o de PoliP ya existente, lo que
forma un PoliP con un residuo mas de largo (Rao y cols, 2008). Por ofra parte, la
degradacién de los PoliP ocurre por la hidrélisis progresiva de los mismos mediante la
enzima exopolifosfatasa (PPX) que libera residuos de fosfato inorgdnico. Algunos

mictoorganismos como A. ferrooxidans son capaces de acumular estas moléculas en




forma de granulos en su citoplasma (Alvarez y Jerez, 2004; Orell y cols, 2012). La
acumulacién de PoliP también se ha correlacionado con la capacidad que tendrian
algunos microorganismos para vivir en condiciones con altas concentraciones de cobre,
como Sulfolobus solfataricus, A. ferrooxidans, Sulfolobus metallicus o Sulfolobus
acidocaldarius (Alvarez y Jerez, 2004; Remonsellez y cols, 2006; Orell y cols, 2012).

En nuestro laboratorio se comprobd que los niveles de estas moléculas en A.
ferrooxidans ATCC 23770 disminuyen rapidamente al enirentar a la bacteria a un estrés
por 40 mM de CuSO, (Alvarez y Jerez, 2004). En el caso de la cepa ATCC 53993 del
mismo microorganismo, se encontrd un efecto analogo dentro de la primera hora al
someterla a un estrés por 100 mM del mismo metal (Castillo, 2013). Mas adn, al parecer
la hidrélisis de [os PoliP en un extracto total del microorganismo se activa al afiadir entre
1y 10 uM de CuSOj, en la preparacion (Alvarez y Jerez, 2004). Se ha propuesto un
modelo donde los PoliP estarfan involucrados entre los mecanismos de resistencia a
metales antes mencionados (Figura 1). En primer lugar, en presencia de exceso de ADP,
los PoliP podrian degradarse por la reaccion reversa de la PPK. Esto formaria ATP que
podria suplir de energia a las ATPasas de metales presentes en la membrana interna
del acidéfilo. Adicionalmente, los PoliP se podrian hidrolizar para liberar fosfato
inorganico, el cual podrfa formar un complejo con cationes divalentes como Cu?* o Cd?*
y ser extruido al periplasma por PitA o PHOB84. Este tiltimo mecanismo podria ocurrir si
la concentracion de fosfato libre intracelular aumentara tanto que permitiera hacer
favorable el eflujo al periplasma de los iones metalicos alin a expensas del gradiente
natural de protones existente en el aciddfilo. Finalmente, los iones metalicos podrian
liberarse al medio extracelular desde el periplasma o el citoplasma gracias a los sistemas
RND. Este modelo se propuso inicialmente para el cadmio en E. coli (Keasling, 1997} y

para el cobre en A. ferrooxidans (Orell, y cols, 2010} y aiin gueda por comprobarse. Sin




embargo, recientemente, se demostrd que los PoliP y el transportador de fosfato PitA
constituyen un sistema funcional de resistencia a cobre en E. coli (Grillo-Puertas y cols,

2014).

1.4 Exopolifosfatasa

La PPX (EC:3.6.1.11) es una enzima que se caracteriza por contener el dominio
PPX/GppA fosfatasa y que pertenece a la superfamilia de las quinasas de
azucares/actina/hsp70 (Reizer y cols, 1993). El gen que codifica para esta enzima se ha
anotado en los genomas de multiples especies. Estas fosfatasas podrian diferir mucho
en términos de longitud y, por lo tanto, existen distintos tipos de PPXs (Albi y Serrano,
2014). La PPX que se ha estudiado mds ampliamente es la de E. coli (PPXz,). En
términos bioquimicos, las condiciones éptimas de catélisis de esta enzima requieren de
1 mM de Mg2*y 175 mM de K* (Akiyama y cols, 1993) y se ha descrito que la enzima
se inhibiria in vitro por 20 mM de fosfato (Akiyama y cols, 1993). La PPXg, forma
homodimeros en solucién y se ha analizado la estructura tridimensional de su monémero
cristalizado (Alvarado y cols, 2006; Rangarajan y cols, 2006), Cada mondémero consta
de 4 dominios (Figura 2A} y el sitio activo de la enzima se encontraria entre los dominios
l'y II. El dominio 1ll seria el encargado de la dimerizacion de los mondémeros. En términos
de la interaccion entre el PoliP y la enzima se han propuesto 2 modelos. El primero
consiste en la unidn del PoliP a lo largo de un canal basico que se forma en la interfaz
entre los dos monémeros (Figura 2B), de tal manera, que la molécula alcance el sitio
activo desde esa regién (Rangarajan y cols, 2006). El segundo modelo, se basa en la
presencia de un tinel ubicado en la interfaz de los monémeros, en particular, cerca del
sitio activo (Figura 2C). El PoliP podria no sélo unirse a la enzima en el sector del tiinel,

sino que ademas podria atraversarla por alli y aproximarse al sitio activo por la parte




contraria al canal basico, en la interfaz entre los dominios | y Il (Alvarado y cols, 2006;
Boetsch y cols, 2016). Otros estudios han sugerido que la interaccién entre la PPX y los
PoliP seria por mecanismos similares a los que utilizan proteinas que se unen a acidos
nucleicos de hebra simple (Bolesch y Keasling, 2000a). Se ha descrito que, ademas de
liberar residuos de fosfato inorganico, la PPXg.: podria producir moléculas de 2, 14 o 50
residuos de fosfato inorganico (Bolesch y Keasling, 2000b). Esto sugiere que hay al
menos 3 sitios donde el PoliP podria interactuar con la enzima, que estariana 3, 15y 50
residuos de fosfato de distancia del sitio activo. Ademas, la afinidad por el PoliP de cada
sitio seria distinta, siendo el sitio de union mas fuerte el que estaria a 50 residuos de

distancia del sitio activo.

(D)
Figura 2. Estructura cristalografica de la PPX de E. coli (PDB ID: 1U6Z). La PPXg, es un
homodimero con 4 dominios cada uno, indicados con numeros romanos (A). En la interfaz entre
los monomeros, el dimero de la PPXg, forma un canal basico, el que se indica en azul en la
proteina y se resalta con una flecha amarilla (B), y también se forma un tinel que la atraviesa
cerca del sitio activo (circulo amarillo en B y se detalla en D). Uno de los posibles mecanismos
de unién del PoliP a la enzima seria a través de este tinel (C). El PoliP rodearia a la enzima y
finalmente, la catélisis se llevaria a cabo en una cavidad entre los dominios | y Il en el sector
opuesto al canal basico de la enzima. La Figura 2C se modificé a partir de Boetsch y cols, 2016.



Se han caracterizado bioquimicamente las PPXs de las arqueas S. solfataricus (Cardona
y cols, 2002) y M. sedula (Rivero, 2016). La temperatura dptima de las PPXs de estos
hipertermdfilos es de 65°C para M. sedula y entre 50°C y 60°C para S. solfataricus. En
términos del requerimiento de iones, se obtuvo una actividad maxima de la PPX de S.
soffataricus en presencia de 10 mM de MgCla vy, para [a PPX de M. sedula, de 20 mM de
MgClz. Sorprendentemente, se observé que la PPX de M. sedufa se inhibia in vitro por
fosfato a una concentracion menor que la PPXg,.. Ademas de estos 2 acidofilos, a pesar
de que se ha descrito actividad PPX en otras bacterias y arqueas aciddfilas (Vera y cols,
2003; Orell y cols, 2012), la enzima PPX no se ha caracterizado en otras especies de
similares caracteristicas.

En el caso particular de la PPX,s, no se ha reportado ni su caracterizacion bioquimica ni
algun modelo de [a proteina que permitan entender mejor tanto los mecanismos de
resistencia a metales como la regulacion de los mismos en esta bacteria. Ademas,
comprender las diferencias entre esta enzima y su homdloga en E. coli podria ayudar a
entender las diferencias que existen enfre los organismos aciddfilos y neutréfilos con
respecto al metabolismo de los PoliP.

1.5 Objetivo General

Caracterizar la actividad de la enzima exopolifosfatasa de A. ferrooxidans y compararla
con la de E. colfi.

1.6 Objetivos especificos

1. Clonar los genes ppx de A. ferrooxidans y E. coli en vectores de expresion.

-~

2. Expresar y purificar las PPXs recombinantes de A. ferrooxidans y E. coli.
3. Analizar la actividad de las enzimas PPXs de A. ferrooxidans y E. coli.

4. Analizar las PPXs de A. ferrooxidans y E. coli bicinformaticamente.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas, plasmidios y condiciones de cultivo

Se utilizaron la cepa de A. ferrooxidans ATCC 53993 y las cepas de E. coli TOP10, DH5q.
y BL21(DE3) (Tabla 1). La primera se crecié a 30°C con agitacion a 150 rpm en medio
9K con hierro (0,4 g/L MgSQO4:7H20, 0,1 g/L (NH4)2S04, 0,04 g/L KaHPO4-3H20,
33,33g/L FeS04-7H20, pH 1,45). Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB (5 g/L
NaCl, 10 g/L Triptona, 5 g/L Extracto de levadura) a 37°C, tanto en cultivo liquido con
agitacion a 125 rpm como en placas, afadiendo al medio agar al 1,5%.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas.

Nombre Caracteristicas Referencia

A. ferrooxidans ATCC 53993 ATCC

F— merA A(mrr-hsdRMS-merBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139

E. coliTOP10 | \(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAT1 Invitrogen
nupG
F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169
E. coliDH5« recA1 endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA Invitrogen
SupE44 A—thi-1 gyrA96 relAl
fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS
E. coliBL21(DE3) | A DE3 = A sBamHlo AEcoRI-B Negisggf“d

int::(lacl::PlacUV5::T7 gene1) i21 Anin5

Segun los plasmidios utilizados (Tabla 2), se afiadié al medio LB distintos antibidticos:
100 pg/mL ampicilina, 100 pg/mL carbenicilina y 50 ug/mL kanamicina. El crecimiento
de A. ferrooxidans se evalud por recuento celular con una camara Petroff-Hausser en un
microscopio de contraste de fases y, en el caso de E. coli, por la medicién de la densidad

optica a 600 nm (DOgoo) en un espectrofotémetro Spectronic Genesys 6 (Thermo).




Tabla 2, Plasmidios utilizados.

= Nombr,emplaxsl,mzdz T Caracteristicas ‘ oy : agé‘\gferancfgﬁ
pGEM-T Easy Vector de subclonamiento, AmpR Promega
pET28aTEV Vector de expresidn, KmR Novagen
PET28aTEV_ppx12 pET28a(+)TEV con el gan ppx de E. colf Este trabajo
PET28aTEV_ppxAfe pET28a(+)TEV con el gen ppx de A. ferrooxidans Este trabajo
pMAL-c5X Vector de expresiéon, AmpR New England Biolabs
pMAL-c5X_ppxAfe PMAL-c5X con el gen ppx de A. ferrooxidans Este trabajo

2.2 Técnicas de biologia molecular

2.2.1 Extracciéon de DNA genémico
Para la extraccion del DNA de A. ferrooxidans, se crecié la cepa ATCC 53993 hasta
alcanzar la fase exponencial tardia. Las células se colectaron por centrifugacién en frfo
durante 15 min a 3200 x g y se lavaron 2 veces con 700 pL de agua acida a pH 1,45y
ofras 2 veces con 700 pL de 10 mM citrato de sodio pH 7.
En el caso de E. coli, se crecieron las celulas de la cepa TOP10 en medio LB liquido por
toda la noche. Se colectaron las células por centrifugacion a 4°C y a 3200 x g por 15 min
y se descarid el sobrenadante.
La exiraccion de DNA, en ambos casos, se realizé mediante Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega} siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2.2 Cuantificacion del DNA
La cuantificacién de acidos nucleicos se realizé mediante la medicién de la absorbancia
a 260 nm (A20) con una placa para microvolimenes Take3 (Biotek) en un

espectrofotémetro para microplacas Epoch (Biotek).
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2.2.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa
La electroforesis se desarrollé en geles con agarosa al 1% en amortiguador TBE 1X (89
mM Tris, 89 mM &cido boérico, 2 mM EDTA, pH 8,3) y se utilizé GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium) para tefirlos. Se mezclaron las muestras con amortiguador de carga de
DNA 6X (0,03% de azul de bromofenol, 60% glicerol, 60 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH
7.6) en una proporcién de 5:1 y posteriormente se aplicaron al gel. Como estandares de
peso molecular se utilizaron los marcadores 1 kb (New Engliand Biolabs), 1kb plus (New
England Biolabs) o GeneRuler 1 kb plus (ThermoScientific). La electroforesis se llevé a
cabo a 100 mV por tiempos de entre 20 y 45 min. Los geles se visualizaron mediante luz
ultravioleta a 320 nm.

2.2.4 Diseio de oligonucleétidos
Para amplificar los genes de interés a partir del DNA gendmico, se disefiaron partidores
(Tabla 3) en base a las secuencias de los genomas de A. ferrooxidans ATCC 53993
(NCBI ID: NC_011206) y E. coli str. K-12 substr. MG1655 (NCBI ID: NZ_CP012868).

Tabla 3. Partidores utilizados para clonar los genes ppx de E. coli y A. ferrooxidans. Las
secuencias subrayadas indican los sitios de restriccion anadidos que pueden ser Xhol
(rojo), Nhel (verde), Ndel (azul), Ncol (rosado) y BamHI (morado)

Nombre partidor Secuencia
PPXAfe reve CTCGAGTTACCACTGCAGATGGAAATCCGGCGTGATCCA
PPXAfe fwe CCATGGGTAGCAGAATCCGCAGCCACAG
Ppx12 TEVsen CATATGCCAATACACGATAAATCCCC
Ppx12 TEVanti CTCGAGTTAAGCGGCGATTTCTGGTG
pMAL_PPX_F CATGGAAATGGCAGAATCCGCAGCAACAGCAGGGCTCGAAAATTTTCTGGCG
pMAL_PPX_R GGATCCTTACCACTGCAGATGGAAATCCGGCGTGATCC ATTCCTG

Se utilizaron los software Geneious R9 (Kearse y cols, 2012) y Oligoanalyzer Versién 3.1

(IDT Oligo Analyzer, 2016) para su disefio. Los partidores se sintetizaron en la empresa

11




IDT (Integrated DNA Technology, www.idtdna.com). A los partidores se les afiadio en el
extremo &’ una secuencia de restriccion para facilitar el clonamiento.

2.2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La amplificacién de los genes ppx de A. ferrooxidans y E. coli se realizé en volimenes
de 50 pL para el paso inicial de clonamiento y en 10 pL para la verificacion de la
presencia de inserto. Para cada reaccién se utilizaron 200 uM de dNTP, 0,2 pM de cada
partidor, menos de 1 ng de templado, ya sea de DNA plasmidial o genémico, como lo
recomiendan los fabricantes de la Taq polimerasa; un décimo del volumen de reaccién
de solucion amortiguadora 10X y 25 U/mL de reaccién de Taq DNA polimerasa (New
England Biolabs). El programa que se utilizé fue de 94°C por 5 min inicialmente, seguido
por 30 ciclos de 94°C por 20 s, 58°C 0 51°C por 20 s, dependiendo de si se amplificaban
las ppx de A. ferrooxidans o de E. coli, respectivamente; y 72°C por 1 min 40 s.
Poéteriormente, se finalizé con una extensién final a 72°C por 10 min.

2.2.6 Purificacién de plasmidios y de fragmentos de DNA obtenidos por PCR
La purificacion de los plasmidios se realizd utilizando GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(ThermoFisher Scientific}) o E.Z.N.A. Plasmid Miniprep kit | (Omega Bio-Tek). La
purificacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR se llevo a cabo con E.Z.N.A. Gel
Extraction kit (Omega Bio-Tek) o con UltraClean 15 DNA Purification kit (MoBio),
siguiendo las indicaciones de los fabricantes.

2.2.7 Digestion de DNA
Para digerir un fragmento de DNA se realizaron reacciones en vollimenes finales de
hasta 50 uL en los que se mezclaron entre 0,2 y 1,0 ug de DNA, ya sea plasmidial o
amplificados de PCR, con 1 uL de la enzima de interés (New England Biolabs) y el

amortiguador correspondiente a cada una. La mezcla de reaccion se incub6 durante 1 h
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a 37°C y los resultados se analizaron por electroforesis en geles de agarosa. En el caso
de digestion con mas de una enzima, se realizé en tandem, es decir, se agregé la primera
enzima y se dejé reaccionar por 1 h antes de afiadir la segunda por 1 h también.

2.2.8 Ligacion de fragmentos de DNA
En primer lugar, se cuantificé la concentracién de los productos a ligar y se calculd la
cantidad a agregar de cada uno con el programa NEBiocalculator v1.5.0 con la
herramienta Ligation Calculator (2016). En todos los casos se eligié la razén 1:3 entre
vector e inserto. Se mezclaron los fragmentos a ligar con 1 L de la enzima T4 DNA
ligasa (New England Biolabs), 1 UL de su solucién amortiguadora respectiva y se
completaron los 10 plL de reaccion con agua. La reaccion se incubé por 1 h a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C.

2.2.9 Preparacién de E. coli quimiocompetentes
Se cracieron células de E. coli TOP10, DH5¢ o BL21(DE3) en 100 mL de medio LB a
37°C con agitacion hasta alcanzar una DOgy de 0,6. Posteriormente, las células se
colocaron en un bafio de hielo por 10 min y se centifugaron a 2500 x g por 10 min a 4°C
para colectar las céiulas. A continuacién, éstas se resuspendieron en 50 mL de 100 mM
CaCl, estéril y se incubaron en hielo por 20 min. Luego, se centrifugd la muestra a 1500
x g por 5 min a 4°C, se descarto el sobrenadante y las células se resuspendieron en 10
mL de 100 mM CaCl; con 20% de glicerol. Finalmente, las células se alicuotaron y
almacenaron a -80°C.

2.2.10 Transformacién de E. coli quimiocompetentes
La transformacién de E. coli se realizé por el método del shock térmico. Este consistio
en mezclar 50 pL de células quimiocompetentes con 5 L de un producto de ligacién o

de plasmidios y, luego, se incubd por 20 min en hielo. A continuacién, se colocé la
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muesfra a 42°C por 45 s e inmediatamente se dejé en hielo por 5 min. Luego, se
recuperaron las células con 900 uL de medio LB y se incubaron por 1 h a 37°C con
agitacidn. Finalmente, se procedié a seleccionar las células. Para transformar las
bacterias con un producto de ligacién, se utilizaron placas de LB-agar conteniendo el
antibiotico al cual el microorganismo se hace resistente cuando se ha transformado con
el plasmidio en cuestion. En el caso del vector pGEM-T Easy (Promega) también se
afiadio 2 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) y 40 ug/mL de 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido  (X-Gal). Por el contrario, en el caso de
transformaciones con plasmidios puros, éstos se seleccionaron en medio LB liquido con
el antibidtico respectivo.

2.2.11 Clonamiento del gen ppx de E. coli en el vector pET28aTEV y del gen

ppx de A. ferrooxidans en los vectores pET28aTEV y pMAL-c5X
En primera instancia se ligaron amplificados de los genes ppx de ambas especies en el
vector lineal pGEM-T Easy, independientemente. Los productos de ligacion se utilizaron
para transformar cepas quimiocompetentes de E. colf TOP10 o DH5a. De los clones
obtenidos tras la transformacion, se escogieron 4 a los que se les extrajo el DNA
plasmidial. Con el fin de conocer la orientacién que tenfa el fragmento insertado en el
vector, se realizo una digestion con Ndel, en el caso del clonamiento de la ppx de E. colf
en el vector pET28aTEV, o con Ncol, para el caso de la ppx de A. ferrooxidans en el
vector pMAL-cGX. De manera alternativa, la presencia del inserto en clones
transformados con la ppx de A. ferrooxidans se comprobé mediante el protocolo
OneStep, que consistié en resuspender las colonias transformantes en 40 pL de una
solucién que contenfa sacarosa al 6%, 50 mM de Tris y una punta de espatula de azul

de bromofenol. Luego, se agregaron 17 pL de fenol-cloroformo bésico (fenol saturado
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basico al 50%, cloroformo al 48% y alcohol isoamilico al 2%), seguidamente se aplicé
vortex vigorosamente por 15 s y se centrifugd por 2 min a 16100 x g. Posteriormente, el
resultado se visualizé tras una electroforesis en geles de agarosa.
Se escogieron 3 clones transformantes de los pGEM-T Easy con el gen ppx de interés
para cada una de las variantes a clonar. Los plasmidios se digirieron con enzimas de
restriccion para liberar al gen de intereés y asf poder ligarlo al vector final, previamente
digerido con las mismas enzimas. En el caso de la ppx de A. ferrooxidans, se utilizaron
las enzimas Nhel y Xhol para el clonamiento en el vector pET28aTEV y Ncol y BamHi
para pMAL-c5X. Por otra parte, se utilizaron las enzimas Xhol y Ndel, en el caso del gen
ppx de E. coli. Los productos de digestion se separaron por electroforesis en geles de
agarosa ¥ las bandas correspondientes a los productos deseados se extrajeron del gel,
Los fragmentos digeridos de los genes ppx y de los veciores se ligaron y se
transformaron en E. coli DH5a o TOP10. Se purificaron los plasmidios de los clones
transformantes y se comprobé la presencia del gen ppx por OneStep, por amplificacion
del mismo por PCR, utilizando las mismas condiciones con las que se amplifico
inicialmente cada gen, y por digestion con las enzimas de restriccién que se afiadieron
a los partidores.
2.3 Técnicas de analisis de proteinas

2.3.1 Cuantificacion de proteinas
La medicion de la concentracién de proteinas se realizé con el método de Bradford
(Bradford, 1976). Se midié la absorbancia a 595 nm con un espectrofotémetro de
microplacas Epoch (Biotek). Se comparé la absorbancia de la muestra con la
cuantificada para muestras de alblmina de suero de bovino (BSA) de concentracion

conocida.
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2.3.2 Obtencion de los extractos proteicos totales, soluble e insoluble

Para la produccién de proteinas, se transformaron células de E. coli BL21(DE3) con el
plasmidio de interés y se seleccionaron por toda la noche con el antibistico respectivo
(100 mg/mL de ampicilina, 100 mg/mL de carbenicilina o 50 mg/mL de kanamicina).
Posteriormente, se inoculd 1 mL de células por cada 100 mL de medio LB o medio LB
con 0,2% de glucosa, para el caso del sistema de expresion con los vectores pPMAL,
hasta alcanzar una DOgg de 0,6. Se afiadié 1 mM de IPTG y se incubd por 4 h antes de
colectar las celulas por centrifugacién por 15 min a 2000 x g a 4°C.

Luego, se resuspendieron las células en un décimo del volumen de cultivo inicial en
solucion amortiguadora de unién de PPX (20 mM Tris-HCI, 20 mM imidazol, 500 mM
NaCl, 20 mM MgCig, 175 mM KCI, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), pH7) en
el caso de las proteinas que contenian cola de histidina, o en solucién amortiguadora
PMAL (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF) cuando la
proteina a purificar consistfa en la fusion de la PPX con la proteina de union a maltosa
(MBP). L.as células en suspensidn se rompieron por sonicacion en un bafio de hielo con
un equipo Q500 sonicator (QSonica) por 20 a 40 min, con una amplitud del 30%, en
pulsos de 20 s de sonicacién y 40 s de descanso. Posteriormente, se eliminaron los
restos celulares por centrifugacion a 3200 x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante
resultante de ese paso se denomind “extracto total”. A continuacién, se separaron las
fracciones solubles e insolubles por centrifugacién a 16100 x g por 20 min a 4°C. El
sobrenadante resultante se denominé “extracto total soluble” y las protefnas

sedimentadas se denominaron “extracto total insoluble” o “cuerpos de inclusion”.
2.3.3 Purificacion de proteinas
La purificacién de proteinas se realizé mediante 2 métodos, segln el sistema de

clonamiento utilizado.
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En primer lugar, se realizé cromatograffa por afinidad a niquel para la PPXg, y la PPXsr
cuyos genes se enconfraban clonados en el vector pET28aTEV. Se utilizé 1 mL de la
resina Profinity IMAC Ni-charged resin (Biorad) y la columna Prepacked Gravity Flow
Columns for Jon Exchange (Biorad). Se equilibré la columna con 10 voldmenes de
solucién amortiguadora de unién de PPX sin PMSF vy, al verificar que la resina se
encontrara bien empacada se aplicé el extracto total de proteinas solubles. Luego, se
afadieron a la columna 10 volimenes de solucién amortiguadora de unién de PPX sin
PMSF. Finalmente, se afiadieron 5 voltmenes de solucién de elucién PPX (20 mM Tris-
HCI pH 7, 500 mM imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 175 mM KCI) y se colectaron
fracciones por cada 250 L que se elufan de la columna. Se cuantificaron las proteinas
de cada fraccion y se juntaron todas aquellas que tuvieran una concentracién mayor a
0,1 mg/mL.

Por ofra parte, se purificé la PPX4 mediante cromatografia por afinidad a amilosa, ya
que el gen de esta enzima se clond en el vector pMAL-c5X que permite la expresion de
la proteina de interés con la proteina de union a maltosa (MBP), la que se retiene en una
columna de amilosa. Se utilizo 1 mL de resina de amilosa (New England Biolabs) en las
mismas columnas descritas para la cromatografia por afinidad de niguel. Inicialmente,
se empacé y equilibré la resina al aplicar 5 volimenes de solucidén amortiguadora pMAL
sin PMSF. A continuacién, se aplico el extracto total soluble y se lavé la columna con 12
volimenes del mismo amortiguador. Finalmente, se afiadieron 5 mL de solucidn
amortiguadora de elucién pMAL (20 mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10
mM maltosa) y se colectaron las fracciones eluidas de la misma manera que en el caso
anterior. En todos los casos, se afiadié glicerol en un 50% a las eluciones para evitar

que se agregaran las proteinas y se almacenaron a -20°C.
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2.3.4 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). En
primera instancia, éstas se mezclaron en una proporcidon de 3:1 con amortiguador de
carga de proteinas 4X (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 4% SDS, 50% glicerol, 15% B-
mercaptoetanol y 0,02% de azul de bromofenol), se calentaron a 90°C por 10 min, se
incubaron en hielo por 3 min y se centrifugaron a 10000 x g por 5 s para sedimentar lo
que atin permaneciera insoluble antes de aplicar la muestra en el gel. Se aplicaron entre
10 y 15 pg de proteinas totales por muestra en cada carril del gel.

El gel de corrida contenia 0,1 mL de glicerol al 50%, 1,25 mL de buffer de corrida (Tris-
HCI 1,5 M, pH 8,8 y SDS al 9,4%), 1,2 mL o 1,65 mL de acrilamida-bisacrilamida 30:0,8,
dependiendo si el gel era al 7% o al 10%; 2,5 pL de TEMED, 25 pL de persulfato de
amonio al 10% y agua destilada hasta completar un volumen de 5 mL. El gel
concentrador, a su vez, estaba formado por 1,45 mL de agua bidestilada, 0,63 mL de
buffer concentrador (Tris-HCI 1,5 M, pH 6,8 y SDS al 0,4%), 0,43 mL de acrilamida-
bisacrilamida 30:0,8, 4 L de TEMED y 15 uL de persuifato de amonio al 10%. Se utilizé
el marcador de peso molecular Perfect Protein (Novagen).

La electroforesis se llevé a cabo a 75 V por 45 min o hasta que el colorante del
amortiguador de carga ingresara al gel de corrida y luego se corrié a 150 V hasta que el
indicador llegara al final del gel. Posteriormente, los geles se fijaron por 30 min con
solucion de fijacion de proteinas (40% de etanol y 10% de &cido acético) y se tifieron
toda la noche con solucién de tincién con azul de Coomassie G250 (1,28 M sulfato de
amonio, 0,5% de acido acético, 34% de metanol, 1 g/L azul de Coomassie G250).

Finalmente, los geles se destifieron con agua destilada.
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2.4 Métodos bioinformaticos

2.4.1 Andlisis de proteinas
La blisqueda de las estructuras de proteinas se realizé utilizande la base de datos PDB
(Berman y cols, 2000). Dentro de las caracteristicas anotadas en esa base de datos se
encuentran el nlmero de amino&cidos, la estequiometria de oligomerizacion de las
protefnas, el detalle de la unidn de ciertas moléculas a las estructuras y la resolucién
cristalografica de los modelos, Para buscar proteinas homoélogas se utilizé el programa
BLASTp (Johnson y cols, 2008).
La comparacion y alineamiento entre varias secuencias de proteinas se realizé con
ClustalX (Larkin y cols, 2007). La misma aplicacién se uso también para construir &rboles
filogenéticos, utilizando el algoritmo Neighbor-Joining (Saitou y Nie, 1987), que se
visualizaron con el software Dendroscope (Huson y Scornavacca, 2012). La blisqueda
de dominios en las proteinas se hizo con la base de datos Pfam (Finn y cols, 2016).
La visualizacion de los resultados se realizé con el programa VMD (Humphrey y cols,
1996). Se utilizé la herramienta MultiSeq y en particular la opcién STAMP del software
VMD para realizar alineamiento estructural mdltiple entre distintas secuencias (Roberts
y cols, 2006). La carga electrostatica de superficie se calculé con la plataforma
PDB2PQR (Dolinsky y cols, 2004) en conjunto con el software APBS (Baker y cols,
2001). Los calculos se realizaron con el campo de fuerza AMBER, suponiendo que el
ambiente donde se encuentra la protefna tiene pH 7. Este software utiliza la herramienta
PROPKA (Oisson y cols, 2011) para calcular los valores pKa de las cadenas laterales
de los aminoacidos de la protelna.
Para evaluar el grado de conservacién evolutivo que tienen las proteinas, se utilizé el
programa ConSurf (Ashkenazy y cols, 2016). Esta herramienta permite asignar un valor

de 1 a9 a cada aminodcido seglin cuan conservado se encuentra, donde 1 significa que
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esa posicion es muy variable y 9 que casi siempre el mismo amino4cido se encuentra
alli. Para ello, esta herramienta busca en la base de datos las 200 proteinas mas
similares a la secuencia de interés mediante BLASTp (Johnson y cols, 2008), las alinea
y calcula el nivel de conservacion de cada aminodcido.

La biisqueda de sitios de unién a metales se llevé a cabo con la plataforma MetalDetector
v2 (Passerini y cols, 2011).

2.4.2 Modelamiento de proteinas

El modelamiento de PPXy se realizd con el programa Modeller v9.16 (Webb y Sali,
20186). Se fij6 la posicién de los aminoacidos Asp146, Gly148, Ser151 y Glu153 de PPX,,
y sus homoélogos en 1UGZ en el alineamiento correspondiente y se eliminaron los
aminoacidos de esa posicién en el modelo 2FLO. Como los templados 1U6Z y 2FLO
comenzaban en el aminoacido 12 de la proteina, la PPX4 modelada comenzaba en el
residuo 12 de la misma. Los modelos generados de PPX,s se revisaron con el software
Verify3d (Bowie y cols, 1991; Liithy y cols, 1992), donde el mejor resultado obtenido tenia
un 95,53% de los aminodcidos en una conformacién aceptada en comparacion con las

proteinas que se encontraban en la base de datos del programa.

2.4.3 Docking molecular
Uno de los requisitos que se necesitan para realizar docking es tener la estructura de los
posibles ligandos. En primer lugar, se buscé en la base de datos PubChem (Kim y cols,
2018) la existencia de &cido trifosférico (PubChem CID: 983). No se pudo encontrar
moléculas de PoliP de mas de 3 residuos de fosfato inorganico, por lo que se dibujaron

las moléculas de PoliP de 15 residuos con el software ChemDraw (2015).
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Para realizar el docking, se utilizé la interfaz gréfica AutoDockTools basada en Python
(Sanner, 1999) y los programas autogrid, autodock y autodockvina 1 (Trott y Olson,

2010).

3. RESULTADOS

3.1 Clonamiento de los genes ppx de A. ferrooxidans y E. coli y expresién de sus
proteinas en E. coli.
Para caracterizar bioquimicamente y comparar las enzimas PPXs y PPXg., se realizé el
clonamiento de los genes de las mismas con el fin de expresarlos y purificar las enzimas
recombinantes.

3.1.1 Clonamiento del gen ppx de E. coli en el vector pET28aTEV.
La PPXg. se ha sobreexpresado en distintos vectores y purificado exitosamente en
trabajos previos (Akiyama y cols, 1993; Alvarado y cols, 2006; Rangarajan y cols, 20086;
Boetsch y cols, 2016) por lo que se utilizd una estrategia similar a la planteada en esos
trabajos. El vector en el cual se cloné el gen ppx de E. coli fue el pET28aTEV (Figura S1
del Material Complementario), el cual permite comandar la expresion del gen de Interés
con el promotor T7 e inducir su expresién mediante IPTG. Ademas, al clonar en este
vector se afiadid una secuencia que codificaba para 6 histidinas en tdndem al gen de
interés, o que permite la purificacion de la enzima por cromatografia de afinidad por
niquel inmovilizado.
Luego del clonamiento, se obtuvieron 9 clones a los cuales se les analizé la presencia
del inserto correspondiente mediante PCR, utilizando partidores que flanqueaban al gen
de interés (Figura 3A). Se considerd que la amplificacién de un fragmento de 1545 pb
correspondia al vector pET28aTEV con el gen de la ppx de E. coli. Posteriormente, se

analizo la expresion de la protefna. Para ello se transformo el vector en cepas de E. cofi
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BL21(DES3), las cuales se crecieron hasta una DOgyo de 0,6 a 37°C y luego se incubaron
por 3 h a la misma temperatura con 1 mM de IPTG. Las células se lisaron mediante
sonicacion y las proteinas se visualizaron en el extracto total por electroforesis en geles

de poliacrilamida (Figura 3B). Se observo que los extractos totales de las células que

(A) kDa (B)

contenian el vector en cuestidn presentaban una proteina de 58 kDa que no se
encontraba en los extractos de células con el vector pET28aTEV vacio. Estos resultados
sugieren que esta estrategia fue exitosa para lograr la expresién de rPPXg..

Figura 3. Clonamiento del gen ppx de E. coli en el vector pET28aTEV. {A) Verificacion por
PCR de la presencia del gen ppx de E. coli en los plasmidios pET28aTEV con el gen clonado. Se
utilizé como control positivo el mismo amplificado obtenido para realizar el clonamiento (+) y como
control negativo se utilizé agua en lugar de DNA molde (-). Se empled el marcador de tamario 1
kb plus (Invitrogen). Los nimeros representan distinios clones analizados, el asterisco indica el
clon que se utilizé para continuar con los analisis y la flecha indica el tamario esperado del gen
ppx de E. coli. (B) Expresion de rPPXg. en la cepa de expresion de E. coli BL21 transformada con
los clones de pET28aTEV con el gen de la proteina respectiva. Los carriles corresponden a los
extractos obtenidos a partir de células transformadas con el vector pET28aTEV sin inserio -y
con el gen ppx de E. colf (+). El marcador de peso molecular que se utilizé fue el Perfect Protein®
Marker (Merck).

3.1.2 Clonamiento del gen ppx de A. .ferrooxidans en el vector pET28aTEV.
No existen en la actualidad herramientas de biclogia molecular efectivas en A.
ferrooxidans, por lo que se decidié sobreproducir la PPX s por expresion heterdloga en
E. coli. En Ia literatura, no se encuentran antecedentes exitosos del clonamiento y

purificacién de esta enzima. Por el contrario, se han reportado casos donde la protefna
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sobreproducida se encontraba insoluble en cuerpos de inclusién (Alvarez y Jerez, 2004).
Se clond el gen ppx de A. ferrooxidans en el vector pET28aTEV (Figura 4). Se obtuvieron
8 clones gue presentaban el inserto deseado comprobado mediante PCR, obteniéndose
en cada caso la amplificacién de un fragmento de 1525 pb (Figura 4A).

Al analizar la expresion de la proteina, en el extracto total de proteinas solubles apenas
se observo la presencia de la rPPXyy;, ya que la gran mayoria se encontraba insoluble,
formando cuerpos de inclusién (Figura 4B). Considerando que la insolubilidad de la
rPPX,r se puede deber a que ésta se encuentra mal plegada, era muy probable que no
tuviera actividad detectable. Por lo tanto, se decidié utilizar una estrategia distinta para

optimizar la solubilidad de la enzima.

(A} (B)

1650 pb
1000 pb

M123 4506 7 8 + -

S

- +

Figura 4. Clonamiento del gen ppx de A. farrooxidans en el vector PET28bTEV. (A)
Verificacion por PCR de la presencia del gen en los plasmidios pET28aTEV con el gen clonado.
Se utilizd como contral positivo el mismo amplificado obtenido para realizar el clonamiento {+}vy
como control negativo se utilizé agua en lugar de DNA molde (-).Se empleé el marcador de
tamario 1 kb plus (Invitrogen). Los niimeros representan distintos clones analizados, el asterisco
indica el clon que se utilizé para continuar con los analisis y la flecha indica el tamafio esperado
del gen ppx de A. ferrooxidans. (B) Expresion de rPPX4en la cepa de expresion de E. colf BL21
transformada con los clones de pET28aTEV con el gen de la proteina respectiva. Los carrlles
corresponden a los extractos obtenidos a partir de células transformadas con el vector
PET28aTEV sin inserto (-) y con el gen ppx de A. ferrooxidans (+). Con S se indica la fraccién de
protelnas soluble y con IS se indica la que se encontraba insoluble. El marcador de peso
molecular que se ufilizé fue el Perfect Protein® Marker (Merck).
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3.1.3 Clonamiento del gen ppx de A. ferrooxidans en el vector PMAL-c5X

Para evitar la formacién de cuerpos de inclusiéh en la produccién de proteinas
recombinantes se han desarrollado multiples estrategias (Rosano y Ceccarelli, 2014).
Una de ellas consiste en construir una proteina de fusién entre Ia protefna de interés y
la proteina de unién a maltosa (MBP), ya que se ha reportado que esta tltima promueve
la solubilidad de la primera (Kapust y Waugh, 1999). Cabe mencionar gue previamente
se han logrado expresar las dos PPX-GppA de Mycobacterium tuberculosis con este
sistema (Choi y cols, 2012).

Con esos antecedentes, se cloné el gen ppx de A. ferrooxidans en el vector PMAL-c5X
(Figura 82 del Material Complementario), el cual permite crear una proteina de fusién
entre la rPPXyry la MBP. Ademds, [a expresion de esta fusién se dirige bajo el promotor
tac y su expresion se induce con IPTG. Se obtuvieron 2 clones del vector pMAL-c5X que

contenian el gen de interés, lo que se comprobé mediante PCR (Figura 5A).
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Figura 5. Clonamiento del gen ppx de A. ferrooxidans en el vector pMAL-c5X. (A) Verificacién
por PCR de la presencia del gen ppx de A. ferrooxidans en los plasmidios pMAL-c5X. Se utilizd
el marcador de tamafio 1 kb plus (Invitrogen). Los niimeros representan distintos clones
analizados y en asterisco se indica el clon que se utilizé para continuar con los anélisis. (B)
Expresion de rPPX4 en la cepa de expresion de £. coff BL21 transformada con los clones de
PMAL-c5X_ppxAfe. Los carriles corresponden a los extractos obtenidos a partir de células
transformadas con el vector pMAL-c5X sin inserto {-) y con el gen ppx de A. ferrooxidans (+). Con
S se indica la fraccion de proteinas soluble y con IS se indica Ila que se encontraba insoluble. El
marcador de peso molecular que se utiiizé fue el Perfect Protein® Marker {Merck).

24




Por otra parte, a pesar de que al evaluar la expresién de la proteina soluble en este
sistema se observaba una fraccion mayor comparando con el casoc del vector
pET28aTEV, la gran mayoria de la rPPX4s también se encontraba insoluble en los
cuerpos de inclusion (Figura 5B). Por lo tanto, la fusion entre la MBP y la PPX4 no es
suficiente para que la segunda proteina se mantenga soluble.

3.2 Purificacién de las enzimas recombinantes PPX de A. ferrooxidans y E. coli

3.2.1 Purificacién de la PPX recombinante de E. coli
A continuacion, se procedio a purificar la rPPXg mediante cromatograffa por afinidad por
niquel inmovilizado (Figura 6). A partir de 100 mL de cultivo de E. cofi BL21(DE3) con el
plasmidio pET28aTEV que contiene la ppx de E. coli, se obtuvieron 3,23 mg de
proteinas. En el eluido de la columna, se observé la presencia mayoritaria de sélo una

proteina con el peso molecular correspondiente a rPPXg, (58 kDa).

kDa
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Figura 6. Purificacién de rPPXg. a partir del vector pET28aTEV con el gen ppx de E. coli
mediante cromatografia de afinidad por Ni inmovilizado. Los carriles indican, de izquierda a
derecha, el marcador de peso molecular Perfect Protein® (Merck), el extracto fotal soluble
obtenido de células transformadas con el vector pET28aTEV (ET -), el extracto total soluble
obtenido de células transformadas con el vector pET28aTEV con el gen de interés (ET PPXg),
el frente obtenido luego de pasar la muestra por la columna (F), el lavado de la columna (Lyy
finalmente, la elucion de la misma (E).
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3.2.2 Purificacion de la PPX recombinante de A. ferrooxidans

En el caso de la PPX, se especulé que, como al parecer no toda la proteina se
encontraba formando cuerpos de inclusion, se podia obtener enzima pura a partir de
mayores volimenes de cultivo (500 mL). Para purificar la enzima se utilizé el constructo
del gen ppx en el vector pET28aTEV vy se realizo, al igual que en el caso de la rPPXg,,
mediante cromatografia de afinidad por niquel inmovilizado. A pesar de que se logro
purificar una cantidad muy baja de rPPXy, ésta co-eluy6 junto con al menos 5 proteinas
y no era la mas abundante entre ellas (Figura 7). Las proteinas que co-eluyeron podrian
tener una serie de histidinas en tandem que emulen naturalmente a la cola de histidina
o podrian tener afinidad por la rPPX,.
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Figura 7. Purificacion de rPPX,; a partir de pET28bTEV con el gen ppx de A. ferrooxidans
mediante cromatografia de afinidad por Ni inmovilizado. Los carriles indican, de izquierda a
derecha, el marcador de peso molecular Perfect Protein® (Merck) (M), el extracto total soluble
obtenido de células transformadas con el vector pET28aTEV (ET -), el extracto total soluble
obtenido de células transformadas con el vector pET28aTEVcon el gen de interés (ET rPPXyy), el
frente obtenido luego de pasar la muestra por la columna (F), el lavado de la columna (L) y
finalmente, la elucién de la misma (E).

Posteriormente, se intenté purificar la rPPX,s, desde E. cofi BL21(DE3) transformada con
el vector pMAL-c5X con el gen en cuestion. En este caso, se utilizé cromatografia de
afinidad por amilosa para realizar la purificacion. Con este vector, se obtuvo una mayor

cantidad de rPPXy en la fraccidn eluida y también se obtuvieron otras proteinas que co-
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eluyeron, aunque en este caso la razén entre la proteina deseada y las demas llego a
ser cercana a la mitad (Figura 8). Ademas, se observé una banda de protefnas que
coeluyeron de aproximadamente 50 kDa, las que podrfan corresponder a la MBP yala
rPPXar, es decir, a productos de degradacitn de la proteina de fusion. Las estrategias
utilizadas en este trabajo para purificar la rPPX4 no fueron exitosas en su totalidad, por

lo que se requeriran andlisis més exhaustivos para lograr este objetivo completamente.
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Figura 8. Purificacién de rPPXs a partir del vector pMAL-c5X con el gen ppx de A.
ferrooxidans mediante cromatografia de afinidad por amilosa. Los cariles indican, de
izquierda a derecha, el marcador de peso molecular Perfect Protein® (Merck) (M), el extracto
insoluble total obtenido de células transformadas con el vector pMAL-c5X con el gen de interés
(IS), el extracto total soluble de las mismas (ET), el frente obtenido luego de pasar la muestra por
la columna (F), el lavado de la columna (L} y finalmente, Ia elucién de la misma (E).

3.3 Anilisis bioinformatico de las PPXs de A. ferrooxidans y E. coli
Dadas las complicaciones de la purificacion y para cumplir con el tiempo asignado para
el Seminario de Titulo, se decidié realizar un estudio bicinformatico detallado de la
estructura de la PPX4y.
3.3.1 Comparacién de las estructuras de PPXs cristalizadas en la base de
datos PDB
En primera instancia, se buscaron en la base de datos Protein Data Bank (Berman y

cols, 2000) todas las estructuras cristalizadas existentes hasta la fecha de PPXs. Se
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encontraron solamente 13, provenientes de 8 especies distintas, anotadas como PPXs
en la base de datos (Tabla 4). La mayoria de estas protefnas son de origen bacteriano.
De hecho, solamente se enconfraron depositadas 3 PPXs de origen eucarionte
provenientes de S. cerevisiae (PDB ID: 2QB6, 2QB7 y 2QB8).

Tabla 4. Caracteristicas de las PPXs cristalizadas y depositadas en la base de datos PDB.

Sotget. ‘;Sédiao Especio az:.;:‘:;;g:s Estequi tria ]:nOSI?iu?n_" Presen:[?ﬁ ( Prasencia :%
N “"”flhprit Kl«" o ;:;Té::;aa ) PPX/GPpA &- K Canal Bésleco agtfero
4PY9 QB4PDY Bacteroides fraghis 343 Mendmere No No Si
3RFO | Q7FCcJIK2 Yersinia pestis 209* Monémero 27-309 No No
DGO QTiYAD Cytophaga hutchinsonit 315 Maonémero 168-308 No No
3HI0 ASCIFI Agrobacterium fabrum 508 Dimeto 35-308 "Bolsillos” No
3CER | Q86512 | Aifidobaclarium longum 343 Monémero 22-323 No No
20B6 P38698 | Saccharomyces cerevislas 367 Mondmero 1-397 No No
20B7 P38698 ] Saccharomyces cerevisise 397 Mondémero 1-397 No No
2088 P38698 | Saccharomyces cerevisiag 397 Mondmero 1-397 No No
2FLO POAFLB Escherichiacoli 624 Dimera 26-309 SI Si
1UsZ POAFLE Escherichlacoll 513 Dimero 26-309 L) Si
2J4R Q67040 Aquifex aeoiicus 308 Maondmero 24-308 No s(
1T6C OB7040 Aguifex acalicus 315 Mondmero 24-309 No st
1760 067040 Aguifex asolicus 315 Mandmero 24-307 No No

*La PPX de Y. pestis contiene 514 aminodcidos, sin embargo, la estructura depositada
contiene sélo 209 aminoacidos que no forman parte del dominio PPX/GppA de la proteina.

Ademas, no todas las PPXs cristalizadas tienen la misma estequiometria de asociacion,
ni la misma cantidad de aminoé&cidos. Las PPXs de E. cofi (PDB ID: 1USZ y 2FLO} y de
Agrobacterium fabrum (PDB ID: 3HI0) tienen alrededor de 500 aminodcidos y son
dimeros, mientras que las enzimas de Bacteroides fragilis (PDB ID: 4PY9), Yersinia
pestis (PDB ID: 3RFO0), Cyfophaga hutchinsonii (PDB ID: 3MDQ), Bifidobacterium
longum (PDB ID: 3CER) y Aquifex aeolicus (PDB ID: 1J4R, 1T6C y 1T6D) tienen entre
200 y 350 aminoacidos y estan anotadas como mondmeros (Tabla 4). En el caso de S.

cerevisiae, las proteinas tienen alrededor de 400 aminoacidos y también se han descrito
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como monomeros en la base de datos. Previamente, los autores de los trabajos de
cristalografia de la PPXg. habian propuesto que esta enzima tenia un largo canal basico
que se formaba en la interfaz de las dos subunidades del dimero (Rangarajan y cols,
2006) y que tenia un tunel en la mitad del canal por donde podria pasar el PoliP
(Alvarado y cols, 2006; Boetsch y cols, 2016). Sin embargo, en el caso de la estructura
cristalografica de la PPX de S. cerevisiae no se habia observado la misma caracteristica
(Ugochukwu y cols, 2007). Es por ello que, en vista de las diferencias encontradas en
las PPXs de |la base de datos, surge la pregunta de si el mecanismo por el cual se unen
eéstas al PoliP es el mismo que el propuesto para la PPXg.. Para ello, se calculé la carga
de la superficie de cada una de las PPXs mediante el servidor PDB2PQR (Dolinsky y

cols, 2004) y se colorearon las estructuras segun este parametro (Figura 9).

) H)
Acido h Basico

Figura 9. Morfologia y carga de superficie de las PPXs cristalizadas depositadas en Protein
Data Bank. Las proteinas corresponden a las PPXs de E. coli (A), A. fabrum (B), B. longum (C),
Y. pestis (D), C. hutchinsonii (E), S. cerevisiae (F), A. aeolicus (G) y B. fragilis (H). Los colores
indican la carga de superficie electrostatica, mientras més rojo mas acido y mientras mas azul
mas basico. Los circulos amarillos destacan la estructura tipo tinel que tienen algunas PPXs y la
flecha verde indica el canal basico en la PPXg..
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Contrario a lo que se esperaba, la morfologia de las enzimas fue muy variable. Ni siquiera
fue posible alinear estructuralmente l[a zona que las bases de datos catalogaban como
el dominio PPX/GppA (Figura S3), ya que los algoritmos no los identificaban como
similares. En términos de la presencia de un canal basico, éste sélo se encontré en la
PPXe: (Figura 9A). En el caso de la protefna de A. fabrum, se encontré que presentaban
zonas mayoritariamente basicas en los extremos de la proteina, los cuales podrian
cumplir la funcién de unir el PoliP (Figura 9B). Por otro lado, se observo que la presencia
de un tanel que atravesara la proteina se encontraba mas conservado, ya que las PPXs
de E. coli (Figuras 3A), A. aeolicus (Figuras 3G) y B. fragilis (Figuras 3H) tenfan una
estructura de ese tipo.
Es interesante destacar que al hacer una bUsqueda del dominio PPX/GppA en las
proteinas con la base de datos Pfam (Finn y cols, 2016) se encontro que la PPX de B.
fragilis no contenia el dominio caracteristico PPX/GppA (Tabla 4), sino que tenia un
dominio DHH solamente. Este dominio se encuentra en proteinas que catalizan
reacciones de tipo fosfoesterasa, como por ejemplo, algunas que se unen a acidos
nucleicos (Marchler-Bauer y cols, 2015). Estos resultados sugieren que la supuesta PPX
de B. f;'agﬂis podria catalizar reacciones tipo fosfoesterasa distintas a los de una PPX.
3.3.2 Comparacién de las PPXs de microorganismos del consorcio
biominero
Ya que las enzimas PPXs difieren mucho en sus estructuras, se analizé si aquellas
diferencias disminuian entre las PPXs de los organismos que vivien en condiciones
similares, como lo son los del consorcio biominero. Se descargaron 27 secuencias
aminoacidicas de ila PPXs pertenecientes a 22 aciddfilos, 15 pertenecientes a bacterias
y 7 a arqueas, a parlir de la base de datos del NCBI. Las secuencias se alinearon con

ClustalX (Larkin y cols, 2007) y se construyé un arbol filogenético que se visualizé con
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el software Dendroscope (Huson y Scornavacca, 2012). Se identificé una zona con un
alto grado de conservacion (Figura 10) que podria corresponder al sitio de unién a algun
cofactor metalico divalente como Mg?*, Ca®* o Mn?* como se sugirio para las PPXs de A.

aeolicus (Kristensen y cols, 2004) y de E. coli (Rangarajan y cols, 2006).

Acidithiobacillus_ferrivorans YPLEIVAGREEARLVYLGVAHS-LAVDANERRLVAD IGGGSTELIAGRG-
Acidithiobacillus_ferrooxidans YPLEIVAGREEARLVY LGVAHS-LAVDARERRLVVDIGGGSTELIAGQG-
Acidithiobacillus_thicoxidans FPLEIVAGREEARLVYLGVAHS-LAVDADERRLVIDIGGGSTELIVGQG-
Acidithiobacillus_caldus FPVEIVAGREEARLIYLGVAHS- LAVDARERRLVVD IGGGSTEVIAGTG-
Thiomonas_arsenitoxydans FPIEVIAGREEARLVY IGAAHS-VSVVQ-GKRLVVDIGGGSTEFI IGQG-
Thiomonas_intermedia FPIEVIAGREEARLVY IGAAHS-VSVVQ~-GKRLVVDIGGGSTEFI IGQG-
Methylacidiphilum_infernoruml HQIDVISGHEEARLIYLGVAHS-MEDDG-QKRLVIDIGGGSTELILGEG-
Ferroplasma acidarmanusZ VPMEVIDGETEARLTYLGALQ--DMEGLTPPY LVLDIGGGSTELIFGESR
Leptospirillum ferriphilum2 VPMEVIDGETEARLTYLGALQ--DMEGLTPPY LVLDIGGGSTELIFGESR
Leptospirillum_ferrooxidans2 VPLEVIGGETEAIWTYHGALG--NLFDLTPPYLVIDIGGGSTELI YGETL
Ferroplasma_ acidarmanusl YKIEVLSGEEEAFYSYFGVKN--SLD~-~LDDGVVFDVGGGSTEF I SVRK-
Leptospirillum ferriphiluml YKIEVLSGEEEAFYSYFGVKN--SLD--LDDGVVFDVGGGSTECI SVRK-
Leptospirillum_ferrooxidansl FPIEVLSGEDEAFYSYFGVRT--SIN--TRDGLVFDVGGGSTELIRIQD-
Sulfolobus_islandicus NEVRVISGEEEGRYAALGILN--TLP--1SEGVFFELGGGSLEIAEVSS-
Sulfolobus_solfataricus NEVRVISGEEEGSYAALGMLN--TLP--IPDGIFFELGGGSLEIAEVTS~
Sulfolobus_tckodaii YEMKIISGEEEGRFSGIGILN--TLP--VSNGILFELGGGSLELIEVNE~
Sulfolobus_acidocaldarius VKMRVLTGEEEGEMSAVGVLN--TLP--VDSGAMFDLGGGSLEVVYFDS-
Sulfolobus_metallicus YDLRIISGEDEGKFSSVGVLN--TLP-~INDGLIFDLGGGSLELVSVKD-
Metallosphaera sedula HDIRIIPGEEEGRLAALGSIN--SLP--FTDGVIFELGGGSLELVYVRG-
Ferrimicrobium_acidiphilum VKVQVISGHEEASLVFDAIRA--ACHLGSRPVLGADLGGGSLELMLGDQ-
Acidimicrobium_ferrooxidans VHVRILTGHEEASTIFSAVRS--AGS IGQVPVVVADLGGGSLELALGTQ-
Acidiphilium_cryptum2 LPIETISPREEICLAMESCAS--LITQAERRALLFDIGGGSTEIAWVRVP
Acidobacterium_capsulatum WEIEIISGLEEGRLIHHGVVS--TEQGAAGRCLLMDLGGGSCEITLSEQR
Alicyclobacillus_acidocaldarius LRFRILTGEEEARYGFLGVVN=-~~-TMPIQNAVIFDIGGASSEIALMRDR
Sulfobacillus_thermosulfidooxidans LTVEILSGDEEARIGFLAVQE----TIALSRGWIVDVGGGSTEIVAYEDG
Methylacidiphilum_infernorum2 HKILLLSGDDEAKIIYRGVCSDPLLQGQASPLTVVDVGGGSSEWIQGKEK
Acidiphilium_cryptuml LKVIILSGEQEARLSAEGVLCG----IPGADGILADLGGGSLELVRLSEG

Figura 10. Alineamiento de un segmento de las secuencias de las PPXs de
microorganismos acidofilos del consorcio biominero. Se destacan en rojo los aminoacidos
que forman parte del sitio activo. Hacia el amino terminal se destaca el Glu catalitico y, hacia el
carboxilo terminal, se muestran los cuatro aminoacidos que estabilizarian al cation divalente
necesario para la catalisis. Estos aminoacidos se encuentran 100% conservados, con excepcion
del Asp, el cual es reemplazado por Glu en algunas PPXs de arqueas. La secuencia consenso

T
gSLE.
s

de esa zona es gXGG
Utilizando la secuencia de A. ferrooxidans como referencia, existen 4 aminoéacidos que
se encuentran casi totalmente conservados: Asp146, Gly148, Ser151 y Glu153. Es
interesante mencionar que el Asp146 se encuentra sustituido en algunas especies de

arqueas por un Glu, sin embargo, al ser muy similares ambos aminoacidos se espera

que cumplan la misma funcion (Cardona y cols, 2002). Otro aminoacido que destaca por
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su grado de conservacion es Glu122, que se ha descrito como el aminoacido catalitico
esencial de esta enzima (Kristensen y cols, 2004).

Las proteinas de la familia PPX/GppA se habian dividido previamente en 6 categorfas
dependiendo del tamafio de la proteina, [os dominios que contiene y las reacciones que
pueden catalizar (Albi y Serrano, 2014). En el caso particular de las PPXs de aciddfilos
del consorcio biominero, se puede observar en el arbol filogenético que estas enzimas

se podrian clasificar en al menos 5 grupos (Figura 11).
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Figura 11. Arbol filogenético de las PPXs de acidéfilos del consorcio biominero. Se
identificaron al menos 5 grupos en las que se puede agrupar a las PPXs por el algoritmo de
Neighbor-Jdoining (Saitou y Nei, 1987). Los ndmeros que se observan en las bifurcaciones
coiresponden a valores de bootstrap. A [a derecha, se esquematizan los dominios presentes en
cada grupo de PPXs.

l
Los grupos 1, 3 y 4 corresponden a enzimas de alto peso molecular, es decir, tienen mas
de 500 aminoacidos. Las enzimas del grupo 1 corresponderian a las PPXs que tienen 2

dominios identificables: el dominio PPX/GppA en el extremo N-terminal y el dominio HD

en el extremo C-terminal. Este titimo dominio es caracteristico de fosfohidrolasas que
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estan involucradas en el metabolismo de acidos nucleicos o en vias de transduccion de
sefiales en procarionies, eucariontes y arqueas (Aravind y Koonin, 1998). Las PPXs
pertenecientes a este grupo tendrian mayor afinidad por PoliP largos (Albi y Serrano,
2014). Las PPXs pertenecientes al grupo 3, por su parte, son aquellas que incluyen a la
PPXar y formarian parte de la categorfa de polifosfatasas tipo GppAsas, ya que éstas
son enzimas de alrededor de 500 aminoacidos con el dominio PPX/GppA en el extremo
N-terminal y una region C-terminal que no conforma ningun dominio conocido. En este
grupo también se encuentra la PPXg. ¥ la GppA de ese mismo microorganismo (Keasling
y cols, 1993). Las PPXs pertenecientes a este grupo tendrian tanto actividad PPX, con
preferencia de PoliP largos como sustrato, como actividad GppA (Albi y Serrano, 2014).
A su vez, las enzimas del grupo 4, también son PPXs con el dominio PPX/GppA en el
extremo N-terminal y un extremo C-terminal sin caracterizar y de una longitud de mas de
500 aminoacidos. Las enzimas que se encuentran en esta categoria provienen de
arqueas, como la euryarchaeota Ferroplasma acidarmanus, y de bacterias del filo
Nitrospirae.

Un caso diferente representan las PPXs del grupo 2. Estas son enzimas de
aproximadamente 300 aminoacidos. Como ninguna de las 3 enzimas que se encuentran
en esta categoria se ha caracterizado, no se puede especificar si pertenecerian al grupo
de aquellas con actividad dual tripolifosfatasa o hidrolasa de nucledtidos frifosfato o a
aquellas cuya preferencia de sustrato son los PoliP de cadena larga {Albi y Serrano,
2014).

El grupo 5 lo componen exclusivamente PPXs provenientes de especies de arqueas del
filo Crenarchaeota y tienen entre 410 y 420 aminoacidos de longitud. Albi y Serrano

(2014), clasificaron a la PPX de S. soffataricus presente en este grupo como una
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polifosfatasa de bajo peso molecular que seria cercana a las enzimas de sefalizacion
eucariontes RTG2 (Albi y Serrano, 2014; Liao y Butow, 1993).
En algunos casos, algunos genomas bacterianos tenian anotadas mas de une; secuencia
como posible PPX, es por ello que la mas corta se anotd como “1” y la més larga como
“2". Es interesante recalcar que en los casos de F. acidarmanus, Leptospirillum
ferriphifum y L. ferrooxidans, los cuales tenian 2 PPXs diferentes, éstas se ubicaron en
zonas distintas del arbol (grupos 2 y 4) lo que indicaria que estas proteinas podrian
cumplir funciones distintas en las células.

3.3.3 Modelamiento de la PPX de A. ferrooxidans
Con el fin de estudiar con mas detalle las caracteristicas estructurales de PPXyy, se
realizé un modelo por homologia. Para ello, se analizaron posibles moldes en la base de
datos Protein Data Bank, la que busca exclusivamente entre las proteinas con estructura
conocida, y se identificd la cobertura y la identidad que esas secuencias tenian con la de
PPXgar (Tabla 5) mediante BLASTp (Johnson y cols, 2008).
Se eligieron como molde las estructuras de las PPXg, PDB [D: 1U6Z y 2FLO, ya que
tenian una cobertura de un 95% vy la identidad entre éstas y PPX,r era de 37%. Se
alinearon las secuencias de estas dos proteinas con la de la PPX4r con ClustalX (Larkin
y cols, 2007). Previo al modelamiento, los archivos de las proteinas usadas como molde
se modificaron con el software MAESTRO (2016). Los cambios realizados consistieron
en agregar hidrégenos, cambiar las selenometioninas del archivo original por metioninas,
crear puentes disulfuro y eliminar las moléculas de agua que estuvieran a uria distancia
menor a 5 A de la proteina. Para realizar el modelo, se fij6 la posicion de los 4
aminoacidos que podrian estar formando el sitio de unién al cofactor metalico (Asp146,
Gly148, Ser151 y Giu153). En vista de la similitud entre PPX4; y PPXg, se decidié

modelar la estructura como un dimero. Otro factor a considerar es que como los moldes
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no contenian los primeros 12 aminoacidos que serian los homdlogos a los primeros de
PPX 4, se modeld a partir de Asn12. Sin embargo, todas las posiciones en la proteina a
las que se hace mencion en este Seminario de Titulo, son con respecto a la numeracion

original de las respectivas proteinas.

Tabla 5. Caracteristicas de los modelos de las PPXs obtenidas a partir de cristales en
comparacién con la PPX,s

Cédigo Espacie Resolucién (A} i‘;P PR A fereooxidans
. FDB Identidad  Cobertura
4PY9 Bactaroldes fragilis 2,25 26% 53%
3RED Yersinla pestis 1B 39% 58%
3MbQ Cytophaga hutchinsonif 15 22% 58%
3HIO Agrobacterium fabrum 23 40% 7%
3CER Bifidobacterivm longum 24 27% 53%
20B6 | Soccharomyces cerevisioe L3 23% 59%
20B7 | Saccharomyces cerevisiae 16 23% 59%
20B8 | Soccharomyces carevisine 1,9 23% 59%
24R Aquifex aeolicus 2,71 26% 18%
2FLO Escherichio coli 2,2 37% 95%
1UBZ Escherichia colf 19 37% 95%
116C Aquifex agolicus 1,53 26% 18%
176D Aquifex aeolicus 2,15 26% 18%

Segun el modelo obtenido, el mondmero de PPX,r estaria compuesto por 4 dominios
(Figura 12A) y en general la estructura serfa muy similar a la de E. coli (Figura 12B). Al
calcular la carga de superficie electrostatica, se observo que PPX,s también tenfa un
canal basico en |a interfaz enfre los dos monémeros de la proteina (Figuré 12C). Sin
embargo, a pesar que los aminoacidos que se encontré que conformaban eli canal eran
basicos, éstos no eran los mismos que los descritos por Alvarado y cols (2006) y
Rangarajan y cols (2006) para la PPXg.. El sitio activo de la enzima se encontraria entre
los dominlos | y Il (Figura 13) y estaria conformado por el aminoacido catalitico Glu122

vy los grupos que ayudarian a la estabilizacién de un posible cofactor metalico: Asp146,
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Gly148, Ser151 y Glu153. La diferencia mas destacable que se encontré entre PPXy
PPXg. fue en un sector de la superficie de los dominios | y Il, justo en el lado opuesto
donde se supone que se encontraria el sitio activo. Esta consiste en una carga
electrostatica mayoritariamente positiva en casi toda la superficie en el caso de PPXy
(Figura 12E), mientras que solo una seccion acotada presenta esta caracteristica en
PPXeg: (Figura 12F). Como en el centro de ese sitio hay una cavidad hacia el interior de
la proteina que conecta con el sitio activo, se postula que diversas moléculas pequefias
con carga negativa, como el fosfato inorganico, podrian quedar adheridas a la proteina
en este sitio e interferir de alguna manera con la catélisis de la enzima. Sin embargo,
debido a la naturaleza meramente electrostatica de esta posible interaccion, se espera

que este efecto sea general para la interaccién con moléculas con carga negativa.

Figura 12. Comparacién entre el modelo de PPX4sy el modelo 1U6Z de PPXg.. (A) Estructura
secundaria de PPX,rdonde los colores indican conformaciones distintas de estructura secundaria
y los nimeros indican los dominios. (B) Alineamiento estructural entre PPX4; (amarillo) y 1U6Z
(rojo). Se muestra también la carga de superficie electrostatica de PPX,s en su vista frontal (C) y
superior (D) y de 1U6Z, vista frontal (E) y superior (F).
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Figura 13. Sitio activo de la PPX,4 La imagen a la derecha muestra la posicién de los residuos
importantes en la estructura de la proteina y la ampliacién del lado izquierdo indica el detalle de
los aminoacidos que se encuentran en el sitio catalitico. En verde esta el Glu122 (aminoacido
catalitico) y en naranja se muestran los que estarian coordinando al cofactor.

Similar a lo descrito por Alvarado y cols (2006), se encontré que al dimerizar se formaban
2 taneles en la interfaz de los monomeros (Figura 14B). Uno de estos dos tlneles se
formaba exclusivamente por las cadenas laterales polares de ciertos aminoacidos de
ambos mondémeros (Figura 14, derecha), lo que sugiere que alguna molécula polar
podria interaccionar con la proteina a ese nivel. Por otra parte, el otro tunel se formaba
principalmente por la cadena principal de algunos aminoéacidos (Figura 14, izquierda).
Se destaca en este ultimo tunel el residuo Glu121, el cual se encuentra muy conservado
en las PPXs de microorganismos del consorcio biominero (Figura 10) y que se encuentra
inmediatamente al lado del aminoacido catalitico Glu122 (no se muestra en la Figura 14).
A continuacion, se evalu6 la relacion entre los aminoacidos mas conservados entre las
PPXs almacenadas en las bases de datos y la estructura modelada de PPX,4:. En primer
lugar, se utilizd el programa ConSurf (Ashkenazy y cols, 2016) para generar un valor

para cada aminoacido de PPXg4r que indicara qué tan evolutivamente conservado se
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encontraba en relacion a las PPXs almacenadas en las bases de datos. Posteriormente,

se colore6 cada aminoacido de PPX4s segun ese indice (Figura 15).

Figura 14. Residuos que componen los 2 tipos de tineles presentes en PPX,:. Esta proteina
tiene 4 tineles que se forman al dimerizar los monémeros. En el centro, se muestra la posicién
de los tineles en la proteina y a la izquierda y derecha se muestra el detalle de los aminoacidos
que conforman cada tdnel. Los aminoacidos en negrita pertenecen a mondmeros distintos. Los
nimeros romanos indican los dominios de la proteina.

(8)
Muy variable [ N Muy conservado

Figura 15. Niveles de conservacion de los residuos de PPX,; en relacién a otras PPXs. Se
muestran la vista frontal de la proteina (A) y la vista superior (B). Los colores indican los grados
de conservacion: mientras mas verde, los residuos son muy variables y mientras mas rojos, estan
muy conservados. Los numeros romanos indican los dominios de la proteina.
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En general, se observé que los dominios | y Il se encontraban mas conservados que los
dominios Il y IV, lo cual se puede explicar porque el dominic de plegamiento tipo
PPX/GppA se encuentra en esa zona en PPX4 (Figura 15A). Ademas, esa variacion en
los dominios Ill y IV podria deberse a la variacién en el nimero de aminoacidos que
presentan estas enzimas, ya que esta PPX es una de las mas largas con 503
aminoacidos. Por otra parte, el canal basico de la enzima (Figura 15A) no seria una
caracteristica de todas estas enzimas ya que existen zonas del canal, perienecientes a
los dominios Il y IV, que no se encuentran conservadas. Por el contrario, la region donde
se encuentra el tanel de la Figura 14 (izquierda) se encuentra bastante conservada por
lo que podria ser una zona importante para la catalisis de la enzima. El otro tdnel (Figura
14, derecha), sin embargo, no presentaba indicios de tan alta conservacion.
Inesperadamente, la parte superior de los dominios | y 1l donde se propuso que podria
haber un sitio de unidn a moléculas cargadas negativamente, presentdé un grado de
conservacion alto (Figura 15B). Es interesante destacar que en la zona donde los
dominios lll de las dos cadenas del dimero se contactan en la mitad del canal pareciera
existir un grado alto de conservacion (Figura 15A). i

Seguidamenie, se busco un indicio estructural de un posible rol de PPX, en los
mecanismos de resistencia a metales. Con ese fin, se utilizd el software MetalDetector
(Passerini y cols, 2011), el cual permite detectar posibles sitios de unidon para metales
formados por histidinas o cisteinas en protefnas sin conocer su estructura. Los
resultados predijeron un posible sitio formado por His379, His383 e HIs385. Estos
aminoacidos se encuentran en el dominio Il de PPX4y, justo en la zona de la interfaz
enire los monémeros y forman parte del posible canal basico de la enzima (Figura 16A).
La His383 y la His385 se encuentran en el segmento final de una alfa hélice, mientras

que la His379 se encuentra en un loop que continGia inmediatamente después de la
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hélice (Figura 16B y 10C). La distancia entre His383 e His385 es de aproximadamente
8,2 A (Figura 16C) y entre éstas y la His379, es alin mayor. Al analizar la conservacién
de estos residuos en las PPXs de ofros microorganismos, entre los cuales se
encontraban todos aquellos analizados en la Figura 10 y las estructuras que se
encontraban cristalizadas, se observd que estas histidinas solo se encontraban
presentes en PPX4ry PPXg.. La orientacion espacial de estas histidinas sugiere que éste
no seria un sitio de unién a metales, ya que se encuentran muy lejos entre si. Sin
embargo, teniendo en cuenta que el modelo no se realizé en presencia de un ion metalico
y que el molde no contenia ningun atomo de ese tipo, no es descartable la presencia de

un sitio de estas caracteristicas.

His379

His383

waR
) ®) ©

Figura 16. Posible sitio de unidn a metales de PPX,. Este sitio se encuentra en el dominio Ill
(A, B) formado por His379, que se encuentra en un loop, y las His383 e His385, que se encuentran
en una alfa hélice con distancias de 8,16 y 8,67 A entre sus atomos de nitrégeno del anillo (C).

3.3.4 Predicciéon de un posible sitio activo de PPX,s mediante Docking
molecular
Finalmente, el Gltimo objetivo de los analisis bioinformaticos fue predecir la existencia de
posibles sitios de union al sustrato en la PPXy. Para ello se utilizé un PoliP de 15
residuos (PoliPys) como sustrato y el programa AutoDock Vina 1 para el docking

molecular (Trott y Olson, 2010).
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En el caso de la interaccidn entre la PPXs y el PoliP4s se analizaron 2 posibles
conformaciones (Figura 17). En la primera, el PoliPss se uniria a la proteina entre los
dominios | y I, ingresando al sitio activo por una cavidad que se forma en esa zona. Es
interesante destacar que ese mismo lugar es donde [a carga electrostatica de superficie
es principalmente basica (Figura 12D y Figura 17B). La segunda conformacion que se
analizé fue una donde el PoliPs se encontraba estirado dentro de la cavidad que
corresponde al canal basico de la enzima (Figura 17D), [a cual correspondia a una de
las hipotesis sugeridas por Rangarajan y cols. (2008). Las energlas de afinidad que se
predijeron con el mismo software fueron de -8,9 kcal/mol para la primera y -8,3 kcal/mol
para la segunda, por lo que en términos energéticos ambas conformaciones son
posibles, sin embargo, la primera conformacion seria mas estable.

A continuacion, se evaluaron los residuos de la proteina que podrian estar interactuando
con el PoliPys (Figura 17C y 11E) mediante puentes de hidrégeno y aquellos que lo
harian por contacto cercano y que podrian corresponder a interacciones electrostaticas
o de tipo van der Waals, entre otras. En el caso de la conformacion de la Figura 17A, se
observan interacciones electrostaticas entre los residuos de fosfato del PoliP4s y varias
argininas, serinas, histidinas y lisinas, como se indica en la Figura 17C, Cabe destacar
que los residuos Gly148, Gly149 y Gly150 también interactlian de manera electrostatica
con el sustrato. Estos residuos se encuentran conservados ampliamente en la mayoria
de las PPXs (Figura 10) y podrian dar cuenta del sitio activo de la enzima (Rangarajan y
cols, 2006). Mas aln, el residuo Gly150 se encuentra adicionalmente formando puentes
de hidrégeno con los residuos de fosfato del PoliP4s. En este caso, todos los aminoacidos
que interaccionan con el sustrato forman parte de la misma cadena polipeptidica, lo que
sugiere que el mondémero presentarfa actividad exopolifosfatasa en caso de ser ésta la

conformacién en que se realiza la catalisis.
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Figura 17. Posible sitio de unién a PoliP de PPX,; modelado por Docking molecular. Se
utilizé un PoliP de 15 residuos como posible sustrato. Se muestran las conformaciones mas
estables con vista frontal (A) y desde arriba (B) y aquella donde el PoliP se encontraba estirado
dentro del canal basico (D). Se indican también las interacciones entre PPX,;y PoliP en las dos
conformaciones escogidas para el analisis. Se muestran los puentes de hidrégeno como un
enlace de esferas pequefias verdes. En el caso de |la conformacion mas estable (C), los residuos
que interaccionan por enlaces puente de hidrogeno son Asn22, Ser23, Arg43, Thr90, Gly150,
Gly221, Lys224, Arg228 y Arg301. Por otra parte, aquellos que se encuentran muy cercanos al
sustrato son Ser21, Asn22, His25, Arg41, Arg43, Thro0, Gly148, Gly149, Gly150, Ser220, Gly221,
Lys224, Arg228, Arg270 y Arg301. Por otro lado, en el caso de la conformacion con el PoliP
estirado en el canal (E), los aminoacidos que interaccionan por enlaces puente de hidrégeno son
Gly119, Arg120, Ser380, Gly381, Arg400 y Arg414, donde los aminoacidos en negrita
pertenecen a mondmeros distintos. En el caso de los aminoacidos muy cercanos se encuentran
Gly119, Arg120, His169, Arg400, Arg424, Ser380, Gly381, Arg414, Arg451, GIn490, Trp494.
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Por ofro lado, la segunda conformacion escogida (Figura 17E) presenté residuos que
formaban tanto enlaces por puentes de hidrégeno como algunos que estarian
interaccionando por contacto de ambas cadenas simultaneamente. Luego, para unir al
PoliPy5 de esta manera, serfa necesario que la proteina existiera como dimero. En este
caso, nuevamente, la mayoria de las interacciones serian de tipo electrostatico entre los

residuos de argininas, glicinas, asparaginas y lisinas y el PoliP,s.
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4. DISCUSION

4.1 Purificacion de la rPPX,;y formacion de cuerpos de inclusion

La caracterizacién bioquimica in vitro de la PPX4s fue el objetivo inicial de este trabajo.
En primera instancia, se decidié clonar el gen en el vector pET28aTEV, el cual afiadia la
secuencia de 6 His en el extremo N-terminal de la proteina para permitir su posterior
purificacion mediante cromatograffa de afinidad por niquel. En el laboratoric se ha
purificado la PPX de M. sedula con este mismo método, por lo que parecia ser un buen
sistema de expresion (Rivero, 2016). A pesar de que se logrd clonar el gen ppx de A.
ferrooxidans exitosamente, en ensayos posteriores de expresion se descubrid gue la
mayoria de la rPPX,r se encontraba insoluble en la fraccion de los cuerpos de inclusion
(Figura 4B). Los cuerpos de inclusién son agregados proteicos que se forman
principalmente en bacterias que expresan proteinas recombinantes en altas tasas,
probablemente debido a la limitada cantidad de chaperonas que se encuentran en la
célula (Carrid y Villaverde, 2002). Existen casos donde las proteinas en los cuerpos de
inclusién 'se pueden purificar en condiciones desnaturalizantes en presecia de agentes
caotrépicos como urea o clorhidrato de guanidinio (Tsumoto y cols, 2003). Sin embargo,
el proceso de renaturacion puede ser engorroso y muchas veces poco efectivo. La PPX
de S. solfataricus se expresé en cuerpos de inclusion, se purifico y se caracterizd
parcialmente (Cardona y cols, 2002). En el caso de la rPPX,r esta opcién no se
considerg, ya que no se contaba con equipos para medir dicroismo circular o controles
adecuados que permitieran asegurar el correcto replegamiento de la proteina posterior
a la purificacién. Cabe destacar que se intentd aumentar la solubilidad de la enzima
mediante la optimizacion de las condiciones de cultivo, de la cantidad de inductor

afadido en el medio y del tiempo de induceidn, sin encontrar resultados satisfactorios.
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Una de las alternativas propuestas para evitar la agregacidn de las proteinas
recombinantes es crear una fusidén entre ellas y alguna proteina que mejore su
solubilidad, como la MBP (Kapust y Waugh, 1999; Rosano y Ceccarelli, 2014). Con ese
fin se utilizod el sistema de expresion pMAL-c5X, el que expresa la proteina de fusién en
el citoplasma de la bacteria. En este caso, también se logré clonar exitesamente el gen
ppx de A. ferrooxidans. Aun cuando la mayor parte de la proteina se enconiré insoluble,
se logré producir en forma soluble una fraccion mucho mayor que con el sistema anterior
(Figura 5B). Ademas, cuando se intentd obtener la proteina pura por cromatografia de
afinidad a amilosa (Figura 8), los resultados obtenidos fueron mejores que los obtenidos
por la cromatografia de afinidad a niquel utilizada con el sistema pET (Figura 7). No
obstante, no se obtuvo un nivel de pureza alto, ya que en la fraccién de la elucion se
observaron al menos 2 proteinas adicionales a la de 100 kDa que corresponde a [a
proteina de fusién deseada (Figura 8). Una de las bandas no deseadas que se observé
tenia un tamafio aproximade de 50 kDa y podria corresponder a la misma rPPX4; (58
kDa) o a la MBP libres (42 kDa), es decir, podria haberse hidrolizado espontaneamente
el péptido que las mantenia fusionadas en el proceso. Para obtener la proteina en un
mayor grado de pureza una alternativa serfa afiadir pasos posteriores de purificacién
como cromatografia de intercambio catiénico.

Oftro factor que hay que considerar es la estequiometria de asociacion de la PPX4 v
como ésta podria influir en su actividad. En vista que el tinel por donde se supone que
pasa el PoliP se encuentra formado por aminoacidos de los 2 mondmeros, se espera
que la dimerizacion de la proteina sea esencial para la catalisis. Luego, considerando
que la PPX,f tiene un tamario de 50 kDa y la MBP de 42 kDa, existe la posibilidad de
que no solo la MBP impida el acceso al sustrato por impedimento estérico, sino que

también evite la dimerizacion de la proteina. Sin embargo, dado que no se evalud la
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actividad de la rPPX4s por no estar ésta pura, no se pudo corroborar esta hipétesis. Como
proyeccion a este Seminario de Titulo, se podria cortar la protefna de fusién mediante el
factor Xa, que es una proteina que corta una secuencia de aminodcidos que se
encuentra entre la MBP vy la proteina de inferés, con el fin de liberar la rPPX,. Cabe
destacar que posterior a eso, habria que afiadir un paso de separacién de la rPPX,; de
la MBP y del factor Xa, el cual se podria realizar por cromatografia de intercambio
catibnico o por cromatografifa de exclusién molecular. Finalmente, no se pudo
caracterizar bioquimicamente la lPPX 4 puesto que nunca se logro purificar exitosamente
durante el desarrollo de este Seminario de Titulo.

Para cumplir con el plazo méximo de un afio para el Seminario de titulo, se dejé esta
purificacién para estudios posteriores y se realizé un analisis estructural bicinformatico
de la PPXar

4.2 Clasificacion de las PPXs de acidofilos

Los andlisis realizados a las PPXs con estructura conocida, mostraron que la diversidad
de estas enzimas en términos de plegamiento y estructura es muy amplia, tanto a nivel
de tamafio, cantidad de subunidades y carga de superficie.

El tamario de los mondémeros de las PPXs de microorganismos acidofilos vario entre las
distintas especies y se encontrd que segln su secuencia se podian clasificar en 5 grupos
distintos. En general, todas las PPXs presentaban el dominio PPX/GppA en su extremo
N-terminal y su extremo C-terminal podia variar en longitud y presencia de otros
dominios adicionales, como el dominio HD.

En términos de la estequiometria de sus componentes, se encontré que algunas PPXs
formarian dimeros en solucién y otras formarian mondmeros. Ademas de las enzimas
reportadas previamente, se encontré que la exopolifosfatasa putativa de Zymomonas

mobilis, por ejemplo, seria un dimero seg(n experimentos de cromatografia de exclusién
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molecular (Zhang y cols, 2016). Algunas especies, como Chlorobium tepidum (Albi y
Serrano, 2014), M. tuberculosis (Choi y cols, 2012) o Corynebacterium glutamicum
(Lindner y cols, 2009} codifican en su genoma mas de un tipo de PPX que difieren en la
estequiometria de sus componentes, el largo del PoliP de preferencia, o en las
reacciones adicionales que puede catalizar la enzima. Este podria ser el caso de las
PPXs de F. acidarmanus, L. ferriphilum y L. ferrooxidans que tienen 2 PPXs distintas por
genoma y que no se agrupan en el mismo clado en el arbol filogenético (Figura 11), por
lo que se consideran proteinas pardlogas dentro de la misma especie.

A pesar de |a diferencia estructural, morfoldgica y filogenética entre las PPXs estudiadas,
es interesante destacar que los aminoacidos del sitio activo se conservan (Figura 10),
incluso cuando el plegamiento del dominioc PPX/GppA no es el mismo (Figura S3).
Luego, dos criterios que podrfan dar cuenta de que una proteina hipotética pueda ser
una PPX, son la presencia del dominio PPX/GppA y la presencia del Glu catalitico del
sitio activo situado entre 18 y 20 aminodcidos antes de la secuencia consenso de
aminoacidos que estabilizarfan el cofactor metélico conformada por Glu/Asp-X-Gly-Gly-
Gly/Ala-Ser-Thr/Leu/Ser-Glu.

4.3 Caracteristicas de la posible estructura de PPX

La primera decision que se debid tomar para hacer el modelo fue determinar a cudl
enzima de estructura conocida serfa similar la PPX,. En términos de identidad de
secuencia, se encontré que la PPX 4 presentaba un 37% de identidad de secuencia con
la PPXg: y un 40% con la PPX de A. fabrum (Tabla 5). Ademds, PPX s es una enzima de
503 aminoacidos y las 2 PPXs antes mencionadas tienen 513 y 508 aminodcidos,
respectivamente (Tabla 4). Considerando que estas dos enzimas forman dimeros en
solucién, todas estas caracteristicas en comun sugieren que la PPX,s podria tener esa

misma estequiometria. Por otra parte, para hacer el modelo se eligié como molde a la
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PPXe. por 3 razones. La primera fue el alto porcentaje de identidad que existia entre esta
enzima y la PPX4s ya que se considera que sobre un 30% de identidad es
suficientemente alto para hacer un modelamiento por homologia (Xiang, 2006). La
segunda razon fue porque la cobertura de este modelo con respecto a la PPX de interés
era de un 95%, por lo que casi toda la proteina tenia un aminoacido en el templado que
permitid encontrar su posicién con respecto al resto de la protelna. El 5% de los
aminodcidos que no estaban cubiertos correspondieron a los 11 primeros aminoacidos
de la secuencia y a algunos residuos al interior de la proteina. A pesar de que se infento
dilucidar la estructura que podfan tener esos primeros residuos, no se logrd obtener
resultados concordantes entre los distinios programas computacionales utilizados vy,
debido a que estos aminoacidos se encontraban lejos del sitio activo, se decidid no
considerarlos para el modslamiento. La tercera razén por la que se escogié la PPXg,
como molde fue que en la base de datos existian 2 estructuras cristalograficas
depositadas (PDB ID 1U6Z y 2FLO), cuyo analisis se encontraba publicado (Alvarado y
cols, 2006; Rangarajan y cols, 2006) y que tenfan una resolucion muy alta, de 1,8 Ay
2,2 A, respectivamente.

Un aspecto que también se analizé fue el posible mecanismo de accién de la PPX,y.
Hasta el momento no se ha logrado cristalizar ninguna estructura de PPX con su
sustrato. En el caso de la PPXg., se ha propuesto que esta enzima tendria al menos 3
sitios donde interactuaria con el PoliP, ya que al hacer una hidrdlisis parcial de los PoliP,
en condiciones distintas a las optimas para la enzima en las cuales no es procesiva, se
obtenian polimeros de 3 tamarios distintos: 50, 14 y 3 residuos de fosfato inorganico
(Bolesch y Keasling, 2000b}. Con la cristalizacion de la PPXg., se propusieron 2 modelos
de interaccién entre el PoliP y la enzima. El primero consistia en que el PoliP se unfa a

la enzima en el canal basico que se encontré en la interfaz entre los mondémeros del
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dimero (Rangarajan y cols, 2006). La PPX,;, al igual que su simil en E. coli, tendria un
canal basico en el mismo sector. Sin embargo, las otras PPXs cristalizadas no presentan
esta caracteristica (Figura 9), lo que sugiere que la presencia del canal basico no seria
esencial para la actividad PPX, pero podria dar cuenta de la especificidad por PoliP de
cadena mas larga de algunas PPX como la de E. coli (Rangarajan y cols, 2006).

El otro modelo propuesto (Figura 2C) se basé en la evidencia de una serie de sulfatos
presentes en una de las estructuras cristalograficas de la PPXg. (PDB ID: 2FLO)} y
consistia en que el PoliP se uniria primero en el canal basico y luego pasaria a través de
un tunel que existe en la estructura de la PPX, enrollandose en ella, antes de llegar al
sitio activo (Alvarado y cols, 2006). Boetsch y cols (2016) ensayaron esta teoria in silico
y concluyeron que lo que gatillaba que el PoliP se uniera a la enzima era el estado de
protonacién del residuo His378 de la PPXg (His379 en PPXas), va que al esfar
desprotonado permite la formacién del tinel, cuyo grado de electropositividad varia
gradualmente a lo largo de €l, conectando el sector del canal basico de la proteina con
el lado posterior de ella. La presencia de tlneles o semitiineles electropositivos o basicos
se habia asociado a proteinas de union a PoliP como las PPK de E. coli, Porphyromonas
gingivalis, Dictyostelium discoideum y S. cerevisiae o la PPX de A. aeolicus (Wei y cols,
2015). En el caso de la PPX,, se encontrd la presencia de 2 tineles (Figura 14). Uno de
estos tlneles tendria las caracteristicas de tinel electropositive y tendria, ademas, a la
His379 formando parte de su estructura (Figura 14, derecha). Este tinel se formarfa sélo
en caso de que la His379 se encuentre desprotonada. En caso contrario, se ha predicho
en [a PPXg; que la protonacion de este aminoacido provocaria un cambio conformacional
que desestabilizaria la presencia del tinel y no permitiria el paso del PoliP a través de

ella (Boetsch y cols, 2016). Por lo tanto, el estado de protonacion de esta histidina, tanto
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en la PPXg, como en la PPX,, podria permitir [a unién y la liberacion del PoliP con la
PPX.

Por otra parte, en el otro tinel encontrado en PPX,r se encuentra el residuo Glu121
(Figura 14, izquierda), el cual es el residuo continuo al aminoacido catalitico Glu122. A
diferencia del otro tanel que estd formado principalmente por cadenas laterales de
aminoacidos, éste se encuentra constituido por carbonos alfa de la cadena principal. No
se ha descrito previamente alguna estructura con estas caracterfsticas, pero postulamos
que ésta podria ser una estructura transitoria que se formarfa por movimientos de los
residuos de la proteina y que por eso no se observaria en [os cristales de PPXg.. La
funcion de este tanel podrfa ser permitir el ingreso al sitio activo del cation divalente o de
la molécula de agua, necesarios para la hidrélisis del PoliP.

En relacion al sitio activo, los andlisis de docking realizados indicaron que en la PPXg4y,
el PoliP ingresarfa al sitio activo desde la parte posterior y superior de la PPX, entre los
dominios | y Il (Figura 17A}, ya que la energia libre de afinidad entre la enzima vy el
sustrato fue menor en esta conformacién que la encontrada cuando el PoliP4s se
encontraba dentro del canal basico (Figura 17). Ademas, en esta conformacién se
encontrd que los residuos Gly148, Gly149 y Gly150 estarian interaccionando con el
PoliP45 debido a su proximidad con él. Mas atin, el residuo Gly150 formarfa enlaces tipo
puente de hidrégeno con el sustrato. En la estructura cristalografica de la PPX de A.
aeolicus se determiné que el cofactor metdlico de esa enzima (Ca**) se encontraba
heptacoordinado por 2 moléculas de agua, los grupos carbonilos del Asp141, Gly143 y
Seir146 y por las cadenas laterales del Glu148 y la Ser146 (Kristensen y cols, 2004). La
Gly143 de A. aeolicus corresponde a la Gly148 de PPX y se determind que las Gly149
y Gly150 también se encuentran conservadas en todas las PPXs que se estudiaron en

este Seminario de Titulo (Figura 10). Por lo tanto, los resultados anteriores y el hecho
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que los aminoacidos homalogos a los que conforman ese sitio de unién a metales se
encuentran en una posicién muy similar en la PPX4 (Figura 13} y en la PPX de A.
aeolicus (Kristensen y cols, 2004), sugieren que el sitio activo de esta enzima se
encontrarfa entre los dominios | y Hl en el sector del canal basico y estaria conformado
por el residuo Glu122, como aminodcido catalitico, y por los residucs Asp146, Gly148,
Ser151 y Glu153 como posibles coordinadores del cofactor metalico (Figura 13).
4.3.1 Posible sitio de inhibicién por fosfato

Dentro de los mecanismos de regulacion que se habian descrito para la PPX se
encontraba la inhibicién de esta enzima por uno de sus productos, el fosfato inorganico.
En el caso de E. coli se determiné que esta inhibicion ocurria in vitro a 20 mM de fosfato
(Akiyama y cols, 1983). En el caso de M. sedula se especuld que se produciria una
posible inhibicidn alostérica de esta PPX cuando se afiadian 5 mM de fosfato (Rivero,
2016). Hasta ahora, no se ha reportado ningtin sitio alostérico especifico para fosfato
inorganico en las PPXs. A pesar de que la inhibicién por fosfato no se ha demostrado in
vitro para la PPXas, en este trabajo se deseaba poder determinar esa posible
caracteristica tanto in vitro como in sifico. En primera instancia, se enconiré una zona de
mayor electropositividad en la regién donde el PoliP ingresaria al sitio activo de la PPX,r
con respectio a la PPXg; (Figuras 6D y 6F) y se encontré que |os residuos de esta zona
se encontrarian relativamente conservados en ofras PPXs (Figura 15B). Considerando
estas caracteristicas se propone gue en esta zona se podria adherir electrostaticamente
el fosfato inorganico producto de la hidrolisis de los PoliP, provocando un aumento local
de su concentracion, Aungue no contamos con ninguna evidencia, se puede especular
que los residuos que podrian unirse al PoliP podrfan estar obstruidos por las moléculas
de fosfato inorganico. En ese caso, se esperaria que la unidn del PoliP con la enzima

fuera mas débil al tener unidos los fosfatos inorganicos, lo que finalmente conllevaria a
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que el sustrato se pudiera liberar de la PPX y, con ello, ocurrirfa la inhibicion de la
actividad de la enzima. Cabe destacar que este posible mecanismo podria ocurrir de
igual manera mediante otro tipo de moléculas pequefias con carga negativa, como por
gjemplo los iones sulfato, y que este tipo de inhibicidn seria mas bien de caracter
competitivo que alostérico. Sin embargo, para probar esta hipdtesis seria necesaria la
caracterizacion de la PPX4s a nivel bioguimico.
4.3.2 Posible sitio de unién a metales

Por ofra parte, en nuestro laboratorio se determiné que la actividad PPX aumentaria en
presencia de concentraciones del orden micromolar de cobre en extractos celulares de
A. ferrooxidans ATCC 23270 (Alvarez y Jerez, 2004). En este Seminario de Titulo se
propone un sitio de union a metales en la PPX 4 que estaria compuesto por los residuos
His379, His383 e His385 (Figura 16C). Luego, en el dimero se encontrarian 2 de estos
sitios, uno en cada monémero (Figura 16B). La His es un aminoacido que puede unir
Cu® mediante los electrones no enlazantes de los atomos de nitrégeno que se
encuentran en el anillo imidazol de su cadena lateral (Rubino y Franz, 2012). Es
importante destacar que en el caso de los sitios de unién a cobre también hay que
considerar la distancia entre los residuos y la geometrfa del sitio que coordina al metal
(Rubino y Franz, 2012). En el caso del nuevo posible sitio de union a metales encontrado
en la PPXyy;, las His383 e His385 estarian a 8 A de distancia en la parte final de una o-
hélice y la His379 se encuentra en un loop, le que sugiere que tendria un mayor grado
de flexibilidad que los otros residuos para generar el sitio. Ademas, como se discutié
anteriormente, la His379 tendria un papel relevante como “puerta” para mantener la
estructura del tlnel por donde atraviesa el PoliP hacia la enzima, dependiendo de su

grado de protonacion. Proponemos que la coordinacion de un ion metalico en este sitio
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podria estabilizar la conformacién desprotonada de la enzima y asf permitir que el PoliP
transite de manera mas eficiente por el ttinel, lo que a nivel bioquimico se reflejaria en el

aumento de la actividad de la enzima.

4.3.3 Modelo propuesto para el papel de PPX,sen la activacién temprana de
los mecanismos de resistencia a metales
Los analisis bioinformaticos llevados a cabo en este Seminario de Titulo permitieron
desarrollar un modelo (Figura 18) que podria explicar la hidrdlisis rapida que sufren los
PoliP cuando se encuentran en presencia de Cu®* en A. ferrooxidans (Alvarez y Jerez,

2004; Castillo, 2013).
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Figura 18. Modelo propuesto para explicar el fendmeno de hidrélisis temprana de los PoliP
en presencia de un estrés por Cu** en A. ferrooxidans. En (A) se esquematiza el metabolismo
de los PoliP en una situacidon control, en ausencia de metal. En (B) se muestra la situacién
inmediatamente después de aplicar el estrés por cobre y en (C) se ilustra lo que podria suceder
cuando [os niveles de los PoliP se estabilizan.

En una situacion control, donde A. ferrooxidans no se encuentra expuesta a ningln
metal, la sintesis y degradacion de los PoliP, por la PPK y la PPX, respectivamente, se
encuentran en un equilibrio que permite la acumulacién de estas moléculas en forma de
granulos (Figura 18A). Cuando se expone a la bacteria a un estrés por cobre (Figura
18B), los sistemas de resistencia que ya tiene previamente sintetizados se utilizan para
minimizar los efectos toxicos causados por el metal. Entre estos mecanismos se

encuentran las ATPasas tipo P (Figura 1), las cuales necesitaran un aumento de la

53




sintesis de ATP al interior de la célula para poder extruir los metales hacia el periplasma.
El ATP se podria suplementar a partir de la reaccion reversa de la PPK, la cual transfiere
el fosfato terminal del PoliP a una molécula de ADP para formar ATP.

Ofro de los mecanismos que formaria parte de los sistemas de resistencia son los
cotransportadores de cobre, fosfato y protones (Figura 1), los cuales utilizan el gradiente
de protones que se forma entre el medio extracelular y el citoplasma de la bacteria para
permitir la entrada de complejos fosfato-cobre al interior del citoplasma. Nuestros
resultados sugieren que el Cu®* se podria unir a la PPX,s v se postula que éste podria
activar a la enzima. Por lo tanto, tras un estrés repentino de cobre, se espera que en la
bacteria se degraden los PoliP, aumente la concentracidn de fosfato inorganico
intracelular y se revierta el flujo de iones a través de los cotransportadores anteriormente
mencionados, permitiendo asi el flujo de los metales téxicos hacia el periplasma.

Luego de la activacion de la PPX 4y, se esperaria que los PoliP continuaran hidrolizandose
completamente; sin embargo, se ha descrito que esta hidrdlisis se detiene cuando
alcanza un mfnimo de PoliP de 50 nmol de residuos de fosfato inorganico por mg de
proteina (Alvarez y Jerez, 2004; Castillo, 2013). Por lo tanto, debe existir algun
mecanismo de regulacion que permita detener la hidrélisis de los PoliP en esos niveles.
Es por ello que se propone que la degradacion de los PoliP se detiene porque la PPX 4
se inhibiria por el aumento en la concentracidn intracelular de fosfato inorganico (Figura
18C}), como se describid para E. coli (Akiyama y cols, 1993) y se propuso para M. sedula
(Rivero, 20186).

La importancia de este mecanismo radica en que los sistemas de resistencia a metales
generalmente involucran respuestas franscripcionales para aumentar el nimero de
proteinas de resistencia presentes en el organismo. Este proceso necesita un

determinado tiempo para desarrollarse que, de no existir otros sistemas previamente
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montados, podria ser suficiente para que los efectos nocivos del metal provocaran la
muerte de la bacteria. Un ejemplo es el caso de E. coli, que no acumula PoliP si no estd
sometida a algun estrés. Se ha descrito una mutante en el gen pholU, la cual se
caracteriza por presentar acumulacion de PoliP (Morohoshi y cols, 2002; Hitora y cols,
2013). En nuestro [aboratorio se describié que esta mutante resiste mayores
concentraciones de CuSO, que la cepa silvestre (Rivero y Jerez, Resultados no
publicados).

Al tener PoliP para degradar, la bacteria mutante puede hidrolizarlos para producir
fosfato inorganico que podria revertir el flujo PitA, el cotransportador de metal, fosfato y
protones, de tal manera que los iones metalicos se expulsen de la bacteria. Por otra
parte, también podria sintetizar el ATP necesario para que las ATPasas permitan el flujo
de Cu* al periplasma. Por el contrario, la bacteria silvestre no tiene la posibilidad de
hidrolizar sus PoliP ya que sus niveles son muy bajos, por lo que los iones de cobre

permanecen al interior de la bacteria provocando estrés oxidativo y [a muerte de la misma

a una menor concentracion del metal.




5. CONCLUSIONES

1.  Elclonamiento del gen ppx de A. ferrooxidans permitié expresar la rPPX s
de manera heterdloga en E. colfi, puesto que no existen herramientas genéticas que
permitan sobreproducir proteinas en A. ferrooxidans. Sin embargo, la rPPX s se expresé
de manera insoluble en cuerpos de inclusion, posiblemente debido a algunas
caracteristicas propias de la proteina que impidieron su correcto plegamiento. Luego, no
fue posible purificar la proteina ni hacer los ensayos bioquimicos que se plantearon en
un comienzo. Por otra parte, se clond el gen de la ppx de E. coli, utilizando la misma
estrategia. A diferencia de la rtPPXa;, 1a IPPXg; se expresd de manera soluble y se purifico
exitosamente, lo que reafirma que los problemas para expresar la rPPX, son debido a
la proteina en si y no al sistema utilizado o a las PPXs en general.

2.  Unanalisis bioinformatico permitid determinar que las PPXs pueden diferir
en estequiometria, tamafio y distribucién de la carga en la superficie. El canal basico y
los tineles son estructuras que no estaban presentes en todas las proteinas analizadas,
lo que sugiere que podrian haber diversos mecanismos de reaccion en estas enzimas.
Ademas, se determind que las PPXs de microorganismos del consorcio biominero se
pueden agrupar en al menos 5 grupos, los que difieren en el largo de la proteina y en la
presencia de dominios en el extremo C-terminal.

3. El modelamiento de la PPX permitié determinar que ésta tenfa un canal
basico y dos tuneles en la interfaz entre los dos monémeros que conforman la protefna.
Ademas, se logré identificar el posible sitio activo y se propuso un sitio adicional de unién
a metales que podrfa tener una funcion regulatoria. Estas caracteristicas permitieron
sugerir un modelo de accién de la enzima frente a un estrés por cobre, donde la PPX4f
se activaria por el metal y se inhibiria por el exceso de fosfato inorganico generado por

la hidrélisis del PoliP provocado por la misma.

56




6. BIBLIOGRAFIA

Akiyama, M., Crooke, E., Komberg, A. (1993) An exopolyphosphatase of Escherichia coli. The
enzyme and its ppx gene in a polyphosphate operon. J Biol Chem 268:633-639

Albi, T., Serrano, A. (2014) Two exopolyphosphatases with distinct molecular architectures and
substrate specificities from the thermophilic green-sulfur bacterium Chiorobium tepidum TLS.
Microbiology 160:2067-2078

Alvarado, J., Ghosh, A., Janovitz, T., Jauregui, A., Hasson, M.S., Sanders, D.A. (2006) Origin of
exopolyphosphatase processivity: Fusion of an ASKHA phosphotransferase and cyclic nuclectide
phosphodiesterase homolog. Structure 14:1263-1272

Alvarez, S. (2004) Metabolismo de los polifosfatos inorganicos en Acidithiobacilfus ferrooxidans:
posible papel en la respuesta de adaptacidn frente a la carencia de fosfato y en la tolerancia a
iones de metales pesados. (Tesis doctoral) Universidad de Chile, Santiago, Chile

Alvarez, S., Jerez, C.A. (2004) Copper ions stimulate polyphosphate degradation and phosphate
efflux in Acidithiobacillus ferrooxidans. Appl Environ Microbiol 70:5177-5182

Aravind, L., Koonin, E.V. (1928) The HD domain defines a new superfamily of metal-dependent
phosphohydrolases. Trends Biochem Sci 23:469-472

Argiiello, J.M. (2003) Identification of ion-selectivity determinants in heavy-metal transport P1B-
type ATPases. J Membr Biol 195:93-108

Ashkenazy, J., Abadi, 8., Martz, E., Chay, O., Mayrose, ., Pupko, T., Ben-Tal, N. (2016) ConSurf
2016: an improved methodology to estimate and visualize evolutionary conservation in
macromolecules. Nucleic Acids Res 44:W344-W350

Baker, N.A., Sept, D., Joseph, S., Holst, M.J., McCammon, J.A. (2001) Electrostatics of
nanosystems: application to microtubules and the ribosome. Proc Natl Acad Sci U S A 98:10037-
10041

Baker-Austin, C., Dopson, M. (2007) Life in acid: pH homeostasis in acidophiles. Trends Microbiol
15:165-171

Banco Central de Chile (2016) Producto Interno Bruto por clase de actividad econémica,
trimestral, volumen a precios del afio anterior encadenado. Disponible desde:
http://si3.bcentral.cl/estadisticas/Principal 1/Excel/CCNN/trimestrales/excel.html

Berman, H.M., Westbrook, J., Feng, Z., Gillland, G., Bhat, T.N., Weissig, H., Shindyalov, |.N.,
Bourne, P.E. (2000) The Protein Data Bank. Nucleic Acids Res 28:235-242

Boetsch, C., Aguayo-Villegas, D.R., Gonzalez-Nilo, F.D., Lisa, A.T., Beassoni, P.R. (20186)
Putative binding mode of Escherichia coli exopolyphosphatase and polyphosphates based on a
hybrid in silicofbiochemical approach. Arch Biochem Biophys 606:64-72

Bolesch D.G., Keasling J.D. (2000a) The effect of monovalent ions on polyphosphate binding to
Escherichia coli exopolyphosphatase. Biochem Biophys Res Commun 274:236-241




Bolesch D.G., Keasling J.D. (2000b) Polyphosphate binding and chain length recognition of
Escherichia coh exopolyphosphatase. J Biol Chem 275:33814-33819

Bowie, J.U., Liithy, R., Eisenberg, D. (1991) A method to identify protein sequences that fold into
a known three d:menswnal structure. Science 253:164-170

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of microgram guantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254

Bun-Ya, M., Nishimura, M., Harashima, S., Oshima, Y. (1991) The PHO84 gene of
Saccharomyces cerevisiae encodes an inorganic phosphate transporter. Mol Cell Biol 11:3229-
3238

Cardona, S.T., Chavez, F.P., Jerez, C.A. (2002) The exopolyphosphatase gene from Suffolobus
solfataricus: characterization of the first gene found to be involved in polyphosphate metabolism
in archaea. Appl Environ Microbiol 68:4812-4819

Carrio M.M., Villaverde, A. (2002) Construction and deconstruction of bacterial inclusion bodies.
J Blotechnol 96:3-12

Castillo, R. (2013) Papel de los polifosfatos inorganicos y la respuesta al estrés oxidativo en la
resistencia de A. ferrooxidans al cobre (Tesis de magfster) Universidad de Chile, Santiago, Chile

Chan, H., Babayan, V., Blyumin, E., Gandhi, C., Hak, K., Harake, D., Kumar, K., Lee, P., Li, T.T.,
Liu, H.Y., Lo, T.C., Meyer, C.J., Stanfors, S., Zamora, K.S., Saler, M.H.Jr. (2010) The p-type
ATPase superfamily. J Mol Microbiol Biotechnol 19:5-104

Chen, M., Li, Y., Zhang, L., Wang, J., Zheng, C., Zhang, X. (2015} Analysis of gene expression
provides insights into the mechanism of cadmium tolerance in Acidithiobacillus ferrooxidans. Cutr
Microbiol 70:290-297

ChemDraw Professional 15 [Computer software] (2015) Waltham, MA: PerkinElmer. Disponible
desde
http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for_Chemistry/ChemDraw/ChemDrawProfessional/

Choi, M.Y., Wang, Y., Wong, L.L., Lu, B.T., Chen, W.Y., Huang, J.D., Tanner, J.A., Watt, R.M.
(2012) The two PPX-GppA homologues from Mycobactenum tuberculosis have distinct
biochemical activities. PLoS One 7:e42561

Dolinsky, T.J., Nielsen, J.E., McCammon, J.A., Baker, N.A. (2004) PDB2PQR: an automated
pipeline for the setup, execution, and analysis of Poisson-Bolizmann electrostatics calculations.
Nucleic Acids Res 32:W665-W667

Dopson, M., Holmes, D.S. (2014) Metal resistance in acidophilic microorganisms and its
significance for biotechnologies, Appl Microbiol Biotechnol 98;8133-8144

Dopson, M. (2016) Physiological and phylogenetic diversity of acidophilic bacteria. En Quatrini,
R., Johnson, D.B. (Ed) Acidophiles. Life in extreme acidic environments (pp. 79-92) Norfolk, UK:
Caister Academic Press

Finn, R.D., Coggill, P., Eberhardt, R.Y., Eddy, $.R., Mistry, J., Mitchell, A.L., Potter, S.C., Punta,

M., Oureshi, M., Sangrador-Vegas, A., Salazar, G.A., Tate, J., Bateman, A. (2016) The Pfam
protein families database: towards a more sustainable future. Nucleic Acids Res 44:D279-D285

58




Gallardo, S. (2014) Estudio de los determinantes de resistencia a cadmio en Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 53993 (Tesls de magister) Universidad de Chile, Santiago, Chile

Grillo-Puertas, M., Schurig-Briccio, L.A., Rodrigues-Montelongo, L., Rintoul, M.R., Rapisarda,
V.A. (2014) Copper tolerance mediated by polyphosphate degradation and low-affinity inorganic
phosphate transport system in Escherichia coli. BMC Microbiol 14:72

Harrison, S.T.L. (2016) Blotechnologies that utilize acidophiles. En Quatrini, R., Johnson, D.B.
(Ed) Acidophiles. Life in extreme acidic environments (pp. 265-283) Norfolk, UK: Caister Academic
Press

Hedrich, S., Schippers, A. (2016) Distribution of acidophilic microorganisms in natural and man-
made acidic environments. En Quatrini, R., Johnson, D.B. (Ed) Acidophiles. Life in extreme acidic
environments (pp. 265-283) Norfolk, UK: Caister Academic Press

Hirota, R., Motomura, K., Nakai, S., Handa, T., Ikeda, T., Kuroda, A. (2013) Stable polyphosphate
accumulation by a pseudo-revertant of an Escherichia coli pholJ mutant. Biotechnol Lett 35:695-
701

Humphrey, W., Dalke, A., Schulten, K. (1996) VMD: visual molecular dynamics. J Mol Graph
14:33-38

Huson, D.H., Scornavacca, C. (2012) Dendroscope 3: an interactive tool for rooted phylogenetic
trees and networks, Syst Biol 61:1061-1067

IDT Oligo Analyzer (Version 3.1) [Computer software] (2016) Coralville, IA: Integrated DNA
Technology, Inc. Disponible desde hitp:/fwww.ididna.com/calcfanalyzer

Jerez, C.A. (2011) Bioleaching and biomining for the industrial recovery of metals. En Moo-Young,
M. (Ed.) Comprehensive Biotechnology (pp. 717-729) Amsterdam, Holanda: Elsevier

Jerez, C.A. (2012) The use of extremophilic microorganisms in the industrial recovery of metals.
En Singh, O.V. (Ed.) Extremophiles: Sustainable resources and biotechnological implications (pp.
319-334) Hoboken, NJ, USA: John Wiley & Sons, [nc.

Johnson, D.B. (2014) Biomining-biotechnologies for extracting and recovering metals from ores
and waste materials. Curr Opin Biotechnol 30:24:31

Johnson, D.B. (2016) Microbial communities and interactions in low pH environments. En Quatrini,
R., Johnson, D.B. (Ed) Acidophiles. Life in extreme acidic environments (pp. 121-138) Norfolk,
UK: Caister Academic Press

Johnson, M., Zaretskaya, 1., Raytselis, Y., Merezhuk, Y., McGinnis, S., Madden, T.L. (2008) NCBI
BLAST: a better web interface. Nucleic Acids Res 36:W5-W9

Kapust, R.B., Waugh, D.S. (1999) Escherichia coli maltose-binding protein is uncommonly
effective at promoting the solubility of polypeptides to which it is fused. Protein Sci 8:1668-1674

Keasling, JD. (1997) Regulation of intracellular toxic metals and other cations by hydrolisis of
polyphosphate. Ann N Y Acad Sci 829:242-249

Keasling, J.D., Bertsch, L., Kornberg, A. (1993) Guanosine pentaphosphate phosphohydrolase of
Escherichia coli is a long-chain exopolyphosphatase. Prac Natl Acad Sci U S A 90:7029-7033

59




Kearse, M., Moir, R., Wilson, A., Stones-Havas, S., Cheung, M., Sturrock, S., Buxton, S., Cooper,
A., Markowitz, S., Duran, C., Thierer, T., Ashion, B., Meintjes, P., Drummond, A. (2012) Geneious
Basic: an integrated and extendable desktop software platform for the organization and analysis
of sequence data. Bioinformatics 28:1647-1649

Kim, E.H., Nies, D.H., McEvoy, M.M., Rensing, C. (2011) Switch or funnel: how RND-type
transport systems control periplasmic metal homeostasis. J Bacteriol 193:2381-2387

Kim, 8., Thiessen, P.A,, Balton, E.E., Chen, J., Fu, G., Gindulyte, A., Han, L., He, J., He, S.,
Shoemaker, B.A., Wang, J., Yo, B., Zhang, J., Bryant, S.H. (2016) PubChem substance and
compound databases. Nucleic Acids Res 44:D1202-D1213

Kristensen, O., Laurberg, M., Liljas, A., Kastrup, J.S., Gajhede, M. (2004) Structural
characterization of the stringent response related exopolyphosphatase/guanosine
pentaphosphate phosphohydrolase protein family. Biochemistry 43:8894-8900

Kulaev 1.8., Vagabov V.M. (1983) Polyphosphate metabolism in microorganisms. Adv Microb
Physiol 24:83-171

Larkin, M.A., Blackshields, G., Brown, N.P., Chenna, R., McGettigan, P.A., McWilliam, H.,
Valentin, F., Wallace, .M., Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J.D., Gibson, T.J., Higgins, D.G. (2007)
Clustan W and Clustal X version 2.0. Bioinformatics 23:2047-2948

Liao, X., Butow, R.A. (1993) RTG1 and RTG2: two yeast genes required for a novel path of
communication from mitochondria to the nucleus. Cell 72:61-71

Lindner, S.N., Knebel, S., Wesseling, H., Schoberth, S.M., Wendisch, V.F. (2009)
Exopolyphosphatases PPX1 and PPX2 from Corynebacterium glutamicum. Appl Environ
Microbiol 75:3161-3170

Lithy, R., Bowie, J.U., Eisenberg, D. {1992) Assessment of protein models with three-dimensional
profiles. Nature 356:83-85

Maestro, version 10.7 [Computer software] (2016) New York, NY: Schrédinger. Disponible desde
hitps:/iwww.schrodinger.com/maestro

Marchler-Bauer, A., Derbyshire, M.K., Gonzales, N.R., Lu, S., Chitsaz, F., Geer, L.Y., Geer, R.C.,
He, J., Gwadz, M., Hurwitz, D.|., Lanczyncki, C.J., Ly, F., Marchler, G.H., Song, J.S., Thanki, N.,
Wang, Z., Yamashita, R.A., Zhang, D., Zheng, C., Bryant, S.H. (2015) CDD: NCBI's conserved
domain database. Nucleic Acids Res 43:0222-D226

Martinez-Bussenius, C., Navarro, C.A., Jerez, C.A. (2016) Microbial copper resistance:
importance in biohydrometallurgy. Microb Biotechnol doi: 10.1111/1751-7915.12450 [Publicacién
disponible en formato digital]

McCarthy, S., Ai, C., Wheaton, G., Tevatia, R., Eckrick, V., Kelly, R., Blum, P. (2014) Role of an
archaeal PitA transporter in the copper and arsenic resistance of Metaflosphaera sedula, an
extreme thermoacidophile. J Bacteriol 196:3562-3570

Morohoshi, T., Maruo, T., Shirai, Y., Kato, J., lkeda, T., Takiguchi, N., Ohtake, H., Kuroda, A.

(2002) Accumulation of inorganic polyphosphate in pholl mutants of Escherichia coli and
Synechocystis sp. strain CC6803. Appl Environ Microbiol 68:4107-4110

60




Navarro, C.A., Orellana, L.H., Mauriaca, C., Jerez, C.A. (2009) Transcriptional and functional
studies of Acidithiobacillus ferrooxidans genes related to survival in the presence of copper. Appl
Environ Microbiol 75:6102-6109

Navarro, C.A., von Bernath, D., Jerez, C.A. (2013) Heavy metal resistance strategies of acidophilic
bacteria and their acquisition: importance for biomining and bioremediation. Biol Res 46:363-371

NEBiocalculator (Version 1.5.0) [Computer software] (2016) Ipswich, MA: New England Biolabs
Inc. Disponible desde http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation

Olsson, M.H., Sendergaard, C.R., Rostkowski, M., Jensen, J.H. (2011) PROPKA3: consistent
treatment of internal and surface residues in empirical pKa predictions. J Chem Theory Comput
7:525-537

Orell, A., Navarro, C.A., Arancibia, R., Mobarec, J.C., Jerez, C.A. (2010) Life in blue: copper
resistance mechanisms of bacteria and archaea used in industrial biomining of minerals.
Biotechnol Adv 28:839-848

Orell, A., Navarro, C.A., Rivero, M., Aguilar, J.S., Jerez, C.A. (2012) inorganic polyphosphates in
extremophiles and their posible functions. Extremophiles 16:573-583

Passerini, A., Lippi, M., Frasconi, P. (2011) MetalDetector v2.0: predicting the geometry of metal
binding sites from protein sequence. Nucleic Acids Res 39:W288-W292

Raimunda, D., Gonzalez-Guerrero, M., Leeber, B.W. 3rd, Argtiello, J.M. (2011) The transport
mechanism of bacterial Cu+-ATPases: distinct efflux rates adapted to different function. Biometals
24:467-475

Rangarajan, E.S., Nadeau, G., Li, Y., Wagner, J., Hung, M.N., Schrag, J.D., Cygler, M., Matte, A.
(2006) The estructure of the exopolyphosphatase (PPX) from Escherichia colf 0157:H7 suggests
a binding mode for long polyphosphate chains. J Mol Biol 359:1249-1260

Rao, N.N., Gémez-Garcfa, M.R., Kornberg, A. (2009) Inorganic polyphosphate: essentiat for
growth and survival. Annu Rev Biochem 78:605-647

Rawlings, D.E. (2005) Characteristics and adaptability of iron- and sulfur- oxidizing
microorganisms used for the recovery of metals from minerals and their concentrates. Microb Cell
Fact 4:13

Reizer, J., Reizer, A., Saier, M.H., Bork, P., Sander, C. (1993) Exopolyphosphate phosphatase
and guanosine pentaphosphate phosphatase belong to the sugar kinase/actin/hsp 70 superfamily.
Trends Biochem Sci 18:247-248

Remonsellez F., Orell A., Jerez C.A. (2006) Copper tolerance of the thermoacidophilic archaeon
Sulfolobus metafficus: possible role of the polyphosphate metabolism. Microbiology 152:59-66

Rivero, M. (2016) Estudio de la enzima exopolifosfatasa (PPX) y otros determinantes de
resistencia a Cu*" del arquedn Metallosphaera sedula. (Tesis doctoral) Universidad de Chile,
Santiago, Chile

Roberts, E., Eargle, J., Wright, D., Luthey-Schulten, Z. (2006) MultiSeq:unifying sequence and
structure data for evolutionary analysis. BMC Bioinformatics 7:382

61




Rosano, G.L., Ceccarelli, E.A. (2014) Recombinant protein expression in Escherichia colf:
advances and challenges. Front Microbiol 5:172

Rubino, J.T., Franz, K.J. (2012) Coordination chemistry of copper proteins: how nature handles a
toxic cargo for essential function. J Inorg Biochem 107:129-143

Saitou, N., Nei, M. (1987) The neighbor-joining method: a new method for reconstructing
phylogenetic irees. Mol Biol Evol 4:406-425

Sanner, M.F. (1999) Python: a programming language for software. J Mol Graph Model 17:57-61

SnapGene software (Version 3.2.1) [Computer software] (2016) Chicago, IL:GSL Biotech.
Disponible desde www.snapgene.com

Schippers, A., Hedrich, S., Vasters, J., Drobe, M., Sand, W., Willscher, S. (2014) Biomining: metal
recovery from ores with microorganisms. Adv Biochem Eng Biotechnol 141:1-47

Trott, O., Olson, A.J. (2010) AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking with a
new scoring function, efficient optimization, and multithreading. J Comput Chem 31:455-461

Tsumoto, K., Ejima, D., Kumagai, [., Arakawa, T. (2003) Practical considerations in refolding
proteins in inclusion bodies. Protein Expr Purif 28:1-8

Ugochukwu, E., Lovering, A.L., Mather, O.C., Young, T.W., White, S.A. (2007) The crystal
structure of the cytosolic exopolyphosphatase from Saccharomyces cerevisiae reveals the basis
for substrate specificity. J Mol Biol 371:1007-1021

Valdés, J., Pedroso, l., Quatrini, R., Dodson, R.J., Tettelin, H., Blake, R. 2ndo., Eisen, J.A.,
Holmes, D.S. (2008) Acidithiobacillus ferrooxidans metabolism: from genome sequence to
indusfrial applications. BMC Genomics 8:597

van Veen, HW,, Abee, T., Kortstee, G.J., Konings, W.N., Zehnder, A.J. (1994) Translocation of
metal phosphate via the phosphate inorganic transport system of Escherichia coli. Blochemistry
33:1766-1770

Vera, M., Guilliani, N., Jerez, C.A. (2003) Proteomic and genomic analysis of the phosphate
starvation response of Acidithiobaciflus ferrooxidans. Hydrometallurgy 71:125-132

Wehb, B., Sali, A. (2016) Comparative protein structure modeling using MODELLER. Curr Protoc
Bioinformatics 54:5.6.1-5.6.37

Wei, Z.Z., Vatcher, G., Tin, A.H., Teng, J.L., Wang, J., Cui, Q.H., Chen, J.G., Yu, A.C. (2015)
Positively-charged semi-tunnel is a structural and Surface characteristic of polyphosphate-binding
proteins: an in-silico study. PLoS One 10:20123713

Xiang, Z. (2006) Advances in homology protein structure modeling. Curr Protein Pept Sci 7:217-
227

Zhang, A., Guo, E., Qlan, L, Tang, N.Y., Watt, R.M., Bartlam, M. (2016) Purification, crystallization

and X-ray crystallographic analysis of a putative exapolyphosphatase from Zymomonas mobilis.
Acta Crystallogr F Struct Biol Commun 72:172-178

62




7. MATERIAL COMPLEMENTARIO

BxHis Xhol (158)
T7 tag

Nhel (231)
Ndel (238}

TEV protease site
6xHis

Ncol (296)

T7 promater

pET-28a(+)TEV

5369 bp

Figura S1. Esquema del vector pET-28aTEV. Se destacan los origenes de replicacién pBR322
y f1 (amarillo), la secuencia codificante del represor de operador lac, /ac/ (morado); el promotor
T7; el gen que otorga resistencia a kanamicina (verde); la secuencia que codificara para la cola
de histidina (rosado); la secuencia que codificara para el sitio de corte de la TEV proteasa que
permite eliminar la cola de histidina (rosado) y el sitio multiple de clonamiento (celeste). El
esquema del plasmidio se dibujé con SnapGene (GSL Biotech, 2016)
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1aclq promotg,

PMAL-c5X
5677 bp

lac operator;

(2728) BamHI Ncol (2702)

Figura S2. Esquema del vector pMAL-c5X. Se destacan el origen de replicacion pMB1
(amarillo), la secuencia codificante del represor de operador lac, lac/ (morado); el promotor tac
(flecha con bordes discontinuos); la secuencia malE que codifica para la MBP (rosado); el sitio
donde se traduciran los aminoacidos que permitiran cortar la MBP de la proteina de interés con
el factor Xa; el gen que otorga resistencia a ampicilina (verde) y el sitio multiple de clonamiento
(celeste). Cabe destacar que este vector tiene la secuencia incompleta de la MBP, ya que no
codifica para el péptido sefial que envia la proteina al periplasma, por lo que la proteina de interés
se expresa en el citoplasma. El esquema del plasmidio se dibujé con SnapGene (GSL Biotech,
2016)
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(F) (G)

Figura $3: Estructura secundaria del dominio PPX/GppA de los monémeros de las PPX
cristalizadas depositadas en Protein Data Bank. Las proteinas corresponden a las PPX de
Escherichia coli (A), Agrobacterium fabrum (B), Bifidobacterium longum (C), Yersinia pestis (D),
Cytophaga hutchinsonii (E), Saccharomyces cerevisiae (F) y Aquifex aeolicus (G). Los colores
indican el tipo de estructura secundaria presente: en morado se muestran las alfa hélices: en
amarillo, las hojas beta; en azul, hélices 3; en rojo, hélices T; en celeste, los loops y en blanco
aquellas desordenadas.
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