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Resumen

El pirofosfato es el polimero de fosfato mas pequefio y es una molecula rica en
energia producida en un gran niamero de reacciones biosintéticas. Las enzimas
encargadas de hidrolizar este compuesto se denominan pirofosfatasas (PPiasa).
Existen dos tipos de estas enzimas, las pirofosfatasas integrales de membrana y

las pirofosfatasas citoplasmicas.

Las pirofosfatasas citoplasméticas han sido agrupadas en 2 familias no
homodlogas, familia | y familia Il, las cuales difieren en la secuencia primaria de
aminoacidos y estructura secundaria aunque conservan similitud en su sitio activo
constituyendo un ejemplo de evolucion convergente. Debido a que son pocas las
pirofosfatasas citoplasmicas de bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas
descritas y caracterizadas hasta el momento, este proyecto tuvo como objetivo el
estudiar en detalle las caracteristicas bioquimicas y moleculares de la pirofosfatasa
citoplasmica de Rhodomicrobium vannielii (PPiasa familia 1) y Rhodobacter
capsulatus (PPiasa familia II), bacterias del grupo de las a-proteobacterias
presentes en aguas residuales y pantanos. Para abordar este objetivo se
obtuvieron las proteinas recombinantes de las PPiasas de ambas especies con un
comportamiento hidrolitico similar al que presentan las proteinas silvestres
purificadas parcialmente. Utilizando cromatografia de exclusion molecular, se
encontré que la pirofosfatasa recombinante de R. vannielii presenta 3 estados
oligoméricos funcionales con peso molecular aproximado de 242.8, 141.2 y 94.23
kDa (10, 6 y 4 subunidades, respectivamente); esta mezcla oligomérica alcanza su
maxima actividad a pH 8.6. Por otro lado, la pirofosfatasa citoplasmica
recombinante de R. capsulatus es un dimero formado por 2 subunidades de
aproximadamente 37 kDa; presenta actividad hidrolitica maxima en el intervalo de
pH 8.0- 10.0.
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Abstract

Pyrophosphate is the smallest polymer of phosphate and energy-rich molecule
produced in many biosynthetic reactions. The enzymes that hydrolyze this
compound are termed pyrophosphatase (PPiase). There are two types of these

enzymes integral membrane pyrophosphatase and cytoplasmic pyrophosphatase.

The cytoplasmic pyrophosphatases have been grouped into two non
homologous families, family | and family I, which vary in their primary amino acid
sequence and secondary structure, but their active site is very similar, constituting
this an example of convergent evolution. Due to the few cytoplasmic
pyrophosphatases of purple non sulfur photosynthetic bacteria that have been
described and characterized so far, this project aims to study in detail the
biochemical and molecular characteristics of the cytoplasmic pyrophosphatase of
Rhodomicrobium vannielii (family | pyrophosphatase) and Rhodobactec capsulatus
(family 1l pyrophosphatase), bacteria from the a-proteobacteria group present in
residual waters and swamps. To reach this objective, recombinant proteins of the
PPiases of both species were obtained with a similar hydrolytic behavior to that of
the wild-partially purified proteins. Using molecular exclusion chromatography, it was
found that the recombinant pyrophosphatase of R. vannielii presents 3 functional
oligomeric states with apparent molecular weight of 242.8, 141.2 and 94.23 kDa
approximately (10, 6 and 4 subunits). This oligomeric mixture reaches its maximum
activity at a pH 8.6. The recombinant cytoplasmic pyrophosphatase of R.
capsulatus is a dimer formed of 2 subunits of approximately 37 kDa; it presents

maximum hydrolytic activity in the range pH 8-10.
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Introduccion

El fésforo en los sistemas biolégicos

Los elementos quimicos esenciales que constituyen a los seres vivos son: oxigeno
(O, ~ 62.81%), carbono (C, ~ 19.37%), hidrogeno (H, ~ 9.31%), nitrdgeno (N, ~
5.14%), azufre (S, ~ 0.66%) y fosforo (P, ~ 0.64%), este Ultimo elemento ademas
de formar parte de acidos nucleicos, fosfolipidos, lipopolisacaridos, coenzimas y
otros solutos citopladsmicos (Kamat et al., 2011), también forma parte de todas las
moléculas encargadas de la transferencia de energia dentro de la célula que

enlazan al catabolismo con el anabolismo (Romero y de Meis, 1989).

El fosforo no se encuentra en la naturaleza como elemento ya que es muy
reactivo con el oxigeno y al estar en contacto con el aire se combina para formar
fosfato inorganico [Ortofosfato, (Pi), PO,¥]. El fosfato inorganico en condiciones
acuosas alcalinas esta como HPO,* y en condiciones acuosas acidas se encuentra
como H,PO,4 (Busman et al., 2002) y es en estas dos formas que es transportado al

interior de la célula (Rao y Torriani, 1990; Losada et al., 1999; van Veen, 1997).

Una vez dentro de la célula, el fosfato puede encontrarse en forma libre (Pi), o
esterificado a un grupo carboxilo como en azucares fosfato y fosfolipidos o unido a
otro fosfato por un enlace fosfoanhidro como en los nucleésidos di y tri fosfato, los
polifosfatos y el pirofosfato (Losada et al.,, 1999). Dentro de estas formas
estructurales del fosfato, los polifosfatos (poliP) son los polimeros lineales mas
largos que tienen enlaces fosfoanhidros igual que el ATP; son sintetizados por un

grupo de cinasas especificas (poliP). En las células de animales, los poliP son

3
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estructurasde 15 a 750 residuos de longitud que alcanzan concentraciones de 0.15-
1.5 uM y estan contenidos en vacuolas intracelulares (Bergwitz y Juppner, 2011).
Funcionan como reserva de fosfato al formar agregados con cationes multivalentes
gue ofrecen una gran ventaja sobre el Pi libre por su baja solubilidad en agua
(Kulaev y Vaganov, 1983). En bacterias los polifosfatos sirven como recurso de
energia en una variedad de procesos celulares, como la patogenicidad (Brown y
Kornberg, 2008). El compuesto de fosfato mas sencillo se conoce como pirofosfato
inorganico (PPi) y esta constituido por dos ortofosfatos unidos por un enlace

anhidro (Figura 1). Este enlace de alta energia (AG®= -22 kJmol* 6 -0,22

eV'molécula *

6 -7.0 a -9.0 Kcal mol™ en agua) y es conocido como puente
pirofosfato. Su potencial quimico es muy similar al del ATP (AG° = -31 kJ'mol™ 6 -
0,31 eV'molécula * 6 -3.0 a -6.0 Kcal mol™ en agua) (Lahti, 1983), por lo que se ha
sugerido que el PPi pudo ser el antecesor del ATP como molécula energética
durante las etapas tempranas de la evolucion quimica (Pérez-Castafieira et al.,

2001). Su nombre deriva del proceso de deshidratacion del ortofosfato por calor

mediante el cual es obtenido industrialmente (Lahti et al., 1988).

0 0 0 0
Il i o i
HO—P—=0—=P—0 + Mg —= O0—P—-0—P~0 + H'
| | | |
o o o) 0
S Ve
Mg

Figura 1. Estructura del PPi a pH 8.2. Tomada de Cooperman (1982).
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La produccion de pirofosfato inorganico en las células en crecimiento es
particularmente alta como consecuencia de los procesos biosintéticos dependientes
de nucledtidos trifosfato (NTP’s), donde cada vez que se agrega un mondémero se
produce una molécula de PPi (Klemme, 1976; Lahti, 1983; Lahti et al., 1988; Chen
et al., 1990). Ademas el pirofosfato puede ser formado como el ATP, por procesos
de fosforilacién, (Barltrop et al., 1963; Baltsceffsky et al., 1966) y glicélisis
(Mansurova et al., 1976). En células animales se han reportado concentraciones
de PPi relativamente bajas (1 pM a 2.2 puM), sin embargo, en bacterias la

concentracion puede llegar a los 300 uM (Lahti et al., 1991).

Los organismos dependen de reacciones quimicas que producen y consumen
energia. El adenosin 5’ trifosfato (ATP) es una molécula que enlaza estos procesos
energéticos, esta compuesta de una purina (adenina) unida a la D-ribosa y una
cadena de 3 grupos fosforilos unidos por enlaces fosfoanhidros. Los ultimos dos
grupos fosforilo representan el enlace rico en energia conocido como puente
pirofosfato. Otros nucledtidos trifosfatados son utilizados también como recurso de
energia, por ejemplo, el guanosin trifosfato (GTP) es donador de energia en la
gluconeogénesis y en la sintesis de proteinas; la uridina trifosfato (UTP) es utilizada
en la sintesis de glucdgeno vy la citidina trifosfato (CTP) participa en la sintesis de
lipidos. El pirofosfato inorganico es la molécula mas sencilla que presenta este tipo
de enlace de alta energia, es también mas estable y de facil almacenamiento capaz
de sustituir al ATP en muchas reacciones de fosforilacion. Por ejemplo, algunas
bacterias anaerobias como Propionibacterium shermanii o Caldicellulosiruptor

saccharolyticus pueden producir energia mediante una glucdlisis atipica
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dependiente de PPi, donde dos pasos irreversibles catalizados por la
fosfofructocinasa (PFK-ATP) y la piruvato cinasa (PK) son llevados a cabo
reversiblemente por la PFK-PPi y la piruvato fosfato dicinasa (PPDK),
respectivamente (Mertens, 1993; Reeves et al., 1974). A pesar del consumo de PPi
en varias reacciones celulares, el principal mecanismo que regula el contenido de
pirofosfato intracelular corresponde a una reaccion de hidrdlisis catalizada por la
enzima pirofosfatasa (PPiasa) (Klemme y Gest 1971; Lahti, 1983; Chen et al., 1990)
(Figura 2). En el trabajo realizado por Stockbridge y Wolfenden en el 2011, se
determiné la hidrdlisis espontanea a 25°C de diferentes especies de pirofosfato
(PPi), como PPi* (~ 5.9 x 10* s) 0 Mg-PPi* (~ 2.3 x 10° s*) y se compararon
contra la velocidad de hidrdlisis cuando la pirofosfatasa de E. coli cataliza la

reaccion del complejo Mg-PPi? (2.0 x 10*? s™) a pH 8.5.

Intermediarios
metabolicos

A 4
Pi de

macomoleculas
blologlcas

Figura 2. Esquema metabodlico que muestra el ciclo del fosfato inorganico NTP Nucleésidos
trifosfatados; PoliP, polifosfatos inorganicos; PPiasas, pirofosfatasas. (Modificado de Pérez-
Castafieira et al., 2001 y http://bg.unam.mx/~evazquez).
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Las pirofosfatasas

Las pirofosfatasas inorganicas (EC 3.6.1.1: PPiasa) son enzimas capaces de
catalizar la hidrélisis exergoénica del pirofosfato (PPi), lo que permite que reacciones
termodinamicamente desfavorables se lleven a cabo (Kornberg, 1957; Chen et al.,

1990).

En 1990 Chen y colaboradores utilizando una mutante de E. coli con una
insercion en el gen de la pirofosfatasa ppa::kan', la cual expresaba el gen silvestre
de la pirofosfatasa (pp’) presente en un plasmido sensible a temperatura.
Demostraron que la expresion de éste gen es esencial para el crecimiento de la
bacteria a 30 °C, sin embargo, esta cepa fue incapaz de crecer a la temperatura
restrictiva (42 °C). En el mismo trabajo, utilizando el mismo fondo genético
(ppa::kan"), se introdujo una copia extra del gen silvestre de la pirofosfatasa bajo el
control del promotor lac (inducible con IPTG), se observd que en ausencia del
inductor la cantidad de pirofosfato intracelular se incrementa y el crecimiento se ve
inhibido. Por el contrario, cuando se induce la expresion de la PPiasa con IPTG, se
recuperan los niveles de pirofosfato intracelular y el crecimiento se restablece.
Mediante este conjunto de experimentos se sugirié que la pirofosfatasa es esencial

para el crecimiento celular.

Actualmente se han identificado 3 tipos de PPiasas no homodlogas que llevan a
cabo esta funcidon fisiologica: la pirofosfatasa membranal o translocadora de
protones y 2 familias de pirofosfatasa citoplasmica (PPiasa), familia 1 y familia I

(Klemme y Gest, 1971; Celis et al., 2003).
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Pirofosfatasa membranal

Bajo condiciones fisiologicas la pirofosfatasa de membrana (H'PPiasa) puede
sintetizar e hidrolizar pirofosfato utilizando la energia de la hidrdlisis para translocar
protones a través de la membrana interna (Figura 3) (Baltscheffsky, 1967; Romero
y Celis, 1990 y Maeschima, 2000). Estas enzimas se han dividido de acuerdo a la
presencia de un aminoacido localizado cerca de la interfase citoplasma-membrana,
cuando se trata de una alanina, las H'PPiasas son dependientes de K" y cuando
una lisina ocupa ese lugar, la enzima es independiente de este ion (Belogurou y

Lahti, 2002; Luoto et al., 2011).

Diversos trabajos han reportado la presencia de estas enzimas de membrana
en organismos de los 3 dominios (eucaria, bacteria y arquea). Todas la H'"PPiasas
conocidas presentan actividad de hidrélisis de PPi in vitro (Rea y Poole, 1993;
Baltscheffsky et al., 1999; Maeshima, 2000). Esta proteina membranal, a pesar de
gue hidroliza pirofosfato, no guarda relacién alguna en secuencia y estructura con
la pirofosfatasa citoplasmica. Estructuralmente consiste en un homodimero que
contiene el sitio catalitico con 2 sitios de unidon para magnesio (Rapoport et al,
1973), uno para pirofosfato (Ridlinton y Butler, 1972) y dos para Pi (Hamm vy
Cooperman, 1978). Este polipéptido forma un canal de protones que presenta de
15 a 17 helices transmembranales (Figura 3 C) (Mimura et al., 2004; Kajander et

al., 2013).

En 1991 Nyren y Strid comenzaron a estudiar el papel fisiolégico de las

H*PPiasas dentro del metabolismo celular, pero fue hasta el 2004 cuando el grupo
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de Celis demostré que su papel en el metabolismo es colaborar en el crecimiento
en condiciones de baja energia, como en el crecimiento aerObico a bajas
concentraciones de oxigeno, la transicion del metabolismo respiratorio a
fotosintético y en el crecimiento fotosintético a intensidades luminosas bajas o de
bajo potencial electroquimico de H" y en el caso de las mutantes respiratorias con

bajas tensiones de O, (Garcia Contreras et al., 2004).

sPPasa i i
i 4— i

IPi

H*-PPasa

ADP +

)8

Citoplasma

Figura 3. Esquema de los cromat6foros de Rhodospirillum rubrum. En A. esquema de una célula
de R. rubrum, mostrando las invaginaciones de la membrana interna que forman los cromatéforos.
En B. en estas vesiculas cerradas esta presente toda la maquinaria fotosintética, incluida la ATP-
sintasa. Asociada a la membrana se encuentra también la H'PPiasa. Tomada de Lépez-Marqués et
al 2004. En C. estructura cristalografica de la H'PPiasa del frijol (Lin et al., 2012; Kajander et al.,
2013).

Pirofosfatasas citoplasmicas

Las pirofosfatasas solubles o citoplasmicas (PPiasas, PPi hidrolasas) son
exclusivamente hidroliticas, se encuentran distribuidas en practicamente todos los
organismos y son esenciales para la viabilidad celular (Kornberg, 1957; Chen et al.,

1990). Generalmente méas del 90% de la actividad total de la PPiasa es realizada
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por las proteinas solubles del citoplasma (Howard y Lungren, 1970) que
corresponden a dos familias no homologas de pirofosfatasa, familia | y familia 1l (FI
y Fll, respectivamente). Estas enzimas han sido caracterizadas hasta la fecha con
gran detalle, a pesar de realizar la misma funcién biolégica, difieren en secuencia y
en estructura, ademas de no tener un origen evolutivo comun (Zyryanov et al.,

2002; Gomez-Garcia et al., 2002).

Por muchos afios se pensd que las PPisas citoplasmicas utilizaban
mecanismos similares de catélisis, pero analisis bioquimicos y cristalograficos
recientes han mostrado que tienen caracteristicas diferentes (Figura 4) (Baykov et
al., 1999; Fabrichniy et al., 2007; Heikinheimo et al., 2001; Young et al., 1998;
Sivula et al., 1999; Kajander et al., 2013), es por ello que representan un ejemplo

de evolucion convergente (Zyryanov et al., 2002; Gémez-Garcia et al., 2002).

Figura 4 . Comparacion de la estructura cristalografica de la PPiasa de familia | y la de familia Il. En
A. modelo de la PPiasa de familia | de la levadura (Heikinheimo et al., 2001) y en B. se muestra el
modelo de la PPiasa de familia 1l de Bacillus subtilis (Fabrichniy et al., 2007). Las estructuras de las
enzimas se muestran en una gama de colores donde en azul se representa el N-terminal y en rojo el
C-terminal. Los sustratos se indican con una flecha: PPi para la familia | y paranitrofenilfosfato (PNP)
para la familia Il.
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Las pirofosfatasas de familia | han sido las mas estudiadas, en un analisis
filogenético molecular de diversos organismos con PPiasa citoplasmica de familia |
pertenecientes a los 3 dominios que realizé el grupo de Serrano (GOmez-Garcia et
al., 2006), se sugiere la presencia de dos linajes evolutivamente divergentes en
este grupo: el eucariético y el procariético. En el eucariético la PPiasa se presenta
como monomeros u homodimeros de 31-34 kDa apeoximadamente. Por otro lado
esta el linaje procariota (bacterias, arqueas y algunos eucariotas fotosintéticos)
cuya PPiasa se presenta como homohexameros cuyas subunidades estan entre los
M9y 22 kDa. A pesar de las diferencias de tamafo y secuencia, en ambos grupos
esta presente el arreglo de 13- 17 residuos polares funcionales dentro del sitio
activo, lo que lleva a que el mecanismo catalitico se conserve (Heikinheimo et al.,

1996; Harutyunyan et al., 1996; Tammenkoski, et al., 2005).

Las subunidades de la PPiasa de familia | tienen una estructura barril 3, con
un solo dominio por unidad, conocido como dominio pirofosfatasa, y el sitio activo
se localiza en una cavidad dentro de la estructura compacta (Figura 4 A)
(Fabrichniy et al., 2007). Las PPiasas de familia | poseen un pH optimo alcalino
entre 8.0 y 9.0, son dependientes de magnesio como cofactor y activador (Gomez-
Garcia et al.,, 2007), ademas de que este cation divalente les confiere maxima
especificidad por su sustrato. Sin embargo, cuando los metales de transicion,
como Zn**, Mn** y Co?*, son usados como cofactor, la especificidad de la enzima
disminuye, particularmente con sustratos como el ATP y ADP (Zyryanov et al.,
2002). El fluoruro esta reportado como inhibidor de la actividad hidrolitica de esta

familia de pirofosfatasa y de las H'PPiasas (Baykov et al., 1977) al formar un
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complejo E-PPi-F (1:2:2) que es sumamente estable (T, = 2 dias a 4°C pH 7.5).
Baykov y col. (1977) para explicar esta asociacion, proponen un mecanismo de
interaccion simultanea entre fluoruro y del PPi en el sitio activo de la enzima,
evento que impide la unidn de cationes indispensables para la actividad catalitica

de las PPiasas.

La familia Il de PPiasa citoplasmica, fue identificada por primera vez en la
bacteria Gram positiva Bacillus subtilis (Shintani et al., 1998; Young et al., 1998).
Posteriormente, esta pirofosfatasa se ha encontrado solo en algunas especies de
bacterias, arqueas (Anh et al., 2001) y en el eucariota unicelular Giardia lamblia
(Fabrichniy et al., 2007). Estas proteinas estan constituidas por dos subunidades
idénticas, que en su cadena polipeptidica tiene dos dominios denominados DHH
(N-terminal) y DHHAZ2 (C-terminal) (Figura 4 B ). El motivo DHH, que esta asociado
a una funcion como fosfoesterasa, juega un papel importante en el arreglo del sitio
activo para la catalisis por alojar a los iones metalicos. El dominio DHHAZ2 tiene un
motivo DXK conservado, es el sitio donde se une el pirofosfato y se llama asi por
estar asociado al motivo DHH. De acuerdo a las estructuras descritas en el trabajo
de Ahn y colaboradores (2001), estos dominios estan unidos por un asa flexible y el
sitio activo se encuentra localizado en la interfase de ambos. La interaccion entre
las subunidades se lleva a cabo a través de su region N-terminal, quedando la
region C-terminal libre. En el dimero de la PPiasa de Streptococcus gordonii
adopta una conformacioén abierta cuando no estd en contacto con el sustrato
(Figura 5 A) y cerrada una vez que estan el sustrato y los cationes en contacto con

la enzima (Figura 5 B).
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A C-terminal
B. —

C-terminal

N _\ﬁ

e

N-terminal N-terminal

Figura 5. Modelo de la conformacién catalitica de la PPiasa de S. gordonii. En A. estructura abierta
en ausencia de sustrato y en B. estructura cerrada en presencia del sustrato (no mostrado).
Modificado de Anh et al. (2001).

Las PPiasas de familia Il tienen un peso molecular entre 33y 35 kDa. El Mn?*
puede, al igual que el Mg®*, ser utilizado como activador y sustrato en complejo con
PPi (Kuhn y Ward, 1998; Kuhn et al., 2000; Parfenyer et al., 2001). Estas enzimas
resisten concentraciones mayores del inhibidor fluoruro que la Familia I, lo cual

pudiera estar mediado por la proteccién de iones Co?* 0 Mn?* (Shintani et al., 1998;

Young et al., 1998).

Recientemente, analisis cristalograficos han mostrado que en las
pirofosfatasas de familia I, son 2 iones metalicos los que coordinan la molécula de
agua (Heikinheimo et al., 1996), mientras que en las PPiasas de familia Il son 3
iones metdlicos los que coordinan al nucledfilo (Fabrichniy et al.,, 2007). La
catdlisis realizada por enzimas de familia | involucra un mecanismo asociativo en

el cual una molécula de agua nucleofilica activada por un par de metales y por un
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aspartico ataca un grupo fosfato electrofilico del PPi (Figura 6 a) (Salminen et al.,

1995; Kajander et al., 2013).

La estructura de la PPiasa de familia 1l de Bacillus subtilis que se obtuvo con
el sustrato unido ha permitido ver que esta enzima tienen 2 sitios de unién al
metal, M1 y M2. Los metales unidos a estos dos sitios estan coordinados a un
aspartico, (al igual que en la familia I) y también por los grupos imidazol de dos
histidinas. Estos metales estan involucrados en la catdlisis al interactuar con el
sustrato y con el agua nucleofilica. También estd presente otro sitio de unién de
metal que es de baja afinidad y que esta fuertemente unido al sustrato (Figura 6

b) (Fabrichniy et al., 2007; Kajander et al., 2013).

Figura 6. Comparacion del sitio activo de la pirofosfatasa de levadura (familia I, a), contra el sitio
activo de la pirofosfatasa de Bacillus subtilis (familia 1l, b). En verde se indican los iones de
magnesio, en blanco el fluoruro y los iones mangesio en morado. Los puentes de hidrégeno y las
interacciones idnicas son mostradas como lineas punteadas. Tomado de Kajander et al., 2013.
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Aunque las PPiasas de Fl y

las de FIl lleven a cabo la misma actividad

biolégica, usan diferente ion metalico como activador y la molécula de agua

nucleofilica asi como el grupo saliente son activados de manera diferente; tienen

ademas distinta secuencia, estructura y mecanismo catalitico (Figura 7)

(Stockbridge y Wolfenden, 2011; Kajander et al., 2013).

Figura 7. Diagrama que ilustra la hidrdélisis de PPi.

En el sitio activo de la PPiasa, la molécula

nucleofilica del agua es coordinada por 2 iones magnesio, los cuales disminuyen el pKa de la
molécula de agua, facilitando la transferencia del protdon a una base dentro del sitio activo. Se
piensa que la reaccion de hidrélisis procede en un mecanismo asociativo, en el cual el ataque por
el nucledfilo ocurre primero que la separacion del enlace fosfato-fosfato (Stockbridge y Wolfenden,

2011).
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Antecedentes

La pirofosfatasa citoplasmica de bacterias mas estudiada es la de vy-
proteobacteria E. coli. Esta pirofosfatasa es un homohexdmero con 175
aminoacidos por monomero perteneciente a la familia | (Oksanen et al., 2007;
Heikinheimo et al., 2001; Zyryanov, 2001; Gomez-Garcia et al., 2006; Avaeva et
al., 1997). En otro grupo de y-proteobacterias del genero Vibrio se encontraron 4
especies que contienen simultaneamente genes de ambas familias de
pirofosfatasas. En el caso de los genes provenientes de Vibrio cholerae fue
demostrado que al ser expresados en E. coli, estos codifican para pirofosfatasas
funcionales, pero en condiciones estandares de crecimiento de Vibrio cholerae
solo expresa el gen de la pirofosfatasa de familia I. Se ha propuesto que la
PPiasa de FII fue adquirida por un ancestro de las Vibrionales por transferencia
horizontal y que este gen se mantuvo por algun significado funcional que aun no
ha sido entendido (Salminen et al., 2006).

Por otro lado, en el grupo de a-proteobacterias, las bacterias fotosintéticas
purpuras no sulfurosas (BFPNS) comenzaron a ser un modelo en el estudio de las
PPiasas a partir de 1966 cuando el grupo de Baltscheffsky describi6 la presencia
de un tipo de pirofosfatasa membranal, que podia ademas de hidrolizar y sintetizar
pirofosfato, translocar protones a través de la membrana. Previo a la clasificacion
de las pirofosfatasas citoplasmicas en familia | y familia Il, en 1971 Klemme y
colaboradores hicieron un estudio comparativo entre las pirofosfatasas de 5

especies de bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas donde se describen las
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caracteristicas bioquimicas que permitieron dividir a las pirofosfatasas
citoplasmicas en dos grupos: el de la PPiasa de Rhodobacter sphaeroides y de
Rhodobacter capsulatus (R. capsulata) cuyo peso molecular del oligobmero fue
calculado en 60 kDa aproximadamente. En éste grupo, el cobalto funciona como
estabilizador y el magnesio libre no es un activador. El otro grupo de PPiasas es
el que comparten las especies Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas
palustris y Rhodopseudomonas gelatinosa, cuyo peso molecular del oligdmero se
calculd en 100 kDa aproximadamente. Estas enzimas utilizan al zinc como
estabilizador y al magnesio como activador, ademas de que en las tres especies
esta presente la H'PPiasa (Klemme y Gest, 1971; Klemme et al., 1971). En el afio
2007, Gomez-Garcia y colabradores hicieron un estudio comparativo de la PPiasa
de cuatro especies de bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas,
Rhodopseudomonas viridis, Rhodospirillum rubrum, Rhodopseudomonas palustris
y Rhodobacter capsulatus. En este trabajo relacionaron la diversidad de cationes
usados como cofactores de la PPiasas de las bacterias purpuras no sulfurosas
con la versatilidad metabdlica de este grupo de bacterias.

En el 2003 el grupo de Celis reportd la presencia de la pirofosfatasa
citoplasmica de familia 1l de la bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides.
Ademas de describir las caracteristicas bioquimicas y moleculares de la PPiasa de
ésta especie, purificaron parcialmente la PPiasa de otras 3 especies, dentro de las
gue se encuentra R. vannielii (Romero et al., 2003; Celis et al., 2003). En los
ultimos afos éste equipo de trabajo se ha interesado en el estudio de las

pirofosfatasas membranales y citoplasmicas de distintas especies de BFPNS, en
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el presente trabajo nos enfocamos en la caracterizacion bioquimica de la PPiasa

recombinante de dos especies de bacterias fotosinteticas purpura no sulfurosas.

Bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas

Las bacterias fototroficas purpuras no sulfurosas (Rhodospirillaceae) llevan a cabo
fotosintesis andxica, es decir, requieren un donador de electron de mas bajo
potencial redox que el agua como el hidrdgeno molecular o compuestos organicos
simples. Estas bacterias se han encontrado practicamente en todos los habitats,
principalmente en partes anodxicas de lagos eutréficos. Los pigmentos
fotosintéticos son bacterioclorofilas a, b, ¢, d y e ademas de una gran variedad de
carotenoides. Al inducir el crecimiento fotosintético, se desarrollan invaginaciones
de la membrana denominadas cromatoforos, donde se aloja el aparato
fotosintético. Sin embargo, en crecimiento respiratorio, la membrana de estos
organismos carece de invaginaciones (Figura 8) (Triper y Pfenning, 1978). La
cantidad de pigmentos es regulada en funcidén de la intensidad de la luz. En
condiciones de baja tension de oxigeno y en la oscuridad, todas las bacterias
fototroficas obtienen la energia para mantenerse por fermentacion de sus
polisacaridos almacenados. Sin embargo, en situaciones aerobias y en la

oscuridad presentan un metabolismo respiratorio (Pfenning, 1978).
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Figura 8. Micrografia que ilustra la arquitectura de la membrana interna e R. sphaeroides en dos
diferentes condiciones de crecimiento. En A crecimiento fotosintético y en B crecimiento
respiratorio. La barra corresponde a 0.2um. (Tomada de Remsen, 1978).

Rhodomicrobium vannielii

La bacteria fotosintética purpuras no sulfurosa Rhodomicrobium vannielii descrita
por Duchow and Douglas (1949) tiene forma ovoide 1.0- 1.2 x 2.0-2.8 um. Es una
bacteria Gram negativa perteneciente a las alfaproteobacterias que se mueve por
medio de flagelos peritricos. La membrana fotosintética interna esta en forma de
lamelas. Sus pigmentos fotosintéticos son la bacterioclorofila a y carotenoides de la
serie de la espiroxantina. El color fotosintético es rojo parduzco y el espectro de
absorcion de las células vivas tiene maximos en 378, 461, 488-490, 522-525, 800-
807 y 869-872 nm. Tiene un crecimiento preferentemente fotoheterotrofico en
condiciones de baja tension de oxigeno en la luz a 30 °C y a un pH 6.0 (intervalo de
pH entre 5.2 a 7.5). Presenta crecimiento polar por gemacion con la formacion de
células nadadoras a partir de células madres no modviles que forman prostecas
(Figura 9). Es una bacteria de agua dulce mesofilica. Se ha encontrado en el lodo
0 agua de estanques y lagos, asi como en aguas residuales, agua salobre y agua

de mar (Duchow y Douglas, 1949; Imhoft, Triper and Pfenning, 1984).
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Figura 9. Imagen de Rhodomicrobium vannielii en microscopio electrénico (Tomada de Ainon et al.,
2006).

Rhodobacter capsulatus

La bacteria fotosintética purpura no sulfurosa Rhodobacter capsulatus (Molisch
1907 e Imhoff et al., 1984) tiene forma ovoide de 0.5- 1.2 x 2.0- 2.5 um (Figura 10)
y crece en medio Sistrom/Cohen-Bazire a pH 7.0 (intervalo de pH entre 6.5-7.5).
Cuando R. capsulatus crece en condiciones fotosintéticas adquiere una coloraciéon
café obscuro, sin embargo, cuando crece en condiciones no fotosintéticas
presentan una coloracion roja. El espectro de absorcion de las células vivas tiene
maximos a 376-378, 450-455, 478-480, 508-513, 590-592, 802-805 y 860-863 nm.
Sus pigmentos fotosintéticos son la bacterioclorofila a y carotenoides de la serie
esferoidena. Es una bacteria mesofilica que tienen su maximo crecimiento entre
30- 35 °C. Se ha encontrado en agua estancada expuesta a la luz, en plantas de

aguas residuales y lagos.
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Figura 10. Imagen de microscopia electrénica de Rhodobacter capsulatus, se observan cortes
transversales y longitudinales de las células. Tomada de
http://www.pfizer.com/rd/microbes/meet.html.

Las pirofosfatasas citoplasmicas son enzimas constitutivas y su comportamiento
biogquimico ha sido estudiado principalmente en eucariotas (plantas superiores,
levaduras y algas). En bacterias, han sido principalmente caracterizadas en E. coli,
Bacillus subtilis, Rhodospirillum rubrum y Rhodobacter sphaeroides. En los ultimos
afos nuestro equipo de trabajo se ha enfocado en el estudio de las pirofosfatasas
de bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas del grupo las alfaproteobacterias
gque se distinguen por la versatilidad metabodlica que presentan, ademéas de su
amplia distribucion. Con el estudio de la enzima PPiasa en otras especies
bacterianas es posible determinar con mayor detalle las caracteristicas bioquimicas
generales (como son: la actividad de hidrdlisis, el requerimiento de cofactores, el
perfil de pH, el peso molecular, etc.) de las PPiasas citoplasmicas. Particularmente,
en este trabajo se abordara la caracterizacion bioquimica de la PPiasa de dos
especies que habitan en lagos eutréficos y aguas residuales, Rhodomicrobium

vannielii y Rhodobacter capsulatus.
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Objetivos

General:

Caracterizar molecular y bioguimicamente a la PPiasa citoplasmica de las
bacterias purpuras no sulfurosas Rhodomicrobium vannielii y Rhodobacter

capsulatus (PPiasa de Fl y PPiasa de FlI, respectivamente).

Objetivos Particulares

» Clonar, expresar y purificar las pirofosfatasas citoplasmicas de R. vannielii y
R. capsulatus.

» Determinar propiedades bioquimicas de las PPiasas recombinantes de R.
vannielii y R. capsulatus tales como peso molecular, actividad especifica,
requerimiento de cofactores, punto isoeléctrico, termoestabilidad vy

constantes cinéticas.
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Material y métodos

Cepas y plasmidos utilizados

En la Tabla 1 se enlistan las cepas de bacterias y los plasmidos utilizados en este

trabajo, con sus respectivas caracteristicas.

Tabla 1 Cepas y plasmidos

Nombre Caracteristicas Referencia

Cepa

Rhodomicrobium Cepa silvestre. DSMz
vannielii (ATCC
17100)
Rhodobacter Cepa silvestre DSMZ
capsulatus (SB
1003).
TOP 10 E. coli Cepa de clonacién F-mcrA A(mrr- Invitrogen
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
deoR recAl araD139 A(araAleu)7697
galU galK rpsL endAl nupG
LMG194 E. coli  F-AlacX74 gal E thi rpsL AphoA (Pvu II) Invitrogen

Aara714 leu::Tnl0 , resistente a
estreptomicina y a tetraciclina

Plasmido

pBAD HisB Promotor araBAD (Pgap), sitio de union Invitrogen
del ribosoma optimizado, ATG iniciacion,
etiqueta de polihistidina en el amino
terminal, epitope Anti-Xpress, sitio de
corte de la enteroquinasa, sitios de
clonacion multiples, region de término de
la transcripcion rrnB |, gen de resistencia
a ampicilina (B-lactamasa), origen
pBR322 y gen arac.
pPIRL Vector que codifica tRNAs para codones  Bao y Cohen, 2001
poco frecuentes, ORF resistencia a
cloranfenicol.
pVvS pBAD HisB + PPiasa R. vannielii En este trabajo
pVO pBAD HisB + PPiasa R. capsulatus En este trabajo
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Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Bacterias fotosintéticas puarpuras no sulfurosas

Las cepas de Rhodobacter capsulatus y Rhodomicrobium vannielii fueron

cultivadas en condiciones fotosintéticas. Los cultivos liquidos se crecieron

anaerdbicamente (muy baja tension de oxigeno y en presencia de luz) mediante el

uso de dos focos con filamentos de Tungsteno de 40 watts a 30 cm de distancia.

El medio utilizado fue el CB (Cohen-Bazire), constituido por las disoluciones

enlistadas en la Tabla 2:

Tabla 2. Medio Cohen-Bazire

a) Base concentrada 20 mL
N(CH,COOH); 52 mM
MgSO, 7H,0 58 mM
CaCl, 6H,0 29 mM
(NH,)gM0,0,44H,0 0.074 mM
FeSO,7H,0O 0.35mM
Metales 44* 5%

*Esta disolucion contiene lo s iguiente:
EDTA 6.5 mM
FeSO, 7H,O 17.9 mM
ZnS0O, 7H,0 0.038 mM
MnSO, 10.1 mM
CuS0Q, 5H,0 1.5 mM
Co(NO3), 6H,0 0.85 mM
Na,B,0; 6H,0 0.57 mM

Afiadir 4 gotas de acido sulfirico para que se disuelvan los
metales y se ajusta el pH a 6.8.

Se ajusta el pH a 6.8 con NaOH

b) KH,PO, 20 mM
c) Acido succinico 16.9 mM
d) (NH.).SO, 3.7 mM
e) NacCl 8.5 mM
f) Acido L-glutamico 1.3 mM
g) Acido L-aspartico 0.3 mM
h) Extracto de levadura 0.125 %
i)  Acido nicotinico 10 puM
j) Tiamina 1.5 uM
k) Biotina 0.04 uM
[) Bacto- Agar (solo medio s6lido) 1.5%.

Ajustar el pH a 6.8 y se afora a un litro. El medio se esteriliza por 20 min a 120°C y 15
atmosferas de presion.
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Para Rhodomicrobium vannielii, el medio se preparé a pH 6.0 y sin acido

nicotinico, tiamina y biotina.

Los cultivos de estas cepas de bacterias fueron secuenciales, se iniciaron al
inocular medio liquido con una alicuota de las bacterias, se esper6 hasta que el
cultivo alcanzo la fase de crecimiento logaritmica tardia y se reinoculé medio de
cultivo fresco en una proporcién 1:10 hasta llegar a un volumen final de 9 litros.
Una vez que este cultivo alcanzé la fase de crecimiento logaritmico tardio se
cosecharon las bacterias centrifugando a 14 340 x g durante 15 minutos a 4°C.
La pastilla resultante se resuspendio en amortiguador MOPS-KCI (50 mM MOPS
y 50 mM KCI pH 7.0) para lavar restos del medio de cultivo. Las células se
colectaron al centrifugarlas a 14 340 x g durante 15 min y el paquete celular fue

almacenado a -70°C.

Escherichia coli

Las cepas de E. coli fueron cultivadas aerébicamente en medio Luria- Bertani (LB)
gue contiene: 1.0 % bactotriptona, 0.5 % extracto de levadura, 1.0 % NaCl a pH
7.0 en agitacion constante a 200 rpm y 37 °C. Para preparar medio sélido se
agrego6 Bacto- Agar a una concentracion final de 1.5 %. Cuando se requirio, se

adicionaron antibiéticos a las siguientes concentraciones: kanamicina 50 pg/mL,

ampicilina 100 pg/mL y cloranfenicol 25 pg/mL.
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Métodos de biologia molecular

Extraccion de ADN cromosomal

De un cultivo de 3 mL en fase de crecimiento logaritmico tardio, se tomaron 1.5
mL de cultivo y se centrifugd a temperatura ambiente a 2 500 x g por 10 minutos
para recuperar a las células. Posteriormente el paquete celular se resuspendio en
1 mL de amortiguador TE (50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 5 mM de EDTA pH 8.0, y 50
mM de NaCl). Para lisar las células se afiadieron a la suspension 60 pL de SDS al
10%, 50 pL de proteinasa K (20 pg/mL) y se incubo por 30 minutos a 37°C.
Después de éste paso se afiadieron 0.25 mL de fenol y 0.25 mL de cloroformo al
lisado y se agitd por 5 minutos hasta formar una emulsion de color blanco.
Posteriormente, se centrifugo a 20 817 x g por 5 minutos, repitiéndose este paso 2
veces. La fase acuosa se transfirié a un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5 mL
y se precipitd afiadiendo 1/100 del volumen de acetato de sodio 3M, un volumen
de isopropanol y se incub6 a -20 °C por 1 h. Para recuperar el DNA se centrifugé
a 20 817 x g 30 minutos a 4 °C. Finalmente la muestra se lavé con etanol al 70%
y se dejo secar por 10 minutos a temperatura ambiente. La pastilla de DNA se

resuspendi6 en 100 pL de agua desionizada esteéril.

Reacciones de PCR

La amplificacion de los genes que codifican para la pirofosfatasa citoplasmica de
ambos organismos fue hecha mediante una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, polimerase chain reaction). El volumen final de la reaccion fue de 100 uL y

contenian lo siguiente: 1x de amortiguador, 5 % de la solucion Enhancer de
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Invitrogen, 0.2 mM de mezcla de dNTP's, 1 uM de oligonucleétido sentido (Fw) , 1
UM de oligonucleétido antisentido (Rv) (Tabla 3), 100 ng de ADN, 1 U de
polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen) y agua. La mezcla se colocé en un
termociclador y se programé la siguiente secuencia de amplificacion: (1)
Desnaturalizacion inicial de 95 °C por 5 minutos, (2) Desnaturalizacion a 90 °C por
1 minuto, (3) 55°C por 30 segundos para alinear y (4) 72°C para polimerizar (se
repite del paso 2-4 por 35 ciclos); (5) el paso final fue una extension de 10 minutos
a 72 °C. Los productos de PCR obtenidos se separaron en un gel de agarosa 1%
a 100 volts y se purificaron utilizando el estuche comercial QIAquick gel extraction

de Qiagen.

Tabla 3. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes que codifican
para la PPiasa de R. vannielii y R. capsulatus

Nombre | Secuencia Tm | Contenido | Longitud Tamafio del
(GC) GC * fragmento
°C % pb amplificado
pb
RVFwW 59.5 | 545 22 566
5" gaattc atg cgc att gac tcc atcccga 3°
rvan
63.1 | 60.9 23
RVRv
5" aag ctt tca gccctttttccggecgtcc 37
RcFw 509 |421 18 932
5’ aag ctt atg atc aag gta ttc ggc 3’
cap
RcRv 55.4 ]50.0 18
5’ ggt acc tca gag ctt gag gac gga 3’
sph* RsFw 56.2 |[41.7 22 934
5’ ct gaa ttc atg atc aag gta ttc ggc cac a 3’
RsRv 57.7 |50 21

5’ cg aag ctt tca gag ctt gag gac gga atg 3’

* Longitud del oligonucleétido sin tomar en cuenta el sitio de restriccion.

Oligonucleotidos sintetizados en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular.
*sph oligonucledtidos especificos para amplificar el gen de la pirofosfatasa de Rhodobacter
sphaeroides.
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Purificacion del plasmido por estuche comercial
Los plasmidos utilizados en este trabajo se purificaron utilizando el estuche
comercial Qiagen Miniprep y se siguieron las condiciones descritas por el

fabricante.

Purificacion de plasmidos por medio de minipreparac iones hervidas
Para la purificacion de plasmido mediante el protocolo de minipreparaciones
hervidas se inoculé un cultivo que lleva el plasmido de interés y se incubo toda la
noche. Al dia siguiente las células se colectaron centrifugando a 20 817 x g y se
descarté el sobrenadante. EIl paquete celular se resuspendido en 300 uL de
amortiguador STET (50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 8% sacarosa y 50 mM EDTA pH
8.0) y 30 uL de lisozima (10 mg/mL). Posteriormente la suspension de células se
hirvi6 por 45 segundos y se centrifugb a 20 817 x g por 10 minutos. El
sobrenadante se recupero y se coloco en un tubo limpio de microcentrifuga de 1.5
mL y el DNA se precipitdo agregando 300 uL de isopropanol e incubando en hielo
por 30 minutos a 4°C, después se centrifugé a 20 817 x g por 30 minutos. La
pastilla de DNA se resuspendié con 50 pL de agua desionizada esteéril.

Todos los plasmidos obtenidos fueron cuantificados en el espectrofotometro
leyendo la absorbancia a 260 nm. También se analizaron en un gel de agarosa al

1%.
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Digestion de ADN
Los plasmidos y los fragmentos de ADN amplificados por PCR fueron digeridos
utilizando enzimas de restriccion comerciales (Invitrogen) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

Desfosforilacion de ADN

Para la mayoria de las reacciones de clonacion, los plasmidos utilizados se
defosforilarén usando la enzima fosfatasa alcalina de camaron (SAP). Para esto,
se adiciond 1 pL de SAP a cada plasmido que previamente fue digerido y se volvio
a incubar a 37°C por 90 minutos. Para desactivar la fosfatasa se colocd la

reaccion por 15 minutos a 65 °C.

Ligacion de fragmentos de ADN

Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen total de 20 uL el cual
contenia: el inserto y el vector en una proporcibn molar de 3:1, hasta una
concentracion de ADN total de 0.1 pg, amortiguador de ligacion 1x y una unidad
de enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen). El tiempo de incubacion fue de 12 horas a

13 °C.

Transformacion de E. coli por el método de CaCl
Con un cultivo de toda la noche de la cepa de E.coli de interés se reinocularon 10
mL de medio LB y se dejo crecer a las células hasta fase exponencial, incubando

a 37 °C en agitaciéon constante a 200 rpm. Las células se colectaron centrifugando
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a 2 500 x g por 5 minutos a 4 °C. Posteriormente el sobrenadante se removio y el
paquete celular se resuspendi6 en 5 mL de 100 mM de CaCl, estéril y la
suspension de células se incub6 en hielo por 5 minutos. Después de este tiempo
se colectaron las células por centrifugacion a 2 500 x g por 5 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se descart6 y el paquete celular se resuspendio en 700 pL de CaCl,
100 mM estéril. La suspension se incub6 a 4°C de 3 a 24 horas (Cohen et al.,
1972). Después se le adicionaron 50 ng de la reaccién de ligacion a una alicuota
de 200 uL de estas células calcio competentes y se incubd en hielo por 30
minutos. Posteriormente, se llevd a cabo un choque térmico a 42°C por 2 minutos
y después las células se colocaron en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 800 L
de medio LB y se incub6 a 37°C, con una agitacion constante de 200 rpm durante
60 minutos. Finalmente las células se colectaron por centrifugacion y la seleccién

de transformantes se llevé a cabo en medio selectivo (Sambrook y Russell, 2001).

Transformacion de células de E. coli por electroporacion

Para la electroporacion se utilizaron celdas comerciales (BIORAD) de 1 mL
previamente enfriadas, se les adiciond 200 pL de cultivo de células competentes
mas 50 ng de plasmido. Posteriormente se dio un pulso de 1.8 Kv con una
resistencia R= 200 Q e inmediatamente después se transfirio la celda al hielo por 1
minuto. A las células electroporadas se les adicionaron 800 uL de medio LB a
temperatura ambiente y se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de 1 mL
limpio. La suspension de células se incub6 a 37 °C, con una agitacion constante

de 200 rpm durante 60 minutos para su recuperacion. Por ultimo, se colectaron

30



Caracteristicas bioquimicas y moleculares de la pirofosfatasa citoplasmica de las bacterias puarpura no sulfurosas
Rhodomicrobium vannielii y Rhodobacter capsulatus

las células centrifugando a 2 500 x g durante 5 minutos y se sembraron en cajas

Petri con medio selectivo (Sambrook y Russell, 2001).

Protocolos de purificacion de proteina

Purificacion de las pirofosfatasas recombinantes

Las proteinas recombinantes pissxPPiasaRvan y wissxPPiasaRcqp fueron purificadas
a partir de cultivos inoculados con las cepas LMG194/pBADHisB/PPiasaRvan/
pPIRL y LMG194/pBADHisB/PPiasaRcap/pPIRL, respectivamente. Para la
purificacion de ambas proteinas se siguid el procedimiento que se describe a
continuacion: 3 mL de cultivo de toda la noche de la cepa de interés se diluyé en
medio de cultivo selectivo fresco en una proporciéon 1:10 y se incub6 a 37 °C hasta
que alcanzo6 una DOgpp=0.5. Posteriormente, al cultivo se le agreg6 el inductor L-
arabinosa a una concentracion final de 0.2%, después se llevé el cultivo
nuevamente a incubacion en condiciones aerdbicas a 37°C en agitacion constante
a 200 rpm durante 4 horas. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 2
500 x g durante 10 minutos y se resuspendieron en 5 mL de amortiguador de lisis
(150 mM de Tris-HCI, 15 mM de MgCl,, 10 mM de imidazol y 200 pg/mL de
lisozima) y se colocaron en hielo por 30 minutos. Las células se rompieron
sometiéndolas a tres ciclos de sonicacion de un minuto cada uno. Después los
restos celulares fueron eliminados al centrifugar 3 veces a 20 817 x g durante 10
minutos. Paralelamente, se adicionaron 500 puL de agarosa Ni-NTA (Niquel-acido
nitriloacetico) de Qiagen a una columna de prolipropileno de 5 mL y se lavé con 5

mL de amortiguador de lavado (150 mM de Tris-HCI, 15 mM de MgCl,y 20 mM de
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imidazol). El sobrenadante fue vertido en la columna que contenia la agarosa y se
lavé con 5 mL de amortiguador de lavado 20 veces. Finalmente la proteina
recombinante fue eluida al agregar 500 uL de amortiguador de elucion (150 mM

de Tris-HCI, 15 mM de MgCl,y 200 mM de imidazol).

Purificacion parcial de pirofosfatasa citoplasmica silvestre

Paralelamente a la purificacion de las pirofosfatasas recombinantes, se llevé a
cabo una purificacion parcial de la pirofosfatasa silvestre de estas especies de
bacterias fotosintéticas. En el 2003 Celis y colaboradores propusieron los dos
meétodos de purificacion parcial de estas enzimas, para familia | y para familia Il.

Estas técnicas se siguieron con las siguientes modificaciones:

a) Familial

Las bacterias (peso humedo) se resuspendieron en una proporcion 1:6 (p/v) en
amortiguador A (50 mM Tris-HCI pH 8.6, 10 mM MgCl;, 0.4 mM ZnSO,4) en un
homogeneizador Potter. A la suspension se le agregé 1 mg de DNAsa por cada
10 g de peso humedo de bacterias utilizado. El homogeneizado se sonicé dentro
de un bafio con hielo, en 3 ciclos de 2.5 minutos en un sonicador Branson (sonifier
250). Después se centrifugd a 242 000 x g por 80 minutos a 4 °C. Al
sobrenadante se le ajustdo el pH a 8.6 y se calent6 a 60 °C por 5 min.
Posteriormente, las proteinas precipitadas fueron eliminadas al centrifugar a 35
850 x g durante 20 minutos. EI sobrenadante se satur6 en un 40 % (p/v) de

sulfato de amonio, después se llevo a cabo una saturacion al 50 % y finalmente
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una saturacion al 65 %. Para eliminar las proteinas precipitadas se centrifug6 a 35
850 x g durante 20 minutos entre cada saturacion. La pastilla resultante de la
Ultima precipitacién se resuspendié en 1 mL de amortiguador B (20 mM Tris-HCI
pH 8.6, 0.1 mM ZnS0O,) y se dializd6 en una membrana YM30 contra 4 litros del

mismo amortiguador.
b) Familia ll

Las bacterias (peso humedo) se resuspendieron y homogeneizaron en
amortiguador C (50 mM Tris-HCI pH 8.6, 0.4 mM CoSO, y 10 mM de de MgCl,)
gue contenia 1 mg de DNAsa por cada 10 g de peso humedo de bacteria. Para
sonicarlo y ajustar el pH, el homogeneizado fue tratado como FI. En el método de
purificacion parcial como familia Il las saturaciones con sulfato de amonio se llevan
de 0-60% y de 60-80% (p/v), se centrifugd a 35 850 x g durante 20 minutos a 4°C
y la pastilla de la ultima centrifugacion se resuspendio en 1 mL de amortiguador D
(20 mM Tris-HCI pH 8.6, 0.1 mM CoSO4y 10 mM de MgCl,). Al final se dializé en

una membrana YM30 contra 4 litros del mismo amortiguador durante 12 horas.

Métodos bioquimicos
Determinacion de la actividad hidrolitica de la pir  ofosfatasa citoplasmica
La actividad hidrolitica de la pirofosfatasa citoplasmica se determiné utilizando un
método colorimétrico que cuantifica la liberacion de fosfato a partir de pirofosfato
por unidad de tiempo a 37 °C.

El ensayo de actividad se realiz6 en un volumen final de 500 pL que

contenian como medio de reaccion: 50 mM Tris-HCI pH 8.6, 2 mM de catidn
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divalente y 1 pg de proteina. Esta mezcla fue preincubada a 37 °C por 10 minutos
y la reaccién se inicid al afadir 2 mM de NaPPi y se incub6 durante 10 minutos
adicionales a 37 °C. La reaccion se detuvo al afiadir &cido tricloroacetico (TCA) a

una concentracion final de 6%.

El fosfato liberado se cuantifico con el método de Sumner (1944) que se basa
en la formacion de un complejo fosfomolibdico entre el Pi y el Molibdato-H,SO,
[5% de (NH)s Mo7 Oy4* 4H,0; 40% H,SO4 10N] de color amarillo que se torna
azul al ser reducido por el ELON (p-metilaminofenol sulfato 29 mM + bisulfito de
sodio 290 mM). La coloracion desarrollada fue cuantificada en un
espectrofotbmetro a 656 nm. Paralelamente se preparé una curva patron con

disoluciones de H3PO,.

La concentracion final de fésforo inorganico se expresa en umol mL™* y se

obtiene a partir de la siguiente formula:

7 -1= A = 7
Fosforo en pmol mL = e concentracion del estindar
Donde,

A= absorbancia de la muestra desconocida.
As= absorbancia del estandar
La actividad especifica se refiere como umoles Pi min™® mg de proteina™.

Las modificaciones a este método se especifican en los pies de figura de la

seccioén de resultados.
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida (PAGE) con un porcentaje de 10 % de
acrilamida-bisacrilamida para el gel separador y 4 % de acrilamida-bisacrilamida

para el gel concentrador de acuerdo a la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de los geles de poliacrilamida

Reactivo Gel separador (10%) Gel concentrador (4%)

Concentracion Concentracion
final final
mL % mL %

Agua A 10 mL A5mL
Acrilamida 30% -Bisacrilamida 0.8% 3. 330 33.30 0.666 13.32
Buffer resolvedor (0.375 M Tris-Cl pH 8.8) 1. 250 1250 | - T
Buffer conce ntrador (0.5 M Tris-Cl pH 25.00
68 e e 1. 250
Persulfato de amonio 1.5% 0.500 5.00 0.250 5.00
TEMED 0.010 0.10 0.007 0.14
SDS* 0.100 1.00 0.050 1.00

*Solo se agrega a geles en condiciones desnaturalizantes

Los geles se corrieron a 40 mA por aproximadamente 2 horas con
amortiguador de electroforesis (0.025 M Tris, 0.192 M de glicina, pH 8.3; en el
caso de los desnaturalizantes se les agregd 1% de SDS) y se tifieron
sumergiéndolos en una disolucion de 0.05 % azul de Coomasie R250, 40%
metanol y 10% acido aceético. Posteriormente los geles se destifieron en un

disolucién con los mismos porcentajes de metanol y 4cido acético.
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Zimograma

Para indicar la presencia de actividad hidrolitica de la pirofosfatasa en gel
(Zimograma) se prepar6 un gel de poliacrilamida al cual se agregaron
aproximadamente 0.12 mg de proteina mas 15 pL de mezcla de digestion (0.125
M Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, 0.004% azul bromofenaol).
Para medir la actividad hidrolitica en el gel se prepararon las disoluciones

indicadas en la Tabla 5:

Tabla 5. Disoluciones para revelar actividad hidrolitica de la pirofosfatasa en gel.
Solucion | Solucion I Solucion I

20 mM Tris-HCI pH 8.6 50 mM Tris-HCI pH 8.6 10% Molibdato-H,SO4
[5% de (NH4)6 Mo; Oos*
4H,0; 40% H,SO,4 10N]

5 mM MgCl, 90% H;S04 0.5 M
3 mM NaPPi 1.5 % Acido ascorbico

El gel se lavd en la solucién | y se mantuvo en agitaciéon durante 15
minutos. Despues, el gel se transfirio a la solucion Il y se mantuvo en bafio de
agua a 37 °C durante 15 minutos e inmediatamente después se lavo con solucion
I. Por ultimo, se revelo el gel con solucion Il en bafio de agua a 45 °C hasta que

se observaron las bandas de actividad.

Isoelectroenfoque

Esta técnica de isoelectroenfoque se hizo segun el procedimiento descrito en el

trabajo de Robertson et al (1987). Se utilizaron tres anfolitos, uno en un intervalo
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de pH de 3.0-10.0 (lon Biomedicals Inc), el segundo con un intervalo de pH de 4.0-
6.5 (Biorad) y el tercero entre los pH 7.0 y 9.0 (Pharmalyte), adicionando 60, 30 y

30 pL de anfolitos, respectivamente.

Determinacion del peso molecular de una proteina me  diante cromatografia

de filtracién en gel

Para determinar el peso molecular aparente de una proteina se utilizd la
cromatografia de filtracion en gel en una columna empaquetada comercialmente.
La calibracion se llevo a cabo utilizando 3 proteinas con peso molecular conocido
a una concentracion de 2 mg/mL cada una. Se ocupo el equipo de FPLC (Fast
protein liquid chromatography; FPLC Controlador Waters 600, detector de
absorbancia Waters 486, e Inyector Waters 650E y un colector de fracciones) para
colectar y obtener el cromatograma, a partir del cual, se obtuvo la ecuacién de la

recta graficando el logaritmo del peso molecular contra el volumen de elucion.

Determinacion de proteina

Se utilizd6 el método desarrollado por Bradford en 1976 para el célculo de la
concentracion de proteina, para esto se empleé el estuche comercial Bio-Rad

Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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Resultados y discusion

La mayoria de las pirofosfatasas de bacterias fotosintéticas parpuras no sulfurosas
han sido caracterizadas a partir de muestras purificadas parcialmente. Es
recomendable contar con una muestra homogénea de proteina en estudios
bioquimicos con el fin de obtener la mayor informacion posible de una enzima tal
como la reaccion que lleva a cabo, su especificidad, sus inhibidores, sus
cofactores y activadores. Asi como su estabilidad, sus constantes cinéticas y su
estructura. En este trabajo se clond, sobreexpresd, purificd y caracterizd la
pirofosfatasa recombinante de dos especies de bacterias fotosintéticas purpuras
no sulfurosas, Rhodomicrobium vannielii y Rhodobacter capsulatus. Para este
propésito se utilizaron las cepas tipo Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100 y

Rhodobacter capsulatus SB 1003.

Alineamientos de las secuencias de las pirofosfatas as

Para determinar el tipo de pirofosfatasa citoplasmica presente en ambas especies
de bacterias puarpuras, se utilizé el buscador BLAST y el software MUSCLE
(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation, Cambridgeshire 2011) para
hacer un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la pirofosfatasa de
varias especies de bacterias. Cuando se comparan las secuencias seleccionadas
de las pirofosfatasas de familia | se observa que mantienen una identidad de al
menos 60%, la mas alta se presenta cuando se examina la secuencia de la

PPiasa de R. vannielii contra la secuencia de aminoacidos de R. palustris. Todas
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tienen el dominio PIROFOSFATASA aunque no todas conservan todos los
aminoacidos involucrados en el sitio activo que han sido reportados en E. coli (E
20, K29, E 31, R 43,Y 55, D65 D67, D70,D97,D 102, K104, Y 141, K142, D

42, G 56, T 61y G 91, Figura 11) (Sivula et al., 1999; Hekinhemo et al., 1996).

Pirofosfatasa

Rpal
Rvann
Rrubrua
Rcéent
Bcoli

Rpal
Rvann
Rrubrua
Reant
Bcoli

Rpal ¢ LEGUERAKAAKT~ : 17
Rvann : LKAMEDGREKG~~ : 17
Rrubrus : ERGMAAEBAAHERV : 179
Reent : QESMARYQEKGEG : 17
Bcoll : VASFERAKNE~~~ : 17

%
-

Figura 11. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la PPiasa de Rhodomicrobium
vannielii con otras 4 secuencias de aminoacidos de PPiasas de familia I. Las secuencias fueron
obtenidas de GenBank y procesadas con el software de alineamiento MUSCLE (Multiple Sequence
Comparison by Log-Expectation, Cambridgeshire 2011). Rhodomicrobium vannielii (Rvann),
Rhodospirillum rubrum (Rrubrum), Rhodospirillum centenum (Rcent), Rhodopseudomonas palustris
(Rpal) y Escherichia coli (Ecoli). Con una estrella se marcan los aminoacidos que forman el sitio
activo.

Celis y colaboradores (2003) compararon en un alineamiento la secuencia de

aminoécidos de la PPiasa de Rhodobacter capsulatus contra otras 7 secuencias
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de aminoacidos de PPiasas de familia Il entre las que se encuentran la PPiasa de
Rhodobacter sphaeroides, Streptococcus gordonii, Streptococcus mutans, Bacillus
subtilis (Celis et al., 2003). Aqui se muestra un alineamiento hecho con la
secuencia de la pirofosfatasa de 5 especies de bacterias, marcando los dominios
conservados de la PPiasa de familia Il y los aminoacidos que participan en la
formacion del sitio activo, incluyendo a los residuos que unen los metales y los que
participan en la union del pirofosfato. También se muestran los aminoacidos que
forman el asa flexible entre los dominios (Shintani et al., 1998; Konopka et al.,

2002; Halonen et al., 2005; Fabrichiy et al., 2007) (Figura 12).

- ‘\o - _‘0 - 60 - 00 DHH
Rcap K E| GVERG-~EK t 79
Rsph 1 DWQD- -D8 HE
Pacsp R R BVVGE - ADK H 81
Sgord GAKBRCARO : 83
Smutans KIA'}QIGAKF 3 L
Rcap : 162
Reph : 162
Bacsp : 163
sgord t 165
Smutans 1 164
Rcap 45
Raph 245
Dacsp 246
sgord z48
gmutans 17

. 260 . : . DHHAZ2

Reap : ADOVEI.‘ ke e AN onDrUKR pe MO RK : 308
Reph . ADQVELEF EEAT PNDLVET = 1GRKE : 305
Bacsp i LDLEFF NDBT. AFSAE KE : 308
ggord i TEDF SNBE iF RKF v 311
Smutans : YSDF SNSE (¥ NF . KKQ : ¢ 310

DI e F LC SREKKQ P L

tY

* Aminodcidos involucrados en el sitio de unidn al sustrato
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Figura 12. Alineamiento de la secuencia de la PPiasa de Rhodobacter capsulatus con otras 4
secuencias de PPiasas de familia Il. Las secuencias fueron obtenidas de GenBank y procesadas
con el software de alineamiento MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation,
Cambridgeshire 2011). Rhodobacter capsulatus (Rcap), Rhodobacter sphaeroides (Rsph), Bacillus
subtilis (Bacsp), Streptococcus gordonii (Sgord) y Streptococcus mutans (Smutans).

Obtenciodn de las pirofosfatasas recombinantes

Para la amplificacion del gen que codifica para la pirofosfatasa de R. vannielii se
siguié un protocolo de PCR convencional y se utilizaron los oligonucle6tidos
especificos RvFw 5" gaa ttc atg cgc att gac tcc atc ccg a 3" y RvRv 5™ aag ctt tca
gcc ctt ttt ccg gece gte ¢ 3’ que incluyen los sitios de restriccion de la enzima Eco Rl
y Hind Ill, respectivamente. En la Figura 13 A se observa en el gel de agarosa
(%) que la banda del PCR mas enriquecida corresponde a un tamafio
aproximado de 550 pb que concuerda con el tamafio del gen de la pirofosfatasa de

R. vannielii.

Para amplificar el gen que codifica la pirofosfatasa de R. capsulatus se
utilizaron el par de oligonucleotidos especificos RcFw 5’ aag ctt atg atc aag gta ttc
ggc 3’ y RcRv 5 ggt acc tca gag ctt gag gac gga 3’ que incluyen los sitios de
restriccion EcoRI y Hindlll, respectivamente. En la Figura 13 B se observan en el
gel de agarosa (1%) tres amplicones con un tamafio aproximado de 930 pb.
Debido a que el gen que codifica para la pirofosfatasa citoplasmica de R.
capsulatus se encuentra en un contexto con alto contenido de guaninas y citocinas
consecutivas (Figura 14 ), la amplificacién del gen se llevo a cabo a través de un
protocolo de PCR llamado TOUCH-DOWN en donde se empled una temperatura

de alineamiento inicial superior a la temperatura de fusion (Tm) de los
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oligonucledtidos, y después progresivamente se baja hasta una temperatura

menos restrictiva (Korbie y Mattick, 2008).
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Figura 13. Productos de PCR de los genes de la pirofosfatasa. En A. el gen de la pirofosfatasa de
R. vannielii y el gen de la pirofosfatasa de R. sphaeroides como control. En B. se amplifico el gen
gue codifica para la PPiasa de R. capsulatus utilizando los oligos RsFw y RsRv; y en otro carril, el
gen de la PPiasa de R. capsulatus amplificado con el par de oligos RcFw y RcRv con una
modificacion de la técnica de PCR llamada TOUCH-DOWN.
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RACGGARCTAGGGGCETAGCCGGCAGT GATGECACGL G GTTTAGC T GGG TAGC CARGECGGEETACTT TCTGCAGTTCGGGTETTGCTGCGAGT
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|ze58720 |zsse7an |z6s8760 lz6s8780 2655800

TECCCCCCGGCTTLGGGGGEC GETCCCTAGRAAAC GEECTTCRC TGO GAR

Figura 14. Contexto génico de la secuencia codificante de la PPiasa en A de R. vannielii (cuadro
rojo) y en B de R. capsulatus (cuadro azul). En ambas se incluye el detalle de la secuencia de
nucleétidos que rodea al coddn de inicio (Analizado con Artemis; Rutherford et al., 2000).

Ambos productos de PCR correspondientes al gen amplificado de la
pirofosfatasa de R. vannielii y al gen amplificado de la pirofosfatasa de R.
capsulatus, fueron secuenciados y posteriormente se hizo una busqueda en

BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) para determinar la identidad de

estos genes. En la Figura 15 se muestra el alineamiento producto de esta
busqueda en BLAST de la secuencia obtenida del gen de la pirofosfatasa de R.

vannielii con una identidad del 99% contra el gen NCBI: YP_004011052.1 que
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corresponde también al gen de la pirofosfatasa de R. vannielii
YP_004011052.1).
Rhodomicrobium vannielii ATCC 17100, complete genome
Sequence 10: gb|CP002292 1| Length: 4014469 Number of Matches: 1
!lange 1: 760444 to 760977 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
981 bits(531) 0.0 533/534(99%) 0/534(0%) Plus/Minus

(NCBI:

Features: Inerqanic diphosphatase

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1
760977
61
760917
121
760857
181
760797
241
760737
301
760677
361
760617
421
760557
481

760497

ATGCGCATTGACTCCATCCCOATCGGCAACAACCCOCCTTTCOATATCAACGTGCTCGTC

N A
ATGCGCATTGAC TCCATCCCGATCGECAACAACCCGCCTTTCGATATCAACGTGCTCGTC

#
GAGGTTCCCATTGGCGGCGAACCGATCAAGTACGAACTCGACAAGCTGTCGGGAACGCTG

LLLCLCUEELERLELEELEEEELLELE LR L ELEELELE LD EELLELELLLT
GAGGTTCCCATTGGCGGCGAACCGATCAAGTACGAACTCGACAAGCCGTCGGGAACGCTG

TTCGTCGACCGCATGCTGTACACCGCGATGCAC TATCCGGGCAATTACGGCTTTGTGCCG
CECLCUEECERLELEELEEEELCELE LR T ELEELEEE L EEELLEL LT

TTCGTCGACCGCATGCTGTACACCGCGATGCACTATCCGGGCAATTACGGCTTTGTGCCG

CACACGCTGTCGGAAGACGGCGATCCGCTCGACGTGCTCATCGCGAATAACCGGLCGATC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIII[IIIIII[IIII]llIIIII
CACACGC

TCGGAAGACGGCGATCCGCTCGACGTGCTCATCGCGAATAACCGGCCGATC

GTGCCGGGCGCGATCTGCAACTGCCGCCCGATCGGCOTTCTTTTCATGCGCGACGAAGCA

IIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIII[IIIIII[IIII]IIIIIII
GTGCCGGGCGCGATCTGCAACTGCCGCCCGATCGECGTTCTTTTCATGCGC

GGCGGCGACGAAAAGATCATCGCGGTGCCTTCGGACAAGAT TTCGCCGACCTATCGCGGC

IIIIIIIIIIl[[IIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIII[IIIIII[IIII]llIIIII
GACGAAAAGATCATCGCGGTGCCTTCGGACAAGAT TTCGCCGACCTATCGCGGC

ATCAGAGATTACACCGACCTECCGGACATGCTTCGCAACCGCATCGCCCATTTCTATGAG

CLLULEEDERLELEELEREELLEEEL LR LR ELEEE LR L LT
ATCAGAGATTACACCGACCTGCCGGACATGCTTCGCAACCGCATCGCCCATTTCTATGAG

CACTACAAGGATCTCGAACTTGGCAAGT GGGTGAAGATCGACCGTTGGGGCGGCGAAGCE

||||III||IlI|I|I|||IIIIII[[IIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIII]llIIIII
CACTACAAGGATC TCGAAC TTGGCAAGT GGGTGAAGATCGACCGTTGGGGCGGCGAN

GAAGCGCGCGACCTCATTCTGAAGGCGATCGAGGACGGCCOGAAAAAGGGCTGA 534

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCGAGGACGGCCGGAAARAGGGCTGA

GAAGCGCGCGACCTCATTCTGAAGGCGA

760918
120
760858
180
760798
240
760738
300
760678
360
760618
420
76@558
480
760498

Figura 15. Alineamiento de la secuencia del gen amplificado de la pirofosfatasa de R. vannielii
contra la secuencia registrada en GenBank (referencia NCBI: YP_004011052.1). Con una estrella
se enfatiza el nucleétido que no coincide.
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En cuanto al alineamiento hecho de la secuencia de pirofosfatasa de R.
vannielii contra la secuencia de nucleétidos publicada en el GenBank se encontrd
gue difieren en un nucleétido, encontrado en la segunda posicion del codén por lo
gue cambia el aminoacido para el que codifica, encontramos una lisina en la

posicion 36 en lugar de prolina presente en la secuencia publicada en el GenBank

(P36K) (Figura 16).

as 1. R. van ATCC 17100
L 2. R. van ATCC 17100
- (Gl: 311218585)

Figura 16 . Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la pirofosfatasa citoplasmica de R.
vannielii y la secuencia publicada en GenBank.

El analisis del alineamiento de la secuencia de aminoacidos de 5 especies de
bacterias (Figura 11) muestra que la posicibn niamero 36 corresponde a un
aminoacido no conservado, por lo que se determind continuar trabajando con el

gen amplificado de la pirofosfatasa de R. vannielii.

En la Figura 17 se muestra el alineamiento producto de esta busqueda en
BLAST de la secuencia obtenida del gen de la pirofosfatasa de R. capsulatus

contra el gen NCBI: AY126339.1 con una identidad de 100%.
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Rhodobacter capsulatus pyrophosphate phosphohydrolase family Il gene, partial cds
Sequence ID: gblAY 126339 1] Length: 315 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 915 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1690 bits(915) 0.0 915/915(100%) 0/915(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGATCAAGGTATTCGGCCACAAATCCCCOOACACCGACTCOACCGOCTCGCCCATCATC 6@

shict 1 TCAAGGTATTC GACACCGACTCGACCGGCTCGCCCATCATC 6@
Query 61  TGGGCCTGGTACATGACCGAGGTGCTGGECCAGCCCGCGAAACCGETGCTTTTGEGCGAG 128
, |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 61  TGEGCCTGETACATGACCGAGGTGCTGGGCCAGCCCGCGARACCGGTGCTTTTGEGLGAG 128
Query 121 AACACCGAAGCGECTTTCGTGCTGAAACAC TGEGATC TGCCGAAACCCGAGATCATC 186
, |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 121 CCCAACACCGAAGCGGCTTTCGTGCTGAAACAC TGEGATC TGCCGAAACCCGAGATCATC 180
Query 181 GCGGGCGTCGAAGCCGETGAAAAGETCGTCATCATCGACACGAACAACCCGGCCGAACTG 248
, COLEREEREEEEE e e e ee e e e e et e e e e e eerr
Shjct 181 GCGGGCGTCGAAGCCGETGAAAAGETCGTCATCG CGAACAACCCGGCCGAACTG 248
Query 241 CCCGAGGGCATCAACAAGGCCGACATCACCGOGATCATCGACCACCACAAGCTGETCGGC 388
COLEPEREEE et e et e e e e e e e e e el
Shjct 241 C(CCGAGBECATCAACAAGGCCGACATCACCGCGATCATCGACCACCACAAGCTGETCGEL 388
Query 381 GGTCTGEAAACCAAGGGCCCGATCGACATCACCATCCGTCCGITGECCTGCACCGOCACG 368
COLEREEEET L e e e e e e e e e e e e
Sbjct 381 GETCTGEAAACCAAGEGCCCEATCGACATCACCATCCGTCCGCTGECCTGCACCGCCACG 360
Query 361 ATCATGTTCGACCTGATGGECGAAGCCGTGECAACGGCGCCGCGCGGCATCAAGGGLGEG 420
, [EELEEEEEE e e e e e e e e e e er e
Sbjct 361 ATCATGTTCGACCTGATGEGCEAAGCCGTEGCAACGGLGLLGLECGECATCAAGEE 420

Query 421 ATGCTCTCOGTGCATCCTOTCOGACACGCTCGAGTTCCGCAGLCCCACCACCACCOLGCAT 488

Sbjct 421 ATGCTCTCGTGCATCCTGTCEGACACGCTCGAGTTCCGCAGCCCCACCACCACCGCGCAT 488

Query 481 GTGCGAGALACTGECCGCCGATCTEEGCGTGAACATCGECGAACTCECC 548
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 481 GTGCGAGALACTGECCGCCEATC TEEGCGTGAACATCGECGAACTCECC 548

Query 541 ACCOCEATOGTTCOAGGCOAAATCCOACGTATCOOAGTTCTCGGATGCCGCGCTGCTGCGr @8

Sbjct 541 ACCGCGATGTTCGAGGCGAAATCCRACGTGTCOGAGTTCTCGRATGCCGCGETGCTGCGE 68
Query 681 ATGEATTCGAAAGAATACACCGTCGACGGCAAGOAACTGCGCGTTTCGOTGCTGOARACC 608

Shbjct B881 ATGEATTCGAAAGAATACACCGTCEACGECAAGGAACTECGCGTTTCGOTGCTGOARACC 662

Query 661 GACCGGAAAGACAGCCTGATGGCCGCGATGGTCGATGTG 728
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 661 ATCCTGGACCGGAAAGACAGCCTGATGGCCGCGATGETCGATGTG 728

Query 721 GCCAAGGAAGACGGCGCCGATCAGGTGCTGCTGTTCGTCGTCGACATCCTGAAGGAAGAA T80
COLEEREEEEEEEELEE e e v e e e e e e

Sbjct 721 GCCAAGGAAGACGGCGCCGATCAGGTGCTGCTGTTCGTCGTCGACATCCTGAAGGAAGAA 780

Query 781 GCGACGCTGCTGGTGCCGAATGATTTCGTCAAGCGCATCGCCGAGGCCAGCTTCCCCTGE 848
COELREEEEr en et e e e e e et e e et
Shjct 781 GLGACGCTGCTGGTGCCGAATGATTTCGTCAAGCGCATCGCCGAGGCCAGCTTCCCCTGE 4B
Query 841 GETTCTGCOGGGCATCATGAGC CGGAARAAGCAGATCATT 968
. |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjct 841 TTCTGCCGGECATCATGAGCCGGAAAAAGCAGATCATT 968
Query 981 CCGGTCCTCAAGCTC 915
LLLEREEIErrrn
Shfct 981 CCGGTCCTCAAGCTC 915

Figura 17. Alineamiento de la secuencia del gen amplificado de la pirofosfatasa de R. capsulatus
contra la secuencia registrada en GenBank (referencia NCBI: AY126339.1).

46



Caracteristicas bioquimicas y moleculares de la pirofosfatasa citoplasmica de las bacterias puarpura no sulfurosas
Rhodomicrobium vannielii y Rhodobacter capsulatus

Los genes de las pirofosfatasas de R. vannielii y R. capsulatus amplificados
fueron digeridos y purificados (como se detall6 en material y métodos). Después
fueron clonados independientemente en el vector de expresion pBAD HisB que
permite la adicion de una etiqueta de seis histidinas en el extremo N-terminal de la
proteina recombinante. Los vectores resultantes, pBAD HisB + pirofosfatasa R.
vannielii y pBAD HisB + pirofosfatasa R. capsulatus se nombraron pVS y pVO,
respectivamente. A continuacion se transformoé en la cepa LMG194 de E. coli con
el plasmido pVS mas el plasmido pPIRL que codifica para tRNAs de uso raro en
E. coli como: AAA (Lisina), CGC (Arginina) y ATT (Isoleucina), pero presentes en
bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas (Bao and Cohen, 2001; Chen y
Texada, 2006; Suaste-Olmos et al., 2010). El plasmido pVO fue transformado

junto con el plasmido pPIRL en la cepa LMG194 de E. coli.

La proteina pirofosfatasa recombinante de R. vannielii (yisxsPPiasarvan) Y la
pirofosfatasa recombinante de R. capsulatus (hisxsPPiasarcap) fueron purificadas
como se describe en la seccion de material y métodos a partir de cultivos de las
cepas LMG194/pVS/pPIRL y LMG194/pVO/pPIRL, respectivamente. Para ambas
proteinas se obtuvo una pureza superior al 90 % estimada por los geles de
poliacrilamida- SDS (Figura 18) y un rendimiento de 0.045+0.009 mg de
proteina/mL para la pisxs PPiasarvan Y de 0.040+0.004 mg de proteina/mL para la
HisxePPiasarcap, partiendo de un cultivo de 30 mL. Las pirofosfatasas citoplasmicas
de Rhodomicrobium vannieli y de Rhodobacter capsulatus fueron

sobreexpresadas y se obtuvieron en un estado de aparente homogeneidad
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haciendo posible el estudio de sus propiedades cataliticas sin la interferencia de

otros sistemas enzimaticos contaminantes.
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Figura 18. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 10 % tefiido con azul de
Coomassie en el que se separaron electroforéticamente las eluciones de resina de Niquel-Qiagen,
en A. la yissPPiasagyan Y €n B. la pissPPiasarcap. ET: extracto total, E1, 2 y 3: eluciones y MP es el
marcador de peso molecular.

Adicionalmente, se hicieron purificaciones parciales de la pirofosfatasa
citoplasmica silvestre de R. vannielii y de R. capsulatus con el objetivo de
comparar la actividad de la pirofosfatasas no recombinantes contra las
pirofosfatasa recombinantes. De la pirofosfatasa de Rhodomicrobium vannielii y
de Rhodobacter capsulatus purificadas parcialmente se obtuvo un rendimiento
aproximado de 11.982 mg de proteinas/mL por cada litro de cultivo (5 g de
bacterias peso humedo). De acuerdo a GoOmez-Garcia y colaboradores (2006), la
concentracion de pirofosfatasa citoplasmica representa aproximadamente del 0.1
al 0.5 % del total de proteinas celulares, pero en esta muestra se favorecio el
enriquecimiento de la pirofosfatasa debido a las modificaciones realizadas en el

proceso de purificacion.
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Caracteristicas bioquimicas de las pirofosfatasas ¢ itoplasmicas
recombinantes de Rhodomicrobium vannielii y Rhodobacter
capsulatus

La principal forma de corroborar que una enzima es funcional es midiendo su
actividad biologica, que en el caso de las pirofosfatasas citoplasmicas es la
hidrdlisis del pirofosfato. Ambas familias de pirofosfatasas citoplasmicas requieren
de la presencia de cationes divalentes, tanto para mantener la estabilidad de la
enzima, como para formar parte del sustrato. Los cationes divalentes que
predominantemente se han reportado como cofactores son: el magnesio para
familia | y el magnesio o manganeso para familia Il. Posiblemente el pirofosfato
forma un complejo 1:1 con el magnesio debido a la alta concentracion de este
metal en la célula aproximadamente en el orden de 10° M a 102 M en E. coli
(Hurwitz y Rosano, 1967; Lahti, 1983). Otros factores influyen en la funcionalidad
de una enzima, como el pH, la temperatura, la concentracién de sustrato, la
presencia de estabilizadores, activadores o inhibidores en el medio de reaccion,
asi como la presencia de otros sistemas enzimaticos. La determinacion del efecto
de estos factores sobre la actividad biologica de la enzima constituye parte de la
caracterizacion bioquimica (Allison, 2001; Benkovic y Hammes- Schiffer, 2003;

Rogers y Gibon, 2009).

Para determinar la funcionalidad de las enzimas uissPPiasarvan Y
nissPPiasarcap S€ midio la actividad hidrolitica, ademas se comparé esta actividad
contra la que presentan las pirofosfatasas citoplasmicas silvestres de R. vannielii y

de R. capsulatus purificadas parcialmente.
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La enzima yissPPiasarvan presentd una actividad hidrolitica aproximadamente
5 veces superior a la actividad que presentod la pirofosfatasa silvestre purificada
parcialmente utilizando al magnesio como cofactor (Tabla 6). El comportamiento
de estos dos extractos es similar. Para la actividad de este tipo de enzimas es
indispensable la presencia de un cation divalente preferentemente magnesio, en
nuestros ensayos se observa que cuando no se adiciona algun cation divalente al

medio de reaccion la actividad hidrolitica baja un 95%.

La actividad hidrolitica de pissPPiasagvan €s de 161.18+ 2.83 umol Pi min*mg*
cuando el sustrato es Mg-PPi*, es comparable con la actividad hidrolitica de
pirofosfatasas recombinantes de familia | reportadas para otros organismos, por
ejemplo, la actividad de E. coli (Sitnik y Avaeva en el 2007) es de 82 umol Pi min®
'mg™, o la actividad de la pirofosfatasa citoplasmica recombinante con la etiqueta
de polihistidinas de Ascaris suum reportada por Islam y colaboradores (2005) que

es de 940 umol Pi min*mg™.

Con respecto a la wissPPiasarcap Y la pirofosfatasa silvestre purificada
parcialmente de R. capsulatus se observé que ambas enzimas presentaron
actividad hidrolitica cuando ningun cation es adicionado al medio de reaccion. Al
afladir manganeso como cofactor, la proteina recombinante presenta casi la mitad
de actividad en comparacién con la actividad presentada con Mg-PPi*. La
actividad de pissPPiasarcap €S baja (171.15 pmol Pi min"mg™) en comparacion
con la actividad que se ha reportado para otras enzimas recombinantes de familia

1, por ejemplo, la pirofosfatasa de Bacillus subtilis es de 5375 pmol Pi min™* mg™
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(Kunh y Ward en 1998) o la pirofosfatasa de Methanococcus jannaschii que

presenta una actividad especifica a de 600 umol Pi min™ mg™ (Kuhn et al., 2000).

En resumen, se obtuvieron las enzimas nissPPiasarvan Y HissPPiasarcap activas
y con un comportamiento hidrolitico similar al de las proteinas silvestres
purificadas parcialmente. Este comportamiento concuerda con las caracteristicas
reportadas para las pirofosfatasas de familia | y familia Il de bacterias

fotosintéticas, respectivamente (Klemme et al., 1971; Celis et al., 2003).

Tabla 6. Actividad hidrolitica especi fica

Actividad especifica
umol Pi (min mg proteina)*

Sin catién Magnesio Manganeso
R. vannielii
PPiasa* 0.96+ 0.35 29.38+ 2.4 2.17+0.58
Hiss PPiasaryan 3.38+0.22 161.18+2.83 30.97+ 1.96
R. capsulatus
PPiasa* 5.54+0.27 10.02+ 1.08 24.97+0.75
Hiss PPiasarcap 166.45+ 0.77 171.15+ 3.77 91.11+7.42

Medio de reacciéon: 50 mM Tris-HCI, 2 mM NaPPi, 3 mM MgCl,, de 1.0 ug de proteina.
*Purificacion parcial.
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Perfil de pH

El sitio activo de una enzima esta compuesto generalmente de grupos ionizables
gue suelen estar en la forma ionizable correcta para: mantener la conformacion de
la proteina, interactuar con el sustrato y catalizar la reaccién. El pH puede afectar
esta conformacion y/o actuar sobre los sustratos que tienen grupos ionizables

impidiendo que la catalisis se lleve a cabo de la forma adecuada (Segel, 1975).

El intervalo de pH en el que las pirofosfatasas citoplasmicas mantienen su
actividad hidrolitica se ha reportado entre los valores de pH 7.5 y pH 10.0
(Klemme et al., 1971; Hachimori et al., 1975; Vainonen et al., 2005; Celis et al.,
2003). Hay también especies cuya pirofosfatasa funciona con valores extremos
de pH como es Sulfobulus acidocaldarius, cuyo intervalo de actividad se encuentra

entre pH 2.5y 4.5 (Amano et al., 1993).

Para determinar el intervalo de pH Optimo de la reaccion de yissPPiasarvan Y
HissPPiasarcap, se determind la actividad hidrolitica utilizando seis medios con
diferente valor de pH (entre 6.0 y 10.0). Para lograr estos intervalos de pH se
utilizaron 3 diferentes amortiguadores, el Tris-HCI amortigua en un intervalo de pH
entre 7.0 y 9.0, el Tris- maleico amortigua en un intervalo de 5.8 a 8.2 y la Glicina-

NaOH que amortigua entre pH 8.6 y pH 10.6 (Harris, 1989).

En la Figura 19 se observa que la maxima actividad de la nissPPiasarvan S€
alcanza a un pH de 8.6, manteniendo mas del 50% de actividad hidrolitica entre un
pH de 8.0 y 10.0 (maximo valor de pH ensayado). Cuando el pH es menor a 8.0 la

actividad disminuye de forma importante. De acuerdo a Segel (1975), el declive
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en la actividad enzimatica puede ser resultado de la formacion de una modalidad

iGnica inapropiada del sustrato, la enzima o ambos.

Por otra parte, la nissPPiasarcap alcanza una maxima actividad a pH 8.0,
manteniéndola asi en un intervalo de pH alcalino (pH 8.0-10.0). En este
experimento al comparar la estabilidad de wisxsPPiasarvan Y HisxsPPiasarcap frente a
los diferentes valores de pH, se observa que la nissPPiasarcap €S mas estable a
valores de pH alcalinos y tiene mayor intervalo de tolerancia (pH 8.0-10.0) que la
HisxePPlasarvan que mantiene su maxima actividad hidrolitica entre pH 8.0 y 9.0.
Esta disminucion en la actividad hidrolitica con pH alcalino se puede deber a la
inhibicion por iones hidroxilo o bien a la formacion de un complejo iGnicamente

inapropiado de la enzima, el sustrato o ambos.
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Figura 19. Perfil de pH de pisxsPPiasaryan Y nisxePPiasagcap. Las condiciones de reaccion fueron: 50
mM de amortiguador, 2 mM de NaPPi, 2 mM de MgCl, a 37 °C por 10 minutos.
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Efecto de iones divalentes sobre la actividad hidro litica

El cofactor es un componente no proteico necesario para la actividad de una
enzima. Generalmente los cationes divalentes funcionan como cofactores
formando parte del sitio catalitico, formando el complejo de coordinacién y /o como

agentes estabilizantes de la estructura enzimatica.

El grupo de Serrano (Gomez-Garcia et al., 2007) describié el comportamiento
de la PPiasa citoplasmica de distintas bacterias fotosintéticas y con ello mostro
una marcada variabilidad sobre la dependencia de cationes. Por ejemplo, las
PPiasas de Rhodospirillum rubrum y Rhodopseudomona viridis son dependientes
al Mg®"; la PPiasa de Rhodobacter capsulatus prefiere al Mn** para llevar a cabo
la hidrélisis del PPi* o en Rhodopseudomona palustris, cuyo sustrato 6ptimo es el
que se forma con el catién Fe** y el PPi* (de acuerdo a Schwarm et al., 1986, el
cofactor 6ptimo de esta pirofosfatasa es el calcio). En este trabajo buscamos
evaluar el efecto de diferentes cationes divalentes (Mg?*, Mn**, zn**, Co?*, Ca®,
Cd**, cu* y Cs*) sobre la actividad hidrolitica de las pirofosfatasas
recombinantes en dos formas: en la primera se agregaron de forma independiente
diferentes cationes divalentes al medio de reaccién y se determind si se requerian
como cofactores, en el caso de que se formara el complejo Metal-PPi*. En el
segundo grupo de ensayos, para observar si habia un efecto antagénico entre los
dos cationes, se utiliz6 como sustrato el complejo Mg-PPi* (a una concentracion
de 2 mM cada uno) y ademdas se agregé al medio de reaccion en forma
independiente otro de los cationes divalentes antes mencionados en una

concentracion de equimolecular.
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Los resultados del primer ensayo con la yisxsPPiasarvan Se observan en la
Figura 20 en barras oscuras se encuentra el porcentaje de actividad hidrolitica de
la pirofosfatasa con cada uno de los cationes adicionados de forma independiente.
De todos los cationes divalentes probados solo con magnesio, manganeso y zinc
se presenta actividad enzimatica, aunque la actividad mostrada con manganeso y
zinc constituye menos del 20% de la actividad presentada con magnesio. Al igual
gue en los ensayos hechos por Josse en 1966 con la pirofosfatasa de E. coli, la
nisxePPilasarvan NO presenta actividad detectable en ausencia de cationes

divalentes.

Como se observé que el magnesio es el cation con el que la yisxsPPiasaryan
es mas activa, como se ha reportado para las pirofosfatasas de familia I, entonces
en otra serie de experimentos se abordd el efecto de la presencia de otros
cationes divalentes sobre la actividad hidrolitica cuando el sustrato es Mg-PPi%.
Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figura 20 en barras
claras. La presencia de cobre en el medio de reaccién no afecta la actividad de la
enzima; con manganeso, zinc y cadmio se observa una disminucion significativay
un menor efecto se observa con cobalto, calcio y cesio. No esta claro si este
efecto inhibitorio se debe a un antagonismo de estos cationes y el magnesio
interfiriendo en la formacién del complejo Mg-PPi* o a que estos cationes acttian
como modificadores de la estructura de la proteina imposibilitando la union del
sustrato. Con ninguno de los cationes ensayados a la concentracion utilizada (2
mM) se observo un efecto activador de la actividad de la pirofosfatasa, este

comportamiento es similar al reportado Josse en 1966 con la pirofosfatasa de E.
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coli, al adicionar dos de estos cationes al medio de reaccién en una concentracion
mayor de 0.5 mM, se observé un efecto antagonico sobre la actividad de la

enzima.

100
80
60
40
20

% Actividad

Cationes divalentes

m PPi-Cation PPi-Mg + Cation

Figura 20. Efecto de diferentes cationes divalentes sobre la actividad hidrolitica de pisxsPPiasaryan

Por otra parte, la misma serie de ensayos se realizaron con la nisxsPPiasarcap,
se determino la actividad de esta enzima agregando de forma independiente cada
uno de los cationes a una concentracion de 2 mM. Aunque la maxima actividad
registrada se presenta cuando el magnesio es utilizado como cofactor (100%), un
porcentaje cercano de hidrolisis es observado en presencia de cobalto, cadmio y
cobre, la actividad baja ligeramente en presencia de manganeso, zinc, cadmio y

cesio. Sin embargo, aun cuando ningun cation es adicionado al medio de reaccion
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se observo actividad hidrolitica (Figura 21, barras oscuras). El evento observado
es similar al reportado por Celis y colaboradores (2003) en la bacteria
Rhodobacter sphaeroides. Al presentarse actividad hidrolitica sin cation en el
medio de reaccion no queda claro si la actividad que se presenta con los cationes
divalentes es por la formacion del complejo PPi-catiéon o solo estamos viendo el
resultado de una inhibicion por parte de estos iones. Para explorar esta
posibilidad, se llevé a cabo un experimento en donde se adicion6 al medio de
reaccion 2 mM de magnesio mas 2 mM de otro cation divalente y entonces se
observd que cuando ademas del magnesio se adiciona cobalto o cobre, no se
presenta un efecto importante sobre la actividad hidrolitica de wisxsPPiasarcap. El
cobalto posiblemente no interviene ni como cofactor ni modifica la estructura de la
enzima aunque Klemme y colaboradores (1971) lo reportaron como estabilizador
de este grupo de enzimas. Los cationes que ejercen un efecto inhibitorio en la
actividad de esta pirofosfatasa en presencia de Mg-PPi* son Cd> Mn> Cu> Zn>

Ca (Figura 21, barras claras).
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Figura 21. Efecto de cationes divalentes sobre la actividad hidrolitica de yisxsPPiasarcap.

Las dos familias de pirofosfatasa difieren en su especificidad por los metales, lo
cual se puede deber a que las pirofosfatasas de familia Il tienen en su sitio activo 3
histidinas que se unen preferentemente al manganeso sobre el magnesio mientras
que las de familia | no las tienen. Solo se ha reportado una pirofosfatasa de
familia | (Mycrobacterium tuberculosis) con 2 histidinas (His21 e His80) en el sitio

activo (Tammenkoski et al., 2005).

Estudios hechos sobre el efecto de diferentes cationes divalentes en la
actividad de la pirofosfatasa citoplasmica de otras bacterias, por ejemplo
Rhodopseudomonas palustris (pirofosfatasa de familia 1) o Bacillus subtilis
(pirofosfatasa de familia 1), muestran que el efecto activador de estos cationes se

obtiene con bajas concentraciones de ellos en el medio de reaccion (menos de 1
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mM). Con concentraciones mayores se inhibe la actividad de la enzima (Klemme
et al., 1971; Schwarm et al.,, 1986; Kuhn y Ward, 1998). Incluso algunas
pirofosfatasas de familia I, como la de Saccharomyces cerevisiae (levadura)
cambia la especificidad de su sustrato en presencia de cobalto, con el que puede

hidrolizar ATP Yy tripolifosfato (Zyryanov et al., 2002).

Como se observo que ambas pirofosfatasas presentan su maxima actividad
en presencia de magnesio, entonces se exploro el efecto de diferentes
concentraciones de este catibn sobre la actividad enzimatica de nisxsPPiasarvan Y
HisxePPlasarcap. Las concentraciones utilizadas de magnesio estuvieron entre 0 y
15 mM en el medio de reaccion. La maxima actividad hidrolitica de estas enzimas
se alcanza cuando la concentracién del cation es igual a la concentracion del
pirofosfato (concentracion equimolecular) y se mantiene mostrando la maxima
actividad hasta una concentracion de 15 mM de MgCl,. En ninguna de las dos
enzimas se observo el efecto activador del magnesio libre reportado en el trabajo
de Celis y colaboradores (2003). Contrastando con los resultados obtenidos por
Klemme y colaboradores (1971), la pirofosfatasa de Rhodobacter capsulatus no

disminuye su actividad hidrolitica en presencia de magnesio libre (Figura 22).

En este ensayo también se determind el efecto inhibitorio que tienen las altas
concentraciones de manganeso sobre la actividad hidrolitica de nisxsPPiasarcap
cuando éste cation es adicionado como cofactor (Figura 23). A diferencia de los
datos reportados para las pirofosfatasas de familia 1l (Shintani et al., 1998; Young
et al., 1998; Parfenyer et al., 2001 Celis et al., 2003 y Zyryanov et al., 2004) para

HisxePPiasarcap, €Ste cation no es el cofactor principal y en concentraciones de 2
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mM mantiene solo el 50% de la actividad hidrolitica que se presenta con magnesio

o incluso sin catidén en el medio de reaccion.
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Figura 22 . Efecto de magnesio libre sobre la actividad hidrolitica de yisxsPPiasaryan ¥ del magnesio
y manganeso libre sobre la actividad hidrolitica de pisxsPPiasagrcsp. Medio de reaccion: 50 mM Tris-
HCI, 2 mM NaPPi, .0-15 mM de MgCl, o MnCl,, de 1 pg de proteina. Preincubado por 10 min a 37

°C. Actividad medida a 37 °C por 10 min.

Termoestabilidad

Para la determinacion del intervalo de temperatura en el que la enzima se

mantiene activa se cuantificé la hidrdlisis del pirofosfato en presencia de la enzima

preincubando por 10 minutos entre 20-90 °C para pisxsPPiasarvan y entre 25-85 °C

para isxsPPiasarcap. La nisxsPPiasarvan, muestra una alta termoestabilidad con el

complejo Mg-PPi*. Se observé que la enzima tiene un intervalo de temperatura

en el que puede permanecer relativamente estable (20-60 °C) manteniendo una

actividad maxima, ligeramente mayor al acercarse a los 60 °C (Figura 23 A).
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Cuando en el medio de reacciéon ademas de incluir MgCl, se adiciona ZnCl,, el
intervalo de estabilidad incrementa hasta los 75 °C y se mantiene en cerca del 50
% a los 80 °C. La actividad de nisxsPPiasarvan €n estas condiciones de contenido
de cationes (2 mM cada uno) es aparentemente dependiente de la temperatura ya
gue a temperaturas menores de 50 °C la presencia de zinc inhibe casi en su
totalidad la actividad hidrolitica de la enzima. Adicionalmente, el cobalto, a pesar
de disminuir la actividad hidrolitica en aproximadamente 25% cuando el sustrato
es MgPPi?, su presencia en el medio de reaccién incrementa 10 °C la estabilidad
de la enzima. Parte de la tolerancia y estabilidad frente a altas temperaturas se
observé en uno de los pasos de la purificacion como familia I, donde se somete al
extracto crudo a 65 °C por 5 min., en ese caso es atribuible a la proteccion que

ejerce el catién Zn?* sobre la enzima (Klemme y Gest, 1971).

La wisxePPiasarcap €S menos tolerante a temperaturas mayores a 45 °C. A
65°C solo se conserva un 50% de la actividad hidrolitica cuando en el medio de
reaccion esta presente solo el magnesio. Como se observa en la Figura 23 B, la
adicion de zinc o cobalto no incrementa la estabilidad de la enzima como en el

caso de hisxsPPiasagryan.

Lahti observo que las enzimas termoestables son en general menos flexibles
gue sus contrapartes termolabiles (Lahti et al., 1990). Al analizar algunas de las
estructuras cristalograficas reportadas de ambas familias (Figura 4 ) vemos que el
asa flexible que une los dominios DHH y DHHA?2 de las pirofosfatasas de familia Il
constituye una estructura labil que posiblemente estd involucrada en la

inestabilidad de nisxsPPiasarcap a altas temperaturas.
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Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la actividad hidrolitica de la pirofosfatasa en A.

HisxeP PiaSaryan Y €N B. piskPPiasarcap, realizando una incubacion previa de 10 minutos a la
temperatura correspondiente. Las condiciones de reaccion fueron pH 8.6, 50 mM de Tris- HCI, 2
mM de catién, 2 mM de NaPPi a 37 °C por 10 minutos.
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Efecto del fluoruro sobre la actividad hidrolitica

El fluoruro es el inhibidor clasico de las pirofosfatasa citoplasmica de Fl y de la
membranal, mas no inhibe a las pirofosfatasas de FIl (Klemme et al., 1971,
Schwarm et al., 1986). El efecto inhibitorio del NaF (10 mM) sobre nisxsPPiasagrvan
se expresa en una reduccion del 97% de la actividad hidrolitica en presencia del
sustrato Mg-PPi?. Cuando se adiciona NaF al medio de reaccién, la actividad de
HisxePPiasarcap S0l0 disminuye un 13%. El inhibidor tipico de las fosfatasas,
molibdato de sodio (NaMo; Weil-Malherbe y Green, 1951), fue utilizado para
probar que ninguna fosfatasa inespecifica estuviera presente. Al adicionar al
medio de reaccién NaMo (10 mM), se encontrd que incrementa cerca del 20% la
actividad de nisxsPPiasarvan Y de nisxsPPiasarcap (Tabla 7). Estos resultados indican
gue ninguna fosfatasa inespecifica esta hidrolizando el sustrato de estas enzimas.
Este efecto de activacion no se ha reportado antes, s6lo se ha reportado que este
compuesto actua inhibiendo ligeramente la actividad de la pirofosfatasa del
cartilago del cerdo (Felix y Fleisch, 1975), pero en la mayoria de los trabajos
donde se incluye el molibdato de amonio al medio de reaccion de las
pirofosfatasas no se ha observado algun efecto sobre la actividad hidrolitica a las

concentraciones utilizadas (Gross y Ap, 1986; Celis et al., 2003).

Tabla 7 Efecto de NaF y de NaMo sobre la actividad  especifica de

HisxsPPiaSarvan Y de hiscPPiasarcap
% de actividad

Hisx6PPiasaRvan HisxGPPiasaRcap
S/inhibidor 100. 00 £ 0.24 99.99 +0.57
NaMo 125.63 +1.13 119.10 + 28.07
NaF 2.98 +0.63 87.91 + 2.68
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Constantes cinéticas

Con el objetivo de determinar el comportamiento cinético de pisxsPPiasaryan Y
HisxePPiasarcap, ademas de calcular las constantes cinéticas de Michaelis-Menten
correspondientes, se tomaron dos condiciones, la primera fue utilizando
concentraciones equimoleculares de Mg-PPi* y la segunda fue manteniendo la
concentracion de cation constante y variando la concentracion del pirofosfato. Los
datos se procesaron para su analisis estadistico utilizando el programa GraphPad

Prism 5 Project (version 5, 2007).

En el caso de yisxsPPiasarvan cuando [Mg2+] = [PPIi], la velocidad maxima
(Vinax) €S 25.38 + 1.02 pmol Pi min'mg™y la Ky se calculé en 0.22 + 0.04 mM. Por
otro lado, manteniendo la concentracion de magnesio en 2 mM y variando la
concentracion de PPi, la Vinax €s de 24.49 + 1.13 umol Pi minmg™y la constante
de Michaellis-Menten (Ky) es de 0.21 + 0.04 mM, por lo que se observa que a
estas concentraciones de sustrato no hay un efecto evidente del pirofosfato libre
sobre la actividad hidrolitica de la enzima con las condiciones de reaccion
ensayadas (Figura 24 A, Tabla 8 ). Esto contrasta con los reportes del efecto
inhibitorio del PPi libre sobre la actividad hidrolitica de las pirofosfatasas de familia

| (Schwarm et al., 1986; Celis et al., 2003).

En la Figura 24 B se observa la curva de velocidad de hidrdlisis de
HisxePPiasarcap €n dos sistemas donde se compara, por un lado, la curva de
saturacién del sustrato cuando [Mg?*] = [PPi] la velocidad maxima (Vma) fue de
53.45 + 3.65 pmol Pi min*mg™ vy la Ky se calculé en 0.53 + 0.10 mM. Por otro

lado, en el segundo sistema, se comparé la actividad manteniendo fija la
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concentracion del cation magnesio en 1.5 mM y variando la concentracion de PPI,
la Vinax €5 de 80.83 + 6.88 umol Pi min'mg™y la constante de Michaelis-Menten
(Kv) es de 0.86 £ 0.18 mM. Al comparar la actividad a través del intervalo de
concentracion estudiado se observa que la velocidad es relativamente
independiente cuando [Mg?*] > [PPi] ya que la curva de velocidad incrementa de
una manera similar a como lo hace la curva en condiciones de equimolecularidad.
Sin embargo, cuando la condicién de saturacién cambia a [Mg®*"] < [PPi] la
velocidad no aumenta e incluso se ve ligeramente afectada. Para las
pirofosfatasas de familia 1l no se ha reportado un efecto inhibitorio del pirofosfato
libre, esto se ha considerado como una caracteristica de las pirofosfatasas de
familia I, ya que el pirofosfato libre actia como un competidor del sustrato Mg-

PPi* (Khandelwal y Hamilton, 1982).

B.
30+ 70
_ 0 604 ///"}
T T
5 £ 504
3 o
3 204 > : m
g & 40n
£ g . ]
£ £
'E an‘
z a
% " 'E 204
E -
i z
104
0 1 2 3 0 1 2 3
[ 1 sustrato (mM) [ ] sustrato (mM)
@ NaPPi=MgCl, 4@ NaPP-MgCl (2mM) & NaFPi=MgCl, - NaPPi-MgClL (1.5 mi)

Figura 24. Cinética de Michaelis-Menten de jsPPiasagyan (A) Y nisxsPPiasarcap (B) Medio de
reaccion: 50 mM Tris-HCI, diferentes [ ] NaPPi, 2 o 1.5 mM de MgCl,, mas 1 ug de proteina.
Preincubado por 10 min a 37 °C. Actividad medida a 37 °C por 2.5 min.
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En la Tabla 8 se resumen los parametros cinéticos de ambas enzimas,
particularmente al comparar el nimero de recambio (kca)) de las enzimas, que se
refiere a el nUmero de moléculas de substrato transformadas por minuto por cada
centro catalitico (Rogers y Gibon, 2009). Observamos que los valores obtenidos
de ket cuando [Mg] = [PPi] y cuando [Mg] es diferente a [PPi] para la
HisxePPilasagrvan SON entre 5 y 10 veces menores a los valores de k¢ que se
obtienen bajo las mismas condiciones para la wisxsPPiasarcap. ESto indica que la
catalisis llevada a cabo por uisxsPPiasarcap OCurre con mayor eficiencia que la
presentada con yisxsPPiasarvan. Especificamente los valores de kq4; obtenidos para
HisxePPiasarvan SON bajos en comparacion con los que se han reportado para otras
enzimas, como la PPiasa recombinante de E. coli cuya ke es de 86 s (Kapyla et
al.,, 1995; Vainonen et al.,, 2003). Los valores de k¢ reportados para
pirofosfatasas recombinantes de familia Il se encuentran entre 48 s™ (PPiasa de
Steptococcus gordonii, llias et al., 2011), 109 s™* para Vibrio cholera (Salminen et
al., 2006) y 160 s™* (con magnesio) o 3125 s (con manganeso) para la

pirofosfatasa de Bacillus subtillis (Halonen et al., 2005).

De acuerdo a Rogers y Gibon (2009) la eficiencia catalitica puede ser tomada
como una medida de la especificidad y la capacidad de la enzima de unirse al
sustrato, un referente que se acerca a la eficiencia perfecta es la fumarasa, tiene
un valor de keafky de 2.3 x 10® s (mol | 1) *. En cuanto a la eficiencia catalitica
calculada para la pisxsPPiasarvan Y 1a nisxsPPiasarcap Obtuvimos valores menores a
los descritos para la fumarasa fumarasa, pero comparables con los reportados

para otras pirofosfatasas, por ejemplo, para la pirofosfatasa de Bacillus subtilis con
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manganeso como cofactor el valor de kealkm es de 19.5 s*(mol. I 1) * y con
magnesio de cofactor es de 5.5 s* (mol. | ) "o para la pirofosfatasa de
Streptococcus gordonii (familia I) que reporta llias y colaboradores (2011) el valor
de Kealkym €s de 67.5 s (mol. | 1) 1. No se encontraron reportes de valores de
kcakm de pirofosfatasas de familia | para poder comparar la eficiencia catalitica de
la hisxsPPiasarvan. Sin embargo, comparando los valores de eficiencia catalitica de
la pisxsPPiasarvan Y de la pisxsPPiasarcap Obtenemos que la pisxsPPiasarvan €S mas

eficiente para unirse a su sustrato que la pirofosfatasa de familia Il wisxsPPiasagrcap.

Tabla 8. Parametros cinéticos
Hisx6 PPiasa Rvan

NaPPi=MgCl , MgCl; (2mM)- NaPPi
Keat (57Y) 4.22 +0.17 4.08+0.18
km (MM) 0.22 +0.04 0.21 +0.04
Vimax 25.38+ 1.02 24.49+1.13

KealKn(SXmoM Y 5016 46.78

Hisx6 Pp|asaRcap

NaPPi=MgCl , MgCl, (1.5 mM)- NaPPi
Keat (57 40.41+ 3.44 26.72 +1.82
km (MM) 0.86 +0.18 0.53+0.10
Vimax 80.83 + 6.88 53.45+ 3.65
Kear/ Kn (s (mol*l 1)™h 18.82 19.07

Peso molecular y estructura oligomérica de HisxeP PlaSarvan Y HisxsPPlaSagrvan

El peso molecular de nisxsPPiasarvan fue estimado utilizando una columna de
exclusién molecular FPLC de Superdex 200 10/300 GL de 24 cm?® equilibrada con
buffer D (20 mM Tris-HCI pH 8.6, 10 mM de MgCl, y 150 mM de NaCl), colectando
fracciones de 2 minutos a un flujo de 0.5 mL min™®. El patrén de elucién y las
fracciones con actividad son mostrados en la Figura 25, en donde se distingue la
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presencia de 3 fracciones con actividad hidrolitica. Utilizando la ecuacion de la
curva de los estandares moleculares se calcul6é que el peso molecular aparente de
estas fracciones corresponden a 242.8, 141.2 y 94.29 kDa aproximadamente, lo
gue podria corresponder a oligdbmeros constituidos por 10, 6 y 4 subunidades
idénticas, respectivamente. Las fracciones activas fueron colectadas y su pureza
se examind en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. El perfil
electroforético indica que la muestra de proteina cargada en la columna de

exclusion molecular no es homogénea (Figura 26).

1 2 3
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* 25 "
* B-amilasa \ BSA
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l g, R2= 00526 L 0.03
25 05 1
E OT ! 15 2 25 [ 0.025 @©
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Figura 25. Cromatograma de pisxsPPiasaryan de la columna de Superdex 200 con un flujo de
elucion de 0.5 mL/min. Los ndmeros superiores en rojo corresponden a 242.8. 141.2 y 94.29 kDa,
respectivamente. En el recuadro se encuentra la curva de estandares. Ve/Vo es Volumen de

eluciéon/ Volumen vacio.
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VelVo
ET 1.3 16 1.7 24
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Figura 26. Zimograma de las fracciones colectadas de la columna Superdex 200 de la
nisxsPPiasarvan. ET corresponde a la muestra total cargada en la columna Superdex 200 y las
siguientes columnas corresponden a las eluciones indicadas en la grafica 7 como 1, 2y 3 (1= 1.6,
2=1.7y 3= 2.1 Ve/Vo).

Para determinar si esta mezcla de poblaciones oligoméricas diferentes se
presentaba también en la pirofosfatasa silvestre de R. vannielii, se colocé una
muestra de la proteina purificada parcialmente en la columna cromatografica de
exclusién molecular Superdex 200. Los resultados de este ensayo se muestran
en la Figura 27. En el cromatograma se observa que la actividad hidrolitica se
presenta mayoritariamente en una fraccion que corresponde a un peso molecular
aproximado de 141.2 kDa (hexdmero), aunque también esté presente una fraccion

con menor actividad correspondiente a 94.3 KDa aproximadamente (tetramero).
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Figura 27. Cromatograma de la pirofosfatasa citoplasmica silvestre de Rhodomicrobium vannielii
purificada parcialmente de la columna de Superdex 200 con un flujo de elucién de 0.5 mL/min. En
el recuadro se encuentra la curva de estandares. Ve/Vo es Volumen de elucién/ Volumen vacio.

Como se menciond en la introduccion, las pirofosfatasas citoplasmicas de
familia 1 que pertenecen al linaje procariota (bacterias, arqueas y algunos
eucariotas fotosintéticos) se presentan generalmente como homohexameros
cuyas unidades estan entre los 19 y [R22 kDa (Heikinheimo et al., 1996;
Harutyunyan et al., 1996; Tammenkoski, et al., 2005; Gomez-Garcia et al., 2006).
GOmez Garcia y colaboradores (2007) reportaron que la pirofosfatasa de
Rhodospirillum viridis presenta una masa molecular de 240 + 15 kDa, sugiriendo

gue es un dodecamero, siendo el reporte del mayor estado oligomérico funcional
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de una pirofosfatasa y en donde se aportan antecedentes de oligébmeros activos
de diferente numero de subunidades a los reportados para las pirofosfatasa de
familia I. De acuerdo a Park y colaboradores (2002) algunas modificaciones de
una enzima, como la delecion o las mutaciones puntuales de aminoéacidos, pueden
influir en las interacciones moleculares asociadas con la oligomerizacion de la
enzima. En el caso de la yisxsPPiasagrvan €xiste un aminoacido mutado entre dos
regiones que se han reportado estabilizan la formacion hexameérica de la
pirofosfatasa de E. coli (Asn 24- Asp 26 y Ser 46-Phe 50; Avaeva 2000) pero que
no son regiones conservadas en el dominio pirofosfatasa. Sin embargo, la
HisxeP Piasarvan CcONserva otros aminoacidos reportados como estabilizadores de la
estructura oligomérica (His 136, Asp 143 formando pares i6nicos e His 140

involucrado en el contacto hidrofébico) (Figura 16).

Utilizando cromatografia de exclusion molecular FPLC en una columna con
Sephacryl s300 HR se determind la fraccion con maxima actividad hidrolitica. Esta
correspondid a la hisxsPPiasarcap cOn  un peso molecular de 78 kDa
aproximadamente. Este es un peso molecular del doble del calculado usando un
gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para el monémero de esta
proteina (Figura 18 B ). Estos resultados revelan que la wisxsPPiasarcap forma un
homodimero muy estable que corresponde al estado oligomérico reportado para
las PPiasas de FIlI (Figura 28). Complementando estos resultados, se corrié un
gel de actividad de las fracciones colectadas y se confirmo que todas las muestras
de estas fracciones migran a la misma altura, lo que indica que se trata de la

misma proteina (Figura 29).
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Figura 28. Cromatograma de yisPPiasarcy, de la columna de exclusion molecular Sephacryl
s300 con un flujo de elucion de 0.5 mL/min. En el recuadro se encuentra la curva de estandares.
Ve/Vo es Volumen de elucién/ Volumen vacio.
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Figura 29. Zimograma de las fracciones colectadas de la columna Sephacryl s300 de la
nisxsP Piasarcap. ET corresponde a la muestra total cargada en la columna.
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Punto isoeléctrico

Las proteinas son moléculas anfoteras debido a los residuos de aminoacidos que
contienen en su estructura y el pH en el que una sustancia anfotera tiene carga
neta de cero se conoce como punto isoeléctrico. Ademas de la suma de sus
cargas positivas y negativas, la conformacion de la proteina tiene un papel
importante sobre su punto isoeléctrico. Las proteinas se separan en un medio en
el que existe una diferencia de potencial y un gradiente de pH, por lo tanto, a
traves de un gel de isoelectroenfoque se puede deducir cual es el punto
isoeléctrico de una proteina, valor caracteristico de cada molécula (Robertson et

al., 1987; Lipskaya, 2001).

Con las proteinas recombinantes se realiz6 un isoelectroenfoque para
determinar su punto isoeléctrico de acuerdo al método seguido en el trabajo de
Robertson et al. (1987), mientras que el punto isoeléctrico tedrico obtenido para
HisxePPiasagrvan, incluyendo la etiqueta de polihistidinas es de 6.86 (sin etiqueta de
polihistidinas es de 5.08). En el zimograma correspondiente al gel de
isoelectroenfoque en condiciones nativas con limites de pH de 3.0 a 9.0 se
observaron 3 bandas con actividad hidrolitica (Figura 30). Los valores de punto
isoeléctrico (pl) determinados para cada una de las bandas fueron de 5.69, 5.36 y
4.74. Esto sugiere la presencia de tres poblaciones de la enzima con diferentes
propiedades electroforéticas, datos que apoyan los resultados obtenidos en el
cromatograma de la columna de exclusibn molecular. La conformacion
oligomérica permite que se expongan 0 que se oculten algunas cargas de los

grupos ionizables de las cadenas laterales de los aminoéacidos (Asp, Glu, Lys, Arg,
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His, Tyr y Cys) asi como los grupos COOH y NH, terminales. Entonces la
presencia de 3 grupos de oligbmeros en la muestra de pisxsPPiasaryan S€ ve
reflejada en el gel de isoelectroenfoque en tres bandas diferentes con distinto
punto isoeléctrico debido a la diferente exposicion de los aminoacidos cargados.
No fue posible determinar a qué conformacion oligomérica pertenece cada banda,
por lo que es recomendable explorar con méas detalle la presencia de estas tres

poblaciones funcionales en la muestra de isxsPPiasaryan.

Con respecto al punto isoeléctrico de nisxsPPiasarcap €n el gel de
isoelectroenfoque se obtuvo un valor de 4.56. El valor obtenido de pl, tomando en
cuenta la secuencia de aminoacidos reportada en GenBank mas la etiqueta de

polihistidinas de la proteina recombinante, fue de 5.58 y de 4.61 sin la etiqueta de

histidinas.
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Figura 30. Isoelectroenfoque de isxsPPiasaryan Y d€ hisxsPPiasarcap. EN A. la curva estandar de
anfolitos y en B. el zimograma que muestra la migracion de las proteinas con el respectivo punto
isoeléctrico calculado con la ecuacion de la recta obtenida con los estandares.
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Conclusiones

El alineamiento realizado con la secuencia de la pirofosfatasa de R. vannielii
reportada en el GenBank mostr6 que esta enzima pertenece al grupo de
pirofosfatasas de familia I, mientras que el alineamiento de la secuencia de la
pirofosfatasa de R. capsulatus reportada en el GenBank indica que esta
enzima esta dentro del grupo de las PPiasas citoplasmicas de familia Il.

Se obtuvieron las proteinas recombinantes wisxsPPiasarvan Y de hisxePPiasarcap
funcionales y con un comportamiento hidrolitico similar al de las PPiasas
citoplasmicas de R. vannielii y de R. capsulatus, respectivamente, purificadas
parcialmente.

El perfil de pH de nisxsPPiasarvan Y de nisxsPPiasarcap muestra que la
HisxeP Piasarcap presenta actividad hidrolitica maxima en el intervalo de pH 8.0-
10.0, mientras que la pisxsPPiasarvan alcanza su maxima actividad a pH 8.6.

A diferencia de la hisxsPPiasarvan, la HisxePPiasarcap presenta actividad
hidrolitica aun cuando ningun cation es adicionado al medio de reaccion.

El principal cofactor para wisxsPPiasarvan Y de nisxsPPiasarcap €S el magnesio.

El magnesio, zinc y cadmio actdan como inhibidores de la nisxgPPiasarvan
cuando el sustrato es Mg-PPi*.

A diferencia de los reportes sobre el uso indistinto del magnesio y del
manganeso como cofactor en las PPiasas de familia I, la nisxsPPiasarcap Utiliza
menos eficientemente al manganeso como cofactor.

El manganeso, el zinc, el cadmio y el cobre actian como inhibidores de la

HiscsPPiasSarcap cuando el sustrato es Mg-PPi®.
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Cuando el sustrato es Mg-PPi%, la isxsPPiasarvan presenta una maxima
actividad y termoestabilidad hasta los 60 °C. Cuando ademéas del magnesio
se adiciona zinc o cobalto, aunque la actividad hidrolitica es ligeramente
menor, la enzima incrementa entre 10 y 15 °C su estabilidad.

La wisxePPiasarcap €S menos estable al incremento en la temperatura, mantiene
su actividad méxima cuando es preincubada hasta los 50 °C y disminuye
drasticamente la actividad a temperaturas mayores aun en presencia de zinc y
cobalto.

El NaF inhibe hasta en un 97% la actividad de yisxsPPiasarvan Y solo un 13% la
actividad de nisxsPPiasarcap, €sto es una caracteristica de las PPiasas de
familia | y de familia Il, respectivamente.

En cuanto a los parametros cinéticos se encontré al comparar el numero de
recambio de nisxsPPiasarvan Y de isxsPPiasarcap, que la catalisis llevada a cabo
por la nisxsPPiasarcap OcCurre con mayor eficiencia que la realizada por
nisxePPlasarvan. Pero al comparar la eficiencia catalitica observamos que la
HisxsPPiasarvan €S mas eficiente para unirse al sustrato que |a pisxsPPiasarcap.
La uisxsPPiasagrvan S€ encontré en tres estados oligoméricos funcionales (10, 6
y 4 subunidades, respectivamente), que presentan 3 puntos isoeléctricos
diferentes (5.69, 5.36 y 4.74, respectivamente).

La nisxsPPiasarcap €S un homodimero formado por subunidades de 37 kDa
aproximadamente (incluyendo la cola de polihistidinas) y presenta un pl de

4.56.
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