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-Resumen -

En este trabajo se estudiaron distintos aspectos a nivel molecular del mecanismo catalitico de
la nitrito reductasa de cobre (NirK), una enzima que cataliza la reduccion de nitrito (NO;) a 6xido
nitrico (NO) en la desnitrificacion. Estas enzimas se clasifican de acuerdo a sus propiedades
espectroscopicas en verdes y azules. El trabajo se desarrollo a partir del estudio de dos NirK
producidas de manera recombinante, una verde obtenida del microorganismo Sinorhizobium meliloti
2011 (SmNirK), y otra azul obtenida de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (BjNirK). Los dos
microorganismos son bacterias desnitrificantes de importancia econdomica para la region por su uso en
la formulacién de bioinoculantes. Ambas NirK presentan una estructura homotrimérica con dos sitios
de cobre por monomero denominados T1Cu y T2Cu, en linea con la mayoria de las NirK
caracterizadas. El centro T1Cu, el cual le confiere el color caracteristico a la enzima, es un centro de
transferencia electronica (TE). El T2Cu es el sitio activo en donde ocurre la uniéon y reduccion del
sustrato. En la Figura 1 se muestra la estructura de los dos sitios de cobre con las dos vias
estructurales que los conectan, junto con un esquema de los procesos mas relevantes que forman parte
del mecanismo catalitico. Es importante notar que la estructura mostrada en la figura se conserva en
las dos NirK producidas, lo cual fue confirmado por estudios moleculares y espectroscopicos y
también por calculos estructurales del tipo QM/MM. Las NirK requieren de un dador electronico
fisioloégico para llevar a cabo la catalisis, los cuales también fueron producidos de manera
recombinante y caracterizados. El dador electronico fisioldgico de la SmNirK es una proteina de cobre
mononuclear perteneciente a la familia de las cupredoxinas denominada pseudoazurina (SmPaz),
mientras que para BjNirK es un citocromo ¢ (BjCitcsso). La caracterizacion molecular, electroquimica
y espectroscopica de la SmNirK y la BjNirK y los respectivos dadores electronicos fisioldgicos, junto
con la caracterizacion de la cinética de reduccion del sustrato de los pares NirK/dadores constituyen
dos de los objetivos planteados en esta tesis.

El mecanismo catalitico de las NirK puede ser dividido en lineas generales en tres procesos
que son mostrados en la Figura 1. El primer proceso de TE resulta de la interaccion de la NirK con el
dador electronico fisiologico. Esto implica la transferencia de un electron desde el dador electronico
reducido al T1Cu de la NirK (TE interproteina). El segundo proceso de TE ocurre desde el T1Cu
reducido al sitio activo T2Cu (TE intraproteina), lo que permite la reduccion del sustrato (NO>) unido
al sitio y liberacion del producto (NO) (tercer proceso). El proceso de TE intraproteina ocurre a través
del puente estructural Cis-His que conecta los dos sitios de Cu en las NirK, proceso que
hipotéticamente estaria regulado por la via denominada sensing loop. Las NirK presentan actividad
maxima a pH entre 5 y 6, y son inactivas a pH > 8. Residuos pertenecientes a la segunda esfera de
coordinacion del sitio activo, uno de ellos mostrado en la figura (Aspcar), han sido identificados como

los responsables de la dependencia con el pH de la actividad catalitica de estas enzimas. Si bien el
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puente Cis-His es indudablemente el camino por el que ocurre la TE intraproteina, el hecho que la
estructura electronica de los T1Cu verdes y azules sea diferente, llevo a pensar que probablemente los
procesos de TE entre estos centros sea distinto en los dos tipos de enzimas. Como se observa en la
Figura 1 coexisten dos vias estructurales en el puente Cis-His que potencialmente pueden actuar como
camino de TE T1Cu—T2Cu. Una de estas vias involucra el camino covalente Cis-His, mientras que la
segunda via involucraria un camino mixto formado por enlaces covalentes y el puente de hidrogeno
establecido entre el O del carbonilo de la Cis y el Ns; del imidazol de la His (N5;H...O=C, en la Figura
1). Sobre la base de estudios computacionales se ha propuesto que las NirK azules utilizarian la

primer via mientas que las verdes utilizarian la segunda via, aspecto que es analizado en este trabajo.

Dador ox

NO +H,0

NO, +2H* +¢-

Dador red

sensing loop

Figura 1. Estructura de los dos sitios de Cu de las NirK y las vias estructurales que los conectan. Se
representan los procesos de TE que forman parte del mecanismo catalitico de estas enzimas.

La determinacion de los potenciales formales de reduccion (E”) de los centros de cobre de la
forma as-purified de SmNirK mediante titulaciones potenciométricas permitié concluir que, en linea
con la mayoria de las NirK, E”1icy > E®12cu. Estos valores definen un proceso de TE T1Cu—T2Cu
termodinamicamente desfavorable en la enzima. Dado que la reaccidon enzimatica ocurre
independientemente de esto, se ha propuesto que la union del sustrato al T2Cu modularia el potencial
de reduccion de este sitio de manera tal de invertir sus valores relativos (E”r2ce> E%1icu) haciendo
favorable el proceso de TE. Esta modulacion en SmNirK fue estudiada mediante ensayos de EPR y los
resultados sugieren que la modulacion de los potenciales redox es una consecuencia de la interaccion
SmPaz/SmNirK en presencia de sustrato.

El proceso de TE intraproteina en esta enzima también fue estudiado cambiando los
aminoacidos del puente Cis-His mediante mutagénesis sitio dirigida. Ambos residuos fueron mutados

por acido aspartico (D) obteniéndose las variantes H171D y C172D (numeracion de SmNirK). La
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eleccion del acido aspartico se debiod a su potencial capacidad de coordinar el cobre, lo que permitiria
obtener proteinas con los dos sitios conectados por un puente estructural modificado. La variante
H171D fue producida como una proteina con 2 atomos de cobre por mondémero y caracteristicas
espectroscopicas de UV-vis y EPR correspondientes a los dos centros metalicos. Para C172D se
obtuvieron valores en el rango 0.7 — 1.3 Cu/mondémero con caracteristicas espectroscopicas de EPR
asociadas a dos sitios de cobre del tipo normal, también llamado cobre tipo 2. Ambas variantes
resultaron inactivas frente dadores electronicos artificiales y SmPaz. Modelos estructurales de ambas
variantes obtenidos mediante estudios computacionales del tipo QM/MM, junto con los resultados
experimentales, sugirieren que la falta de actividad catalitica frente a SmPaz en H171D seria debida a
una interrupcion de la TE intraproteina, posiblemente por la ausencia del puente de hidrogeno
NsiH...O=C.

Los resultados obtenidos para las variantes de SmNirK derivaron en el estudio de la relevancia
de la estructura Ns;H...O=C en la TE intraproteina de las NirK verdes y azules y en la dependencia de
la actividad catalitica de las NirK con el pH del medio. Esto fue realizado mediante estudios
dependientes del pH en las dos NirK en los cuales se monitorearon los estados de oxidacion de los dos
centros mediante espectroscopia UV-vis y EPR luego de varios ciclos redox de la enzima en
condiciones cataliticas. Los resultados mas importantes de estos estudios mostraron que a pH 10 el
T2Cu mantiene la capacidad de unir y reducir el sustrato aunque a una tasa no detectable por los
ensayos cinéticos utilizados. Esto se atribuye a que el alto pH produce el desacople entre el proceso de
TE intraproteina y del proceso de unién nitrito-T2Cu, lo cual se originaria por la ruptura del puente
NsiH...O=C. Otro de los resultados relevantes es que en las dos NirK, el puente N3 H...O=C se
comportaria como el tnico camino de TE, lo que implicaria que la estructura electronicas del T1Cu no
determina el camino de TE.

Los logros obtenidos en este trabajo no son solo sobre el conocimiento de estas enzimas, sino
también experimentales, ya que implicé desarrollar distintas metodologias que fortalecieron las
capacidades del grupo en el estudio y caracterizacion de metaloproteinas redox en general. Todo este
trabajo abrid6 ademas nuevas perspectivas de trabajo en relacion al proceso de interaccidon

proteina/dador electronico fisioldgico que estan siendo profundizadas actualmente.



-Abstract -

In this work we studied different aspects at molecular level of the catalytic mechanism of
copper-containing nitrite reductase enzymes (NirK), which catalyzes the reduction of nitrite (NO2") to
nitric oxide (NO) in the denitrification process. These enzymes are classified according to their
spectroscopic properties in green and blue. The work was developed from the study of two
recombinant NirKs, a green one obtained from the microorganism Sinorhizobium meliloti 2011
(SmNirK) and a blue one obtained from Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (BjNirK). These two
denitrifying bacteria are of economic importance for the region because of there are use in the
formulation of biofertilizers. Both NirK present homotrimeric structure with two copper centers per
monomer called T1Cu and T2Cu, in line with most NirKs. The T1Cu center, which gives the
characteristic color to the enzyme, is a copper electron transfer (ET) center. T2Cu is the active site
where occurs the binding and reduction of the substrate. The Figure 1 shows the structure of the two
copper sites with the two structural pathways connecting them, along with a scheme of the most
relevant processes of the catalytic mechanism. This structure is present in the two NirK produced,
which was confirmed by molecular and spectroscopic studies and by QM/MM computational
calculations. NirKs need physiological electron donors to carry out catalysis, which also were
produced and characterized. The physiological electron donors of SmNirK and BjNirK are a
mononuclear copper protein called pseudoazurin (Paz) belonging to the cupredoxin family of proteins,
and a cytochrome ¢ (BjCitcsso), respectively. Two of the objectives of this work were to characterize
the molecular, electrochemical and spectroscopic properties of SmNirK and BjNirK and their
respectives physiological electron donors, along with the characterization of the substrate reduction
kinetics in both enzymes.

The catalytic mechanism of NirK can coarsely be divided in three processes shown in the
Figure. The first ET process results from the interaction of NirK with the physiological electron
donor. This involves the transfer of an electron from the physiological electron donor to T1Cu of
NirK (interprotein ET). The second ET process occurs from the reduced T1Cu to the active site T2Cu
(intraprotein ET), which leads to the reduction of the substrate (NO;) coordinated at the active site
and product release (NO) (third process). The intraprotein ET process occurs through the Cys-His
bridge that connects the two NirK copper centers. The pathway called sensing loop would regulate
this process. NirKs show maximal activity around pH 5—6 and almost undetectable activity at pH > 8.
Residues belonging to the second sphere of coordination of the active center (e.g. Aspcar, see figure)
were identified to be the responsible ones for the dependence with pH of the catalytic activity.
Although the Cys-His bridge is undoubtedly the pathway by which the intraprotein ET occurs,
differences in the electronic structure of the green and blue T1Cu led one to think about differences in

the process the ET in the two of enzymes. As shown in the figure, there are two potential electron
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transfer subpathways in the Cys-His bridge. One of these pathways is the covalent pathway of the
Cys-His bridge, while the second one involves a mixed pathway formed by covalent bonds and the
hydrogen bond involving the Cys O-carbonyl atoms and el Ns; of the imidazole of His (NsH...O=C,
in the figure). On the basis of computational studies, it has been proposed that the blue NirKs would
use the covalent pathway, while the green ones would use the mixed pathway, an aspect which is

analyzed in this work.

Donor o

NO +H,0

NO, +2H* +e-

sensing loop

Figure 1. Structure of the two Cu sites of NirK and of two structural pathways connecting them. The
ET processes that are part of the catalytic mechanism of these enzymes are represented also shown.

The determination of formal reduction potentials (E”) of the copper centers of as-purified
SmNirK by potentiometric titrations allowed us to conclude that, like most of NirK enzymes, E® ricy
>E%acu. These values define a ET process T1Cu—T2Cu thermodynamically unfavorable. Therefore,
it has been proposed that the binding of substrate to T2Cu would modulate the reduction potentials
changing its order, i.e. E”t2c,> E”11cy, to favor internal electron transfer. This modulation in SmNirK
was studied by EPR and our results suggest that the modulation of redox potentials is a consequence
of SmNirK/SmPaz interaction in the presence of substrate.

The process of intraprotein ET in this enzyme was also studied by changing the amino acids
of the Cis-His bridge by means of site directed mutagenesis. Both residues were changed to aspartic
acid (D) to produce the variants HI71D and C172D. We chose aspartic acid because of its potential
ability to coordinate copper which would allow to obtain protein variants with the two centers
connected by a modified structural bridge. H171D showed 2 copper atoms per monomer and UV-vis

and EPR properties corresponding to two independent T1Cu and T2Cu centers. C172D showed metal
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contents ranging from 0.7 to 1.3 Cu/monomer with spectroscopic characteristics of EPR associated
with two copper centers of the normal type, also called copper type 2. Both variants were inactive
against artificial electron donors and SmPaz. Structural models of both variants obtained by QM/MM
computational studies, together with experimental results, suggest that the lack of catalytic activity of
H171D with SmPaz would be as a consequence of an intraprotein ET disruption, likely at the level of
the hydrogen bond N5 H...O=C.

Our results obtained for both SmNirK variants led us analyze the relevance of the Ns;H...O=C
in the intraprotein ET of green and blue NirKs and its potential influence in the catalytic activity with
pH. This was performed by pH dependent studies in which the oxidation states of the two copper
centers were monitored by UV-vis and EPR spectroscopy after several redox cycles of the enzymes
under catalytic conditions. The T2Cu centers of both enzymes at pH 10 maintain the ability to bind
and to reduce substrate, although at a rate not detectable by the kinetic assays used in this study. This
observation is attributed to the fact that the high pH produces the decoupling between the intraprotein
ET process and the substrate binding to T2Cu, which would be caused by the breaking of the
NsiH...O=C. Another conclusion is that the N5 H...O=C bridge acts as the only ET pathway in both
NirK, which would imply that the intraprotein ET process is not determined by the electronic
structure of T1Cu.

Besides achievements on the knowledge of these enzymes, new experimental methodologies
introduced along the work strengthed the group's capabilities regarding the study and characterization
of metalloproteins. Furthermore, this study opened new research perspectives on protein/

physiological electron donor interactions that are ongoing.
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I- Introduccion



I.1- Ciclo biogeoquimico del nitrogeno

El nitrogeno forma parte de muchos de los componentes esenciales para la vida, como
aminoacidos y ADN. En la atmoésfera terrestre se lo encuentra principalmente como nitrogeno
molecular (N2), constituyendo aproximadamente un 78% de la misma. La gran energia del triple
enlace que constituye el N la convierte en una molécula inerte para la vida. Ciertos microorganismos
son los responsables de extraer el nitrogeno de la atmodsfera y transformarlo en “nitrégeno reactivo”,
es decir, compuestos nitrogenados que soportan o son productos del crecimiento y metabolismo
celular [1]. La utilizacidon de estos compuestos por organismos tanto procariotas como eucariotas
establece un intercambio continuo del nitrégeno reactivo con el nitrogeno inerte de la atmosfera,

resultando en un flyjo ciclico de nitrégeno denominado ciclo biogeoquimico del nitrogeno (Figura 2).

desnitrificacion ™)

nitrificacion
NO;
am NO>
(I
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NO, N,O, [N, asimilativa de
am o () nitratos
PR NH,*
fijacion del N
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glutamina
roteélisis compuestos
> T‘I’ \ heterociclicos
aminoacidos nitrogenados
proteinas

Figura 2. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno. Los estados de oxidacion del N en cada uno de los
compuestos intermediarios se indican entre paréntesis. Figura modificada de Bothe y col. [2].

El ciclo biogeoquimico del nitrogeno esta constituido por procesos redox en los que el
nitrogeno atmosférico y el nitrdgeno reactivo son transformados a diferentes compuestos
intermediarios con estados de oxidacion que varian entre +V a -III (Figura 2). Estos procesos pueden
ser agrupados en asimilativos y no asimilativos. En los procesos asimilativos el nitrogeno es
transformado e incorporado a la biomasa, mientras que en los procesos ro asimilativos el nitrogeno es

procesado mediante reacciones que estan acopladas a la produccion de energia.



Los procesos asimilativos incluyen la fijacion del nitrogeno (Figura 2, rojo) y reduccion
asimilativa de nitratos (Figura 2, gris), ambas vias producen amonio (NH4") el cual es incorporado a
la biomasa [3]. La fijacion del nitrogeno es llevada a cabo por organismos procariotas de vida libre y
por los que viven en relacion simbidtica con plantas, mientras que la reduccion asimilativa de nitratos
es llevada a cabo tanto por organismos procariotas como eucariotas. El NH4" producido en estos
procesos generalmente es utilizado para la sintesis de glutamina, proceso denominado asimilacion de
amonio (Figura 2, naranja), que es el precursor de otros aminoacidos y de compuestos nitrogenados
heterociclicos [2].

Mediante la nitrificacion y la desnitrificacion, dos procesos no asimilativos, los
microorganismos logran reciclar el NHs" a Na. En la nitrificacion (Figura 2, negro) el NH4" se oxida a
NOs, en este proceso el NO, es un intermediario. En la desnitrificacion (Figura 2, verde) el NOs se
transforma a N; a través de distintas reacciones sucesivas de reduccion, donde el NO, es también un
intermediario. Ambos procesos son eficientes energéticamente dado que estan acoplados a la
produccion de ATP [4].

Otros procesos como la amonificacion, annamox y protedlisis también forman parte del ciclo
del nitrogeno. En la amonificacion el nitrogeno organico es convertido en NHs" como parte del
proceso de descomposicion de la materia organica por accion de microorganismos descomponedores
[5]. Otras vias metabolicas agrupadas como anammox son utilizadas por microorganismos para oxidar
el NHs" y NO, y formar N> utilizando como intermediario NO, hidracina o hidroxiaminas [1]. La
protedlisis (Figura 2, azul) es el proceso a través del cual los organismos degradan proteinas y otros
compuestos nitrogenados para abastecer sus requerimientos de nitrégeno y energia [2].

En resumen, el pool de nitrogeno reactivo en la bidsfera resulta del balance entre el proceso
de fijacion del nitrégeno y los procesos no asimilativos que reciclan el nitrogeno devolviéndolo a la
biosfera. Todas las reacciones redox que ello implica son catalizadas por complejos enzimaticos que
utilizan metales como cofactores, los cuales incluyen Cu, Fe y Mo [6]. El estudio de estos complejos
ha sido un campo de investigacion muy activo en los Gltimos 20 afios tanto en investigacion basica
como aplicada. El objetivo final de estas investigaciones es entender las bases moleculares de sus
mecanismos cataliticos, investigaciones que impactan en el entendimiento del ciclo global del
nitrogeno, y por ende en la ecologia, sin contar el sin nimero de aplicaciones biotecnoldgicas que se
han derivado a partir de estos estudios. Este trabajo de tesis se desarroll6 a partir del estudio de ciertos
aspectos del mecanismo catalitico de la enzima nitrito reductasa, una proteina que interviene en el
proceso de desnitrificacion del ciclo del nitrogeno. A continuacion se presenta una breve descripcion

de las reacciones redox que conforman la desnitrificacion asi como también su importancia ecologica.

1.1.1- Reacciones y enzimas involucradas en la desnitrificacion

La desnitrificacion es un proceso mediante el cual se devuelve parte del nitrogeno fijado a la

atmosfera para su reutilizacion. Es un proceso metabdlico que ocurre bajo condiciones limitantes de



oxigeno y en el cual los microorganismos utilizan NOs", NO," y ciertos 6xidos de nitrogeno en lugar
de oxigeno como aceptores de electrones para producir ATP [7]. En la Figura 3 se presentan los
cuatro pasos enzimaticos secuenciales que forman parte de la desnitrificacion. La enzima nitrato
reductasa (Nar) utiliza Mo como cofactor e interviene en el primer paso de reduccion. La segunda
enzima es la nitrito reductasa (Nir) que puede contener Fe o Cu como cofactores y cataliza la
reduccion de NO;™ a 6xido nitrico (NO). En un tercer paso interviene el complejo enzimatico 6xido
nitrico reductasa (Nor) que contiene grupos hemos ¢, b y un cofactor de Fe no hémico. Finalmente, la
enzima 6xido nitroso reductasa (Nos) utiliza Cu como cofactor y es la responsable de generar el N; [7,

8].

2°NO
2H*2¢ H,0 2H'e H,0 o 2e H,O 2H'2e H,0

\ 2 .\ J N J N/

NO; ——> NO, ——> NO——>N,0————> N,
Nar Nir Nor Nos

Figura 3. Pasos enzimaticos secuenciales que conforman el proceso de desnitrificacion. Enzimas: Nar:
nitrato reductasa. Nir: nitrito reductasa. Nor: 6xido nitrico reductasa. Nos: 6xido nitroso reductasa. Figura
modificada de Merkle y col.[9].

Los compuestos nitrogenados involucrados en la desnitrificacion juegan un papel clave en el
equilibrio ecoldgico y consecuentemente en la salud humana. El uso excesivo de fertilizantes
nitrogenados sintéticos en la agricultura es una de las actividades humanas que provoca la
acumulacion de estos compuestos desencadenando el desequilibrio ecolégico [3, 10]. Los
biofertilizantes son formulaciones comerciales compuestas por microorganismos del orden
Rhizobiales (colectivamente denominadas como rizobios), y se presentan como una alternativa
sustentable a los fertilizantes sintéticos. Estos microorganismos son de gran interés econéomico dado
su rol clave para lograr la sustentabilidad de suelos pobres en nitrogeno e incrementar rendimientos en
cultivos [11, 12].

En el presente trabajo se estudid el mecanismo de reaccion de la enzima nitrito reductasa, la
cual cataliza la segunda reaccion redox del proceso de desnitrificacion. Las bacterias desnitrificantes
utilizan dos clases de Nir que difieren en su estructura y cofactor. Una clase de Nir contienen un
citocromo cd; (NirS) como cofactor mientras que la otra clase las componen las Nir que poseen cobre
(NirK) [7, 13]. Las Nir estudiadas en este trabajo corresponden a NirK obtenidas de dos rizobios que
forman parte de los biofertilizantes comercializados en nuestro pais. En este capitulo introductorio se
recopilan caracteristicas estructurales, espectroscopicas y cataliticas obtenidas de NirK de otros
microorganismos que seran esenciales para la comprension de los resultados y conclusiones de este

trabajo.



1.2- Nitrito reductasas de cobre

Las NirK son proteinas periplasmaticas codificadas en el genoma de bacterias como
Alcaligenes faecalis y Rhodobacter spharoides. Estas enzimas se clasifican en verdes o azules de
acuerdo a sus propiedades espectroscopicas. En su estructura contienen dos centros de cobre,
denominados T1Cu y T2Cu. Cada uno de los centros presenta caracteristicas espectroscopicas y
funciones cataliticas definidas. E1 T1Cu es el responsable del color de la NirK y actiia como centro de
transferencia electronica (TE). El T2Cu es el sitio activo de la enzima en donde ocurre la uniéon y
posterior reduccion del sustrato. Estas enzimas requieren de un dador electronico para llevar a cabo la
catalisis. Pequefias proteinas de cobre y citocromos ¢ han sido identificadas como dadores
electronicos fisioldgicos de las NirK [7]. Las caracteristicas de estas proteinas se recopilan en la
seccion 1.2.3. de este capitulo. Independientemente del dador electronico y del color de las NirK, es
aceptado que todas operan segun un mismo mecanismo catalitico. En la Figura 4 se muestra la
estructura del complejo obtenido al interaccionar la NirK aislada de Alcaligenes faecalis (AfNirK) con
su dador electronico fisiologico (4fPaz). En este caso el centro TE de AfPaz también es un T1Cu. En
la figura también se ilustra el mecanismo catalitico por el cual ocurre la reduccion del NO;. En este
mecanismo, la interaccion entre las dos proteinas promueve la TE interproteina (flecha roja) desde el
T1Cu de AfPaz al T1Cu de AfNirK. Este tltimo, asi reducido, es capaz de transferir el electron al sitio
activo T2Cu mediante un proceso de TE intraproteina T1Cu—T2Cu (flecha celeste) habilitando la
reduccion del sustrato unido a este sitio. Esta reaccion enzimatica es dependiente del pH del medio,

aspecto que sera tratado mas adelante en este capitulo.



Figura 4. Estructura del complejo AfNirK- 4fPaz (PDB 2P80). Los atomos de Cu que conforman los
sitios T1Cu y T2Cu se representan con esferas. Las estructuras como lineas permiten mostrar los procesos de TE
entre los sitios de Cu que tiene lugar en el mecanismo catalitico de la enzima. La estructura de AfPaz se presenta
como lineas de color rojo. Los tres mondmeros de AfNirK se presentan en colores diferentes y solo la estructura
de un monoémero es presentada como lineas.

1.2.1- Detalles estructurales relevantes

Las NirK presentan un elevado grado de homologia (entre 70 y 80 %) en sus estructuras
primarias. Se han reportado varias estructuras cristalograficas de las NirK de diferentes
microorganismos con resoluciones media y alta y en todas se reconocen caracteristicas estructurales
que son conservadas independientemente de su color. En la Tabla 1 se resumen las caracteristicas de
las NirK mas estudiadas con los respectivos cédigos PDB de sus estructuras. En su mayoria, las NirK
son proteinas homotriméricas con subunidades de masa molecular que promedian ~40 kDa y que
contienen 2 atomos de Cu/monoémero. En la estructura cuaternaria de AfNirK (Figura 4) los tres
monodmeros se disponen formando un canal central, conformaciéon que se repite en todas las NirK
caracterizadas. En cada uno de los mondmeros que conforman el trimero se distinguen dos dominios
(I y II) con estructuras B-barril. Ambos dominios se disponen uno sobre otro en una conformacion
similar a la encontrada en la familia de proteinas cupredoxinas [14]. El dominio I contiene al T1Cu
mientras que el T2Cu se encuentra conformado por residuos pertenecientes al dominio I de un
monomero y al dominio II del mondémero adyacente. De esta forma el sitio activo T2Cu se encuentra

en la interface de dos monomeros [15, 16].



Tabla 1. Caracteristicas de las NirK aisladas de diferentes microorganismos.

. . Alcallg'enes Alcallg'enes Pseudomonas Rhodobacter Achromobacter. Alcaligenes Sinorhizobium

microorganismo xylosoxidans xylosoxidans . ) Cycloclastes > o
GIFUI1051 NCIMB 11015 aureofaciens spharoides 2.4.3 TAMI013 faecalis S-6 meliloti 2011
NirK AxgNirK AxnNirK PaNirK RsNirK AcNirK ANIrK SmNirK
Color azul azul azul Verde-azul verde verde verde
Codigo de PDB INDT 2XWZ - 1ZV2 2NRD 2AFN -
Masa molecular de
subunidad (kDa); 36; trimero 36.5; trimero 40 ~46; trimero 36; trimero 37; trimero 42.5; trimero
conformacion molecular.
Numero de atomos de
Cu/trimero. ~6 6.3 ~6 ~6 ~6 ~6 ~6
ﬁgl_nvli)sde absorbancia en 470, 593, 785 460,593 y 770 474,595,780 39(;’0‘5 78’15089’ 288’ 460, 589, 460,590, 700 456, 586
£ (MM cm™) [Amax (nm)] 3.8 [593] 6.3 [593] 7 [595] 2.3 [589-457] 2.4 [460] 2.9 [460] 9.1 [456]
Parametros de EPR
g/; Ay (mT)
T1Cu: 2.22;6.9 2.29;6.4 2.21;6.36 2.19; 6.7 2.19;7.3 2.19; 6.6 2.190; 5.8
T2Cu: 2.32;12.8 2.41;12.5 Presente; 10 2.34;12.5 2.33; 13 2.304; 14
Potenciales de reduccion
E” vs NHE (mV), ~pH 7
T1Cu +280 +240 +247 +240 +260 +224
T2Cu +250 +230 <4200 +250 +108
pH de actividad méaxima 5.5 5.2 6 5.2 5.9 ~5
Dadores electronicos Cyt ss1 Axn Azl -11 PaAz AcPaz AfPaz SmPaz
fisiologicos
E” vs NHE (mV), ~pH 7 +241 +305 +319 +260 +270 +278
& (MM cm™) [Amax (nm)] 118 [418] 6.27 (Azl) - 5.73 5.71638] 3.7[593] 2.9 [593] 3.17[597]
(AzID) [620]

Referencias [15,17-20] [21-25] [26-28] [29, 30] [17,31,32] [33-36] [37, 38]




En la Figura 5 se representa el entorno de coordinacion de cada uno de los sitios de Cu
presente en las NirK. En el centro de transferencia T1Cu, el Cu esta coordinado a dos residuos de His,
una Met y una Cis. La coordinacion de estos residuos se produce mediante los atomos Nsi(His),
Ss(Met) y S,(Cis), respectivamente. El sitio presenta una geometria tetraédrica distorsionada tanto en
las NirK azules como verdes. Las dos His se coordinan con distancias Cu-N entre los 2.00 y 2.11 Ay
la Cis con distancias Cu-S en el rango 2.08-2.18A, mientras que las distancias Cu-S para Met estan
entre 2.62-2.64A. El T1Cu se encuentra inmerso en el interior de la estructura de la proteina, a unos 7
A por debajo de una pequefia cavidad de la superficie de la proteina. Esta cavidad ha sido propuesta
como el sitio de interaccion con el dador electronico fisiologico y de TE interproteina [16].

En el sitio activo T2Cu, el Cu esta coordinado a tres Ng(His), dos His pertenecen al dominio I
de un mondmero mientras que la tercer His pertenece al dominio II del mondémero adyacente (Figura
5, His300B). El cuarto ligando es una molécula de solvente (H-O u OH"). La enzima en su estado
oxidado (Cu™?) presenta un T2Cu con geometria tetraédrica distorsionada y distancias de 1.91 a 2.25
A para las uniones Cu-N y de 2.00- 2.25 A para las uniones Cu-O [15, 39]. El T2Cu se encuentra
posicionado a unos 12-13 A del exterior de la proteina y la puerta de acceso del sustrato al sitio

consiste en un canal constituido por aminoacidos predominantemente hidrofobicos [15].

His145

Figura 5. Estructura de los sitios T1Cu y T2Cu de las NirK (PDB 5F7B). La estructura corresponde a
la enzima con una molécula de H,O coordinada al T2Cu.



Los centros T1Cu y T2Cu en la estructura de la proteina estdn separados ~ 12 A y se
comunican mediante dos vias estructurales, las cuales son presentadas en la Figura 6. El puente
estructural Cis-His constituido por la Cis coordinante del T1Cu y una de las His coordinante del T2Cu
es una de las vias de comunicacion mas corta y por la que ocurre la TE intraproteina entre los dos
centros (Figura 4, flecha celeste). La segunda via denominada sensing loop esta constituida por seis
residuos y permitiria que el T1Cu detecte la union del sustrato en el T2Cu, permitiendo que se inicie
el proceso de TE T1Cu—T2Cu [15]. Evidentemente, un proceso de esta naturaleza implicaria un
cambio en la configuracion electronica del T1Cu pero hasta el momento no se ha demostrado ninguna
evidencia experimental sobre esta especulacion.

Ademas de los residuos que coordinan los atomos de Cu y los que forman el sensing loop,
hay otros aminoacidos conservados en la estructuras de las diferentes NirK a los que se les han
asignado roles cataliticos. Dos de estos residuos fueron incluidos en la Figura 6 dado su rol
fundamental en la catalisis se los denomina como Aspcar y Hiscat. Ambos residuos pertenecen a la
segunda esfera de coordinacion del T2Cu y son parte fundamental de la red de puentes de hidrogeno
en la que se encuentra sumergido el sitio activo. Notar que el Aspcar es un residuo central en la
funciéon propuesta para el sensing loop, ya que el proceso de TE se originaria a partir de distintas
conformaciones estructurales que puede adoptar este residuo [40]. En la Figura 6 se muestran algunas
de las interacciones en la que estan involucrados el Aspcar y la Hiscat y que son consideradas
importantes para su rol catalitico. Tal como se ve en la figura, la molécula de agua coordinada al
T2Cu se mantiene ligada mediante un puente de hidrogeno al Aspcar. A través de una molécula de
agua intermediaria, el Aspcar también se encuentra unido por puentes de hidrogeno a la Hiscar. Estas
interacciones se conservan aun cuando el sustrato se une al sitio reemplazando el H»O ligada al Cu, en
este caso el Aspcar se mantiene unido a uno de los O del nitrito coordinado. A su vez, estos residuos
se interconectan con moléculas de H,O que forman parte de una red de moléculas que se extienden
hasta el exterior de la estructura de la proteina [41]. Mas detalles de las funciones propuestas para
estos residuos seran discutidos en la seccidon 1.3.3 de este capitulo. Otro residuo relevante ubicado en
las cercanias del T2Cu es una Ile (Ilecar) la cual se ha demostrado que es indispensable, junto con el

Aspcar, para la union del sustrato al sitio activo en una conformacién favorable para la catalisis [42].



Figura 6. Estructura de los centros T1Cu y T2Cu de las NirK (PDB 5F7B) en donde se muestran las
dos vias de comunicacién entre los dos sitios de Cu. El puente Cis-His es la via por la que ocurre la TE
intraproteina. El sensing loop estd conformado por los aminoacidos ubicados entre la His 100 coordinante del
T2Cu y la His 95 coordinante del T1Cu. Se presentan el Aspcar y la Hiscat junto a sus interacciones relevantes
para la catalisis. Las esferas de color rojo representan las moléculas de H>O.

1.2.2- Espectroscopia de absorcion UV-vis y EPR

El T1Cu, centro de TE y responsable del color de las NirK, se puede clasificar en verde y azul
de acuerdo con sus propiedades UV-vis. Los T1Cu azules puros se encuentran en algunas proteinas
mononucleares de cobre, las mismas son proteinas azules y sus espectros UV-vis se caracterizan por
una banda de absorcion intensa a 600 nm (¢ = 3-6 mM™! cm™) [43, 44]. El sitio T2Cu, también
llamado cobre normal, presenta propiedades electronicas similares a las observadas en complejos de
Cu con ligandos pequefios. Los espectros de absorcion de estos complejos presentan absorciones
débiles que se originan a partir de transiciones entre orbitales d que derivan de transiciones prohibidas
en complejos de alta simetria [45]. Este hecho determina que el T2Cu no contribuye de manera
apreciable al espectro UV-vis de las NirK, lo cual se verifico experimentalmente al producir muestras
de NirK que solo contienen el T1Cu [31].

La Figura 7 muestra espectros UV-vis representativos de diferentes tipos de NirK y en la
Tabla 1 se detallan las longitudes de onda (1) de absorcion junto con los respectivos coeficientes de
absortividad molar (g) correspondiente a las longitudes de onda con maxima absorcion (Amax). Las
NirK azules (Figura 7, espectro de linea azul) presentan una banda de absorcion intensa a ~ 590 nm (g
= 6-7 mM'cm™) y otra banda de absorcion a ~ 460 nm con una intensidad aproximadamente cuatro
veces menor. Las NirK verdes presentan también maximos de absorcion a estas longitudes de onda,
pero con diferente relacion de intensidades; la banda a 460 nm (¢ = 2- 3 mM'cm!; Figura 7, espectro
de lineas de punto verde) presenta una intensidad ~1.5 veces mayor que la banda a 590 nm. Espectros
intermedios entre estos dos extremos son proporcionados por las NirK verdes-azules, una

clasificacion adicional que se empezd a utilizar recientemente (Figura 7, espectros de linea solida
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verde). Un ejemplo de este tipo de enzima es la RsNirK que presenta un espectro con las dos bandas

de igual intensidad (Tabla 1).

4 TC
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Figura 7. Espectros UV-vis de diferentes NirK. NirK azul: linea azul. NirK verde: linea de puntos
verde. NirK verde-azul: linea continua verde (corresponde a un caso intermedio entro los otros dos espectros).
Se indican las transiciones asignadas de cada banda de absorcion. Figura modificada de Moura I y col. [46].

Las transiciones electronicas que tienen lugar a 600 y 450 nm en los espectros de absorcion
debido a los T1Cu caracterizan los diferentes espectros de las NirK. Su origen, asi como el de las
otras bandas de absorcion que integran los espectros, ha sido ampliamente estudiado. Estas dos
bandas son atribuidas a las transiciones de transferencias de carga (TC) que se producen a nivel del
enlace S(Cis)-Cu. En la Figura 8 se muestra el origen de estas transiciones en los T1Cu azules y
verdes. En los espectros de absorcion UV-vis de los T1Cu azules la banda de absorcion a 600 nm se
atribuye a la transicion de TC ligando-metal del tipo (3pz)S(Cis)—(d«>y*)Cu®" (Figura 8, A). Esta
transicion ocurre debido a que la estructura geométrica del T1Cu azul permite que predomine el
solapamiento de los orbitales p, del S, de la Cis con el orbital 3dy>.,> del Cu. Por el contrario, en los
T1Cu verdes (Figura 8, B) se favorece la TC ligando-metal del tipo (3ps)S(Cis)—(dx*,?)Cu?®" debido a
un solapamiento mayor de los orbitales ps del S, de la Cis con el orbital 3d>,* del Cu. A esta
transicion se atribuye la banda de absorcion a 450 nm presente en los espectros de las NirK verdes.
Estas diferencias electronicas entre los dos sitios son debidas a que los T1Cu verdes presentan
distorsiones estructurales puntuales respecto al T1Cu azul puro, las mismas incluyen: 1) disminucién
en la distancia del enlace S(Met)-Cu, 2) incremento en la distancia del enlace S(Cis)-Cu y 3) rotacion
del plano S(Met)-Cu-S(Cis) relativo al plano N(His)-Cu-N(His) [43, 47, 48]. Las intensidades de las
dos bandas de absorcion en los espectros de las NirK son proporcionales a la extension del
solapamiento de los orbitales correspondientes. En las NirK azules se favorece una transicion de TC
de caracter @ resultando en un espectro con una banda de absorcion a 600 nm mas intensa, mientras

que en las NirK verdes se favorece una transicion de TC de caracter o resultando en un incremento de
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la intensidad de la banda de absorcion a 450 nm [43, 44]. En resumen, los distintos grados de
distorsion estructural en el sitio permiten diferentes extensiones en los solapamientos de los orbitales
y definen los espectros de absorcion UV-vis de las diferentes NirK [18, 47].

Ademés de las bandas de absorcion asignadas al enlace S(Cis)-Cu, el T1Cu presenta
generalmente bandas adicionales correspondientes a transiciones de TC asignadas a la union Cu-
S(Met) y bandas del tipo d-d. La banda correspondiente a la union S(Met)-Cu se visualiza a ~385 nm
y se atribuye al solapamiento significativo del orbital p del Ss-Met con el orbital dy>y*> 0 dyy del Cu.
Las transiciones d-d se encuentran cerca de los 700-800 nm y son transiciones que ocurren debido al

solapamiento de los orbitales d de la Cis o Met con el Cu [43, 44].

A Cu S B Cu S

%3 -

T1Cu azul T1Cu verde
d.xz—y2 dxz'y2
TCo TCo
TC 1 debil TC 1 intensa
intensa debil
P cis o cis
— G ——— 70

Figura 8. Representacion de las transiciones electronicas entre los orbitales pr 0 po del S,-Cis y 3dy>.,?
del Cu en los T1Cu azules y verdes. En los T1Cu azules el mayor solapamiento de los orbitales pr y 3di’.?
permite transiciones de TC (3pr)S(Cis)—(dx%y*)Cu*" que originan una banda de absorcion a 600 nm intensa y el
leve solapamiento ps-3dx*,? produce transicion de TC (3ps)S(Cis)—(dx%,?)Cu?" débiles (poco intensas) y bandas
de absorcién a 450 nm poco intensas. Para los T1Cu verdes el mayor solapamiento ps-3di>y*> produce
transiciones de TC (3ps)S(Cis)—(dx*.,?)Cu?" intensas y una banda de absorcién a 450 nm de mayor intensidad y
el menor solapamiento pr-3dy>.,> produce transiciones de TC (3px)(Cis)—(di>,*)Cu?" mas débiles y bandas a
600 nm menos intensas. Figura modificada de Ghosh y col. [49].

Al contrario de la espectroscopia de absorcion UV-vis, la espectroscopia de EPR permite
diferenciar los dos sitios de Cu de las NirK dado que ambos presentan sefiales con igual intensidad
caracterizadas por parametros diferentes. En el anexo II se describen los fundamentos de la
espectroscopia de EPR y en la Tabla 1 se resumen las caracteristicas espectroscopicas de las NirK que
seran analizadas durante el desarrollo de este trabajo. Como se observa en la Figura 9 los espectros
consisten en dos sefiales superpuestas las cuales estan asociadas a cada centro de Cu. El hecho que
2/>2,>2.0023 en ambas sefales indica que el estado fundamental (estado que contiene el electrén
desapareado) es el di>,? en ambos sitios de Cu [44]. Los T1Cu presentan valores inferiores en g,y Ay

en comparacion a los observados para los T2Cu. El menor valor de A/ se atribuye a la covalencia del
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enlace S(Cis)-Cu, lo que provoca que el electron desapareado esté fuertemente deslocalizado sobre el
ligando cisteina disminuyendo su interaccion con el spin nuclear del cobre [50]. En todas las NirK
caracterizadas las sefales de EPR del T2Cu corresponden a sefiales axiales, mientras que las sefiales
del T1Cu presentan distintos grados de rombicidad. Se ha postulado que los T1Cu azules y verdes
estan caracterizados por sefales de EPR axiales y rombicas respectivamente [46], aunque esta regla

no es general.

260 280 300 320 340 360
Campo magnético (mT)

Figura 9. Espectro representativo de EPR de las NirK donde se observan las sefiales superpuestas del
T1Cuy T2Cu.

1.2.3- Dadores electrénicos fisiolégicos

Segin el proceso catalitico descripto en la Figura 4, la interaccion de la NirK/dador
electronico permite la TE desde el centro redox del dador al T1Cu de las NirK, produciendo la
reduccion del centro y la posterior TE T1Cu—T2Cu. En condiciones fisioldgicas estos dadores
electronicos son pequefias proteinas de Cu como las azurinas (Az) y las pseudoazurinas (Paz) o
citocromos ¢ (Citc). Las Az y los Citc han sido identificados como los dadores electronicos
fisioldgicos de las NirK azules, mientras que las Paz como dadores de las NirK verdes [7].

Las Az y las Paz son pequefias proteinas (~14 kDa) mononucleares de Cu pertenecientes a la
familia de las cupredoxinas que contienen un T1Cu estructuralmente similar al de las NirK. Sus
espectros de absorcion estan conformados por las mismas bandas de absorcion que componen los
espectros de las NirK y su origen se debe a las transiciones de TC ya discutidas. En la Tabla 1 se
detallan los € para las Amax de los espectros UV-vis de estas proteinas. En ambos casos los picos de
maxima absorcion ocurren en el rango de 590 a 620 nm y se originan por las transiciones de TC
(3pr)S(Cis)—(dx*,*)Cu?". Los espectros de las Paz también presentan una banda a 450 menos intensa

debido a la transicion (3ps)S(Cis)—(dy%y*)Cu**. Como es de esperar, sus espectros de EPR presentan
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una Unica sefial con parametros similares a los encontrados para los T1Cu de las NirK, sin embargo, la
sefial presenta simetria rombica para las Paz y axial para las Az [16].

Los Citc reportados como dadores electronicos de las NirK presentan propiedades
espectroscopicas tipicas de los citocromos ya caracterizados [51]. Brevemente, los espectros de
absorcion de estas proteinas en su forma reducida (Fe*?) consisten en tres bandas de absorcion
denominas a, B y y que aparecen de mayores a menores longitudes de onda respectivamente. La banda
de absorcion mas intensa es la y, también denominada banda de Soret, con valores de € que rondan los
100 mMcm! y se observa a 417 nm. La bandas B aparecen a 520 nm y la a, para los Citc, aparecen a
550 nm. En el estado oxidado de la proteina (Fe™), la banda de Soret sufre un pequefio corrimiento

hacia el azul y las bandas a y 3 se fusionan en una banda ubicada a los ~ 530 nm.

1.3- Mecanismo catalitico de las NirK

El estudio del mecanismo catalitico de las NirK se puede dividir en tres procesos (Figura 4):
la reduccion del T1Cu como consecuencia de la TE interproteina a partir de la interaccion dador

electronico/NirK, la TE intraproteina T1Cu—T2Cu y la reduccion del nitrito en el T2Cu.

1.3.1- Interaccién enzima/dador electronico y transferencia electrénica interproteina

La reaccion de TE desde el dador electronico fisiologico al T1Cu de las NirK obedece a un
mecanismo de dos pasos: la interaccion de las proteinas para formar un complejo enzima/dador
electronico transitorio y la posterior TE interproteina. Las interacciones dador electronico/NirK son
dinamicas y de naturaleza transitoria, lo que le permite al dador repetir la entrega de electrones varias
veces logrando una bioenergética y metabolismo adaptativo efectivo de la célula viva [46]. Sin
embargo, se requiere de una determinada especificidad para asegurar la interaccion enzima/dador
electronico y el flujo direccional de electrones en este y en todos los sistemas bioldgicos. Como se
menciono antes, una cavidad superficial ubicada sobre el T1Cu de las NirK es el sitio por el cual se
produce la interaccion con el dador electronico y a través de la cual ocurre la TE interproteina. Esta
cavidad, asi como el area de contacto de la superficie del dador electronico, estda conformada
principalmente por residuos hidrofobicos. Sin embargo estas caracteristicas superficiales al parecer no
son requisitos Unicos para asegurar la especificidad de la interaccion. Residuos cargados ubicados en
las cercanias de estas aéreas hidrofobicas se han propuesto también como esenciales en la interaccion.
El patron de distribucion de tales residuos alrededor de la zona de TE también seria un factor clave en
las interacciones transitorias y en la especificidad requerida en las condiciones fisiologicas dentro de
la célula [28, 36, 52].

Otro aspecto relevante a considerar en este proceso de TE son los valores de los potenciales
de reduccion (E) de los centros redox involucrados en la TE interproteina. En la Tabla 1 se recopilan
los valores de potencial formal de reduccion (E”) medidos experimentalmente para las NirK y sus
respectivos dadores electronicos. En todos los casos se observa que el centro de TE del dador

electronico presenta E” mayores o cercanos al TICu de la NirK (E” qagor > E”11cunik). Esto implica
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que la TE interproteina es termodinamicamente desfavorable, afirmacion que contradice los ensayos
cinéticos que demuestran que la velocidad de TE desde el dador a la NirK ocurre a velocidades
elevadas [46]. Las posibles explicaciones para esta aparente contradiccion seran analizadas en el

transcurso de esta tesis.

1.3.2- Transferencia electrénica intraproteina

El puente estructural T1Cu-T2Cu conformado por los aminoacidos Cis-His (Figura 6), la via
estructural mas corta entre los dos sitios de Cu, ha sido propuesto como el camino quimico por donde
ocurre la TE T1Cu—T2Cu en las NirK. Mediante mutagénesis sitio dirigida se logré modificarlo,
obteniéndose en todos los casos variantes cataliticamente inactivas. En estos estudios la Cis fue
reemplazada por Ala en AxNirK y la His por Lis en ANirK y Val en AxNirK. El analisis
espectroscopico de estas proteinas revelan que la variante construida con Ala perdié el T1Cu y solo
contiene el T2Cu en su estructura [23], mientras que ambas variantes de His presentan los dos sitios.
En la estructura cristalografica de la variante construida con Val se observa un T2Cu coordinado a
solo dos His, esta interrupcion en la via de TE explicaria la falta de actividad catalitica [53]. Si bien
no existe estructura cristalografica disponible para la variante construida con Lis, su larga cadena
lateral y la carga positiva en el grupo &- amino a pH fisiologico impedirian que este residuo coordine
el Cu obteniendo un T2Cu similar al de la variante de Val [33]. Claramente, los aminoacidos
seleccionados para construir estas variantes no poseen capacidad de coordinar el Cu en condiciones
fisioldgicas, interrumpiéndose asi la conexion entre ambos centros por esta via estructural. Estos
resultados dan indicios de que el puente estructural es relevante para la TE entre ambos sitios, sin
embargo las variantes construidas no permiten tener los dos centros de Cu unidos por un puente. Este
aspecto sera analizado en este trabajo mediante la construccion de variantes que permitan no solo la
coordinacion de cada Cu sino también que ellos estén unidos por un puente estructural.

Similarmente a lo explicado para la TE interproteina, en las NirK el potencial de reduccion
del T1Cu es mayor o similar al potencial del T2Cu (E”ticy = E%12cy) (Tabla 1), estableciendo asi un
proceso de TE T1Cu—T2Cu también termodinamicamente desfavorable. El hecho que la reaccion
enzimatica ocurre independientemente de estos valores, llevo a pensar que la presencia de nitrito
modularia el potencial de reduccion del T2Cu favoreciendo la TE [46, 54, 55]; aunque no existen
evidencias experimentales concretas al respecto. Pinho y col. [54] realizaron un experimento en el
cual se monitoreo los estados de oxidacion de los centros de Cu de PcNirK en condiciones cataliticas
mediante EPR usando un dador de electrones no fisiologico. En este ensayo los espectros obtenidos
corresponden a un estado de punto final en el cual, luego de varios ciclos redox de la enzima, el dador
electronico fue oxidado debido al exceso de sustrato en el medio de reaccion. En estos espectros la
intensidad de la sefial de EPR del T1Cu oxidado (T1Cu.) resulté mayor que la intensidad del T2Cu
(T2Cu,x), contrario a lo esperado para la enzima as-purified en base a los E” de cada centro medidos

experimentalmente (T2Cuox > T1Cuex). Si bien este experimento corresponde a un estado de punto
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final, y no a un estado catalitico intermedio, da una posible explicacion sobre porqué la TE
T1Cu—T2Cu en presencia de sustrato se hace termodinamicamente favorable. En otras palabras, la
union del sustrato al sitio activo T2Cu incrementaria el E® 1o, invirtiendo asi los valores relativos de
E” de ambos centros (E® ticu< E”12cu). Estudios de mutagénesis realizados en 4xnNirK dan pruebas
adicionales que sustentan esta hipotesis. Al modificar un aminoacido perteneciente a la segunda esfera
de coordinacién del T1Cu se logré incrementar el potencial de reduccion del centro en ~ 60 mV; en
esta variante solo se observo la TE entre ambos sitios en presencia del sustrato [56]. El hecho que
estas evidencias indirectas de la modulacion del E®rac, debida a la union del sustrato no se verifican
en todas las NirK, podria sugerir que la TE sea un proceso complejo y que ademds podria involucrar
alteraciones estructurales producto de la interaccion enzima/dador [22] contribuyendo a la modulacion
de los E”de ambos centros.

Estudios computacionales recientes, han planteado la coexistencia de dos posibles vias de TE
en el puente Cis-His que pueden ser selectivamente activadas dependiendo de la estructura geométrica
y electronica del T1Cu [48]. Para las NirK azules se propone que la TE ocurre mediante la via
covalente Cis-His (Figura 10), mientras que para las NirK verdes la TE se produciria mediante una via
que involucra el puente de hidrogeno establecido entre el O del carbonilo de la Cis y el N del
imidazol de la His (de ahora en mas denominado NjH...O=C). Esta segunda via acortaria
parcialmente la via utilizada por las NirK azules. Hasta el momento no existen evidencias

experimentales que demuestren esta hipotesis.

Figura 10. Vias de TE propuestas por Hadt y col. [48]. La via marcada en azul se propone para las
NirK azules y la via verde para las NirK verdes. Estructura correspondiente a A/NirK (PDB 1SJM). El1 NO;™ se
presenta unido al T2Cu en coordinacion bidentada.

1.3.3- Reduccion del sustrato v dependencia de la actividad catalitica con el pH

El mecanismo por el cual las NirK llevan a cabo la reduccidén del nitrito se ha debatido
extensamente. Datos experimentales y resultados obtenidos a partir de resolucion de estructuras

cristalograficas han permitido formular diferentes mecanismos [9], uno de los cuales se muestra en la
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Figura 11. Este mecanismo se inicia a partir de la enzima con una molécula de HO u OH™ unida al
T2Cu (paso A, Figura 11). El nitrito se coordina de manera bidentada al Cu*? desplazando la molécula
de H>O (Figura 10 y 11, paso B). En esta conformacion del sustrato ambos enlaces son asimétricos,
siendo que el enlace Cu-O mas corto se ubica mas cercano al Aspcar. De esta forma, y como ya fue
mencionado en seccion 1.2.1, se establece un puente de hidrogeno entre este residuo y el oxigeno mas
cercano del nitrito formando el intermediario NOOH-Cu™. Esta interaccion es considerada relevante
para la unioén del sustrato en una conformacién favorable para la catalisis [57, 58]. La unién del
sustrato al sitio activo desencadena la TE T1Cu—T2Cu formando un intermediario NOOH-Cu* (paso
C). En esta instancia, la Hiscar facilita el segundo proton (paso D, Figura 11) promoviendo la ruptura
del enlace N-O liberando el producto NO y regenerando el sitio al estado inicial de la enzima (paso E,
Figura 11). Notar que en los diferentes mecanismos propuestos, el rol asignado al Aspcar y a la

Hiscar es transferir los protones requeridos para la reduccion del sustrato.
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Figura 11. Mecanismo catalitico propuesto para las NirK. Figura modificada de Merkle y col. [9].

Tal como fue mencionado anteriormente, la actividad catalitica de las NirK es dependiente del
pH, teniendo un maximo de actividad a pH 5 y 6 (Tabla 1) y actividad no detectable a pH mayores a
8. Esta dependencia se ha atribuido a modificaciones en los residuos Aspcar € Hiscat responsables de
la transferencia de protones necesarios para la reduccion. Esto se fundamenta en el pKa reportado para
el Aspcar en AxnNir de ~ 6.4 cuando el sustrato es coordinado al Cu [57] y un pKa estimado para la
Hiscar entre 7 y 8 [59], de esta forma a pH cercanos a 8 ambos residuos se encontrarian

desprotonados siendo incapaces de transferir protones al sustrato unido. Existen otros factores

17



adicionales que darian cierto soporte a esta hipdtesis. Uno de ellos es que la desprotonacion del
Aspcar desestabilizaria la red de puentes de hidrogeno en la que esta involucrado (Figura 6), lo que
implicaria que el sustrato se une al sitio activo en una conformacion poco favorable para la catalisis.
Otro factor es que la perturbacion de estas interacciones también podria modificar la conformacion de
ciertos residuos ubicados en las cercanias del T2Cu como la Hiscar, la cual se posiciona muy cercana
al atomo de Cu a elevados pH posiblemente dificultando la unidon del sustrato [60]. Las
modificaciones estructurales que ocurren en la cercanias del sitio activo a elevados pH también serian
las responsables de la disminucion del potencial de reduccion del centro activo haciendo atn mas
desfavorable la TE T1Cu—T2Cu [59].

La modulacion de los potenciales de reduccion de los centros de Cu en las NirK debido a la
interaccion proteina/dador en condiciones cataliticas asi como el rol del puente N5 H...O=C en el
proceso de TE intraproteina y en la dependencia con el pH del medio de reaccion, este tltimo hasta el

momento no tenido en cuenta en la bibliografia, son aspectos también analizados en esta tesis.
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II- Objetivos



II.1- Objetivo general

El objetivo general de esta tesis es contribuir al conocimiento del mecanismo catalitico de la

NirK, una enzima clave del proceso de desnitrificacion del ciclo del nitrogeno. Para lograr este

objetivo se trabajo con una NirK verde aislada de Sinorhizobium meliloti (Sm) y una azul aislada de

Bradyrhizobium japonicum (Bj) y sus respectivos dadores electronicos fisiologicos. La informacion

sobre estos sistemas fue obtenida por medio de técnicas de biologia molecular, estudios cinéticos,

espectroscopicos y electroquimicos.

II.1.1- Objetivos especificos

L.

IL

1L

IV.

Caracterizar a SmNirK y BjNirK y sus respectivos dadores electronicos fisiologicos,
SmPaz y BjCitcsso, desde una perspectiva:

a- Molecular, incluyendo la determinacion de la masa molecular del monémero,

la estructura cuaternaria y el contenido de metales/cofactores.

b- Espectroscopica, mediante UV-vis y EPR.

c- Electroquimica, mediante voltametria ciclica.
Caracterizar la cinética de reduccion del NO; llevada a cabo por SmNirK y BjNirK
frente a los respectivos dadores electronicos fisiologicos y dadores artificiales
mediante ensayos cinéticos de estado estacionario y técnicas electroquimicas.
Evaluar el efecto de la interaccion SmNirK/SmPaz sobre los potenciales de reduccion
de los sitios de Cu de SmNirK en condiciones cataliticas mediante espectroscopia de
EPR.
Estudiar la relevancia de las interacciones covalentes, no covalentes y coordinacion
con Cu presentes en el puente Cis- His en la TE intraproteina. Este objetivo incluye
la mutacion de la Cis y la His en SmNirK por residuos con potencial capacidad de
coordinar Cu manteniendo los centros conectados mediante un puente estructural, y la
caracterizacion de estas variantes mediante espectroscopias de absorcion UV-vis y
EPR y ensayos cinéticos y electroquimicos.
Evaluar el rol del puente Cis-His en la dependencia de la actividad catalitica con el
pH. Este objetivo incluye la realizacion de ensayos cinéticos a diferentes pH
monitoreados por espectroscopias de absorcion UV-vis y de EPR con el fin de

evaluar el rol de N5;H...O=C en la TE intraproteina de SmNirK y BjNirK.
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II1- Materiales y métodos



En este trabajo de tesis se implementaron técnicas nuevas y otras ya estandarizadas en el
laboratorio, algunas de las cuales requirieron ser adaptadas para lograr cumplir los objetivos
planteados.

Los resultados que forman parte de este trabajo fueron obtenidos a partir del estudio realizado
con las proteinas BjNirK, BjCitcsso, SmNirK y SmPaz y variantes obtenidas a partir de SmNirK. La
nomenclatura BjNirK y SmNirK seran utilizadas para las formas salvajes de estas proteinas (wild
type), mientras que para las variantes de SmNirK se utilizarda H171D y C172D. En la Tabla 2 se
detallan las notaciones utilizadas para los vectores de expresion construidos a partir del clonado de los
genes codificantes de las proteinas en el plasmido pET-22b(+) junto con el locus tag y tamaiio en
pares de bases de cada gen.

El trabajo que involucro la amplificacion del gen que codifica para cada proteina a partir del
ADN genémico y el clonado de genes en vectores de expresion fue realizado por otros integrantes del
grupo de investigacion (Dr. Ferroni y estudiantes de grado). Los resultados que forman parte de esta
tesis corresponden al trabajo iniciado a partir de la optimizacién de los protocolos de expresion y
purificacion de estas proteinas y de la obtencion de variantes de SmNirK mediante técnicas de
mutagénesis sitio dirigida. En el anexo I de este trabajo se detallan materiales utilizados y
metodologias de uso rutinario de un laboratorio de biologia molecular que fueron implementadas para

el desarrollo de los objetivos experimentales propuestos.

Tabla 2. Notacion de los vectores de expresion construidos para la produccion de proteinas solubles.

Vector de Proteina Tamaifio del
expresion codificante Locus tag Inserto (pb)
p22SK SmNirK SMa 1250 1131
p22SK-H171D H171D 1131
p22SK- C172D C172D 1131
p22SPaz SmPaz SMa 1243 444
p22BK BjNirK blr7089 1104
p22BC BjCitcsso blr7544 411

II1.1- Clonado molecular de BjNirK y BjCitcsso

La obtencion de ADN genomico a partir de células de Bradyrhizobium japonicum USDA110

fue realizado a partir de un cultivo saturado de Bradyrhizobium japonicum USDA110 como se

describe en Ferroni y col. [37].

Los genes blr7089 y blr7544 (http://genome.annotation.jp/rhizobase/Bradyrhizobium) que
codifican para BjNirK y BjCitcsso, respectivamente, fueron amplificados mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando ADN gendémico como molde. La PCR se realiz6 utilizando

un termociclador Boeco TC-PRO con un programa que consistido en 30 ciclos realizados seglin
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condiciones especificadas en la Tabla 3 para cada gen. Previo al primer ciclo se realizo un paso de
desnaturalizacion a 94 °C de 5 min y posterior al ultimo ciclo se incluy6 un paso de elongacion a 72
°C durante 10 min. Los oligonucledtidos se disefiaron estratégicamente de manera que se incorporen,
en los extremos 5’ y 3’ del gen, sitios de restriccion especificos que permitan el clonado en los

vectores de expresion elegidos (Tabla 3).

Tabla 3. Secuencia de oligonucleétidos, enzimas de restriccion, temperatura de hibridacion (Tm) y
programa de PCR utilizados para la amplificacion de los genes codificantes de BjNirK y BjCitcsso.

Enzimas Tm Programa
Secuencia (5’-3’) Orientacion

restriccion O de PCR
CATATGCTTCCGATGTTCACCCG Ndel 70 forward 94 °C- 1 min

BjNirK 61°C-30s

GAGCTCCTAGTTGGTGTTGGC Sacl 66 reverse 12962 5
CATATGACAAAACTGACTTTCGG Ndel 64 forward 94 °C- 1 min

BjCitcsso 59°C-30s
GGATCCTTACTGCTTGATCTTCC BamHI 68 reverse 72 °C-1 min

El volumen final de reaccion de cada amplificacion fue de 20 pL y la solucion mezcla
consistié en: tampon comercial 1X (PB-L), 0.05 U/uL de Pfu DNA polimerasa (PB-L), 1 ng de ADN
genomico, 4 uM de cada uno de los oligonucledtidos, 0.2 mM de dNTPs (desoxirribonucluétidos,
Genbiotech) y 5% de DMSO (dimetilsulfoxido).

Los fragmentos de ADN amplificados fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa (1% p/v) preparados en tampon TAE y visualizados mediante tincion con GelGreen
(BIOTIUM). Las bandas visualizadas de tamafio esperado se purificaron a partir del gel con un kit
comercial segin especificaciones del fabricante (Bionner) y se clonaron en el vector pJET 1.2 Blunt
utilizando el kit comercial CloneJET™ PCR cloning kit (Fermentas). Para esto ultimo, se prepar6 una
solucion conteniendo tampdn comercial 1X, 0.15 pmol de producto de PCR purificado, 0.05 pmol de
pJET1.2/blunt Cloning Vector, 0.25 U/uL de T4 DNA ligasa en agua libre de nucleasas. La reaccion
se llevo a cabo en un volumen final de 20 pL durante 30 min a 22 °C tal como lo especifica el
fabricante. La mezcla de ligacion se utilizé para transformar células competentes TOP 10 de E. coli
(anexo I) y la seleccion de clones positivos se realizdo en placas de LB-agar con ampicilina. Las
secuencias de los insertos clonados de las construcciones pJBK (contiene gen que codifica para
BjNirK) y pJBC (contiene gen que codifica para BjCitcsso) fueron confirmadas por secuenciacion.

Tanto pJBK como pJBC fueron digeridos con las enzimas de restriccion correspondientes
(Tabla 3), los insertos liberados fueron separados mediante electroforesis (anexo I) y purificados a
partir del gel de agarosa mediante kit comercial (Bionner). El inserto obtenido de cada digestion fue
ligado al vector pET-22b(+) (Novagen) previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion.

En este paso se obtuvieron las construcciones p22BK y p22BC (Tabla 2).
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II1.2- Mutagénesis sitio _dirigida para la obtencion de las

variantes de SmNirK

Los residuos C172 (coordinante de T1Cu) y HI71 (coordinante de T2Cu) fueron
reemplazados por acido aspartico (D) obteniendo las variantes C172D y H172D, respectivamente. Las
variantes fueron construidas a partir del plasmido p22SK que codifica para SmNirK [37]. La técnica
de mutagénesis sitio dirigida consiste en la amplificacion del vector de expresion utilizando
oligonucledtidos que contienen la mutacioén deseada, los cuales se hibridan a las cadenas simples del
vector y son elongados incorporando la mutacion deseada. Posteriormente se trata los producto de
reaccion con la enzima de restriccion Dpnl la cual reconoce y degrada el ADN doble cadena que
contiene bases marcadas con grupos metilos (ADN molde). De esta forma, se enriquece el producto
de la reaccion de amplificacion con el vector mutado.

La amplificacion del vector p22SK se realizé utilizando dos oligonucledtidos sintéticos
complementarios (sentido forward y reverse) que contienen la mutacién deseada (Tabla 4) en un
volumen de reaccion de 25 pL siguiendo el programa descripto en la Tabla 5. En cada reaccion se uso
1 uM de cada primer, 8§ ng de ADN molde, 0.05 U/uL de Long Enzyme Mix (ThermoScientific),
tampon comercial de reaccion de PCR 1 X suplementado con 15 mM de MgCl, (ThermoScientific) y
0.2 mM de dNTPs (Genbiotech). Los productos de PCR obtenidos se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) y luego se purificaron usando kit comercial (Bionner)
siguiendo indicaciones del fabricante. Los productos de la reaccion de amplificacion se trataron con
Dpnl (Promega) en un volumen final de 20 pL. de solucién mezcla conteniendo: 5 pL. del producto de
PCR purificado, tampon comercial 1X, 0.1 pg/ul de BSA acetilada y 0.25 U/uL de enzima Dpnl. La
solucion se incub6 1 h a 37 °C y posteriormente se inactivo la enzima a 65 °C durante 20 min. El
producto obtenido se utilizé para transformar células competentes TOP 10 de E. coli (anexo I). Un
total de cinco colonias aisladas fueron crecidas separadamente en medio LB liquido suplementado con
ampicilina para posterior extraccion de ADN plasmidico y secuenciacion para confirmar la mutacion.
A partir de este procedimiento se obtuvieron las construcciones que contienen las mutaciones, de

ahora en mas denominadas p22SK-H171D y p22SK-C172D (Tabla 2).
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Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados en la reaccion de mutagénesis sitio dirigida. Los nucleotidos que
codifican para el acido aspartico se encuentran subrayados.

Variante Secuencia (5’- 3°) Tm (°C) Orientacion

C172D GTCTACCACGACGCACCTC Forward

GAGGTGCGTCGTGGTAGAC o3 Reverse

H171D CTTCGTCTACGACTGCGCA Forward

TGCGCAGTCGTAGACGAAG 044 Reverse

Tabla 5. Programa de PCR para la mutagénesis sitio dirigida.
Etapa Nimero de Tiempo (5) Temperatura
ciclos °O)

Desnaturalizacion inicial 1 180 94
Desnaturalizacion 20 94
Hibridacion 10 30 57
Elongacion 420 68
Desnaturalizacion 20 94
Hibridacién 20 30 57
Elongacion 420 +2 s/ciclo 68
Elongacion final 1 600 68

I11.3- Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

II1.3.1- Crecimiento de células E. coli y expresion de proteinas

Diferentes condiciones de trabajo fueron evaluadas en pequefia escala (5 a 10 mL) para
optimizar los protocolos de cultivos de células de E. coli y expresion de proteinas. En estas pruebas
preliminares se evaluaron los medios de cultivos LB modificado y ZYM para el crecimiento de
células, distintas cepas de expresion de E. coli e inductores (IPTG y lactosa) asi como también la
temperatura de crecimiento e induccion. A continuacion se presentan los protocolos de crecimiento de
células de E. coli y de expresion que permitieron obtener las proteinas solubles y en mayor cantidad.

Para la expresion de las diferentes proteinas se transformaron bacterias BL21(DE3)
(anexo 1) con cada una de los vectores de expresion (Tabla 2). En el caso de la expresion de BjCitcsso,
el proceso de transformacion de células competentes se realizd6 en dos pasos. Primeramente se
transformaron las células BL21(DE3) con la construccion p22BC y luego se les incorporo el vector
helper pEC86 siguiendo el mismo protocolo de transformacion de células competentes.

Los crecimientos se realizaron siempre en condiciones aerobicas y todos los cultivos se
iniciaron a partir de un cultivo saturado de las células transformadas. Se utilizaron erlenmeyers de 2 L
y un agitador orbital con temperatura controlada. Todos los crecimientos se realizaron en presencia de
los correspondientes antibidticos y se monitored el crecimiento celular midiendo la DOggo (Densidad

optica medida a 600 nm)
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Las células BL21(DE3) transformadas con las construcciones p22SK, p22SK-H171D o
p22BK fueron crecidas en medio ZYM en induccién continua con lactosa durante 30 h a 200 rpm y
temperatura ambiente. El medio de cultivo fue suplementado con 100 ug/pL. de ampicilina y 0.6 mM
de CuSOQys, este ultimo fue adicionado durante las ultimas 4 h de cultivo.

Durante la expresion de BjCitcsso el crecimiento de las células BL21(DE3) transformadas con
la construccion p22BC se realizé en medio ZYM segln protocolo anteriormente descripto utilizando
100 pg/ulL de ampicilina y 34 pug/mL de cloranfenicol y suplementado el medio de cultivo con 0.05
mM de FeCl; durante todo el procedimiento.

El crecimiento de las células BL21(DE3) transformadas con p22SK-C172D se realizd en
medio LB a 37 °C hasta DOy de aproximadamente 0.6 unidades de absorbancia. A partir de ese
momento, se inicio la induccion de la expresion de la proteina con 0.2 mM de IPTG durante 3 h a
temperatura ambiente, asegurando asi la produccion de proteinas en su forma soluble. Este mismo
protocolo fue utilizado para la produccion de SmPaz a partir del cultivo de células BL21(DE3)
transformadas con p22SPaz.

Una vez finalizado el crecimiento, se procedié a la recoleccion de las células mediante
centrifugacion a 5000xg y 4 °C por 15 min utilizando una centrifuga Sorvall RC6+

(ThermusScientific). Las células obtenidas fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.

1I1.3.2- Obtencion del extracto soluble

Las cé¢lulas obtenidas durante los cultivos celulares se resuspendieron en tampon de baja
fuerza i6nica (5 mM de Tris-HCI a pH 7). A las células suspendidas que expresaban proteinas de
cobre se les adiciond CuSOs (1-10 mM), con el objetivo de inducir la formacién de los centros
metalicos de las enzimas. La disrupcion celular se realizé en bafio de hielo utilizando un sonicador
Vibra CellTM VC 750 realizando ciclos de 1.5 min a 50 % de amplitud, obteniéndose asi el extracto
bruto. Para la obtencion del extracto soluble, se procedio a la centrifugacion del extracto bruto durante
30 min a 10000xg y 4 °C, se descarto el pellet y la fraccion soluble se dializo por al menos 12 h contra

el tampodn utilizado en el paso posterior de purificacion.

II1.3.3- Purificacion de proteinas

La purificacion de las proteinas se realizdo mediante cromatografia liquida. El seguimiento de
las proteinas en las fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion y la evaluacion del grado
de pureza se llevaron a cabo mediante espectroscopia de absorcion UV-vis y en geles de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) de 12 o 15 % segln la masa molecular de la proteina
analizada. Dado que todos los protocolos consistieron en dos o mas pasos de purificacion fue
requerido luego de cada columna cromatografica un paso de dialisis durante aproximadamente 12 h

contra el tampon de equilibrado utilizado en el paso de purificacion posterior.
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II1.3.3.1- Purificacion de SmNirK v sus variantes

La purificacion de SmNirK se realizd segin protocolo previamente publicado [37]
incorporando algunas modificaciones. En todo el proceso se utilizé 10 mM de Tris-HCl a pH 7 como
tampon de equilibrado. El primer paso incluyd una columna empaquetada con resina de intercambio
anionico DE52 (Watman) en la cual se sembro el extracto soluble previamente dializado. Luego de la
siembra se realizaron lavados con dos volimenes de columna con el mismo tampén. La elucion de la
proteina se realizd aplicando gradiente salino lineal de NaCl (0- 600 mM) preparado en el tampon de
equilibrado. En un segundo paso cromatografico se utilizd una resina de intercambio iénico DEAE
Sepharosa Fast Flow (GE-Healthcare) en la que se sembr6 la fraccion que contenia la proteina de
interés proveniente del primer paso de purificacion. Luego del lavado con dos volimenes de columna
se procedié a la elusion de la proteina aplicando gradiente salino de NaCl (0-300 mM) en 20
voliimenes de columna.

La variante H171D se logré obtener con alto grado de pureza utilizando un protocolo de
purificacién similar al previamente descripto para SmNirK. El tampoén de trabajo en cada paso de
purificacion fue de 10 mM Tris-HCl a pH 8.

Para el caso de C172D el extracto soluble obtenido contenia una elevada carga lipidica que
dificult6 el proceso de purificacion. Para esta variante se incorpord un primer paso de purificacion
mediante precipitacion salina con sulfato de amonio el cual fue adicionado al extracto soluble a una
concentracion final de 20 % (p/v) en continua agitacién y posteriormente se incub6 por 30 min a 4 °C.
Luego de dializado contra tampon 10 mM Tris-HCI a pH 8, el cual también fue utilizado como
tampon de equilibrado en los sucesivos pasos de purificacion, se procedid a sembrar la muestra en
columna con resina DE52 primero y posteriormente en columna con resina iénica DEAE Sepharosa
Fast Flow, trabajando con el mismo procedimiento de SmNirK.

Durante todo el proceso de purificacion de H171D y C172D los pasos de dialisis se realizaron
contra solucion de CuSO4 a una concentracién molar diez veces inferior a la estimada de proteina.
Ambas variantes presentaron un comportamiento cromatografico similar al de SmNirK en las
condiciones de trabajo.

Tanto para SmNirK como para H171D cada paso cromatografico fue facilitado debido al
color verde y verde grisaceo de las proteinas, respectivamente. La variante C172D no era detectada
visualmente.

Las fracciones puras obtenidas de la ultima columna fueron agrupadas y dializadas contra
tampon 10 mM de Tris-HCl a pH 7, concentradas hasta ~18 mg/mL con un Amicon Ultra 30 K
NMWL, y almacenadas a -80 °C hasta su uso.

I11.3.3.2- Purificacion de SmPaz

Para esta proteina todos los pasos cromatograficos se realizaron con un tampon 5 mM de PBS

(tampon fosfato salino) a pH 6. El primer paso de purificacion se realizo con resina DES2 utilizando

27



un protocolo de purificacion similar al de SmNirK aunque no fue requerido gradiente salino para la
elucion de la proteina dado que SmPaz no interacciona con la resina en las condiciones de trabajo. Las
fracciones que contenian a SmPaz fueron sembradas en columna empaquetada con resina de
intercambio catiénico SP Sepharosa (GE-Healthcare) previamente equilibrada con 5 mM de PBS a pH
6. La elusion de la proteina se realizd mediante gradiente salino con NaCl (0-300 mM) preparado en
el mismo tampdén PBS en 15 volimenes de columna. La proteina purificada fue dializada contra el
mismo tampon, concentrada y almacenada a -80 °C.

II1.3.3.3- Purificacion de BjNirK

Primeramente se utilizd columna empaquetada con resina DEAE Sepharosa Fast Flow y se
trabajo con tampdn de equilibrado 10 mM de Tris-HCI a pH 8. Luego de la siembra del extracto
soluble, previamente dializado, se procedid al lavado con dos volimenes de columna del mismo
tampon. La elusion de la proteina se realizd con gradiente salino de NaCl (0-300 mM) en 10
voliimenes de columna. Las fracciones que contenian BjNirK se distinguian por su color azul y fueron
concentradas en Amicon® y sembradas en columna Superdex 200 equilibrada con un tampéon 150 mM
NaCl -50 mM PBS a pH 6. La elusion se realiz6 a un flujo de 0.5 mL/min. La enzima purificada se
dializ6 contra tampon 50 mM de Tris-HCl a pH 7.4, se concentré y almacend en freezer a -80 °C
hasta su uso.

111.3.3.4- Purificacion de BjCitcsso

Primeramente se utilizd columna empacada con resina SP Sepharosa Fast Fflow utilizando
como tampo6n de equilibrado 5 mM de PBS a pH 6. Dado que la proteina interacciona con muy baja
afinidad, la elusion de la misma se realizdo con 500 mM NaCl- 5 mM PBS a pH 6 en un volumen de
columna. Las fracciones que contenian BjCitcsso, que se distinguian por su color naranja, fueron
concentradas en Amicon® y posteriormente sembradas en una columna Superdex 200 equilibrada con
un tampdén 150 mM NaCl - 50 mM PBS a pH 6. La elusién en este paso cromatografico se realizo a
un flujo de 0.5 mL/min. La proteina purificada se dializé contra el mismo tampon, se concentrd y se

almaceno a -80 °C.

I11.4- Métodos espectroscopicos

I11.4.1- Espectroscopia de absorcion UV-vis

La espectroscopia de absorcion UV-vis fue utilizada como herramienta de rutina durante la
purificacion de proteinas, para el estudio de sus propiedades espectroscopicas, en ensayos cinéticos,
en la cuantificacion de proteinas y su contenido de cobre y para el seguimiento del crecimiento de
microorganismos midiendo la ODggo. Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente

con un espectrofotometro UV-1800 Shimadzu.

111.4.2- Espectroscopia de EPR

Las mediciones de EPR se realizaron en banda X en un espectrometro Bruker EMX Plus

equipado con una cavidad de alta sensibilidad (HSW10819 model) y un criostato de flujo continuo
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para nitrégeno. Todas las muestras fueron preparadas en una mezcla de tampones MES/CAPS/Tris-
HCI a pH requerido, cada uno a una concentracion de 150 mM, con una concentracion de proteinas de
~200 puM. Los espectros fueron adquiridos en condiciones no saturantes y con los siguientes
parametros experimentales: frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacion; 100 KHz,
amplitud de modulacion: 2 Gpp, potencia microonda: 2 mW y temperatura 120 K. Los fundamentos
de la técnica de EPR asi como detalles técnicos del equipo se pueden consultar en el Anexo II de esta
tesis.

I11.4.2.1- Simulacion de espectros de EPR

Las simulaciones de los espectros de EPR en las diferentes condiciones de trabajo se
realizaron utilizando el programa EasySpin del entorno Matlab® (https://www.easyspin.org/). Los
espectros fueron simulados asumiendo el Hamiltoniano de espin:

H=psB-gS+1-A-S

donde, el primer y segundo término corresponden a las interacciones Zeeman e hiperfina,
respectivamente, pgs es el magnetéon de Bohr, B es el campo magnético externo, S e I son los
operadores del espin electronico y nuclear, respectivamente, g y A son matrices de dimension 3x3. En
los casos donde los espectros consistieron de la superposicion de las sefiales de EPR de distintos
centros metalicos, cada componente espectral fue simulada individualmente y normalizada mediante
doble integracion, procedimiento que permitio calcular la proporcion de cada componente espectral en
el espectro resultante.

111.4.2.2- Ensayos de reduccion controlada v reaccion con sustrato monitoreadas por

EPR

La reduccion controlada y posterior reaccion con sustrato monitoreada por EPR se llevo a
cabo bajo atmoésfera de argon. Tanto las muestras de proteinas como las soluciones de reductores
(acido ascorbico y ditionito de sodio) y sustrato fueron preparadas en una solucion de mezcla de
tampones MES/CAPS/Tris-HCI cada uno a una concentracion de 150 mM y mantenidas bajo
atmosfera de argon hasta su uso. El rango de concentraciones de las soluciones de acido ascorbico,
ditionito de sodio y nitrito de sodio fue de 50 a 100 mM segin requerimiento. La adicion de
reductores y sustrato en las soluciones de proteinas (~200 uM) fue realizada utilizando jeringas gas-
tight Hamilton asegurando las condiciones anaerdbicas. Luego de cada agregado la mezcla de
reaccion fue homogenizada, congelada en nitrogeno liquido y almacenada en esas condiciones hasta

su medicion.

I11.5- Métodos electroquimicos

Los ensayos electroquimicos (voltametria ciclica y cronoamperometria) se realizaron
utilizando un sistema convencional de tres electrodos en una celda de vidrio. El sistema de deteccion
consistio en un electrodo de platino que fue empleado como contra electrodo y un electrodo de

referencia de Ag/CIAg saturado (197 mV vs. SHE a temperatura ambiente). Un electrodo de disco de
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oro se utilizé como electrodo de trabajo con un radio nominal de 0.8 mm y una superficie efectiva de
0.0195 cm?. El mismo fue pulido con suspension de alamina de diferentes tamafios de particula (1, 0.3
y 0.05 pm), y luego sonicado en agua milliQ. El electrodo pulido fue inmerso en una solucion 1 mM
de 4,4’-ditiopiridina por unos pocos minutos. Este compuesto actiia como promotor en la interaccion
proteina- electrodo. Luego 2 pL de una solucion de SmPaz o BjCitcsso de aproximadamente 0.7 mM
fue depositada en el extremo del electrodo pulido aplicando posteriormente una pieza de membrana de
dialisis (cut off de 3.5 kDa). La membrana fue sostenida con un anillo de goma (O-ring) colocado
alrededor del cuerpo del electrodo, de esta forma se logrd obtener una capa delgada y uniforme de
proteina atrapada en la superficie del mismo. Esta construccion permite que pequefios iones difundan
a través de la membrana manteniendo la enzima préxima a la superficie del electrodo impidiendo su
difusion al seno de la solucion electrolitica [61]. Todos los ensayos se realizaron en una solucion
electrolitica que consistia en una mezcla de tampones MES/CAPS/Tris-HCI a pH 6 cada uno a una
concentracion de 30 mM con 0.1 M de NaCl como electrolito soporte. Para los ensayos realizados con
BjCitcsso a la solucion electrolitica se adiciond 500 mM de glicina para incrementar la afinidad de la
proteina hacia la superficie del electrodo. Se trabajo siempre manteniendo baja la concentracion de
oxigeno disuelto mediante burbujeo con argdén en todas las soluciones utilizadas, en agitacion
constante y a temperatura ambiente. Todos los reactivos y tampones utilizados fueron de grado
analitico (Sigma) y se prepararon utilizando agua milliQ con una resistividad de 18 MQ cm. Todos los
potenciales son referidos al electrodo estdndar de hidrogeno (SHE).

Mediante voltametria ciclica se realizo la caracterizacion electroquimica de SmPaz y BjCitcsso
variando el potencial a diferentes velocidades de barrido (5 mV/s < v <100 mV/s). Los
voltamogramas obtenidos de cada dador electrénico y del ensayo cinético SmPaz-SmNirK se
realizaron a una v de 10 mV/s. En los ensayos cinéticos realizados mediante cronoamperometria se
trabajo a potencial constante (100 mV) adicionando de manera secuencial cantidades iguales de
solucion de sustrato y registrando la corriente faradaica proporcionada por el par dador electronico-
NirK.

En el anexo III se detallan los conceptos fundamentales de electroquimica y de las técnicas

utilizadas en este trabajo requeridos para la interpretacion de los resultados.

I11.6- Métodos cinéticos. Ensayos de actividad enzimatica

II1.6.1- Modelo linealizado de Michaelis-Menten: graficos de Hanes-Woolf
El grafico [S]/v vs [S] (Figura 12), también denominado grafico de Hanes-Woolf [62],

permite el calculo de parametros cinéticos mediante la linealizacion de la ecuacion de Michaelis
Menten (Ecuacion 1). En esta ecuacion [S] es la concentracion de sustrato, v es la velocidad inicial de
consumo de sustrato, Vi es la velocidad maxima y Kwm es la constante de Michaelis-Menten. Tal y
como se observa en la grafica y a partir de la ecuacion se define a la ordenada al origen como Km/Vum

y la pendiente como la inversa de V. La interseccion de la recta con el eje x corresponde a —Ku.
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u = u + 2 (Ecuacion 1)
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ordenada al origen =K /V,

Figura 12. Grafico de Hanes obtenido a partir de la linealizacion de la ecuacion de Michaelis- Menten
(Ecuacion 1).

II1.6.2- Método continuo

La actividad enzimatica de tanto SmNirK como de BjNirK frente a sus respectivos dadores
electronicos se evaludé mediante un ensayo cinético continuo de estado estacionario.

Para el estudio de SmNirK, el ensayo consistiéo en monitorear espectrofotométricamente a 597
nm la oxidaciéon de SmPaz en presencia de SmNirK y nitrito. Brevemente, una solucion que contiene
una mezcla de SmNirK y SmPaz preparada en una mezcla de tampones MES/CAPS/Tris-HCl a pH 6
cada uno a una concentracion de 30 mM fue reaccionada con una solucion 50 mM de ditionito de
sodio hasta la reduccién completa (Absorbancia 597 nm ~ 0). La reaccidon cinética fue iniciada
mediante la adicion de 20 pL de solucion de nitrito con jeringa Hamilton gas-tight. La concentracion
final fue de 25 nM para SmNirK, 20 uM para SmPaz y NaNO; (0-0.5 mM), en un volumen final de
1050 pL. El ensayo se realizd a temperatura ambiente, con agitacion constante y bajo atmosfera de
argon. Todas las soluciones de reactivos fueron preparadas en la misma mezcla tampon y burbujeadas
con argoén antes de su uso para minimizar la concentracion de oxigeno disuelto en el medio de
reaccion. Los parametros cinéticos de este ensayo fueron obtenidos a partir de una curva realizada a
partir de 5 repeticiones para cada uno de las concentraciones de sustrato.

Para verificar si la presencia del reductor en el medio de reaccion interferia en la reaccion
cinética se logré obtener una solucion de SmPaz reducida sin la presencia del reductor. Para ello, una
solucion de SmPaz concentrada fue reducida con cantidades minimas de solucion 50 mM de ditionito
de sodio hasta obtener solucion incolora. El reductor se separ6 de la proteina utilizando una columna

PD-10 desalting (GE-Healthcare). Todas las soluciones fueron preparadas en una mezcla de tampones
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MES/CAPS/Tris-HCl a pH 6 cada uno a una concentracion de 30 mM y mantenidas bajo atmoésfera de
argon hasta su uso. Durante la reduccion de SmPaz y el uso de la columna PD-10 se trabajo bajo
atmosfera de argdn para minimizar la presencia de oxigeno. La solucion de SmPaz fue cuantificada
por espectroscopia de absorcion UV-vis previa oxidacion con solucion concentrada de K4Fe(CN)s y
almacenada a -20 °C hasta su uso. El ensayo cinético con SmPaz reducida se realizé siguiendo el
mismo protocolo anteriormente descripto pero sin el agregado de reductor.

El ensayo para BjNirK se realizd de un modo similar al descripto para SmNirK. En este
ensayo se monitoreé la oxidacion de BjCitcsso siguiendo el decaimiento de la absorbancia a 550 nm
(&s50nm = 15.3 mM™! ecm™). La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 920 uL, a temperatura
ambiente y con agitacion continua. La mezcla de reaccion consistio de 3 uM de BjCitcsso, 30 nM de
BjNirK y NaNO; (0-1 mM). La reaccion se inicid con el agregado de 20 pL de solucion de NaNO; y
se utilizé la misma mezcla de tampones usada en el ensayo de SmNirK. Dado que el elevado costo de
produccion y el bajo rendimiento en la obtencion de BjCitcsso, los parametros cinéticos de este ensayo
se obtuvieron a partir de una tnica curva, es decir no fue posible realizar repeticiones en la reaccion

para cada una de las concentraciones de sustrato.

111.6.3- Método discontinuo

La actividad enzimatica de ambas NirK también se ensayé mediante un método cinético
discontinuo utilizando metil viologeno (MV) como dador electronico artificial. Para este ensayo se
procedid seguin el protocolo previamente descripto [37, 63] pero con algunas modificaciones. El
ensayo se inicié con el agregado de 50 puL de dilucion de enzima a una solucion de MV (1.4 mM),
ditionito de sodio (100 mM) y una concentracion variable de NaNO, (0 — 4000 uM), en un volumen
final de 250 uL. Todas las soluciones de cada uno de los componentes fueron preparadas en la mezcla
tampon MES/CAPS/Tris-HC1 30 mM a pH 6. La reaccion cinética en cada ensayo se llevo a cabo con
50 nM de SmNirK y 500 nM de BjNirK. Luego de 2.5 min de reaccion, 25 uL de la soluciéon fueron
diluidos en la solucion mezcla de tampones en un volumen final de 250 pL. La solucién resultante fue
agitada con vortex para oxidar el MV reducido y detener reaccion. Posteriormente se procedio a
cuantificar la concentracion de sustrato remanente por el método colorimétrico midiendo la
absorbancia a 540 nm. Para la reaccion de color la solucion fue reaccionada con 250 pL de una
solucion sulfanilamida al 1% (p/v) preparada en 3M de HCl y 250 pL de N-naftiletilendiamina al 10%
(p/v). Al cabo de 10 min de reaccion, se obtuvo una solucion de color rosado estable y apto para la
medicion espectrofotométrica. El nitrito consumido fue determinado a partir de la concentracion
inicial en la solucion de reaccion usando una curva de calibrado que relaciona concentracion de nitrito
con absorbancia a 540 nm, la cual fue realizada bajo las mismas condiciones de reaccion pero en

ausencia de enzima.
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IV- Resultados y discusion



IV.1- Caracterizacion de SmNirK v BjNirK

IV.1.1- Caracteristicas moleculares

Tanto SmNirK como BjNirK en sus formas as-purified concentradas presentan un color verde
y azul intenso, respectivamente (Figura 13). Ambas enzimas tienen una conformaciéon estructural
homotrimérica con subunidades de 42.5 kDa para SmNirK y de 40 kDa para BjNirK (Tabla 6, Figura
13). La relacion cobre/proteina fue de 2 atomos de cobre por mondmero para ambas enzimas (Tabla
6). Estos resultados estan en linea con los obtenidos para las NirK aisladas de diferentes
microorganismos (Tabla 1).

Tabla 6. Caracteristicas estructurales y espectroscopicas (UV-vis y EPR) de SmNirK y ByNirK.

Nitrito reductasas (NirK) SmNirK BjNirK
Microorganismo Sinorhizobium meliloti 2011 Bradyrhizobium japonicum USDA 110
Color verde azul
Masa molecular de la subunidad
(kDa) 42.5 40
Conformacion estructural trimero
Atomos de Cu /mondmero 2
A(nm) [e; mM! cm™]

Espectro UV-vis . : . i

400; 456 [3’25]8’05086 [2,931;700- | 458 12.58]: 592 [4.41]: 700-800
Espectro de EPR g123; Ay (mT)
T1Cu 2.190, 2.052,2.023 (g2~ g3); 7.1 2.192,2.052,2.021(g2= g3); 7.1
T2Cu 2.315,2.070,2.065 (g2~ g3); 15 2.315,2.074,2.064 (g~ g3); 14.5
Reaccion con NO»
T2Cu 2.307,2.075,2.035; 13.5 2.307,2.085,2.045; 13.3

IV.1.2- Caracterizacion espectroscopica

IV.1.2.1- Espectroscopia de absorcion UV-vis

Como se puede observar en la Figura 13, los espectros de absorcion UV-vis de SmNirK y
BjNirK (espectros verde y azul respectivamente) a pH 6 se componen principalmente de las bandas de
absorcion ubicadas a ~ 600 y ~ 450 nm que caracterizan los espectros de las NirK (Figura 7). La
primera se atribuye a la transicion de TC (3px)S(Cis)—(dy*y*)Cu*" mientras que la banda a 450 nm se
atribuye a (3ps)S(Cis)—(dx*y?)Cu?". En la Tabla 6 se detallan las A de absorcion y los € para las Amax
de las dos NirK. En el espectro de SmNirK las dos bandas se ubican a los 586 nm y 456 nm, mientras
que para BjNirK se observan a los 592 nm y 458 nm. Para SmNirK ambas bandas poseen intensidades
similares, caracteristico de las NirK verdes; mientras que para BjNirK la banda a 592 nm presenta una
mayor intensidad respecto de la banda a 458 nm, caracteristico de las NirK azules. Los espectros

presentan otra banda de absorcion mas ancha centrada a los 700-800 nm correspondiente a las
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transiciones d-d y el espectro de SmNirK presenta ademas una banda de absorcion ubicada a los 400

nm atribuida a la transicion de TC que ocurre debido al enlace S(Met)-Cu.

6

TC

0-

0 S0 60 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 13. Espectros de absorcion UV-vis de SmNirK (verde) y BjNirK (azul) a pH 6 en los que se
encuentran indicadas las transiciones asignadas a cada banda de absorcion (TC: transferencia de carga). Extremo
superior derecho: SmNirK (verde) y BjNirK (azul) en la forma as-purified (~ 1mM). SDS-PAGE de ambas
enzimas con marcadores de masa molecular comercial (Productos Biologicos- ww.pb-l.com.ar) y sus respectivas
masas moleculares en kDa.

1
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IV.1.2.2- Espectroscopia de EPR

En la Figura 14 se presentan los espectros de EPR de ambas NirK a pH 6 junto con los
espectros obtenidos a partir de las simulaciones. Los espectros de las dos proteinas estan constituidos
por dos sefales superpuestas con simetria aproximadamente axial correspondientes a los centros
T1Cu y T2Cu (espectro negro). Ambas sefales presentan estructura hiperfina resuelta en la region del
g debido al nucleo de Cu (I= 3/2). En la figura se presentan los espectros en colores obtenidos a partir
de las simulaciones de los espectros experimentales y en la Tabla 6 se resumen los parametros
relevantes de las simulaciones. Para las dos NirK las sefiales de los dos sitios se presentan con
intensidades en una relacion 1:1 y son consistentes con el estado fundamental di’.,> dado que se
cumple g//>g,>2.0023. Estas caracteristicas espectrales son similares a las obtenidas en NirK aisladas

de diferentes microorganismos (seccion 1.2.2).
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Figura 14. Espectros de EPR de SmNirK (izquierda) y BjNirK (derecha) con sus respectivas
simulaciones. Negro: espectros experimentales, naranja: simulacion T1Cu+T2Cu, verde: T1Cu de SmNirK,
azul: T1Cu de BjNirK y rojo: T2Cu. Condiciones experimentales: pH 6, frecuencia de microonda: 9.45 GHz,
campo de modulacion: 100 KHz, amplitud de modulacion: 2 Gpp, potencia de microonda: 2 mW y temperatura
120 K.

IV.1.2.3- Influencia del pH en los espectros de absorcion UV-vis v de EPR

Para las dos NirK se observa que los espectros de absorcion UV-vis y las sefales de EPR
correspondientes al T1Cu no cambian notablemente con el pH del medio en el rango de 6 a 10. Estos
resultados evidenciarian que en las cercanias de este sitio no ocurririan equilibrios acido-base que
alteren la estructura electronica de los sitios al modificar el pH. No obstante, la sefial correspondiente
al T2Cu en los espectros de EPR si presentan modificaciones a pH mayores a 8. Esto implico que para
obtener una buena simulacidon de los espectros a pH 10 (seccidon 1V.6.2) fue necesario incluir dos
componentes espectrales en la sefial del T2Cu, situacion diferente a las simulaciones de los espectros
a pH 6 que solo contienen una unica componente.

IV.1.2.4- Caracterizacion redox de los cofactores

Las propiedades redox de los cofactores de ambas NirK se estudio reaccionando las enzimas
con agentes reductores como 4acido ascorbico (E°~ 0 mV) y ditionito de sodio (E”~ -400 mV), y
oxidantes como ferricianuro de potasio (E”~ +360 mV). Estas reacciones fueron monitoreadas

mediante espectroscopias de EPR (Figura 15, panel superior) y de absorcion UV-vis (Figura 15, panel
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inferior) a pH 6. Los espectros a de la figura corresponden a los espectros obtenidos a partir de las
enzimas en su forma as-purified, tal como se presentan en la Figura 13 y 14. Al reaccionar ambas
enzimas con ferricianuro de potasio no se observaron cambios en la intensidad de ninguno de los
espectros, lo que indica que ambas proteinas en su forma as- purified contienen todos los atomos de
cobre en la forma oxidada (Cu®"). En la reaccion con agentes reductores, ambas NirK presentan el
mismo comportamiento. El espectro obtenido al reaccionar las enzimas con acido ascorbico (espectros
b) no presenta ninguna caracteristica correspondiente al T1Cu, lo que implica que el cobre de este
centro estd presente en su estado de oxidacion diamagnético Cu*. En estos espectros pueden
observarse que una pequefia fraccion de la sefial del T2Cu es atn detectable, indicando que este centro
no fue reducido por completo. Estos resultados indican que los T1Cu de estas enzimas presentan
Er1cu mayor que los E”racy, en linea con los valores de E” de SmNirK (E%tico= 224 mV y E¥1acy =
108 mV, ambos vs. SHE) determinados mediante titulaciones espectro-potenciométricas [38]. La
reduccion completa de ambos centros de Cu en las dos proteinas se logro mediante el agregado de
ditionito de sodio (espectros ¢). El comportamiento descripto frente a estos agentes reductores es
similar al caracterizado para otras NirK bajo las mismas condiciones de reaccion [29, 54, 59]. Dado
que BjNirK presenta un comportamiento comparable al obtenido en otras NirK, los E® de sus centros

de cobre estan en el orden de los calculados para SmNirK y otras NirK (Tabla 1).
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Figura 15. Panel superior: espectros de EPR de SmNirK (izquierda) y BjNirK (derecha). a- NirK as-
purified, b- NirK + acido ascérbico y c- NirK + ditionito de sodio. Condiciones experimentales: pH 6,
frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacion: 100 KHz, amplitud de modulacién: 2 Gpp, potencia
microonda: 2 mW y temperatura 120 K. Panel inferior: espectros de absorcion UV-vis de SmNirK (izquierda) y
BjNirK (derecha). a- NirK as-purified y b- NirK + acido ascorbico.

IV.1.2.5- Reaccion con sustrato monitoreada por EPR

La Figura 16 muestra los espectros de EPR (panel superior) y de absorcion UV-vis (panel
inferior) a pH 6 al reaccionar SmNirK y BjNirK con nitrito. En el panel superior de la figura, los
espectros a corresponden a los espectros de las enzimas en su forma as-purified y los espectros b se
obtienen luego de reaccionar las enzimas con nitrito. Estos espectros son presentados con las
respectivas simulaciones en diferentes colores y cuyos parametros relevantes se presentan en la Tabla
6. Ambas enzimas presentan una disminucion del gy y Ay en la sefial T2Cu, estas modificaciones se
atribuyen a la interaccion T2Cu-NO,. Cambios similares han sido reportadas en la reaccion con
sustrato de otras NirK [29, 54]. En los espectros b de EPR no se observan modificaciones en las
sefales del T1Cu, sus parametros de simulacion son similares al T1Cu de la enzima as-purified. Los
espectros d se obtienen a partir de la oxidacion de las enzimas, previamente reducidas con ditionito de
sodio (espectro ¢), al reaccionarlas con nitrito. Estos espectros se recuperan con modificaciones en la

sefial T2Cu debido al exceso de sustrato en el medio de reaccion. Es importante notar que en este



ultimo espectro se recupera la sefial correspondiente a los dos sitios, dado que el T2Cu es oxidado
debido a la reduccion del sustrato y el T1Cu debido a la TE que ocurre entre los dos sitios.

Los espectros de absorcion UV-vis presentados en el panel inferior de la Figura 16
corresponden a la misma secuencia de reacciones presentada en el panel superior. En este caso el
espectro recuperado luego de reaccionar con nitrito (espectro ¢) la enzima previamente reducida
(espectro b), no presenta modificaciones respecto al espectro de la enzima as-purified (espectro a).
Esto sugiere que el sustrato no interacciona con el sitio T1Cu, en linea con los resultados obtenidos en

el panel superior de la figura.
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Figura 16. Reaccion con sustrato monitoreada por espectrocopia de EPR (panel superior) y de
absorcion UV-vis (panel inferior) de SmNirK (izquierda) y BjNirK (derecha). Panel superior: a- NirK as-
purified, b- NirK + nitrito de sodio, c- NirK + ditionito de sodio y d- idem ¢ + nitrito de sodio. En colores se
presentan simulaciones obtenidas de los espectros b. Naranja: simulacion T1Cu + T2Cu, verde: T1Cu de
SmNirK, azul: T1Cu de BjNirK y rojo: T2Cu. Condiciones experimentales: pH 6, frecuencia microonda: 9.45
GHz, campo de modulacién: 100 KHz, amplitud de modulacion: 2 Gpp, potencia microonda: 2 mW y
temperatura 120 K. Panel inferior: a- NirK as-purified, b- NirK + ditionito de sodio y c- idem b + nitrito de
sodio.
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IV.2- Caracterizacion de los dadores electronicos

fisiologicos de SmNirK v BjNirK

IV.2.1- Caracterizacion molecular de SmPaz

SmPaz en su forma as-purified concentrada presenta un color azul intenso (Figura 17).
Mediante cromatografia de exclusion molecular se determiné una masa molecular de ~16 kDa,
mientras que por SDS-PAGE se observa una masa molecular cercana a los 13 kDa (Figura 17). Estos
resultados indican que SmPaz presenta una conformacion molecular monomérica (Tabla 7) en las
condiciones de trabajo. La relacion cobre/proteina determinada fue de 1 &tomo de cobre por proteina.
Estos resultados estan en linea con los obtenidos para Paz extraidas de otros microorganismos [64 -
67].

Tabla 7. Caracteristicas moleculares, espectroscopicas (UV-vis y EPR) y electroquimicas de SmPaz y
BjCitcsso.

Dadores electronicos fisiologicos SmPaz BjCitcsso
Masa molecular (kDa) de

subunidad; conformacion 16; mondémero 14; dimero
molecular

A de absorbancia (nm) [g; mM' cm']

Espectro UV-vis Proteina oxidada: 410, 525[15]
460 [2,25]; 597 [5,12]; 700-800 Proteina reducida: 413,520 y
550 [15.3]

81235 A1, Az, As (mT)

Espectro de EPR
2.221,2.060,2.019; 3.5,0.9,6.9 --

E®(mV) vs SHE 278 ~270

I1V.2.2- Espectroscopia de absorcion UV-vis vy EPR de SmPaz

Al igual que los espectros anteriormente descriptos para las NirK, el espectro de absorcion
UV-vis de SmPaz a pH 6 también presenta las dos bandas de absorcion caracteristicas de los centros
TICu correspondiente a las transiciones de TC (3px)S(Cis)—(dx*,?)Cu?" y (3ps)S(Cis)—(diy*)Cu*".
En el espectro mostrado en la Figura 17, estas bandas se posicionan a los 597 y 460 nm,
respectivamente. La primer banda presenta una intensidad mayor que la segunda, siendo la relacion
de intensidad de ~2 (Tabla 7). En estos espectros la relacion de intensidades entre la banda de
absorcion a 280 y 597 nm fue siempre ~1, este parametro se utilizd en las sucesivas purificaciones
para corroborar el contenido de Cu en la proteina. En el espectro también se observa una banda de
absorcion a ~750 nm correspondiente a la superposicion de las bandas de absorcion de las transiciones

d—d. Espectros similares fueron observados para Paz extraidas de otros microorganismos [67].
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Figura 17. Espectro de absorcion UV-Vis de SmPaz a pH 6. Negro: enzima as-purified, rojo: SmPaz +
ditionito de sodio. En el espectro de la proteina as-purified se indican las transiciones asignadas a cada banda de
absorcion. Extremo superior derecho: SmPaz en su forma as-purified (~ ImM). SDS-PAGE con marcadores de
masa molecular comercial (Productos Bioldgicos- ww.pb-l.com.ar) y sus respectivas masas moleculares en kDa.

En la Figura 18 se muestra el espectro de EPR de SmPaz a pH 6, ¢l cual presenta simetria
rombica con estructura hiperfina resuelta en g; y gs. Los parametros relevantes obtenidos en la
simulacion son presentados en la Tabla 7. Con el agregado de agentes reductores como acido
ascorbico o ditionito de sodio se logré reducir completamente el T1Cu (espectro b), lo que también se
puede observar en los espectros de absorcion UV-vis (Figura 17, espectro rojo). Este comportamiento
esta en linea con lo previamente descripto para SmNirK, indicando que el valor del potencial de
reduccion del sitio T1Cu de SmPaz seria del mismo orden que los reportados para SmNirK y otras Paz

(Tabla 1), esto es en el rango 0- 300 mV.
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Figura 18. Espectros de EPR. a- SmPaz as-purified (negro) y su respectiva simulacion (azul), b- SmPaz

+ acido ascorbico. Condiciones experimentales: pH 6, frecuencia: 9.45 GHz, Campo de modulacion: 100 kHz,
amplitud demodulacion: 2 Gpp, potencia de microondas: 0.2 mW y temperatura 60 K.

IV.2.3- Caracterizacion molecular de BjCitcsso

La purificacion de BjCitcsso dio como resultado una proteina de color rojo (Figura 19) con una
masa molecular de 27 kDa calculada mediante cromatografia de exclusion molecular y una subunidad

con una masa de ~14 kDa en SDS-PAGE, confirmando la conformaciéon homodimérica de la proteina
(Tabla 7).

1V.2.4- Espectroscopia de absorcion UV-vis de BjCitcsso

La Figura 19 muestra el espectro de absorcion UV-vis de BjCitcsso en distintas condiciones.
La forma as-purified (espectro rojo) presenta un espectro de absorcion caracteristico de los
citocromos c¢ reducidos (seccion 1.2.3) donde las bandas alfa (550 nm) y beta (521 nm) son claramente
visibles. El hecho que BjCitcsso en la forma as-purified permanezca reducido en presencia de Ox) €5
posible debido al elevado potencial de reduccion de este tipo de citocromos. El espectro de la forma
oxidada (espectro negro) fue adquirido luego de reaccionar BjCitcsso con BjNirK, en relacion de
concentraciones 100:1 y en presencia de nitrito. Este espectro presenta un ligero desplazamiento
hipsocrémico de la banda de Soret respecto de la forma reducida y una tnica banda a los 525 nm,

caracteristica tipica del estado férrico del grupo hemo en esta clase de citocromos.
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Figura 19. Espectro de absorcion UV-vis de BjCitcsso a pH 6 en sus formas as-purified (rojo) y
oxidada (negro). Extremo superior derecho. BjCitcsso as-purified concentrado (~ 0.5 mM).

I1V.2.5- Caracterizacion electroquimica de SmPaz v BjCitcsso

La caracterizacion electroquimica de los dadores electronicos se realizé mediante voltametria
ciclica. Los voltamogramas obtenidos presentan una respuesta reversible caracterizada por un pico
catddico (pc) y otro anddico (pa) definidos, lo que permitié calcular el E para cada una de las
proteinas (anexo III). Para SmPaz se obtuvo un E° de +278 mV y para BjCitcsso de +270 mV. El valor
obtenido para SmPaz esta en linea con el obtenido para las Paz de otras bacterias (Tabla 1). Dado que
la interaccion electrodo-SmPaz resultd estable durante los sucesivos ciclos de variacion de potencial,
fue posible realizar estudios variando la velocidad de barrido (v) (Figura 20). El rango de v trabajado
fue de 5 a 100 mVs! y se obtuvieron dos comportamientos definidos. A bajas velocidades (v < 50
mVs™') la intensidad de corriente faradaica de los picos (ip) presentd una correlacion lineal con la
velocidad de barrido, correspondiente a un comportamiento de capa fina. Para velocidades de barrido
elevadas (v > 50 mV s™) la i, vari6 linealmente con la raiz cuadrada de la misma, tipico de un sistema
controlado por la difusion limitado por procesos de transferencia de masa. El ancho de la altura media
de la sefial tanto para el pico catdodico como para el anddico fue cercano a 90 mV en todo el rango de
velocidades de barrido ensayado, indicando un proceso reversible de un electrén [68]. Similares
resultados fueron obtenidos utilizando un electrodo de grafito pirolitico (HOPG) de corte basal donde
la interaccion de SmPaz con este electrodo no requirié un promotor de la adsorcion como por ejemplo

neomicina o polimixina.
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Figura 20. Voltametria ciclica de SmPaz para diferentes v (5 <v < 100 mVs™). Las flechas indican la
direccion del barrido del potencial. E,.: potencial del pico catddico, Eya: potencial del pico anddico.

Contrariamente a lo observado para SmPaz, la interaccion electrodo-BjCitcssp no resultd
estable durante los sucesivos ciclos de barrido de potencial (Figura 21 A). Sin embargo, se logro
mejorar la estabilidad de la interaccion con el agregado de 500 mM glicina a la solucion electrolitica
(Figura 21 B). La mayor estabilidad se evidencia debido a que las i, (catddicos y anddicos) no decaen
abruptamente durante los sucesivos ciclos de barrido de potencial cuando se trabaja a v constante. En
estas condiciones, el valor de E” obtenido resultd similar al ya reportado para ésta proteina [69] y
muy cercano al obtenido para SmPaz y citocromos ¢ que actian como dadores de electrones de las

NirK (Tabla 1).
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Figura 21. Voltametria ciclica de BjCitcssoa v =10 mVs™'. A-Voltamograma obtenido sin glicina y B-
Voltamograma obtenido con 500 mM glicina.
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IV.3- Caracterizacion de la interaccion de SmNirK vy

BjNirK con los dadores electronicos

La habilidad de SmPaz y BjCitcsso para actuar como dadores electronicos de las respectivas
NirK se evalud en primera instancia mediante ensayos electroquimicos (seccion IIL.5). Notar que para
ambas NirK todos los intentos para obtener sefiales (corrientes faradaicas) de electroquimica directa,
es decir sin la participacion del dador electronico fisiologico, resultaron improductivos. En otras
palabras, no fue posible lograr la interaccion y/o la TE directa de las NirK con la superficie del
electrodo aun probando diferentes compuestos como promotores de la adsorcion. Idéntico
comportamiento se obtuvo con un electrodo HOPG con corte basal.

Las cinéticas de reaccion de las NirK-dadores electronicos se caracterizaron mediante dos
ensayos cinéticos de estado estacionario, un ensayo continuo utilizando los respectivos dadores

electronicos fisioldgicos y un ensayo discontinuo utilizando un dador electronico artificial.

IV.3.1- Ensayos electroquimicos
IV.3.1.1- Transferencia electronica de SmPaz—SmNirK

En la Figura 22 A se muestran los ensayos de voltametria ciclica realizados con SmPaz y
SmNirK en presencia de nitrito. El voltamograma a de la figura se obtuvo con SmPaz en ausencia de
SmNirK, el mismo presenta caracteristicas similares a los voltamogramas mostrados en la Figura 20
realizados en ausencia de nitrito. Estos resultados indican que SmPaz por si sola no es capaz de
transferir electrones al sustrato, es decir, catalizar la reduccion del nitrito. Los voltamogramas b y ¢ de
la figura se obtuvieron con ambas proteinas confinadas en la superficie del electrodo y en diferentes
relaciones de concentracion. Estos voltamogramas exhiben una forma sigmoidal con aumento de
corriente faradaica catalitica (ica) al incrementar la concentracion de SmNirK. Los voltamogramas
obtenidos con ambas proteinas pero en ausencia nitrito (datos no mostrados) no presentan
modificaciones en la ica, por lo que los cambios observados en los voltamogramas ¢ y d son debido a
la reduccion del nitrito. Estas observaciones confirman a SmNirK como el componente catalitico del
par de proteinas.

La Figura 22 B muestra la variacion de la i, frente a diferentes concentraciones de nitrito de
sodio ([S]) para una relacion SmPaz:SmNirK cercana a 1:1. Los resultados muestran que al
incrementar la [S] se produce un incremento en icx hasta la saturacion, de esta forma los datos se
ajustan al modelo de Michaelis-Menten. En la figura se presentan los resultados en una grafica de
Hanes-Woolf (seccion I11.6.1) y a partir del ajuste se obtuvo una constante cinética Kn*P = 94(6) uM

para este par de proteinas.

47



0.08
0.044
2 0.00-
= 0044 a

. o ]
~°.0.08] p
0.124
0.164
00 01 02 03 04 05 06

E (V) vs SHE
__~10000, B

at

C

.5 4000 >
— :
B
T T 9 . T T T T 1
-100 0 100 00 300

[S] (M

Figura 22. A- Voltametria ciclica del par SmPaz-SmNirK en presencia de NaNO, (1mM) a diferentes
relaciones de concentracion SmPaz:SmNirK. a- Sin SmNirK, b- 10:1, c- 10:5. B- Grafica de [S]/icat vs [S]
obtenida a partir de la variacion de la ic frente a diferentes [S] y relacion SmPaz:SmNirK 1:1.

En los ensayos de cronoamperometria se observd un comportamiento similar al previamente
descripto, la i incrementd hasta la saturacion frente a los sucesivos agregados de sustrato. En la
Figura 23 A se presenta el cronoamperograma obtenido experimentalmente (negro) junto con los
datos corregidos (rojo) para compensar la pérdida del film electroactivo debido a inactivacion de la
enzima y/o pasivacion del electrodo [70] y en la Figura 23 B se presenta la grafica [S]/ica en funcién
de la [S] con el ajuste de los datos para los dos cronoamperogramas (los colores se corresponden con

la figura A).
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Figura 23. Cronoamperometria del par SmPaz-SmNirK. Negro: datos experimentales, rojo: datos
experimentales corregidos. A- Cronoamperograma del par SmPaz-SmNirK en una relacion de concentraciones
10:1. El potencial del electrodo aplicado es de 100 mV vs SHE. B- [S]/ica vs [S] obtenida a partir de la variacion
de la i. frente a sucesivos agregados de sustrato.
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Dos fendmenos que afectan la cinética de reaccion en los ensayos electroquimicos se ponen
en evidencia a partir de los resultados obtenidos por cronoamperometria. A bajas concentraciones de
sustrato ([S] < 500 uM) los procesos de transferencia de masa presentan una marcada influencia en la
velocidad global de reaccion. Esto se evidencia en la Figura 23 B dado que se observa desviacion a la
linealidad para los puntos experimentales obtenidos a bajas [S] debido a la reduccion de la ica. A
elevadas concentraciones de sustrato ([S] > 500 puM) la disminucion de la i (Figura 23 A,
cronoamperograma negro) se atribuye a la inactivacion del film electroactivo, uno de los
inconvenientes que se presenta de manera habitual al trabajar con films de proteinas confinadas en la
superficie de un electrodo. Estos procesos de inactivacion provocan decaimiento de las ica en el
tiempo, que se hace mas notorio al incrementar la [S]. De esta manera, los parametros cinéticos (Km y
kcat) obtenidos a partir de los datos experimentales resultan inferiores. A partir de la correccion de los
datos experimentales (Figura 23 A y B, datos en rojo) fue posible obtener un K™ = 580(20) pM para

este par de proteinas.
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En los ensayos de voltametria ciclica (Figura 22), los sucesivos ciclos de barrido del potencial
aplicados contribuyen ain mas a la pérdida del film electroactivo. Esto se evidencia
experimentalmente dada la deformacion observada en los voltamogramas frente a las diferentes
concentraciones de sustrato (datos no mostrados). Para estas técnicas no hay disponibles metodologias
para eliminar los efectos de inactivacion del film electroactivo, esto explica el Ku™" inferior al
obtenido a partir de los ensayos de cronoamperometria.

IV.3.1.2- Transferencia electronica de BjCitcsso— BjNirK

La Figura 24 presenta los resultados obtenidos a partir del estudio por cronoamperometria de
la capacidad de TE de BjCitcsso a BjNirK. Para este par se observé un comportamiento similar al
descripto para el par SmPaz-SmNirK, es decir, solo en presencia de ambas proteinas y de nitrito se
observaron modificaciones en la i. En este caso la corriente también vari6 hasta valores de
saturacion a concentraciones elevadas de sustrato. En los cronoamperogramas presentados en la
Figura 24 A el efecto de los procesos de transferencia de masa a bajas concentraciones de sustrato,
como los observados en la Figura 23, son menos evidentes. También se observa que los cambios de
icat frente a los sucesivos agregados de nitritos resultaron menores a los obtenidos para el par SmPaz-
SmNirK. Esto es debido a la interaccion mas débil del BjCitcsso con la superficie del electrodo, lo que
conlleva a la formacion de un film de proteinas conformado con un menor ntimero de moléculas
electroactivas por unidad de area de la superficie del electrodo. A partir de los resultados corregidos

de la Figura 24 B (datos en rojo) se calculo un valor de Kn™? = 220(10) pM.
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Figura 24. Cronoamperometria del par BjCitcsso-BjNirK. Negro: datos experimentales, rojo: datos
experimentales corregidos. A-Cronoamperograma del par BjCitcsso-BjNirK en una relacion de concentraciones
10:1. El Potencial del electrodo aplicado es de 100 mV vs SHE. B- [S]/ica vs [S] obtenida a partir de la
variacion de la iq frente a sucesivos agregados de sustrato.

IV.3.2- Caracterizacion cinética

Mediante un ensayo cinético continuo utilizando el dador electronico fisiologico se
caracterizo la cinética de reaccion de cada par de proteinas. Estos ensayos nos permiten evaluar la
actividad catalitica en funcidén del proceso de TE dador electronico—(T1Cu—T2Cu)NirK. En la

Figura 25 se muestran los resultados obtenidos para ambos pares de proteinas.
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Figura 25. [S]/v vs [S] de los resultados obtenidos a partir de ensayo cinético continuo de A-SmPaz-
SmNirK (R2: 0.99) y B- BjCitcsso-BjNirK (R%: 0.99). La velocidad inicial de consumo de nitrito (v) se define
como pmol de sustrato consumido por min.

En la Figura 25 A se muestra los resultados obtenidos a partir del ensayo cinético del par
SmPaz-SmNirK. El valor del Kv obtenido se encuentra en el orden de los valores publicados para
otros pares Paz-NirK, mientras que el ke, resultd inferior. Por ejemplo, para el par AcPaz-AcNirK se
reportd un Ky de 20 uM y un ke de 163 s [71] y para el par 4AfPaz-AfNir de 50 uM y 387 s [28].
Cabe aclarar que los parametros cinéticos presentados en la Figura 25 son calculados sobre la base de
una concentracion de enzima obtenida a partir de la masa molecular del monémero. En la bibliografia
no se especifica si la concentracion de enzima utilizada para el calculo de los pardmetros cinéticos es
calculada a partir de la masa molecular del mondémero o trimero. En este caso, en la comparacion de
valores de ket también se deberia tener en cuenta el keae del par SmPaz-SmNirK calculada con una
concentracion de enzima obtenida a partir de la masa molecular del trimero (ke = 57 s7). Siendo que
la metodologia empleada en este trabajo para realizar el ensayo cinético difiere de las publicadas en
que el reductor se encuentra en la mezcla de reaccion, surgio la hipotesis de que el valor inferior del
keat Obtenido podria deberse a la interferencia del agente reductor en la cinética global de reaccion.
Para corroborar esta suposicion se trabajo en obtener la SmPaz reducida aislada del agente reductor, lo

que permitid realizar el ensayo cinético en condiciones similares a las publicadas por otros autores.
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No obstante, las constantes cinéticas obtenidas no difieren significativamente con las presentadas en
la Figura 25 A, por lo que el bajo ke obtenido no es consecuencia de la presencia del agente reductor
en la mezcla de reaccion.

Para el par BjCitcsso-BjNirK (Figura 25 B) el Ky obtenido es del mismo orden al obtenido
para SmPaz-SmNirK, pero con una actividad catalitica mucho mayor. En este ensayo no fue necesario
utilizar un reductor debido a que el BjCitcsso en su forma as-purified esta reducido (Figura 19). Los
KM obtenidos en estos ensayos resultaron inferiores a los obtenidos en los ensayos cinéticos
electroquimicos, lo que se debe a que en los ensayos cineticos en solucion los efectos de los procesos
de limitacion de transferencia de masa o inactivacion de las moléculas electroactivas son
despreciables.

La cinética de reaccion también se evalud utilizando metil violégeno (MV) como dador
electronico artificial. Los compuestos pertenecientes a la familia de los violdgenos son ampliamente
utilizados como dadores electronicos artificiales en ensayos cinéticos de enzimas redox, esto es
debido a que en su forma reducida son potentes dadores electrénicos con potenciales de reduccion en
el rango de -300 a -500 mV vs SHE [72, 73]. Las propiedades cinéticas de ambas NirK se
determinaron mediante el ajuste de los datos obtenidos de velocidad de consumo de sustrato frente a
diferentes [S] (0-4 mM) utilizando el modelo de Michaelis-Menten (Figura 26). La actividad catalitica
en este ensayo resulto inferior para BjNirK (Figura 26 B; ket = 9 s7') comparada con los resultados
obtenidos para SmNirK (Figura 26 A; ke = 240 s!). La baja actividad de BjNirK podria deberse a la
inestabilidad de la enzima en presencia de altas concentraciones de ditionito de sodio, suposicion que
se basa al observar que la enzima es menos estable que SmNirK frente a las diferentes condiciones de
ensayos y almacenamiento. Es muy probable que a elevadas concentraciones del agente reductor
utilizadas en el ensayo cinético produzcan precipitacion y/o liberacion de iones cobres de la estructura
de la proteina, afectando asi la cinética de reaccion.

La significante reduccion de los valores de Ky obtenidos al utilizar SmPaz y BjCitcsso como
dadores electronicos, junto con el hecho de que los genes que los codifican son expresados bajo
condiciones desnitrificantes simultaneamente con los genes que codifican las NirK [74, 75], sugieren
fuertemente que ambas proteinas funcionan como dadores electronicos fisioldgicos de las respectivas

NirK dentro de la célula bacteriana.
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Figura 26. Caracterizacion cinética frente a MV como dador electronico. Los datos fueron ajustados
con el modelo de Michaelis —Menten. A- cinética del par MV- SmNirK y B- cinética del par MV-BjNirK. Los
valores de R? para SmNirK y BjNirK fueron 0.99 y 0.98, respectivamente.
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IV.4- Estudios de transferencia electronica interproteina

monitoreada por EPR

1V.4.1- Modulacion de los potenciales de reduccion de los cofactores de SmNirK

Mediante titulacion potenciométrica monitoreada por espectroscopias de absorcion UV-vis y
EPR se determinaron los E° de los centros redox de SmNirK (E%ticy = 224 mV y E”racy = 108 mV)
[38]. Estos valores se encuentran en el orden a los reportados para otras NirK, en las cuales también
se cumple que E”ricy > E%1acy (seccion 1.2.1, Tabla 6). Los valores obtenidos para SmNirK y el E” de
278 mV calculado para SmPaz (seccion 1V.2.5), indican que el flujo de electrones en la direccion
T1Cu-SmPaz—(T1Cu—T2Cu)-SmNirK requerido para la reduccion de nitrito es termodinamicamente
desfavorable. Tal como ya fue presentado en las secciones I1.3.1 y L1.3.2, una de las hipoétesis
planteadas para intentar explicar la TE observada en los ensayos cinéticos propone que la interaccion
del nitrito con el T2Cu-NirK invierte el orden de los potenciales de reduccion de ambos centros de las
NirK favoreciendo la TE. Otros resultados también han sugerido que la formacion del complejo
NirK/dadores electronicos favoreceria la TE debido a modificaciones conformacionales en la NirK.
Los resultados presentados a continuacion se obtuvieron al evaluar el efecto del nitrito y SmPaz sobre
los cofactores de SmNirK en condiciones cataliticas (objetivo especifico III).

En la Figura 27 se presentan los resultados obtenidos al monitorear mediante EPR el proceso
de TE SmPaz-SmNirK en condiciones cataliticas. El espectro a de la figura es un espectro de la
solucién de ambas proteinas en el cual se observan las sefiales de los centros T1Cu y T2Cu de
SmNirK en relacion 1:1, la sefial correspondiente al T1Cu de SmPaz no es detectable debido a su baja
concentracion. El espectro b es el resultante de reaccionar la solucién que origina el espectro a con
exceso de ditionito de sodio. El espectro d corresponde al espectro que resulta de reaccionar la
solucion del espectro b con nitrito, mientras que el espectro ¢ se obtiene a partir del mismo
experimento pero sin la presencia de SmPaz en la solucion de reaccion. De la comparacion de los dos
ultimos espectros puede observarse que en el espectro ¢ la intensidad de la sefial correspondiente al
T2Cu es mayor que la del T1Cu luego de la reaccion con nitrito, mientras que el espectro d muestra lo
opuesto. La muestra correspondiente al espectro d fue oxidada con ferricianuro (dato no mostrado),
dando como resultado un espectro similar al espectro a de la figura con una relacion en la intensidad
de las sefiales de T1Cu y T2Cu aproximadamente 1. Esto confirma la integridad de los centros
metalicos de la proteina durante el ciclo redox de la enzima. Los espectros d y ¢ de la figura muestran
claramente que la interaccion de SmPaz y SmNirK en presencia de nitrito modifica los valores
relativos de potenciales de reduccion de tanto el T1Cu como el T2Cu en SmNirK. Para el caso del
espectro ¢ la mayor intensidad de la sefial del T2Cu indica que E® 11y > E% 12cy, tal como se menciond
anteriormente para la enzima as-purified, mientras que una mayor intensidad de la sefial del T1Cu en

el espectro d indica que E”ricy < E”racu. La interaccion de SmPaz-SmNirK en ausencia de sustrato no
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modifica los potenciales de reduccion de los centros T1Cu y T2Cu de SmNirK, esto fue corroborado
por titulacion redox de la solucion de proteinas [38]. En la Figura 27 e se muestra ademas la oxidacion
de SmPaz monitoreada por espectroscopia de absorcion UV-vis previamente reducida luego de
reaccionar con SmNirK en presencia de nitrito, tal como se realizé para el ensayo cinético continuo
(seccion 11L.6.2). La oxidacion completa de SmPaz ocurre en los primeros minutos de reaccion, esto
es, en un periodo de tiempo inferior al tiempo de incubacion de cada una de las soluciones utilizadas
para adquirir los espectros de EPR presentados en la figura. Esto sugiere que los cambios observados
en los espectros son producidos una vez que la reaccion redox entre SmNirK y SmPaz en presencia de
sustrato ha llegado a completarse, es decir, en un estado de punto final. Estos cambios, sin embargo,
podrian ocurrir durante un estado catalitico intermedio de la reaccion.

Los resultados presentados sugieren que la interaccion SmPaz-SmNirK-NO,  modifica los
potenciales de reduccion de los centros de SmNirK haciendo mas favorable la TE TI1Cu-
SmPaz—(T1Cu—T2Cu)-SmNirK. Para esta enzima se comprobd que la interaccion T2Cu-NOy
(espectro ¢, Figura 27) no es suficiente para producir cambios en los potenciales, tal como fue
reportado por Pinho y col. (seccion 1.3.2), sino que ademads es requerida la interaccion con el dado
electronico. Los resultados obtenidos completaria ain mas la hipotesis de Prudencio y col. [22], ya
que el cambio en los valores de los potenciales evidenciado experimentalmente en el espectro d
podrian deberse a cambios conformacionales en SmNirK producidos luego de la interaccion con

SmPaz en presencia de nitrito.
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Figura 27. Espectro de EPR de a- solucion SmPaz-SmNirK, b- solucion de proteinas reducida con
ditionito de sodio, c- solucion de SmNirK + nitrito de sodio, d- idem b + nitrito de sodio. Los espectros ¢ y d
fueron obtenidos luego de la incubacion con nitrito por 10 min bajo atmoésfera de argon. Las concentraciones de
proteinas utilizadas fueron: ~ 200 uM para SmNirK y ~ 35 uM para SmPaz en tampon 100 mM Tris-HCI a pH
7. La concentracion final de ditionito de sodio y nitrito fue de 2 mM en cada ensayo. e- variacion en el tiempo
de la absorbancia a 597 nm correspondiente a la oxidacion de SmPaz, previamente reducida, en una solucién que
contiene SmNirK y SmPaz en una relacion 1:100 y 2.5 mM de nitrito.
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IV.5- Rol de los aminoacidos involucrados en la

transferencia electronica intraproteina

IV.5.1- Mutagénesis sitio dirigida de SmNirK

Mediante mutagénesis sitio dirigida se evaluo el efecto en la actividad catalitica al modificar
el puente estructural Cis-His que, como se muestra en la Figura 10, comunica los dos sitios TICu y
T2Cu (objetivo especifico IV). Si bien ya se han construido variantes mutando estos residuos en otras
NirK (seccion 1.3.2), estos trabajos no incluyen variantes en los que los aminoacidos hayan sido
remplazados por residuos con capacidad de coordinar los atomos de Cu manteniéndolos unidos por un
puente estructural. En SmNirK este puente estructural esta constituido por la Cis 172 (C172) y la His
171 (H171). Estos dos aminoacidos fueron mutados por Asp (D), el cual es un aminoacido con
potencial capacidad para coordinar los atomo de Cu a través del grupo carboxilato de su cadena lateral
[76, 77]. Las variantes de SmNirK obtenidas fueron denominadas C172D y H171D (seccion IIL1.3). En

la Figura 28 se presentan los resultados de la secuenciacion para cada una de las mismas.

SmNir MSEQFQMTRRSMLAGAAIAGAVTPLIGAVSAHAEEAVAKTAHINVASLPRVKVDLVKPPF 60
H171D MSEQFQMTRRSMLAGAAIAGAVTPLIGAVSAHAEEAVAKTAHINVASLPRVKVDLVKPPF

Cl72D MSEQFQMTRRSMLAGAAIAGAVTPLIGAVSAHAEEAVAKTAHINVASLPRVKVDLVKPPF
hkkhkhkhkhhkhhkhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhkhkhhhhkhkhkhhkkkkhkhhkkk

SmNir VHAHTQKAEGGPKVVEFTLTIEEKKIVIDEQGTELHAMTFNGSVPGPLMVVHQDDYVELT 120
H171D VHAHTQKAEGGPKVVEFTLTIEEKKIVIDEQGTELHAMTFNGSVPGPLMVVHQDDYVELT

Cl1l72D VHAHTQKAEGGPKVVEFTLTIEEKKIVIDEQGTELHAMTFNGSVPGPLMVVHQDDYVELT
hkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhhhhhhkhhhhkhhhkhhhkhhkhkhhhkhkhhhhkhkhkhhkkkkhhhkkk

SmNir LINPDTNTLQHNIDFHSATGALGGGALTVVNPGDTTVLRFKASKAGVEVYHCAPPGMVPW 180
H171D LINPDTNTLQHNIDFHSATGALGGGALTVVNPGDTTVLRFKASKAGVFVYDCAPPGMVPW

Cl172D LINPDTNTLQHNIDFHSATGALGGGALTVVNPGDTTVLRFKASKAGVFVYHDAPPGMVPW
hkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhhhhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhhkhhkhhhhkhkhkhkd Kkhkkkhkkk

SmNir HVTSGMNGAIMVLPREGLTDGKGNSITYDKVYYVGEQDFYVPRDANGKFKKYESVGEAYA 240
H171D HVTSGMNGAIMVLPREGLTDGKGNSITYDKVYYVGEQDFYVPRDANGKFKKYESVGEAYA

Cl1l72D HVTSGMNGAIMVLPREGLTDGKGNSITYDKVYYVGEQDFYVPRDANGKFKKYESVGEAYA
hkkhkhkhkkhkhhkhhkhkhhhhhhhkhhhhkhhhkhhhkhkhkhhkkkkhhhkkkkhkkhkkkkhkkhkkk

SmNir DTLEVMRTLTPSHIVFNGAVGALTGDSALKAAVGEKVLIVHSQANRDTRPHLIGGHGDYV 300
H171D DTLEVMRTLTPSHIVFNGAVGALTGDSALKAAVGEKVLIVHSQANRDTRPHLIGGHGDYV
Cl72D DTLEVMRTLTPSHIVFNGAVGALTGDSALKAAVGEKVLIVHSQANRDTRPHLIGGHGDYV

hhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkx

SmNir WATGKFRNAPDVDQETWFIPGGTAGAAFYTFEQPGIYAYVNHNLIEAFELGAAAHFAVTG 360
H171D WATGKFRNAPDVDQETWFIPGGTAGAAFYTFEQPGIYAYVNHNLIEAFELGAAAHFAVTG
Cl172D WATGKFRNAPDVDQETWFIPGGTAGAAFYTFEQPGIYAYVNHNLIEAFELGAAAHFAVTG

KhkA A KAk A AR AA Ak A A Ak kA Ak hk Ak hkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhhkkx

SmNir DWNDDLMTSVRAPSGTX 377
H171D DWNDDLMTSVRAPSGTX

Cl72D DWNDDLMTSVRAPSGTX
kkkkkkkkkhkkhkhkk

Figura 28. Secuencia de aminoécidos de SmNirK y variantes H171D y C172D. Resaltadas en color se
posicionan los aminoacidos modificados.
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IV.5.2- Expresion v purificacion de las variantes

Cada una de las variantes fue obtenida de manera soluble con grado de pureza electroforético
(seccion I11.4.3.1). Los niveles de expresion de H171D en E. coli y los rendimientos en la produccion
fueron comparables con los obtenidos para SmNirK. Este no fue el caso para C172D, dado que su

expresion y rendimientos en la produccion fueron inferiores.

IV.5.3- Caracterizacion molecular

La forma as-purified de H171D es verde oscuro, mientras que C172D amarilla tenue (Figura
29). Ambas variantes presentan una conformacion estructural homotrimérica con subunidades de
masa molecular similar a las encontradas para SmNirK (Figura 29).

Para H171D la relacion Cu/mondmero calculada fue de 2, valor que es similar al determinado
en la SmNirK. Para esta variante fue necesario adicionar pasos de dialisis contra solucion de cobre
durante el proceso de purificacion para obtener una proteina con todos sus sitios de cobre ocupados.
El requerimiento de dialisis sugiere cambios de la afinidad al cobre del sitio modificado o de la
accesibilidad del metal hacia el sitio.

Para C172D se obtuvo un contenido metalico reducido con valores en el rango de 0.7 a 1.3
Cu/mondmero. Estos valores no pudieron ser incrementados atin incorporando pasos de dialisis en el
proceso de purificacion, lo cual refleja la incapacidad de C172D para incorporar el metal en todos sus
sitios.

IV.5.4- Caracterizacion espectroscopica de las variantes de SmNirK

IV.5.4.1- Espectroscopia de absorcion UV-vis

En la Figura 29 se presentan los espectros de absorcion UV-vis de SmNirK y de las dos
variantes en sus formas as-purified. El espectro de H171D (espectro rojo) es similar al de SmNirK
(espectro verde), mostrando las bandas de absorcion caracteristicas del T1Cu con intensidades
similares. Las bandas centradas en 456 y 586 nm en el espectro de SmNirK se encuentran ligeramente
corridas hacia 466 nm (3.3 mM™! cm™) y 579 nm (3.1 mM™! cm™) en el espectro de H171D. Ambas
bandas corresponden a las transiciones de TC (3pz)S(Cis)—(di>y*)Cu?" y (3ps)S(Cis)—(dyy?)Cu®*
respectivamente. El hombro ubicado a los 400 nm en el espectro de SmNirK también sufre un
corrimiento hacia 383 nm en el espectro de H171D y se lo observa como una banda de absorcion
definida y mas intensa. Esta banda de absorcion se asigna a las transiciones correspondientes a
S(Met)—(di2,*)Cu?" y N(His)—(ds,?)Cu?" [43, 47]. Estas pequefias modificaciones en el espectro de
esta variante dan indicios de que la mutacion produjo algunos cambios en la estructura electronica del
T1Cu. En el espectro también se presenta la banda ancha correspondiente a las transiciones d—d
centrada aproximadamente a los 750 nm.

El espectro de absorcion UV-vis de C172D (Figura 29, espectro azul) estd constituido
unicamente por la banda de absorcion ubicada a ~280 nm correspondiente a los aminoacidos

aromaticos de la cadena polipeptidica. La ausencia de la Cis 172 elimina la posibilidad de que existan
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las TC en las que esta involucrada, y por tal el espectro no contiene las bandas de absorcion a 450 y

580 nm presentes en el espectro de SmNirK.
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Figura 29. Superposicion de espectros de absorcion UV-vis a pH 6 de SmNirK (verde), H171D (rojo)
y C172D (azul). Panel derecho superior: SDS-PAGE de las tres proteinas con marcadores de masa molecular
comercial (Productos Biologicos- ww.pb-l.com.ar) y sus respectivas masas moleculares en kDa. Panel derecho
inferior: variantes en su forma as-purified (~1 mM).

IV.5.4.2- Espectroscopia de EPR

Los espectros de EPR de H171D y C172D a pH 6 y sus respectivas simulaciones son
mostrados en la Figura 30. En la Tabla 8 se presentan los parametros de simulacion de las sefiales
espectroscopicas obtenidas de estos espectros. También se incluyen resultados obtenidos para SmNirK

previamente descriptos (seccion 1V.1.2.2) para facilitar la comparacion.
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Figura 30. Espectros de EPR y simulaciones. Panel superior: Espectro de EPR de SmNirK. Naranja:
simulacion T1Cu+T2Cu, verde: T1Cu y rojo: T2Cu. Panel medio: Espectro EPR de H171D. Naranja:
T1Cu+T2Cu, verde: T1Cu, rojo: T2Cu'”'P y azul: T2Cuy!7'P. Panel inferior: Espectro de EPR de C172D.
Naranja: T2Cu/“'7?P+T2Cu; €72, rojo: T2Cu/ P y azul: T2Cu;©'7?P. Condiciones experimentales: pH 6,
frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacion: 100 KHz, amplitud de modulacién: 2 Gpp, potencia
microonda: 2 mW y temperatura 120 K.
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Tabla 8. Parametros de simulacion obtenidos de los espectros de EPR de las variantes de SmNirK. Se
incluyen parametros de simulacion de los espectros de EPR de SmNirK tomados en las mismas condiciones. Los
colores se corresponden con los utilizados en la Figura 30.

Componentes 212,35 Ay (mT)
espectrales SmNirK H171D C172D
T1Cu 2.190, 2.052, 2.023; 7,1 2.183, 2.052, 2.023; 7.5
T2Cu 2.315, 2.070, 2.065; 15 2.330, 2.075, 2.035; 15 2.315, 2.075, 2.070; 15
T2Cun 2.280, 2.075, 2.030; 17 2.270, 2.045, 2.045; 18

El espectro de EPR de H171D (Figura 30, panel medio) estad constituido por dos sefales
superpuestas correspondientes a los sitios T1Cu y T2Cu. Al reaccionar la proteina en su forma as-
purified con ferricianuro de potasio no se produjo variacion de la intensidad de la sefial y sumado a
que la cuantificacion de espines a partir del espectro arrojé ~ 2 espines/mondmero, indica que los
iones Cu en el T1Cu y T2Cu se encuentran completamente oxidados (Cu?"). La cuantificacién de
espines esta en linea con la cuantificacion del Cu mencionado previamente. En el espectro se observa
que la sefial del T2Cu esta conformada por dos componentes espectrales superpuestas (panel medio,
T2Cu"'® y T2Cun'"'P espectro rojo y azul respectivamente), de las cuales la componente
T2CuM""!P presenta parametros de simulacion comparables a la sefial del T2Cu de SmNirK. La
inhomogeneidad espectral observada para la sefial del T2Cu podria deberse a modificaciones
estructurales, lo que fue evaluado mediante estudios computacionales y sera presentado en la seccion
IV.5.6. Sin embargo, en la sefial del T1Cu se observa una Gnica componente espectral (panel medio,
espectro azul) con parametros de simulacion similares a los obtenidos para el mismo sitio en SmNirK
(Tabla 8). Para esta variante el espectro de absorcion UV-vis muestra modificaciones en las
posiciones de las bandas de absorcion, lo que sugiere que la mutacion produjo algunos cambios
estructurales en el T1Cu. Sin embargo, la sefial de EPR para este sitio es muy similar al de SmNirK;
estos resultados indican que el centro no sufrié cambios estructurales sustanciales. En los espectros de
EPR de esta variante las tres componentes se presentan con relacion de intensidades diferentes,
1:0.35:0.65 para T1Cu:T2Cu!'"1P: T2Cuy 712,

El espectro de EPR de C172D en su forma as-purified (Figura 30, panel inferior) también
presenta una sefial compuesta por dos componentes espectrales superpuestas en la regiéon de campo
magnético del T2Cu (panel inferior, T2Cu;“'"?? y T2Cun©!"*P espectro rojo y azul respectivamente)

con relacién de intensidad 1:1. La sefial correspondiente a la componente T2Cu;“!"?P

presenta
parametros de simulacion muy similares a los parametros obtenidos para la sefial del T2Cu de
SmNirK (Tabla 7). En linea con lo observado en el espectro de absorcion UV-vis, el espectro de EPR
de C172D no presenta sefial correspondiente al T1Cu. La cuantificacion de espines para esta proteina
muestra resultados que estan de acuerdo con el contenido metalico, lo que indica que los iones Cu de

tanto T2Cu;“'"?P como de T2Cu;©'"?P estan completamente oxidados en la forma as- purified de la
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proteina. El espectro mostrado en la Figura 30 sugiere que en esta variante el metal es incorporado
solo a nivel del sitio activo, lo que explicaria la ausencia de las bandas de absorcion en el espectro
UV-vis y de la sefial de EPR correspondiente al TICu. Sin embargo, el hecho que se obtenga
esencialmente las mismas sefiales EPR independientemente del contenido metalico dentro del rango
obtenido en la cuantificacion y que no habria ninguna razén estructural a nivel del sitio activo que
justifique una inhomogeneidad en el mismo, se podria sugerir como posibilidad que la sefial de EPR

asociada a T2Cuy©'7?P

correspondan a iones Cu incorporados en el sitio modificado. En este caso, la
mutacion produciria modificaciones en el sitio que anularian las transiciones d-d y de TC (S)Met-
Cu?". La posibilidad de incorporacién del Cu al sitio modificado, también se evalué mediante calculos
computacionales (seccion 1V.5.6).

Los espectros de EPR de H171D estan constituidos por dos sefiales correspondientes a los dos
sitios, un T1Cu con caracteristicas espectroscopicas muy similar al de SmNirK y un T2Cu
modificado. En cambio, el espectro de C172D solo contiene una sefial correspondiente al T2Cu que
también presenta modificaciones. Las componentes T2Cuy identificadas en estos espectros, si bien no
corresponden a la misma sefial en las dos proteinas, presentan pardmetros de simulacion inusuales
para las proteinas con T2Cu. Asi mismo, estas y todas las componentes espectrales identificadas en
los espectros de las variantes, al igual que las sefiales encontradas en los espectros de SmNirK,
presentan simetria axial con estructura hiperfina resuelta debido a un nucleo de Cu (I= 3/2) en la

region del g, y cumplen con g/>g,>2.0023 consistentes con un estado fundamental dy>.,%.

IV.5.4.3- Caracterizacion redox de los cofactores de las variantes de SmNirK

La caracterizacion redox de los centros de Cu en ambas variantes se llevo a cabo de manera
similar a como se procedié para SmNirK (seccion 1V.1.2.4). En la Figura 31 se presentan los
espectros de EPR a pH 6 obtenidos al reaccionar las dos variantes con diferentes agentes reductores.
En el panel superior de la figura se incluyen los resultados obtenidos para SmNirK con el objetivo de

facilitar la comparacion.
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Figura 31. Reaccion con agentes reductores monitoreada por EPR para SmNirK (panel superior),
H171D (panel medio) y C172D (panel inferior). a- NirK as-purified, b- NirK + acido ascoérbico y c- NirK +
ditionito de sodio. Condiciones experimentales: pH 6, frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacion:
100 KHz, amplitud de modulacion: 2 Gpp, potencia microonda: 2 mW y temperatura 120 K.

En el panel medio de la Figura 31 se presentan resultados obtenidos para H171D. El espectro
a corresponde al espectro obtenido en la forma as-purified de la proteina. El espectro b resulta de

reaccionar la proteina con acido ascorbico. En el mismo solo se observa una sefial correspondiente a

H171D H171D

la componente T2Cu; , mientras que los centros cuyas sefiales corresponden al T1Cu y T2Cun
fueron reducidos al estado cuproso (Cu*). El comportamiento de estas dos tltimas componentes frente
a acido ascorbico es similar al observado para los centros de SmNirK (panel superior, espectros b y ¢
respectivamente) y otras NirK [29, 54, 56, 59]. Esto indica que el potencial de reduccion del T1Cu no

sufri6 grandes modificaciones con la mutacion y que la componente T2Cuy! 7P

presenta un potencial
similar y en el rango de 300 a 0 mV vs SHE. El hecho que el acido ascorbico no reduce la
componente T2Cu''"!® (componente cuyos parametros de EPR son comparables a los de T2Cu de
SmNirK) indica que su potencial de reduccion seria mas negativo que el de las otras dos componentes

espectrales. En el espectro ¢, que resulta de la reaccion con un exceso de ditionito de sodio, muestra
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que todas las componentes espectrales desaparecen, indicando que todos los centros de Cu se han

reducido. El hecho que la sefial correspondiente al T2Cu,!!7'P

sea completamente reducida con un
agente reductor mas fuerte como el ditionito de sodio sugiere que su potencial estaria en el rango 0 a -
400 mV, valores inusuales para los centros T2Cu de proteinas. El comportamiento del T1Cu frente a
cada uno de los agentes reductores también se estudio por espectroscopia de absorcion UV-vis (datos
no mostrados). La ausencia de las bandas de absorcion que caracterizan los T1Cu indica que, en linea
con los espectros b y ¢ de la Figura 31, este centro es reducido por cualquier de los dos agentes
reductores.

En el panel inferior de la Figura 31 se presentan los resultados obtenidos para C172D. En el
espectro b se observa que la sefial T2Cu;“!"?® fue reducida de manera parcial con el 4cido ascérbico
mientras que para la componente T2Cu;®'’?® la reduccion fue completa. Ambas componentes
evidencian un comportamiento similar al T2Cu de SmNirK, y sus potenciales de reduccion tendrian
valores en el rango de 0 a 300 mV. Al igual que para SmNirK y H171D, ambas sefiales de EPR se

reducen por completo con el agregado de un exceso de ditionito de sodio (panel inferior, espectro c¢).

IV.5.4.4- Reaccion con sustrato de las variantes de SmNirK monitoreada por EPR

En la Figura 32 se presentan los espectros de EPR obtenidos al reaccionar C172D con nitrito
de sodio bajo diferentes condiciones de reaccidon (panel inferior), también se muestran de la misma
forma los espectros obtenidos para SmNirK (panel superior). Cada uno de los espectros se presentan
con sus respectivas simulaciones, para SmNirK se opt6 por incluir inicamente los espectros obtenidos
de la simulacion de la sefial del T2Cu para mayor claridad. Al reaccionar C172D con nitrito se
observan cambios solo en la sefial T2Cu©'7?" (panel medio, espectro b). En la simulacion de este
espectro se obtuvieron parametros para la sefial T2Cu;“'7?P-NO;™ (g 123 = 2.307, 2.075, 2.035; A =
C172D

13.5 mT ) idénticos a los obtenidos para la sefial T2Cu-NO,™ de SmNirK. La componente T2Cuy

no fue modificada por la incubacion con sustrato.
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Figura 32. Reaccion con sustrato monitoreada por EPR para SmNirK (panel superior) y C172D (panel
inferior). Panel superior. rojo: T2Cu. Panel inferior. Naranja: T2Cu;“!"?° + T2Cuy©'7?P, rojo: T2Cw®'7?P y azul:
T2Cuy 7P, a- proteina as-purified, b- proteina + nitrito, c- proteina + ditionito de sodio y d- idem ¢ + nitrito.
Condiciones experimentales: pH 6, frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacién: 100 KHz, amplitud
de modulacion: 2 Gpp, potencia microonda: 2 mW y temperatura 120 K.

En la figura también se muestran los espectros obtenidos a partir de la reduccion con ditionito
de sodio (espectro c) y la posterior reaccion con nitrito (espectro ) para ambas proteinas. La
recuperacion de la sefial en el espectro d de C172D evidencia un comportamiento similar a los
resultados obtenidos en el mismo espectro para SmNirK, lo que indica que el T2Cu de C172D es
capaz de catalizar la reduccion del sustrato. La sefial recuperada en el espectro d para C172D
corresponde a T2Cu©'7?P-NO," debido al exceso de sustrato en el medio. De este espectro es posible

obtener dos importantes conclusiones. Una de ellas es que la componente T2Cu;!7?P

, por presentar un
comportamiento espectroscopico similar a la sefial T2Cu de SmNirK frente a los reductores y el
sustrato, seria la componente cataliticamente activa de esta variante. Y la segunda conclusion es que

€172D "y suponiendo que esta componente

debido a que en el espectro ¢ no se recupera la sefial T2Cuy
es debida a la coordinacion del Cu en el sitio modificado, no seria posible la TE entre los dos centros.
En un experimento similar al mostrado en la Figura 32 se observo que ninguna de las dos

componentes que constituyen la sefial del T2Cu de H171D fueron modificadas en presencia de un
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exceso de sustrato y tampoco ninguna sefial fue recuperada luego de reaccionar con sustrato la
proteina previamente reducida con ditionito de sodio (datos no mostrados). Estos resultados indican
que el T2Cu de H171D no es capaz de catalizar la reduccion del sustrato. El potencial de reduccion
mas negativo de la componente espectral T2Cu"'"'P de esta variante, que presenta pardmetros de
simulacion comparables al sitio activo de SmNirK, podria ser la causa de la incapacidad del sitio para

reducir el sustrato.

IV.5.5- Ensayos cinéticos

La actividad nitrito reductasa de las dos variantes fue determinada mediante ensayos cinéticos
de estado estacionario utilizando SmPaz como dador electronico fisioldgico y MV como dador
electronico artificial. Los resultados son comparados con los obtenidos para SmNirK.

Los ensayos en los que se evalu6 la actividad nitrito reductasa de las dos variantes utilizando
a SmPaz como dador electrénico se realizaron mediante ensayos cinéticos continuos y
cronoamperometria (Figura 33). Tal como fue mencionado (seccion 1V.3.2), utilizando a SmPaz como
dador electronicos es posible evaluar la actividad catalitica en funcion del proceso de TE
SmPaz—(T1Cu—T2Cu)NirK. En ambos ensayos se observd que ninguna de las variantes presenta
actividad catalitica. Por esto, en los ensayos continuos no se observa oxidacion de SmPaz una vez
adicionado el sustrato a la mezcla de reaccion (panel A), mientras que en cronoamperometria la
corriente no se modifica frente a sucesivos agregados de nitrito (panel B). La modificacion del puente
Cis-His produce proteinas inactivas, tal como se observd en los ensayos cinéticos de las variantes
construidas a partir de la Cis e His en otras NirK (seccion 1.3.2). La falta de actividad para C172D
podria explicarse debido a la ausencia del T1Cu o si se considera una proteina con Cu incorporado al
sitio modificado, la falta de actividad podria deberse a la imposibilidad de la TE como ya fue
observado en la Figura 32. Para H171D la falta de actividad podria deberse a que el nitrito no seria
capaz de unirse al sitio activo, tal como sugieren los ensayos de EPR. Sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que en esta proteina también esté bloqueada la TE entre los dos sitios debido a
perturbaciones en el puente estructural Aspl71-Cisl172. Estas posibilidades fueron analizadas
mediante calculos computacionales que seran presentados en la seccion 1V.5.6. Notar que para ambas
variantes no se tuvo en cuenta la posibilidad de que la inactivacion se deba a la imposibilidad de que
ocurra la interaccion con SmPaz, dado que las mutaciones realizadas no afectarian la estructura
superficial de la proteina. Para H171D también se descartd la posibilidad de que la inactivacion se
deba a la falta de TE interproteina SmPaz—H171D dado que el sitio T1Cu de esta variante no sufrid

grandes modificaciones estructurales.
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Figura 33. Ensayos cinéticos utilizando SmPaz como dador electrénico. A- ensayo continuo en

solucion. B- ensayos de cronoamperometria. Potencial del electrodo aplicado: 100 mV vs SHE. Los colores
utilizados se corresponden con los del panel A.

De las dos variantes, unicamente la C172D resultdé activa utilizando MV como dador
electronico. Los resultados demuestran que frente a este dador la C172D es capaz de catalizar la
reduccion de NO»', en linea con lo observado en los espectros ¢ y d presentados en la Figura 32. En la
Figura 34 se presentan los datos obtenidos de velocidad de consumo de sustrato frente a diferentes [S]
ajustados al modelos de Michaelis-Menten. La variante presenta actividad catalitica
considerablemente inferior (kea= 3.9(4) s™) respecto a la SmNirK (k.= 240(50) s, Figura 26), lo que
podria deberse a dos posibilidades. Una de ellas seria el menor nimero de sitios activos capaces de

C172D eg capaz de reaccionar con el sustrato

unir y reducir el sustrato debido a que tnicamente el T2Cu;
(Figura 32). La otra posibilidad podria ser la falta de un T1Cu o, considerando que el cobre fue
coordinado en el sitio modificado, la presencia de un sitio incapaz de transferir el electron al sitio
activo como se observa en las Figuras 32 y 33. Esto supone que la oxidacion del MV y la reduccion
del nitrito deberian ocurrir en el T2Cu, lo que implicaria que el nitrito se una a un sitio previamente
reducido. La interaccion T2Cu(Cu*)-NOs™ es electrostaticamente menos favorable que la del complejo
T2Cu(Cu?")-NOx, lo que implicaria una constante microscopica ki (0 kon) inferior y por lo tanto

menor actividad. El hecho que el T2Cu sea capaz de reducir el sustrato sin la intervencion del T1Cu
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es muy importante dado que abre otra posibilidad a la que se podria deber la falta de actividad de
H171D. Si bien la componente T2Cu/"'"'® de esta variante tiene caracteristicas espectroscopicas
comparables al T2Cu de la SmNirK, presenta un potencial de reduccion mas negativo y podria ser la

causa de que el T2Cu de H171D no sea funcional.
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E 0.004 - ’ C172D
§ Vimax = 0.012 (1) pmol NO, /min’'
=1.43) mM
=~ 0.002- Iq‘“ |
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Figura 34. Caracterizacion cinética de C172D frente a MV como dador electronico. Los datos fueron

ajustados con el modelo Michaelis -Menten. El ajuste arrojo un R?de 0.99.

IV.5.6- Modelos estructurales obtenidos por métodos computacionales

Para muchos de los interrogantes planteados a partir de los resultados presentados hasta el
momento se encontrarian respuestas si por ejemplo, entre otras posibilidades, tendriamos disponibles
las estructuras cristalograficas de las proteinas. Siendo que no contamos con este tipo de informacion,
se trabajo en obtener datos estructurales mediante estudios computacionales (también denominados
estudios in silico) que complementen los resultados experimentales obtenidos. Los estudios in silico
permitieron obtener las estructuras para las NirK mediante homologia con estructuras ya resueltas de
otras NirK y empleando la metodologia QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics). Las
estructuras de las variantes H171D y C172D fueron obtenidas a partir de la estructura de SmNirK. En
este apartado solo se presentan las estructuras obtenidas para cada una de las proteinas sin brindar
detalles de las metodologias utilizadas en el estudio ya que los mismos forman parte de la tesis
doctoral de la Lic. Cecilia Gémez.

IV.5.6.1- Modelos estructurales obtenidos para SmNirK vy sus variantes

Para obtener la estructura de SmNirK los célculos de QM/MM fueron realizados a partir de un
modelo estructural obtenido por homologia de una estructura reportada para AfNirK (PDB 1SNR). El

modelo de SmNirK es presentado en el panel A de Figura 35 comparado con la estructura de 4/NirK,
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la cual contiene un T2Cu con un atomo de O apical asignado a una molécula de agua que se presenta
en dos posibles posiciones con 30% y 70 % de ocupacion [78]. Como se muestra en la figura ambos
modelos estructurales son similares con un valor de desviacion cuadratica media (r.m.s) de 0.2 A. En
el modelo de SmNirK, la molécula de agua coordinada al T2Cu (dcwo = 1.90 A) se presenta en una
posicion cercana a la de la molécula de agua con menor ocupacion de la estructura de AfNirK. Esta
molécula de H>O ligando del T2Cu, al igual que lo observado en Af/NirK, también esta unida por
puente de hidrogeno al Aspcar. Ademas, el enlace puente de hidrégeno Ns H...O=C formado por el
Nsi de His y el atomo O del carbonilo de la Cis presente en el puente estructural Cis-His en AfNirK
también se obtuvo en el modelo de SmNirK.

La comparacion de las estructuras de SmNirK y H171D es presentado en el panel B de la
Figura 35. La distancia T1Cu-T2Cu se redujo de 12.6 A a 12.2 A debido a la longitud ligeramente
mas corta del Asp en comparacion con la His. El sitio T1Cu es similar en ambas estructuras, lo cual es
coherente con lo observado mediante la espectroscopia de absorcion UV-vis y EPR. En el T2Cu de la
estructura se observa que el grupo carboxilato de la cadena lateral del Aspl71 esta coordinado al
4tomo de cobre de manera monodentada (dcw.o de 1.90 A). La unién monodentada del Asp es la
estructura mas estable que se observa en los complejos de cobre en estado sélido [76, 77]. H171D
presenta, al igual que en la estructura de SmNirK, una molécula de H,O coordinada al T2Cu a 1.90 A.
Esta molécula se estabiliza a través de un fuerte enlace de hidrogeno con el Aspcar y un enlace algo
mas débil con otra molécula de H,O, que a su vez también esta unida por puente de hidrogeno a la
Hiscatr. Todas estas interacciones son consideradas relevantes para la catalisis (seccion 1.3.3). La
presencia de estas interacciones y el hecho de que los aminoacidos no mutados mantuvieron sus
posiciones con respecto a la estructura de SmNirK, indica que el cambio de la His por Asp no afecto
al resto de la proteina considerada esencial para la catalisis como el sensing loop y la red de puentes
de hidrogeno establecido entre las moléculas de agua. La misma conclusion se obtuvo para la variante
C172D presentada a continuacion. Sin embargo, el analisis de los espectros de EPR de H171D mostro
dos componentes espectrales en T2Cu, lo que revela cierta inhomogeneidad en la estructura de este
sitio. Esta inhomogeneidad podria atribuirse a diferentes posiciones del H,O ligando del T2Cu, como
se observa en la estructura de AfNir [78]. También podria deberse a un modo de coordinacién
diferente del Aspl171, como se observa en datos estructurales de rayos X de proteinas que contienen
Mo en las que la cadena lateral del Asp puede adoptar modos de coordinacion mono o bidentados
[79]. Otra caracteristica estructural notable es la ausencia del enlace de hidrogeno N5 H...O=C en el
puente estructural T1Cu-T2Cu propuesta como esencial en la TE intraproteina en las NirK verdes
(seccion 1.3.2). Por lo tanto, el puente estructural T1Cu-T2Cu en esta variante es diferente comparado

con el de SmNirK, lo que podria ser una posible causa de la falta de actividad catalitica de H171D.
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Figura 35. A- Superposicion de la estructura optimizada de SmNirK (verde) con la estructura de rayos
X de ANirK (gris, PDB 5F7B). B- Superposicion de la H171D (azul) con la estructura de SmNirK. C- idem
para C172D (rojo). La estructura N5 H...O = C se presenta como lineas finas.
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Para analizar si la falta de actividad catalitica de H171D es un problema de union de nitrito en
el T2Cu o de una TE intramolecular ineficiente, se realizaron estudios de QM/MM en SmNirK y
H171D con el nitrito unido al T2Cu. Los célculos en ambas proteinas mostraron que el nitrito se
coordina a T2Cu de forma bidentada a través de los atomos de O, como se observa en las estructuras
cristalinas de Nirk reportadas [40, 80] y en varios complejos de cobre [81, 82]. El sustrato se une de
manera tal de que el angulo formado por los planos ONO y OCuO es de 10° y 5° para SmNirK y
H171D, respectivamente. Estos valores se encuentran levemente por debajo de los obtenidos en otras
estructuras de NirK [78, 80]. La posicion del anion nitrito se estabiliza principalmente por su
interaccion con Aspcar € 11€293 (Ilecar). Dado que el mecanismo de reaccion de NirK implica la
eliminacion del H>O ligada para su posterior union de nitrito (seccion 1.3.3), se evalud el costo
energético de eliminar este ligando tanto en SmNirK como en H171D. Este calculo mostrd que la
energia relativa para eliminar el H,O del T2Cu en ambas proteinas es similar, lo que implica que la
falta de actividad de H171D no se puede atribuir a un motivo vinculado con la unién del sustrato al
sitio activo. Estos resultados sugieren que una posible causa a la falta de actividad catalitica en
H171D podria deberse a una via ineficiente de transferencia de electrones T1Cu-T2Cu,
especificamente se podria atribuir a la ausencia del Ns;H...O=C en el puente estructural T1Cu-T2Cu.

Los calculos de QM/MM para C172D se realizaron suponiendo que solo el sitio activo
contiene el metal. Sin embargo, dado que otra de las posibilidades planteadas es que el sitio
modificado por la mutacion podria contener el metal, los célculos también fueron realizados
asumiendo que los dos sitios contienen Cu. En el panel C de la Figura 35 se comparan esta ultima
estructura con la de SmNirK. La superposicion de las dos estructuras de C172D con SmNirK mostro
un T2Cu sin modificaciones estructurales significativas, solo con pequefias diferencias en las
distancias Cu- imidazol. Ademas, el enlace de hidrogeno NsH...O=C propuesto como esencial en la
TE se conserva en ambos casos. Para el modelo estructural de C172D que contiene 2 Cu/mondémero,
el grupo carboxilato de la cadena lateral del Asp 172 se une de manera monodentada al Cu con
distancia dc,.o de 1,97A. En esta estructura la presencia de dos centros de cobre se corresponderia con
las dos componentes espectrales del T2Cu detectados en los espectros de EPR, lo que implica que la

C172D

componente espectral T2Cuy cataliticamente activa podria corresponder al sitio activo mientras

C172D corresponderia al sitio modificado. Esta posibilidad implicaria la coexistencia de

que la T2Cuy
cuatro subpoblaciones de proteinas: una donde los dos centros de coordinacion disponibles contienen
cobre, otra sin cobre y otras dos en las que el cobre solo esta presente en T2Cu o solo en el sitio
modificado. Sin embargo, como en la determinacién del contenido de cobre en esta proteina se
obtuvieron valores alrededor de 1 atomo de cobre por mondémero y que no hay transiciones d-d en
UV-vis observables asociadas con un ion Cu®" en el centro modificado (Figura 29) no puede excluirse
que solo el sitio activo esté totalmente ocupado. En este caso las dos sefiales EPR deben corresponder

a cierta falta de homogeneidad en este centro.
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El hecho que en los modelos estructurales de ambas variantes no se observan modificaciones
significativas en los residuos que coordinan los Cu en los centros y en los ubicados en sus cercanias
considerados relevantes para la catalisis, es un hecho importante que permite adjudicar los resultados
experimentales obtenidos solo a la mutacion de los aminoacidos. En otras palabras, resultados
experimentales como la falta de actividad catalitica pueden ser atribuidos solo al efecto de la mutacion
y no, por ejemplo a modificaciones estructurales de residuos como el Aspcar o Hiscar originadas
como consecuencia de las mutaciones. De esta manera, los resultados estructurales nos permitieron
complementar los experimentales. Es asi como se puede discutir la inhonomogeneidad de la sefal de
EPR del T2Cu en H171D. Los estudios computacionales sugieren la posibilidad de poblaciones de
proteinas en las cuales el Aspl171 presentaria diferentes conformaciones de coordinacion con el Cu o
bien la molécula de H>O unida al T2Cu podria unirse en diferentes posiciones. Para esta variante los
resultados computacionales permiten también discutir algunas de las razones a las que se puede deber
la falta de actividad catalitica. Tres posibles causas por la que se produciria la inactivacion de la
proteina derivan de los resultados experimentales. Una de ellas es la falta de interaccion T2Cu-NO,
sugerida a partir de la ausencia de cambios en el espectro de EPR durante la reaccion de la proteina
con el sustrato (seccion IV.5.4.4). Los estudios computacionales permiten descartar esta posibilidad al
demostrar que tal interaccion no presentaria ningun impedimento energético, esto permite plantear las
otras dos posibilidades. La segunda posibilidad es la inactivacion del sitio activo, producto de la
mutacion, que se observa en el ensayo cinético con MV (seccion 1V.5.5) y de las reacciones de
oxidacion con sustrato monitoreadas por EPR (seccion 1V.5.4.4). En este caso, la incapacidad del sitio
para reducir el sustrato unido se atribuyd al potencial de reduccion mas negativo que presenta la
componente T2Cu'7!'P, La tercera posibilidad planteada para explicar la falta de actividad es el
impedimento de la TE T1Cu—T2Cu sugerida a partir de los resultados negativos en la cinética
utilizando a SmPaz como dador electronico (seccion IV.5.5). En el modelo estructural se observa que
tanto la Cis como el Asp coordinan el Cu en los respectivos sitios, por lo que el bloqueo de la TE
deberia ser producto de modificaciones estructurales impuestas por la mutacién en el camino Cis-Asp.
La notable ausencia del puente de hidrogeno NsH...O=C, considerada indispensable en la TE
intraproteina de las NirK verdes, en el modelo estructural obtenido para esta variante sugiere que
podria ser una posible causa al impedimento de la TE.

El modelo estructural obtenido para C172D también permite complementar los resultados
experimentales. En este caso para explicar la inhomogeneidad de la sefial de EPR del T2Cu se ha
planteado dos posibilidades, una es que el Cu solo se incorpore al T2Cu y en este caso la doble sefial
de EPR se deba a modificaciones estructurales. Sin embargo también es posible pensar que el Cu sea
incorporado al sitio modificado y las dos componentes espectrales correspondan a cada uno de los
sitios. Los dos modelos estructurales obtenidos, uno con Cu coordinado solo en el T2Cu y la otra

estructura con Cu en los dos sitios, demostraron que ambas posibilidades son igualmente estables.
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Estos resultados refuerzan la posibilidad de tener una poblacion de moléculas de proteinas con Cu en
los dos sitios o en uno de los sitios. Teniendo en cuenta estas posibilidades la falta de actividad frente
a SmPaz podria deberse a la ausencia del T1Cu o bien a la presencia de un sitio cuyas modificaciones
impuestas por la mutacion lo inhabilitan como centro de TE. Esta variante resultd activa con MV
(seccion IV.5.5), lo que determina que la proteina presenta un T2Cu cataliticamente funcional y que a
su vez el sitio activo puede actuar como tal sin la intervencion del T1Cu.

IV.5.6.2- Modelo estructural obtenido para BjNirK

El modelo estructural para BjNirK se obtuvo empleando la misma metodologia utilizada para
obtener la estructura de SmNirK. La estructura se obtuvo a partir de su homologia con AxNirK (PDB:
1BQ5) y con valor de rms de 0.3 A. En la Figura 36 se muestra la estructura de los dos sitios de Cu
para BjNirK superpuesta con la estructura de SmNirK. Ambas enzimas comparten una estructura
similar en lo que respecta al entono de coordinacion de los centros y residuos pertenecientes a la
segunda esfera de coordinacion considerados relevantes para la catalisis. Notar que el puente Cis-His

en ambas proteinas contienen el puente de hidrogeno N5 H...O=C.

Figura 36. Superposicion de estructuras obtenidas para SmNirK (verde) y BjNirK (azul). El puente de
hidroégeno Ns H...O=C se presenta en lineas de puntos.
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IV.6- Estudios de la dependencia de la actividad catalitica

con el pH

Como ya se ha discutido (seccion 1.3.3), la actividad catalitica de las NirK es dependiente del
pH. Hasta el momento esta dependencia fue adjudicada a los residuos Aspcat € Hiscat por su funcion
clave de transferir los protones requeridos para la reduccion del nitrito (Figura 11). Dado los
resultados obtenidos para las variantes de SmNirK, se ha observado que modificaciones en la via
estructural Cis-His podrian tener relevancia en la TE intraproteina y por consiguiente en la actividad
catalitica. De aqui que uno de los interrogantes planteados en los objetivos fue evaluar la relevancia
de este puente estructural en la dependencia de la actividad catalitica con el pH del medio de reaccion
(objetivo especifico V). Como se ha expuesto previamente (seccion 1.3.2.), en este puente estructural
coexistirian dos vias alternativas por las que pueden ocurrir la TE dependiendo de la configuracién
electronica del T1Cu. En los modelos estructurales obtenidos para las dos NirK (Figuras 35 y 36) se
observa que ambas vias estan presentes independientemente del color. De estas vias, el puente de
hidrogeno N H...O=C es la tnica estructura que podria ser modificada al variar el pH del medio de
reaccion. Siguiendo este razonamiento, la relevancia de la estructura Ns;H...O=C en el proceso de TE
en SmNirK y BjNirK se evalué mediante estudios cinéticos monitoreados por espectroscopia de

absorcion UV-vis y EPR a pH 6 y 10.

IV.6.1- Caracterizacion espectroscopica de SmNirK v BjNirK a pH 10

En la Figura 37 se muestran los espectros de EPR de SmNirK y BjNirK a pH 10 (espectros
negros), condicion en la cual ambas enzimas se tornan inactivas. Con el fin de caracterizar cambios en
parametros espectroscopicos debidos a modificaciones en la estructura electronica de los centros de
las NirK, se realiz6 la simulacion de los espectros a este pH. En la figura se presentan los espectros
con las respectivas simulaciones en colores, cuyos parametros mas importantes fueron incluidos en la
Tabla 9. Las simulaciones se realizaron considerando tres componentes espectrales, una componente
correspondiente al T1Cu y dos para el T2Cu (T2Cur y T2Cup). En la figura, los espectros verdes y
azules corresponden a los espectros obtenidos a partir de la simulacion de la sefial T1Cu. Dado que
los parametros de simulacidon para este sitio son similares a los obtenidos en la simulacion de los
espectros a pH 6, se concluye que este sitio no sufre modificaciones en su estructura electronica con el
cambio del pH. La misma observacion se obtienen a partir de los espectros de absorcion UV-vis por
lo que, y como ya ha sido mencionado, este sitio no presenta en su entorno elementos que pueden ser

afectados por el equilibrio acido-base y modifiquen su estructura electronica.
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Figura 37. Espectros de EPR a pH 10 de SmNirK y BjNirK con sus respectivas simulaciones. Negro:
experimental, naranja: simulacion T1Cu+T2Cu, verde y azul: T1Cu. rojo: T2Cu; y rosa: T2Cuy. Condiciones
experimentales: pH 10, frecuencia microonda: 9.45 GHz, campo de modulacion: 100 KHz, amplitud de

modulacion: 2 Gpp, potencia microonda: 2 mW y temperatura 120 K.

Tabla 9. Parametros de simulacion relevantes obtenidos para las componentes espectrales que
constituyen los espectros de EPR de SmNirK y BjNirK. Los colores se corresponden con la Figura 37.

Componentes g1,23; Ay (mT)
espectrales SmNirK BjNirK
T1Cu 2.190, 2.052, 2.023; 7 2.190, 2.052, 2.023; 7
T2Cu 2.231, 2.056, 2.038; 20.7 | 2.231, 2.055, 2.040; 20.6
T2Cuy 2.345,2.105, 2.045; 11.5 | 2.345,2.055, 2.055; 16
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Para ambas proteinas, las simulaciones de las componentes del T2Cu se presentan en la figura
en rojo para el T2Cu; y rosa para el T2Cup. En el espectro de SmNirK la sefial correspondiente a
T2Cu; se presenta con una intensidad menor respecto a la sefial de T2Cun. Un comportamiento
diferente se observa para BjNirK en donde las sefiales de las dos componentes se presentan con
intensidades similares. En las dos proteinas las sefiales T2Cu; presentan parametros de simulacion
comparables a la sefial obtenida en el espectro, tomado en las mismas condiciones, de una solucion de
sulfato de cobre. Esto podria indicar que esta componente espectral se originaria a partir de los iones
Cu liberados de la estructura de la proteina. Sin embargo, debido a que el sitio activo de las NirK se
encuentra inmerso en una intrincada red de puentes de hidrogenos (seccion 1.2.1), las modificaciones
observadas en los espectros también podrian deberse a la perturbacion de estas interacciones como
consecuencia del cambio del pH. La sefial T2Cur en los espectros de las dos NirK, en cambio,
presenta parametros comparables a las sefiales de los T2Cu obtenidos a pH 6 (seccion 1V.1.2.2).

Los cambios en las sefiales correspondientes al T2Cu a pH 10 resultaron reversibles, esto es,
al bajar el pH a 6 se obtuvieron espectros con las mismas sefiales ya caracterizadas en este pH. Lo
mismo ocurre con la actividad catalitica de la enzima utilizando MV como dador electronico, las
enzimas se vuelven activas al bajar el pH a 6. Estos resultados permiten concluir que el elevado pH no

produce modificaciones estructurales que pongan en juego la integridad estructural del sitio.

1V.6.2- Dependencia de la transferencia electréonica intraproteina con el pH

Las Figuras 38 y 39 muestran los espectros de EPR (panel superior) y de absorcion UV-vis
(panel inferior) a pH 6 y 10 de la SmNirK y BjNirK, respectivamente, en su forma as-purified
(espectros a), reducidas con ditionito de sodio (espectros b) y reaccionadas posteriormente con un
exceso molar de nitrito con respecto al agente reductor (espectros ¢). Es importante notar que el
ditionito de sodio puede actuar como dador electronico artificial [22], y por lo tanto los estados en que
se detectan los iones Cu (espectros ¢) son la resultante de una enzima que efectud varios ciclos
cataliticos. Estos estudios dan dos tipos de informacion. Por un lado, se puede saber el estado de
oxidacion de los iones Cu, los que son evaluados por EPR para el T1Cu y el T2Cu y por UV-vis para
el T1Cu. Por otro lado permiten determinar si la enzima es cataliticamente competente, ya que la falta
de oxidacion del T2Cu implicaria una enzima inactiva. Los espectros a pH 6 de las figuras
corresponden a los espectros ya presentados en la caracterizacion espectroscopica de las enzimas
(seccionlV.1.2). En estas condiciones, la presencia de las sefiales correspondientes a los dos sitios en
los espectros ¢ debido a los iones Cu en el estado Cu*" confirman que ocurri6 la reduccion del nitrito
por el T2Cu y la TE T1Cu—T2Cu. Resultados diferentes se observan al realizar el mismo ensayo a
pH 10. A este pH los espectros ¢ de EPR solo muestran una recuperacion parcial de la sefial T2Cu
mientras que en los espectros de absorcion UV-vis no se observan bandas de absorcion
correspondientes al T1Cu en el estado Cu*". El resultado de EPR claramente indica que el T2Cu

puede reaccionar con nitrito a pH 10, en linea con la estructura de rayos X de RsNirK obtenida a pH>
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8 [59]. Ademas, la ausencia de caracteristicas de EPR y UV-vis asociadas con un T1Cu oxidado,
sumado a que este sitio no es afectado por el pH, confirma que la TE intraproteina no ocurre a pHs
altos. El hecho que el nitrito reacciona con el T2Cu a pH 10 confirma que la reduccion del nitrito es
posible a este pH, aunque evidentemente a una tasa indetectable por los métodos cinéticos empleados,
lo cual estd indicando que la falta de actividad es debida a una TE intraproteina defectuosa. La
capacidad del T2Cu para reducir el sustrato sin la intervencion del T1Cu, también se observo en el

ensayo cinético de C172D realizado con MV (seccionlV.5.5).

SmNirK

pH 6 pH 10
a a
b b
c C

260 280 300 320 340 360 260 280 300 320 340 360
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Figura 38. Ensayo de oxidacion de SmNirK previamente reducida con ditionito de sodio a pH 6
(izquierda) y pH 10 (derecha) monitoreada espectroscopia de EPR (arriba) y de absorcion UV-vis (abajo). a-
SmNirK as-purified, b- SmNirK reducida con ditionito de sodio y c- idem b + exceso de nitrito (relacion
nitrito:ditionito de sodio de 5:1).
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Figura 39. Ensayo de oxidacion de BjNirK previamente reducida con ditionito de sodio a pH 6
(izquierda) y pH 10 (derecha) monitoreada por espectroscopia EPR (arriba) y de absorcion UV-vis (abajo). a-
BjNirK as-purified, b- BjNirK reducida con ditionito de sodio y c- idem b + exceso de nitrito (relacion
nitrito:ditionito de sodio de 5:1).

|

Hasta el momento en la bibliografia disponible toda discusion de la dependencia de la
actividad catalitica con el pH del medio de reaccion se focaliza en el Aspcar y la Hiscar. Se propone
que el cambio del pH modificaria su estado de protonacion, interfiriendo asi en la transferencia de
protones al sitio activo requeridos para la reduccion del sustrato (seccion 1.3.3). En las Figura 38 y 39
se observa que el sitio T2Cu a elevados pH puede reaccionar con nitrito independientemente del pH
de la mezcla de reaccion. Evidentemente en estas condiciones de trabajo estos residuos cataliticos y
sus interacciones identificadas como indispensables para la catélisis (seccion 1.2.1) no son requeridos
para que ocurra la reduccion ni para unir al nitrito en una conformacion cataliticamente favorable.

Nuestros resultados permiten concluir que la falta de actividad a pH > 8 es debida a
modificaciones estructurales dependientes del pH del puente Cis-His y, en base a los modelos
estructurales obtenidos para ambas NirK (Figura 35 A y 36), la tnica estructura molecular con estas
caracteristicas en esta via es el puente de hidrogeno N5 H...O=C. Nuestra hipoétesis es que a elevados
pHs este puente es bloqueado por la transferencia del protéon a un grupo aceptor como por ejemplo un
grupo carbonilo ubicado en las cercanias del puente Cis-His o una molécula de solvente. Resultados

similares han sido propuestos en estudios tedricos de proteinas que contienen Zn y sistemas modelos
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que muestran que el pKa del imidazol de la histidina coordinada al metal puede ser reducido
facilitando la transferencia del proton a grupos vecinos [83]. En conclusion nuestros estudios sugieren
fuertemente que el T2Cu es capaz de catalizar la reduccion del nitrito atin sin la intervencion de la
Hiscar y del Aspcat. Mas importante atn es el hecho que tanto la SmNirK, enzima verde, como la

BjNirK, enzima azul, comparten el mismo camino de TE T1Cu-T2Cu.
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V- Conclusiones



Este trabajo se desarrollo a partir del estudio de dos NirK, una verde (SmNirK) y otra azul
(B/NirK), y sus respectivos dadores electronicos fisiologicos. Todas las proteinas utilizadas fueron
producidas de manera recombinante con genes aislados de dos bacterias desnitrificantes,
Sinorhizobium meliloti 2011 (Sm) y Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (Bj). La caracterizacion
molecular, espectroscopica y cinética de estas dos enzimas y sus respectivos dadores electronicos,
junto con estudios similares sobre variantes de una de ella realizadas por mutagénesis sitio dirigida
nos permitieron obtener informacion original y relevante respecto a los procesos de TE que forman
parte del mecanismos catalitico de las NirK, asi como también informacion a nivel molecular sobre la
dependencia de la actividad de la enzima con el pH del medio. Los logros obtenidos no contribuyen
solo al conocimiento sobre estas enzimas, sino que también aportan al desarrollo y optimizacion de
técnicas experimentales, ya que se trabajo ademas en el desarrollo de distintas metodologias que
fortalecieron las capacidades del grupo en el estudio y caracterizacion de metaloproteinas redox en
general. A continuacion se detallan las conclusiones mas importantes sobre el conocimiento adquirido
en estas enzimas, junto con los logros experimentales mas relevantes que permitieron alcanzar los
objetivos planteados.

Objetivo 1. Caracterizar a SmNirK y BjNirK y sus respectivos dadores electronicos
fisiologicos, SmPaz y BjCitcsso. Las dos NirK presentan caracteristicas moleculares y espectroscopicas
similares a las NirK ya caracterizadas y aisladas de otros microorganismos. SmNirK es una enzima
que ya habia sido caracterizada anteriormente en el grupo de trabajo; no es el caso para BjNirK cuya
caracterizacion no tiene precedentes. Uno de los problemas que se tenia con la produccion de SmNirK
era que la incorporacion de cobre en su estructura no era constante, lo que determinaba que debido a
razones del protocolo implementado se obtenian valores menores a los 2 Cu/mondémero en algunos
casos. En estos casos se debian implementar largos procesos de didlisis para incrementar el contenido
de cobre en la proteina, lo que llevaba en algunos casos a perder proteina por precipitacion. Para
resolver este inconveniente se trabajo en mejorar el protocolo de produccion y purificacion de esta
enzima con el objetivo de normalizar la incorporacion de Cu en las proteinas y evitar los pasos de
dialisis posteriores.

En paralelo al estudio de SmNirK y BjNirK, se caracterizaron los dadores electronicos
fisioloégicos de ambas enzimas (SmPaz y BjCitcss)). Estas proteinas presentan caracteristicas
moleculares y espectroscopicas similares a los dadores ya reportados para otras NirK de
microorganismos diferentes. Una de las ventajas desde el punto de vista experimental que presentaron
los dadores electronicos es que estas proteinas son adsorbidas sobre la superficie de electrodos de oro
o grafito pirolitico (HOPG) de corte basal. Esto tltimo hizo que se pueda implementar por primera
vez en el laboratorio la técnica de voltametria ciclica (seccion IV.2.5) lo que posibilitdo la
caracterizacion electroquimica de los dadores electronicos. También se trabajo en la adsorcion de las

NirK a estos electrodos con el objetivo de realizar estudios de electroquimica directa de estas
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proteinas. Si bien este objetivo no pudo ser concretado, con los dadores electronicos adsorbidos
pudimos caracterizar la cinética de reaccion de las dos NirK mediante métodos electroquimicos
(objetivo 1I). En la busqueda de alternativas para lograr el contacto directo electrodo-NirK, se
iniciaron trabajos para modificar, mediante mutagénesis sitio dirigida, residuos superficiales de la
enzima que permitan su adsorcion en la superficie del electrodo de oro. Este procedimiento esta
siendo continuado por un nuevo becario incorporado recientemente al grupo de trabajo.

Objetivo Il. Caracterizar la cinética de reduccion del NO; llevada a cabo por SmNirK y
BjNirK. Otro logro importante obtenido gracias a la adsorcion de los dadores electronicos sobre la
superficie del electrodo fue realizar ensayos cinéticos con las respectivas NirK mediante un método
simple, rapido y para el cual son requeridas muy pequefias cantidades de proteinas (seccion IV.3.1).
Estos ensayos permitieron corroborar que efectivamente las proteinas aisladas como dadores
electronicos son capaces de transferir electrones a las NirK.

La cinética de reduccion del nitrito en ambas NirK también se evalué mediante métodos
cinéticos de estado estacionario monitoreados por espectroscopia de absorcion UV-vis utilizando los
respectivos dadores electronicos fisioldgicos y dadores artificiales como el MV (seccion 1V.3.2). Los
valores de Ky obtenidos al utilizar los dadores electronicos fisiologicos se encuentran en el orden a los
calculados para otros pares NirK-dadores electronicos. Estos resultados, junto con el hecho de que los
genes que codifican para las NirK y los dadores son expresados bajo condiciones desnitrificantes [74,
75], sugieren fuertemente que ambas proteinas funcionan como dadores electronicos fisioldgicos de
las respectivas NirK dentro de la célula bacteriana. Los estudios cinéticos monitoreados mediante
espectroscopia de absorcion UV-vis asi como también los ensayos electroquimicos, forman parte de la
caracterizacion de nuevas variantes de SmNirK que han sido obtenidas recientemente. A su vez, las
técnicas electroquimicas implementadas para el estudio de las NirK estan siendo actualmente
utilizadas para el estudio de otras proteinas que forman parte de las lineas de investigacidon que se
desarrollan dentro del grupo.

Objetivo IllI. Evaluar el efecto de la interaccion SmNirK/SmPaz sobre los potenciales de
reduccion de los sitios de Cu de SmNirK en condiciones cataliticas. La determinacion de los
potenciales de reduccién de los centros de Cu de todas las NirK caracterizadas hasta el momento
determinaron que E%ricy > E%Tacy, lo que implica que la TE intraproteina en la enzima sea
termodinamicamente desfavorable. Sobre la base de estos resultados se propuso que la unién del
sustrato al sitio activo modularia los valores de los potenciales de reduccion de manera tal de invertir
el orden de los mismos, esto es E®tacy > E%Ticy, lo que haria termodindmicamente favorable la
transferencia T1Cu—T2Cu. Una de las evidencias experimentales indirecta de esta modulacion
llevada a cabo mediante espectroscopia de EPR es la publicada en Pinho y col. [54], lo cual no pudo
ser corroborado en nuestro caso (seccion 1V.4). Nuestros resultados en SmNirK sugieren que una

modulacion similar puede ocurrir, pero como resultado de la interaccion SmPaz/SmNirK en presencia
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de sustrato. Nuestra hipétesis actual es que perturbaciones estructurales desencadenadas por la
interaccion enzima/dador /sustrato serian responsables de modular los potenciales de reduccion de los
centros en ambas proteinas favoreciendo la TE T1Cu-SmPaz—(T1Cu—T2Cu)-SmNirK. Ensayos
similares deberian realizarse con el par BjNirK- BjCitcsso para estudiar el proceso de TE entre un
citocromo y una NirK azul, ya que el problema contintia atin abierto.

Objetivo 1V. Estudiar la relevancia de las interacciones covalentes, no covalentes y
coordinacion con Cu presentes en el puente Cis- His en la TE intraproteina. Mediante mutagénesis
sitio dirigida se logré sustituir la Cis e His del puente que comunica los dos centros en la estructura de
SmNirK salvaje (wild type) por residuos capaces de coordinar los atomos de Cu, y de esta manera
modificar el puente manteniendo la comunicacion T1Cu-T2Cu. Estas mutaciones no alteraron la
estructura cuaternaria de la enzima de acuerdo con los resultados de cromatografia de exclusion
molecular en combinacion con SDS-PAGE, y los modelos estructurales obtenidos a partir de los
estudios in silico. Mediante estudios computacionales (seccion IV.5.6) también confirmamos que las
variantes obtenidas no sufririan alteraciones a nivel de los residuos pertenecientes a la segunda esfera
de coordinacion del T2Cu, lo que implicaria que en las variantes obtenidas no deberia haber
impedimentos en la interaccion enzima/dador y enzima/sustrato.

Si bien el Asp es un residuo con potencial capacidad de coordinar el Cu, resulté que de las
dos variantes realizadas solo H171D presenta dos atomos de Cu por mondmero y caracteristicas
espectroscopicas correspondientes a los dos sitios (seccion IV.5.4). La caracterizacion
espectroscopica de esta variante permitié concluir que el T1Cu no fue significativamente alterado por
la mutacion, mientras que el T2Cu presenta una sefial de EPR con modificaciones respecto a la sefal
correspondiente en el espectro de SmNirK. En el modelo estructural obtenido se observo que ambos
centros estdn conectados por el puente Cis-Asp, sin embargo en esta estructura no esta presente el
puente de hidrégeno Ns H...O=C considerado una de las posibles vias de TE en las NirK verdes. A
partir de los resultados experimentales y computacionales, se penso en tres posibilidades para intentar
explicar la falta de actividad de H171D obtenida en los ensayos cinéticos. Una podria deberse a la
falta de interaccion T2Cu-NOy, la cual surge dado que no se obtuvieron evidencias experimentales
que sugieran tal interaccion (seccion 1V.5.4.4). Esta posibilidad fue descartada a partir de calculos
computacionales que mostraron que el cambio de His por Asp no representa un impedimento para la
unidn del nitrito al T2Cu. Otra posibilidad podria ser que el T2Cu sea cataliticamente no funcional
debido a modificaciones estructurales, la cual surge de los resultados negativos obtenidos en el ensayo
cinético utilizando MV como dador electrénico (seccion 1V.5.5). Teniendo en cuenta que la reduccion
del sustrato con MV puede ocurrir sin la intervencion del T1Cu, tal como se observé en el ensayo con
C172D, la falta de actividad del H171D puede deberse a un T2Cu cataliticamente inactivo producto
de la mutacion. Tal inactivacion podria deberse al cambio en el potencial de reduccion de la

componente del T2Cu con caracteristicas espectroscopicas comparables al sitio activo de SmNirK, y
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que podria funcionar como componente cataliticamente activa. Dado que los resultados sugieren que
el potencial de esta componente resultd ser mas negativo que el T2Cu de la SmNirK, este hecho
también contribuiria a dificultar la TE entre los sitios. La ultima posibilidad, que surge de los
resultados obtenidos al utilizar a SmPaz como dador (secciéon IV.5.5) y del modelo estructural
obtenido, implica que la falta de actividad se deba a la ausencia del puente NsH...O=C en la
estructura Cis-Asp que impediria la TE entre los dos sitios.

Para C172D los resultados son un poco mas controversiales dado que no se pudo obtener una
proteina con 2 Cu/monoémero, lo que lleva a dos posibles explicaciones para las dos sefiales de EPR
asociadas a un T2Cu en esta variante. Los modelos estructurales obtenidos con un Cu solo en el T2Cu
o con un Cu en ambos sitios resultaron igualmente estables, por lo que no habria impedimentos para
que el sitio modificado coordine el metal, pero tampoco debe excluirse que las dos sefales de Cu
correspondan a una inhomegeneidad estructural del sitio T2Cu, como se vio en H171D. En otras
palabras, esta variante podria estar constituida de una mezcla de poblaciones de proteinas entre las que
podrian incluirse proteinas con Cu en los dos sitios potenciales de ligacion o proteinas con un unico
sitio con Cu. Otro factor a tener en cuenta es que el puente de hidrogeno N5 H...O=C esta presente,
por lo que la falta de actividad frente a SmPaz (seccion IV.5.5) podria deberse a la ausencia de un
T1Cu, debido a la gran distancia para efectuar TE desde el T1 de la SmPaz al T2Cu de la SmNirK, o a
la presencia de un sitio metalico modificado incapaz de llevar a cabo la TE. Remarcablemente, esta
variante resultd activa al utilizar MV como dador electronico, lo que determino que el T2Cu de esta
proteina es cataliticamente funcional y a su vez que este sitio puede actuar como tal sin la
intervencion del T1Cu. Esto ultimo constituye un resultado importante, ya que no se habia
demostrado actividad catalitica para una NirK en ausencia de un T1Cu. Finalmente, un logro
adicional que implico la concrecion de este objetivo fue la implementacion de técnicas de mutagénesis
sitio dirigida, lo cual no tenia antecedentes en el grupo.

Objetivo V. Evaluar el rol del puente Cis-His en la dependencia de la actividad catalitica con
el pH. Para la concrecion de este objetivo se estudio la capacidad de reduccion del nitrito de las dos
NirK a pH > 8 en comparacion con la correspondiente al pH de mayor actividad de la enzima (pH 5-
6) (seccion 1V.6). Estos estudios se realizaron monitoreando mediante espectroscopias de absorcion
UV-vis y de EPR el estado de oxidacion de los sitios de Cu al final de varios ciclos cataliticos de la
enzima. La caracterizacion espectroscopica de las enzimas a pH 10 mostré ademas que el T2Cu
presenta una estructura dependiente del pH, algo que no ocurre con el T1Cu.

La pérdida de actividad de las NirK a pH >8 hasta el momento ha sido adjudicada a la
incapacidad de los residuos Aspcar € Hiscar para proveer los protones necesarios para la reduccion
del nitrito, lo cual esta en contraposicion con nuestros resultados que demuestran que ambas NirK
presentan un T2Cu cataliticamente funcional a pH 10 (Figura 38 y 39). Nuestros resultados indican

ademas que a este pH la TE entre los dos sitios estd interrumpida, porque a pH > 8 se produce un
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desacople entre los dos sitios de Cu. Esto se demuestra dado que en la reaccion con sustrato de las
NirK previamente reducida solo se recupera sefial de EPR correspondiente al T2Cu sin recuperarse la
sefal del T1Cu; contrario a lo obtenido en el mismo ensayo realizado a pH 6, condicion en la que si se
produce la TE entre los dos sitios y se recuperan las sefiales de los dos sitios. Dado que la tnica
caracteristica estructural que potencialmente es dependiente del pH en la estructura Cis-His es el
puente N5 H...O=C, nuestra hipdtesis mas firme es que la disrupcion del camino de TE deberia estar
asociada a la pérdida del proton de este puente. Si bien los pKa del grupo NH del anillo imidazol es
del orden de 6, se ha discutido a partir de calculos computacionales que el mismo puede disminuir
notablemente en caso de que el anillo imidazol este coordinado a un metal del grupo de los metales de
transicion y que el medio tenga grupos aceptores de este H", como es el caso de la NirK que muestra
varias especies quimicas con capacidad de hacerlo en las inmediaciones del puente Cis-His. Otra
hallazgo importante fue que las dos NirK, la verde y la azul, presentan el mismo comportamiento a
pH 10, lo cual sugiere la relevancia del Ns;H...O=C en la TE intraproteina de ambas enzimas (seccion
1V.6.2). Esto constituye una evidencia experimental importante que contradice la hipotesis planteada
a partir de estudios computacionales, en la que se concluyd que las NirK verdes y azules utilizan
distintas vias para llevar a cabo la TE entre sus dos sitios.

Perspectivas futuras. Sumados a todos los interrogantes descriptos arriba que quedaron
abiertos en este trabajo de tesis, se plantearon nuevas hipotesis de trabajo respecto de la interaccion
enzima/dador electronico fisioldgicos. Durante mi trabajo en el laboratorio realicé ademas pruebas de
TE relacionadas con las interacciones cruzadas NirK-dador electronico que no son incluidos en este
manuscrito. Los ensayos cinéticos monitoreados por electroquimica y espectroscopia han sido
contundentes al mostrar la habilidad de cada dador electronico para transferir electrones a las NirK
independientemente de su origen y color, lo cual revela una alta “promiscuidad” de los dadores
electronicos a la hora de efectuar la TE. Esta observacidon abre un abanico de interrogantes sobre los
factores que influyen tanto en las interacciones dindmicas y transitorias involucradas en la formacién
del complejo dadores electronicos/NirK como en la TE interproteinas. Todo esto, como se menciond
en la introduccidn, constituye otro de los puntos centrales en la investigacion de los procesos de TE en
enzimas, y permitieron abrir una nueva linea de trabajo dentro del grupo en la cual estoy involucrado

actualmente.
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VI- Anexos



ANEXO 1.

VI1.1.1- Cepas bacterianas v plasmidos utilizados

Se utilizaron tres cepas de E. coli para el clonado y la expresion de proteinas recombinantes

cuyos genotipos se detallan en la Tabla VI.1.1.

Tabla VIL.1.1. Caracteristicas y uso de las cepas de E coli utilizadas.

Cepa E coli Genotipo Uso

[lacIqTn10(TetR)] mcrA D(mrr-hsdRMS-
) mcrBC) F80lacZDAMI15 DlacX74 recAl | Replicar ADN plamidico y
Topl0 F’ (Invitrogen) )
deoR araD139 D(ara-leu)7679 reserva celular del mismo

galUgalKrpsL (StrR) endA1 nupG.

BL21(DE3)(Agilenttechnologies) | E. coli B F— dcmompThsdS(rB— mB-) gal

MDE3). Expresion de proteinas
BL21Gold(DE3) (Agilent E. coli B F- ompThsdS(rB— mB- ) dem+ recombinantes
technologies) TetrgalA\(DE3) endAHte.

Los plasmidos utilizados para el clonado y la expresion de proteinas se detallan a

continuacion:

e plJET 1.2 Blunt (Thermofisher): utilizado para realizar el clonado de los productos obtenidos
de la PCR generados por Taq (Pfu) ADN polimerasa. Confiere resistencia a ampicilina.

e pET-22b(+) (Novagen): utilizado para sobre-expresar proteinas recombinantes en forma
soluble y activa. Confiere resistencia a ampicilina.

e pEC86: Utilizado como vector helper en la expresion de citocromos en E coli cuyo
crecimiento se realiza en condiciones aerobicas. Este vector contiene los genes ccmABCDEFGH de E.

coli corriente abajo del promotor tet los cuales son esenciales en la maduracion de citocromos [84].

VI1.1.2- Medios de cultivo, inductores v antibidticos usados para el crecimiento de E.

coli

En la Tabla VI.1.2 se detalla la composicion de los dos medios de cultivos utilizados para el
crecimiento de bacterias. El medio ZYM-5052 es un medio de cultivo de alta densidad y
autoinduccion [85]. Ambos medios de cultivos fueron utilizados para el crecimiento de células y
expresion de proteinas recombinantes en grandes volumenes. El medio LB también fue utilizado para
cultivos pequefios requeridos para la obtencion de células competentes y extraccion de ADN
plasmidico. El aislamiento de colonias en medio solido se realizd6 en medio LB modificado

suplementado con agar-agar en placas de petri incubando a 37 °C durante toda la noche.
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Tabla VI.1.2. Composicion de los medios de cultivos

utilizados para el crecimiento de

microorganismos.
Reactivos Concentracion (g/L)
Peptona 10
LB Extracto de levadura 5

modificado | NaCl 10
Agar- agar (para medio s6lido) 15
Peptona 10
Extracto de levadura 5
MgSO, 120.4
Glicerol 250
Glucosa 25

ZYM-5052
Lactosa (Inductor) 100
Na;HPO4 177.5
KH>PO4 170
NH4CI 134
NazSO4 35.5

Los medios de cultivos fueron suplementados con antibidticos, solucion de CuSO4 y FeCls
cuando fue requerido. Los antibidticos utilizados fueron ampicilina y cloranfenicol a una
concentracion final de 100 pg/mL y 34 ng/mL, respectivamente. La induccion de la expresion de
proteinas fue realizada con Isopropil-f-D-tiogalactosido (IPTG) a una concentracion final de 48 mg/L

(0.2 mM).

VI1.1.3- Obtencion de células competentes y transformacion

Para hacer competente las células, se realizoé un preindculo de E. coli en medio LB el cual se
cultivo durante toda la noche a 37 °C y 220 rpm. El cultivo saturado asi obtenido fue diluido 1/50 en
10 mL de medio LB modificado estéril y se lo mantuvo en las mismas condiciones de crecimiento
hasta una DOgoo de aproximadamente 0.4-0.6. Posteriormente las células fueron incubadas en hielo
durante 10 min, centrifugadas a 5000 rpm por 5 min a 4 °C y resuspendidas en 15 mL de tampon
CMG estéril (50 mM CaCl,, 50 mM MgCly). Luego las células se recolectaron mediante
centrifugacion en las mismas condiciones y se resuspendieron nuevamente en 3.5 mL de tampdn
CMG. Las células se mantuvieron durante 5 min en hielo y se agregaron 170 uL. de DMSO estéril
frio. Las células resuspendidas fueron fraccionadas en alicuotas de 250 pL en tubos de plastico
estériles, congeladas con N, liquido y almacenadas en freezer a -80 °C.

La transformacion de estas células competentes se logré mediante la incubacion de las
mismas con aproximadamente 4 ng de ADN plasmidico en hielo durante 30 min. Luego se efectu6 un
shock térmico 40 s a 42 °C seguido de incubacion durante 3 min en hielo. Las células fueron

reactivadas mediante la adicion de 750 pL de medio LB fresco e incubacion a 37 °C durante 1 h en
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agitacion a 200 rpm. Por ultimo las células fueron sembradas en medio solido LB-agar suplementado

con el antibiodticos correspondientes e incubadas a 37 °C durante toda la noche.

VI1.1.4- Extraccion de ADN plasmidico.

Para extraecr el ADN plasmidico de las bacterias E. coli Topl0 transformadas con las
diferentes construcciones (Tabla IV.1, seccion materiales y métodos) se utilizd6 un kit comercial
(Nzytech) siguiendo las indicaciones del fabricante. EIl ADN plasmidico obtenido fue conservado a -

20 °C hasta su uso.

VI1.1.5- Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Las muestras de ADN obtenidas a partir de PCR, luego del tratamiento con enzimas de
restriccion o a partir de extracciones fueron separadas electroforéticamente en geles de agarosa 2%
(p/v) utilizando marcadores de ADN (Thermo Fisher Scientific) y solucion TAE 1X (40 mM Tris-HCI
a pH 8; 40 mM é4cido acético, 1| mM EDTA). La visualizacion de las bandas de ADN se realizo
utilizando GelGreen (BIOTIUM) como fluoréforo bajo luz azul (400-500 nm) utilizando un

transluminador.

V1.1.6- Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion de ADN se utilizo para confirmar las secuencias de los genes clonados
luego de su amplificacion a partir de ADN gendémico y para confirmar la presencia de las mutaciones
realizadas. Una alicuota de ADN plasmidico (~200 pg/mL) se envié al INTA Castelar para su

secuenciacion mediante electroforesis capilar utilizando nucleétidos especificos.

VI1.1.7- Metodologias utilizadas para el analisis de proteinas.

VI1.1.7.1- Determinacion de la concentracion de proteinas.

La determinacion de la concentracion de proteina se realizd mediante el método de Lowry
[86] utilizando albumina sérica bovina como proteina patréon (0- 0.5 mg/mL). La determinacion se
realizé siempre con un error menor al 10 %.

Una vez caracterizadas las proteinas, la concentracion también fue estimada mediante
espectroscopia de absorcion UV-vis utilizando los € correspondientes.

VI1.1.7.2- Determinacion de la masa molecular aparente.

La masa molecular de las proteinas fue determinada por cromatografia de filtracion en gel. Se
utilizd una columna pre-empacada Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) conectada a un
Aktabasic (GE Healthcare) y marcadores de masa molecular (Genbiotech). La columna se equilibro
con tampon 150 mM NaCl - 50 mM PBS a pH 7. Los marcadores moleculares utilizados para la
calibracion fueron: ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbumina (75 kDa), anhidrasa
carbonica (30 kDa) y ribonucleasa A (13.7 kDa). La elusion isocratica fue realizada a un flujo de 0.4
mL/min con deteccion a 280 nm. La masa molecular de las subunidades fue determinada mediante

SDS-PAGE.
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VI1.1.7.3- Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE).

SDS-PAGE se utilizé para determinar el grado de pureza de fracciones obtenidas durante el
proceso de purificacion asi como también durante la determinacion de la masa molecular de la
subunidad de la estructura de la proteina. Se realizaron corridas electroforéticas en geles de
poliacrilamida al 12-15% segun la proteina analizada, en condiciones desnaturalizantes y utilizando
marcadores de masa molecular de rango medio (Genbiotech).

VI1.1.7.4- Determinacion del contenido de cobre

El contenido de cobre fue determinado por espectroscopia de absorcidon atomica utilizando
horno de grafito y curva de calibrado realizada con estandares acuosos certificados. Se utiliz6 un
espectrometro Perkin Elmer Analyst 800, mediante el servicio del SECEGRIN, INTEC, CONICET.

VI.1.7.5- Acondicionamiento de proteinas por ultrafiltracion.

La ultrafiltracion se utilizd para acondicionar y concentrar las muestras de proteinas. Para
muestras de grandes volimenes se trabajo con equipos de ultrafiltracion Amicon (Millipore), y para
muestras de pequefios volumenes se utilizaron equipos de ultrafiltracion Amicon (Millipore) para
centrifuga. En cada caso se utilizaron dispositivos con membranas de cut off adecuado

(10 0 30 KDa) segun la proteina a concentrar.
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VI.2- ANEXOII

VI1.2.1- Espectroscopia EPR.

La espectroscopia de EPR permite el estudio de compuestos paramagnéticos, es decir
compuestos que poseen electrones desapareados. En las metaloproteinas, los centros paramagnéticos
pueden ser parte integral de la misma o producirse transitoriamente como intermediarios de reaccion.
El primer caso corresponde a las proteinas de Cu como las NirK que contienen, en su estado de
oxidado, dos centros con el Cu en su forma Cu?*. Este es un sistema d° con un electrén desapareado en
el nivel ocupado de mas alta energia, el cual es del tipo dy>.,> en la mayor parte de los casos.

Las transiciones energéticas de interés en la espectroscopia de EPR provienen de la
interaccion de los electrones desapareados presentes en las muestras con un campo magnético externo
(B) en presencia de microondas de una frecuencia (v) fija. El espin electronico (S) de un electron tiene
asociado un momento magnético (u), propiedad que lo convierte en una especie activa para los
experimentos de EPR. Un sistema simple de un electréon con S = ' presenta dos posibles estados mg =
-%2 y ms = +'%, ambos con la misma energia en ausencia de B. La existencia de un p asociado al espin
electronico es la razon por la cual en presencia de un B los estados energéticos se diferencian,
fenémeno denominado efecto Zeeman (Figura VI.2.1). La interaccion del p con B se denomina
interaccion Zeeman, y establece un estado energético de mayor energia cuando el p se alinea
antiparalelo al B (ms = +/2) y un estado de menor energia cuando el p se orienta paralelo al B (m; = -
). La separacion en energia (AE) entre estos dos estados esta dada por AE = g ug B donde g se
denomina factor g, pus es el magneton de Bhor y B es el campo magnético aplicado. En un
experimento tipico de EPR se irradia la muestra con microondas a frecuencia conocida mientras se
varia el campo magnético externo. Dado que la diferencia de energia entre los dos estados del espin
varia linealmente con la intensidad de B, la absorcion de la radiacion ocurre cuando la energia de
radiacion (4v) coincide con AE. En este caso se cumple la condicion de resonancia AE=gusB=hv

siendo /4 la constante de Planck.
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Figura VIL.2.1. Niveles de energia para un electron de espin S = !4 en ausencia (B= 0) y en presencia de
campo magnético.

El espectrometro debido a su arquitectura electronica utiliza la deteccidon sensible a fase y
registra la derivada de la linea de absorcion (Figura VI.2.2). Este método de deteccion permite
incrementar la sensibilidad del espectrometro. La Figura VI.2.2 muestra una linea de resonancia tipica
de EPR en donde se marcan parametros a evaluar del espectro. Estos parametros son el By que
corresponde al B en donde se obtiene el pico de absorcion y el ancho pico a pico (ABpp) que esta
asociado con el tiempo de relajacion del espin y el ancho intrinseco de la resonancia. Estos parametros
no son esenciales en nuestro estudio y por lo tanto no seran analizados. Otro parametro de importancia
es el factor g, que se calcula con By a partir de la condicion de resonancia (Figura V1.2.2). El factor g
tiene un valor de 2,002319 para el electron libre, desviaciones de este valor aportan informacion
acerca del entorno del electron en estudio lo que permite distinguir e identificar tipos de muestras [87,
88]. Por ejemplo radicales centrados en el carbono tienen un g cercano al valor de g de los electrones
libres, mientras que los radicales nitroxilos presentan un g = 2.006. Los iones de metales de transicion
paramagnéticos tienen muy diferentes valores de g, por ejemplo un ion vanadio tiene un g = 1.96

mientras que en Cu®*" puede tener un g ~2.3, dependiendo la geometria del complejo [88].
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Figura VI1.2.2. Arriba. Linea de absorcion para un electron de S = 1/2. Abajo. Espectro de EPR, se
registra la primera derivada de la linea de absorcion.

V1.2.2- Interacciéon hiperfina

Cuando el centro paramagnético contiene uno o mas nucleos en su cercania con un espin
nuclear distinto de cero (I # 0) ocurre la interaccion entre el momento magnético del espin electronico
y el momento magnético del ntcleo. Esta interaccion da origen a posteriores desdoblamientos de las
energias Zeeman y, consecuentemente, a nuevas transiciones. Estas transiciones son responsables de
las llamadas estructuras hiperfinas del espectro de EPR. El espin nuclear que origina la estructura
hiperfina puede ser del propio nicleo del centro paramagnético (por ejemplo [=3/2 para un Cu*") o
pertenecer a un ligando del centro paramagnético, estas interacciones reciben el nombre de hiperfina y
superhiperfina, respectivamente. El desdoblamiento en cada estado energético ms provocado por la
interaccion con el nucleo (I # 0) depende de su espin nuclear, produciéndose 2I+1 subniveles
energéticos. De manera analoga a lo que ocurre con un S = %, un nucleo con espin nuclear [ = %
puede adoptar los estados m; = -%2 y m; = +'2, cada uno de los cuales presenta un momento magnético
asociado (Figura VI.2.3). La presencia de microondas induce las transiciones entre los diferentes
estados energéticos, y la sefial de EPR se divide en dos sefiales ubicadas a una distancia ag de la
original (Figura V1.2.4). La constante de acoplamiento hiperfino (A) es igual al espacio entre las dos
lineas, es decir 2ay. La magnitud de A, depende del tipo de nucleo asi como de la densidad de espin

electronico en ese nucleo. Si un segundo nicleo con I= % interacttia con el espin electronico, cada una
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de las sefales de la Figura VI.2.4 se divide en un par resultando un espectro con cuatro sefales. La
regla general es que el nimero de lineas hiperfinas es igual a 2nl+1, donde n es el nimero de ntcleos
equivalentes. Si el nimero de nucleos se incrementa, el nimero de sefiales aumenta rapidamente. Sin
embargo puede ocurrir que las sefiales se superpongan observandose un numero menor de sefiales al

que corresponde [88].
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Figura VI1.2.3. Niveles de energia para un electron de espin S = 2 en ausencia y en presencia de B. Los
niveles de energia ms se desdoblan cuando el espin del electron desapareado interactia con el espin nuclear I =
%2 de un nucleo en presencia de campo magnético dando lugar a transiciones que corresponden a las estructuras
hiperfinas en los espectros.

Figura VI1.2.4. Desdoblamiento de una sefial EPR debido a la interaccion del espin electronico
con un nucleo de I=1/2.

VI1.2.3- Anisotropia del factor g v de la constante de acoplamiento hiperfino A.

Cuando los valores de g y A dependen de la orientacion con la cual el B atraviesa la muestra

se dice que los parametros son anisotropicos. En las soluciones congeladas de muestras bioldgicas
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puede observarse la anisotropia, en estas muestras las moléculas paramagnéticas presentan todas las
orientaciones posibles respecto al campo magnético exterior. En este caso los espectros de EPR
representan la suma (convolucion) de todas las resonancias posibles que puede presentar una molécula
paramagnética [87, 89].

En sistemas anisotropicos los parametros g y A se describen mediante matrices de g y A (3x3)
las que se caracterizan por 3 valores principales o autovalores (eigenvalues), gx, 8V 2.y Ax, Ayy A,
respectivamente, donde x, y, y z son direcciones caracteristicas de la molécula que contiene el electron
desapareado que se denominan autovectores (eigenvectors) [87]. La Figura VI.2.5 muestra tres
diferentes clases de anisotropia en g. En el espectro a se cumple que g« = gy = g,, esta clase se
denomina isotropica. Los valores de g son independientes de la direccion de B y el espectro resultante
consiste en una Unica linea de resonancia. La segunda clase se denomina axial (espectro b y ¢) y hay
un Unico eje que difiere de los otros dos, en este caso se cumple g, = g, # g-. El valor de g de este
unico eje corresponde al g observado cuando el campo aplicado es paralelo al eje de simetria y se
denomina al g, como gy. Los g« y gy se designan como g,, que es el valor de g obtenido cuando el
campo aplicado es perpendicular al eje de simetria. En este caso el espectro corresponde a la
convolucion de los espectros con factores g de cualquier valor entre estos dos extremos. Dado que las
orientaciones moleculares correspondiente a g, tiene mayor probabilidad con respecto a las de gy, el

espectro es mas intenso en la region de g,. La tltima clase, llamada rémbica, ocurre cuando gy # gy #

g, (espectro d).
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Figura VI.2.5. Anisotropia en los espectros de EPR. a- espectro isotropico, b y c- espectros con
simetria axial con g, > g1 y g < g1, respectivamente y d- espectro con simetria rombica.

Las consideraciones explicadas para la anisotropia de g, se aplican para los valores A [89]. En

la Figura VI.2.6 se muestra el desdoblamiento de la sefial de EPR (espectro @) a causa de la presencia
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de estructuras hiperfinas isotropicas (espectro b) y anisotropica (espectro ¢) generadas mediante la

interaccidon con un nucleo I=1/2.

A J

Campo magnético (B)
Figura VI.2.6. Anisotropia del parametro de interaccion hiperfina A generadas a partir de la

interaccion con nucleo de I=1/2. a- Espectro sin interaccion hiperfina, b- con interaccion hiperfina isotropica y
¢- con interaccidn hiperfina anisotrdpica.

V1.2.4- Espectrometro v mediciones.

Los espectrometros de EPR operan a frecuencia de microondas fija y barren el B modificando
su intensidad hasta obtener la condicion de resonancia. Cuando se cumple esa condicion, se produce
la absorcion neta de energia por parte de la muestra (Figura V1.2.1).

Un espectrometro de EPR de onda continua (CW-EPR) (Foto VI1.2.1) estd compuesto por un
electroiman que genera un campo magnético homogéneo sobre la muestra y permite variar su
intensidad en un rango determinado, generalmente de 0 a 0.6 T, en los espectros de banda X. La
muestra se coloca dentro de una cavidad de resonancia situada entre las piezas polares del
electroiman. Esta cavidad se encuentra conectada con el generador de microondas y al detector a
través de una guia de ondas. Las dimensiones de la cavidad y la guia estan optimizadas para transmitir
y almacenar radiacion de microondas de una longitud caracteristica, que para Banda X es v ~9.5 GHz
y para Banda Q es v ~34 GHz. Como generador de microondas actualmente se utiliza un dispositivo
de estado so6lido llamado diodo Gunn [87].

El detector es un diodo Schottky cristalino y se utiliza un circulador para conducir la
radiacion incidente desde el generador hasta la cavidad, y la reflejada desde la cavidad al detector. A
este esquema se suman una serie de caracteristicas, como la modulacion del campo magnético estatico
superponiéndole un campo variable mas débil, con el fin de detectar la sefial modulada y mejorar la
relacion sefial/ruido, filtros electronicos, sistemas de atenuacion de la radiacion incidente, sistema de

control automatico de frecuencia y sistemas de adquisicion y control computarizado de muchos de los
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parametros operativos. Adicionalmente se pueden incluir accesorios como gonidmetros para rotar la
muestra, criostatos de He o N, liquido. Los sistemas criostaticos cuentan con un Dewar, un recipiente
de cuarzo de doble pared, que se inserta dentro de la cavidad y dentro del cual se introduce el tubo de
EPR normalmente. Poseen sistemas de medicion y control de la temperatura, utilizando resistencias
para evaporar He o N» y calentarlo a la temperatura deseada. Los sistemas de N, se pueden utilizar en

el rango de 100 K a 350 0 400 K, y los de He en el rango de 4 K a 300 K.

Foto VI.2.1. Espectrometro de EPR marca Bruker del Departamento de Fisica de la FBCB, UNL.
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VI.3- ANEXO III

VI1.3.1- Fundamentos de la electroquimica

Terminologia.

Electrodo: En una celda electroquimica es un material conductor o semiconductor en cuya
superficie ocurre la transferencia de electrones, puede actuar como anodo o catodo.

Electrodo Estandar de Hidrogeno (SHE): Electrodo de referencia estandar, su potencial se
define como 0 V. Todos los potenciales estandares son referidos a SHE.

Electrolito soporte: sustrato ionico (tipicamente una sal, como por ejemplo KCI) que esta
presente en la solucidn electrolitica para asegurar la conductividad y reducir asi la resistencia del
sistema.

Ensayos coulombimétricos: Se mide la evolucion de la corriente en el tiempo manteniendo
constante la diferencia de potencial aplicada, o viceversa, manteniendo constante la corriente se mide
la variacion de la diferencia de potencial de la celda electroquimica.

Ensayos dinamicos: Implican medidas realizadas a partir de ensayos coulombimétricos o
voltamperométricos, operan con la circulacion de corriente.

Ensayos estaticos: Implican medidas potenciométricas y operan sin circulacion de corriente,
es decir cuando el sistema alcanz6 el equilibrio electroquimico.

Ensayos potenciométricos: Se mide la diferencia de potencial entre dos electrodos cuando el
sistema alcanzd el equilibrio electroquimico.

Ensayos voltamperométricos: permite la medicion de la corriente al modificar el potencial
(a una determinada velocidad de barrido) de la celda electroquimica.

Par redox: Especie quimica que presenta al menos dos estados de oxidacion, puede actuar
como oxidante o reductor (dependiendo del estado de oxidacion). Ejemplo: Cu**/Cu*

Potencial de reduccion estandar (E°): Se define como el potencial de reduccion de una
semi-reaccion en un electrodo con respecto al SHE. Cada par redox tiene un potencial de reduccion
estandar.

Reaccion redox: reaccion quimica que involucra la transferencia de electrones entre dos

pares redox. Cada par redox esta involucrado en una semi-reaccion de una celda electroquimica.

Si consideramos como ejemplo un ensayo potenciométrico en el cual tiene lugar la siguiente
reaccion del par redox Ox/Red
Ox + ne” & Red
Donde Ox es la especie oxidada, Red la reducida y 7z es el nimero de electrones (e7) que se ponen en
juego en la reaccion. La ecuacion de Nernst permite calcular el E [V], el potencial de reduccion de

una semi-reaccion que ocurre en condiciones de equilibrio electroquimico (Ecuacion VI.3.1).
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RT a
E=E%+ — In—=
n dRed

(Ecuacion VI. 3.1)

Siendo E° [V] el potencial estandar de la semi-reaccion, R [8.3145 Jmol'K™'] la constante de los
gases, T [K] la temperatura absoluta y F [964855.3 C mol™'] la constante de Faraday. En la ecuacion
los términos aox y ared son las actividades electroquimicas de las especies Ox y Red, respectivamente.
La ecuacion de Nernst puede escribirse en términos de las concentraciones de cada una de las especies
electroactivas (Ecuacion VI.3.3) si consideramos que la reaccion redox se lleva a cabo en un medio
con fuerza ionica elevada. En este caso los coeficientes de actividad (y) de Ox y Red podrian ser

considerados constantes e incluirlos, junto con E°, en el término EY (Ecuacion VI.3.3)

RT RT
EY =E% + —lnyOX + —1In
nF YRed nF CRed

(Ecuacion VI. 3.2)

, RT. C
E=E" + — In—=
nF CRed

(Ecuacién VI. 3.3)

Donde los coeficientes de actividad v, y Ypo4- ¥ 128 concentraciones Cox y Crea corresponden a las

especies Ox y Red respectivamente y E®' [V] al potencial formal de reduccion.

Cuando los métodos electroquimicos dindmicos son utilizados para estudiar procesos redox,
la ley de Faraday es de utilidad. La misma establece que la cantidad de corriente que se genera en una
celda electroquimica es proporcional al cambio quimico que ocurre en la celda. Si estudiamos la semi-
reaccion considerada anteriormente con un método dindmico, segin la ley de Faraday la cantidad de

corriente es proporcional al consumo de Ox y a la formacion de Red (Ecuacion VI.3.4).
i dOx  dRed

nF~  dt | dt

Donde i [A] es la corriente que circula por el sistema. En los ensayos electroquimicos las corrientes

(Ecuacién VI.3.4)

generadas a causa del proceso redox que responden a la Ecuacion VI.3.4 se denominan corrientes
faradaicas.

El proceso cinético de transferencia de electrones en un experimento electroquimico dinamico
se describe mediante la ecuacion de Butler-Volmer (Ecuacion V1.3.5). Esta ecuacion relaciona las
cuatro variables fundamentales de una reaccion redox que ocurre en la superficie del electrodo: 7 [C
m’ s7'] es la densidad de corriente faradaica, E [V], y Coxy Creda [mol m?] son las concentraciones de
las dos especies electro-activas posicionadas en la cercania de la superficie del electrodo.

nF(E-E7) [ anF(E-E%)
Crea€ RT  —Cox= —mge KT (Ecuacion VI.3.5)

donde k% [mol s™'] es la constante formal de velocidad del proceso tanto oxidativo como reductivo. La
Ecuacion VI.3.5 deriva de considerar las velocidades de los procesos de oxidacion y reduccion, las
cuales son dependientes del potencial de trabajo y proporcionales a Cox y Cred, respectivamente. Las

constantes de proporcionalidad se denominan constantes de velocidad (Kox, kred), €n la misma se
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incluye la dependencia con el E del electrodo en donde ocurre la reacciéon. Cuando E = E?' se cumple
que kox= keea = k%', Otro término incluido en la Ecuacion VL.3.5 es el factor de simetria (o), es un
parametro adimensional con valores entre 0 y 1, a menudo se estima en 0.5.

Para procesos que ocurren muy rapido, k® es muy grande y el término derecho de la Ecuacién
VI1.3.5 se aproxima a cero quedando reducida a la ecuacion de Nernst. Los procesos redox que
funcionan bajo estas condiciones, se denominan procesos reversibles. Por lo tanto si la cinética del
proceso que ocurre en la superficie del electrodo es lo suficientemente rapida, la ecuacion de Nernst
puede ser aplicada atn cuando la corriente no es cero, esto es, el sistema se encuentra cercano a las
condiciones de equilibrio electroquimico.

La cinética de reaccion que tiene lugar en los ensayos electroquimicos esta afectada por el
transporte de las especies electro-activas en la solucion electrolitica. Estos mecanismos no son

considerados en la ecuacion de Butler-Volmer [90].

V1.3.2- Mecanismos de transferencia de masa.

El movimiento del analito hacia la superficie del electrodo de trabajo en un ensayo
electroquimico es controlado por tres mecanismos de transporte de masa:

- Migracion. Es el movimiento de particulas cargadas en respuesta a un campo eléctrico. La
velocidad de migracion dependera de la carga y tamaiio del ion y de la magnitud del campo aplicado.
Este mecanismo es minimizado al trabajar con elevadas concentraciones de electrolitos soportes.

- Conveccion. Se da por el movimiento fisico de la solucion electrolitica. En la practica la
conveccion puede ocurrir por agitacion mecanica o burbujeo de gas en la solucion electrolitica. La
magnitud de este mecanismo se minimiza al trabajar sin agitacion mecéanica y preservando la
inmovilizacion de la solucion electrolitica.

- Difusion. Es el movimiento espontaneo producto de un gradiente de actividad, y por lo tanto
de concentracion, del analito en la solucion electrolitica. La difusion es direccionada por la entropia
del sistema, por lo que el movimiento de solutos serd desde areas de elevadas actividades a zonas de
bajas actividades. De esta manera el sistema disminuye la magnitud del gradiente de concentracion de
los solutos. Este mecanismo de transporte se aplica a iones y solutos no io6nicos y siempre esta
presente en los ensayos electroquimicos [90, 91].

Si asumimos que el ensayo electroquimico dindmico por el cual se estudia la semi-reaccion
del par redox Ox/Red se lleva a cabo sin agitacion mecéanica y en presencia de un exceso de electrolito
soporte, los efectos de migracién y conveccion seran minimizados. Bajo estas condiciones la
transferencia de materia estara gobernada Uinicamente por la difusion. Las leyes de Fick son la base
para discutir los procesos de difusion que tienen lugar en los diferentes dispositivos electroquimicos.
La primera ley de FicK (Ecuacion V1.3.6) describe el flujo de la especie electro-activa Ox como una
funcién del cambio de su concentracion Cox [mol cm™] con la distancia x [cm] desde la superficie del

electrodo en un tiempo t [s]:
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aCOX .
Jox = _DoxW (Ecuacién VI. 3.6)

donde Jox [mol cm?s!] es el flujo de la especie Ox y Dy, [cm? s7!] es el coeficiente de difusion. Dado
que Cox también depende del tiempo, la segunda ley de Fick establece esta dependencia (Ecuacion

V1.3.7) [90].

(Ecuacion VI.3.7)

V1.3.3- Celda electroquimica

El equipamiento utilizado en nuestros estudios para realizar ensayos electroquimicos consiste
en una celda electroquimica con tres electrodos inmersos en una solucion electrolitica suplementada
con el electrolito soporte. Los tres electrodos se definen como:

. Electrodo de referencia. Su potencial es constante, estable, conocido, reproducible y
es usado como referencia para determinar el potencial del electrodo de trabajo. Los electrodos de
referencia mas comunmente usados en ensayos en solucion acuosa son los electrodos de calomel
(Hg/HgCl,) y electrodo de Ag/AgClys).

. Electrodo de trabajo. Su potencial es controlado y puede ser variado durante el
ensayo. En su superficie limpia y bien definida se lleva a cabo la reaccidon redox objeto de estudio.
Comunmente este electrodo estd compuesto de un material como grafito altamente orientado (HOPG),
oro policristalino o platino, los cuales deben ser inertes en el rango de potenciales de trabajo.

. Contraelectrodo o electrodo auxiliar. Constituido por una superficie inerte,
generalmente platino, su proposito es completar el circuito eléctrico con el electrodo de trabajo [92,
93].

VI1.3.4- Adsorcion de proteinas a la superficie del electrodo.

Los estudios electroquimicos son herramientas de gran utilidad para obtener informacién
termodinamica y cinética de las enzimas redox. La adsorcion de la enzima de interés sobre la
superficie del electrodo ofrece ventajas respecto a los ensayos en los cuales la enzima se encuentra
disuelta en la solucidon electrolitica, dado que se minimizan o eliminan los efectos de difusion en las
determinaciones [68]. Distintas son las metodologias que se han desarrollado para adsorber las
enzimas sobre la superficie de un electrodo [94]. El mecanismo de adsorcion adecuado sera aquel que
permita que la enzima conserve su capacidad catalitica al ser adsorbida y que facilite una orientacion
de la proteina de manera tal que los centros redox queden a una distancia Optima para la TE
desde/hacia la superficie del electrodo. Este ultimo aspecto es por lo que suele ser dificil lograr la
adsorcion de enzimas de masa molecular elevada. Otro aspecto determinante en la eleccion del
método de adsorcidn es la interacciéon enzima- electrodo, la cual debe ser estable en las condiciones de
trabajo [94, 95].

Una de las metodologias de adsorcion mds simples consiste en tratar quimicamente la

superficie del electrodo y de esta manera conferirle propiedades (carga global adecuada o grupos
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funcionales especificos) que promuevan la adsorcion de las proteinas. Distintos compuestos pueden
ser utilizados como promotores de la adsorcion. Los ensayos cinéticos electroquimicos que forman
parte de este trabajo se realizaron a partir de la interaccion de las NirK con los dadores electronicos
fisiologicos adsorbidos en la superficie del electrodo previamente tratadas con 4,4’-ditiopiridina. En la
Figura VI.3.1 se presenta un esquema del funcionamiento del sistema utilizado para realizar los
ensayos cinéticos mostrando a una Paz como la proteina adsorbida. Un mecanismo de funcionamiento

similar se espera para el sistema en donde el dador electronico adsorbido es BjCitcsso.

Paz-ox NirK-red NO+ H,0
m—@z---‘;
m—@z—--_:;
Paz-red NirK-ox NO, +2H*
Figura VI.3.1. Esquema de funcionamiento del sistema utilizado para los ensayos cinéticos

electroquimicos. La terminaciéon —ox y —red hacen referencia a la forma oxidadas y reducidas de las proteinas,
respectivamente.

VI1.3.5- Técnicas electroquimicas.

A continuacion se presenta una breve descripcion de las técnicas electroquimicas utilizadas
durante el desarrollo de esta tesis.

VI1.3.5.1- Voltametria ciclica.

La voltametria ciclica consiste en barrer de manera lineal y a una dada velocidad de barrido
(v) el potencial de un electrodo de trabajo. La variacion se realiza de manera ciclica entre dos valores
extremos y se registra la corriente resultante a cada valor de potencial, obteniendo un voltamograma
[92]. La Figura V1.3.2 muestra el voltamograma obtenido al variar el potencial de un electrodo con

SmPaz adsorbida en su superficie.
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Figura V1.3.2. Voltamograma obtenido a partir de la adsorcién de SmPaz en la superficie del electrodo
de trabajo.

En la figura se observa el voltamograma tipico obtenido a partir de un proceso de redox
reversible, el mismo consiste en un pico catédico (pc) obtenido a partir del proceso de reduccion y un
pico anodico (pa) que se obtiene dada la oxidacion del analito previamente reducido, considerando la
direccion de barrido de potencial indicadas con las flechas en la figura.

A partir de un voltamograma obtenido de un proceso reversible es posible obtener la siguiente
informacion:

° El potencial formal de reduccion (E”) de la reaccion redox en estudio tiene un valor
aproximado al valor medio de los potenciales de los picos anddicos (Epa) y catodicos (Epc). Es
importante mencionar que los valores de potenciales determinados para proteinas redox siempre hacen
referencia a potenciales formal de reduccion E” debido a las condiciones de trabajo.

. La separacion entre los picos de potencial (Epa y Epc) esté relacionada con el nimero

de electrones (n) involucrados en la reaccion electroquimica segin la Ecuacién VI.3.8.

0.059
Epa — Epc = — V  (Ecuacién VI. 3.8)

. Los valores de la corriente (i) de los picos, ipa y ipc, deberian ser idénticos en un

proceso reversible.

. Las ip incrementa con la raiz cuadrada de v segun la ecuacion de Randles- Sevéik

(Ecuacién V1.3.9).

nFvDg

1/2
ip = 0.4463nFACg ( ) (Ecuacion VI. 3.9)

Donde ip es la corriente de pico [A], n es el numero de electrones intercambiados, A es el area del
electrodo [cm?], Do y Co es el coeficiente de difusion y la concentracion del analito O, y v es la

velocidad de barrido del potencial [V s™']. Esta ecuacion relaciona la variacion de ip vs v'2 tipico de
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un sistema controlado por difusion [91]. Para ensayos en donde la proteina se encuentra adsorbida
sobre la superficie del electrodo, segun condiciones de trabajo, se puede observar una relacion ip vs v
lineal correspondiente a un comportamiento de capa delgada. Este ultimo comportamiento es el
requerido para obtener parametros cinéticos de las enzimas adsorbidas dado que los procesos de
difusion se encuentran minimizados [68]. Experimentalmente se observa que para electrodos con la
enzima adsorbida en su superficie el comportamiento de capa delgada se lo obtiene para v bajas,
mientras que para v superiores el sistema presenta un comportamiento controlado por difusion.

En la Figura V1.3.2 se presenta un ensayo de voltametria ciclica realizado a partir de SmPaz
adsorbida en la superficie del electrodo. El voltamograma cumple con cada uno de los items
expuestos anteriormente, por lo que se deduce que el par redox SmPaz oxidada (Paz')- SmPaz
reducida (Paz') presenta un comportamiento reversible en las condiciones de trabajo. El ensayo se
realizd en condiciones de comportamiento de capa delgada, a una v lo suficientemente lenta de
manera tal que en cada valor de E trabajamos en condiciones cercanas al equilibrio electroquimico.
En estas condiciones la ecuacion de Nernst aplicada al sistema (Ecuacion VI.3.10) nos permite hacer
una interpretacion de los eventos redox que ocurren en la superficie del electrodo y proporcionan la
corriente faradica registrada en el voltamograma.
RT [Paz'l]

I
F oo [Paz!]

E=E" + (Ecuacion VI. 3.10)

En el voltamograma de la Figura VI.3.2 consideramos que todas las moléculas de SmPaz se
encuentran en su estado oxidado (Paz") al comienzo del ensayo (punto A). Al cambiar el potencial
hacia valores inferiores, en la direccion A-C, la poblacion de moléculas Paz" adsorbidas a la
superficie del electrodo comienzan a ser reducidas (Paz'). La relacion [Paz'"]/[Paz'] dependera en cada
instante de tiempo del potencial aplicado segun la Ecuacion VI.3.10. La transferencia de electrones
desde el electrodo a Paz" genera una corriente faradaica que es registrada en relacion a los valores del
potencial, conformando el voltamograma. Dadas las condiciones del ensayo, en B se cumple que Ei»
= By segun Ecuacion VI.3.10 la [Paz"] es igual a [Paz']. El mismo razonamiento se aplica al punto
D. Para valores de potencial inferiores a B la corriente decae cuando todas las moléculas de Paz" han
sido reducidas (punto C). Al modificar el potencial aplicado de manera reversa (desde el punto C a
A), una corriente positiva correspondiente a la oxidacion de Paz' se registra y se aplica el mismo
razonamiento en cada punto. El mismo analisis también es valido para los voltamogramas obtenidos a
partir de BjCitcsso presentados como parte de los resultados en este trabajo.

VI1.3.5.2- Cronoamperometria

Esta técnica se utilizo para evaluar la TE y realizar los ensayos cinéticos con los dadores
electronicos y las NirK utilizando un dispositivo como el representado en la Figura VI1.3.1.

Los ensayos de cronoamperometria consisten en aplicar en un primer paso un potencial
inicial, en el que no ocurre ninguna reaccion de tipo faradaico. Una vez alcanzado el equilibrio se

produce un pulso de potencial hasta un potencial final, en el cual se estudia el proceso redox de

105



interés. Se registra la variacion de la intensidad de corriente faradaica que ocurre manteniendo el
potencial final durante un tiempo determinado. El registro de la intensidad de corriente generada en
funcion del tiempo se denomina cronoamperograma [92].

En ensayos enzimaticos la cronoamperometria puede ser utilizada para determinar parametros
cinéticos registrando la corriente (i) producida frente al agregado de diferentes concentraciones de

sustrato trabajando a un potencial constante, segun Ecuacion VI1.3.11.

kcat
i = nFAt——— (Ecuacion VI.3.11)

K
1+ ﬁ
Donde F es la constante de Faraday, 4 es el area del electrodo, T representa el area cubierta por las
moléculas adsorbidas (4rea electroactiva) [mol m?], n el nimero de electrones que interviene en el
proceso, ke la constante catalitica, Ky constante de Michaelis Menten y [S] la concentracion de
sustrato. En estos ensayos la corriente limitante es proporcional a At, que corresponde al nimero de
moléculas de enzima adsorbida en la superficie del electrodo [96].

En la Figura V1.3.3 se muestra un ensayo de cronoamperometria obtenido a partir del par
SmPaz-SmNirK. En los ensayos cinéticos corresponde el término corriente catalitica (ic.) para aludir a
la corriente faradica obtenida como consecuencia del consumo de sustrato por la enzima redox. Cada
salto de ica en los cronoamperogramas (Figura V1.3.3, izquierda) se produce como consecuencia del
agregado de alicuotas de igual volimenes de una solucion concentrada de sustrato (flechas verdes).
En el grafico de la derecha se presentan los datos de variacion de ica frente a [S]. En el
cronoamperograma negro, correspondiente a los resultados experimentales, se observa decaimiento de
la i a elevadas concentraciones de sustratos probablemente debido a la inactivacion del film
electroactivo. Esta inactivacion es producto de la desnaturalizacion de las enzimas que lo conforman.
Estos procesos afectan de manera sistematica los pardmetros cinéticos obtenidos en el experimento
(Figura V1.3.3 derecha, cronoamperograma negro). Se han desarrollados distintas metodologias que
permite corregir resultados obtenidos a partir de ensayos de cronoamperometria eliminando los
efectos provocados por la inactivacion del film electroactivo [70]. De esta manera, se pueden obtener
cronoamperogramas que representan una situacion ideal, como por ejemplo sin pérdida de film
electroactivo (Figura VI1.3.3, izquierda, cronoamperograma rojo), y a partir de los cuales obtener
parametros cinéticos que no estén influenciados por este efecto (Figura VI.3.3, derecha,

cronoamperograma rojo).
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Figura VI1.3.3. Izquierda. Ensayos cinéticos realizados mediante cronoamperometria.
Cronoamperograma negro obtenido a partir de datos experimentales. Cronoamperograma rojo obtenido a partir
de la correccion de los datos experimentales. Derecha. Variacion de la corriente catalitica obtenida a partir de
los datos experimentales y corregidos frente a [S], los colores se corresponden a la figura izquierda.

Los ensayos cinéticos electroquimicos presentados en este trabajo se efectuaron bajo
condiciones de agitacion y burbujeo de argon a un flujo constante y utilizando concentraciones
elevadas de CINa como electrolito soporte. Bajo estas condiciones, la migraciéon es minimizada
mientras que la conveccion se convierte en uno de los mecanismos de transferencia de masa
dominante en el sistema. En este caso se esperaria obtener un Ky de la enzima similar a los obtenidos
en ensayos cinéticos realizados en solucion, ensayos donde los mecanismos de transferencia de masa
son minimizados. No obstante, los Ky obtenidos en los ensayos electroquimicos resultaron inferiores
indicando que la conveccion no domina completamente la transferencia de masa, y por lo tanto la
difusion también influye en la cinética global de reaccidon. Distintos mecanismos podrian ser
responsables de que la difusion del sustrato y producto hacia y desde el sitio activo limiten la cinética
de reaccion. Un mecanismo podria estar impuesto por la presencia de la membrana de dialisis en la
superficie del electrodo, la cual podria interferir en la libre circulacion del sustrato hacia la enzima.
Otro mecanismo que fomentaria la difusion podria ser originado por la orientacion del dador
electronico en la que es adsorbido sobre la superficie del electrodo. Este hecho impondria una
orientacion determinada en la NirK y, por lo tanto, una orientacién y ubicacion del sitio activo que

podria no ser la 6ptima para la libre circulacion del sustrato y producto.
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