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Resumen

La presencia de glucdgeno se ha confir-
mado en mas de 50 especies procariotas.
En bacterias, el metabolismo de carbohi-
dratos ocurre con caracteristicas generales
comunes; no obstante, algunos microor-
ganismos presentan variaciones en las
rutas metabdlicas y las enzimas involu-
cradas exhiben comportamientos distinti-
vos. La acumulaciéon de glucégeno es un
hecho ampliamente caracterizado en bac-
terias Gram negativas, aunque en bacterias
Gram-positivas es todavia un déficit.

En Gram-negativos, se han esclarecido
las etapas de la sintesis del glucdégeno y
las enzimas involucradas en cada paso; asf
como también se ha puesto en evidencia
que la ADP—glucosa pirofosforilasa (ADP-
Glc PPasa) cataliza la activacién del residuo
glucosilo, siendo la enzima regulatoria en el
camino de biosintesis del glucégeno bac-
teriano. En lo que respecta a microorganis-
mos del grupo Gram positivo, la informacion

es marcadamente menor. De hecho, entre
los pocos estudios realizados se habfa su-
gerido que la sintesis de glucdgeno, a dife-
rencia de lo que ocurre en la mayoria de los
organismos, carece de regulacion. Por todo
esto, en el presente trabajo de tesis se rea-
lizaron estudios a nivel enzimético que per-
mitieron obtener informacién sobre la ocu-
rrencia y regulacion del metabolismo del
glucdgeno y otros oligosacaridos. Se es-
tudiaron exhaustivamente las ADP-Glc
PPasas procedentes de distintas bacte-
rias Gram positivas. El estudio se extendio,
en el caso de Actinobacterias, a otras enzi-
mas relacionadas a la utilizacion de Glc-1P,
como las UDP-Glc PPasas o a la utilizacion
de los dadores glucosidicos, como las GSa-
sas 0 la Tre-6Pasa micobacteriana.

En este sentido, los estudios se realiza-
ron sobre microorganismos pertenecien-
tes tanto al grupo Firmicutes (bajo conte-
nido G+C), puntualmente Streptococcus
mutans, como a Actinobacterias (alto con-
tenido G+C), particularmente Streptomyces
coelicolor y Mycobacterium tuberculosis.

Se clonaron los genes que codifican para
las dos subunidades (GIgC y GigD) que
componen la ADP-Gic PPasa de S. mutans.
Se expresaron en células de Escherichia
coli en forma separada y conjuntamente
mediante coexpresion con vectores compa-
tibles o un plasmido de expresion policistré-
nica. El andlisis de la actividad enzimatica
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de los extractos celulares solubles permitié
concluir que la subunidad GIgD aislada no
es activa, a diferencia de la subunidad GIgC.
La expresién conjunta de ambos genes
tiene una actividad un orden de magnitud
mayor. Se determinaron que las estructu-
ras cuaternarias de ambas conformaciones
activas es tetramérica. Se caracterizaron
cinética y regulatoriamente ambas confor-
maciones, determinandose que la estruc-
tura GIgC/GIgD tiene una actividad un orden
de magnitud y una afinidad 50 veces mayor
por Glc—1P respecto del homotetramero
GlgC. Respecto a las propiedades regu-
latorias, se encontraron diferencias entre
ambas conformaciones: el homotetramero
GIgC es activado por Fru-1,6-bisP mien-
tras que GIgC/GIgD no; el heterotetramero
GIgC/GIgD es inhibido diferencialmente por
PEP mientras que GIgC es insensible al PEP
Ambas conformaciones son inhibidas por
P. La caracterizacion de la ADP-Glc PPasa
de S. mutans demuestra que en Firmicutes,
el paso clave en la sintesis de glucégeno
estarfa regulado no solo alostéricamente,
sino a un nivel estructural, segun la confor-
macién que adopte la enzima. Esto, cons-
tituye una sustancial diferencia respecto a
los antecedentes, dado que la Unica ADP-
Glc PPasa heterotetramérica caracterizada
resulto insensible a efectores.

En cuanto a las enzimas de bacterias de
alto contenido G+C, en el caso de S. coeli-
color, se cloné el gen que codifica para la
ADP-Glc PPasa y mediante la coexpre-
sién con chaperonas en células de E. coll,
se obtuvo la proteina GIgC activa en can-
tidades suficientes como para realizar los
estudios enziméticos planteados en los
objetivos. La caracterizacion de la enzima
recombinante mostré propiedades ciné-
tico-regulatorias similares a las reportadas
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para otras enzimas bacterianas y un com-
portamiento distintivo en cuanto a la especi-
ficidad de efectores. Efectivamente, la acti-
vacion de la enzima de S. coelicolor por el
fosfoenolpiruvato y la glucosa—6-fosfato
no habfa sido descrita para otras ADP-Glc
PPasas. El efecto de GIc6P es marcado en
cuanto a las veces de activacion y con ele-
vada afinidad. Otro rasgo particular, es la
inhibicion por NADPH que modifica la acti-
vacion por la GlcéP

En bacterias Gram positivas la ADP-Glc
PPasa posee propiedades regulatorias y/o
estructurales caracteristicas y diferentes a
las encontradas para la enzima de las bac-
terias Gram negativas, las cianobacterias,
las algas verdes y las plantas superiores.

Vistos de manera global, los resultados
de este trabajo pueden utilizarse para acer-
carse a un mejor entendimiento del metabo-
lismo de carbohidratos en bacterias Gram-—
positivas. Ademas, el estudio de la ADP-Gic
PPasa de Actinobacterias y Firmicutes ha
permitido encontrar nuevas propiedades
regulatorias en esta familia de enzimas.

Kinetic, regulatory and structural
characterization of enzymes involved
in bacterial storage polyssacharides

Summary

The accumulation of glycogen has been
relatively well characterized in Gram negative
bacteria. It has been evidenced that ADP-
glucose pyrophosphorylase (ADPGic PPase)
catalyzes the step of synthesis of the
glycosyl donor for glycogen elongation,
being the key regulatory enzyme in the
pathway for bacterial glycogen biosynthe-
sis. Regarding Gram positive microorga-
nisms, the available information is scarce,
and the understanding of the occurrence
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and regulation of the polysaccharide meta-
bolism is far from complete. The steps con-
cerning glycogen synthesis were elucidated
in Gram—negative bacteria and it was esta-
blished that the committed step is given by
the ADP-GIc PPase, an allosteryc enzymes
regulated by molecules from to the main car-
bon assimilation route in the organism. The
experimental work of this thesis mainly invol-
ved studies on the occurrence and regula-
tion of glycogen synthesis in Gram positive
bacteria. The focus was the molecular clo-
ning and characterization of ADPGIc PPase
from: i) the Firmicutes group (low G+C con-
tent), which representative microorganism is
Streptococcus mutans; and i) those orga-
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nisms with high G+C content, particularly
the Streptomyces coelicolor and Mycobac-
terium tuberculosis. The most relevant con-
tribution of this work relies in establishing
that ADPGlc PPase in Gram positive bacte-
ria possesses regulatory and structural pro-
perties distinctive from those found for the
enzyme from Gram negative bacteria, cya-
nobacteria, green algae and higher plants.
Additionally, in this work they were obtai-
ned key molecular tools for future studies
on structure regulation-relationship, allowing
reaching a more comprehensive understan-
ding of the distinctive characteristics of the
enzyme in the different natural sources.
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Resumen

El Virus de la Anemia Infecciosa Equina
(VAIE) es un retrovirus que ocasiona una
enfermedad persistente en equinos, cuya
evolucién es caracteristica; de curso ciclico
y dindmico, y culmina en una prolongada
fase asintomética que perdura por el resto
de la vida del huésped. Esta etapa de la
Anemia Infecciosa Equina implica un estado
de equilibrio permanente entre la infec-
cién viral y el sistema inmune del animal.

En equinos cursando la etapa de portador
inaparente, se observé que una inmunode-
presion transitoria trafa como consecuencia
la recrudescencia de la infeccién, aumen-
tando la replicando viral y generando un
nuevo pico febril. Sin embargo, al restituirse
el sistema inmunolégico, disminuia la vire-
mia y los equinos volvian al estado asinto-
matico. A partir de estas observaciones, se
le asigno al sistema inmune un papel funda-
mental en el control de la replicacion viral en
este estadio de la infeccion. Sin embargo,
los mecanismos inmunoldgicos involucra-
dos en la manutencion de este delicado
equilibrio no estan dilucidados.

El objetivo del presente trabajo consis-
tié en analizar la participacion de receptores
celulares y citoquinas, pertenecientes tanto
a la inmunidad innata como adaptativa, en



