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I. RESUMEN 

En bacterias, el destino metabólico de la glucosa-1-fosfato (Glc-1P) depende 

principalmente de la actividad de dos nucleótido-Glc pirofosforilasas (NDP-Glc 

PPasas): la ADP-Glc PPasa (la cual es regulada alostéricamente) y la UDP-Glc PPasa 

(que no es regulada). De esta forma, el metabolito es incorporado a la producción de 

glucógeno (vía ADP-Glc) o a la interconversión de la hexosa o a la producción de oligo- 

y poli-sacáridos estructurales (vía UDP-Glc).  

La ADP-Glc PPasa es una enzima clave en el metabolismo, responsable de la 

producción de ADP-Glc, que es el dador de restos glucosilos para la síntesis de 

glucógeno y almidón en bacterias y plantas, respectivamente. La actividad de la 

ADP-Glc PPasa es modulada alostéricamente por diversos metabolitos que indican los 

niveles de energía dentro de la célula. Por lo tanto, la reacción catalizada por la enzima 

es el punto de regulación en la biosíntesis del poliglucano de reserva. En particular, la 

ADP-Glc PPasa de Escherichia coli (EcoADP-Glc PPasa) es activada principalmente 

por fructosa-1,6-bisfosfato (Fru-1,6-bisP) y por piruvato (Pyr), aunque este último tiene 

un menor efecto cuando actúa solo, y ambos tienen un efecto sinérgico de activación de 

la EcoADP-Glc PPasa. Hemos observado que esta enzima exhibe cierto grado de 

promiscuidad hacia los sustratos y el cofactor esencial. Es así que en este trabajo de 

tesis se planteó llevar a cabo el análisis de la especificidad de la EcoADP-Glc PPasa y el 

rol de los efectores en la selectividad de los sustratos. Los resultados muestran que la 

promiscuidad hacia los nucleótidos (NTP) fue superada en presencia de los efectores: la 

Fru-1,6-bisP (así como el Pyr y su acción conjunta) tiene un efecto “selectivo” hacia el 

uso de ATP, ya que la eficiencia catalítica para este (y los azúcares-1P en conjunto con 

ATP) es aumentada considerablemente cuando la enzima produce ADP-Glc, mientras 

que esto no ocurre en la reacción con los otros NTP. Además se ensayó el efecto de la 
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Fru-1,6-bisP respecto al uso alternativo de azúcares-1P. El activador alostérico aumentó 

la eficiencia catalítica de la enzima para el uso de todos las hexosas-1P: Glc-1P >> 

GlcN-1P> Gal-1P, pero bajo todas las condiciones (en presencia o ausencia del efector) 

la mayor eficiencia catalítica se logró con Glc-1P como sustrato. Así también se evaluó 

el comportamiento de Co
2+

 y Mn
2+

 como cofactores en las reacciones catalizadas tanto 

con ATP como con UTP en presencia y ausencia de la Fru-1,6-bisP. La enzima utilizó 

ambos metales para la síntesis de ADP-Glc y UDP-Glc, aunque sólo en las reacciones 

llevadas a cabo con el ATP el activador aumentó la eficiencia catalítica. Estos 

resultados plantean que el activador alostérico jugaría un papel crítico en la 

determinación del uso específico de ATP como sustrato. Este punto de vista de los 

efectores como una herramienta para aumentar la especificidad de la enzima abre 

nuevas perspectivas para la comprensión de los mecanismos de regulación alostérica y 

posibles procesos evolutivos de ADP-Glc PPasas, así como también para otras enzimas. 

En las bacterias, un destino alternativo para la Glc-1P es la conversión en 

UDP-Glc por la UDP-Glc PPasa. La UDP-Glc es un compuesto clave en el metabolismo 

celular; tiene un número de funciones importantes, siendo un intermediario central en la 

producción de mono-, oligo- y poli-sacáridos. Se ha determinado que en bacterias la 

enzima es codificada por el gen galU ya que la deleción del mismo tiene como 

consecuencia la interrupción de la vía de Leloir, por lo que las células son incapaces de 

fermentar la galactosa (Gal) y fallan en la incorporación de Glc y Gal en las membranas 

celulares. En enterobacterias, se encontró un segundo gen, galF, que codifica una 

proteína que presenta elevada identidad de secuencia con GalU, pero cuya funcionalidad 

no es clara. En el presente trabajo de tesis se clonaron los genes que codifican para 

GalU y GalF de E. coli para la producción recombinante de las mismas. Se determinó 

que GalF es una enzima funcional con actividad UDP-Glc PPasa. Sin embargo, la Vmax 
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determinada y la afinidad relativa por Glc-1P fueron considerablemente inferiores a las 

exhibidas por GalU. Estas discrepancias cinéticas podrían deberse a: (i) la ausencia de 

residuos clave en GalF y/o (ii) la presencia de residuos que afectan a su interacción con 

los sustratos y/o (iii) la diferencia en la conformación activa que cada una presenta, ya 

que GalF es una enzima monomérica, mientras que GalU adquiere una conformación 

heterotetramérica. El análisis in silico nos permitió identificar residuos críticos 

conservados implicados en la actividad PPasa. En base a esto, construimos las doble 

mutantes GalUT20M/R21H y GalFM15T/H16R y las mutantes simples GalU K202A y 

GalFK198A. Los resultados sustentan la relevancia del motivo GLGTR en GalU 

(conservado en todas las PPasas): la doble mutante de GalF exhibió un aumento en la 

Vmax, mientras que en GalU las mutaciones disminuyeron la Vmax y aumentaron el S0,5 de 

la enzima para la Glc-1P. En cuanto a las mutantes simples, GalUK202A exhibió un 

notable aumento del S0,5 para la Glc-1P, mientras que la mutante GalFK198A no mostró 

diferencias con la enzima salvaje. Esto sugiere que el sitio de unión a sustrato se 

encuentra alterado en GalF, lo que sería un punto crítico para explicar su reducida 

afinidad aparente por la Glc-1P en comparación con GalU. Sumado a esto, la obtención 

de una fracción monomérica de GalU (GalUm) permitió determinar que el estado de 

oligomerización influye sobre la actividad de la enzima: GalUm exhibió una Vmax 

inferior a la de la forma tetramérica. Además, se realizaron ensayos de 

complementación en una cepa de E. coli que no expresa GalU. El efecto fisiológico 

producido por esta mutación fue revertido con la sobre-expresión de GalU, GalF y 

GalF M15T/H16R. En su conjunto, los resultados evidenciaron que GalU y GalF son 

proteínas homólogas funcionalmente activas. Sin embargo, la baja actividad de GalF 

nos lleva a postular que estas enzimas divergieron de un ancestro común y que por 

adaptaciones evolutivas las proteínas experimentaron cambios estructurales que las 
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llevaron a cumplir diferentes roles. Este mecanismo natural podría ser una estrategia 

para la adquisición de propiedades reguladoras en GalF. 

Por otro lado, la partición de Glc-1P en células eucariotas se produce de manera 

diferente a la de bacterias. Este monosacárido es utilizado principalmente por la 

UDP-Glc PPasa para la producción de UDP-Glc. Este metabolito es luego sustrato de 

diferentes glicosiltransferasas que la derivan a diversas vías metabólicas en la célula; 

por ejemplo, síntesis de oligo- y poli-sacáridos con funciones estructurales 

(glicosilación de proteínas y producción de glicoconjugados estructurales) o a la 

biosíntesis de glucógeno. La UDP-Glc PPasa no es regulada alostéricamente, por lo 

tanto en eucariotas heterotróficos la producción de glucógeno estaría regulada por la 

modulación de la actividad de la glucógeno sintasa (GSasa). Giardia lamblia es el 

agente etiológico de la giardiasis, una infección intestinal muy frecuente en los niños. 

La investigación sobre este protozoo es impulsada tanto por su impacto en la salud 

pública como su relevancia evolutiva, ya que se ubica en la rama divergente más 

tempranamente del linaje eucariota. Se sabe que la Glc es una fuente de energía clave en 

el metabolismo del organismo y este monosacárido es acumulado en forma de 

glucógeno en los trofozoítos del parásito. La síntesis de glucógeno y de oligo- y 

poli-sacáridos estructurales es crítica para la supervivencia y la patogenicidad del 

parásito. Sin embargo la caracterización de las enzimas implicadas en estas vías está 

lejos de ser completa. Por ejemplo, no hay trabajos realizados sobre la actividad de las 

enzimas responsables de la producción del glucógeno, a pesar de su importancia en el 

metabolismo de Giardia. En este trabajo de tesis, presentamos el clonado molecular de 

los genes que codifican para la GSasa y  la UDP-Glc PPasa de G. lamblia (GlaGSasa y 

GlaUDP-Glc PPasa, respectivamente), seguido de sus expresiones heterólogas en E. 

coli, purificación y caracterización bioquímica. 



Resumen|5 

 

La GlaUDP-Glc PPasa recombinante presentó una estructura monomérica y 

exhibió características distintivas, principalmente por su capacidad de utilizar TTP y 

Gal-1P como sustratos alternativos al uso de UTP y Glc-1P, respectivamente. La 

oxidación por compuestos fisiológicos (peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico) 

inactivó la enzima y el proceso pudo ser revertido por reducción con L-cisteína y 

tiorredoxina, entre otros compuestos. Teniendo en cuenta la escasa información 

disponible sobre el tema, los resultados obtenidos son de gran relevancia en el marco de 

la función que desempeñan los NDP-azúcares (UDP-Glc y UDP-Gal) en la fisiología de 

Giardia. En su conjunto, los resultados sugieren que en este parásito la UDP-Glc PPasa 

es regulada mediante un mecanismo post-traduccional de tipo redox; además, presenta 

propiedades distintivas a las UDP-Glc PPasas de otros protozoos previamente 

estudiados, ya que la enzima exhibe la capacidad de sintetizar UDP-Glc y UDP-Gal y 

de utilizar TTP como sustrato alternativo al UTP. De esta forma, jugaría un papel clave 

proporcionando sustratos a las glicosiltransferasas para la producción de oligo- y 

poli-sacáridos. Por un lado, este organismo acumula glucógeno como fuente de carbono 

y energía que permiten la supervivencia y diferenciación de las células. Pero además, la 

Glc es utilizada en la síntesis de estructuras glicosídicas que forman parte de la 

membrana de trofozoítos y quistes. Con lo cual la UDP-Glc es un metabolito de gran 

relevancia en la utilización de este azúcar. Por otro lado, estas estructuras presentes en 

la membrana presentan un contenido relativamente alto de Gal, por lo que la activación 

de este azúcar resulta de gran importancia en la fisiología del parásito. Siendo que la vía 

de Leloir se ve interrumpida por la ausencia de una de las enzimas que forman parte de 

la misma (GalT), la capacidad de utilizar Gal-1P de la GlaUDP-Glc PPasa sería clave 

en el metabolismo del parásito. Las propiedades de la GlaUDP-Glc PPasa 

caracterizados en el presente trabajo apoyan firmemente que el metabolismo de los 
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hidratos de carbono que utilizan UDP-Glc y UDP-Gal podría ser controlado 

estrictamente en dependencia de los niveles redox en el medio intracelular. Los 

resultados contribuyen como un nuevo ejemplo de la posible ocurrencia de un 

mecanismo redox para modular el metabolismo de carbohidratos en protozoos. 

Por otra parte, se llevó a cabo la caracterización bioquímica de una GSasa 

funcionalmente activa de G. lamblia. Un análisis filogenético ubicó a esta enzima 

dentro de la familia de glicosiltransferasas del tipo GT3 en la cual se agrupan las 

enzimas de mamíferos, hongos y algunas bacterias (Bacteroidetes). Se determinó una 

estructura cuaternaria activa trimérica y la enzima exhibió actividad utilizando tanto 

UDP-Glc como ADP-Glc como donador glucosilo para la elongación de una molécula 

preformada de glucógeno; aunque presentó mayor eficiencia catalítica con UDP-Glc. 

Además, a diferencia de las enzimas de mamíferos y hongos, la GlaGSasa no exhibió 

regulación alostérica por Glc-6P, ni otros metabolitos ensayados. Aunque fue inhibida 

por Pi, disminuyendo su actividad en un 50% en presencia de 1,5 mM del mismo. 

Además, mediante estudios in silico se observó que en la secuencia de la enzima de 

G. lamblia están conservados residuos que podrían ser blancos de la acción de quinasas, 

por lo que en principio la actividad de esta enzima podría ser modulada de mediante 

fosforilación reversible. Sin embargo, son necesarios más estudios para tener un claro 

panorama de la regulación de esta enzima. Hasta el momento no se ha informado la 

caracterización de ninguna GSasa de protozoos, siendo la enzima de G. lamblia la 

primera en ser expresada en forma recombinante y caracterizada cinéticamente. La 

enzima del parásito se ubica dentro de la familia de las GSasas eucariotas, pero exhibe 

propiedades intermedias entre las proteínas de bacterias y de organismos eucariotas, lo 

cual la hace única entre todas las GSasas caracterizadas hasta el momento.  
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Con todo, los resultados de este trabajo de tesis proporcionan un aporte 

novedoso al entendimiento del metabolismo de la síntesis de carbohidratos con 

funciones relevantes en bacterias y protozoos, así como a la relación estructura-función, 

-regulación y evolución de las enzimas implicadas en el mismo. 
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II. ABSTRACT 

In bacteria, sugar anabolism involves partition of glucose-1-phosphate (Glc-1P) 

into either ADP-Glc or UDP-Glc. Their respective synthesis is catalyzed by 

allosterically regulated ADP-Glc pyrophosphorylase (ADP-Glc PPase) or unregulated 

UDP-Glc PPase. Later, diverse glycosyltransferases with specificity toward a particular 

nucleotide-Glc (NDP-Glc) lead the monosaccharide to a variety of carbohydrate 

metabolic routes. In general, in bacteria, there are two major biochemical roles for 

nucleotide-linked sugars: as intermediates in the formation of monosaccharides used in 

the production of complex carbohydrates, via UDP-Glc or as glycosyl donors for 

glycogen synthesis, using ADP-Glc. 

The ADP-Glc PPase is a key enzyme responsible for the production of 

ADP-Glc, the sugar nucleotide used in the synthesis of glycogen and starch in bacteria 

and plants, respectively. The enzyme activity is allosterically modulated by various 

metabolites that indicate the energy levels of the cell. Thus, the ADP-Glc PPase is the 

regulatory enzyme of the pathway. In particular the Escherichia coli ADP-Glc PPase 

(EcoADP-Glc PPase) is mainly activated by fructose-1,6-bisP (Fru-1,6-bisP). Moreover, 

pyruvate behaves itself as a modest activator but it acts in synergy with Fru-1,6-bisP to 

finely modulate enzyme activity. We observed that this enzyme exhibits a degree of 

promiscuity toward the substrates and the essential cofactor. Interestingly such a 

promiscuous behavior was found affected by the allosteric activators in a way that they 

markedly increased the affinity of the enzyme toward the use of ATP (and the sugar-1P 

used together with ATP), but not of other nucleotides (NTP). The “selective” effect of 

Fru-1,6-bisP was also studied respect to the sugar-1P substrate as well on the essential 

metal ion required for catalysis. The allosteric activator increased catalytic efficiency of 

the enzyme for Glc-1P>>glucosamine-1P>galactose-1P. Under all of the conditions 
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(plus or minus allosteric activator) the greatest catalytic efficiency was achieved with 

Glc-1P as substrate. In the other hand, Co
2+

 and Mn
2+

 behaved as cofactors in reactions 

with both ATP and UTP. Although only in the reactions performed with ATP the 

Fru-1,6-bisP increased the catalytic efficiency. These results support a view in which 

the allosteric regulator would play a critical role in the specific selection of ATP as a 

substrate, enhancing the production of the sugar nucleotide that leading to synthesis of 

glycogen in vivo. This view of the effectors as a mechanism to increase the specificity 

of the enzyme opens new perspectives for the understanding of the allosteric regulation 

mechanisms of ADP-Glc PPases (and possibly other enzymes) in the context of the 

metabolic scenario. 

In bacteria, an alternative fate for the Glc is the conversion into UDP-Glc by the 

UDP-Glc PPase. The UDP-Glc is a key compound in the cell metabolism; it has a 

number of important functions, being a central intermediate in the mono-, oligo-, and 

poly-saccharides production.The enzyme is encoded by the galU gene, which deletion 

generates cells unable to ferment galactose (Gal). In some bacteria, it is found a second 

gene, galF, encoding for a protein with high sequence identity to GalU, but which 

functionality is not understood. We cloned the genes encoding for GalU and GalF in E. 

coli. After recombinant expression and purification we determined that GalF is an active 

enzyme. However, its activity and affinity for Glc-1P were considerably lower than 

those of GalU. We hypothesized that differences are mainly due to the absence of key 

catalytic residues, as well as the presence of residues that affect the interaction with the 

substrates, and to the quaternary structure of the proteins (since GalU is a 

homotetrameric enzyme and GalF is monomeric). An in silico analysis allowed us to 

identify key residues involved in PPase activity. Based on these, we constructed the 

double mutants GalU T20M/R21H and GalF M15T/H16R and simple mutants 
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GalU K202A and GalF K198A. GalF double mutant exhibited an increment of the Vmax, 

whereas of GalU T20M/R21H exhibited a reduction in the Vmax and an increment in the 

S0.5 for Glc-1P. Regarding the simple mutants, GalU K202A exhibited an increment in 

the S0.5 for the sugar substrate, whereas GalF K198A and had similar apparent affinity 

for Glc-1P compared to GalF wild type. Results suggest that in GalF the 

monosaccharide binding site is altered, which is critical for the difference in Glc-1P 

affinity between GalU and GalF. Furthermore, production of monomeric GalU resulted 

in a decreased of the enzyme Vmax, showing that differences between enzyme activities 

would, in part, be due to oligomerization status of the respective protein. In addition an 

E. coli strain deficient in galU expression was complemented GalU, GalF and mutant 

GalF M15T/H16R. The physiological effect observed in this strain, due to absence of 

GalU, was overcome with the over-expression of the tree enzymes. On the whole, 

results showed that GalU and GalF are functional homologous. However, the low 

activity of GalF suggests that the galF gene would be a duplication of galU, after which 

it evolved to code for a less active, but hypothetically regulatory subunit. 

In the other hand, partition of Glc-1P in eukaryotic cells occurs differently to 

bacteria. This monosaccharide is mainly utilized by the UDP-Glc PPase for the 

production of UDP-Glc. This metabolite is then substrate of different 

glycosyltransferases that derive it to the different metabolic pathways in the cell, for 

example to the synthesis of oligo- and poly-saccharides with structural functions 

(protein glycosylation and structural glycoconjugates) and of reserve compuounds of 

energy and carbon (biosynthesis of glycogen). The eukaryotic UDP-Glc PPase is not 

allosterically regulated. Thus, different to plants and bacteria, the production of 

glycogen would be regulated by the modulation of the glycogen synthase (GSase) 

activity in non-photosynthetic eukaryotes. Giardia lamblia is the etiological agent of 
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giardiasis, an intestinal infection most prevalent in children. Research on this protozoon 

is driven both by its impact on public health and its relevance for understanding 

evolution of eukaryotes, since it is a member of one of the earliest diverging eukaryotic 

lineages. It is known that Glc is a key source of metabolic energy for the organism, 

being the monosaccharide accumulated as glycogen in the trophozoite stage. The 

synthesis of glycogen and of structural oligo- and poly-saccharides critically determines 

the parasite‟s capacity for survival and pathogenicity. Despite its relevance the complete 

characterization of the enzymes involved in carbohydrates metabolism in Giardia is far 

from be complete. For example, no report is available concerning the enzymes involved 

in the generation of glycogen in this protozoan, which is critical for its metabolism. In 

this work, we present the molecular cloning of the genes coding for glycogen synthase 

(GSase) and UDP-Glc PPase from genomic DNA of G. lamblia, followed by its 

heterologous expression in E. coli, purification and biochemical characterization.  

The purified recombinant UDP-Glc PPase from G. lamblia (GlaUDP-Glc PPase) 

was characterized to have a monomeric structure. Glc-1P and UTP were preferred 

substrates, but the enzyme also used Gal-1P and TTP. The catalytic efficiency to 

synthesize UDP-Gal was significant. Oxidation by physiological compounds (hydrogen 

peroxide and nitric oxide) inactivated the enzyme and the process was reverted after 

reduction by L-cystein and thioredoxine. Our results suggest that in G. lamblia the 

UDP-Glc PPase is regulated by oxido-reduction mechanism. The enzyme exhibits the 

ability to synthesize UDP-Glc and UDP-Gal and it plays a key role providing substrates 

to glycosyltransferases that produce oligo- and poly-saccharides. The characterization of 

the GlaUDP-Glc PPase reinforces the view that in protozoa this enzyme is regulated by 

a redox mechanism. As well, we propose a new pathway for UDP-Gal production 

mediated by the promiscuous UDP-Glc PPase of this organism. 
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In the other hand, phylogenetic analysis showed that the GSase from G. lamblia 

(GlaGSase) belongs to glycosyltransferases of the GT3 family. In this group are also 

found the enzymes of mammalians, fungi and a group of bacteria, the Bacteroidetes. In 

the phylogenetic tree the Giardia enzyme is located between the Bacteroidetes and 

eukaryotic enzymes. In good agreement with this, the recombinant protein exhibited 

certain degree of promiscuity for the use of NDP-Glc in the catalytic reaction. The 

GlaGSase was able to use both UDP-Glc and ADP-Glc as glycosyl donor for the 

elongation of the α-1,4-polyglucan, although the enzyme exhibited a higher catalytic 

efficiency for the former compound. Furthermore, the enzyme was not affected by 

Glc-6P, the allosteric regulator of eukaryotic GSases, but 1,5  mM Pi inhibited the 

enzyme to the 50% of its activity. So far this is the first GSase from protozoan source to 

be characterized. Results contribute to a better understanding of parasite metabolism, 

and also provide a contribution to the evolutionary analysis of these enzymes. 

On the whole, the results of this thesis provide a novel contribution to the 

understanding of the carbohydrate metabolism in bacteria and protozoa with relevant 

functions as well as the structure-function, -regulation and evolution of enzymes 

involved in it. 
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III. INTRODUCCIÓN 

III.1. Promiscuidad, evolución y adaptabilidad 

Darwin was obsessed with variation. His books, considered as an ensemble, 

devote much more attention to variation than to natural selection, because he knew that 

no satisfactory theory of evolutionary change could be constructed until the causes of 

variation and the empirical rule of its form and amount had been elucidated. 

Gould, S. J.  

En: Hen’s Teeth and Horse’s Toes  

1983, Norton, New York 

La especificidad de una enzima es fundamental en la fisiología de los 

organismos; el metabolismo sería imposible si las enzimas no pudiesen distinguir entre 

sustratos estructuralmente similares, y todas las reacciones procedieran sin ningún 

control hacia el equilibrio termodinámico (Cornish-Bowden y Cardenas, 2010). Emil 

Fischer  fue uno de los primeros en señalar la gran selectividad de las enzimas, y su 

modelo de “llave-cerradura” (Fischer, 1984) fue muy importante para el desarrollo y 

comprensión de la catálisis enzimática. Posteriormente esta idea fue modificándose 

hacia visiones menos más dinámicas respecto a la estructura del sitio activo. En la 

década de 1930 J.B.S. Haldane señaló la idea de que la catálisis enzimática se limita a 

una pequeña región, el sitio activo, y postuló un modo de acción donde “la llave no 

encaja en la cerradura a la perfección, pero ejerce una cierta presión sobre ella” 

(Haldane, 1930). En 1948 Linus Pauling postuló la teoría del estado de transición, 

donde sugiere que la aceleración de una reacción por acción de la enzima está dada por 

la estabilización del estado de transición de la reacción química que interacción con su 

sitio activo (Pauling, 1948). A partir de esta teoría surgieron nuevas hipótesis sobre la 



Introducción |14 

 

interacción enzima-sustrato. A finales de la década de 1950, Daniel Koshland introdujo 

el modelo de “ajuste inducido” (Koshland, 1958). Esta teoría, que hoy en día es 

ampliamente aceptada, sugiere que el sitio activo de las enzimas es una estructura 

relativamente flexible que cambia su conformación por interacción con los sustratos. 

El modelo del ajuste inducido propone los siguientes términos: a) se requiere la 

orientación precisa de los grupos catalíticos para la acción de la enzima, b) el sustrato 

provoca un cambio apreciable en la relación tridimensional de los aminoácidos en el 

sitio activo y c) los cambios en la estructura de la proteína causada por el sustrato 

conlleva el adecuado alineamiento de los grupos catalíticos, mientras que un compuesto 

que no es sustrato no generará estas modificaciones (Koshland, 1958). Más adelante, 

sus nociones de “ajuste inducido” condujeron a un modelo de unión cooperativa de 

ligandos a proteínas de múltiples subunidades propuesto junto con George Nemethy y 

David Filmer, el modelo secuencial (Koshland y col., 1966), que junto con el modelo de 

cambio conformacional concertado propuesto por Monod, Wyman y Changeux(Monod 

y col., 1965) explican los fenómenos alostéricos y de cooperatividad observados en 

algunas enzimas. La propuesta de Koshland también estableció una visión más 

adecuada respecto a que el sitio activo no es estructuralmente rígido y que la dinámica y 

los cambios de conformación son fundamentales para el funcionamiento enzimático.   

En el contexto general, los libros de texto y la aproximación experimental han 

dedicado pocos esfuerzos a estudiar el lado “oscuro” de las enzimas: su reactividad 

cruzada, o promiscuidad. Sin embargo, en los últimos años, la promiscuidad de las 

proteínas, incluyendo las enzimas, ha tomado mayor peso. La investigación sobre la 

posibilidad de las enzimas de catalizar reacciones diferentes conduce a ideas de 

importancia tanto desde el punto de vista evolutivo como así también en un aspecto 

industrial. A pesar de su eficiencia, especificidad y robustez las enzimas exhiben una 
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notable capacidad de adaptación evolutiva. A lo largo de la historia natural del planeta 

la aparición de nuevas enzimas ha sido un proceso crítico. De hecho, ahora sabemos que 

las nuevas funciones enzimáticas pueden ser modificadas en cuestión de décadas, o 

incluso de meses, como ocurre con aquellas proteínas que degradan las sustancias 

químicas sintéticas que aparecieron por primera vez en nuestro planeta durante el 

siglo XX (Raushel y Holden, 2000; Wackett, 2004; Janssen y col., 2005) y el 

incremento alarmante en la resistencia de las bacterias a los medicamentos. La hipótesis 

de que la amplia especificidad de las proteínas proporciona puntos de partida para la 

generación de nuevas funciones se formalizó por primera vez en una revisión realizada 

por Jensen a mediados de 1970 (Jensen, 1976). En este trabajo se propone que, en 

contraste con las enzimas modernas, las proteínas primitivas poseían especificidades 

muy amplias. Esta versatilidad catalítica las habilitaba para llevar a cabo funciones 

múltiples, que eran necesarias para mantener los organismos ancestrales. La duplicación 

de genes y su divergencia llevó a la obtención de moléculas especializadas y al aumento 

de la eficiencia metabólica.  

A medida que nuestra comprensión de la biología aumenta, también lo hace la 

evidencia de que muchas de nuestras suposiciones acerca de lo que sucede a nivel 

molecular son demasiado reduccionistas para capturar la complejidad de la vida. A raíz 

de la constatación de que el “dogma central” „DNA → ARN → proteína‟ no es tal, otras 

suposiciones simplistas, como la idea de que una proteína que tiene una única función, 

ahora están también siendo desafiadas. Desde el mencionado postulado de Jensen,  se 

han determinado las estructuras de más de 30000 proteínas y las secuencias de cientos 

de miles de ellas. Siguiendo entonces con esta línea de pensamiento, se establece que 

estos procesos evolutivos han llevado a la creación de familias y superfamilias de 

enzimas (Khersonsky y col., 2006). De hecho se observan ciertos vestigios de esta 
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divergencia; por ejemplo, un plegamiento similar e incluso residuos catalíticos 

conservados dentro de la familia (Gerlt y Babbitt, 2001). Además, numerosas veces 

existe cierto grado de promiscuidad compartida entre más de uno de los miembros 

(Khersonsky y col., 2006); al mismo tiempo que estas funciones promiscuas aparecen a 

menudo en uno, pero no los otros integrantes de la familia. Incluso, la magnitud de esas 

actividades impropias varía en varios órdenes de magnitud, tanto en términos absolutos 

como en relación a la actividad nativa (Khersonsky y col., 2006).  

Pero, ¿por qué resulta importante la comprensión de la promiscuidad? Desde una 

perspectiva teórica, permite un mejor entendimiento de la bioquímica de los sistemas 

vivos, ya que la noción de la capacidad de utilizar sustratos alternativos se correlaciona 

con  la del reconocimiento molecular. Por otro lado, al ser la evolución una función que 

se asocia con la presencia inicial de promiscuidad, un mayor conocimiento de este 

fenómeno permite un mejor entendimiento de los procesos evolutivos (Nobeli y col., 

2009). En el presente trabajo de tesis se intenta obtener una visión más amplia de la 

actividad de las enzimas estudiadas. Dejando de lado las suposiciones tradicionales, se 

intenta explorar y comparar la relación las propiedades de las enzimas según su origen y 

con aquellas proteínas equivalentes encontradas en otros organismos. Estos estudios de 

relaciones de estructura proteica a función y regulación buscan alcanzar una mejor 

comprensión a nivel enzimático así como también a nivel metabólico sobre la forma en 

que la glucosa (Glc), específicamente la Glc-1-fosfato (Glc-1P), puede ser derivada a 

diferentes destinos metabólicos y este proceso regulado en distintas células. 
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III.2. Hidratos de carbono, fuente de carbono y energía 

III.2.1. Conceptos generales 

Los hidratos de carbono, glúcidos o sacáridos (del griego σάκχαρον, sákcharon, 

que significa “azúcar”) se definen como moléculas orgánicas compuestas por átomos de 

carbono, hidrógeno y oxígeno, siendo las biomoléculas más abundantes sobre la Tierra 

(Stick y Williams, 2009). Químicamente, los hidratos de carbono son 

polihidroxialdehídos o polihidroxicetonas que se presentan como distintos 

estereoisómeros, susceptibles de combinarse entre sí y con otros tipos de grupos 

funcionales originando gran variedad de compuestos. Esta riqueza combinatoria radica 

tanto en la diversidad de los monosacáridos como en los múltiples enlaces posibles que 

los mismos pueden formar entre sí (Stick y Williams, 2009).  

Los carbohidratos ocupan un lugar protagónico en el metabolismo de todos los 

seres vivos, cumpliendo roles cruciales en los procesos biológicos, tanto estructural, 

funcional y energéticamente. Son moléculas parcialmente reducidas que sirven para el 

almacenamiento de energía a corto y largo plazo. De acuerdo a las diferentes vías 

metabólicas que  siguen, pueden ser oxidadas generando intermediarios necesarios para 

conducir los procesos celulares y, de hecho, la oxidación de monosacáridos es la vía de 

obtención de energía en la mayoría de organismos (Stephanopoulos, 1998; Nelson y 

Cox, 2004). Además, son precursores para la síntesis de polímeros que constituyen los 

sillares para el almacenamiento intracelular de la energía (Nelson y Cox, 2004; Stick y 

Williams, 2009). También proveen material para la construcción de estructuras 

celulares. En la naturaleza, se encuentran en los seres vivos formando parte de 

biomoléculas aisladas o asociadas a otras como, por ejemplo, proteínas y lípidos 

generando glicoproteínas y glicolípidos, proteoglucanos (cuando el componente 

glucosídico es mayoritario) y péptidoglucanos (Nelson y Cox, 2004).  
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En el curso de la evolución las formas vivientes han utilizado el potencial de 

variabilidad que ofrece la glicosilación. Es así que la importancia de los carbohidratos 

en la célula no sólo es debida a sus funciones estructurales y de almacenamiento 

energético, sino también a que actúan, en combinación con lípidos y proteínas, como 

marcadores celulares en el reconocimiento y la adherencia celular. Algunas células 

están cubiertas por una densa capa de glicoconjugados que median su comunicación con 

el medio exterior, lo que es no sólo importante para los procesos biológicos propios, 

sino también para la interacción con otras células. De esta manera, en muchos protozoos 

parasíticos los glicoconjugados externos están sujetos a un gran número de ciclos 

evolutivos relacionados con la respuesta del huésped para evadir la infección (Varki, 

2006). 

En células procariotas, los glicoconjugados se presentan ya sea como 

polisacáridos capsulares o como lipopolisacáridos (LPS), los cuales están involucrados 

en los factores de virulencia y son el principal blanco de acción de la respuesta inmune. 

Acorde a la gran diversidad estructural de estos polisacáridos constituyen la base para la 

clasificación por serogrupo y serotipo entre las distintas familias bacterianas. Por otra 

parte, también pueden localizarse en el medio extracelular, como el caso del dextrano 

producido por bacterias, que participa del fenómeno de adhesión (Biswas y Biswas, 

2006). En el caso de los heteropolisacáridos, la combinación de ácidos urónicos y 

hexosaminas origina los glicosaminoglicanos, también llamados mucopolisacáridos, de 

importancia por sus propiedades mecánicas y capacidad lubricante. Además, ciertos 

heteropolisacáridos pueden unirse a cadenas peptídicas cortas formando 

péptidoglicanos. Un ejemplo de interés es el polímero de N-acetil-glucosamina 

(GlcNAc) y ácido N-acetil murámico, que integra la estructura denominada mureína, 

característica de la pared celular bacteriana (Nelson y Cox, 2004). 
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Según su complejidad, los hidratos de carbono pueden clasificarse como simples 

(los monosacáridos), o como aquellos que resultan de la combinación de estos (los 

carbohidratos complejos), que pueden ser homo o heteroderivados, según contengan 

uno o más tipos de monosacáridos en su estructura. Estos últimos incluyen a los 

disacáridos (dos monosacáridos unidos por un enlace o-glicosídico), los oligosacáridos 

(compuestos por entre 3 y 9 monosacáridos unidos por enlaces glicosídicos) y los 

polisacáridos (cadenas, ramificadas o lineales, de más de diez monosacáridos unidos 

mediante enlaces glicosídicos) (Nelson y Cox, 2004).  

Los monosacáridos, los azúcares más simples, están formados por una sola 

molécula que consiste en una única unidad de polihidroxi-aldehído o -cetona y, según el 

número de átomos de carbono, pueden clasificarse en triosas, tetrosas, pentosas, hexosas 

o heptosas (Nelson y Cox, 2004; Stick y Williams, 2009). En el metabolismo de 

glúcidos, los intermediarios son derivados fosforilados de los mismos. La condensación 

del ácido fosfórico con un -OH de un azúcar da lugar al éster fosfato correspondiente 

(Sanwal y col., 1972). La fosforilación de los monosacáridos, además de activarlos, 

evita que difundan a través de las membranas, haciendo más eficientes los procesos en 

los que intervienen los azúcares-P (Sanwal y col., 1972; Nelson y Cox, 2004). Tanto en 

eucariotas como en procariotas se han descripto los mecanismos de ingreso a la célula, 

las rutas de utilización y las conexiones a otras vías metabólicas de las hexosas. En 

general, el monosacárido ingresa mediante diversos sistemas de transporte y es 

fosforilado (Nelson y Cox, 2004); así permanece en el medio intracelular para ser 

utilizado en distintas rutas metabólicas, dependiendo del organismo. Además de la Glc, 

otros monosacáridos, como por ejemplo la fructosa (Fru) y la galactosa (Gal), poseen 

vías metabólicas particulares; pero, además, por medio de isomerasas y mutasas fluyen 

mutuamente desde y hacia las rutas metabólicas centrales de la Glc (Stick y Williams, 
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2009). Cuando los monosacáridos no son necesarios en forma inmediata en las células 

son convertidos en otros compuestos, frecuentemente en polisacáridos (Stick y 

Williams, 2009). 

III.2.2. Utilización de la Glc 

La Glc, libre o combinada, es el compuesto orgánico más abundante de la 

naturaleza y es la fuente primaria de energía de las células mediante su oxidación 

catabólica en las vías glucolíticas (Nelson y Cox, 2004), tanto en condiciones 

anaeróbicas (fermentación) como aeróbicas (respiración). Las rutas glucolíticas [donde 

podemos encontrar como las principales la vía de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP, o 

glucólisis clásica) o la vía de Entner-Doudoroff (ED)] forman parte de las rutas 

metabólicas consideradas centrales, junto con el camino oxidativo de las pentosas-P y el 

ciclo de los ácidos tricarboxílico. Las vías metabólicas centrales son responsables de 

generar la energía biológica (ATP) y los precursores metabólicos que sirven como 

esqueletos carbonados para la biosíntesis de los componentes esenciales de todas las 

células vivas (Stick y Williams, 2009). Esta serie de reacciones, con sus variantes, 

ocurren en todas las ramas del árbol filogenético que agrupa a los organismos vivos 

(Stick y Williams, 2009). Resulta interesante destacar que la glucólisis es una vía 

estructuralmente simple, que funciona en forma independiente a la disponibilidad de 

oxígeno, por lo cual se ajusta perfectamente al ambiente de los primeros organismos 

sobre la Tierra (Kasting y Siefert, 2002; Halliwell, 2006). Además, las dos reacciones 

de fosforilación a nivel de sustrato de la glucólisis son suficientes para proveer la 

energía que las células primitivas demandaban (Kasting y Siefert, 2002). Teniendo al 

piruvato (Pyr) como aceptor terminal de electrones, el balance redox de la vía puede ser 

mantenido (principalmente en lo concerniente a la oxidación posterior del NADH para 

regenerar el NAD
+
) (Bilgen, 2004; Halliwell, 2006). Todas estas características parecen 
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indicar que posiblemente la glucólisis se haya generado antes de la divergencia de los 

distintos dominios (Romano y Conway, 1996; Bilgen, 2004). Es decir, el camino 

glucolítico evolucionó como una vía catabólica anaeróbica para desempeñar dos roles 

fundamentales: generar ATP mediante la oxidación de las hexosas, poder reductor y Pyr 

y, además, generar los precursores necesarios para las reacciones anabólicas.  

Por otra parte, muchas de las enzimas de la vía glucolítica EMP catalizan 

reacciones reversibles, lo cual permite que esta ruta pueda funcionar en forma reversa y 

generar hexosas-P a partir de compuestos de bajo peso molecular y energía (ATP) 

mediante la gluconeogénesis (Spector, 2009). Sin embargo la reversión no es 

completamente alcanzada por las mismas enzimas del camino EMP, ya que hay pasos 

claves irreversibles que necesitan de otras enzimas específicas de la gluconeogénesis 

(Spector, 2009). Inclusive, estudios recientes proponen que el rol inicial de la vía 

glucolítica en bacterias ancestrales era gluconeogénico, debido a que en las mismas la 

principal forma de degradación de azúcares ocurre por la vía de ED (Romano y 

Conway, 1996).  

Los organismos autótrofos, como las plantas, sintetizan la Glc durante la 

fotosíntesis a partir de compuestos inorgánicos como agua y dióxido de carbono. Los 

heterótrofos, por otra parte, son incapaces de realizar este proceso y toman la Glc de 

otros seres vivos o la sintetizan a partir de diversos compuestos orgánicos. La Glc puede 

sintetizarse a partir de otros azúcares, como Fru o Gal. Otra posibilidad es la síntesis a 

partir la gluconeogénesis (Nelson y Cox, 2004; Spector, 2009); existen diversas 

moléculas como lactato, oxaloacetato y glicerol que pueden actuar como precursoras en 

la síntesis. Aunque las reacciones de la gluconeogénesis son las mismas en todos los 

organismos, el contexto metabólico y la regulación de la vía difiere no sólo entre los 
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diferentes organismos, sino entre los distintos tejidos (Nelson y Cox, 2004; Spector, 

2009). 

Además del rol fundamental en la obtención de energía mediante su oxidación 

en la glucólisis, la Glc está implicada en otros procesos celulares críticos: es el 

componente principal de polímeros de importancia estructural, como la celulosa, y de 

polímeros de almacenamiento energético, como el almidón y el glucógeno (Nelson y 

Cox, 2004); además es clave en la síntesis de componentes de la pared celular que 

intervienen en la interacción entre células y en el metabolismo de glicoproteínas 

(Spector, 2009). Es así que la utilización de la Glc es una etapa metabólica central en los 

distintos organismos, y la partición del azúcar hacia las diversas rutas metabólicas 

determina la producción de compuestos con diferentes funciones celulares. En este 

proceso la Glc-1P tiene un papel esencial, siendo un metabolito que se encuentra en 

bajas concentraciones intracelulares y es sustrato de distintas nucleótido-Glc 

pirofosforilasas (NDP-Glc PPasas) que derivan al azúcar hacia los diferentes caminos 

metabólicos. 

III.2.3. Activación de la Glc 

Si bien los intermediarios en la glucólisis y gluconeogénesis son azúcares-P, 

muchas de las reacciones en las cuales las hexosas son transformadas o polimerizadas 

involucran un tipo diferente de grupo activador: un nucleósido-difosfato al que queda 

unido el azúcar. Los NDP-azúcares son los sustratos requeridos en la síntesis de 

polisacáridos como glucógeno, almidón, celulosa y polisacáridos extracelulares más 

complejos (Nelson y Cox, 2004) (Figura III.1). El rol de los NDP-azúcares 

(específicamente UDP-Glc) en la biosíntesis de glucógeno fue descubierto por Luis F. 

Leloir  (Leloir, 1971). Leloir y su grupo establecieron que la biosíntesis y degradación 

de glucógeno ocurre por diferentes vías. La primera involucra el uso de una forma 
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activada de glucosa, específicamente UDP-Glc en células de mamíferos, hongos y 

microorganismos eucariotas heterotróficos, pero ADP-Glc en bacterias y eucariotas 

fotosintéticos (Preiss y Sivak, 1998; Ballicora y col., 2003, 2004). 

El mecanismo de activación de monosacáridos descripto por Leloir indica que la 

unión al fosfato α de un NTP y la posterior hidrólisis del PPi genera una variación de 

energía libre favorable para conducir la reacción de síntesis. Esta es una estrategia 

común a muchas reacciones de polimerización, no solo en el caso de la activación del 

dador glucosídico para el glucógeno, sino que es una forma universal de la química de 

NDP-azúcares, conservada en células de todos los niveles de la vida (Nelson y Cox, 

2004). Mediante la activación de monosacáridos con grupos nucleotidilo, la célula 

distingue un pool de hexosas para un dado propósito (como por ejemplo síntesis de 

glucógeno, ver Figura III.1) de otro como las hexosas-P destinadas a vías tales como la 

glucólisis. Un aspecto destacable también es que la base nitrogenada, aunque no 

participa de la transformación química, presenta gran número de grupos para establecer 

interacciones no covalentes con las enzimas, contribuyendo significativamente a la 

actividad y especificidad catalítica. 
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Figura III.1. Esquema de los destinos metabólicos de la Glc. Una vez ingresada en la 

célula la glucosa es fosforilada y utilizada para la producción de diferentes compuestos. 

La activación como NDP-Glc particiona al azúcar hacia las distintas vías metabólicas. 

 

III.2.3.1. La molécula de UDP-Glc 

La UDP-Glc es la forma activada de la glucosa comúnmente empleada en todos 

los organismos como precursor para la interconversión entre distintos azúcares, así 

como también para las reacciones de transferencia de grupos glucosilos en la formación 

de oligo- y poli-sacáridos y glicoconjugados (Roeben y col., 2006). Es por esto que el 

compuesto tiene un rol fundamental en el metabolismo de hidratos de carbono y en la 

fisiología celular (Steiner y col., 2007).  

En eucariotas, la UDP-Glc, es sustrato de diferentes glicosil transferasas y actúa 

como dador glucosilo en la síntesis de polisacáridos de reserva como el glucógeno (por 

ejemplo, en animales y levaduras) y de polisacáridos estructurales como la celulosa en 



Introducción |25 

 

plantas y algunas bacterias, de motivos glicano en glicolípidos y glicoproteínas y de los 

disacáridos trehalosa y sacarosa (Alonso y col., 1995; Kleczkowski y col., 2004). 

También cumple un papel importante en la interconversión de Gal a Glc por la vía de 

Leloir (Leloir, 1951; Frey, 1996; Mollerach y col., 1998), en la regulación de la fuerza 

osmótica en el citoplasma y la formación de flagelos (Komeda y col., 1977; 

Kleczkowski y col., 2004; Thoden y Holden, 2007b). Además, otros nucleótidos 

azúcares importantes como UDP-xilosa, UDP-ácido glucurónico y UDP-Gal son 

derivados de la UDP-Glc (Turnock y Ferguson, 2007). En procariotas, algunos de estos 

azúcares activados son utilizados para construir la cápsula bacteriana compuesta por 

polisacáridos que frecuentemente determinan su virulencia (Bonofiglio y col., 2005b). 

En una amplia variedad de organismos, la UDP-Glc está involucrada en el monitoreo y 

asistencia del plegamiento de proteínas sintetizadas en el retículo endoplasmático 

debido a que es sustrato de la enzima UGGT: unfolded glycoprotein glucosyltransferase 

(Parker y col., 1995; Flores-Diaz y col., 1997; Trombetta y Parodi, 2003; Helenius y 

Aebi, 2004). De esta manera la UDP-Glc aparece como un compuesto clave en la 

biología de la mayoría de los organismos. 

III.2.3.2. La molécula de ADP-Glc 

En un principio se informó que la incorporación de Glc al α-poliglucano para la 

síntesis de almidón a partir de extractos de plantas utilizaba UDP-Glc como sustrato 

(Leloir, 1971, 1983); pero luego, estudios sobre la especificidad para NDP-azúcares 

mostraron que la ADP-Glc era mejor sustrato en la ruta biosintética ocurrente en plantas 

superiores (Recondo y Leloir, 1961). Posteriormente, se identificó por primera vez una 

enzima involucrada en la síntesis de ADP-Glc, la ADP-Glc PPasa (Espada, 1962), lo 

que resultó coherente con el posterior aislamiento del metabolito de extractos de maíz 

(Recondo y col., 1963). Hoy se sabe que para la síntesis de almidón en organismos 
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fotosintéticos (algas verdes y plantas superiores) y de glucógeno en bacterias 

(incluyendo cianobacterias), la ADP-Glc es utilizada como donador de grupo glucosilo 

(Preiss y Sivak, 1998; Ballicora y col., 2003). 

III.2.4. Glucógeno: estructura y función 

El descubrimiento de glucógeno hepático en 1857 se atribuye a Claude Bernard 

(Young, 1957) y un siglo y medio más tarde varios de sus postulados originales todavía 

se aceptan. El estudio del metabolismo de este compuesto en la segunda mitad del 

siglo XX introdujo una serie de nuevos conceptos bioquímicos sobre la regulación 

biológica, que quedaron arraigados en el pensamiento actual y que dieron lugar a la 

adjudicación de cuatro premios Nobel (Carl y Gerty Cori en 1947; Luis F. Leloir en 

1970, Earl Sutherland en 1971; Edwin Krebs y Edmond Fischer en 1992; ver 

http://nobelprize.org/nobel_prizes/). El glucógeno es un polímero ramificado de Glc que 

sirve como un medio osmóticamente compatible para almacenar reservas del 

monosacárido en las células en tiempos de abundancia nutricional para la utilización en 

tiempos de necesidad (Roach y col., 2012). Está presente en un amplio espectro de 

organismos, desde bacterias y arqueas a los distintos organismos eucariotas 

heterótrofos, incluyendo al hombre (Wilson y col., 2010; Roach y col., 2012); mientras 

que las plantas sintetizan polímeros de reserva de glucosa en forma de almidón, como 

ya se mencionó antes. De esta forma, la polimerización de la glucosa puede pensarse 

como un mecanismo universal para el almacenamiento de carbono y energía en la 

naturaleza.  

La molécula de glucógeno muestra la optimización de una estructura compleja, 

dado que no se requieren “instrucciones” de un nivel superior ni templado para proceder 

con su síntesis. Esto es un argumento de peso para proponer que el polímero se 

transformó en la molécula de almacenamiento de elección en un etapa muy temprana de 

http://nobelprize.org/nobel_prizes/
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la evolución de los organismos vivos (Bilgen, 2004). Otro argumento que sustenta esta 

idea tiene que ver con la conservación de la estructura del glucógeno, de bacterias a 

mamíferos pasando por las levaduras. La estructura del polisacárido tiene que haber 

sido “optimizada” muy tempranamente en la historia de los organismos y de la 

evolución de las vías metabólicas; donde puede establecerse que mientras el poliglucano 

es prácticamente igual en todos los organismos, las enzimas involucradas en el 

metabolismo del mismo (tanto en la síntesis como en la degradación) han 

experimentado modificaciones evolutivas, encontrándose marcadas diferencias en los 

aspectos cinéticos, regulatorios y estructurales de las mismas. Esto implica que la 

estructura funcional óptima del polímero se conservó independientemente del contexto 

metabólico diferente de cada célula.  

La biosíntesis de poliglucanos es una estrategia importante para lograr la reserva 

metabólica de carbono y energía (Melendez y col., 1999), siendo que cumple con los 3 

preceptos propuestos por Wilkinson para definir a un compuesto de reserva: (i) 

acumularse intracelularmente frente a un exceso de nutrientes/energía, (ii) utilizarse 

cuando el exceso de nutrientes desaparece del medio y (iii) emplearse para la obtención 

de energía que permita sustentar el crecimiento/mantenimiento en ausencia de una 

fuente de energía externa (Wilkinson, 1963). Claramente, el glucógeno satisface estos 

requerimientos. La principal ventaja de utilizar este tipo de polisacárido para almacenar 

Glc radica en que las propiedades físicas y la elevada masa moleculardel mismo 

minimizan el efecto de la acumulación sobre la presión osmótica intracelular (se pueden 

acumular hasta cinco decenas de miles de unidades de Glc en una sola partícula de 

glucógeno) (Melendez y col., 1999; Cornish-Bowden y Cardenas, 2010). 

El glucógeno es un polímero ramificado de elevada masa molecular, formado 

por residuos de α-D-Glc unidos por enlaces glucosídicos α-1,4 en la cadena principal y 
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con ramificaciones α-1,6 cada ocho a doce unidades de Glc (Figura III.2 A), 

dependiendo del origen. Aislado de fuentes biológicas se ha visto que existe como una 

población de moléculas de diferentes tamaños. En organismos eucariotas, el polímero 

tiene una longitud de cadena lateral de 12 a 14 residuos (Wang y Wise, 2011; Roach y 

col., 2012); mientras que, dependiendo la fuente, la longitud de cadena puede ser de 7 a 

21 unidades glucosídicas en procariotas (Wang y Wise, 2011). Inclusive, recientemente 

se ha propuesto que el glucógeno con cadenas cortas favorece el tiempo de 

supervivencia en condiciones de hambruna (Wang y Wise, 2011).  

Alrededor de la década de 1970, Whelan y colaboradores propusieron un modelo 

estructural de la molécula del glucógeno (Figura III.2 B) en el cual se definen las 

cadenas glucosídicas lineales “B”, que se encuentran en el interior de la molécula con 2 

ramificaciones cada una, y las cadenas “A”, que se encuentran expuestas en la capa más 

externa de ramificación y son susceptibles de ser degradadas (Figura III.2 B) (Whelan, 

1961, 2003). Posteriormente, mediante modelado matemático Meléndez-Hevia y col. 

realizaron la optimización de la estructura de la molécula del poliglucano, tomando 

como variables el número de ramificaciones por cada cadena lineal “B”, la longitud de 

las cadenas y que el volumen ocupado sea mínimo (Melendez-Hevia y col., 1993; 

Melendez y col., 1999). Los resultados obtenidos presentan grandes similitudes a la 

estructura propuesta por Whelan (Melendez-Hevia y col., 1993; Melendez y col., 1997; 

Melendez y col., 1999; Whelan, 2003). En este modelo, el glucógeno consistiría en una 

serie de niveles, siendo el nivel más exterior de cualquier molécula completamente 

formada el que contendrá 50% de los residuos totales de Glc de la molécula como 

cadenas A no ramificadas. Sin embargo, sólo una fracción de estos residuos de cadena 

exterior es accesible a la enzima glucógeno fosforilasa degradativa, que utiliza sólo 

cuatro residuos de una rama sin la intervención de la enzima desramificante 
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(amilo-α-1,6-glucosidasa,4-α-glucano). Es así que el grado de ramificación permite 

también que haya espacio suficiente para que actúen las enzimas asociadas al 

poliglucano. La estructura del glucógeno optimiza el rápido almacenamiento de 

unidades glucosídicas, incrementa la solubilidad de la molécula, y por lo tanto su 

capacidad de acumulación en un espacio limitado. A su vez, un mayor número de 

residuos de Glc terminales permiten la rápida movilización de los monómeros, tanto 

para la síntesis como para la degradación (Melendez-Hevia y col., 1993; Melendez y 

col., 1997; Melendez y col., 1999; Whelan, 2003). 

 

 

Figura III.2. Estructura del glucógeno. (A)Porción de una molécula de glucógeno 

donde se muestran los enlaces característicos. (B)Esquema de la organización de la 

molécula. 
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III.2.4.1. Glucógeno en distintos organismos 

Todos los seres vivos tienen la capacidad de utilizar una variedad de nutrientes y 

adaptarse al cambio de las condiciones ambientales en forma continua. Numerosos 

organismos, como mamíferos (incluyendo al hombre), levaduras, bacterias y algunos 

protozoos, acumulan las reservas de carbono y energía para hacer frente a las 

condiciones de escasez temporalmente presentes en el medio ambiente. La biosíntesis 

de glucógeno es una estrategia principal de dicho almacenamiento metabólico y una 

variedad de detectores y mecanismos de señalización han evolucionado en especies 

distantes para asegurar la producción de este homopolisacárido. En el nivel más 

fundamental, los procesos de la síntesis y la degradación de glucógeno en todos los 

organismos comparten ciertas similitudes generales. Sin embargo, la regulación de estos 

procesos es marcadamente distinta, lo que indica que han evolucionado por separado 

para responder de forma óptima a las condiciones del hábitat de cada especie (Wilson y 

col., 2010). 

Tanto para mamíferos como para levaduras hay una amplia variedad de 

información sobre el glucógeno y su metabolismo. A partir de esto se han determinado 

una serie de características en relación a la síntesis de este polímero en organismos 

eucariotas que es distintiva de lo que ocurre en organismos procariotas. Como se ha 

mencionado antes, en los primeros el donador de grupo glucosilo para la elongación del 

poliglucano es la UDP-Glc, mientras que en procariotas la Glc activada utilizada en esta 

vía es presentada como ADP-Glc. Además, en eucariotas el punto de regulación de la 

ruta metabólica está dado a nivel de la glucógeno sintasa (GSasa) (Roach, 2002), 

cuando en bacterias ha sido demostrado que la regulación de la vía está dada en el paso 

de producción de la ADP-Glc (Preiss, 2009).  
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En mamíferos, los principales depósitos de glucosa están en el músculo 

esquelético y el hígado, aunque muchos otros tejidos son capaces de la síntesis de 

glucógeno, incluyendo riñón, corazón, la grasa y el cerebro. En estos organismos, el 

glucógeno del hígado es requerido para el mantener los niveles necesarios de glucosa en 

sangre durante el ayuno, mientras que las reservas musculares son utilizadas localmente 

como un combustible para la contracción muscular (Roach y col., 2012). La 

desregulación del metabolismo del glucógeno se ha implicado en el desarrollo de 

muchas enfermedades, incluyendo diabetes mellitus de tipo 2 (Cline y col., 1994; Roach 

y col., 2012). La ausencia o modificaciones de enzimas que participan tanto en la 

síntesis como en la degradación del polímero están asociadas a distintas enfermedades, 

algunas de las cuales resultan letales (Voet y Voet, 2006; Roach y col., 2012).  

En levaduras, se ha demostrado que las reservas de glucógeno tienen un rol 

esencial en la supervivencia durante la privación de nutrientes a largo plazo (Sillje y 

col., 1999). Además, las células que pueden acumular glucógeno tienen una ventaja de 

crecimiento sobre aquellas que no pueden hacerlo, lo que sugiere que el polímero 

contribuye a un mejor funcionamiento celular en general (Anderson y Tatchell, 2001). 

Para el caso de eucariotas inferiores, como los protozoos, es limitada la cantidad de 

trabajos que se encuentran en relación al metabolismo del glucógeno. Si bien la 

acumulación de este compuesto no ocurre en todos los protistas, en algunos de ellos 

como Giardia (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012) y Entamoeba (Takeuchi y 

col., 1977) se ha observado la presencia de partículas de glucógeno. En estos 

microorganismos parece cumplir la función de almacenamiento y fuente de carbono y 

energía durante el crecimiento y la diferenciación del parásito (Pradhan y col., 2012). 

Pero la información sobre las enzimas que participan en las rutas de síntesis y 

degradación del compuesto es escasa. 
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Se ha informado de la presencia glucógeno o α-1,4-poliglucanos similares en 

bacterias (tanto Gram-negativas como Gram-positivas) y arqueas (Preiss, 2009). El 

papel exacto de este poliglucano en bacterias no es tan claro como en las células 

animales y hongos, pero varios estudios han relacionado el metabolismo del compuesto 

en la supervivencia de la bacteria en el medio ambiente, así como también su 

rendimiento simbiótico, colonización y virulencia (Jensen, 1976; Bonafonte y col., 

2000; Ballicora y col., 2003; Bourassa y Camilli, 2009; Preiss, 2009). Se ha establecido 

la importancia del glucógeno en situaciones fisiológicas específicas de diversos 

microorganismos. Por ejemplo, en Salmonella enteritidisse demostró que hay relación 

entre la síntesis de glucógeno, la capacidad para formar biofilmes y la virulencia 

(Bonafonte y col., 2000); mientras que en bacilos formadores de esporos como 

Bacillus subtilis, guarda una estrecha relación con la esporulación y las condiciones de 

cultivo (Kiel y col., 1994). En Streptococcus mutans la acumulación del polisacárido 

(conocido como IPS, de las siglas en inglés de “internalpolysaccharide”) es el factor de 

virulencia (Spatafora y col., 1995), pues la capacidad de producir caries depende 

directamente de la acumulación del mismo (Islam y col., 2007). Por otra parte, en 

Corynebacterium glutamicum, microorganismo utilizado para la producción industrial 

de aminoácidos (particularmente glutamato y lisina), se ha demostrado que el 

glucógeno, aunque no es esencial para el crecimiento ni la supervivencia, le confiere 

ventajas para una adaptación rápida al estrés osmótico (Seibold y Eikmanns, 2007). 

III.3. Enzimas involucradas en la partición de la Glc 

Dentro de una célula ocurren una elevada cantidad de reacciones químicas en 

forma simultánea; pero estas reacciones siguen determinadas pautas que las organizan 

en procesos coherentes y funcionan en forma secuencial para generar uno o varios 
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productos específicos. El metabolismo puede definirse, entonces, como la suma de todas 

las transformaciones químicas que ocurren en una célula u organismo, lo cual está dado, 

en forma rigurosamente regulada, por una serie de reacciones catalizadas por enzimas 

que constituyen las vías metabólicas (Nelson y Cox, 2004).  

La Glc-1P es un metabolito que se encuentra en bajas concentraciones 

intracelulares, ya que por acción de la fosfoglucomutasa es convertida a Glc-6P, en una 

reacción reversible pero desplazada hacia la formación de esta última (Gao y Leary, 

2004; Zhang y col., 2005). La Glc-1P es además sustrato de NDP-Glc PPasas que 

derivan al metabolito a la producción de distintos NDP-Glc, los cuales son luego 

sustratos en las reacciones de diferentes glicosiltransferasas que canalizan la síntesis de 

oligosacáridos, polisacáridos y otros glicoconjugados (Mendez y Salas, 2001). De esta 

forma, la utilización de NDP-Glc por distintas enzimas determinará la producción de 

compuestos con funciones celulares diferentes relacionadas con: la bioenergética 

[almacenamiento de polisacáridos (Ballicora y col., 2003, 2004)], la síntesis de 

compuestos de pared (Koo y col., 2000), la producción de polisacáridos estructurales y 

de secreción (Koplin y col., 1992; Weissborn y col., 1994) y la interconversión de 

hidratos de carbono (Frey, 1996; Holden y col., 2003). En eucariotas, los distintos 

NDP-Glc derivados también están involucrados en el proceso de glicosilación de 

proteínas (Parodi, 2000). A partir de esto, queda claro que la caracterización de las 

NDP-Glc PPasas y de las respectivas glicosiltransferasas es relevante para entender el 

metabolismo (y su regulación) de los hidratos de carbono en el organismo respectivo y 

las derivaciones funcionales de los mismos. 

III.3.1. La familia de las NDP-azúcar PPasas, características generales 

La biosíntesis de glucósidos típicamente comienza con el derivado químico de la 

condensación de la Glc-1P (u otro azúcar-1P) y un nucleósido-monofosfato (a partir de 
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su correspondiente nucleósido-trifosfato, NTP). Esta reacción, que en general depende 

de un metal divalente, es catalizada por una nucleotidililtransferasa (también 

denominada como NDP-azúcar PPasa, EC 2.7.7.-) y procede con la pérdida 

concomitante de pirofosfato (Singh y col., 2012). Las estructuras tridimensionales de 

muchas enzimas de esta clase han sido resueltas, incluyendo timidililtransferasas 

[EC 2.7.7.24; (Blankenfeldt y col., 2000a; Barton y col., 2001; Zuccotti y col., 2001)]; 

uridililtransferasas [UDP-Glc PPasas, EC 2.7.7.9; (Thoden y col., 1997; Thoden y 

Holden, 2007a, b; Kim y col., 2010)]; UDP-GlcNAc PPasas [EC 2.7.7.23; (Brown y 

col., 1999; Kostrewa y col., 2001; Mochalkin y col., 2007; Verma y col., 2009)]; 

citidililtransferasas [CDP-Glc PPasas, EC 2.7.7.33; (Koropatkin y Holden, 2004; 

Koropatkin y col., 2005)]; guanililtransferasa [EC 2.7.7.22; (Pelissier y col., 2010)] y 

adenililtransferasa [ADP-Glc PPasa, EC 2.7.7.27; (Jin y col., 2005; Cupp-Vickery y 

col., 2008)].  

A pesar de la gran diversidad existente a nivel de estructura primaria (los 

miembros de la familia presentan relativamente baja identidad de secuencia) y 

cuaternario (se han descripto formas mono-, di-, tetra-, hexa-, y octaméricas), las 

nucleotidililtransferasas comparten una organización de dominio similar y 

características estructurales comunes: 

- Tienen un dominio catalítico N-terminal conservado, presentan un 

plegamiento de tipo GT-A (Singh y col., 2012) que consiste de una 

estructura tipo Rossmann α/β/α. 

- En general el sitio activo se encuentra en una hendidura profunda formada 

por la lámina β central y dos hélices α (Singh y col., 2012). Dentro de este 

sitio activo, se hallan residuos conservados entre las enzimas de la familia, 

que interaccionan de forma similar con sus respectivos sustratos. Un ejemplo 
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de esto es el motivo rico en glicina GXG(T/S)R, que está presente en todas 

las PPasas descriptas hasta el momento y se ha identificado como parte del 

sitio de unión al NTP (Brown y col., 1999; Sivaraman y col., 2002; Jin y 

col., 2005; Koropatkin y col., 2005; Steiner y col., 2007; Pelissier y col., 

2010). 

- Típicamente, las nucleotidililtransferasas utilizan un mecanismo secuencial 

bibi ordenado, donde se une primero el NTP. La reacción catalizada sigue un 

mecanismo  SN2, con el ataque nucleofílico del azúcar-1P al fosfato α del 

NTP (Giraud y Naismith, 2000; Barton y col., 2001; Zuccotti y col., 2001; 

Koropatkin y Holden, 2004, 2005).  

- Utilizan como cofactor esencial un metal divalente, generalmente Mg
2+

, el 

cual es requerido para llevar a cabo la catálisis. Se  ha postulado que el 

catión juega un papel en la estabilización del estado de transición/orientación 

y activación del grupo pirofosfato (PPi) saliente durante la reacción (Zuccotti 

y col., 2001; Sivaraman y col., 2002). 

III.3.1.1. La ADP-Glc PPasa, punto de regulación de la síntesis del polímero de 

reserva en plantas y bacterias 

La síntesis de glucógeno en bacterias y de almidón en plantas ocurre con el uso 

de ADP-Glc y el paso limitante de la ruta tiene lugar en el paso que produce el dador 

glucosídico, el que es catalizado por la ADP-Glc PPasa (Preiss y col., 1991; Preiss, 

1996; Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). Distintas experiencias con organismos 

mutantes, ya sea con sobreproducción o con baja acumulación del polisacárido, 

sustentan a la enzima como la regulatoria en el camino de biosíntesis del polisacárido de 

reserva en los organismos indicados (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). Esta 

enzima cataliza la reacción: ATP + α-D-Glc-1P ↔ ADP-Glc + PPi, en presencia de 
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Mg
2+

. La reacción es reversible in vitro, con una constante de equilibrio próxima a 1. 

Sin embargo, in vivo resulta prácticamente irreversible, debido tanto a la utilización de 

la ADP-azúcar en la biosíntesis del poliglucano como por la hidrólisis del PPi por una 

pirofosfatasa inorgánica (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). 

La ADP-Glc PPasa es una enzima regulada alostéricamente. Aunque los 

principales reguladores varían según el origen biológico de la enzima, los mismos 

comparten una característica en común: son intermediarios claves del camino principal 

de asimilación y distribución del carbono en el respectivo organismo (Preiss, 1996; 

Preiss y Sivak, 1998; Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). Así, por ejemplo, en 

varias bacterias heterotróficas la enzima es activada por metabolitos del camino 

glucolítico (tanto de la glucólisis clásica de EMP o del metabolismo de ED) tales como 

la Fru-1,6-bisP, la Fru-6P o el Pyr; mientras que el AMP, el ADP y/o el ortofosfato 

inorgánico (Pi) son los principales inhibidores. Por otra parte, la enzima de organismos 

que realizan fotosíntesis oxigénica es primariamente regulada por 3-fosfoglicerato 

(3-PGA, activador) y por Pi (inhibidor). Globalmente, el análisis racional de las 

propiedades regulatorias de la ADP-Glc PPasa, sumado al hecho que el ATP es uno de 

sus sustratos, indica que la síntesis de polisacáridos de reserva en bacterias y plantas es 

máxima cuando hay un exceso de  carbono y energía en la célula y viceversa (Ballicora 

y col., 2003, 2004). Teniendo en cuenta la especificidad para los activadores e 

inhibidores, se han propuesto nueve clases diferentes para agrupar a las 

ADP-Glc PPasas (Ballicora y col., 2003, 2004).   

Existe una relación entre las ADP-Glc PPasas y la estructura cuaternaria en los 

distintos tipos de organismos. La mayoría de las enzimas bacterianas son 

homotetraméricas (α4), a excepción de unas pocas (Kiel y col., 1994; Takata y col., 

1997; Asencion Diez y col., 2013) que presentan una estructura heterotetramérica 
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(α2δ2). Esto último es característico de las ADP-Glc PPasas de bacterias Gram-positivas 

del grupo de Firmicutes (bajo contenido de G+C). En estas bacterias los genes 

necesarios para la síntesis del glucógeno se encuentran agrupados en un operón y un 

análisis comparativo de este grupo de genes permitió identificar que glgC y glgD 

codifican para proteínas homólogas a la ADP-Glc PPasa de procariotas (Ballicora y col., 

2003). La ADP-Glc PPasa de organismos eucariotas (desde algas verdes hasta plantas 

superiores) están compuestas por dos subunidades, α y β, que en conjunto forman una 

estructura heterotetramérica α2β2. Se ha descripto que la subunidad denominada 

pequeña (α, 50-54 kDa) posee actividad catalítica mientras que la llamada grande (β, 

51-60 kDa) modula la actividad de la subunidad α (Preiss y Greenberg, 1981; Ballicora 

y col., 2004). La subunidad β encontrada en eucariotas fotosintéticos modifica la 

sensibilidad de la subunidad α hacia los efectores alostéricos, posiblemente mediante 

interacciones proteína-proteína. Es necesario aclarar que la subunidad β es 

estructuralmente diferente a la subunidad δ encontrada en Firmicutes (Ballicora y col., 

2003, 2004; Cho y col., 2008).  

A la fecha, se han informado sendas estructuras cristalinas de la enzima de 

tubérculo de papa en su forma homotetramérica (α4) [la primer resolución atómica de la 

estructura de una ADP-Glc PPasa (Jin y col., 2005)] y la de Agrobacterium tumefaciens 

(Cupp-Vickery y col., 2008). En ambos casos las enzimas están en un estado inhibido 

debido a la presencia de altas concentraciones de sulfato de amonio en las condiciones 

empleadas para la cristalización, aspecto que limita la realización de un análisis 

completo de los dominios funcionales. Sin embargo, a lo largo de los casi 50 años de 

estudio de las ADP-Glc PPasas procedentes de distintas fuentes se han identificado 

residuos aminoacídicos relevantes para la catálisis y la regulación de la enzima. Tales 

aproximaciones experimentales se realizaron con herramientas de modificación química 
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y de mutagénesis sitio dirigida y al azar (Parsons y Preiss, 1978b, a; Kumar y col., 

1988; Kumar y col., 1989; Hill y col., 1991; Hill y Preiss, 1998; Frueauf y col., 2001; 

Gomez-Casati y col., 2001; Frueauf y col., 2002; Bejar y col., 2006a; Figueroa y col., 

2011). Así por ejemplo, diferentes experimentos permitieron identificar en la enzima de 

E. coli residuos como la Tyr
114 

(Lee y Preiss, 1986; Lee y col., 1987; Kumar y col., 

1988) , la cual estaría implicada en la interacción con el anillo de adenina presente en 

los sustratos ATP y ADP-Glc.  

El piridoxal-5-P (PLP) es un agente que interacciona con residuos lisina para 

formar una base de Schiff en una reacción de piridoxilación. Dado que el PLP puede ser 

considerado un análogo estructural de la Fru-1,6-bisP y del 3-PGA (de hecho se 

comporta como activador de las enzimas de E. coli, Anabaena sp. y de hojas de 

espinaca) (Preiss, 1996), lo hace muy útil para identificar residuos ubicados en los sitios 

de unión de aquellos activadores. Así, se determinó que el PLP puede unirse a los 

residuos Lys
39

 y Lys
195

 en la ADP-Glc PPasa de E. coli. Mediante experimentos de 

protección de la piridoxilación (Parsons y Preiss, 1978a, b) y mutagénesis sitio dirigida 

(Hill y col., 1991), se pudo concluir que la Lys
195

 está específicamente involucrada en la 

unión a Glc-1P; mientras que la Lys
39

 es importante para la interacción con el activador 

Fru-1,6-bisP (Gardiol y Preiss, 1990). En estudios más recientes, se confirmaron los 

resultados anteriores al construir la arquitectura molecular del sitio de unión de Glc-1P 

en la enzima de E. coli mediante modelado por homología y mutagénesis sitio 

dirigida(Bejar y col., 2006a). Por otra parte, con el objeto de identificar los residuos 

catalíticos, se pudo observar que entre los aminoácidos altamente conservados en la 

familia de PPasas se encuentra un residuo de ácido aspártico próximo a los sitios de 

unión de los sustratos. La caracterización de las mutantes sitio dirigidas del Asp
142

 en la 
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ADP-Glc PPasa de E. coli confirmó el rol de este residuo como involucrado en el 

proceso catalítico (Frueauf y col., 2001).  

Diferentes estudios han logrado identificar algunos residuos responsables de la 

unión a efectores en la regiones N- (Parsons y Preiss, 1978b, a; Gomez-Casati y col., 

2001) y C-terminal (Sheng y col., 1996; Sheng y Preiss, 1997; Meyer y col., 1998a; 

Meyer y col., 1998b; Frueauf y col., 2002; Iglesias y col., 2006) de diferentes 

organismos. Hoy en día hay claras evidencias que la regulación de la enzima está 

determinada por la interacción entre los extremos N- y C-terminal (Ballicora y col., 

2002; Diez y col., 2013). Se ha demostrado que los residuos Trp
113

 y Gln
74

 son claves 

en la respuesta alostérica a la Fru-1,6-bisP de la enzima de E. coli (Figueroa y col., 

2011). Estos residuos forman parte de dos loops funcionales universalmente conservado 

en las ADP-Glc PPasas, independientemente de sus propiedades regulatorias. El 

dominio formado por dichos loops se ha evidenciado como un “gatillo alostérico” 

común a esta familia de enzimas, uniendo así los sitios catalítico y de unión a efectores 

(Figueroa y col., 2011). De hecho, en un trabajo posterior en la enzima de papa 

(Figueroa y col., 2013), se ha caracterizado que los residuos homólogos tienen los 

mismos efectos sobre el activador de esa enzima, el 3-PGA. 

Del análisis de los datos experimentales obtenidos hasta el momento, sumado a 

modelos estructurales de la enzima, surge la idea de que las ADP-Glc PPasas y otras 

NDP-azúcar PPasas derivan de un ancestro común, siendo que todas exhiben el mismo 

plegamiento en su dominio catalítico (Smith-White y Preiss, 1992; Brown y col., 1999; 

Blankenfeldt y col., 2000b). La diferencia principal es que las ADP-Glc PPasas son 

enzimas alostéricas y el monómero es de mayor tamaño, ya que el extremo C-terminal 

se ha extendido entre 120 y 150 aminoácidos y el N-terminal unos 10 a 40 residuos. 

Probablemente, la adquisición del fragmento C-terminal le confiere el carácter de 
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enzima alostérica o mejora cierta regulación rudimentaria ya presente (Ballicora y col., 

2003, 2004). De hecho, en nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que una enzima 

no regulada alostéricamente, como lo es la UDP-Glc PPasa bacteriana, puede adquirir 

esta propiedad con la simple fusión del extremo C-terminal de una ADP-Glc PPasa de 

procariotas (Diez y col., 2013). Esto lleva a pensar que una vez adquirido ese dominio, 

la enzima pudo haber experimentado distintos procesos evolutivos que favorecieron una 

adaptación a los diferentes entornos metabólicos, lo cual produjo la diferenciación en 

las diversas clases de enzimas (Ballicora y col., 2003, 2004). Con respecto al extremo 

N-terminal, no está claro en qué punto de la evolución se ha expandido o si ha sido un 

proceso más dinámico (Ballicora y col., 2003, 2004).  

El origen de las ADP-Glc PPasas en eucariotas probablemente esté relacionado 

con el proceso endosimbiótico entre procariotas que dio lugar a la formación de 

plástidos y la posterior transferencia del gen al núcleo (Martin y Herrmann, 1998; 

Martin y col., 1998). En concordancia con esta hipótesis, las enzimas de cianobacterias 

exhiben mayor similitud con las subunidades pequeñas de plantas que con las de otras 

bacterias heterotróficas. En eucariotas, la subunidad β apareció más tarde en la 

evolución, probablemente por duplicación génica, luego de lo cual esos genes dieron 

origen de manera divergente a numerosas variedades especializadas (Ballicora y col., 

2004; Kuhn y col., 2009). Esto permitió obtener distintos polipéptidos: una subunidad 

catalítica y una regulatoria. Aunque ambas parecen provenir del mismo ancestro (dada 

la similitud de las regiones conservadas) la mayor similitud entre las subunidades α 

indica que las mismas han tenido restricciones evolutivas más fuertes que las β. 

Además, las subunidades α muestran mayor similitud con la enzima de cianobacterias 

que con las subunidades β, las cuales entre sí presentan considerable diferencia de 

secuencia. Esto último probablemente refleja los requerimientos diferenciales en la 
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modulación de la respuesta de la subunidad α, es decir, a la activación e inhibición 

alostérica representada por las diferentes demandas de tejidos y especies (Smith-White 

y Preiss, 1992; Crevillen y col., 2003; Ballicora y col., 2004; Kuhn y col., 2009). Una 

etapa posterior en la evolución de las subunidades α de ADP-Glc PPasas de plantas 

involucraría la adquisición de un tipo de regulación a nivel post-traduccional mediado 

por tiorredoxinas en ciertos tejidos (Ballicora y col., 2000; Ballicora y col., 2004). 

III.3.1.2. La UDP-Glc PPasa, una enzima ampliamente distribuida en la 

naturaleza 

La enzima UDP-Glc PPasa (UTP:α-D-Glc1P uridililtransferasa; EC 2.7.7.9) 

cataliza la conversión de Glc-1P y UTP en UDP-Glc con la liberación de PPi, en 

presencia de un catión divalente, como ya ha sido establecido para otras 

nucleotidililtransferasas. La enzima está presente en prácticamente todas las células, 

generalmente formando una estructura multimérica de unidades idénticas. Su ubicuidad 

incluye plantas, animales y microorganismos en general. Las UDP-Glc PPasas de 

eucariotas son diferentes a las de origen bacteriano ya que presentan, como máximo, 

10% de identidad en sus secuencias aminoacídicas; es decir, son significativamente 

divergentes desde el punto de vista evolutivo (Kleczkowski y col., 2004) y no se 

encuentran relacionadas a nivel de estructura tridimensional (Flores-Diaz y col., 1997; 

Mollerach y col., 1998; Mollerach y Garcia, 2000). Las UDP-Glc PPasas derivadas de 

organismos procariotas contienen alrededor de 300 aminoácidos mientras que aquellas 

provenientes de organismos eucariotas poseen alrededor de 500 residuos. Existe una 

marcada diferencia entre las enzimas de organismos procariotas y eucariotas a nivel de 

los aminoácidos que están involucrados en la catálisis y en la unión a los sustratos 

(Chang y col., 1999). 
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La UDP-Glc PPasa bacteriana 

Pese a la importancia que cumple en el metabolismo de los hidratos de carbono, 

la UDP-Glc PPasa de origen bacteriano, en contraste a la ADP-Glc PPasa, en general ha 

sido escasamente estudiada. La UDP-Glc PPasa es una proteína fundamental para la 

adhesión y virulencia de numerosas bacterias, estando involucrada en la síntesis de 

polisacáridos capsulares y LPS (Genevaux y col., 1999; Degeest y de Vuyst, 2000; 

Bonofiglio y col., 2012). En bacterias entéricas tales como E. coli y 

Salmonella typhimurium la enzima participa en el metabolismo de la Gal mediante la 

vía de Leloir (Hossain y col., 1994). De hecho, mutantes de E. coli deficientes en esta 

enzima son incapaces de utilizar Gal como fuente de carbono y no incorporan Glc y Gal 

a las paredes y membranas bacterianas, resultando en una síntesis incompleta de la 

cadena lateral de los LPS y del receptor para bacteriófago de la superficie celular 

(Fukasawa y col., 1962; Sundararajan y col., 1962). La UDP-Glc PPasa está asociada 

con la producción de exopolisacáridos (EPS) en algunas cepas de 

Streptococcus thermophilus cultivadas en medios con Glc o lactosa como única fuente 

de carbono (Escalante y col., 1998). En el caso de Streptococcus pneumoniae, la enzima 

es clave para la producción del polisacárido de la cápsula que contiene Glc, Gal, ácido 

UDP-glucorónico (UDP-GlcA) o ácido UDP-galacturónico, operando como factor de 

virulencia (Mollerach y col., 1998; Bonofiglio y col., 2005b). Otro ejemplo es 

Pseudomonas aeruginosa, donde el producto del gen galU (Chang y col., 1999) es un 

factor de virulencia requerido como facilitador de la infección de la córnea (Priebe y 

col., 2004). 

La bacteria Sphingomonas elodea es un microorganismo usado industrialmente 

para la síntesis de una goma de EPS aprovechado como agente gelificante y 

estabilizante de alimentos. La vía de producción de este compuesto es un proceso de 
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múltiples etapas, comenzando con la formación intracelular de precursores de 

nucleótidos azúcares UDP-Glc, UDP-GlcA y TDP-L-ramnosa, donde la 

UDP-Glc PPasa juega un rol fundamental en la producción del polímero (Sa-Correia y 

col., 2002). En el mismo plano, bacterias del género Xanthomonas (X. campestris, 

X. axonopodis) producen polisacáridos (goma xantano) estrictamente relacionados a un 

camino metabólico que utiliza UDP-Glc  y los genes galU que codifican para las PPasas 

han sido clonados y caracterizados recientemente (Becker y col., 1998; Bosco y col., 

2009). Además, la UDP-Glc PPasa juega un papel clave en la síntesis de trehalosa, un 

metabolito clave en la regulación y estabilización de la célula contra el estrés osmótico 

(Bonafonte y col., 2000; Padilla y col., 2004a; Padilla y col., 2004b); así como también 

en la biosíntesis de celulosa, particularmente en bacterias de los géneros Acetobacter, 

Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina (Ross y col., 1991). 

La mayoría de las UDP-Glc PPasas de organismos procariotas caracterizadas 

hasta el momento, como ser la de E. coli, S. elodea y C. glutamicum, presentan una 

estructura tetramérica (dímeros de dímeros) (Thoden y Holden, 2007a, b), mientras que 

la enzima de Xanthomonases dimérica (Bosco y col., 2009). En las estructuras 

cristalinas de la enzima de E. coli y C. glutamicum, el dominio C-terminal de cada 

monómero está formado por una α-hélice que interactúa con la α-hélice del dominio 

C-terminal de la otra subunidad, formando así un “dímero fuerte”. Esto indica que esta 

interacción es esencial en el ensamblado del dímero, junto con la región en donde una 

subunidad se cierra sobre el sitio activo de la otra subunidad (Thoden y Holden, 2007a, 

b). Recientemente ha sido establecido un mecanismo enzimático bi-bi ordenado para las 

UDP-Glc PPasas bacterianas (Kim y col., 2010).  
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La UDP-Glc PPasa eucariota 

Como ya se ha mencionado las UDP-Glc PPasas de organismos eucariotas 

presentan una marcada diferencia en la secuencia de aminoácidos en comparación a las 

enzimas de bacterias, siendo proteínas no homólogas a pesar de catalizar la misma 

reacción. Otra característica distintiva es la estructura cuaternaria adoptada. Como fue 

descripto en el apartado anterior, las UDP-Glc PPasas procariotas forman 

principalmente homotetrámeros, mientras que en animales y levaduras las proteínas 

funcionales se encuentran formando complejos octaméricos (Roeben y col., 2006) y en 

plantas y protozoos la forma enzimáticamente activa es monomérica (Martz y col., 

2002; Kleczkowski y col., 2005; Lamerz y col., 2006; Steiner y col., 2007; Marino y 

col., 2010; Martinez y col., 2011).  

La UDP-Glc es un intermediario clave en el metabolismo de carbohidratos, 

principalmente en la síntesis de oligo- y poli-sacáridos en diferentes organismos 

eucariotas. Por ejemplo, en protozoos parasíticos la UDP-Glc PPasa cumple un rol 

esencial en la virulencia de los mismos. En estos microorganismos distintos 

monosacáridos activados, ya sea UDP-Glc u otros UDP-azúcares para los cuales es 

requerida la producción de este compuesto (por ejemplo UDP-Gal), son utilizados en la 

formación de glicoconjugados importantes en la interacción patógeno-hospedador 

(Steiner y col., 2007; Marino y col., 2010; Yang y Bar-Peled, 2010; Martinez y col., 

2011) o en la producción de polímeros estructurales (celulosa) durante el 

enquistamiento  que permiten la supervivencia del parásito (Rudick y Weisman, 1974). 

En plantas, la enzima cobra especial importancia debido su rol primario en la biosíntesis 

y partición de la sacarosa, este compuesto actúa como la principal forma de transporte 

de carbono en estos organismos (Kleczkowski y col., 2004). En tejidos animales y 

hongos las funciones de la UDP-Glc PPasa están asociadas a la partición de hexosas-P 
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entre las distintas vías metabólicas como la N-glicosilación de proteínas y la síntesis de 

polisacáridos estructurales y de reserva. (Tsuboi y col., 1969; Turnquist y col., 1974; 

Daran y col., 1997; Roeben y col., 2006). A diferencia de lo que ocurren en eucariotas 

fotosintéticos (y bacterias), la síntesis de glucógeno en eucariotas heterótrofos ocurre 

mediante la utilización de UDP-Glc como donador del grupo glucosilo (y no ADP-Glc). 

Por lo que esta enzima cobra una relevancia central en la vía de acumulación de fuente 

de carbono y energía en animales, hongos, levaduras y algunos protozoos.  

Distinto a lo que sucede en la ruta metabólica en plantas y bacterias, en 

eucariotas heterótrofos el punto de regulación de la biosíntesis de glucógeno no se 

encuentra a nivel de la producción del azúcar activado y, de acuerdo a lo informado 

hasta el momento, la UDP-Glc PPasa no es una enzima regulada alostéricamente por 

metabolitos. En cambio, se ha informado sobre la regulación de la enzima por distintos 

tipos de modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo en plantas, donde la 

UDP-Glc PPasa adopta una conformación monomérica activa, se ha descripto que la 

formación de estructuras oligoméricas superiores sería un mecanismo para la 

inactivación de la enzima (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2004; Kleczkowski y 

col., 2005). Se ha descripto que la UDP-GlcPPasa de levaduras es fosforilada por una 

quinasa implicada también en la regulación de la actividad de la glucógeno sintasa 

(Daran y col., 1995; Rutter y col., 2002). Si bien esta fosforilación no alteró la actividad 

de la enzima la falta de fosforilación in vivo llevó a síntesis inadecuada de los 

β-glucanos de la pared celular, a lo cual se sumó un incremento en la acumulación de 

glucógeno (Smith y Rutter, 2007). Coherente con esto, la enzima fosforilada fue 

localizada en la membrana plasmática (donde ocurre la síntesis de β-glucanos), mientras 

que la enzima desfosforilada permanecía en el citoplasma (donde es sintetizado el 

glucógeno) (Smith y Rutter, 2007). De esta forma, los estudios muestran que la 
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canalización de la UDP-Glc hacia destinos específicos parecería ser alcanzado mediante 

el control de la localización de la enzima involucrada en su síntesis. Por otro lado, en 

nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que la UDP-Glc PPasa de 

Entamoeba histolytica está finamente regulada por modificaciones post-traduccionales 

de tipo redox provocada por metabolitos críticos del medio intracelular (Martinez y col., 

2011). Este tipo de modulación de la actividad es determinante para la distribución de 

los carbohidratos en diferentes destinos metabólicos del parásito.  

En los últimos años han sido resueltas las estructuras cristalinas de 

UDP-Glc PPasas de diferentes organismos (Turnquist y col., 1974; Roeben y col., 2006; 

Steiner y col., 2007; Marino y col., 2010; Führing y col ., 2013) que han permitido una 

mejor comprensión de estas proteínas. Las UDP-Glc PPasas eucariotas presentan un 

dominio central constituido por un núcleo hidrofóbico altamente conservado donde se 

localiza el sitio activo de la enzima. Hacia lo extremos N- y C-terminales estas se 

encuentran menos conservadas, observándose mayores diferencias entre estos dominios, 

lo cual podría estar implicado en la diversidad estructural y funcional encontrada en las 

enzimas de los organismos eucariotas (Geisler y col., 2004; Roeben y col., 2006). 

III.3.2. Las glucógeno sintasas 

Las GSasas comprenden un grupo de enzimas que se agrupan en dos familias de 

glicosiltransferasas (GT3 y GT5) según la base de datos on-line CAZy (Carbohydrate-

Active enZYmesdatabase, http://www.cazy.org/), las cuales comparten menos del 15% 

de identidad (Roach, 2002; Roach y col., 2012). En la familia GT3 se encuentran 

principalmente las GSasas de hongos y mamíferos que utilizan preferentemente 

UDP-Glc como dador glucosilo (EC 2.4.1.11) y poseen una masa molecular de ~80 kDa 

(Roach, 2002; Roach y col., 2012). En tanto que dentro de las glicosiltransferasas de 

tipo GT5 se encuentran las secuencias correspondientes a las glucógeno/almidón 

http://www.cazy.org/
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sintasas de fuentes bacterianas y vegetales (EC 2.4.1.21), que utilizan específicamente 

como dador glucosilo a la ADP-Glc y son más pequeñas (donde la subunidad posee un 

tamaño de ~50 kDa) (Busi y col., 2008; Valdez y col., 2008; Preiss, 2009).  

Las GSasas, a diferencia de las nucleotidililtransferasas, no requieren la 

presencia de un metal para su actividad (Roach y col., 2012) y poseen un plegamiento 

de tipo GT-B (Lairson y col., 2008; Baskaran y col., 2010; Roach y col., 2012), 

constituido por dos dominios de tipo Rossmann con una hendidura interdominio que 

alberga el sitio activo. Una observación evolutiva interesante es que la glucógeno 

fosforilasa, encargada de degradar el glucógeno liberando moléculas de Glc-1P, es 

también un miembro de la familia con plegamiento GT-B, lo que sugiere una relación 

estructural divergente para estas enzimas que catalizan reacciones opuestas (Roach y 

col., 2012). Este plegamiento GT-B se conserva entre GSasas de bacterias, arqueas y 

eucariotas (Buschiazzo y col., 2004; Horcajada y col., 2006; Sheng y col., 2009; 

Baskaran y col., 2010). Pero las enzimas eucariotas difieren de aquellas de organismos 

procariotas no sólo a nivel de secuencia primaria, sino también en la especificidad hacia 

el de donante NDP-azúcar que utilizan y en su regulación (Wilson y col., 2010; Roach y 

col., 2012). Las GSasas de animales y hongos utilizan UDP-Glc como sustrato para la 

elongación del poliglucano y son reguladas alostéricamente y mediante modificaciones 

post-traduccionales (Roach, 2002; Roach y col., 2012). Estas enzimas son activadas por 

Glc-6P e inhibidas por fosforilación reversible en distintos residuos de Ser y Thr. En 

cambio, las GSasas de bacterias utilizan ADP-Glc en la reacción de síntesis de 

glucógeno y no presentan ningún tipo de regulación (Preiss, 2009). 

Cada una de las distintas propiedades de las GSasas eucariotas está asociada 

estructuralmente con inserciones o deleciones de secuencia respecto a las enzimas 

procariotas. Una gran inserción de aproximadamente 100 aminoácidos está presente en 
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el plegamiento de Rossmann C-terminal y forma la superficie de interacción de la 

subunidad para los tetrámeros de GSasas eucariotas (Baskaran y col., 2010). Además de 

esta gran secuencia de inserción, otra más pequeña (que en la isoforma 2 de levadura 

abarca los residuos 481-492) forma una estructura de loop que proporciona la 

selectividad para UDP-Glc, en lugar de ADP-Glc, en las formas eucariotas (Roach y 

col., 2012). La regulación por fosforilación está mediada a través de residuos en las 

secuencias N- y/o C-terminal (Roach y col., 2012). Sorprendentemente, la adquisición 

de la regulación por Glc-6P no está relacionada con la adición de elementos 

estructurales, ya que el sitio de unión se compone de la estructura secundaria 

conservada (Baskaran y col., 2010). 

La GSasa de mamíferos fue uno de los primeros ejemplos de una enzima 

fosforilada en forma múltiple (Smith y col., 1971). Varias quinasas fueron vinculadas a 

la fosforilación in vitro de los nueve sitios determinados para la GSasa muscular. Estos 

están ubicados en los extremos N- y C-terminal de la proteína (Roach y col., 2012) y 

cuatro de ellos (2, 2a, 3a y 3b) se identificaron como los más importantes en la 

regulación de la actividad de la enzima de músculo de conejo (Skurat y col., 1994; 

Skurat y Roach, 1995). Un análisis similar de la GSasa hepática, sin embargo, sugiere 

un papel dominante para la fosforilación en uno sólo de esos sitios (el sitio 2) (Ros y 

col., 2009). Las enzimas de levadura carecen de los residuos susceptibles a ser 

fosforilados en el dominio N-terminal y poseen tres sitios C-terminales: Ser
650

 y Ser
654

, 

que se asemejan a los sitios de mamíferos 3a y 3b, y Thr
667

 que es único para la 

levadura (Hardy y Roach, 1993). La fosforilación de este último por la quinasa 

dependiente de ciclina (denominada Pho85) parece dominar la inactivación de esta 

GSasa (Roach y col., 2012). En todos los casos, la inhibición puede ser suprimida por el 

activador alostérico Glc-6P o revertida por la acción de las fosfatasas de Ser/Thr 
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(Roach, 2002). Además, se ha identificado un grupo de seis argininas, conservadas en la 

región C-terminal de las enzimas de eucariotas superiores, implicadas en la sensibilidad 

al efector y a la fosforilación (Pederson y col., 2000). Mediante la mutación puntual de 

estos residuos en la GSasa de levadura (Pederson y col., 2000) y la obtención de 

cristales de la misma formando complejo con el activador (Baskaran y col., 2010) se ha 

establecido que la respuesta a la Glc-6P es controlada por dos de estas argininas (Arg
583

 

y Arg
587

), mientras que los cuatro residuos de Arg adicionales, presentes en la misma 

hélice regulatoria, intervienen en la inhibición mediante fosforilación.  

En el modelo propuesto para la regulación de las GSasas eucariotas la enzima 

existe en un estado desfosforilado de actividad intermedia, o basal, que puede ser 

convertido a un estado de baja actividad por fosforilación (Baskaran y col., 2010; Roach 

y col., 2012). La unión de la Glc-6P convierte a la enzima al estado de alta actividad. 

Dado que las mutaciones de las Arg conservadas interfieren tanto con la activación 

como la inhibición de la enzima (Pederson y col., 2000), se ha propuesto que las mismas 

estarían íntimamente involucradas en la transición entre los diferentes estados de 

actividad. Los estudios demuestran que estos residuos reguladores, a través de sus 

interacciones con el fosfato de la Glc-6P o de la Thr
668

 fosforilada, actúan como 

sensores que controlan directamente las transiciones entre estados conformacionales en 

la GSasa de levadura (Pederson y col., 2000). 

III.4. El estudio comparativo de las enzimas involucradas en el metabolismo 

de carbohidratos en organismos eucariotas y procariotas. 

La utilización de la Glc es una etapa metabólica central en todos los seres vivos. 

Como ya se ha comentado en este capítulo introductorio, en todos los organismos la 

utilización de la Glc-1P por distintas NDP-azúcar PPasas determina la producción de 
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compuestos con funciones celulares diferentes (Figura III.1) (Nelson y Cox, 2004; 

Spector, 2009). Sin embargo, esto ocurre en forma diferencial en procariotas y 

eucariotas, por lo que el estudio comparativo de las enzimas que participan en estas vías 

permite una comprensión más amplia de cómo es utilizada la Glc dentro de la célula 

[derivándose hacia el metabolismo bioenergético (glucólisis, síntesis de polisacáridos de 

reserva) o la producción de oligómeros y polímeros estructurales] y cómo este proceso 

es regulado en los distintos organismos. Es así que para el desarrollo de esta tesis se 

seleccionaron E. coli y G. lamblia como modelo de células procariota y eucariota, 

respectivamente, para la caracterización bioquímica de las enzimas involucradas en la 

partición de la Glc-1P. 

III.4.1. Escherichia coli, la célula procariota mejor estudiada 

Los microorganismos fueron (y son) un pilar en la ciencia y la tecnología, 

proporcionando sistemas experimentales para el estudio de los procesos básicos de 

todas las formas de vida (Gest, 2003). El científico francés ganador del Premio Nobel, 

Jacques Monod, acuñó la expresión: “Lo que es cierto para E. coli, es válido para un 

elefante”. A pesar de su declaración puede parecer desconcertante, es tal vez la mejor 

manera de resumir la contribución de este microorganismo a nuestra comprensión de la 

biología. Particularmente, la cepa E. coli K-12 ha sido utilizada durante décadas como 

un organismo modelo para la biología básica, la genética molecular y la fisiología de las 

bacterias y fue el “caballo de batalla” de la fundación de la industria de la biotecnología 

(Riley y col., 2006). Gracias a ella se ha logrado en gran medida el conocimiento de 

algunos de los fundamentos de la biología moderna que han merecido el reconocimiento 

de 11 premios Nobel (http://nobelprize.org/nobel_prizes/), entre otros por las 

contribuciones en el conocimiento de la replicación del ADN, regulación génica y el 

desarrollo de la tecnología recombinante.  

http://nobelprize.org/nobel_prizes/
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Su nombre, Escherichia, es debido al pediatra alemán Theodor Escherich, quien 

en 1885 fue el primero en describirla. Mientras que coli, hace referencia al hábitat 

natural del organismo, el colon. La mayoría de cepas de E. coli viven y crecen sin 

causar daño en el tracto gastrointestinal, o el intestino, de muchos animales, incluyendo 

seres humanos; donde su función primaria es proveer al hospedador de vitamina K y 

prevenir la colonización por bacterias patógenas. Sin embargo, existen cepas patógenas 

que producen toxinas y están asociadas a envenenamiento con comidas o bebidas 

contaminadas que causan infecciones gastro-intestinales. E. coli que pertenece al orden 

Enterobacteriales; es una bacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa, móvil por 

flagelos perítricos, no formadora de esporas, capaz de fermentar Glc y lactosa. Como 

todas las bacterias Gram-negativas, presentan dos membranas lipídicas entre las que se 

localiza una fina pared celular de peptidoglicano (Sussman, 1997). 

Se han identificado un gran número de serotipos de E. coli, que se clasifican de 

acuerdo a la presencia de 3 tipos de antígenos: los llamados O (los cuales son cadenas 

de poli-sacáridos que forman parte del LPS), los denominados H (de naturaleza 

protéica) y los antígenos capsulares K (constituidos por polisacáridos de alto peso 

molecular que se encuentran rodeando a la envoltura celular) (Orskov y col., 1977; 

Wang y col., 2002; Prager y col., 2003; Wang y col., 2003; Whitfield, 2006). Los 

antígenos O contribuyen a la mayor variabilidad antigénica en la superficie celular; en 

base a esas variaciones se han identificado ~160 tipos del mismo (Wang y col., 2002). 

El serotipo, entonces, está dado por la presencia de uno o más antígenos en la superficie 

celular. Las cepas que presentan una combinación de los antígenos O y H son las más 

estudiadas. 

Los LPS (Figura III.3) son los componentes principales de la membrana externa 

de E. coli y contribuyen en gran medida a la integridad estructural y a la protección ante 

http://es.wikipedia.org/wiki/Pared_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Peptidoglicano
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ciertos tipos de ataque químico (Bassford y col., 1977; Schnaitman y Klena, 1993). El 

LPS es una endotoxina e induce una respuesta fuerte del sistema inmune de los 

animales. Aunque también ha sido implicado en aspectos no patógenos de la ecología 

bacteriana, incluyendo la adhesión superficial, la sensibilidad a bacteriófagos, y las 

interacciones con depredadores tales como las amebas (Raetz y Whitfield, 2002; Rhee, 

2014). La biosíntesis de LPS es compleja y requiere de la actividad de numerosos genes, 

la mayoría de los cuales se agrupan en diferentes regiones del mapa cromosómico 

(Marolda y col., 1999). 

 

 

 

Figura III.3. Estructura de los LPS. Los LPS se encuentran expuestos en la superficie 

de las bacterias, anclados a la membrana externa a través del lípido A, al que se 

encuentra unido un dominio denominado core, constituido por azúcares y, en algunos 

casos, grupos fosfato, aminoácidos o etanolamida. El core varía entre las especies 

bacterianas e incluso dentro de cepas de la misma especie. La región más variable es el 

antígeno O, constituido por una cadena larga de poliglucanos. 
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III.4.2. Giardia lamblia, ¿el eslabón perdido entre eucariotas y procariotas? 

Los eucariotas han sido divididos en cuatro grandes grupos: animales, plantas, 

hongos y protistas. La mayor parte de la investigación biológica en eucariotas se ha 

llevado a cabo sobre representantes de los tres primeros grupos, mientras que mucho 

menos se sabe acerca de la biología protista. Giardia lamblia (también llamado G. 

intestinalis o G. duodenalis) es considerado como un miembro de los protozoos del tipo 

eucariota unicelular “animal”. Se ubica dentro del orden Diplomonadida en la familia 

Hexamitidae (Adam, 2001). Este organismo microaerófilo habita en el intestino delgado 

superior de los seres humanos y varios otros vertebrados, infecta a miles de personas de 

todo el mundo y es el agente etiológico de la giardiasis, una infección que se caracteriza 

por la presentación asintomática o manifestaciones agudas y crónicas como la diarrea y 

la mala absorción (Adam, 2001). Las infecciones son iniciadas por la ingestión de 

quistes presentes en el agua o alimentos contaminados, o por contacto fecal-oral directo 

(Carranza y Lujan, 2010).  

Los parásitos de Giardia patógenos para seres humanos se clasifican en dos 

grandes grupos: los conjuntos A y B (Monis y col., 2009), que están representados por 

los aislamientos de humanos denominados WB y GS, respectivamente (Nash, 1992). 

Ambos conjuntos infectan, además de los seres humanos, a animales de vida silvestre, 

domésticos y de granja pero no a roedores (Adam, 2001). Sin embargo, se ha reportado 

el aislamiento GS/H7 de G. lamblia (conjunto B) que puede infectar a seres humanos y 

a ratones. Los ratones son naturalmente infectados por Giardia muris, que también se 

somete a la variación antigénica (Ropolo y col., 2005), pero no infecta a los seres 

humanos y no puede ser cultivado in vitro (Adam, 2001). 

Giardia es simple con respecto a su estructura en comparación con otros 

eucariotas. Son organismos unicelulares con núcleo definido (aunque a diferencia de la 
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mayoría de células eucariotas presentan la característica de ser binucleados) y 

envolturas vinculadas al retículo endoplásmico, poseen un citoesqueleto complejo y 

vacuolas periféricas similares a lisosomas que se encuentran debajo de la membrana 

plasmática (Adam, 2001). Además, muestra ciertas propiedades “procariota”, ya que 

carece de orgánulos típicos de eucariotas superiores, como una mitocondria clásica, 

peroxisomas y un aparato de Golgi morfológicamente evidente además de tener algunas 

de las rutas metabólicas típicas de bacterias (Adam, 2001). Pero estas características 

diferenciales podrían deberse a pérdidas secundarias ocurridas debido a su estilo de vida 

parasitaria y a la adquisición de ciertas vías metabólicas por transferencia lateral de 

genes (Morrison y col., 2001; Samuelson y col., 2005). Es así que Giardia es 

considerado un eucariota primitivo y estudios filogenéticos de varios genes mostraron 

que este microorganismo pertenece a la rama divergente más temprana del linaje 

(Morrison y col., 2007). Sin dudas todas estas características hacen de Giardia un 

microorganismo que ofrece oportunidades únicas para obtener conocimientos básicos en 

las vías principales que caracterizan a las células eucariotas y la identificación de 

nuevos mecanismos moleculares.  

Los mecanismos de adaptación para sobrevivir dentro y fuera del intestino del 

huésped son la variación antigénica y el enquistamiento, respectivamente (Carranza y 

Lujan, 2010). La variación antigénica consiste en la mutación continua de antígenos de 

superficie específicos que se consideran importantes para la evasión del sistema inmune 

del huésped (Nash, 2002). El enquistamiento, por otra parte, comprende la formación de 

una pared resistente que permite al parásito sobrevivir en condiciones ambientales 

hostiles externas y garantiza la transmisión de la infección a huéspedes susceptibles 

(Carranza y Lujan, 2010). Es así que Giardia posee dos etapas de desarrollo estructural 

y bioquímicamente diferentes: los trofozoítos flagelados móviles (forma vegetativa), 
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que colonizan el intestino delgado y son responsables de la manifestación clínica de la 

enfermedad, y las formas de quistes (forma resistente y que es la etapa infectiva del 

microorganismo) (Adam, 2001). La disponibilidad de Glc durante el ciclo de vida de 

Giardia juega un papel crítico. En primer lugar, tanto en los trofozoítos como en los 

quistes hay un alto porcentaje de Glc y Gal en las estructuras glicosídicas de las 

membranas celulares (Ortega-Barria y col., 1990). Además, durante el proceso de 

enquistamiento, la Glc es utilizada para la síntesis de oligosacáridos estructurales de la 

pared que recubre el quiste (Sener y col., 2004). En relación a esto, se ha informado que 

en los trofozoítos de este microorganismo se acumula glucógeno durante las primeras 

fases de su crecimiento (fase lag y primera etapa de la fase exponencial) y luego este 

compuesto es utilizado durante las restantes etapas del crecimiento del cultivo (Pradhan 

y col., 2012). Es así que este poliglucano sirve como una reserva de energía y carbono 

en los trofozoítos (Ladeira y col., 2005) y juega un papel crítico en su diferenciación a 

la forma de quiste (Pradhan y col., 2012). 

III.4.3. El estudio de las enzimas involucradas en la partición de la Glc-1P 

Con todo lo expuesto es evidente que las enzimas encargadas de derivar la 

Glc-1P hacia los diferentes destinos metabólicos tienen una función fundamental dentro 

de la célula. En bacterias hay dos enzimas principales que, en este sentido, utilizan esta 

hexosa-1P: la ADP-Glc PPasa y la UDP-Glc PPasa. De esta forma, el metabolito es 

incorporado a la producción de glucógeno (vía ADP-Glc) o a la interconversión de 

hexosas o a la producción de oligo- y polisacáridos estructurales (vía UDP-Glc). La 

forma en que este nodo metabólico es regulado en estos microorganismos dependerá de 

las propiedades cinéticas y regulatorias de las enzimas que participan en los diferentes 

caminos. Como ya ha sido establecido durante este capítulo introductorio, la 

ADP-Glc PPasa es una enzima regulada alostéricamente y es el punto de control de la 
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vía de síntesis de glucógeno en bacterias, mientras que la UDP-Glc PPasa no presenta 

esta característica regulatoria. Es así que el estudio y comparación de ambas PPasas 

resultan necesarios para entender y establecer los mecanismos enzimáticos por los 

cuales el azúcar es conducido hacia la producción de oligo- y poli-sacáridos esenciales 

para la supervivencia e infectividad de las bacterias. 

Lo que ocurre en organismos eucariotas heterótrofos es diferente a lo planteado 

para aquellos procariotas. En primer lugar, no hay un gen que codifica para una 

ADP-Glc PPasa y la Glc-1P es utilizada principalmente por la UDP-Glc PPasa. La 

UDP-Glc sintetizada, luego, es utilizada por diferentes glicosiltransferasas que 

participan en las distintas vías de síntesis de los oligo- y poli-sacáridos. De esta forma, y 

basado principalmente en estudios realizados en eucariotas superiores (no 

fotosintéticos), se ha establecido que la regulación de la partición de este metabolito está 

dado a nivel de las glicosiltransferasas, por ejemplo en la síntesis de glucógeno es la 

actividad de la GSasa el paso limitante en la producción del poliglucano. Sin embargo el 

conocimiento sobre esta vía en protozoos es escaso a pesar de su importancia en 

organismos como Giardia u otros parásitos que acumulan glucógeno. Recientemente, 

nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la UDP-Glc PPasa de E. histolytica es 

inhibida en forma reversible por agentes oxidantes de importancia fisiológica. Esto nos 

ha llevado a plantear que la actividad de esta enzima es modulada mediante mecanismos 

de tipo redox (Martinez y col., 2011) y plantea la incógnita si la regulación de esta 

enzima es única para este parásito o es compartida en las UDP-Glc PPasas de otros 

protozoos. 

Basados en esto, en este trabajo de tesis se plantea el estudio de las 

NDP-Glc PPasas procariotas y eucariota y de la GSasa eucariota que permitirán 

profundizar el conocimiento sobre estas enzimas y su importancia en el metabolismo de 
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los respectivos microorganismos, pero que también brindará un mayor aporte a la 

comprensión de las diferencias en el metabolismo de carbohidratos de las células 

eucariotas y procariotas. 
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IV. OBJETIVOS 

IV.1. Objetivos generales 

El objetivo propuesto para el trabajo de esta tesis doctoral es el estudio del 

metabolismo de los hidratos de carbono, principalmente la partición de la Glc (en forma 

de Glc-1P) para la síntesis de polisacáridos estructurales y de reserva, en eucariotas y 

procariotas. Nos proponemos realizar la caracterización de las enzimas 

NDP-azúcar PPasas y glicosiltransferasas (específicamente GSasa) de bacterias y de 

protozoos, así como en la realización de un análisis comparativo de las propiedades de 

las enzimas según su origen y con aquellas proteínas equivalentes encontradas en otros 

organismos. Se busca alcanzar una comprensión más amplia de las relaciones 

estructurales, funcionales y regulatorias de esta enzima. 

IV.2. Objetivos específicos 

1- Caracterización de las enzimas involucradas en la partición de la Glc-1P en bacterias. 

Particularmente las enzimas ADP-Glc PPasa (EC 2.7.7.27) y UDP-Glc PPasa 

(EC 2.7.7.9) de E. coli. Para lo cual se plantean los siguientes pasos: 

- Clonado molecular y expresión los genes que codifican para las 

UDP-Glc PPasas del microorganismo, galU (UDP-Glc PPasa), galF 

(UDP-Glc PPasa putativa), a partir de ADN genómico.  

- Estudio de las propiedades cinéticas de la reacción catalizada por la enzima 

putativa y determinación de parámetros cinéticos. Estudio comparativo con 

la UDP-Glc PPasa (GalU) que permitan comprender la relación 

estructura/función de las enzimas.  
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- Estudio de la enzima ADP-Glc PPasa. Se plantea profundizar los aspectos 

cinéticos y regulatorios de la ADP-Glc PPasa de Escherichia coli, 

caracterizando su uso de sustratos alternativos y la acción de los efectores 

sobre esta actividad cruzada. 

2- Caracterización de las enzimas del metabolismo de hidratos de carbono de protozoos. 

Particularmente las enzimas UDP-Glc PPasa y GSasa (EC 2.4.1.11) de 

Giardia lamblia, y el estudio comparativo de la primera con la UDP-GlcNAc PPasa 

(EC 2.7.7.23) y otras UDP-Glc PPasas eucariota.  

- Clonado molecular, a partir de ADN genómico de G. lamblia, y expresión de 

los genes que codifican para las enzimas UDP-Glc PPasa, 

UDP-GlcNAc PPasa y GSasa del parásito. 

- Estudio de las propiedades cinéticas de la reacción catalizada por las enzimas 

putativas (UDP-Glc PPasa y GSasa) y determinación de sus parámetros 

cinéticos.  

- Estudio de las propiedades regulatorias de ambas enzimas. 

- Análisis comparativo de las propiedades cinéticas y regulatorias de las 

PPasas de G. lamblia 

- Análisis comparativo de las propiedades cinéticas y regulatorias de las 

enzimas pertenecientes a la vía de síntesis del glucógeno en G. lamblia, 

específicamente la UDP-Glc PPasa y la GSasa, con enzimas de otros 

organismos eucariotas. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1. Reactivos químicos y materiales 

Todos los reactivos utilizados fueron de la máxima calidad disponible, de grado 

“pro-análisis” o similar. Los materiales y reactivos químicos empleados en este trabajo 

se obtuvieron comercialmente de las siguientes compañías: 

• Componentes de medios bacteriológicos: Britania. 

• Reactivos de biología molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, 

Stratagene, Pierce, New England BioLabs. 

• Materiales utilizados en la purificación de proteínas y otros reactivos relacionados a 

proteínas: GE Healthcare. 

• Reactivos químicos: Sigma-Aldrich, Merck. 

• Oligonucleótidos sintéticos: Sigma-Genosys, GBT. 

V.2. Cepas bacterianas, plásmidos, medios de cultivo y antibióticos 

V.2.1. Cepas bacterianas 

Para el clonado de los diferentes genes y la expresión recombinante de las 

distintas proteínas caracterizadas en este trabajo de tesis, se emplearon las cepas de 

E. coli y de los plásmidos que se disponen en nuestro grupo de trabajo, según lo 

detallado a continuación.  

Cepas de E. coli 

• E. coli Top 10 F‟: [lacI
q 

Tn10 (Tet
R
)] mcrA(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZM15 

lacX74 recA1 deoR araD139 (ara-leu) 7697 galU galKrpsL (Str
R
) endA1 nupG. 



Materiales y Métodos |61 

 

Cepa empleada para generar las construcciones de expresión por técnicas de biología 

molecular. 

• E. coli BL21 (DE3): F
-
ompThsdS (r

-
 m

-
)galdcm (DE3). Cepa empleada para la 

expresión recombinante de la mayoría de las enzimas caracterizadas en este trabajo. 

• E. coli FF4001: MC4100galU95 (Harding y col., 1993). Esta cepa contiene una 

deleción en el gen galU y fue empleada para los ensayos de complementación 

realizados. 

V.2.2. Plásmidos 

Vector de clonado de los productos de PCR generados con Taq ADN polimerasa: 

• pGEM
®
-T Easy (Promega). Marcador de selección: gen de resistencia a ampicilina 

(Amp). 

Vectores de expresión de sistemas bacterianos de E. coli. Todos los vectores 

mencionados a continuación son inducibles con IPTG: 

• pET28c (Novagen). Marcador de selección: gen de resistencia a kanamicina (Kan). 

• pRSET-A (Novagen). Marcador de selección: gen de resistencia a Amp. 

• pRSET-B (Novagen). Marcador de selección: gen de resistencia a Amp. 

• pMAB5. Este vector deriva del vector no comercial pMON17335 (Iglesias y col., 

1993). Promotor tac, inducible por IPTG. Marcador de selección: gen de resistencia a 

Kan.  

V.2.3. Medios de cultivo 

Para la expresión de proteínas recombinantes se utilizaron los siguientes medios: 

• Luria-Bertani (LB). Composición: triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 

5 g/l.  

• YT 2X. Composición: triptona 10 g/l, extracto de levadura 16 g/l, NaCl 5 g/l.  
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Para la selección de colonias: 

• LB-agar. Composición: medio LB suplementado con agar-agar 1,8% (p/v).  

Para los ensayos de complementación: 

•   Medio basal de Hugh-Leifson [determinación metabolismo oxidativo-fermentativo, 

(Hugh y Leifson, 1953)]: triptona 2 g/l, NaCl 5 g/l, fosfato dipotásico 0,3 g/l, azul de 

bromotimol 0,03 g/l. 

V.2.4. Antibióticos 

• Amp. Concentración final 100 µg/ml. 

• Kan. Concentración final 50 µg/ml. 

• Cloranfenicol. Concentración final 34 µg/ml. 

V.3. Métodos generales de biología molecular 

Las técnicas estándares de microbiología y biología molecular fueron realizadas, 

fundamentalmente, según los protocolos ya establecidos, de acuerdo a (Maniatis, 1982). 

V.3.1. Oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos cebadores se diseñaron convenientemente teniendo en 

cuenta secuencias disponibles en las bases de datos de los proyectos genoma de cada 

uno de los microorganismos empleados. Además, en el diseño de los oligonucleótidos 

se tuvo en cuenta la adición de sitios blanco para enzimas de restricción en los extremos 

5‟- y 3‟- del gen, para su posterior subclonado en los vectores de expresión. Por otro 

lado, se diseñaron oligonucleótidos que permitieron la incorporación de mutaciones 

puntuales de algunos de los genes estudiados.Los cebadores utilizados se detallan en 

diferentes tablas en los correspondientes capítulos de resultados. 
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V.3.2. Amplificación de fragmentos de ADN. Reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) 

A. Clonado de los genes de interés 

Para la amplificación de los genes de interés mediante la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR), se utilizó el ADN (genómico o plasmídico según el caso de cada 

muestra) y los oligonucleótidos específicos para cada gen. En cada caso, la mezcla de 

reacción (50 µl) contenía: 100 ng ADN molde, 0,2 mM de cada dNTP, 2 pmol de cada 

oligonucleótido, 1,5 mM MgCl2, 1X PCR buffer y 1,25 U de Taq ADN polimerasa 

(Fermentas). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con un protocolo estándar: 

1 ciclo de 5 min, 95 °C; seguido de 30 ciclos de 50 s a 95 °C, 50 s a TA (°C), tE a 72 °C; 

y finalmente un ciclo de 10 min a 72 °C. TA y tE indican la temperatura de 

apareamientoy tiempo de elongación, respectivamente, especificados en cada capítulo 

de resultados. Las reacciones se realizaron en un termociclador Mastercyclergradient 

(Eppendorf) y los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa. Se emplearon los programas apropiados en cada caso, donde la temperatura de 

la etapa de apareamiento se estableció de acuerdo a la secuencia de oligonucleótidos 

correspondientes. 

B. Generación de mutantes  

Para el análisis de residuos clave en la actividad de las enzimas estudiadas 

durante esta tesis, se realizaron mutaciones puntuales mediante QuikChange 

(Stratagene). Esta técnica consiste en la utilización de un par de oligonucleótidos 

portadores de la mutación y complementarios a una misma secuencia de ADN, en el 

centro de la cual se encuentra la región a mutar. Mediante la técnica de PCR se 

extienden ambas cadenas del ADN molde (plásmido) utilizando como cebadores los 
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oligonucleótidos complementarios mutados. Luego, el templado se remueve por 

digestión con la enzima de restricción DpnI, que reconoce secuencias específicas que se 

encuentran metiladas en el ADN molde, dejando intacto el ADN plasmídico mutado que 

sintetizado en la reacción de PCR. Con el ADN plasmídico mutado se transforman 

células de E. coli TOP10 para luego analizar distintos clones por minipreparación y 

posterior secuenciación, con el objetivo de encontrar aquellos que contengan la 

mutación deseada.  

V.3.3. Purificación de ADN a partir del gel de agarosa 

A. Electroforesis en gel de agarosa 

Con fines analíticos o preparativos, los fragmentos de ADN fueron resueltos 

empleando gel de agarosa al 1% (p/v) en buffer TAE 1X (40 mM Tris pH 8,0; 40 mM 

ácido acético; 1 mM EDTA), con la adición de Gel Green (Promega) en una 

concentración final de 0,3 g/ml. Las muestras se acondicionaron con glicerol 3% (v/v) 

y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v) antes de realizar la siembra. Se utilizó el sistema 

Mini-Sub
®
Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha y la visualización de 

los fragmentos de ADN se realizó sobre luz ultravioleta (310 nm) del transiluminador 

(Fotodyne).  

B. Extracción de ADN a partir de gel de agarosa 

Las muestras corridas en gel de agarosa se purificaron utilizando el equipo 

comercial Wizard


 Plus PCR Preps DNA PurificationSystem (Promega) de acuerdo con 

las indicaciones suministradas por el fabricante. 
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V.3.4. Clonado de los genes amplificados por PCR 

Los genes amplificados por PCR se clonaron en vectores adecuados para ser 

mantenidos, secuenciados y luego subclonados en los vectores de expresión 

correspondientes. Para el clonado de genes amplificados con Taq ADN polimerasa, se 

usó el vector pGEM
®

-T Easy (Promega). Las  reacciones se realizaron siguiendo las 

indicaciones especificadas en cada sistema de reactivos. 

V.3.5. Transformación de bacterias competentes 

 Para permitir la incorporación de ADN plasmídico exógeno, las células de E. 

coli se hicieron competentes utilizando el método de CaCl2. Los pasos seguidos se 

indican a continuación: 

 Un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB se diluyó 1/50 en medio 

de cultivo fresco y se creció a 37 °C hasta una DO600 ~0,4. Se tomaron alícuotas de 1 ml 

en tubos de centrífuga de 1,5 ml, se centrifugaron a 5000 x g por 5 min. Las células se 

resuspendieron en 500 µl de solución ST1 [MOPS-NaOH pH 7,0 10 mM; KCl 10 mM]. 

Se volvió a centrifugar a 5000 x g por 5 min y las células fueron resuspenidas en 500 µl 

de solución ST2 [MOPS-NaOH pH 6,5 100 mM; KCl 10 mM; CaCl2 100 mM] e 

incubadas durante 15 min en hielo. Las células se centrifugaron nuevamente a 5000 x g 

por 5 min y se  resuspendieron en 100 µl de ST2. A las células competentes se les 

agregaron entre 2-5 µl de plásmido o de mezcla de ligación y se incubaron en hielo 

durante 60 min. Se realizó un choque térmico a 42 °C durante 40 s y luego se 

recuperaron las células adicionando 1 ml de medio LB e incubando durante 60 min a 

37 °C. Por último, las células se volvieron a centrifugar a 4600 x g durante 5 min, se 

eliminó el ml de medio adicionado, se resuspendieron en los 100 µl remanentes y se 

sembraron en placas de LB-agar suplementado con el antibiótico correspondiente para 



Materiales y Métodos |66 

 

permitir la selección de las células transformadas. Las placas se incubaron toda la noche 

a 37 °C y se seleccionaron clones para continuar con el análisis. 

V.3.6. Minipreparación de ADN plasmídico 

Para la extracción de ADN plasmídico a partir de células transformadas de 

E. coli, los clones de interés se repicaron en 3 ml de medio LB líquido suplementado 

con el antibiótico correspondiente y se cultivaron toda la noche a 37 °C. Las células se 

recolectaron por centrifugación a 3000 x g durante 10 min y se extrajo el ADN 

plasmídico utilizando el kit comercial Wizard
®

 Plus SV Minipreps DNA 

PurificationSystem (Promega), siguiendo el protocolo establecido en el mismo. La 

obtención del plásmido se corroboró por electroforesis en geles de agarosa, como se 

indica en el punto V.3.3.A. 

V.3.7. Secuenciación de ADN 

Los plásmidos que contenían los genes de interés se enviaron a secuenciar para 

corroborar que la secuencia del gen sea la correcta. Para esto una alícuota de una 

miniprepración de ADN plasmídico, de una concentración aproximada de 100 µg/µl se 

envió a la empresa Macrogen (Korea) para ser secuenciada de forma automatizada 

utilizando oligonucleótidos específicos que hibridan en alguna región del plásmido 

cercana al sitio de inserción del gen o sobre el propio gen. 

V.3.8. Digestión con enzimas de restricción 

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del 

vector de clonado con las enzimas de restricción correspondientes. Esto permitió su 

incorporación en el vector de expresión seleccionado, previamente digerido con las 

mismas enzimas de restricción. Además, el análisis de restricción es útil para confirmar 
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la presencia del gen de interés en el vector en estudio. Las reacciones de digestión 

comúnmente contenían: 1 a 2 µg de ADN plasmídico, el buffer de reacción 

correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de restricción. 

Esta mezcla se incubó durante 3 h a 37 °C. Las digestiones se analizaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa (V.3.3.A) y en el caso de utilizarse para subclonado el 

inserto liberado se purificó a partir del gel como se indica en el punto V.3.3.B. 

V.3.9. Precipitación de ADN 

La precipitación de ADN se utiliza para eliminar todos los componentes no 

deseados de la mezcla de reacción. En este caso se utilizó como paso intermedio durante 

la digestión sucesiva con distintas enzimas de  restricción, o en la purificación final de 

los vectores de expresión digeridos con el objeto de subclonar los genes de interés. Para 

precipitar una solución de ADN se agregaron dos volúmenes de etanol (absoluto) y 0,1 

volúmenes de acetato de sodio 3 M. La mezcla se incubó a -20 °C durante 30 min. 

Posteriormente, se centrifugó a 15000 x g durante 15 min a 4 °C, se eliminó el 

sobrenadante, se dejaron evaporar los restos de etanol a temperatura ambiente y, por 

último, se resuspendió el pellet de ADN en H2O Milli-Q esterilizada por calor y presión.  

V.3.10. Ligación de fragmentos de ADN 

Para ligar el gen de interés y el vector de expresión correspondiente, ambos 

digeridos con las mismas enzimas de restricción, se utilizó la enzima T4 ADN ligasa 

(Promega). La mezcla de reacción contenía típicamente una relación molar 3:1 de 

inserto:vector, que se incubó 5 min a 65 °C y luego se enfrió rápidamente en hielo. 

Posteriormente, se agregó a ese mismo tubo una cantidad adecuada de buffer de 

reacción 10X que provee el fabricante y 2 U de T4 ADN ligasa. La mezcla final se 

incubó durante 16 h a 16 °C. Para obtener los clones de expresión, con la mezcla de 
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ligación se transformaron células competentes de E. coli Top10, se seleccionaron los 

clones que poseían el inserto por análisis de restricción y con los clones seleccionados 

se transformaron las células de E. coli escogidas para la expresión de la proteína 

recombinante. 

V.4. Expresión y purificación de las proteínas recombinantes 

V.4.1. Creación de un banco de células 

Con el objeto de normalizar las condiciones de cultivo y expresión de los 

distintos clones, se construyó un banco central de células para cada cepa de expresión. 

Las reservas de células se prepararon a partir del cultivo de una única colonia de cada 

clon de expresión y se almacenaron a -80 ºC en suplementado con glicerol 20% (v/v). 

V.4.2. Expresión de las proteínas recombinantes 

Para la producción de las enzimas recombinantes se utilizaron las células 

transformadas con la construcción plasmídica que porta el gen de interés, siguiendo un 

protocolo estándar utilizado en el laboratorio.Las células transformadas se repicaron en 

medio LB líquido (o YT 2X), suplementado con el antibiótico adecuado, y se incubaron 

en agitación a 37 °C hasta su saturación. El cultivo anterior se utilizó para inocular 1 l 

de medio de cultivo LB realizando una dilución 1/50. El medio de cultivo inoculado se 

incubó a 37 °C en agitador orbital a 200 rpm hasta alcanzar una DO600 ~0,6, momento 

en el cual se agregó el inductor IPTG. Luego de la inducción, las células continuaron 

cultivándose a 25-28 °C en agitador orbital a 200 rpm durante 5 h más. Las  condiciones 

de cultivo (la temperatura, el tiempo y la concentración del agente inductor) fueron 

ajustadas a cada caso en particular, de modo de optimizar la expresión de las proteínas 
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recombinantes. Para cosechar las células se centrifugó el cultivo a 5000 x g durante 

10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso. 

V.4.3. Purificación de las proteínas recombinantes 

En función de la estrategia de clonado utilizada, las proteínas se expresaron 

fusionadas o no a una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal. Las enzimas 

recombinantes producidas como proteínas de fusión a la cola de polihistidinas fueron 

purificadas mediante cromatografía de afinidad por metal inmovilizado (IMAC). 

Aquellas que fueron expresadas sin ninguna etiqueta fueron purificadas mediante 

cromatografía de intercambio iónico, en columnas de DEAE-Sepharose seguida de 

purificación en columna de Q-Sepharose. Todos los pasos de purificación fueron  

realizados entre 0 y 4 °C, en un equipo Äkta purification (GE Healthcare). 

En cada caso, las células se resuspendieron en una cantidad adecuada de buffer 

de equilibrado y se rompieron por sonicado con un procesador ultrasónico de alta 

intensidad VibraCellTM VCX 130 (Sonics). La suspensión resultante se centrifugó a 

10000 x g durante 15 min a 4 °C para separar la fracción soluble (extracto crudo) de los 

detritos celulares y el resto de los componentes insolubles. 

A. Cromatografía de intercambio iónico 

El extracto crudo obtenido se sembró en una matriz DEAE-Sepharose 

(Pharmacia, AmershamBiosciences) previamente equilibrada con buffer A 

[MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0; EDTA 0,1 mM; MgCl2 5 mM; sacarosa 10% (p/v)]. Se 

emplearon 10 ml de resina en una columna cerrada C 10/10 (GE Healthcare). Una vez 

completada la siembra de la muestra, la columna se lavó con 100 ml de buffer A, a los 

efectos de desplazar las proteínas no retenidas (exclusión). A continuación, se procedió 

con la elusión de las proteínas adsorbidas en la matriz mediante el uso de 20 volúmenes 
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de columna de un gradiente lineal de NaCl (en buffer A), en un rango entre 10 y 

500 mM. Las fracciones que presentaron actividad se reunieron en un pool, se desalaron 

y dializaron con buffer A, para ser utilizadas en el siguiente paso de purificación. 

Como siguiente paso de purificación, la muestra desalada se sembró en una 

columna Mono Q HR 5/5 column (FPLC, GE Healthcare) previamente equilibrada con 

buffer A. Una vez completada la siembra se procedió con las mismas condiciones 

descritas para el paso anterior. Se recolectaron alícuotas de todas las fracciones, las 

cuales fueron evaluadas por actividad enzimática y posterior SDS-PAGE. Las 

fracciones más puras/activas se reunieron, se concentraron por ultrafiltración y, luego de 

ser desaladas, se suplementaron con glicerol 10% (p/v) para ser almacenadas a -80 ºC 

hasta su posterior análisis. 

B. Cromatografía de pseudoafinidad por metal inmovilizado (IMAC) 

Este tipo de cromatografía fue utilizada para la purificación de las proteínas 

recombinantes que contienen una etiqueta de polihistidinas en el extremo N-terminal. 

Para esto el extracto crudo se sembró en una columna de 1 ml His-TRAP 

(GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer B [25 mM Tris-HCl pH 8,0; 

300 mM NaCl; 10 mM imidazol; 5% (v/v) glicerol] y cargada con Ni
2+

. Finalizada la 

carga de muestra, la columna se lavó con buffer B y luego la elución de las proteínas 

retenidas se realizó utilizando un gradiente lineal de imidazol (en buffer B), en un rango 

entre 10 y 300 mM. Se recolectaron alícuotas de todas las fracciones, las cuales fueron 

evaluadas por actividad enzimática y posterior SDS-PAGE. Las fracciones más 

puras/activas se reunieron, se concentraron por ultrafiltración y, previamente desaladas, 

se suplementaron con glicerol 10% (p/v) para ser almacenadas a -80 ºC hasta su 

posterior análisis. En el caso de las proteínas eucariotas la muestra fue suplementada 

además con 2 mM DTT y 0,1 mM EDTA. 
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V.5. Métodos bioquímicos generales 

V.5.1.Electroforesis en gel de poliacrilamida 

La electroforesis de proteínas en gel discontinuo de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizó siguiendo la técnica descripta por 

(Laemmli, 1970). La concentración de acrilamida del gel de apilamiento fue de 4%, 

mientras que la concentración del gel de separación fue variada entre 10% y 15% según 

la masa molecular de las proteínas a analizar. Las muestras fueron desnaturalizadas 

antes de su siembra mediante el agregado de buffer de siembra SDS-PAGE 4X 

[1% (p/v) SDS, 100 mM β-mercaptoetanol, en 50 mM TRIS-HCl pH 6,8] y su posterior 

calentamiento a 100 °C durante 5 min. En caso de realizar SDS-PAGE no reductor, se 

omite la presencia de β-mercaptoetanol. 

Finalizada la corrida electroforética, las proteínas en el gel se visualizaron por 

tinción con Coomassie
®

Brilliant Blue R-250 en una solución de metanol 30% (v/v) y 

ácido acético 10% (v/v); y la posterior decoloración se realizó con una solución de 

metanol 5% (v/v) y ácido acético 7,5% (v/v). 

V.5.2. Cuantificación del contenido proteico 

Para determinar la concentración de las proteínas totales presentes en las 

muestras se utilizó la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrón una 

solución de BSA (Sigma). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un 

espectrofotómetro UV-Vis METROLAB 325 BD. 

V.5.3. Desalado y concentración de proteínas 

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las 

proteínas se emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltración Amicon (Millipore) 
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de MWCO apropiado para cada proteína y se procedió según las indicaciones del 

fabricante. 

V.5.4. Cromatografía de filtración por gel. Determinación de la masa molecular 

La cromatografía de filtración por gel se utilizó como herramienta con fines 

analíticos para la determinación de la masa molecular (MM) de las distintas proteínas. 

En el equipo Äkta purification (GE Healthcare) se conectó una columna Tricorn 5/200 

(GE Healthcare) cargada con resina Superdex 200 (GE Healthcare). Las corridas se 

realizaron a 0,2 ml/min en buffer C [50 mM HEPES pH 8,0; 100 mM NaCl; 0,1 mM 

EDTA]. Se empleó el Gel Filtration Calibration Kit – High Molecular Weight (GE 

Healthcare) para realizar el calibrado de la columna. Los estándares de calibrado 

incluyeron tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), 

conalbúmina (75 kDa) y ovoalbúmina (44 kDa). El volumen muerto de la columna se 

determinó empleando una solución de Azul de Dextrano (Promega). Con los estándares 

se realizó una curva de calibrado graficando el log de la MM de los marcadores 

comerciales vs Kav. El Kav se obtiene a partir de la siguiente ecuación: Kav= (Ve-Vo)/(Vc-

Vo); donde Ve es el volumen de elusión, Vo es el volumen muerto y Vc es el volumen de 

columna. A partir de esta curva fueron determinadas las masas moleculares de las 

enzimas en estudio. 

V.5.5. Ensayos de complementación en la cepa mutante de Escherichia coli 

deficiente en el gen galU
 

Para el estudio de la actividad de UDP-Glc PPasa in vivo de las proteínas GalU y 

GalF de E. coli, así como la de la doble mutante GalF M15T/H16R, la cepa deficiente 

en la expresión del gen galU se transformó con las construcciones que permitieron la 

expresión de dichas enzimas (pGALU, pGALF y pM15TH16R,  respectivamente). 
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Además, como control se transformaron células con el plásmido sin inserto (pMAB5). 

Las bacterias transformadas se sembraron en medio base Hugh-Leifson  con 1% (w/v) 

de D-Glc o D-Gal, para determinar la capacidad de las mismas para fermentar los 

hidratos de carbono, como se ha descripto previamente (Hugh y Leifson, 1953). El 

medio fue suplementado con Kan (50 µg/ml) e IPTG (0,4 mM). 

V.6. Metodología de análisis enzimático 

Todas las actividades enzimáticas de las enzimas estudiadas se expresaron en 

U/mg. Una unidad de actividad enzimática (U) es definida como la cantidad de enzima 

capaz de convertir 1 μmol de sustrato (o de generar 1 µmol de producto) en 1 min, en 

las condiciones experimentales especificadas en cada caso. 

V.6.1. Ensayos de actividad enzimática para las NDP-Glc PPasas 

La determinación de actividad enzimática se realizó en sentido de síntesis del 

NDP-Glc. Para esto se empleó el método colorimétrico desarrollado en nuestro 

laboratorio (Fusari y col., 2006). Esta metodología fue empleada para la medida de 

actividad tanto de las ADP-Glc PPasas como de las UDP-Glc PPasas estudiadas en esta 

tesis y la UDP-GlcNAc PPasa. Se basa en la cuantificación de Pi mediante una reacción 

de color con el complejo Verde de Malaquita-molibdato de amonio. Este Pi es generado 

a expensas de la reacción acoplada de la hidrólisis enzimática del PPi, producto de la 

reacción de síntesis de NDP-azúcar (Fusari y col., 2006). Las reacciones acopladas del 

método son: 

 I – NTP + azúcar-1P ↔ NDP-azúcar + PPi 

II - PPi → 2Pi 

La medida de actividad se realizó a 37 ºC en un volumen final de 50 μl, donde la 

mezcla de reacción estándar contiene: 100 mM MOPS-NaOH pH 8,0; 10 mM MgCl2; 
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0,2 mg/ml BSA; 0,5 U/ml pirofosfatasa inorgánica de levadura 

(pirofosfato:fosfohidrolasa, E.C. 3.6.1.1, producida en forma recombinante en nuestro 

laboratorio), NTP y muestra en una dilución adecuada. El ensayo se inició con el 

agregado del correspondiene monosacárido-1P y se realizó durante el tiempo necesario 

para obtener una señal adecuada, usualmente 10 min, sin alcanzar un consumo de 

sustratos mayor al 5%. La reacción se detuvo con la adición de 375 μl del reactivo de 

color, seguido por el agregado de 50 μl de citrato de sodio 34% (p/v). Una alícuota de 

250 μl de esta mezcla se dispensó en placas multipocillos y se determinó la absorbancia 

a 630 nm en un lector de ELISA EMax (Molecular Devices). Paralelamente a la 

determinación se estableció una curva de calibrado con testigos de PPi y se obtuvo el 

factor de conversión de absorbancia a nmoles. El reactivo de color se preparó 

mezclando 3 volúmenes de Verde de Malaquita (Sigma) al 0,045% (p/v) y 1 volumen 

de molibdato de amonio 4,2% (p/v) en HCl 5 N. Luego de homogenizar durante 30 min 

y filtrar, a 5 ml de la solución obtenida se le adicionaron 100 μl de Tween 20 al 

2% (v/v). 

V.6.2.Ensayos de actividad enzimática para la GSasa 

Para las medidas de actividad de la GSasa se utilizó un método continuo en el 

que la formación de NDP está acoplada enzimáticamente a la desaparición de NADH. 

Para el acople se utilizaron las enzimas piruvato quinasa de músculo de conejo (PK, 

Sigma) y lactato deshidrogenasa de Lactobacillus (LDH, Sigma). A menos que se 

indique lo contrario la mezcla de reacción típicamente contenía: 50 mM MOPS-NaOH 

pH 8,0; 10 mM MgCl2; 0,3 mM fosfoenolpiruvato y 0,3 mM NADH; NDP-Glc; 0,02 

U/μl PK y 0,02 U/μl LDH. La reacción se inició por el agregado de 2 mg/ml glucógeno 

de hígado de conejo. Todas las medidas se realizaron en un volumen de reacción de 50 
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μl en placas con multipocillos (Nunc
TM

), a 37 °C, midiendo absorbancia a 340 nm en un 

espectro MultiskanAscent (Thermo). 

V.6.3 Caracterización cinética de las enzimas 

Para determinar los parámetros cinéticos de las enzimas en estudio se realizaron 

curvas de saturación de actividad enzimática en presencia de una concentración fija de 

uno de los sustratos y concentraciones variables del sustrato (o efector) analizado. Los 

datos cinéticos obtenidos se graficaron como velocidad inicial (U/mg) versus la 

concentración del sustrato (o efector) variable (mM) y las constantes cinéticas se 

determinaron ajustando los datos a la ecuación de Hill modificada: vo = Vmax [S]
n
 / (S0.5

n
 

+ [S]
n
), utilizando el algoritmo no lineal de mínimos cuadrados Levenberg-Marquardt 

suministrada por el programa Origin™ 8.0. Los gráficos de Hill se utilizaron para 

calcular el coeficiente de Hill (n), la velocidad máxima (Vmax), y las constantes cinéticas 

que se corresponden a las concentraciones de activador, sustrato, o inhibidor que 

produce el 50% de la máxima activación (A0.5), velocidad (S0.5), o inhibición (I0.5). 

Todas las constantes cinéticas son las medias de al menos tres conjuntos de datos, que 

fueron reproducibles dentro de ±10%.  

V.7. Metodología utilizada en ensayos de óxido-reducción 

Los ensayos de oxidación-reducción tienen como finalidad evaluar el efecto de 

compuestos oxidantes y reductores sobre la actividad de las PPasas de protozoos 

estudiadas en este trabajo para inferir, de esta forma, su posible regulación 

post-traduccional in vivo por mecanismos redox. 
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V.7.1. Ensayos con reactivos oxidantes 

Para evaluar el efecto de la oxidación sobre la actividad biológica de las PPasas 

eucariotas (UDP-Glc PPasa y UDP-GlcNAc PPasa), las enzimas fueron incubadas en 

presencia distintos agentes oxidantes. Para esto alícuotas de las proteínas recombinantes 

purificadas se desalaron (sección V.5.3) y acondicionaron en buffer D (100 mM 

MOPS-NaOH pH 8,0, EDTA 0,1 mM) para eliminar la presencia de DTT (condiciones 

de almacenamiento, sección V.4.3).  Cada enzima (0,5 µM) se incubó en buffer D a 

25°C  con los siguientes compuestos oxidantes: diamida, peróxido de hidrógeno (H2O2), 

nitroprusiato de sodio (NPS, compuesto que por exposición a la luz blanca genera óxido 

nítrico, •NO). Después de diferentes tiempos de incubación, se retiraron partes 

alícuotas, convenientemente diluido y se ensayaron para la actividad como se describió 

anteriormente. 

V.7.2. Ensayos con reactivos reductores 

Evaluada la oxidación de las enzimas, se ensayó si era posible revertir la misma 

y recuperar la actividad enzimática, mimetizando el proceso regulatorio que ocurriría 

in vivo. Para analizar la reducción de las proteínas oxidadas se utilizaron los siguientes 

compuestos reductores: ditiotreitol (DTT), L-cisteína (L-Cys), tiorredoxina (TRX) y 

triparredoxina (TXN) reducidas de T. cruzi. Los compuestos reductores se obtuvieron 

comercialmente, excepto en el caso de las enzimas TRX y TXN de T. cruzi que se 

expresó en forma recombinante en el Laboratorio de Bioquímica Mirobiana. De los 

compuestos ensayados como reductores, tienen implicancia a nivel fisiológico la L-Cys, 

TRX y TXN. 

Para evaluar la respuesta de las enzimas a la reducción, las enzimas oxidadas y 

previamente desaladas o diluidas convenientemente, se preincubaron en presencia del 
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reductor un tiempo adecuado a 25 °C. El medio de reacción tenía una concentración de 

0,024 μg/μl de enzima, una concentración adecuada de reductor y buffer MOPS-NaOH 

100 mM pH 8,0; EDTA 0,1 mM, a menos que se indique lo contrario. A distintos 

tiempos de reacción, se tomó una alícuota de la reacción de reducción, se diluyó al 

medio en el mismo buffer de reacción sin reductor y se midió la actividad de la enzima 

correspondiente según se indica en el punto V.6.1.  

V.7.3. Curva de potenciales redox 

El potencial de reducción medio (Em) de una proteína se define como el 

potencial de reducción en el que las concentraciones de sus formas oxidadas y reducidas 

son iguales. El Em de las enzimas de Giardia, GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc 

PPasa, se determinaron por titulación redox con el par L-Cys/L-cistina (L-Cys/L-CySS), 

las especies reducidas y oxidadas de L-Cys, respectivamente. Se obtuvieron los valores 

de potencial de reducción (Eh) variando las concentraciones relativas de ambas especies. 

El mantenimiento de la concentración total fija fue de 1 mM, con la adición de 100 mM 

MOPS-HCl  pH 7,4. Los valores de Eh se calcularon utilizando la ecuación de Nernst:  

Eh = Eo - RT / n F ln [L-Cys]
2 

/ [L-CySS]  

Donde Eo es el Eh de L-Cys/L-CySS a pH 7,4 (-0.250 V) (Zhu y col., 2012), R es 

la constante universal de los gases (8,314 J K
-1

 mol
-1

), T es la temperatura absoluta 

(298 K), n es el número de moles de electrones transferidos en la reacción (n = 2), F es 

la constante de Faraday (96.485 J mol
-1

 V
-1

), y [L-Cys]
2
/[L-CySS] es la relación entre 

las concentraciones de ambas especies redox (Rouhier y col., 2004).  

La GlaUDP-Glc PPasa y la GlaUDP-GlcNAc PPasa se incubaron en una 

concentración final de 0,5 mM durante 2 h a temperatura ambiente en diferentes 

soluciones buffer redox (hasta alcanzar el equilibrio redox). Alícuotas de las muestras 

tratadas fueron tomadas y se ensayó la actividad para ambas enzimas bajo condiciones 
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estándar (ver sección V.6.1.). Los datos se representan como porcentaje de actividad 

versus Eh, donde la actividad más alta para cada enzima se estableció como 100% de 

actividad. 

V.8. Tratamiento informático 

V.8.1. Alineamiento de secuencias 

Los análisis de secuencias requirieron el uso de bases de datos on line como:  

• NCBI (Blast, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 

• CAZy [http://www.cazy.org/, (Cantarel y col., 2009)]. 

• Brenda-Enzyme (http://www.brenda-enzymes.org/). 

• KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). 

• Eukaryotic Pathogen Database Resources (http://eupathdb.org/eupathdb/). 

El diseño de los oligonucleótidos para amplificar por PCR los genes y los 

alineamientos de secuencias de proteínas y ADN, para corroborar el resultado de las 

secuenciaciones y las diferencias entre secuencias, identidad y similitud se realizaron 

con el programa vector NTI 10.0. 

V.8.2. Construcción de árbol filogenético 

El análisis filogenético se realizó siguiendo los pasos: 

1. Se obtuvieron las secuencias de interés (formato FASTA), a partir de las bases de 

datos NCBI y CAZy. 

2. Se alinearon las secuencias de interés se alinearon con el algoritmo MUSCLE 

(Edgar, 2004), utilizando el servidor online http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. 

3. El alineamiento fue refinado manualmente. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.brenda-enzymes.org/
http://www.genome.jp/kegg/
http://eupathdb.org/eupathdb/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
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4. Para construir un árbol, previamente se determinó qué modelo de evolución 

corresponde a las secuencias alineadas. Para eso el alienamiento se introdujo en el 

servidor online Prottest [(Abascal y col., 2005), 

http://darwin.uvigo.es/software/prottest.html]. 

5. Con estos resultados se procedió a la construcción del árbol filogenético, utilizando 

la aplicación PhyML del programa SeaView 4.3 [(Gouy y col., 2010) 

(http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html)]. Basados en los resultados del 

punto anterior se utilizó el modelo LG+I+G, para la construcción del árbol. 

6. La figura se armó utilizando el programa FigTree 1.3 program 

(http://tree.bio.ed.ac.uk/). 

V.8.3. Modelado por homología 

El modelado de homología se realizó con el programa Modeller 9v1 (Sali y 

Blundell, 1993). Se construyeron modelos para GalU y GalF. La estructura de GalU está 

informada (código de Protein Data Bank, PDB: 2PA4) sin ningún sustrato o producto. 

De esta forma, construimos el modelo para incluir el producto UDP-Glc y el ión Mg
2+

 

en la estructura. Para esto se utilizó como templado la estructura conocida de la enzima 

GalU de Corynobactrerium glutamicum (PDB: 2PA4) que tiene incluidos el producto y 

el catión. Las estructuras cristalinas de GalU de E. coli (PDB: 2E3D) y de 

C. glutamicum se utilizaron como un molde para el modelado de GalF. Se estableció 

como mejor modelo aquel que presentó mayor global score en verify3D (Luthy y col., 

1992) y mayor valor potencial DOPE1. Se corrió el programa PROCHECK para validar 

la estructura final obtenida y corroborar la calidad estereoquímica del modelo. Las 

cifras fueron preparadas con Swiss-PdbViewer(Schwede y col., 2003). 

http://darwin.uvigo.es/software/prottest.html
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/seaview.html)
http://tree.bio.ed.ac.uk/


Resultados y Discusión |80 

 

VI. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA PARTICIÓN DE LA GLC-1P 

EN BACTERIAS 

Como ha sido detallado en el capítulo introductorio, el destino metabólico de la 

Glc (en su forma Glc-1P) en bacterias depende principalmente de la actividad de dos 

NDP-Glc PPasas: la ADP-Glc PPasa (la cual es regulada alostéricamente) y la 

UDP-Glc PPasa (que no es regulada). Las propiedades cinéticas y regulatorias de estas 

enzimas determinan, entonces, si el azúcar es conducido hacia la producción 

α-1,4-glucanos de reserva o a la producción de oligo- y poli-sacáridos estructurales, 

respectivamente. 

Se sabe que la deleción o mutación del gen que codifica para la UDP-Glc PPasa, 

galU, genera células que son incapaces de fermentar el monosacárido Gal (ya que la vía 

de Leloir se ve interrumpida) y que fallan en la incorporación de Gal y Glc en las 

membranas celulares bacterianas, lo que resulta en una síntesis incompleta del antígeno 

O de los LPS (Sundararajan y col., 1962) y del receptor celular para bacteriófagos 

(Fukasawa y col., 1962). Sin embargo, en enterobacterias, se ha identificado un segundo 

gen, galF, que codifica para una proteína homóloga a GalU (Marolda y Valvano, 1996) 

y cuya secuencia se encuentra muy conservada en estos microorganismos (Jiang y col., 

1991; Klena y Schnaitman, 1993; Macpherson y col., 1994; Xiang y col., 1994; Yao y 

Valvano, 1994; Marolda y Valvano, 1995). La elevada identidad que presentan las 

proteínas GlaF y GalU sugiere que la primera podría ser un miembro de la familia de las 

UDP-Glc PPasas bacterianas. La enzima GalU de E. coli ha sido producida en forma 

recombinante y purificada para su caracterización (Hossain y col., 1994), e incluso ha 

sido y cristalizada y determinada su estructura molecular (Thoden y Holden, 2007b). En 

estos estudios se asume que esta UDP-Glc PPasa de esta bacteria adquiere una 

conformación homotetramérica. Sin embargo, la presencia del gen galF, que codifica 
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para una proteína de elevada identidad y similar MM plantea la incógnita que si in vivo 

GalU y GalF interaccionan, pudiendo formar otras estructuras hetero-oligoméricas, y de 

ser así cual sería la función de la segunda proteína. Sin embargo, los estudios a nivel 

molecular son escasos para establecer claramente un papel funcional (si lo hay) para 

GalF.  

Por otro lado, como ya se ha mencionado, el paso limitante en la síntesis de 

glucógeno en bacterias está dado a nivel de la ADP-Glc PPasa ya que su actividad es 

modulada por diferentes metabolitos implicados en la principal vía de utilización de 

carbono del organismo (Ballicora y col., 2003, 2004). Particularmente, la enzima de 

E. coli es activada por Fru-1,6-bisP (principalmente) e inhibida por AMP. Además, 

recientemente nuestro grupo de trabajo ha informado que el Pyr resultó un activador de 

la enzima (Asencion Diez y col., 2014) que, aunque actuando individualmente muestra 

un A0.5 relativamente elevado, opera en sinergia con la Fru-1,6-bisP y la acción conjunta 

de ambos metabolitos provoca incrementos significativamente mejores en la Vmax y la 

afinidad por los sustratos. Siempre se ha considerado a la ADP-Glc PPasa como una 

enzima altamente específica hacia el uso del nucleótido y el azúcar-1P. Sin embargo, 

nuestro grupo de trabajo ha obtenido resultados que muestran una cierta promiscuidad 

exhibida por la enzima de ciertos procariotas como la de Nitrosomonas europea 

(Machtey y col., 2012) e incluso la propia enzima de E. coli. Para esta última ha sido 

informado que es capaz de utilizar diferentes azúcares-1P como sustrato (Hill y col., 

1991), pero no hay un estudio detallado sobre la cinética con estos compuestos y su 

implicancia en el metabolismo del microorganismo. A partir de estas observaciones 

surge el interrogante de cómo sortea la enzima esa promiscuidad in vivo y hace más 

eficiente la producción de ADP-Glc. Hasta el momento no han sido realizados estudios 
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exhaustivos sobre las afinidades relativas de las ADP-Glc PPasas por estos sustratos 

alternativos en ausencia y en presencia de los efectores alostéricos. 

Con estos antecedentes planteados es claro que el estudio de las enzimas 

ADP-Glc PPasa y UDP-Glc PPasa de E. coli está lejos de ser completo y resulta 

necesario un análisis más profundo de las mismas. Ambas PPasas juegan un papel 

relevante en el metabolismo de carbohidratos de la bacteria. Su estudio permitirá una 

mejor comprensión de la relación de estructura a función/regulación para estas enzimas 

y de su importancia y control en el metabolismo de la célula, pudiendo tener un mejor 

panorama de la partición de la Glc-1P que es clave para el correcto funcionamiento del 

microorganismo. 
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VI.1. Capitulo: “Control alostérico de la especificidad por sustrato de la 

ADP-Glc PPasa de Escherichia coli” 

VI.1.1. Resultados 

Para abordar el estudio de la ADP-Glc PPasade E. coli (EcoADP-Glc PPasa) se 

realizó en primer lugar la expresión del vector pETEC en células E. coli BL21 (DE3) de 

acuerdo a trabajos previos donde se obtuvo la enzima recombinante y distintas mutantes 

sitio dirigidas (Ballicora y col., 2002; Ballicora y col., 2007; Figueroa y col., 2011). La 

proteína fue purificada mediante dos pasos de cromatografía de intercambio iónico, 

como se detalla en Materiales y Métodos. Estos pasos de purificación permitieron 

obtener un grado de pureza mayor al 90%. 

VI.1.1.1. Análisis de la especificidad por el nucleótido 

Como ya se ha mencionado, a pesar de que las ADP-Glc PPasas 

tradicionalmente han sido consideradas enzimas altamente específicas, en nuestro grupo 

de trabajo hemos encontrado evidencias de que algunas de ellas son capaces de llevar a 

cabo su acción catalítica con sustratos alternativos al ATP y la Glc-1P. Por ejemplo, la 

enzima de N. europea puede utilizar los distintos NTP y Man-1P en su reacción 

(Machtey y col., 2012). Sin embargo, hasta el momento no hay realizado ningún estudio 

cinético en presencia y ausencia de los efectores que permita evaluar en detalle la 

promiscuidad observada en estas enzimas. Es así que nos propusimos el estudio de la 

especificidad por sustratos de la EcoADP-Glc PPasa y el análisis del efecto de la 

Fru-1,6-bisP sobre esto.  

En primer lugar se evaluó el uso de NTP alternativos. La enzima fue capaz de 

utilizar otros NTP además de su sustrato principal (el ATP) (Tabla VI.1.1). Es de hacer 

notar que en ausencia de regulador alostérico el cociente Vmax/S0,5 (análogo al cociente 
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Vmax/Km, definido como eficiencia catalítica para cinéticas hiperbólicas) de los NTP 

alternativos fue similar al del sustrato principal (ATP), mientras que en presencia del 

activador Fru-1,6-bisP la eficiencia para el uso de ATP aumentó notablemente (~200 

veces), pero no para los otros NTP (Figura VI.1.1 A, nótese la escala logarítmica del eje 

de las ordenadas, y Tabla VI.1.1). En trabajos previos (Ballicora y col., 2003; Ballicora 

y col., 2007; Figueroa y col., 2011), se ha descripto que la Fru-1,6-bisP modifica los 

parámetros cinéticos determinados para la EcoADP-Glc PPasa, incrementando la Vmax y 

disminuyendo los S0,5 de los sustratos (especialmente el del ATP). Pero cuando la 

enzima utilizó un NTP alternativo (UTP, CTP o GTP) durante la reacción el activador 

alostérico no tuvo ningún efecto en la Vmax (Tabla VI.1.1 y Figura VI.1.2 A) ni en el S0,5 

de cualquiera de los sustratos (Tabla VI.1.1). De esta forma, en ausencia de Fru-1,6-bisP 

la Vmax de la enzima cuando utilizaba UTP, GTP o CTP fue ~10-20 veces menor que la 

determinada con ATP (a la misma concentración: 2 mM); mientras que en presencia del 

efector, este parámetro fue por lo menos 400 veces mayor con ATP que con otros NTP 

(Tabla VI.1.1 y Figura VI.1.2 A).  

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el Trp
113

 y la Gln
74 

son dos residuos 

claves en la respuesta alostérica de la EcoADP-Glc PPasaa la Fru-1,6-bisP (Figueroa y 

col., 2011). Estos aminoácidos forman parte de dos loops funcionales universalmente 

conservado en las ADP-Glc PPasas de todos los organismos (Figueroa y col., 2011; 

Figueroa y col., 2013). La mutación puntual de los mismos implicó la pérdida de 

sensibilidad a la respuesta al activador. Es así que, por ejemplo, la mutante 

EcoADP-Glc PPasa W113A exhibió los mismos parámetros cinéticos que la enzima 

salvaje en ausencia de la Fru-1,6-bisP, pero en presencia del activador dichos 

parámetros no eran modificados a diferencia de lo que ocurre con las ADP-Glc PPasas 

(Figueroa y col., 2011). Con estas características esta mutante en el Trp
113

 resulta de 
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gran utilidad para un mejor análisis de la relevancia funcional de la Fru-1,6-bisP en la 

selección del nucleótido. 

Así, realizamos un ensayo comparativo del comportamiento cinético de la 

EcoADP-Glc PPasa W113A con respecto a la enzima salvaje. Efectivamente, la 

Figura VI.1.2 B muestra que la mutante purificada fue prácticamente insensible al 

efector. De esta manera, incluso para altas concentraciones de Fru-1,6-bisP no hubo 

cambios en la actividad de la enzima utilizando cualquiera de los NTP 

(Figura VI.1.2 B). Esto implica que en esta mutante se pierde la acción del activador de 

incrementar la eficiencia catalítica hacia el uso de ATP y la misma sería muy similar 

entre los distintos NTP. En su conjunto, los resultados indican que uno de los efectos de 

la Fru-1,6-bisP sería el aumentar la especificidad de la enzima hacia el ATP.  

Además, es importante notar que la Fru-1,6-bisP incrementó la eficiencia 

catalítica de la EcoADP-Glc PPasa tanto para el uso de la Glc-1P (~100 veces) como 

del Mg
2+

 (~10 veces) sólo cuando utilizaba ATP como sustrato, pero no cuando la 

reacción transcurrió con los otros NTP (Tabla VI.1.1, Figura VI.1.2 B y C). Cuando la 

enzima utilizó los NTP alternativos, los valores de los parámetros cinéticos no 

cambiaron en presencia de Fru-1,6-bisP. Estos resultados refuerzan la idea de que el 

activador estaría seleccionando el ATP y de esa forma favorecer la reacción de síntesis 

de ADP-Glc. 
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  CONTROL +  Fru-1,6-bisP 

Síntesis de Sustrato 
S0,5 

(mM) 
n 

Vmax 

(U/mg) 

Vmax/S0,5 

(U/mg mM) 

S0,5 

(mM) 
n 

Vmax 

(U/mg) 

Vmax/S0,5 

(U/mg mM) 

ADP-Glc 

ATP 11 ± 4 1,3  

12,2 ± 0,3
a 

1,1 0,32 ± 0,02 2,3  

68 ± 1 

212 

Glc-1P 0,54 ± 0,04 1,2 22 0,03 ± 0,01 1,2  2260 

Mg
2+

 4,0 ± 0,1  1,7 3 1,9 ± 0,2 2,8  35 

UDP-Glc 

UTP 0,40 ± 0,06 1,4 

0,17 ± 0,01 

0,4 0,40 ± 0,04 1,4  

0,17 ± 0,02 

0,4 

Glc-1P 0,38 ± 0,03 1,3 0,4 0,36 ± 0,02 1,1  0,5 

Mg
2+

 3,2 ± 0,3 2,3 0,05 3,8 ± 0,4 2,2  0,04 

GDP-Glc 

GTP 0,51 ± 0,03 1,5 

0,12 ± 0,01 

0,3 0,35 ± 0,02  1,6  

0,11 ± 0,01 

0,3 

Glc-1P 0,22 ± 0,03 1,4 0,5 0,16 ± 0,01 1,1  0,7 

Mg
2+

 2,8 ± 0,2 1,9 0,04 2,5 ± 0,1 2,3  0,04 

CTP-Glc 

CTP 0,29 ± 0,02 1,4 

0,10 ± 0,01 

0,3 0,25 ± 0,01 1,3  

0,10 ± 0,01 

0,4 

Glc-1P 0,37 ± 0,03 1,2 0,3 0,34 ± 0,03 1,1  0,3 

Mg
2+ 

2,9 ±.0,3 2,0 0,03 2,7 ± 0,1 2,1  0,04 
a
Vmax determinada a partir de la curva de saturación de ATP 

Tabla VI.1.1. Parámetros cinéticos de la EcoADP-Glc PPasa para el uso de NTP alternativos en ausencia (control) o presencia 

(+Fru-1,6-bisP) de 1 mM Fru-1,6-bisP. 
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Figura VI.1.1. Eficiencia catalítica para los distintos sustratos. La actividad de la 

EcoADP-Glc PPasa fue medida en ausencia (barras blancas) o presencia (barras de 

líneas oblicuas) de 1 mM Fru-1,6-bisP con diferentes (A) NTP, (B) azúcares-1P y (C) 

cationes divalentes. Nótese la escala logarítmica del eje de las ordenadas en los gráficos. 
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Figura VI.1.2. Efecto del Fru-1,6-bisP en la activación de la EcoADP-Glc PPasa 

dependiente del nucleótido utilizado. Actividad de (A) la ADP-Glc PPasa salvaje y 

(B) su mutante W113A. Se analizó la actividad a diferentes concentraciones del efector 

con los distintos nucleótidos (2 mM): ATP (), UTP (), GTP () y CTP ().  
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VI.1.1.2. Análisis de la especificidad por el azúcar-1P y el cofactor esencial 

Estudios anteriores han mostrado que la EcoADP-Glc PPasa es capaz de utilizar 

diferentes azúcares-1P como sustrato (Hill y col., 1991). Sin embargo, en este trabajo no 

se analiza en profundidad el grado de promiscuidad de la enzima ni el efecto de  la 

Fru-1,6-bisP en la misma. En base a esto, y a los resultados obtenidos para el uso de 

NTP alternativos, se realizó el estudio de la actividad de la EcoADP-Glc PPasa con 

otros monosacáridos (Gal-1P y GlcN-1P) y el efecto del activador alostérico sobre las 

reacciones catalizadas con los mismos en comparación a su actividad con Glc-1P, 

utilizando ATP como sustrato nucleotídico. Acorde a lo observado en el trabajo anterior 

(Hill y col., 1991), la enzima exhibió actividad con Gal-1P y GlcN-1P. A partir de los 

parámetros cinéticos obtenidos se calculó la eficiencia catalítica para estos azúcares en 

presencia y ausencia del efector y se compararon con respecto a la del sustrato principal, 

la Glc-1P. Como se observa en la Figura VI.1.1 B, la Fru-1,6-bisP tiene un efecto 

activador sobre la enzima independientemente del monosacárido utilizado. Es así que 

aumenta su eficiencia para el uso de Glc-1P >> GlcN-1P> Gal-1P. Aunque es 

importante remarcar bajo todas las condiciones (en presencia o ausencia de 

Fru-1,6-bisP) la mayor eficiencia catalítica se logró con Glc-1P como sustrato.  

Como todas las nucleotidililtransferasas, las ADP-Glc PPasas requieren un metal 

divalente para llevar a cabo la reacción. Por su abundancia y amplia disponibilidad para 

la mayoría de las células, el Mg
2+

 es considerado el cofactor principal. Sin embargo, en 

nuestro grupo de trabajo hemos observado que estas enzimas son capaces de catalizar la 

reacción en presencia de otros cationes, como Mn
2+

 y Co
2+

. Es por esto que nos 

planteamos analizar si el efector aumenta la especificidad por un determinado cofactor. 

Para el estudio con diferentes cationes, entonces, se utilizaron Co
2+

 y Mn
2+

 como 

sustitutos del Mg
2+

 y se ensayó la actividad de la enzima con ATP o UTP como 
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sustratos. Los tres metales se comportaron como cofactores eficaces en las reacciones 

con ambos NTP. En el estudio realizado con ATP la eficiencia catalítica para los 

metales mejoró en un orden de magnitud en presencia de Fru-1,6-bisP 

(Figura VI.1.1 C). El efecto del activador fue evidente en el incremento de la Vmax 

(Figura VI.1.), aumentando más de 10 veces este parámetro en todos los casos. Por otro 

lado, la enzima también fue activa utilizando UTP en complejo con los diferentes 

cationes. Como se muestra en la Figura VI.1., en los ensayos con UTP la Vmax 

determinada fue mayor en presencia de Mn
2+

 y Co
2+

que cuando el cofactor usado era 

Mg
2+

. Es decir, el Co
2+

 y en mayor medida el Mn
2+

 incrementarían la promiscuidad de 

la enzima sobre el uso de los NTP, pero en presencia del activador este efecto se ve 

disminuido ya que se incrementa la eficiencia catalítica cuando la enzima utiliza ATP 

pero no UTP (Figura VI.1.). 
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Figura VI.1.3. Efecto de los metales divalentes en las curvas de saturación de la 

ADP-Glc PPasa para la Fru-1,6-bisP. La actividad se midió a diferentes 

concentraciones de efector (Fru-1,6-bisP) y en presencia de diferentes cationes 

utilizados como cofactores en la reacción [Mg
2+

 (cuadrados), Mn
2+

 (círculo) o Co
2+ 

(triángulo)] y distintos NTP [ATP (símbolo negro) o UTP (símbolo blanco)]. Las 

concentraciones de NTP fueron de 2 mM, mientras que las de los Me
2+

 fueron de 

10 mM para Mg
2+

, 2 mM para Mn
2+

 y 0,5 mM para Co
2+

 para las reacciones con ATP, y 

de 10 mM para Mg
2+

, 10 mM para Mn
2+

 y 1 mM para Co
2+

 para las reacciones con 

UTP. 

VI.1.1.3. Análisis del efecto sinérgico de los efectores Fru-1,6-bisP y Pyr 

Se ha informado que el Pyr es un activador clave en la regulación de la 

ADP-Glc PPasa de E. coli (Asencion Diez y col., 2014) y que se uniría a un sitio 

distinto a la Fru-1,6-bisP, modulando su actividad. Aunque el Pyr presenta un efecto 

menos marcado que la Fru-1,6-bisP, ambos pueden actuar en sinergia y potenciar la 

activación de la enzima. El Pyr aumenta la afinidad de la enzima por laFru-1,6-bisP, y 
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viceversa. La acción combinada de estos efectores modifica significativamente los 

parámetros cinéticos de la enzima, aumentando la Vmax y disminuyendo los valores de 

S0,5 para los sustratos (Asencion Diez y col., 2014). Para investigar el efecto del Pyr y su 

acción sinérgica con la Fru-1,6-bisP la actividad de ADP-Glc PPasa con NTP 

alternativos, se realizaron ensayos de medida de actividad con ATP o UTP en presencia 

de diferentes concentraciones de los metabolitos. La Figura VI.1. ilustra los resultados: 

como se ha descripto anteriormente en este capítulo, en ausencia de efectores la 

eficiencia catalítica de la enzima es prácticamente la misma para ATP y UTP. A bajas 

concentraciones de Fru-1,6-bisP (10 µM) la eficiencia para el uso del ATP se 

incrementó ~4,5 veces mientras que no tuvo efecto en la actividad con UTP. En 

presencia de 20 mM de Pyr la actividad sólo incrementó cuando la enzima utiliza ATP 

como sustrato: la eficacia catalítica fue ~7 veces mayor. Y al igual que lo observado en 

trabajos anteriores, se evidenció un efecto sinérgico, ya que en presencia de Pyr 

(20 mM) y bajas concentraciones de Fru-1,6-bisP (10 µM) la eficiencia catalítica para el 

uso de ATP aumentó ~20 veces. Cuando los ensayos fueron realizados utilizando UTP 

como sustrato, no se observó activación con ninguno de los efectores (Figura VI.1.). 
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Figura VI.1.4. Eficiencia catalítica para el uso de ATP y UTP en presencia de 

diferentes efectores alostéricos. La actividad de la ADP-Glc PPasa de E. coli se midió 

utilizando como sustrato alternativamente ATP (barras blancas) o UTP (barras líneas 

oblicua) en presencia de 10 µM Fru-1,6-bisP y / o Pyr 20 mM. 

 

VI.1.2. Discusión 

Al presente, se han resuelto dos estructuras cristalográficas de ADP-Glc PPasas: 

la forma homotetramérica (α4) de la subunidad catalítica (pequeña) de tubérculo de papa 

(Jin y col., 2005) y la enzima de Agrobacterium tumefaciens (Cupp-Vickery y col., 

2008). Ambas estructuras mostraron que las proteínas presentan dos dominios 

definidos: el dominio catalítico N-terminal, que presenta un plegamiento de tipo 

Rossmann y el dominio C-terminal, que participa en la oligomerización y en la 

regulación alostérica de la enzima (Ballicora y col., 2003; Jin y col., 2005; Georgelis y 

col., 2009). Estudios llevados a cabo mediante el uso de diferentes enfoques 

experimentales han demostrado la existencia de una interacción entre ambos dominios y 

distintos trabajos (Gomez-Casati y col., 2001; Ballicora y col., 2002; Asencion Diez y 
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col., 2013) sugieren que la comunicación entre los dos dominios es importante para la 

regulación de la enzima. Ciertamente, el hecho de que todos las PPasas comparten la 

misma estructura tridimensional del dominio catalítico, residuos involucrados en la 

actividad de las enzimas y motivos altamente conservados [como el loop rico en glicina 

GXG(T/S)R] conducen a la posibilidad de que la ADP-Glc PPasa pueda unir (y 

probablemente utilizar) otros compuestos además de sus sustratos principales (ATP y 

Glc-1P).  

En la literatura, se describe poco sobre el uso alternativo de los sustratos NTP 

(Lapp y Elbein, 1972; Machtey y col., 2012), azúcar-1P (Hill y col., 1991; Machtey y 

col., 2012) y cationes divalentes (Machtey y col., 2012) por las distintas ADP-Glc 

PPasas hasta ahora estudiadas. Y ningún trabajo ha realizado un análisis en detalle sobre 

el efecto de los activadores alostéricos en el uso de otros sustratos por estas enzimas. La 

ADP-Glc PPasa de E. coli exhibió un cierto grado de promiscuidad hacia los sustratos y 

el cofactor esencial. En función de esto se analizó cómo la Fru-1,6-bisP (principal 

efector de la enzima) y el Pyr juegan un rol clave en la selección específica del NTP 

correcto, y de esta forma mejora la eficiencia catalítica para el uso de todos los 

sustratos.  

Nuestro grupo de trabajo ha informado de que la ADP-Glc PPasa de N. europea 

es capaz de mediar la síntesis de distintos NDP-Glc, con la disminución de las 

eficiencias catalíticas según utiliza ATP>UTP~CTP>dTTP>GTP en la reacción 

(Machtey y col., 2012). De manera similar a los resultados obtenidos en el presente 

trabajo, el Pyr (principal activador para la enzima N. europea) aumenta la eficiencia del 

uso del ATP, haciendo a la enzima más específica hacia la síntesis de ADP-Glc. 

Además, se ha informado que para la ADP-Glc PPasa de Mycobacterium smegmatis 

(Lapp y Elbein, 1972) el GTP fue eficaz en la sustitución del ATP y también se observó 
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actividad (aunque moderada) con UTP. Para esta enzima la Fru-6-P y el 

fosfoenolpiruvato estimularon la síntesis de ADP-Glc (Lapp y Elbein, 1972), pero el 

efecto de estos metabolitos sobre la actividad con GTP no ha sido descripto.  

En cuanto al uso de los azúcares-1P alternativos, la Fru-1,6-bisP no mostró el 

mismo efecto que con los NTP. La eficiencia catalítica para el uso de todos los 

monosacáridos analizados se incrementó en presencia del activador. La ADP-Glc PPasa 

de N. europea mostró actividad con Man-1P más allá del sustrato natural Glc-1P. Sin 

embargo, el activador alostérico no tuvo ningún efecto en los parámetros cinéticos de 

los azúcar-1P utilizados por la enzima (Machtey y col., 2012).  

Entre los iones metálicos divalentes, el Mg
2+

 es sin duda el más abundante, se 

encuentra ampliamente disponible en la mayoría de las célula, y está implicado en 

varios procesos fisiológicos; sin embargo, otros metales pueden actuar como cofactores 

de las PPasas (Machtey y col., 2012; Asencion Diez y col., 2013). La ADP-Glc PPasa 

de N. europaea tiene un cierto grado de promiscuidad hacia el ión metálico divalente 

(Machtey y col., 2012), donde tanto el Mg
2+

, el Mn
2+

 como el Co
2+

 pueden actuar como 

cofactor para la reacción. Esta enzima en particular exhibió una afinidad notablemente 

baja hacia el Mg
2+

 y el uso de otros cationes (principalmente Co
2+

) aumentó su 

promiscuidad para el uso de otros nucleótidos (principalmente UTP y CTP) y para la 

Man-1P como sustratos. El metabolito que actúo como activador alostérico, el Pyr, 

altera marcadamente la baja afinidad por Mg
2+

 y, por lo tanto, el grado de promiscuidad 

por los sustratos. Principalmente se reduce el S0,5 para el Mg
2+ 

y aumenta de esta forma 

la utilización del ATP. La ADP-Glc PPasa de E. coli exhibió una mayor Vmax con UTP 

en presencia de Co
2+

 y Mn
2+

; pero la Fru-1,6-bisP sólo tuvo efecto sobre los parámetros 

cinéticos de la enzima cuando la reacción se llevaba a cabo con ATP. En este sentido, el 

efector no sólo actuaría como un activador aumentando la actividad de la enzima, e 
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incluso disminuyendo el S0,5 de los sustratos, sino que podría plantearse un rol en la 

selección del nucleótido correcto, mejorando la especificidad de la enzima.  

Nuestro grupo desarrolló un modelo molecular de la EcoADP-Glc PPasa 

(Figueroa y col., 2011) que sugiere un mecanismo de propagación de la activación 

alostérica, en la que las interacciones entre los loops que contienen los residuos Gln
74

 y 

Trp
113

 juegan un papel crítico. El modelo proporciona una hipótesis en la que el 

principal efecto de activación de la Fru-1,6-bisP se ejerce mediante la inducción de un 

cambio conformacional a partir de una forma abierta para favorecer y/o estabilizar una 

forma cerrada de la enzima. En este mecanismo se produce un re-arreglo de los loops, 

que se cierran aproximando los sustratos hacia los residuos catalíticos y, de esta forma, 

confiere un medio ambiente adecuado para una catálisis más eficiente. Coherente con 

esta hipótesis, los ensayos realizados con la mutante W113A de la EcoADP-Glc PPasa 

mostraron que no había activación de la enzima en presencia del efector. De esta forma, 

la eficiencia catalítica para el uso de los cuatro nucleótidos permanece igual; mientras 

que para la enzima salvaje el activador alostérico aumentó la especificidad en el uso del 

ATP. Estos resultados apoyan la idea de que uno de los efectos del activador alostérico 

sería la de seleccionar el NTP correcta, para favorecer la síntesis de ADP-Glc necesaria 

para el metabolismo organismo.  

Este mecanismo podría ser comparable con el observado en las 

ribonucleótidoreductasas (RNR) (Ahluwalia y col., 2012). La RNR es la enzima crítica, 

responsable de la producción de los 5'-desoxinucleósido-trifosfatos (dNTP). Los niveles 

de dNTP están estrechamente controlados a nivel de la RNR por procesos de 

retroalimentación y cambios alostéricos intrínsecos. En el sitio regulador de la 

subunidad pueden ser unidos dATP, ATP, dGTP, y dTTP. Dependiendo de cuál de ellos 

interacciona, se producen cambios conformacionales en el sitio catalítico que le 
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proporcionan la capacidad de reducir un determinado NDP (ADP, CDP, GDP o UDP). 

De esta forma, este sitio regula la especificidad de la enzima de manera tal que los 

cuatro dNTP se mantienen en sus proporciones adecuadas para el correcto 

mantenimiento celular. Numerosas RNR han sido cristalizadas (Uppsten y col., 2003; 

Larsson y col., 2004; Uppsten y col., 2006; Ando y col., 2011; Fairman y col., 2011) y 

se ha establecido un mecanismo de regulación para la especificidad por el sustrato: el 

sitio regulador está en contacto con el sitio catalítico a través de un loop flexible. 

Cuando el efector alostérico se une al sitio de regulación, se altera la conformación del 

loop de tal manera que hace que el sitio catalítico más susceptibles a la unión de un 

sustrato sobre los otros (Hofer y col., 2012).  

En los últimos años, la promiscuidad de las enzimas ha tomado mayor 

relevancia. La investigación sobre la promiscuidad abre una visión hacia nuevas ideas 

para el estudio de la evolución divergente de las enzimas. Como ya se ha mencionado, 

las ADP-Glc PPasas tienen un dominio común con otras NDP-azúcar PPasas, pero las 

primeras son más grandes debido a que tienen un extremo C-terminal extendido (120 a 

150 aminoácidos) y uno N-terminal ligeramente más largo (10 a 40 aminoácidos) que el 

resto de las PPasas (Ballicora y col., 2003, 2004). Es posible que un fragmento de ~150 

aminoácidos en el extremo C-terminal haya sido adquirido evolutivamente para lograr 

una enzima regulada y/o mejorar la regulación rudimentaria que ya estaba presente. 

Coherente con esta hipótesis, la vista del activador alostérico como una herramienta 

para mejorar la especificidad de las enzimas apoya la idea de que un ancestro común de 

estas enzimas evolucionó hacia otras formas con propiedades reguladoras. De esta 

manera, favoreciendo la regulación y el uso de los sustratos más adecuados para 

optimizar el metabolismo del organismo. Esto último está altamente en concordancia 

con el hecho que los efectores alostéricos de las distintas ADP-Glc PPasas siempre son 
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metabolitos clave de la ruta metabólica principal de asimilación del carbono en el 

organismo respectivo (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). 
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VI.2. Capítulo: “Caracterización cinética y estructural de las enzimas 

implicadas en la síntesis de UDP-Glc en Escherichia coli” 

VI.2.1. Resultados 

VI.2.1.1. Clonado y expresión recombinante de los genes que codifican para las 

proteínas GalU y GalF 

Se ha informado que galU es el gen que codifica para la UDP-Glc PPasa  

procariota (Weissborn y col., 1994). Sin embargo, como se mencionó anteriormente, en 

algunas bacterias se ha encontrado un segundo gen que codifica para una UDP-Glc 

PPasa putativa: galF (Jiang y col., 1991; Klena y Schnaitman, 1993; Macpherson y col., 

1994; Xiang y col., 1994; Yao y Valvano, 1994; Marolda y Valvano, 1995). La proteína 

que se predice a partir de este gen (GalF) está altamente conservada en enterobacterias 

(más de 90% de identidad en secuencia de aminoácidos) (Marolda y Valvano, 1996). A 

pesar de la presencia de galF, la UDP-Glc PPasa de E. coli ha sido caracteriza como una 

enzima homotetramérica constituida por GalU ya que se ha producido y purificado en 

forma recombinante para su caracterización (Hossain y col., 1994) y cristalización 

(Thoden y Holden, 2007b). Sin embargo, es tentador pensar que in vivo estas proteínas 

podrían interactuar para formar estructuras heteroméricas. Es así que para una mejor 

comprensión de la ocurrencia de estos genes, y las proteínas codificadas por ellos, 

decidimos encarar el estudio de la UDP-Glc PPasa (GalU) y la enzima homóloga (GalF) 

de E. coli. Los genes galU (Gene ID: 945730) y galF (Gene ID: 946560) predicen dos 

proteínas: GalU de 302 aminoácidos y GalF de 297 aminoácidos, respectivamente, que 

comparten el 56,6% de identidad en sus secuencias de aminoácidos (Figura VI.2.1). 

Además, ambas enzimas comparten entre 30-45% de identidad con UDP-Glc PPasas de 
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otras bacterias, como C. glutamicum (Thoden y Holden, 2007a), Helicobacter pylori 

(Kim y col., 2010), Streptococcus mutans (Asencion Diez y col., 2013).  

Para comenzar los estudios, se diseñaron cebadores específicos (Tabla VI.2.1) 

para amplificar los genes galU (909 pb) y galF (894 pb) a partir de ADN genómico de 

E.  coli  K-12 mediante PCR. Después de confirmar su identidad mediante 

secuenciación, los productos amplificados fueron clonados en el vector comercial 

pET28c. Con las construcciones se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) para 

producir en forma recombinante GalU y GalF, respectivamente. Esta última se expresó 

fusionada a una etiqueta de histidinas, a fin de evitar la co-purificación de la GalU 

endógena de la célula huésped. De esta forma GalF fue purificada mediante IMAC 

(Ni
2+

), mientras que GalU fue purificada mediante dos pasos cromatográficos de 

intercambio iónico. Ambas proteínas recombinantes se sobre-expresaron en las 

fracciones solubles (Figura VI.2.2 A, carriles 2 y 4), y fueron purificadas a 

homogeneidad a juzgar por análisis en SDS-PAGE (Figura VI.2.2 A, carriles 3 y 5). 

GalU y GalF predicen una MM de ~33 kDa (Figura VI.2.2 A). 
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Figura VI.2.1. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de GalU y GalF de E. coli. Los triángulos indican los residuos estudiados en 

este trabajo. Los residuos importantes para la actividad de las UDP-Glc PPasas de bacteria, se indican con un círculo. 
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Tabla VI.2.2. Secuencias de oligonucleótidos específicos para la amplificación de los genes galU y galF (los sitios de restricción se 

encuentran subrayados) y para la mutagénesis sitio-dirigida (las bases cambiadas se marcan en negrita). Los sitios de restricción utilizados 

para subclonar galU fueron NcoI (oligonucleótido Fo) y SacI (oligonucléotido Re); y los sitios de restricción para el gen galF fueron NdeI 

(oligonucléotidoFo) y SacI (oligonucleótido Re). TA, temperatura de apareamiento y tE, tiempo de elongación. 

Primer Secuencias de oligonuclótidos TA 

 (°C) 

TE 

(min) 

galUWT-fo 

galUWT-re 

5`˗CCATGGATGGCTGCCATTAATACGAAAGTCAAAAAAGCCGTTATCCCCGTTGCGGG-3` 

5`˗GAGCTCTTATTCGCTTAACAGCTTCTCAATACCTTTAAATTCCGTGC-3` 

61 

59 

1 

 

galUT20MR21H-fo 

galUT20MR21H-re 

5`- GCGGGATTAGGAATGCATATGTTGCCGGCG-3` 

5`- CGCCGGCAACATATGCATTCCTAATCCCGC-3` 

55 

54 

1 

galUK202A-fo 

galUK202A-re 

 
 

5`-GTGGTAGAAGCGCCGAAAGCG-3` 

5`-CGCTTTCGGGCGCTTCTACCAC-3` 

 
 

52 

53 

1 

galFWT-fo 

galFWT-re 

5`˗CATATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATAT-3` 

5`˗GAGCTCTTATTCGCTTAACAGCTTCTCAATACCTTTACGGAACTTCGCCCCTTCTT-3` 

63 

62 

1 

galFM15TH16R-fo 

galFM15TH16R-re 

5`-GGTCTCGGGACCCGTATGTTGCCT-3` 

5`-AGGCAACATACGGGTCCCGAGACC-3` 

55 

53 

1 

galFK198A-fo 

galFK198A-re 

5`- GAATTTATCGAAGCGCCGGATCAGCCG-3` 

5`- CGGCTGATCCGGCGCTTCGATAAATTC-3` 

53 

52 

1 
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Figura VI.2.2. Determinación la estructura de GalU y de GalF. (A) SDS-PAGE de 

las proteínas de E. coli producidas en forma recombinante. Carril 1: marcadores de 

MM; carril 2: sobre-expresión de GalU en extracto crudo; carril 3: GalU purificada; 

carril 4: sobre-expresión de GalF fusionada a la etiqueta de histidinas; carril 5: GalF 

purificada. (B) Determinación de la MM de las proteínas realizada mediante 

cromatografía de filtración por geles. 

VI.2.1.2. Caracterización cinética de las proteínas recombinantes 

Como ya se ha mencionado, la UDP-Glc PPasa es una enzima clave en el 

anabolismo de la Glc en todos los organismos. En particular en bacterias, la actividad de 

esta PPasa está involucrada en diversas rutas metabólicas. Por lo que el estudio de sus 

propiedades cinéticas es relevante para entender el metabolismo de los hidratos de 

carbono en estos microorganismos. En trabajos previos se ha establecido que en E. coli 

GalU es la UDP-Glc PPasa funcionalmente activa, mientras que GalF no exhibe 

actividad catalítica a pesar de su alto porcentaje de identidad con GalU (> 50%) 

(Marolda y Valvano, 1996). Pero los estudios moleculares realizados son escasos como 

para establecer concretamente la el rol de GalF (si es que lo tiene) dentro de la célula. 

Es así que decidimos llevar a cabo la caracterización de las proteínas codificadas por los 
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genes galU y galF de E. coli y de esta forma determinar la funcionalidad de estas 

proteínas, particularmente de GalF.  

En nuestras manos ambas proteínas purificadas mostraron actividad 

UDP-Glc PPasa, con una marcada diferencia en la Vmax determinadas para GalU 

(340 U/mg) y GalF (0.015 U/mg). La Figura VI.2.3 muestra las curvas de saturación de 

estas enzimas para los diferentes sustratos a partir de las cuales se determinaron los 

parámetros cinéticos. Como se esperaba, ambas PPasas mostraron una estricta 

dependencia por Mg
2+

 para catalizar la síntesis de UDP-Glc y PPi a partir de UTP y 

Glc-1P. GalF exhibió un S0,5 ligeramente superior para este cofactor esencial (3,1 mM 

para GalF y 2,2 mM para GalU) y para ambas enzimas las curvas de saturación 

mostraron un comportamiento sigmoidal (Figura VI.2.3 A y B). Además, GalF presentó 

un mayor S0,5 para el UTP (0,36 mM) en comparación con los parámetros calculados 

para GalU (0,17 mM) y, como puede observarse en las Figura VI.2.3 C y D, un 

comportamiento cinético distinto: GalU exhibió una curva de saturación hiperbólica 

para el NTP, mientras que en GalF se observó un comportamiento más sigmoideo. Sin 

embargo, la mayor diferencia se encontró en los parámetros determinados para la 

Glc-1P: en GalU el S0,5 fue un orden de magnitud inferior (0,035 mM) que el 

determinado en GalF (0,52 mM). Además, GalU mostró un comportamiento 

ligeramente desviado de una hipérbola para el uso de Glc-1P presentando 

cooperatividad positiva, mientras que GalF exhibió una cooperatividad negativa para el 

azúcar-P (Figura VI.2.3 E y F). 
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Figura VI.2.3. Curvas de saturación de GalU (símbolos negros) y GalF (símbolos 

blancos) para: (A) y (B) Mg
2+

, (C) y (D) UTP y (E) y (F) Glc-1P. 
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VI.2.1.3. Estudio de la estructura cuaternaria de GalU y GalF 

Cuando se determinó la estructura cuaternaria para GalU y GalF, mediante 

cromatografía de exclusión molecular, se observaron diferencias importantes (Figura 

VI.2.2 B). La primera exhibió el perfil de elución de una proteína homotetramérica 

(~160 kDa, Figura VI.2.2 B) [este resultado es acorde a lo descripto por (Thoden y 

Holden, 2007b)]; mientras que GalF se comportó como un monómero (~40 kDa, Figura 

VI.2.2 B). Basados en estos resultados, decidimos investigar si el estado de 

oligomerización de GalU influía en la actividad de la enzima; y si esto pudiera explicar, 

al menos en parte, las diferencias en los parámetros cinéticos respecto a GalF.  

Se ha informado que la UDP-Glc PPasa de cebada presenta cambios en el estado 

oligomérico cuando se la incuba en diferentes buffers (Kleczkowski y col., 2005). De 

esta manera se realizó un ensayo similar a lo descripto: GalU fue incubada en 

HEPES-NaOH (pH 8,0) y Tris-HCl (pH 8,0) y posteriormente se analizaron las 

muestras mediante cromatografía de exclusión molecular. Cuando la enzima fue 

preincubada en buffer Tris eluyó en un único pico correspondiente a una forma 

tetramérica. Mientras que la preincubación en buffer HEPES promovió cambios 

parciales en la estructura cuaternaria de la enzima, dando lugar a una mezcla de formas 

tetramérica y monomérica. Las muestras se recogieron y analizaron cinéticamente. La 

fracción monomérica de GalU (GalUm) exhibió una Vmax 20 veces menor (18 U/mg) que 

la forma tetramérica (350 U/mg) (Tabla VI.2.3). Sin embargo, este parámetro continuó 

siendo mayor que el determinado para GalF (~100 veces). En cuanto a los otros 

parámetros cinéticos calculados para los sustratos, el S0,5 para Glc-1P aumentó 

ligeramente en comparación con el valor observado en la forma tetramérica; mientras 

que no se observó variación en los parámetros para el UTP y el Mg
2+

 (Tabla VI.2.3). 
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VI.2.1.4. Análisis de los residuos críticos en la actividad PPasa 

Como ya se ha mencionado, GalU y GalF presentan un alto grado de identidad 

de secuencia de aminoácidos e incluso se conservan residuos descriptos como 

importantes para la actividad de las UDP-Glc PPasas bacetianas (Figura VI.2.1). Sin 

embargo, GalF exhibió una actividad baja en comparación con GalU y otras 

UDP-Glc PPasas procariotas previamente informadas (Bonofiglio y col., 2005a; Bosco 

y col., 2009; Asencion Diez y col., 2012; Asencion Diez y col., 2013). En el apartado 

anterior se determinó que la estructura cuaternaria adoptada por estas enzimas es 

diferente y que el estado de oligomerización influye sobre la actividad de las mismas. 

Sin embargo, el estudio mostró que GalU incluso en su forma monomérica exhibe 

parámetros cinéticos distintos a GalF (Tabla VI.2.3). Esto nos llevó a plantearnos sobre 

diferencias en residuos claves de las secuencias que pudieran causar tales discrepancias 

cinéticas. 

Con el fin de identificar estos residuos críticos para la actividad de la enzima, se 

analizaron las secuencias de GalU y GalF en comparación con otras PPasas. Se ha 

descripto que el motivo GXG(T/S)R está altamente conservado entre todas las PPasas 

hasta ahora informadas (Figura VI.2.4 A) (Jin y col., 2005) y ha sido identificado como 

parte del sitio de unión de los NTP (Brown y col., 1999; Sivaraman y col., 2002; Jin y 

col., 2005; Koropatkin y col., 2005; Steiner y col., 2007; Pelissier y col., 2010). Como 

se muestra en el alineamiento de secuencias de la Figura VI.2.4 A, este motivo está 

conservado en GalU; mientras que en GalF los residuos Thr
20

 y Arg
21

 de GalU son 

sustituidos por los residuos Met
15

 e His
16

, respectivamente. 

Además, se realizó un modelado molecular por homología para GalU (Figura 

VI.2.4 B) y para GalF (Figura VI.2.4 C) con el posicionamiento de la UDP-Glc y el 

Mg
2+

 utilizado por estas enzimas como cofactor esencial. Como molde para incluir estos 
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compuestos se utilizó la proteína GalU de C. glutamicum, cuya estructura cristalina  

(PDB: 2PA4) fue resuelta con el producto y dos iones de Mg
2+ 

(Thoden y Holden, 

2007a). El catión incluido en nuestros modelos es el asociado a los átomos de oxígeno 

de los fosfatos α y β de la UDP-Glc y al residuo de Asp
142

 en GalU de C. glutamicum. 

Se ha establecido también que este ión metálico está presente, en la misma posición, en 

la timidililtransferasa de E. coli (Sivaraman y col., 2002). Como muestra el modelo de 

GalU (Figura VI.2.4 B), los residuos Thr
20

 y Arg
21

 forman parte del bolsillo catalítico. 

En GalF la sustitución de estos residuos (por Met e His, respectivamente) podrían 

generar cambios estructurales en este sitio (Figura VI.2.4 C).  

Con el objeto de determinar si estos residuos eran importantes en la actividad de 

las enzimas se construyeron dobles mutantes en GalU (GalU T20M/R21H) y en GalF 

(GalF M15T/H16R), para así obtener los respectivos intercambios estructurales de cada 

proteína en este dominio específico. Las mutantes fueron producidas y purificadas a 

homogeneidad (> 90%) electroforética, de manera similar a lo descripto previamente 

para las enzimas salvajes. GalF M15T/H16R exhibió un aumento en la Vmax de un orden 

de magnitud respecto a GalF (Tabla VI.2.3). Aunque el S0,5 para ambos sustratos fue 

ligeramente superior en la mutante, el comportamiento cinético de saturación para la 

Glc-1P fue más parecido al exhibido por GalU, ya que GalF M15T/H16R mostró una 

curva prácticamente hiperbólica para el sustrato (Tabla VI.2.3). Para el ión Mg
2+

 se 

observó una disminución en el S0,5 y un aumento en el n, exhibiendo un comportamiento 

cinético en su curva de saturación más semejante a GalU. Por otro lado, se realizó la 

caracterización de la mutante GalU T20M/R21H. En cuanto a los parámetros cinéticos 

determinados para el UTP y el Mg
2+

, no se observaron cambios significativos en esta 

doble mutante (Tabla VI.2.3). Pero la misma exhibió una disminución en la Vmax de tres 

órdenes de magnitud y el S0,5 de para la Glc-1P se incrementó en ~60 veces comparada 
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con la de la proteína salvaje (Tabla VI.2.3). Los resultados obtenidos a partir de la 

caracterización de las dobles mutantes indican que los residuos de Thr y Arg del motivo 

GXG(T/S)R son relevantes en la actividad de la UDP-Glc PPasa y la sustitución de los 

mismos en la secuencia de aminoácidos de GalF producen una disminución en la Vmax 

de la enzima. 

Otra región estructural importante, altamente conservada entre las PPasas, es 

aquella donde se encuentra el residuo Lys
202

 de GalU (Thorson y col., 1994; 

Blankenfeldt y col., 2000a; Thoden y Holden, 2007a) (Figura VI.2.4 A). El modelado 

molecular de GalU (Figura VI.2.4 B) muestra que este residuo interactúa con el 

β-fosfato de la UDP-Glc. En GalF esta Lys también se encuentra conservada (Lys
198

, 

Figura VI.2.4 A). Sin embargo, analizando el modelo 3D de GalF (Figura VI.2.4 C), la 

Lys
198

 no sería capaz de formar un puente hidrógeno con la molécula de UDP-Glc, 

como si ocurre en GalU. Para comprobar esta hipótesis planteada se realizaron mutantes 

sitio-dirigidas, en GalU y GalF, de este residuo que sería clave en la catálisis enzimática 

(GalU K202A y GalF K198A).  Esto permitiría explorar más a fondo las relaciones 

entre la estructura de proteínas y sus propiedades cinéticas. Los mutantes fueron 

producidas y purificadas a homogeneidad (>  90% pureza según SDP-PAGE, datos no 

mostrados).  

GalU K202A exhibió una Vmax similar a la enzima salvaje; sin embargo, el S0,5 

para la Glc-1P se incrementó significativamente (~40 veces) (Tabla VI.2.3). Por lo 

tanto, la eficiencia catalítica (Vmax/S0,5) de la enzima para la utilización de Glc-1P 

disminuyó en dos órdenes de magnitud debido a la mutación puntual en el residuo 

Lys
202

. Para el UTP no se observaron cambios significativos en los parámetros 

cinéticos, pero para el ión Mg
2+ 

GalU K202A exhibió un S0,5 ~3 veces menor que GalU. 

En paralelo GalFK198A exhibió los mismos parámetros cinéticos que la enzima salvaje 
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para los sustratos UTP y Glc-1P (Tabla VI.2.3). Para el cofactor esencial GalFK198A 

mostró un S0,5 ligeramente inferior a la de GalF (Tabla VI.2.3). Estos resultados 

muestran que el residuo de Lys
202

 de GalU estaría involucrado en la interacción de la 

enzima con la Glc-1P, mientras que en GalF la unión del azúcar involucraría otros 

residuos. Es posible, entonces, que la estructura del sitio catalítico se encuentre 

modificada en GalF, esto sería responsable de su baja afinidad relativa por la Glc-1P y 

la Vmax  mucho menor que la calculada para GalU. 

Además de su caracterización cinética, se determinó la estructura cuaternaria de 

las mutantes producidas para GalU y GalF mediante cromatografía de filtración por gel. 

Las distintas mutantes exhibieron perfiles de elución similar a las respectivas enzimas 

salvajes: para GalU T20M/R21H y GalU K202A se determinó una conformación 

tetramérica, mientras que para GalF M15T/H16R y Gal FK198A una conformación 

monomérica. 
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Tabla VI.2.3. Parámetros cinéticos determinados para GalU, GalF y sus respectivos mutantes. Los parámetros se calcularon a partir de 

datos promedio de tres experimentos independientes. 

 

GalU GalF 

Tetramérica Monomérica T20M/R21H K202A WT M15T/H16R K198A 

UTP 

S0,5 (mM) 0,17 ± 0,02 0,14 ± 0,01 0,27 ± 0,04 0,13 ± 0,01 0,36 ±0,02 0,46 ± 0,04 0,20 ± 0,01 

n 1,1 ± 0,1 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,6 ± 0,2 1,4 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

Glc-1P 

S0,5 (mM) 0,035 ± 0,005 0,082 ± 0,003 2,3 ± 0,2 1,3 ± 0,1 0,52 ± 0,06  0,75 ± 0,06 0,51 ± 0,06 

n 1,2 ± 0,1 1,2 ± 0,1 1,7 ± 0,2 1,4 ± 0,1 0,63 ± 0,05 0,95 ± 0,06 0,61 ± 0,04 

Mg
2+ 

S0,5 (mM) 2,2 ± 0,1 2,0 ± 0,1 2,6 ± 0,1 0,82 ± 0,02 3,1 ± 0,1 2,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 

n 3,7 ± 0,5 2,4 ± 0,3 2,8 ± 0,2 2,3 ± 0,2 2,3 ± 0,2 3,3 ± 0,4 2,1 ± 0,2 

Vmax (U/mg) 351 ± 10 18,4 ± 0,5 0,74 ± 0,05 370 ± 30 0,015 ± 0.001 0,16 ± 0.01 0,017 ± 0,003 
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Figura VI.2.4. Modelos moleculares del sitio activo de GalU y GalF. (A) 

Alineamiento de las secuencia de las UDP-Glc PPasas de E. coli (GalU y GalF) con 

distintas PPasas de diferentes organismos. Los residuos 100% conservados se muestran 
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en verde. Los residuos clave analizados en este trabajo se muestran en rosado. Los 

residuos estudiados en este trabajo que no se encuentran conservados en GalF se 

muestran en azul. Las secuencias y números de acceso de las adenililtransferasas 

(ADP-Glc PPasa, EC: 2.7.7.27) son: Eco, E. coli K-12, P00584; Stu, Solanu  tuberosum 

subunidad α, P23509; Atu, Agrobacterium tumefaciens, P39669. Las secuencias y 

números de acceso de las citidililtransferasas (α-D-glucosa-1-fosfato citidililtransferasa, 

EC: 2.7.7.33) son: Sty, Salmonella typhi 1TZF; Yen, Yersinia enterocolitica LC20, 

AHM71362. Las secuencias y números de acceso de las guanililtransferasas (GDP-

manosa-1-fosfato guanililtransferasa, EC: 2.7.7.22) son: Eco, E. coli K-12, AAC75110; 

Tpr, Treponema primitia, WP_015708896. Las secuencias y números de acceso de las 

timidililtransferasas (dTTP: α-D-glucosa-1-fosfato timidililtransferasa, EC: 2.7.7.24) 

son: Eco, E. coli, WP_000783975; Pae, Pseudomonas aeruginosa, WP_003105518. Las 

secuencias y números de acceso de las uridililtransferasas (UDP-Glc PPasa, EC: 

2.7.7.9) son: Hpy, Helicobacter pylori 26695, 3JUJ_A; Smu, Streptococcus mutans, 

AGI47014; Cgl, C. glutamicum ATCC 13032, NP_600109; GalU, E. coli, 

WP_000718996; GalF, E. coli, WP_001537247. (B) Modelo molecular de GalU; el 

producto, UDP-Glc, y el ión Mg
2+

 fueron heredados de la estructura cristalina de la 

UDP-Glc PPasa de C. glutamicum (2PA4) (Tholden). El modelo muestra los principales 

residuos mutados en este estudio: Thr
20

, Arg
21

 y Lys
202

. El potencial puente hidrógeno 

entre la Lys
202

 y el β-fosfato de la UDP-Glc se indica mediante la línea discontinua 

violeta. (C) Modelado por homología de la estructura de GalF con el producto y el 

cofactor añadidos. Los residuos clave estudiados se muestran: Met
15

, His
16

 y Lys
198

. 
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VI.2.1.5. Ensayos de complementación de la cepa deficiente en GalU 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y habiéndose 

comprobado que GalF es una UDP-Glc PPasa funcionalmente activa, podría suponerse 

que esta enzima es capaz de compensar la ausencia de GalU. Sin embargo, se sabe que 

las mutantes de E. coli nulas en el gen galU no son capaces de fermentar Gal y fallan en 

la incorporación de Glc y Gal en sus membranas celulares; lo que resulta en la síntesis 

incompleta de los LPS (Weissborn y col., 1994). Un motivo para esta característica 

fisiológica puede ser que in vivo la producción natural de GalF en las células no sea 

suficiente para generar las cantidades de UDP-Glc necesarias para la correcta ejecución 

del metabolismo. A partir de este postulado, un incremento en la expresión de esta 

enzima podría superar la limitación de su baja actividad enzimática y, además, la 

expresión de GalF M15T/H16R podría ser aún más eficiente para compensar la ausencia 

de GalU.  

Para analizar esta posible funcionalidad de GalF y GalF M15T/H16R in vivo se 

transformó la cepa de E. coli FF4001 (deficiente en GalU) (Harding y col., 1993) con 

las construcciones pGALU, pGALF, pM15TH16R o el vector pMAB5, como se 

esquematiza en la Figura VI.2.5 A y se detalla en Materiales y Métodos. Las células 

transformantes se cultivaron en medio Hugh-Leifson suplementado con Gal o Glc 

(control, datos no mostrados). El cambio de color del medio de cultivo a amarillo indica 

la acidificación debido al consumo de azúcar; mientras que el color azul indica la 

incapacidad del cultivo para fermentar la Gal. La Figura VI.2.5 B muestra los cultivos 

de células transformadas con los plásmidos pGALU, pGALF, pM15TH16R o pMAB5 a 

diferentes tiempos de incubación a 37 °C. Como puede observarse, la expresión de las 

enzimas permitió que las bacterias consuman la Gal tornando el medio amarillo. Las 

células complementadas con galU metabolizaron la Gal dentro de las primeras 12 h de 
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incubación, mientras que aquellas complementadas con la mutante GalF M15T/H16R y 

GalF necesitaron un mayor tiempo (48 y 72 h de incubación, respectivamente) para 

lograr un consumo apreciable del azúcar. Durante el curso del experimento las células 

utilizadas como control (transformadas con pMAB5) no fueron capaces de utilizar 

galactosa como fuente de carbono (Figura VI.2.5 B). 
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Figura VI.2.5. Ensayos de complementación de la cepa E. coli FF4001, deficiente 

en la expresión de GalU. (A) Representación esquemática de la estrategia utilizada 

para realizar el ensayo. Los plásmidos pGALU, pGALF y pM15TH16R se construyeron 

como se detalla en Materiales y Métodos. (B) E. coli FF4001 transformadas con las 

construcciones y el vector pMAB5 (control). Los cultivos se incubaron a 37 °C en 

medio de Hugh-Leifsonsuplementado con 1% (p/v) de D-Gal. El amarillo indica 

fermentación del azúcar, mientras que el azul indica la incapacidad para utilizar Gal 

como fuente de carbono. 

 

VI.2.2. Discusión 

En la presente sección se caracterizaron cinética y bioquímicamente los 

productos de dos genes de E. coli que codifican para la UDP-Glc PPasa procariota 

(GalU) y una enzima homóloga putativa (GalF). Los genes fueron amplificados por 

PCR y clonados en un vector de expresión para la producción de las proteínas 

recombinantes. Ambas enzimas purificadas fueron funcionalmente activas, pero 

exhibieron diferentes propiedades cinéticas y estructurales. La diferencia más relevante 

estuvo dada por la Vmax exhibida por GalF, ya que este parámetro fue sustancialmente 

menor (cuatro órdenes de magnitud) que el observado para GalU. Sin embargo, y a 

pesar de la baja actividad de GalF, estos resultados representan una información 

novedosa y útil, ya que en E. coli esta proteína había sido informada como inactiva, 

aunque en estudios que emplearon métodos de relativamente baja sensibilidad analítica 

(Marolda y Valvano, 1996). En base a las similitudes en las secuencias de aminoácidos, 

varios grupos (Schnaitman y Klena, 1993; Varon y col., 1993; Hossain y col., 1994; 

Macpherson y col., 1994; Thorson y col., 1994) han postulado que GalU y GalF serían 

isoenzimas. Sin embargo, Marolda y col. (Marolda y Valvano, 1996) informaron que 
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GalF de E. coli no era un homólogo funcional y, en cambio, cumpliría un rol como 

subunidad reguladora de GalU. Contrario a esto, se ha establecido que en 

Klebsiella pneumoniae GalF es factor de virulencia importante, ya que la enzima es 

capaz de sintetizar UDP-Glc (Ho y col., 2011). Sin embargo, en la literatura es escasa la 

información sobre las propiedades cinéticas o bioquímicas de estas enzimas. El presente 

trabajo presenta la primera caracterización de una proteína GalF funcionalmente activa.  

Considerando que GalU y GalF son proteínas homólogas (que comparten el 

56,6% de identidad) resulta esencial el análisis de los cambios estructurales que 

pudiesen explicar las diferencias en la actividad de las enzimas recombinantes. Esto 

podría deberse a: (i) la ausencia de residuos clave en GalF y/o (ii) la presencia de 

residuos que afectan a su interacción con los sustratos y (iii) la diferencia en la 

conformación activa que cada una presenta. El análisis in silico nos permitió identificar 

residuos críticos conservados implicados en la actividad PPasa. En base a esto, 

construimos las doble mutantes GalU T20M/R21H y GalF M15T/H16R y las mutantes 

simples GalU K202A y GalF K198A. Los resultados sustentan la relevancia del motivo 

GLGTR (residuos 17 a 21) en GalU: la doble mutante de GalF aumentó la actividad de 

la enzima, mientras que en GalU las mutaciones disminuyeron su actividad. El residuo 

de Arg de diferentes PPasas, análogos a la Arg
21

 en GalU, sería crítico en la catálisis 

enzimática, ya que el sitio constituido por el loop GXG(T/S)R uniría al NTP, 

generándose enlaces entre los residuos del dominio y los fosfatos β y γ del nucleótido. 

La Arg sería uno de los residuos responsables de contrarrestar las cargas negativas de 

los grupos fosfato, que conduce al correcto posicionamiento del NTP, con la 

subsiguiente unión de la Glc-1P (Blankenfeldt y col., 2000a; Sivaraman y col., 2002; Jin 

y col., 2005; Führing y col., 2013).  
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La UDP-Glc PPasa es estructuralmente similar a la Glc-1P timidililtransferasas 

(Blankenfeldt y col., 2000b) y a la UDP-N-acetilglucosamina PPasa (GlmU) (Brown y 

col., 1999). Además, comparte cierta identidad estructural (aunque menor) con la ADP-

Glc PPasa (Bejar y col., 2006b) y la Glc-1P citidililtransferasa (Thorson y col., 1994). 

En trabajos previos se ha observado que la mutación de la Arg análoga en diferentes 

PPasas afecta significativamente la actividad de la enzima. Para la ADP-Glc PPasa de 

papa (Ballicora y col., 2005) la mutación de la Arg
33

 de la subunidad catalítica (α) 

provocó la reducción de la actividad enzimática. Además, en la subunidad regulatoria 

(β) la mutación del residuo análogo a la Arg, Lys
44

, generó una mutante activa. De igual 

manera, las mutaciones análogas en la UDP-Glc PPasa de Helicobacter pylori (R15A) 

(Kim y col., 2010) y la GlmU de E. coli (R18A) (Brown y col., 1999) producen una 

reducción en la actividad en un 86% y unas 6000 veces, respectivamente.  

Es evidente que la sustitución de los residuos de Arg/Thr en GalF no es el único 

factor responsable de la baja actividad de esta enzima. Posiblemente, la presencia de 

residuos que afectan a la correcta unión de los sustratos lleva a una menor eficiencia 

catalítica. El modelo molecular de GalU mostró que la Lys
202

 interactúa con el grupo 

β-fosforilo de la UDP-Glc, como también fue observado para la GalU de 

C.  glutamicum, la Glc-1P timidililtransferasa de P. aeruginosa y la Glc-1P 

citidililtransferasa de S. typhi (Thoden y Holden, 2007a). Los resultados obtenidos se 

corresponden con estos informes previos, ya que la mutante GalU K202A exhibió un 

notable aumento del S0,5 para la Glc-1P. Este residuo de Lys está altamente conservado 

en las enzimas de la familia. Para la ADP-Glc PPasa de E. coli (Hill y col., 1991) el 

residuo análogo Lys
195 

tiene un rol fundamental para la correcta unión de la Glc-1P en el 

sitio catalítico. Los autores postulan que el gran aumento en el S0,5 cuando este residuo 

está mutado explica la conservación absoluta del mismo en la amplia gama de PPasas 
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hasta ahora secuenciadas (Hill y col., 1991). La forma, el tamaño y la carga del residuo 

de Lys parecen necesarios para la correcta unión de la   Glc-1P y el funcionamiento de 

la enzima. 

En GalF el residuo Lys está presente (Lys
198

), aunque en el modelado 3D se 

observa una falta de interacción entre el mismo y el producto. Los resultados obtenidos 

apoyan este análisis in silico, ya que GalF exhibió un mayor S0,5 que GalU (~15 veces 

mayor) para la Glc-1P y la mutante GalF K198A no mostró diferencias con la enzima 

salvaje. Esto sugiere que el sitio de unión a sustrato se encuentra alterado en GalF, lo 

que sería un punto crítico para explicar su reducida afinidad aparente por la Glc-1P en 

comparación con GalU. Haciendo un análisis combinado con los resultados obtenidos 

con las mutantes dobles GalU T20M/R21H y GalF M14T/H16R, podemos concluir que 

el cambio producido en la estructura del sitio afecta a la afinidad por la Glc-1P en GalU 

pero no en GalF. De esta forma, se podría pensar que el cambio estructural cuando se 

producen las mutantes en la Lys se minimiza, debido a que el sitio de unión de sustrato 

ya se encuentra modificado.  

La cromatografía de exclusión molecular mostró que GalU (y sus mutantes 

analizadas en este trabajo) presenta una conformación homotetramérica [como 

anteriormente informaron (Thoden y Holden, 2007b)], mientras que GalF (y sus 

mutantes) se expresa como un monómero. Numerosas enzimas tienen formas 

oligoméricas activas y formas monoméricas inactivas (o viceversa) y, de hecho, en 

varios casos (Torshin, 1999; Peneff y col., 2001; Wilczynska y col., 2003; Kleczkowski 

y col., 2005) la oligomerización es uno de los procesos regulatorios clave que modulan 

la función/actividad de las proteínas. Por lo tanto, la diferencia en el estado de 

oligomerización puede ser un factor relevante que afecta a la actividad de GalF. Ha sido 

informado que el estado de oligomerización de la UDP-Glc PPasa de cebada afecta a su 



Resultados y Discusión |120 

 

actividad enzimática (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2005); y que ciertos 

buffers tienen efectos opuestos sobre la integridad estructural de la proteína 

(Kleczkowski y col., 2005). En el presente trabajo, el buffer HEPES favoreció la 

presencia de la forma monomérica de GalU; lo cual también se observó para la enzima 

de planta (Kleczkowski y col., 2005). Kleczkowski y col. (2005) plantean que los 

diferentes efectos de los buffers sobre el estado oligomérico pueden deberse a la 

estructura química de los mismos. El HEPES fue encontrado unido específicamente a 

varias proteínas cristalizadas (Ji y col., 1997; Trievel y col., 2002) y las interacciones 

proteína-HEPES se estabilizan tanto por interacciones hidrofóbicas como por 

interacciones con las cadenas laterales cargadas positivamente. Por lo que la 

hidrofobicidad y estructura química de este buffer, en comparación con el Tris, podría 

ser responsable de los cambios en la estructura cuaternaria de estas UDP-Glc PPasas.  

Más allá de los factores que influyen sobre la estructura cuaternaria de la 

enzima, es importante resaltar que la fracción monomérica de GalU exhibió una Vmax 

inferior (20 veces) que la forma tetramérica. El análisis estructural de GalU de E. coli  

reveló que la proteína es un tetrámero organizada como un dímero de dímeros. El 

C-terminal de esta proteína presenta dos hélices (Lys
269

-Arg
282

 y Gly
287

-Met
298

) que 

forman un dímero fuertemente unido por interacción entre las subunidades (Thoden y 

Holden, 2007b). El análisis de las secuencias de aminoácidos muestra que el C-terminal 

de GalF difiere significativamente de GalU. De esto surge la hipótesis de que esta 

diferencia es responsable de la forma monomérica de GalF y las mutantes 

GalF M15T/H16R y GalF K198A.  

El producto del gen galU es fundamental para el metabolismo de la Gal. Las 

bacterias que no producen GalU no pueden fermentar este monosacárido y utilizarlo 

como fuente de carbono. Este efecto fisiológico fue revertido con la sobre-expresión de 
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GalU, GalF y GalF M15T/H16R. De esta forma, los ensayos de complementación 

validaron nuestros hallazgos in vitro: GalF es una UDP-GlcPPasa funcionalmente 

activa. La enzima endógena probablemente no puede producir suficiente cantidad de 

UDP-Glc como GalU, pero esta limitación puede ser superada con el aumento de su 

expresión. Además, la doble mutante de GalF (GalF M15T/H16R) afectó a su nivel de 

actividad con consecuencias in vivo.  

En su conjunto, los resultados evidenciaron que GalU y GalF son proteínas 

homologas funcionalmente activas. Sin embargo, la baja actividad de GalF nos lleva a 

postular que estas enzimas divergieron de un ancestro común y que adaptaciones 

evolutivas llevaron a la obtención de proteínas con diferentes roles. Posiblemente, galF 

es una duplicación del gen galU y mutaciones posteriores produjeron una marcada 

disminución en la capacidad catalítica de su producto. Este mecanismo natural podría 

ser de utilidad para la adquisición de propiedades reguladoras en GalF. Aunque más 

experimentos son necesarios para probar esta hipótesis, es plausible pensar que in vivo 

estas dos proteínas podrían interaccionar formando hetero-oligómeros. GalF expresada 

en forma recombinante adquiere una conformación monomérica y el análisis in silico 

muestra que las secuencias de aminoácidos de GalU y GalF del extremo C-terminal 

(importante para la interacción entre las subunidades del homotetrámero de GalU) 

difieren, lo cual es probablemente la causa de que GalF no forma estructuras 

oligoméricas superiores. Sin embargo, la posibilidad de formar complejos con GalU no 

debería ser descartada. Los estudios para analizar esta posible interacción y su efecto 

sobre la funcionalidad de las enzimas están siendo objeto de tareas experimentales 

futuras en nuestro laboratorio. 
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VII. ENZIMAS DEL METABOLISMO DE HIDRATOS DE CARBONO 

EN PROTOZOOS 

En organismos eucariotas no fotosintéticos la Glc-1P es utilizada principalmente 

por la UDP-Glc PPasa para la síntesis de UDP-Glc. El azúcar activado de esta forma es 

sustrato de diferentes glicosiltransferasas que lo conducen hacia los diferentes caminos 

metabólicos. La UDP-Glc PPasa eucariota (como la procariota) no es una enzima 

regulada alostéricamente por metabolitos y el control de la producción de los diferentes 

compuestos a los cuales se deriva la Glc estaría dado a nivel de las glicosiltransferasas. 

Por ejemplo, la vía de síntesis de glucógeno está extensamente estudiada en levaduras y 

animales (Wilson y col., 2010; Roach y col., 2012). A partir de estos estudios se ha 

establecido que la GSasa eucariota es regulada alostéricamente por Glc-6P y por 

fosforilación reversible. Sin embargo no hay estudios cinéticos sobre la GSasa de 

eucariotas inferiores, como por ejemplo la de G. lamblia. Este protozoo flagelado 

pertenece a la rama divergente más temprana del linaje eucariota (Morrison y col., 

2007). Tiene un repertorio metabólico limitado en comparación con otros parásitos y 

con eucariotas superiores y presenta adaptación a entornos microaerofílicos (Lloyd y 

Harris, 2002; Morrison y col., 2007). La pared quística protectora del estado infectivo 

presenta un arreglo característico de polisacáridos de GalNAc y esta estructura es 

responsable de la supervivencia del parásito fuera del huésped (Lujan y col., 1997; 

Lopez y col., 2003). Además, G. lamblia acumula glucógeno que sirve como una 

reserva de energía en trofozoítos (Ladeira y col., 2005) y también juega un papel crítico 

en su diferenciación a la forma de quiste (Pradhan y col., 2012).  

A pesar de la relevancia de oligo- y poli-sacáridos para la supervivencia y la 

patogenicidad de G. lamblia, la caracterización completa de las enzimas implicadas en 

el metabolismo de los hidratos de carbono está lejos de ser completa. La vía para la 
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síntesis de la pared del quiste ha sido la más estudiada y las propiedades cinéticas de la 

UDP-GlcNAc PPasa (enzima involucrada en la producción de los glicoconjugados de la 

pared quística) se determinaron con cierto detalle, ya sea para la enzima purificada a 

partir de la fuente (Bulik y col., 1998) o producida de forma recombinante (Mok y col., 

2005). Por el contrario, ningún informe está disponible en relación con la 

caracterización de las enzimas involucradas en la biosíntesis del glucógeno (UDP-Glc 

PPasa y GSasa). De hecho, hasta el momento ninguna GSasa de protozoos ha sido 

estudiada en detalle. 

Por otro lado, nuestro grupo de trabajo ha informado que la UDP-Glc PPasa de 

Entamoeba  histolytica es una enzima regulada mediante mecanismos de óxido-

reducción (Martinez y col., 2011). Este trabajo ha abierto la perspectiva sobre la posible 

modificación de la actividad de este tipo de enzimas en otros organismos protozoos. En 

forma concordante para la UDP-Glc PPasa de caña de azúcar ha sido informado 

recientemente que un ambiente reductor incrementa la actividad de la UDP-Glc PPasa 

(Soares y col., 2014). Resulta necesario, entonces, un estudio comparativo de estas 

enzimas de distintos protozoos para establecer un mecanismo para este tipo de 

modificación  post-traduccional.  

Debido a que Giardia  es un eucariota considerado como “primitivo”, el estudio 

de su metabolismo presenta cierto atractivo desde el punto de vista evolutivo. Además, 

la importancia de la Glc en componentes esenciales para la capacidad infectiva del 

microorganismo hace necesario el análisis de las enzimas involucradas en la biosíntesis 

del compuesto que actúa como reserva de este azúcar. De esta manera, el conocimiento 

de las características cinéticas y regulatorias de la UDP-Glc PPasa y de la GSasa de G. 

lamblia permitirán un mejor panorama del metabolismo de carbohidratos de este 
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parásito y será un punto de partida para el conocimiento de la síntesis de glucógeno en 

algunos protozoos. 
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VII.1. Capítulo: “Estudio de la UDP-Glc PPasa de Giardia lamblia. Análisis 

comparativo de la enzima con otras PPasas en su regulación y uso de sustratos 

alternativos” 

VII.1.1. Resultados 

VII.1.1.1. Clonado y expresión heteróloga de los genes que codifican para la 

UDP-Glc PPasa y la UDP-GlcNAc PPasa de Giardia lamblia 

Se ha informado que G. lamblia acumula glucógeno para el almacenamiento de 

carbono y energía (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012). Para tener un mejor 

panorama de la ocurrencia y síntesis del polisacárido de reserva en este parásito 

realizamos el estudio de las enzimas de esta vía. La UDP-Glc PPasa cataliza la síntesis 

del donante de residuos glucosilo (UDP-Glc) para la elongación de glucógeno en las 

células de eucariotas heterótrofos (Ballicora y col., 2003, 2004). El análisis del genoma 

de G. lamblia ATCC50803 mostró dos genes relacionados con PPasas 

UTP-dependientes (Morrison y col., 2007; Aurrecoechea y col., 2009): una secuencia de 

nucleótidos que codifica para una UDP-Glc PPasa putativa (ugp, Gene ID: 5699477) y 

otro gen que codifica para la UDP-GlcNAc PPasa (uap, Gene ID: 5700112); siendo esta 

última una enzima ya estudiada en detalle (Bulik y col., 1998; Mok y Edwards, 2005; 

Mok y col., 2005).  

La secuencia del gen ugp predice una proteína de 450 aminoácidos 

(GlaUDP-Glc PPasa) con un MM teórica de 49,3 kDa, que comparte ~30% de identidad 

con las  UDP-Glc PPasas de otros protozoos: E. histolytica (EhiUDP-Glc PPasa) 

(Martinez y col., 2011), Trypanosoma brucei (Marino y col., 2010) y Leishmania major 

(Lamerz y col., 2006). Además, la secuencia predicha de la GlaUDP-Glc PPasa tiene un 

grado de identidad similar con las enzimas homólogas de otros eucariotas no protozoos: 
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de Saccharomyces cerevisiae (33,3%) (Roeben y col., 2006) y de hígado bovino 

(35,5%) (Konishi y col., 1993). Curiosamente, se observa una identidad aún superior 

(ligeramente por encima de 40%) entre las UDP-Glc PPasas de G. lamblia y la de 

cebada (Martz y col., 2002). Por otro lado, el gen uap codifica para una proteína de 436 

aminoácidos, con una MM de 48,3 kDa, de acuerdo con informes anteriores sobre la 

caracterización de la UDP-GlcNAc PPasa de G. lamblia (Bulik y col., 1998; Mok y 

Edwards, 2005; Mok y col., 2005).  

Se diseñaron cebadores específicos (Tabla VII.1.1) para amplificar los genes ugp 

(1353 pb de longitud) y uap (1311 pb) a partir de ADN genómico de G. lamblia, 

mediante PCR. Después de confirmar la identidad por secuenciación de ADN, los 

productos amplificados se clonaron en los vectores pET19b (ugp) y pRSETA (uap). 

Con estas construcciones se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) para la 

producción heteróloga de GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc PPasa, 

respectivamente. Ambas proteínas recombinantes se sobre-expresaron en las fracciones 

solubles (Figura VII.1.1, carriles 2 y 4) y mediante un único paso de IMAC (Ni
2+

) se 

purificaron a homogeneidad, a juzgar por el análisis en SDS-PAGE (Figura VII.1.1, 

carriles 3 y 5). En experimentos de cromatografía de filtración por gel, en 

Superdex 200, la GlaUDP-Glc PPasa eluyó como un único pico correspondiente a una 

MM de 50 kDa. No se observaron conformaciones oligoméricas superiores, sugiriendo 

así la estabilidad de la forma monomérica, de acuerdo con informes anteriores 

referentes a la enzima de E. histolytica (Martinez y col., 2011) y L. major (Lamerz y 

col., 2006). La GlaUDP-GlcNAc PPasa también eluyó en un solo pico con una MM 

estimada de 50 kDa, lo cual es similar a los resultados previamente informados para esta 

enzima (Mok y col., 2005). 
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Oligo Secuencia 
Sitio de 

corte 

TA 

(°C) 

tE 

(min) 

ugp-Fo 5‟-CATATGTCCTATCAGGATCTGCTCAGCGC-3‟ NdeI 62 2 

ugp-Re 5‟-GAATTCTCACTGTCCCAGAGTGCAAT-3‟ EcoRI 63 2 

uap-Fo 5‟-GGATCCATGCCAGGCCTGGAGGAGTTTCTT-3‟ BamHI 64 2 

uap-Re 5‟-GAATTCCTAGACGGCCTTCACGCTAGA-3‟ EcoRI 65 2 

 

Tabla VII.1.1. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de ugp y uap de 

G. lamblia. En negrita y subrayado se indican los respectivos sitios de acción de 

nucleasas. TA, temperatura de apareamiento y tE, tiempo de elongación. 

 

Figura VII.1.1. SDS-PAGE de las enzimas recombinantes GlaUDP-Glc PPasa y 

GlaUDP-GlcNAc PPasa. Carril 1: marcadores de MM; Carril 2: sobre-expresión en el 

extracto crudo de la GlaUDP-Glc PPasa; Carril 3: GlaUDP-Glc PPasa luego del paso de 

purificación con IMAC; Carril 4: sobre-expresión en el extracto crudo de laGlaUDP-

GlcNAc PPasa; Carril 5: GlaUDP-GlcNAc PPasa purificada mediante IMAC.  

 

VII.1.1.2. Caracterización cinética de la UDP-Glc PPasa y la UDP-GlcNAc 

PPasa de Giardia lamblia 

El estudio de las propiedades cinéticas de la GlaUDP-Glc PPasa permite un 

análisis más profundo de la producción de uno de los metabolitos esenciales en el 
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organismo: la UDP-Glc. Además, explorar la utilización de sustratos alternativos y, por 

consiguiente, la síntesis de otros compuestos, es importante para el entendimiento del 

metabolismo de hidratos de carbono en el protozoo. Como era de esperar, la enzima 

mostró una estricta dependencia por Mg
2+

 para llevar a cabo la síntesis de UDP-Glc. 

Los parámetros cinéticos se resumen en la Tabla VII.1.2; la Vmax determinada para la 

enzima es comparable a la informada para distintas UDP-Glc PPasas procedentes de 

otras fuentes eucarióticas que también exhiben alta actividad específica (Roeben y col., 

2006; Gupta y col., 2008; Meng y col., 2008). Las curvas de saturación para ambos 

sustratos (UTP y Glc-1P) presentan un comportamiento hiperbólico, con valores de S0,5 

alrededor de ~0,15 mM (Tabla VII.1.2), de acuerdo con el comportamiento cinético 

determinado previamente para esta enzima en otros eucariotas (Lamerz y col., 2006; 

Meng y col., 2008; Marino y col., 2010). Sin embargo, la GlaUDP-Glc PPasa tiene un 

valor inferior de S0,5 para los sustratos en comparación con las enzimas homólogas de 

tubérculo de papa (Gupta y col., 2008), E. histolytica (la cual también muestra una Vmax 

inferior) (Martinez y col., 2011) y cebada (Decker y col., 2012).  

Para estudiar con mayor detalle las propiedades cinéticas de la 

GlaUDP-Glc PPasa hemos examinado su capacidad de usar sustratos alternativos, que 

permitirían la producción de diferentes NDP-azúcares. En cuanto a los nucleótidos, la 

enzima fue capaz de utilizar TTP, pero no ATP, GTP ni CTP (ensayados hasta 2 mM 

cada uno). Para la síntesis de TDP-Glc la enzima exhibió un valor de Vmax menor 

(30 veces), así como un mayor S0,5 para ambos sustratos (6 veces para TTP y 3 veces 

para Glc-1P), con un comportamiento cinético que mostró un ligero aumento en el valor 

de n para los dos sustratos cuando se compara con la producción de UDP-Glc 

(Tabla VII.1.2). De esta forma, la eficiencia catalítica (Vmax/S0,5) de GlaUDP-Glc PPasa 
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para el uso de UTP fue aproximadamente dos órdenes de magnitud mayor que para 

TTP.  

Además, se analizó la especificidad de GlaUDP-Glc PPasa por Glc-1P 

utilizando como sustratos alternativos diferentes azúcares-1P: Man-1P, Fru-1P, Gal-1P, 

GlcNAc-1P, GlcN-1P o GalN-1P (ensayados cada uno en una concentración de 2 mM). 

A excepción de la Gal-1P, la actividad exhibida por la enzima con estos monosacáridos 

alternativos fue significativamente baja (menos del 1% del uso de Glc-1P). 

Distintivamente, la actividad ensayada con 2 mM de Gal-1P fue considerable, 

alcanzando un valor del ~30% de la que presenta con Glc-1P. Por consiguiente, se 

determinaron los parámetros cinéticos para el uso de Gal-1P y se analizaron en 

comparación con Glc-1P. Como se muestra en la Figura VII.1.2, la GlaUDP-Glc PPasa 

exhibió una afinidad aparente similar para el uso de ambas hexosas-1P; aunque la Vmax 

determinada para cuando la enzima utiliza Gal-1P fue inferior y el n aumentó en 

comparación con el uso de Glc-1P (Tabla VII.1.2). De esta manera, la eficiencia 

catalítica para el uso del sustrato alternativo Gal-1P es similar al del sustrato principal 

Glc-1P, mientras que para UTP es ~3 veces mayor cuando el nucleótido se utiliza en 

combinación con Gal-1P en lugar de Glc-1P.  

Tras estos resultados, decidimos analizar el posible uso de distintos azúcares-1P 

(como sustrato alternativo de la Glc-1P) por la enzima de E. histolytica, previamente 

caracterizada en nuestro laboratorio (Martinez y col., 2011). En nuestras manos la 

EhiUDP-Glc PPasa mostró actividad insignificante con cualquiera de los sustratos 

alternativos, incluyendo la Gal-1P. Resultados similares se obtuvieron con la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa, que resultó altamente específica para GlcNAc-1P, lo cual es 

concordante a lo previamente informado por otros autores (Mok y col., 2005). 
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Síntesis de Sustrato S0,5(mM) n Vmax (U/mg) Vmax/(S0,5)
n 

UDP-Glc 
Glc-1P 0.13 ± 0.01 1.1 

400 ± 21 
3773 

UTP 0.14 ± 0.02 1.1 3478 

TDP-Glc 
Glc-1P 0.36 ± 0.04 1.2 

14 ± 2 
47 

TTP 0.90 ± 0.02 1.5 16 

UDP-Gal 
Gal-1P 0.09 ± 0.01 1.5 

75 ± 8 
2778 

UTP 0.08 ± 0.01 1.9 9103 

 

Tabla VII.1.2. Parámetros cinéticos de la GlaUDP-Glc PPasa para los distintos 

sustratos. Los parámetros fueron calculados a partir de datos promedio de tres 

experimentos independientes, tal como se detalla en Materiales y Métodos. 

 

 

Figura VII.1.2. Curvas de saturación de la GlaUDP-Glc PPasa para Glc-1P 

(cuadrados) o Gal-1P (círculos). La actividad se midió como se detalla en Materiales y 

Métodos. Los valores son datos promedio de tres mediciones independientes. 
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VII.1.1.3. Modificación redox de GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc 

PPasa 

Nuestro grupo de trabajo demostró que la EhiUDP-Glc PPasa es regulada 

mediante un mecanismo pos-traduccional de tipo redox (Martinez y col., 2011): la 

enzima se inactiva por oxidación con especies reactivas de oxígeno y nitrógeno (ROS y 

RNS, respectivamente) de localización intracelular y la actividad es restaurada mediante 

la acción de agentes reductores, incluyendo compuestos de acción fisiológica. Se sabe 

que los aminoácidos que contienen azufre pueden ser modificados por este tipo de 

mecanismo y, de esta forma, modular la actividad de la enzima. La Figura VII.1.3 

muestra un alineamiento de aminoácidos entre la enzima de Entamoeba y las dos 

PPasas de G. lamblia analizadas en este trabajo. En este alineamiento se pueden 

identificar claramente los residuos críticos que serían responsables de las 

modificaciones de óxido-reducción. La EhiUDP-Glc PPasa contiene cinco residuos de 

cisteína y once de metionina, pero en el trabajo de nuestro grupo hemos demostrado que 

sólo los residuos Cys
108

, Cys
378

 y Met
106

 serían críticos para la modulación redox de la 

actividad de la enzima (Martinez y col., 2011). En comparación, la GlaUDP-Glc PPasa 

(compartiendo 33% de identidad con la enzima homóloga de la ameba) contiene catorce 

residuos de cisteína y nueve de metionina. La Figura VII.1.3 muestra las regiones 

críticas del alineamiento entre las enzimas, detallando los residuos clave implicados en 

la regulación redox de EhiUDP-Glc PPasa que también están presentes en la 

GlaUDP-Glc PPasa (Cys
92

, Cys
362

 y Met
90

, respectivamente). Por otro lado, el análisis 

in silico también muestra que la GlaUDP-GlcNAc PPasa (que comparte sólo el 13% de 

identidad con la EhiUDP-Glc PPasa) carece de estos residuos. Es importante mencionar 

que la GlaUDP-GlcNAc PPasa tiene ocho residuos de Cys, aunque ninguno de estos se 

encuentra conservado en las otras dos PPasas analizadas (ver detalles en la 
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Figura VII.1.3). En base a estos análisis y para evaluar el efecto de los compuestos 

redox sobre la actividad de las enzimas en estudio, ambasPPasas de Giardia fueron 

expuestas a distintos agentes redox. 
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Figura VII.1.3. Alineamiento entre las UDP-Glc PPasa de E. histolytica (EhiUDP-Glc PPasa) y G. lamblia (GlaUDP-Glc PPasa) y la 

UDP-GlcNAc PPasa de G. lamblia (GlaUDP-GlcNAcPPasa). Los residuos de Cys de las tres enzimas se resaltan en amarillo, celeste y verde, 

respectivamente. Los residuos de Cys y Met que participarían en la regulación redox [de acuerdo a lo informado en (Martinez y col., 2011)] se encuentran en 

rosado. 
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A. Oxidación de las enzimas con diamida y reducción con DTT 

Para determinar si las reacciones de óxido-reducción modifican la actividad de 

las enzimas recombinantes GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc PPasa, en primer 

lugar se realizaron ensayos de oxidación y posterior reducción utilizando agentes 

químicos. En este ensayo se utilizó diamida como oxidante y DTT como reductor, dos 

reactivos ampliamente utilizados para evaluar el efecto redox sobre la actividad de 

distintas enzimas (Martinez y col., 2011). Para realizar el estudio, cantidades 

equivalentes de ambas enzimas se oxidaron por preincubación con diamida (1 mM para 

GlaUDP-Glc PPasa y 10 mM para GlaUDP-GlcNAc PPasa) a 25° C. De esta mezcla de 

reacción se tomaron alícuotas a distintos tiempos, se diluyeron apropiadamente y se 

ensayó la actividad enzimática para así evaluar el efecto de la oxidación sobre la 

funcionalidad catalítica, luego de la incubación se eliminó el agente oxidante mediante 

ultrafiltración y se adicionó a la mezcla un volumen mínimo de DTT para alcanzar una 

concentración final de 5 mM. Se continuó incubando la reacción, tomando alícuotas a 

distintos tiempos, diluyéndolas y midiendo su actividad según corresponda, para evaluar 

de esta forma el efecto de la reducción sobre la actividad de ambas enzimas. 

La Figura VII.1.4 muestra cómo se fue modificando la actividad de las dos 

PPasas en presencia del compuesto oxidante y reductor. Para la GlaUDP-Glc PPasa se 

observa claramente la pérdida de actividad de la enzima a medida que aumenta el 

tiempo de incubación con el oxidante, llevando a la inactivación completa de la misma. 

A su vez, esta inhibición puede ser revertida en presencia de un agente reductor como el 

DTT, alcanzándose una mayor recuperación conforme avanza el tiempo de incubación, 

hasta alcanzar la recuperación del 100% de la actividad. En el caso de la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa (Figura VII.1.4 B), fue necesaria una concentración de 

oxidante mayor y aun así la pérdida de actividad de la enzima por oxidación (en las 
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condiciones de ensayo) no alcanzó un valor mayor al 40% de inactivación. Además, 

para esta enzima la oxidación fue revertida por reducción con DTT, pero no se logró 

una completa recuperación de la actividad bajo las condiciones ensayadas (Figura 

VII.1.4 B). 

A partir de los resultados obtenidos se observa que, in vitro, las enzimas 

GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc PPasa pierden su actividad enzimática al 

experimentar reacciones de oxidación causadas por diamida y en presencia de un agente 

reductor como el DTT esa actividad puede ser recuperada. Sin embargo, resulta 

llamativa la diferencia que se da en la oxidación de las dos enzimas. Mientras que la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa pierde solamente un ~60% de su actividad en presencia de 

concentraciones relativamente altas de agente oxidante, a una concentración 10 veces 

menor de diamida la GlaUDP-Glc PPasa muestra una clara sensibilidad a la oxidación 

con pérdida total de funcionalidad. Si bien estos ensayos se realizaron con compuestos 

químicos que no se encuentran implicados en regulaciones redox intracelulares, los 

resultados obtenidos sugieren que in vivo las enzimas (o al menos la UDP-Glc PPasa) 

podrían ser blanco de regulación por este tipo de mecanismo. 
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Figura VII.1.4. Tratamiento con agentes oxidantes y reductores. (A) Oxidación de 

la GlaUDP-Glc PPasa con 1 mM diamida y posterior tratamiento con 5 mM DTT. (B) 

La GlaUDP-GlcNAc PPasa fue tratada con 10 mM diamida y luego reducida con 5 mM  

DTT. Al comienzo de los ensayos de oxidación ambas enzimas estaban completamente 

activas (100%): 400 U/mg para GlaUDP-Glc PPasa y 75 U/mg para GlaUDP-GlcNAc 

PPasa. Los resultados son medias de tres ensayos independientes. 

 

 

B. Oxidación por compuestos de relevancia fisiológica 

En el ensayo anterior quedó en evidencia que la actividad tanto de la 

GlaUDP-Glc PPasa como de la GlaUDP-GlcNAc PPasa puede inhibirse al ser oxidadas 

con diamida, aunque la última requiere condiciones más drásticas para su inactivación. 

Para poder vincular tales resultados con un posible mecanismo de regulación 

post-traduccional de tipo redox in vivo, la pérdida de actividad de las enzimas debería 

tener lugar frente a agentes oxidantes que actúan a nivel fisiológico. Para llevar a cabo 
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tales estudios se realizaron oxidaciones in vitro con compuestos que, bajo determinadas 

condiciones, pueden sintetizarse dentro de la célula: H2O2 y •NO (generado a través del 

NPS). Para analizar el comportamiento de la inhibición de las enzimas por oxidación se 

siguió el mismo protocolo que para los ensayos con diamida.  

En primer lugar se efectuaron curvas de la actividad porcentual en función del 

tiempo de incubación de las enzimas en estudio, con una dada concentración de cada 

agente oxidante. La Figura VII.1.5 muestra que la GlaUDP-Glc PPasa fue sensible a la 

incubación de los dos compuestos analizados: H2O2 y NPS; exhibiendo una pérdida de 

actividad enzimática en función del tiempo de incubación con los mismos. Como se 

observa en la Figura VII.1.5, bajo las mismas condiciones ensayadas la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa no exhibió pérdida de actividad; requiriéndose concentraciones 

mayores de oxidante para inhibir parcialmente a la enzima (datos no mostrados). Un 

análisis más detallado, variando la concentración de cada reactivo durante la incubación 

mostró, en todos los casos, que la inactivación no sólo depende del tiempo sino también 

de la concentración de agente oxidante. En este escenario, la regulación in vivo de la 

GlaUDP Glc PPasa parece ser plausible, pero no la de la GlaUDP-GlcNAc PPasa. 

Por cromatografía de exclusión molecular se analizó si la oxidación de la 

GlaUDP-Glc PPasa producía cambios en su estructura oligomérica. La respuesta a este 

planteo fue de resultado negativo, ya que luego de la inactivación por oxidación la 

proteína eluyó como un único pico de MM 50 kDa, al igual que lo que ocurría cuando la 

enzima se encontraba en estado completamente activo (reducida).   
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Figura VII.1.5. Oxidación de la GlaUDP-Glc PPasa (blanco) o la GlaUDP-GlcNAc 

PPasa (negro). Cada enzima se oxidó con 0,5 mM (cuadrados) y 2 mM (círculos) de 

H2O2 o 0,5 mM (triángulos) y 2 mM (triángulos invertidos) de NPS. Al comienzo de los 

ensayos de oxidación ambas enzimas se encontraban completamente activas (100%): 

400 U/mg para la GlaUDP-Glc PPasa y 75 U/mg para la GlaUDP-GlcNAc PPasa. Los 

resultados son medias de tres ensayos independientes. 

 

C. Recuperación de la actividad por acción de agentes reductores 

Como se ha descripto antes (Martinez y col., 2011), la modulación redox de la 

EhiUDP-Glc PPasa implica no sólo la inactivación de la enzima por oxidación, sino 

también la recuperación de su actividad mediante agentes reductores. En el presente 

trabajo observamos un comportamiento similar para la GlaUDP-Glc PPasa, ya que 

diferentes agentes químicos (DTT, L-Cys) y biológicos [tiorredoxina (TcrTRX) y 

triparredoxina (TcrTXN) de T. cruzi, previamente reducidas] fueron eficaces en 

restablecer la actividad biológica de la enzima a partir de su estado oxidado inactivo. 

Como se muestra en la Figura VII.1.6, la enzima de G. lamblia previamente oxidada por 
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H2O2 (más de 90% de pérdida de actividad) fue completamente reactivada por 

tratamientos con DTT, L-Cys o TcrTXN. El tratamiento con TcrTRX sólo logró una 

recuperación parcial de la actividad de la enzima, a un máximo de ~70% del valor 

original. Similares resultados fueron observados cuando el oxidante era NPS. Para la 

enzima GlaUDP-GlcNAc PPasa no se observó una recuperación completa de la 

actividad, mostrando que la enzima es más insensible a los cambios de actividad 

asociadas a una diferenciación redox del medio.  

 

 

Figura VII.1.6. Efecto de agentes reductores sobre la GlaUDP-Glc PPasa 

inactivada. La enzima se oxidó durante 30 minutos con 0,5 mM H2O2 y después se 

trató durante los tiempos especificados con: 2,5 mM DTT (cuadrados), 5 mM L-Cys 

(círculos), 50 µM TcrTRX (triángulos) o 50 µM de TcrTXN (triángulos invertidos). 

 

D. Titulación redox y cálculo del potencial de reducción 

La oxidación y reducción de moléculas involucra el intercambio de electrones. 

El potencial de reducción o potencial redox (Eh) es una medida de la tendencia de un 
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compuesto a adquirir los electrones de otro, que se oxida, y por lo tanto representa su 

capacidad de ser reducido.  El potencial redox medio de una proteína a un pH dado 

(Em;pH) es el valor de potencial para el cual las concentraciones de las formas oxidada y 

reducida de la misma son iguales. En Giardia, la L-Cys es el principal tiol de bajo peso 

molecular y, por lo tanto, sería el responsable de mantener las condiciones redox 

intracelulares (Brown y col., 1993). Es decir, el par L-Cys/L-CySS podría funcionar 

in vivo como un buffer redox para mantener las condiciones fisiológicas adecuadas.  

Para un mejor análisis de la posible modulación pos-traduccional de las PPasas 

por mecanismos de óxido-reducción, se realizó una titulación de la actividad de las 

enzimas a distintos valores Eh. Para esto se utilizaron proporciones específicas de L-Cys 

y L-CySS en el medio de ensayo donde se incubaron las enzimas y luego de alcanzado 

el equilibrio ensayaron los niveles de actividad. Como se muestra en la Figura VII.1.7, 

la actividad de  ambas enzimas disminuyó a medida que el Eh se hacía más oxidante. En 

el caso de la GlaUDP-Glc PPasa se inactivó casi completamente a - 64 mV, 

calculándose un valor de Em de - 84 mV. Estos resultados son coherentes con el hecho 

de que la actividad de la enzima es mayor cuando se encuentra totalmente reducida. 

Como era de esperarse, la enzima mostró la misma sensibilidad redox cuando se ensayó 

para la actividad con el sustrato alternativo Gal-1P. Por otro lado, se observó una 

pérdida parcial de la actividad de la GlaUDP-GlcNAc PPasa a valores de Eh mayores 

que los necesarios para inactivar la GlaUDP-Glc PPasa; la enzima alcanzó una 

inhibición máxima de 75% en valores de Eh positivos (Figura VII.1.7), siendo el Em= 

- 11 mV.  

Estos resultados apoyan la hipótesis de una regulación de la síntesis de UDP-Glc 

(y UDP-Gal) mediante mecanismos redox pos-traduccionales en G. lamblia. Además, 

este estudio aporta otro ejemplo para este tipo de mecanismo en organismos 
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protozoarios, como es el caso de la enzima de E. histolytica (Martinez y col., 2011). 

Esto nos lleva a pensar que podría tratarse de una característica común de las 

UDP-Glc PPasas de protozoos y quizás de otros eucariotas, como las plantas (Soares y 

col., 2014). 

 

 

Figura VII.1.7. Actividad de la GlaUDP-Glc PPasa y la GlaUDP-GlcNAc PPasa 

determinada en diferentes condiciones redox. Cada enzima se incubó a diferentes 

potenciales de reducción establecidos por diferentes relaciones de L-Cys/L-CySS 

(L-Cys/L-CySS Eh) hasta alcanzar el equilibrio. A continuación, se ensayó la actividad 

respectiva: para la GlaUDP-Glc PPasa (cuadrados) se utilizaron UTP (1,5 mM) y 

Glc-1P (1 mM) como sustratos; mientras que para la GlaUDP-GlcNAc PPasa (círculos) 

fue empleado UTP (1 mM) y GlcNAc-1P (1,5 mM). El 100% de la actividad 

corresponde a 400 U/mg (GlaUDP-Glc PPasa), o 75 U/mg (GlaUDP-GlcNAc PPasa). 
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VII.1.2. Discusión 

En el presente estudio se llevó a cabo la caracterización bioquímica de una 

UDP-Glc PPasa de G. lamblia funcionalmente activa. Se clonó la única secuencia de 

nucleótidos publicada en la base de datos de G. lamblia que codifica para una 

UTP:glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (ugp), y seguidamente se procedió a su 

producción mediante expresión heteróloga en E. coli. La enzima recombinante 

purificada presentó una estructura monomérica y exhibió características distintivas, 

principalmente por su capacidad de utilizar TTP y Gal-1P como sustratos alternativos al 

uso de UTP y Glc-1P, respectivamente. La oxidación por compuestos fisiológicos 

(H2O2 y el óxido nítrico generado por NPS) inactivó la enzima y el proceso pudo ser 

revertido por reducción con L-Cys y TRX, entre otros compuestos. Teniendo en cuenta 

la escasa información disponible sobre el tema, los resultados obtenidos son de gran 

relevancia en el marco de la función que desempeñan los NDP-azúcares (UDP-Glc y 

UDP-Gal) en la fisiología de Giardia.  

En parásitos, la formación de NDP-azúcares seguido de su uso por 

glicosiltransferasas específicas son procesos críticos, ya que la síntesis de ciertos oligo y 

polisacáridos estructurales determinan la capacidad de interacción con otras células 

(Dickmanns y col., 2011). Por lo tanto, los compuestos glicosídicos en estos organismos 

desempeñan un papel importante en la unión y la invasión, así como también en la 

inducción y modulación de la respuesta inmune del huésped (Ortega-Barria y col., 

1990). En particular en G. lamblia, la participación de la UDP-Glc y UDP-Gal como 

metabolitos principales está dada por: (i) la capacidad del parásito para acumular 

glucógeno (para el almacenamiento de carbono y energía, que determinan la 

supervivencia y la capacidad patogénica) (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012) y 

(ii) la Glc y Gal están presentes en gran porcentaje en las estructuras glicosídicas de las 
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membranas de distintas formas celulares del parásito: la Glc representa un 46 y un 54%, 

y la Gal un 14 y un 26% de azúcares totales presentes en las membranas de trofozoítos y 

quistes, respectivamente (Ortega-Barria y col., 1990).  

La vía de Leloir se considera como una ruta de conexión entre la Gal y la Glc 

que consta de 3 etapas: la fosforilación de Gal por la galactoquinasa (EC: 2.7.1.6), la 

activación de la Gal-1P en UDP-Gal mediada por la UDP-Glc:α-D-Gal-1P 

uridililtransferasa (GalT; EC 2.7.7.12), y una última reacción que implica la 

epimerización del azúcar en el C4 por la UDP-Glc 4-epimerasa (EC 5.3.1.2) (Figura 

VII.1.8 A) (Frey, 1996). En la mayoría de los protozoos la GalT está ausente; sin 

embargo, se han descripto algunas vías alternativas para la síntesis de UDP-Gal (Figura 

VII.1.8 A) (Lobelle-Rich y Reeves, 1983; Damerow y col., 2010;Yang y Bar-Peled, 

2010). Por ejemplo, en L. major se ha informado una UDP-azúcar PPasa (EC: 2.7.7.64) 

con amplia especificidad para el azúcar-1P (Damerow y col., 2010); aunque la enzima 

utiliza preferentemente Glc-1P y Gal-1P, con una eficiencia catalítica 2,4 veces mayor 

para el último monosacárido. En T. cruzi, también se ha informado una 

UDP-azúcar PPasa de utiliza Gal-1P y Glc-1P como sustratos principales (Yang y 

Bar-Peled, 2010). Esta enzima presenta una eficiencia catalítica 3,8 veces inferior para 

Gal-1P respecto a la eficiencia para Glc-1P (Yang y Bar-Peled, 2010).  

Realizamos un análisis in silico del genoma de G. lamblia, donde no se encontró 

ningún gen que codifique para las enzimas galactoquinasa o GalT. Sin embargo, durante 

la búsqueda se encontró un gen que codifica para una UDP-Glc epimerasa putativa, que 

comparte 26% de identidad con la enzima homóloga de T. cruzi. Además, G. lamblia 

carece de un gen que codifique una UDP-azúcar PPasa y sólo presenta dos genes 

vinculados a PPasas dependientes de UTP: aquellos que codifican para la 

UDP-Glc PPasa y la UDP-GlcNAc PPasa. Esta última enzima se ha caracterizado 
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extensamente y en nuestras manos los resultados fueron similares a los previamente 

informados (Mok y Edwards, 2005; Mok y col., 2005) respecto a los parámetros 

cinéticos y la alta especificidad hacia GlcNAc-1P. Contrariamente, la 

GlaUDP-Glc PPasa mostró la capacidad de utilizar Gal-1P como un sustrato alternativo, 

lo que conduciría a la síntesis de UDP-Gal; la afinidad aparente y la eficiencia catalítica 

determinadas fueron prácticamente similares cuando cataliza la producción de UDP-Glc 

o de UDP-Gal. En este escenario, los roles funcionales para la síntesis de estos 

nucleótido-azúcares y la vía de salvataje de monosacáridos pueden ser atribuidos a la 

GlaUDP-Glc PPasa caracterizada en este estudio (Figura VII.1.8 B); mientras que la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa estaría implicada únicamente en el metabolismo de 

UDP-GlcNAc (y tal vez otro UDP-aminoazúcar) (Mok y Edwards, 2005). Esta última 

enzima es de gran importancia para la supervivencia del parásito, ya que la viabilidad 

del quiste en el medio ambiente depende de una pared protectora que consiste en un 

conjunto de glicoproteínas que presentan un único homopolímero β(1-3)GalNAc (Sener 

y col., 2004). La UDP-GalNAc, el precursor de este polisacárido, es sintetizada 

mediante la epimerización de la UDP-GlcNAc por la enzima 

UDP-GlcNAc 4‟epimerasa. 

La hipótesis planteada sobre el posible metabolismo de Gal en G. lamblia a 

través de la reacción catalizada por GlaUDP-Glc PPasa presenta el problema de la 

ausencia de una galactoquinasa en el parásito. Trabajos previos han informado que la 

glucoquinasa (CE 2.7.1.2) (Henze y col., 2001) y la fosfoglucomutasa (PGM; 

EC 5.4.2.2) (Mitra y col., 2010) presentes en este organismo exhiben propiedades 

funcionales marcadamente distintivas, por lo que podrían suplir la carencia recién 

detallada. Además, es importante considerar que Giardia es un organismo eucariota de 

divergencia evolutiva temprana con muchas características inusuales en su 
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ultraestructura, metabolismo e incluso secuencia de genes (Lloyd y Harris, 2002). Por lo 

tanto, es tentador especular con respecto a las propiedades de estas enzimas, las cuales 

podrían presentar cierto grado de promiscuidad hacia el uso azúcares (aún no 

comprobados para Gal), estableciendo así un camino de dos pasos para convertir Gal en 

Gal-1P (Figura VII.1.8 B).   

La síntesis de UDP-azúcares en Giardia parece presentar diferencias singulares 

respecto a otros protozoos. Por ejemplo, G. lamblia carece de una UDP-azúcar PPasa de 

amplio espectro, tal como se encontró en T.cruzi y L. major (Damerow y col., 2010; 

Yang y Bar-Peled, 2010). La ocurrencia de una única enzima, la GlaUDP-Glc PPasa, 

para la producción de UDP-Glc y UDP-Gal también aparece como una característica 

distintiva respecto a la enzima homóloga de E. histolytica. Se encontró que la 

EhiUDP-Glc PPasa recientemente caracterizada (Martinez y col., 2011) exhibe menos 

de 1% de la actividad con Gal-1P y es altamente específica para la Glc-1P. Estos 

resultados apoyan lo informado previamente (Lobelle-Rich y Reeves, 1983), donde en 

los extractos obtenidos a partir del microorganismo la actividad de UDP-Gal PPasa 

(EC 2.7.7.10) y la de UDP-Glc PPasa se observaron en dos fracciones separadas. Por 

otro lado, las UDP-Glc PPasas de mamíferos pueden usar UDP-Gal, pero con una 

capacidad significativamente menor en comparación con el uso de UDP-Glc (Turnquist 

y col., 1974). Esto se ha observado también en la enzima de cebada, ya que se ha 

informado recientemente de que la UDP-Glc PPasa de esta fuente es capaz de catalizar 

el consumo de Gal-1P, pero con una eficiencia muy baja en comparación con Glc-1P 

(Decker y col., 2012).  

Algunas UDP-Glc PPasas bacterianas presentan cierto grado de promiscuidad 

respecto al uso del nucleótido, siendo capaces de utilizar TTP (Weissborn y col., 1994; 

Bosco y col., 2009; Asencion Diez y col., 2012; Asencion Diez y col., 2013). Sin 
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embargo, estas enzimas no son homólogas a las de eucariotas, compartiendo no más que 

el 8% de identidad a nivel de secuencia de aminoácidos (Kleczkowski y col., 2004; 

Kleczkowski y col., 2011b). La capacidad de GlaUDP-Glc PPasa para el uso de TTP 

como un sustrato alternativo al UTP también constituye un comportamiento singular, ya 

que las enzimas homólogas de plantas, hongos y protozoos son altamente específicas 

para el uso de UTP (Martz y col., 2002; Lamerz y col., 2006; Roeben y col., 2006; 

Martinez y col., 2011). Una excepción es una UDP-Glc PPasa de mamífero que es 

capaz de catalizar la pirofosforólisis de TDP-Glc, pero con baja eficiencia (Turnquist y 

col., 1974). En un análisis global, la comparación con respecto a la especificidad de 

sustrato exhibida por GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GlcNAc PPasa sugiere que la 

primera sería la única enzima implicada principalmente en la síntesis de UDP-Glc y 

UDP-Gal en Giardia.  

La UDP-Glc PPasa G. lamblia presenta homología con las UDP-Glc PPasas 

eucariotas (~30-40% de identidad, como se mencionó anteriormente), y una identidad 

inferior a las UDP-azúcar y UDP-GlcNAc PPasas (menor al 15%). Se sabe que durante 

la evolución las PPasas han conservado el mismo plegamiento estructural y algunos 

residuos claves para la unión de los sustratos y la catálisis de la reacción (Damerow y 

col., 2010; Yang y Bar-Peled, 2010); en particular, el motivo rico en glicina, implicado 

en la interacción con el nucleótido, está presente en todas las proteínas de la familia 

(Damerow y col., 2010; Yang y Bar-Peled, 2010). Sin embargo, los residuos presentes 

en las UDP-Glc PPasas que intervienen en la unión a la Glc no están conservados en las 

UDP-azúcar PPasas y es probable que la inserción de loops entre los dominios 

estructurales generados hayan provocado cambios evolutivos para permitir que la 

enzima sea apta para aceptar diferentes sustratos (Damerow y col., 2010; Yang y 

Bar-Peled, 2010).  
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Para explorar las posibles relaciones entre la estructura de la proteína y la 

capacidad de utilizar de sustratos alternativos, se realizó un alineamiento de la secuencia 

de aminoácidos de la GlaUDP-Glc PPasa con sus ortólogas altamente específicas para 

UTP y Glc-1P. En la Figura VII.1.9 se señala el loop de unión a nucleótidos (región 

Lys
80

-Lys
95

) y el loop de unión del azúcar (región Arg
249

-Arg
261

). Además se marcan los 

residuos identificados como críticos para la unión de sustratos en la enzima de L. major 

(Steiner y col., 2007; Führing y col ., 2013): para la unión de Glc-1P, los residuos 

Asn
219

, Glu
284

, Asn
306

, Thr
307

, Asn
308

 y Phe
376

; y los residuos de unión del UTP Met
130

, 

Gln
162

, Gly
190

, His
191

, Asn
219

, Asp
221

. Como puede observarse todos estos residuos están 

estrictamente conservados, a excepción de Asn
219

 y Thr
307

 que en la GlaUDP-Glc PPasa 

están sustituido por Ser y Val, respectivamente. Aunque posiblemente las diferencias en 

la capacidad de uso de sustratos alternativos estén relacionadas con residuos que 

producen cambios estructurales que permiten una mayor flexibilidad para la unión de 

los compuestos.  

A pesar de compartir un mismo tipo de plegamiento estructural, las PPasas 

adoptan diversas conformaciones cuaternarias. En particular, para las UDP-Glc PPasas 

eucariotas se han descripto dos de acuerdo al organismo: aquellas pertenecientes a 

hongos y animales adquieren una conformación activa octamérica (Konishi y col., 1993; 

Roeben y col., 2006), mientras que las enzimas de plantas y protozoos son activas en 

forma de monómeros (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2005; Lamerz y col., 

2006; Marino y col., 2010; Martinez y col., 2011). En este trabajo, se determinó que la 

GlaUDP-Glc PPasa es activa en una conformación monomérica, así como también la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa. En trabajos previos (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 

2005), se ha mostrado que la enzima de cebada puede adoptar diferentes estructuras 

oligoméricas que afectan fuertemente su capacidad catalítica; para la enzima G. lamblia 
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no se detectó ninguna otra conformación (además del monómero), incluso en su estado 

oxidado. Esto concuerda con los resultados descriptos para la enzima de E. histolytica 

(Martinez y col., 2011) y de L. major (Lamerz y col., 2006). De acuerdo a esto podría 

plantearse que, distinto a lo que sucede con las UDP-Glc PPasas de plantas 

(Kleczkowski y col., 2005), en las enzimas de protozoos la regulación por formación de 

estructuras oligoméricas mayores no sería tan relevante.  

Es importante señalar que, a pesar de su conformación monomérica, la 

GlaUGP-Glc PPasa mostró cooperatividad positiva para el uso de sustratos 

(especialmente para los sustratos alternativos). Tradicionalmente, para la ocurrencia de 

cooperatividad la participación de múltiples sitios de unión espacialmente distintos es 

vista como un requisito y esto está en estrecha relación con proteínas oligoméricas. Sin 

embargo, se han registrado algunos ejemplos de enzimas monoméricas que exhiben 

efectos cooperativos (Moukil y Van Schaftingen, 2001; Cornish-Bowden y Cardenas, 

2010; Porter y Miller, 2012), y se han descripto diferentes modelos que podrían explicar 

este comportamiento cinético no hiperbólico (Porter y Miller, 2012). Un ejemplo 

ampliamente estudiado es la glucoquinasa de mamíferos (Moukil y Van Schaftingen, 

2001). Esta enzima es capaz de utilizar como sustratos distintos azúcares y donantes del 

grupo fosforilo que presentan un comportamiento cinético distintivo. La glucoquinasa 

muestra una curva sigmoidea de saturación para la Glc, pero la cooperatividad se pierde 

cuando se utiliza ITP como sustrato (Moukil y Van Schaftingen, 2001). Además, 

cuando la enzima utiliza el sustrato análogo 2-desoxiglucosa, la curva de saturación se 

convierte en hiperbólica (Moukil y Van Schaftingen, 2001). Se han propuesto varios 

modelos para este comportamiento (Lin y Neet, 1990; Kamata y col., 2004) y la 

elucidación de la estructura de la proteína (Kamata y col., 2004) permitió proponer un 

mecanismo que explica la cooperatividad positiva exhibida con algunos sustratos y no 
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otros. Estudios previos demostraron que esto sería consecuencia de diferencias en las 

velocidades de transición conformacional inducidos por estos (Cardenas y col., 1984; 

Lin y Neet, 1990; Moukil y Van Schaftingen, 2001). Por lo tanto, el modelo propuesto 

para la glucoquinasa parece un buen ejemplo para explicar la ocurrencia de 

cooperatividad para el uso de Gal-1P y TTP (y no para Glc-1P y UTP) por la 

GlaUDP-Glc PPasa monomérica.  

Con respecto a la regulación de UDP-Glc PPasas, se han notificado diferentes 

modificaciones post-transcriptionales (Kleczkowski y col., 2011a) y post-traduccionales 

(Rutter y col., 2002; Wells y col., 2003; Kleczkowski y col., 2004; Martinez y col., 

2011) para las enzimas de eucariotas. En particular, centramos este estudio en el 

mecanismo de regulación de tipo redox. Es ampliamente conocido que una manera de 

modular la actividad de las enzimas implica su inactivación/activación a través de 

reacciones de oxidación-reducción (Piattoni y col., 2006; Piattoni y col., 2013). 

Ciertamente, dentro de las UDP-Glc PPasas, la enzima de E. hystolytica fue la primera 

en ser caracterizada como regulada por mecanismos redox (Martinez y col., 2011). En el 

presente trabajo hemos abordado con mayor profundidad este punto en las dos enzimas 

involucradas en el metabolismo de UDP-azúcares en G. lamblia. Los resultados 

mostraron que la modulación redox de la actividad de la GlaUDP-Glc PPasa está 

mediada por agentes oxidantes y reductores que normalmente se encuentran in vivo. La 

enzima es sensible a la inactivación oxidativa por compuestos fisiológicos (H2O2, •NO); 

mientras que los metabolitos de bajo peso molecular y proteínas que participan en el 

metabolismo redox (como L-Cys, TcrTXN) pueden reducir la enzima oxidada y lograr 

la completa recuperación de su actividad. Tal regulación no se observó para la 

GlaUDP-GlcNAc PPasa. Esta última fue menos sensible a cambios redox, ya que para 
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disminuir su actividad se requerían condiciones oxidantes extremas, y para revertir el 

proceso también se requirieron mayores concentraciones de agentes reductores.   

El peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico son metabolitos redox clave 

implicados en la señalización intracelular en diferentes condiciones fisiológicas y de 

estrés (Hess y col., 2005; Rhee, 2006; Foster y col., 2009). Los protozoos parasíticos no 

sólo tienen que eliminar sus metabolitos tóxicos endógenos, sino que también deben 

hacer frente a la respuesta oxidativa del sistema inmune del huésped (Muller y col., 

2003). Por lo tanto, los sistemas antioxidantes y de detoxificación, tales como L-Cys y 

TRX, desempeñan un papel crítico en la degradación de las especies reactivas de 

oxígeno y en los mecanismos de regulación de la actividad de las enzimas a través 

modificaciones post-traduccionales (Muller y col., 2003; Meyer y col., 2009). Así, en 

G. lamblia [como también en E. hystolytica (Martinez y col., 2011) y probablemente en 

otros protozoos)] estos mediadores celulares oxidantes/reductores podrían estar 

implicados en la modificación de proteínas específicas, siendo la UDP-GlcPPasa uno de 

sus blancos de acción.  

Además, en los experimentos de titulación redox se observó que la actividad de 

la GlaUDP-Glc PPasa disminuyó conforme el Eh se volvía más oxidante, con una 

inhibición completa a - 60 mV. Dentro del organismo se ha observado que este valor de 

Eh y la presencia de un buffer redox L-Cys/L-CySS son funcionales (Muller y col., 

2003); esto respalda la idea de una posible implicancia fisiológica de la regulación 

redox de la UDP-Glc PPasa y por lo tanto de la síntesis de UDP-azúcares, en 

G. lamblia. En contraste, bajo las mismas condiciones la GlaUDP-GlcNAc PPasa 

permaneció totalmente activa; la enzima requirió valores de Eh más altos (fuera del 

rango fisiológico esperado) para que su capacidad catalítica fuese inhibida. Se sabe que 

G. lamblia es un parásito microaerofílico que tiene una capacidad limitada para la 
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detoxificación de O2 y sus especies reactivas (Lloyd y col., 2000); además, difiere de 

otros eucariotas en que carece de glutatión comobuffer redox. Sin embargo, se ha 

especulado que la propia L-Cys podría actuar como el antioxidante clave y/o buffer 

redox (Muller y col., 2003) y, además, ha sido identificado en el microorganismo una 

tiorredoxina reductasa que utiliza Cys como aceptor de electrones primario (Brown y 

col., 1996).  

En su conjunto, los resultados sugieren que en G. lamblia la UDP-Glc PPasa 

podría ser la encargada de la producción de diversos nucleótido-azúcares para la síntesis 

de diferentes sacáridos (glucógeno u oligo- y poli-sacáridos estructurales) que 

determinan la supervivencia y la patogénesis del parásito. Las propiedades de la enzima 

caracterizadas en el presente trabajo apoyan firmemente la idea de que el metabolismo 

de hidratos de carbono que utilizan UDP-Glc y UDP-Gal estaría estrictamente 

controlado por los niveles de metabolitos redox en el medio ambiente intracelular. 

Además, la sensibilidad a estos agentes, observada para la GlaUDP-Glc PPasa [similar a 

la informada para la enzima de E. histolytica (Martinez y col., 2011)], constituyen un 

nuevo ejemplo del posible mecanismo de óxido-reducción para regular el metabolismo 

de los hidratos de carbono en protozoos. Por otro lado, la capacidad de la enzima para 

usar Gal-1P y producir UDP-Gal abre una visión singular del metabolismo del 

monosacárido que ocurre en G. lamblia. Sin embargo, son necesarios más estudios para 

establecer el cuadro completo de una vía tan específica, sobre todo para determinar qué 

enzimas están implicadas específicamente en la conversión de Gal en Gal-1P. Una 

mejor comprensión de este metabolismo en G. lamblia es crítica, debido a la 

participación del azúcar como componente principal de ciertas estructuras celulares que 

son vitales para la fisiología parásito.El peróxido de hidrógeno y el óxido nítrico son 

metabolitos redox clave implicados en la señalización intracelular en diferentes 
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condiciones fisiológicas y de estrés (Hess y col., 2005; Rhee, 2006; Foster y col., 2009). 

Los protozoos parasíticos no sólo tienen que eliminar sus metabolitos tóxicos 

endógenos, sino que también deben hacer frente a la respuesta oxidativa del sistema 

inmune del huésped (Muller y col., 2003). Por lo tanto, los sistemas antioxidantes y de 

detoxificación, tales como L-Cys y TRX, desempeñan un papel crítico en la 

degradación de las especies reactivas de oxígeno y en los mecanismos de regulación de 

la actividad de las enzimas a través modificaciones post-traduccionales (Muller y col., 

2003; Meyer y col., 2009). Así, en G. lamblia [como también en E. hystolytica 

(Martinez y col., 2011)y probablemente en otros protozoos)] estos mediadores celulares 

oxidantes/reductores podrían estar implicados en la modificación de proteínas 

específicas, siendo la UDP-GlcPPasa uno de sus blancos.  

Además, en los experimentos de titulación redox se observó que la actividad de 

la GlaUDP-Glc PPasa disminuyó conforme el Eh se volvía más oxidante, con una 

inhibición completa a - 60 mV (Figura VII.1.7). Dentro del organismo se ha observado 

que este valor de Eh y la presencia de un buffer redox L-Cys/L-CySS son funcionales 

(Muller y col., 2003); esto respalda la idea de una posible implicancia fisiológica de la 

regulación redox de la UDP-Glc PPasa y por lo tanto de la síntesis de UDP-azúcares, en 

G. lamblia. En contraste, bajo las mismas condiciones la GlaUDP-GlcNAc PPasa 

permaneció totalmente activa; la enzima requirió valores de Eh más altos (fuera del 

rango fisiológico esperado) para que su capacidad catalítica fuese inhibida (Figura 

VII.1.7). Se sabe que G. lamblia es un parásito microaerofílico que tiene una capacidad 

limitada para la detoxificación de O2 y sus especies reactivas (Lloyd y col., 2000); 

además, difiere de otros eucariotas en que carece de glutatión comobuffer redox. Sin 

embargo, se ha especulado que la propia L-Cys podría actuar como el antioxidante clave 

y/o buffer redox (Muller y col., 2003) y, además, ha sido identificado en el 
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microorganismo una tiorredoxina reductasa que utiliza L-Cys como aceptor de 

electrones primario (Brown y col., 1996).  

En su conjunto, los resultados sugieren que en G. lamblia la UDP-Glc PPasa 

podría ser la encargada de la producción de diversos nucleótido-azúcares para la síntesis 

de diferentes sacáridos (glucógeno u oligo- y poli-sacáridos estructurales) que 

determinan la supervivencia y la patogénesis del parásito. Las propiedades de la 

enzimacaracterizadas en el presente trabajo apoyan firmemente la idea de que el 

metabolismo de hidratos de carbono que utilizan UDP-Glc y UDP-Gal estaría 

estrictamente controlado por los niveles de metabolitos redox en el medio ambiente 

intracelular. Además, la sensibilidad a estos agentes, observada para la GlaUDP-Glc 

PPasa [similar a la informada para la enzima de E. histolytica (Martinez y col., 2011)], 

constituyen un nuevo ejemplo del posible mecanismo de óxido-reducción para regular 

el metabolismo de los hidratos de carbono en protozoos. Por otro lado, la capacidad de 

la enzima para usar Gal-1P y producir UDP-Gal abre una visión singular del 

metabolismo del monosacárido que ocurre en G. lamblia. Sin embargo, son necesarios 

más estudios para establecer el cuadro completo de una vía tan específica, sobre todo 

para determinar qué enzimas están implicadas específicamente en la conversión de Gal 

en Gal-1P. Una mejor comprensión de este metabolismo en G. lamblia es crítica, debido 

a la participación del azúcar como componente principal de ciertas estructuras celulares 

que son vitales para la fisiología parásito. 
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Figura VII.1.8. Vías metabólicas para UDP-Glc y UDP-Gal. (A) Metabolismo 

alternativo para la síntesis de Gal. La vía de Leloir conecta los azúcares Gal y Glc e 

implica las etapas catalizadas por la galactoquinasa, la GalT y la UDP-Glc 4-epimerasa. 

Una vía alternativa, es la activación de Gal-1P en UDP-Gal por una UDP-Gal PPasa 

(Frey, 1996) o por una UDP-azúcar PPasa. (B) Esquema propuesto para el metabolismo 

que tiene lugar en G. lamblia. El sistema se basa en la ausencia de las enzimas GalT, 

UDP-Gal PPasa y UDP-azúcar PPasa, así como de las propiedades estudiadas en el 

presente trabajo para la GlaUDP-Glc PPasa, relacionadas con su capacidad para 

catalizar la síntesis de UDP-Gal a partir de Gal-1P y UTP. El metabolismo propuesto 

implica dos pasos para convertir la Gal en Gal-1P mediada por la glucoquinasa(Henze y 

col., 2001) y la PGM (Damerow y col., 2010; Mitra y col., 2010), que podrían exhibir 

algún grado de promiscuidad respecto al uso de sustratos. 



Resultados y Discusión |155 

 

 



Resultados y Discusión |156 

 

 

Figura VII.1.9. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos entre las UDP-Glc 

PPasas de G. lamblia (Gla), L. major (Lma), E. histolytica (Ehi), A. thaliana (Ath) y 

S. cerevisieae (Sce). Se resaltan las secuencias involucradas en la unión a sustratos, 

tomado de la estructura cristalizada de la enzima de L. major (Führing y col ., 2013): en 

verde, los residuos pertenecientes al loop de unión a nucleótidos (loop NB). En rosa se 

especifica el bucle de unión al azúcar (loop SB). Las flechas verdes indican residuos 

identificados como responsables de la interacción con el nucleótido. Las flechas de 

color rosa señalan los residuos involucrados en la unión  de la Glc-1P.  
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VII.2. Capítulo: “La GSasa de Giardia lamblia.Análisis cinético y evolutivo 

de la enzima responsable dela acumulación del poliglucano de reserva” 

VII.2.1. Resultados 

VII.2.1.1. Análisis filogenético de las GSasas 

La función catalítica glucógeno/almidón sintasa se agrupa en 2 familias de 

glicosiltransferasas, GT3 y GT5, según la base de datos on-line CAZy [Carbohydrate-

Active enZYmesdatabase (Cantarel y col., 2009)]. En la familia GT3 encontramos 

agrupadas principalmente las secuencias de GSasas de hongos y mamíferos 

(EC 2.4.1.11) que utilizan preferentemente UDP-Glc como dador glucosilo y poseen 

una MM de ~80 kDa. En tanto que en GT5 se encuentran las secuencias 

correspondientes a las glucógeno/almidón sintasa de fuentes bacterianas y vegetales 

(EC 2.4.1.21), que utilizan como dador glucosilo ADP-Glc y son más pequeñas 

(~50 kDa). 

La acumulación de glucógeno es un proceso crítico para Giardia por lo que el 

estudio de las enzimas que participan en su biosíntesis es de gran relevancia para la 

comprensión del metabolismo de este parásito. Un análisis del genomade 

G. lamblia ATCC50803 (Morrison y col., 2007; Aurrecoechea y col., 2009) muestra un 

gen que codifica para una GSasa putativa (gsasa, Gene ID: 5699620). A partir de la 

secuencia nucelotídica de gsasa se predice una proteína de 753 aminoácidos 

(GlaGSasa), con una MM teórica de 85 kDa, tamaño similar a las enzimas eucariotas 

descriptas hasta el momento (Tabla VII.2.1). Giardia es un organismo de divergencia 

temprana en el linaje eucariota, por lo que el microorganismo presenta ciertas 

características compartidas con células procariotas, como el hecho de compartir algunas 
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de las rutas metabólicas típicas de bacterias (Adam, 2001). En base a esto decidimos 

analizar a qué familia de glicosiltransferasas, GT3 o GT5, pertenecía la GlaGSasa. 

Para este estudio se construyó un árbol filogenético a partir de las secuencias 

peptídicas de distintas GSasas y almidón sintasas. Los resultados muestran dos claros 

polos correspondientes a los grupos GT3 y GT5 (Figura VII.2.1). Coherente con lo 

esperado, en el grupo de las enzimas de tipo GT5 se agrupan aquellas que pertenecen a 

bacterias y plantas. Además, el análisis de secuencias proveniente de arqueas muestra 

que son más cercanas a las enzimas de la familia GT5, pese a las características 

intermedias entre ambas familias [como el uso alternativo de NDP-Glc (Zea y Pohl, 

2005), pero más pequeñas que las GT3]. Mientras que en el otro polo se agrupan las 

proteínas GT3 a las cuales pertenecen principalmente las secuencias de las enzimas de 

mamíferos y hongos. Además, las GSasas bacterianas pertenecientes a la división 

taxonómica Bacteroidetes se encuentran más cercanas evolutivamente a las enzimas de 

mamíferos/fúngicas que a las del resto de las bacterias y de plantas, agrupándose así 

dentro de las GT3. Finalmente, las enzimas de protistas, entre ellas la GlaGSasa (Figura 

VII.2.1), se encuentran dentro del grupo de las GT3, en una posición intermedia entre 

las GSasas de Bacteroidetes y las de eucariotas superiores. 

Un análisis comparativo de la secuencia primaria de la GlaGSasa con distintas 

glicosiltransferasas GT3 y GT5 (Tabla VII.2.1) muestra una clara homología de la 

enzima de Giardia con aquellas que pertenecen al primer grupo. Su secuencia de 

aminoácidos presenta ~20-30% de identidad con distintas GSasas de mamíferos, hongos 

y Bacteroidetes, mientras que presenta menor identidad de secuencia con las almidón 

sintasas de plantas y las glucógeno sintasas bacterianas  y de arqueas (5-10% identidad, 

Tabla VII.2.1). Además, la Tabla VII.2.1 muestra las características de diferentes 

GSasas (y almidón sintasas) de distintos organismos y la comparación con la proteína 
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en estudio (GlaGSasa). De acuerdo a este análisis in silico la GlaGSasa se clasifica 

dentro del grupo de enzimas que utilizan principalmente UDP-Glc como sustrato para la 

elongación del α-1,4-poliglucano de reserva. Sin embargo, es importante considerar que 

comparte una identidad considerable con las enzimas de bacterias que se agrupan dentro 

de las GT3 y evolutivamente estarían en una posición intermedia entre estas y las 

GSasas de organismos eucariotas superiores (Figura VII.2.1). 

Este análisis filogenético nos lleva a considerar que la GlaGSasa podría exhibir 

características presentes en eucariotas superiores, como el uso de UDP-Glc como 

principal sustrato de la reacción catalizada y la modulación de su actividad por Glc-6P y 

fosforilación, o bien presentar características intermedias entre las enzimas de bacterias 

y de eucariotas. Si bien las GSasas de Bacteroidetes se agrupan dentro de las GT3, las 

mismas no son enzimas reguladas. En nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios 

sobre la proteína de Prevotella intermedia mostrando que es capaz de utilizar distintos 

NDP-Glc como donador glucosilo en la biosíntesis de glucógeno y su actividad no es 

afectada por la presencia de metabolitos que podrían actuar como efectores alostéricos 

(Machtey, 2012). Para poder determinar las características funcionales de la GlaGSasa y 

su relación con este estudio filogenético, se procedió a su producción recombinante y 

caracterización bioquímica. 
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Bacterias 

Plantas y 

algas 

Bacteroidetes 

Protozoos 

Hongos 

Animales 

GT5 

GT3 

Figura VII.2.1. Árbol filogenético de las GSasas. Los colores de cada grupo se corresponden con las secuencias dentro del mismo. La flecha 

amarilla indica la ubicación de la GlaGSasa. 
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Tabla VII.2.1. Comparación de la secuencia peptídica de la GlaGSasa con 

diferentes glicosiltransferasas de las familias GT3 y GT5. 

 

 

 
Organismo 

Largo 

(aa) 

Identidad 

(%) 
NDP-Glc 

Protozoos Giardia lamblia 753 100 UDP-Glc>ADP-Glc 

Animales 

GT3 

Homo sapiens GYS1 737 26,9 UDP-Glc 

Homo sapiesn GYS2 703 29 UDP-Glc 

Mus musculus 704 25,3 UDP-Glc 

Hongos 

GT3 

Saccharomycescerevisiae 

GYS 1 
708 24,6 UDP-Glc 

Saccharomycescerevisiae

GYS 2 
705 24,2 UDP-Glc 

Neurosporacrassa 706 25,9 UDP-Glc>>ADP-Glc 

Bacteroidetes 

GT3 

Prevotella intermedia  549 20,1 ADP~TDP> UDP-Glc 

Emticiciaoligotrophica 622 24,7 
 

Marivirgatractuosa 607 21,3 
 

Plantas y 

algas 

GT5 

Arabidopsisthaliana 792 10,4 ADP-Glc 

Chlamydomonasreinhartii 645 4,6 ADP-Glc 

Bacterias 

GT5 

Mycobacterium 

tuberculosis 
387 11,3 ADP-Glc 

Escherichia coli 477 9,7 ADP-Glc 

Nitrosomonas europea 495 8,4 ADP-Glc 

Arqueas 

GT5 

Pyrococcusfurious 451 7,7 ADP~UDP>GDP>TDP-Glc 

Pyrococcusabyssi 440 8,4 ADP/UDP-Glc 
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VII.2.1.2. Obtención de la GlaGSasa en forma recombinante 

El genoma de G. lamblia ha sido completamente secuenciado (Morrison y col., 

2007; Aurrecoechea y col., 2009) y de acuerdo al análisis en la base de datos del mismo 

existe un único gen (gsasa, 2262 pb) que codifica para la GSasa. En base a esto, se 

diseñaron cebadores específicos (Tabla VII.2.2) para su amplificación, mediante PCR y 

a partir del ADN genómico de G. lamblia ATCC50803. Después de confirmar su 

identidad por secuenciación de ADN, el producto amplificado fue clonado en el vector 

de expresión pRSETA. La construcción se utilizó para transformar células de 

E. coli BL21 (DE3) y de esta manera producir en forma recombinante la GlaGSasa. 

Mediante esta expresión heteróloga fue posible obtener la enzima en forma soluble 

(FiguraVII.2.2 A, carril 2) y purificarla en un único paso cromatográfico de IMAC 

(Ni
2+

), obteniéndose un alto grado de pureza (> 90%) a juzgar por el análisis en 

SDS-PAGE (FiguraVII.2.2 A, carriles 3). Para la determinación de la estructura 

cuaternaria de la enzima, se realizó una cromatografía de filtración por gel en 

Superdex 200. La GlaGSasa eluyó como un único pico correspondiente a una MM de 

~250 kDa (FiguraVII.2.2 B), lo cual indicaría que la enzima adopta una conformación 

nativa de trímero. 

 

Primer Secuencia de oligonucleótido 
Sitio de 

corte 

TA 

(°C) 

tE 

(min) 

gsasaFo 5‟ -GGATCCATGGAGGAGGAGCAGATGTA- 3‟ BamHI 60 2,5 

gsasaRe 5‟ -GGTACCTCAGTTGAAATGCTTTCTCCG- 3‟ KpnI 58 2,5 

 

Tabla VII.2.2. Secuencia de olignucleótidos específicos para la amplificación del 

gen gsasa de G. lamblia. Los sitios de restricción utilizados para la estrategia de 

clonado se muestran subrayados. TA, temperatura de apareamiento y tE, tiempo de 

elongación. 
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FiguraVII.2.2. Determinación la estructura de la GSasa. (A) SDS-PAGE de la 

GSasa de G. lamblia producida en forma recombinante. Carril 1: marcadores de MM; 

carril 2: expresión de la GSasa en el extracto crudo; carril 3: la GSasa purificada. 

(B) Determinación de la MM de la enzima mediante cromatografía de filtración por 

geles. 

 

VII.2.1.3. Caracterización cinética de la GlaGSasa 

Algunos estudios (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012) han demostrado 

que G. lamblia acumula glucógeno y este polisacárido serviría como una reserva de 

energía en los trofozoítos jugando un papel crítico en su diferenciación a las formas del 

quiste. Si bien ha sido posible caracterizar que el producto almacenado es glucógeno 

(Pradhan y col., 2012) e incluso medir en extractos del parásito la actividad de algunas 

enzimas involucradas en el metabolismo de este compuesto (Ladeira y col., 2005; 

Pradhan y col., 2012), en estos trabajos no fue posible detectar la actividad de la 

GlaGSasa. La producción de la enzima en forma recombinante nos permitió realizar la 
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caracterización cinética de la misma y ampliar así el panorama de la principal vía de 

almacenamiento de energía en este microorganismo.  

En primer lugar, se estableció el pH óptimo de la reacción, evaluando la 

actividad enzimática en un rango entre 6,0 y 9,5. Como se muestra en la Figura VI.2.3, 

la actividad de la enzima fue decreciendo hacia los extremos del rango, haciéndose 

prácticamente nula a pH 6,0 y a pH 9,5 y presentando un pico de actividad a pH 7,5. A 

partir de estos resultados se procedió a la caracterización cinética utilizando el pH 7,5 

como condición óptima de medida. De acuerdo a la homología con GSasas eucariotas, 

la enzima de Giardia utilizaría UDP-Glc como donador glucosilo, por lo que en primer 

lugar se realizó la caracterización con este NDP-Glc. La Vmax determinada para la 

enzima de G. lamblia fue de 2 U/mg y los valores de S0,5 calculados para los sustratos 

fueron 0,7 mM para la UDP-Glc y 0,8 mM  para el glucógeno (Tabla VII.2.3). La 

enzima exhibió un comportamiento hiperbólico en la curva de saturación de la 

UDP-Glc; mientras que para el otro sustrato se observó una curva ligeramente 

sigmoidea, denotando un comportamiento de cooperatividad positiva (Tabla VII.2.3).  

En general, las GSasas pertenecientes a la familia GT3 se caracterizan por ser 

específicas para el uso de UDP-Glc. Sin embargo, la GlaGSasa exhibió actividad 

utilizando también ADP-Glc como dador glucosilo. Para esta reacción se observó una 

disminución de la Vmax de ~10 veces respecto a la reacción catalizada con UDP-Glc 

(Tabla VII.2.3). El S0,5 para la ADP-Glc fue menor que para el otro NDP-Glc, mientras 

que para el glucógeno aumentó ligeramente (Tabla VII.2.3). Los valores de n 

determinados para ambos sustratos disminuyeron, indicando una cooperatividad 

negativa para los mismos (Tabla VII.2.3). De esta forma, comparando las eficiencias 

catalíticas (Vmax/S0,5) de la enzima para el uso de los NDP-Glc alternativos, se observa 

que la misma disminuye cuando la enzima utiliza ADP-Glc (Tabla VII.2.3). Además, se 
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evaluó la actividad de la GlaGSasa con TDP-Glc, pero este NDP-Glc no resultó ser 

utilizado como sustrato por la enzima. A diferencia de las PPasas de G. lamblia 

descriptas en el capítulo anterior, donde la presencia de Mg
2+

 es requerido para que 

ocurra la reacción, el catión no es esencial para la actividad de la GlaGSasa. Sin 

embargo, la actividad de la enzima en presencia de 10 mM Mg
2+

 aumentó 2 veces 

respecto a la actividad en ausencia del catión. Este efecto del metal es similar a lo que se 

ha observado para otras GSasas (Nakai y Thomas, 1975; Huang y Robinson, 1976; 

Haverstick y Gold, 1980).  

Se sabe que en mamíferos y hongos el punto de regulación de la vía de síntesis 

del glucógeno está dado a nivel de la GSasa. Estas enzimas son inhibidas/activadas 

mediante el mecanismo de regulación post-traduccional de 

fosforilación/desfosforilación. Además, en su mayoría, son activadas alostéricamente 

por la Glc-6P. Es así que se ensayaron concentraciones crecientes del metabolito (hasta 

20 mM) en la reacción de la GlaGSasa. El azúcar no resultó ser un efector para la 

enzima de Giardia bajo las condiciones ensayadas. Además, se ensayaron diferentes 

metabolitos que pudieran actuar como efectores: Glc, Glc-1P, Fru-1,6-bisP, Fru-6P, 3-

PGA, ATP, PPi y Pi. A excepción del Pi, ninguno de estos compuestos modificó la 

actividad de la enzima. El Pi, en cambio, resultó un inhibidor débil de la GlaGSasa que 

a concentraciones de 1,5 mM disminuyó en un 50% la actividad enzimática (Figura 

VII.2.4). 

En un estudio que permita establecer un panorama más claro de la regulación de 

la ruta metabólica del glucógeno no habría que descartar la posibilidad de que la 

actividad de la GlaGSasa fuese modulada mediante fosforilación, como ocurre en las 

enzimas de hongos y animales. Si bien durante el trabajo de esta tesis no se ha logrado 

realizar ensayos que permitan comprobar este tipo de regulación, el análisis de 
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predicción de sitios de fosforilación mostró que dentro de la secuencia de la GlaGsasa 

existen residuos que podrían ser susceptibles a este tipo de modificaciones 

post-traduccionales (Figura VII.2.5) e incluso dos de estos aminoácidos predichos como 

posibles blancos para la acción de las quinasas están conservados en las secuencias de 

las enzimas de humanos y levaduras (Figura VII.2.5). Los estudios necesarios para 

verificar esta hipótesis quedan como objetivos experimentales próximos de nuestro 

grupo. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura VI.2.3. Actividad de la GlaGSasa a diferentes pH. Se midió la actividad 

GSasa utilizando UDP-Glc como dador glucosilo.  
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Sustrato  
S0,5 

(mM) 
n 

Vmax 

(U/mg) 

Vmax/S0,5 

(U/mg mM) 

UDP-Glc 0,70 ± 0,09 1,0  
2,3 ± 0,4 

3,5 

Glucógeno 0,80 ± 0,08 1,2  3,0 

ADP-Glc 0,40 ± 0,06 0,6  
0,21 ± 0,02 

0,4 

Glucógeno  1,2 ± 0,2 0,9 0,2 

 

Tabla VII.2.3. Parámetros cinéticos de la GlaGSasa para los diferentes sustratos. 

Los parámetros fueron calculados a partir de datos promedio de tres experimentos 

independientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura VII.2.4. Curva de inhibición de Pi para la GlaGSasa. Se midió actividad 

GSasa utilizando UDP-Glc como sustrato en presencia de concentraciones crecientes de 

Pi. 
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Figura VII.2.5. Alineamiento de secuencias de las GSasas de G. lamblia (Gla), S. cereviciaeisoforma 1 (Sce1) S. cereviceaeisoforma 2 (Sce2), y las 

GSasas de humano muscular (Hsa M) y de hígado (Hsa L). En amarillo se resaltan los residuos de Ser y Thr involucrados en la fosforilación de la enzima, y 

en verde alguno de los posibles sitios de fosforilación de la GlaGSasa. El motivo de regulación de Arg se muestra reasaltado en celeste. Los triángulos indican 

los residuos que interaccionan con la Glc-6P en el sitio de unión al ligando. 
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VII.2.2. Discusión 

Mediante técnicas de microscopía electrónica se ha determinado la acumulación 

de partículas de glucógeno en el citoplasma de trofozoítos de Giardia (Sogayar y 

Gregorio, 1991; Lanfredi-Rangel y col., 1999). Estas partículas fueron caracterizadas 

estructuralmente (Ladeira y col., 2005) e incluso estudiadas en su acumulación y 

degradación durante el ciclo de vida del microorganismo (Pradhan y col., 2012). Y si 

bien en estos trabajos se ha logrado ensayar la actividad de la glucógeno fosforilasa en  

los extractos crudos de cultivos, hasta el momento no ha sido posible detectar la 

actividad de la enzima encargada de la síntesis del polímero.  

En la base de datos del genoma del parásito se identifica una secuencia que 

codifica para una GSasa putativa (gsasa). A partir de la expresión heteróloga de este 

gen en E. coli BL21 (DE3), se obtuvo la enzima en forma recombinante con alto grado 

de pureza. De esta forma, pudo realizarse la caracterización bioquímica de una GSasa 

funcionalmente activa de G. lamblia, perteneciente a la familia de glicosiltransferasas 

del tipo GT3. Se determinó una estructura cuaternaria activa trimérica y la enzima 

exhibió actividad utilizando tanto UDP-Glc como ADP-Glc como dador de grupo 

glucosilo para la elongación de una molécula preformada de glucógeno; aunque 

presentó mayor eficiencia catalítica con UDP-Glc. Además, a diferencia de las enzimas 

de mamíferos y hongos, la GlaGSasa no exhibió regulación alostérica por Glc-6P, ni 

otros metabolitos ensayados. Aunque fue ligeramente inhibida por Pi, disminuyendo su 

actividad en un 50% en presencia de 1,5 mM del mismo.  

La familia GT3 agrupa principalmente las GSasas de hongos y mamíferos; 

además,  en este grupo también se encuentran las GSasas bacterianas pertenecientes a la 

división taxonómica Bacteroidetes y las enzimas de protozoos parasíticos. En tanto que 

dentro de las GT5 encontramos las secuencias correspondientes a las 
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glucógeno/almidón sintasa de fuentes bacterianas y vegetales y las secuencias de las 

enzimas de arqueas. Las proteínas de mamíferos y hongos se diferencian del resto de las 

GSasas en que utilizan preferentemente UDP-Glc como dador de residuo glucosilo y 

son finamente reguladas por fosforilación reversible y efectores alostéricos, 

principalmente Glc-6P (Horcajada y col., 2006; Voet y Voet, 2006; Baskaran y col., 

2010; Roach y col., 2012); de esta forma, la regulación de la vía está dada directamente 

a nivel la enzima que elonga el glucano (Ball y col., 2011). Por el contrario, en bacterias 

y plantas estas enzimas no son reguladas y la producción del compuesto de reserva 

(glucógeno y almidón, respectivamente) es controlada en la reacción de síntesis de 

nucleótido-azúcar (ADP-Glc) (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). En cambio 

las GSasas de arqueas son capaces de utilizar diferentes NDP-Glc como dador glucosilo 

y muy poco ha sido descripto sobre su regulación (Zea y Pohl, 2005; Horcajada y col., 

2006).  

La GlaGSasa pertenece a la familia de las GT3, comparte un 29% de identidad 

en la secuencia de aminoácidos con la enzima de hígado de humano y un ~25% con las 

secuencias de hongos, aunque un análisis filogenético mostró a la proteína 

evolutivamente cercana a las enzimas de Bacteroidetes. El estudio in silico y los  

resultados obtenidos in vitro (como el uso de ambos NDP-Glc, UDP- y ADP-Glc, y la 

falta de regulación alostérica por Glc-6P) indican características intermedias por parte 

de esta enzima. Si bien la GlaGSasa es capaz de utilizar ADP-Glc como sustrato 

alternativo, resulta importante considerar que dentro del genoma de Giardia no hay un 

gen que codifique para una ADP-Glc PPasa, como ocurre en la mayoría de organismos 

eucariotas heterótrofos y en algunas bacterias como P. intermedia (Machtey, 2012). En 

nuestro grupo de trabajo se ha caracterizado a la GSasa de este microorganismo que 

comparte un 20% de identidad con la GlaGSasa y es capaz de utilizar diferentes 
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donantes glucosilos en la reacción, aunque tiene una mayor eficiencia catalítica para el 

uso de ADP-Glc (y TDP-Glc) que para el de UDP-Glc (Machtey, 2012). En el genoma 

de P. intermedia no se encuentra un gen para la enzima encargada de la síntesis de 

ADP-Glc, por lo que se propone que la TDP-Glc actuaría como glucosilo en esta 

bacteria. Sin embargo, en Giardia tampoco hay un gen que codifique para una 

timidililtransferasa y no se detectó actividad de la GlaGSasa utilizando este NDP-Glc.  

En el caso de N. crassa, se ha informado (Fontana y Krisman, 1978) la síntesis de 

glucógeno utilizando tanto UDP- como ADP-Glc, aunque el primero mostró ser un 

mejor sustrato para la producción del polímero. Pero a diferencia de la GlaGSasa la 

enzima de este organismo es regulada alostéricamente por Glc-6P (Fontana y Krisman, 

1978; Takahara y Matsuda, 1978). Por otro lado, estudios realizados en extractos de E. 

histolytica (Takeuchi y col., 1977) mostraron que la actividad de la GSasa no se 

modificaba en presencia de este azúcar-P, por lo que es posible que este tipo de 

regulación se encuentre únicamente en enzimas de organismos eucariotas superiores y 

no en las de protozoos.   

Mediante estudios estructurales de la isoforma 2 de la GSasa de levadura 

[Gsy2p; (Baskaran y col., 2010)] ha sido determinado el sitio de unión al efector, 

Glc-6P. Estos residuos involucrados en la interacción de la enzima con el activador 

forman un motivo que se encuentra conservado en todas las GSasas de eucariotas 

superiores; este motivo se encuentra sobre la superficie entre las subunidades, lo cual es 

esperable para un ligando alostérico que induce cambios conformacionales tan grandes 

(Baskaran y col., 2010). La estructura cristalina de la Gsy2p activada con Glc-6P 

(PDB: 3NB0) mostró al dominio -6P del ligando completamente secuestrado en un 

bolsillo de unión que comprende cinco residuos (His
286

, Lys
290

, His
500

, Arg
583

 y Arg
587

) 

conservados en todas las secuencias de eucariotas (Baskaran y col., 2010). Además, se 



Resultados y Discusión |173 

 

identificaron en la región C-terminal de las enzimas GSasas eucariotas un grupo de seis 

residuos de arginina altamente conservadas que median la sensibilidad de las enzimas a 

la Glc-6P y la fosforilación (Pederson y col., 2000).  Los miembros del grupo GT5 

carecen de estas argininas conservadas y no están sujetos a estos mecanismos de 

regulación. La comparación de secuencias de la GlaGSasa con enzimas eucariotas 

muestra que la mayoría de estos residuos tampoco están conservados en la enzima del 

parásito, lo que da un indicio de la falta de regulación alostérica por la Glc-6P. 

Además de la activación por la Glc-6P, se sabe que en las enzimas GT3 

eucariotas se producen modificaciones post-traduccionales que modulan su actividad. 

La acción de quinasas en determinados residuos de Ser/Thr inhiben a las GSasas 

(Roach, 2002). En levadura, la fosforilación se produce en residuos conservados de Ser 

localizados hacia el  C-terminal, mientras que en las GSasas de mamíferos los sitios de 

fosforilación conocidos se sitúan hacia el N- y hacia el C-terminal (Baskaran y col., 

2010). En todos los casos, la inhibición puede ser superada por el activador alostérico 

Glc-6P o invertida por la acción de Ser/Thr fosfatasas (Roach, 2002). En comparación 

con otros organismos eucariotas el conjunto de proteínas involucradas en los procesos 

de fosforilación presentes en G. lamblia es el más pequeño y evolutivamente divergente 

(Manning 2011). Sin embargo, dentro de las quinasas y fosfatasas presentes se 

encuentran algunas enzimas involucradas en la regulación de diversos metabolismos 

(Manning y col., 2011). El análisis de predicción de sitios de fosforilación mostró que 

dentro de la secuencia de la GlaGsasa existen residuos que serían susceptibles a este 

tipo de modificaciones post-traduccionales e incluso algunos de estos se encuentran 

conservados en las enzimas de humanos y levaduras, pero no en la de P. intermedia. Si 

bien son necesarios más estudios para establecer una regulación por fosforilación, es 
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factible pensar que este tipo de modificación post-traduccional podría ocurrir dentro del 

parásito para modular la actividad de la GlaGSasa. 

La enzima de Giardia exhibió inhibición por Pi. Ya ha sido observado esta 

misma propiedad en la enzima de mamífero (Lin y col., 1972; Moses y col., 1972; 

Nakai y Thomas, 1975; Haverstick y Gold, 1980; Nuttall y Gannon, 1993), por lo que 

podría considerarse una característica importante en la regulación de las GSasas GT3 

que es compartida por la GlaGSasa.  

En su conjunto, los resultados muestran que la GlaGSasa exhibió propiedades 

distintivas en comparación con otras GSasas de la familia GT3 descriptas hasta el 

momento. Posee características que podrían considerarse intermedias entre las de 

enzimas de bacterias y de eucariotas. De esta manera, los resultados contribuyen a un 

mejor conocimiento del metabolismo del parásito y también establecen aportes 

relacionados con el análisis evolutivo de estas enzimas. Por otra parte, la novedad de las 

propiedades de la GlaGSasa abre una serie de interrogantes que serán relevantes de 

responder en el trabajo a futuro en nuestro laboratorio. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis nos han permitido 

arribar a las siguientes conclusiones: 

- Se desarrollaron y se optimizaron sistemas de expresión para la obtención 

recombinante de distintas enzimas, de bacterias y protozoos, relacionadas con el 

metabolismo de los hidratos de carbono, particularmente los poliglucanos de reserva y 

la partición de Glc-1P. En la mayoría de los casos, los sistemas de expresión logrados 

nos permitieron obtener las enzimas fusionadas a una etiqueta de histidinas que permitió 

purificarlas en un único paso, con altos rendimientos y grado de pureza, superando así 

lo complicado que resulta la purificación a homogeneidad en cantidades relativamente 

elevadas de las enzimas a partir de fuente. Además, el disponer de un sistema de 

expresión inducible y que permite purificar la proteína de manera sencilla hizo factible 

el diseño, expresión y purificación de mutantes en determinados residuos aminoácidos 

para estudiar su función en la actividad o regulación de cada enzima. En el caso 

particular de la ADP-Glc PPasa y la GalU de E. coli, con la estrategia utilizada no fue 

posible la expresión de las mismas fusionadas a una etiqueta de histidinas. Sin embargo, 

la sobre-expresión de las proteínas recombinantes en forma homóloga permitió 

obtenerlas en un alto grado de pureza mediante dos pasos cromatográficos de 

intercambio iónico. 

- A modo general, se profundizó el estudio de las propiedades cinéticas, 

regulatorias y estructurales de las enzimas involucradas en la partición de Glc-1P de 

procariotas. El presente trabajo de tesis contribuye a incrementar el conocimiento sobre 

las propiedades funcionales y estructurales de la ADP-Glc PPasa y las UDP-Glc PPasas 

de E. coli: 
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 En la ADP-Glc PPasa de E. coli, modelo de estudio de este grupo de enzimas, se 

determinó un cierto grado de promiscuidad respecto al uso de sustratos alternativos. 

Siendo que estas enzimas siempre han sido vistas como altamente específicas, los 

resultados obtenidos abren las puertas a reevaluar su actividad y propiedades 

regulatorias con sustratos variados. Lo que resulta más importante aún es el efecto 

de los activadores alostéricos (Fru-1,6-bisP y Pyr), ya que incrementan la eficiencia 

catalítica de la enzima para el uso de ATP, pero no para los otros NTP. Además, los 

parámetros cinéticos para Glc-1P y Mg
2+

 cambian solamente cuando la reacción 

transcurre con ATP. Es decir, la Fru-1,6-bisP tiene un efecto “selectivo” sobre el 

NTP, incrementando la eficiencia de la reacción sólo cuando se utiliza el correcto 

(ATP) y de esta manera aumenta la especificidad de la enzima. Con respecto al uso 

de los azúcares-1P alternativos, el efector incrementó la eficiencia catalítica para el 

uso de todos los monosacáridos ensayados, aunque la misma siempre fue mayor 

utilizando   Glc-1P. El uso de cationes divalentes distintos del Mg
2+

 (Co
2+

 y Mn
2+

) 

incrementó el fenómeno de promiscuidad de la EcoADP-Glc PPasa ya quela Vmax 

determinada cuando la reacción transcurre con UTP y estos metales (Co
2+

 y Mn
2+

) 

fue mayor, pero en presencia del efector no hubo cambios en los parámetros 

cinéticos determinados. Por lo cual, el efecto del activador resultó en el incremento 

de la eficiencia catalítica del uso del ATP, independientemente del cofactor 

utilizado. Estos resultados plantean que el activador alostérico jugaría un papel 

crítico en la determinación del uso específico de ATP como sustrato, favoreciendo 

así la síntesis de ADP-Glc necesaria para el metabolismo organismo. Este punto de 

vista de los efectores como una herramienta para aumentar la especificidad de la 

enzima abre nuevas perspectivas para la comprensión de los mecanismos de 
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regulación alostérica y posibles eventos evolutivos de las ADP-Glc PPasas, así 

como también para otras enzimas. 

 Por otro lado, se determinó que GalF es una UDP-Glc PPasa funcionalmente activa, 

contrariamente a lo que estaba informado. Aunque la eficiencia catalítica para esta 

isoforma resultó sustancialmente inferior a la de GalU. A pesar de que ambas 

enzimas comparten más del 50% de identidad en su secuencia de aminoácidos y de 

que muchos de los residuos claves para la actividad están presentes en GalF, las 

proteínas presentan diferencias que podrían ser las responsables de las propiedades 

distintivas. Los ensayos realizados en este trabajo de tesis y la producción de 

mutantes puntuales nos permitieron determinar que la baja actividad de GalF es 

consecuencia de la ausencia de residuos clave, sumado a la presencia de residuos 

que afectan a su interacción con los sustratos, así como también la diferencia en la 

conformación activa que cada una presenta. Los resultados sugieren que el ancestro 

común de GalU y GalF era una subunidad activa y la actividad catalítica de la 

última resultó marcadamente reducida por mutaciones en residuos esenciales. Este 

proceso posiblemente involucra eventos evolutivos que condujeron a la enzima a 

una función diferente dentro del microorganismo, como por ejemplo actuar como 

subunidad reguladora.  

- Por otro lado, se realizó el estudio de las propiedades cinéticas, regulatorias y 

estructurales de las enzimas involucradas en la síntesis del poliglucano de reserva en 

G. lamblia. El presente trabajo de tesis contribuye a incrementar el conocimiento sobre 

las propiedades funcionales y estructurales de la UDP-Glc PPasa y GSasa de este 

parásito: 

 Los resultados sugieren que en G. lamblia la UDP-Glc PPasa es regulada mediante 

un mecanismo post-traduccional de tipo redox; además, presenta propiedades 
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distintivas a las UDP-Glc PPasas de otros protozoos previamente estudiados, ya que 

la enzima exhibe la capacidad de sintetizar UDP-Glc y UDP-Gal y de utilizar TTP 

como sustrato alternativo al UTP. De esta forma, jugaría un papel clave 

proporcionando sustratos a las glicosiltransferasas para la producción de oligo- y 

poli-sacáridos. Por un lado, este organismo acumula glucógeno como fuente de 

carbono y energía que permiten la supervivencia y diferenciación de las células. 

Pero además, la Glc es utilizada en la síntesis de estructuras glicosídicas que 

forman parte de la membrana de trofozoítos y quistes. Con lo cual la UDP-Glc es 

un metabolito de gran relevancia en la utilización de este azúcar. Por otro lado, 

estas estructuras presentes en la membrana presentan un contenido relativamente 

alto de Gal, por lo que la activación de este azúcar resulta de gran importancia en la 

fisiología del parásito. Siendo que la vía de Leloir se ve interrumpida por la 

ausencia de una de las enzimas que forman parte de la misma (GalT), la capacidad 

de utilizar Gal-1P de la GlaUDP-Glc PPasa sería clave en el metabolismo del 

parásito. Las propiedades de la GlaUDP-Glc PPasa caracterizados en el presente 

trabajo apoyan firmemente que el metabolismo de los hidratos de carbono que 

utilizan UDP-Glc y UDP-Gal podría ser controlado estrictamente en dependencia 

de los niveles de metabolitos redox en el medio ambiente intracelular y contribuye 

como un nuevo ejemplo de la posible ocurrencia de un mecanismo redox para 

modular el metabolismo de carbohidratos en protozoos. 

 Se llevó a cabo la caracterización bioquímica de la GlaGSasa. La proteína 

recombinante exhibió una estructura cuaternaria de trímero y fue capaz de utilizar 

tanto UDP-Glc como ADP-Glc como donador glucosilo, aunque el primero resultó 

ser el sustrato preferencial. La actividad de la GlaGSasa fue inhibida por la 

presencia de Pi, pero no exhibió regulación alostérica por ninguno de los otros 
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metabolitos ensayados. Es así que no fue activada por la Glc-6P, como lo son las 

GSasas de hongos y mamíferos. Además, mediante estudios in silico se observó que 

en la secuencia de la enzima de G. lamblia están conservados residuos que podrían 

ser blancos de la acción de quinasas. Por lo que, en principio, la actividad de esta 

enzima podría ser modulada de mediante fosforilación reversible. Sin embargo, son 

necesarios más estudios para tener un claro panorama de la regulación de esta 

enzima. Hasta el momento no se ha informado la caracterización de ninguna GSasa 

de protozoos, siendo la enzima de G. lamblia la primera en ser expresada en forma 

recombinante y caracterizada cinéticamente. La enzima del parásito se ubica dentro 

de la familia de las GT3 y exhibe propiedades intermedias entre las proteínas de 

bacterias y de organismos eucariotas, lo cual la hace única entre todas las GSasas 

caracterizadas hasta el momento. 

Con todo, los resultados de este trabajo de tesis proporcionan un importante 

aporte al entendimiento del metabolismo de la síntesis de carbohidratos relevantes en 

bacterias y protozoos y a la relación estructura/función y regulación de las enzimas 

implicadas en el mismo. 
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