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I. RESUMEN

En bacterias, el destino metabolico de la glucosa-1-fosfato (Glc-1P) depende
principalmente de la actividad de dos nucleotido-Glc pirofosforilasas (NDP-Glc
PPasas): la ADP-GIc PPasa (la cual es regulada alostéricamente) y la UDP-Glc PPasa
(que no es regulada). De esta forma, el metabolito es incorporado a la produccion de
glucdgeno (via ADP-Glc) o a la interconversion de la hexosa o a la produccién de oligo-
y poli-sacaridos estructurales (via UDP-GIc).

La ADP-Glc PPasa es una enzima clave en el metabolismo, responsable de la
produccion de ADP-Glc, que es el dador de restos glucosilos para la sintesis de
glucogeno y almidén en bacterias y plantas, respectivamente. La actividad de la
ADP-Glc PPasa es modulada alostéricamente por diversos metabolitos que indican los
niveles de energia dentro de la célula. Por lo tanto, la reaccion catalizada por la enzima
es el punto de regulacion en la biosintesis 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 tltimo tiene
un menor efecto cuando actlia solo, y ambos tienen un efecto sinérgico de activacion de
la EcoADP-Glc PPasa. Hemos observado que esta enzima exhibe cierto grado de
promiscuidad hacia los sustratos y el cofactor esencial. Es asi que en este trabajo de
tesis se planted llevar a cabo el andlisis 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 nucleotidos (NTP) fue superada en presencia de los efectores: la
Fru-1,6-bisP (asi como el Pyr y su accién conjunta) tiene un efecto “selectivo” hacia el
uso de ATP, ya que la eficiencia catalitica para este (y los azlicares-1P en conjunto con
ATP) es aumentada considerablemente cuando la enzima produce ADP-Glc, mientras

que esto no ocurre en la reaccion con los otros NTP. Ademas se ensayo el efecto de la
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Fru-1,6-bisP respecto al uso alternativo de aztcares-1P. El activador alostérico aumento
la eficiencia catalitica 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 catalitica se logré con Glc-1P como sustrato. Asi también se evalud
el comportamiento de Co®" y Mn®" como cofactores en las reacciones catalizadas tanto
con ATP como con UTP en presencia y ausencia de la Fru-1,6-bisP. La enzima utilizd
ambos metales para la sintesis de ADP-Glc y UDP-Glec, aunque sélo en las reacciones
llevadas a cabo con el ATP el activador aumentd la eficiencia catalitica. Estos
resultados plantean que el activador alostérico jugaria un papel critico en la
determinacion del uso especifico 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 comprension de los mecanismos de regulacion alostérica y
posibles procesos evolutivos de ADP-Glc PPasas, asi como también para otras enzimas.

En las bacterias, un destino alternativo para la Glc-1P es la conversion en
UDP-Glc por la UDP-Glc PPasa. La UDP-Glc es un compuesto clave en el metabolismo
celular; tiene un niimero de funciones importantes, siendo un intermediario central en la
produccion de mono-, oligo- y poli-sacaridos. Se ha determinado que en bacterias la
enzima es codificada por el gen gal/U ya que la deleciéon del mismo tiene como
consecuencia la interrupcion de la via de Leloir, por lo que las células son incapaces de
fermentar la galactosa (Gal) y fallan en la incorporacion de Glc y Gal en las membranas
celulares. En enterobacterias, se encontr6 un segundo gen, gal/F, que codifica una
proteina 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 produccion recombinante de las mismas. Se determind

que GalF es una enzima funcional con actividad UDP-Glc PPasa. Sin embargo, 1a Vi
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determinada y la afinidad relativa por Glc-1P fueron considerablemente inferiores a las
exhibidas por GalU. Estas discrepancias cinéticas podrian deberse a: (i) la ausencia de
residuos clave en GalF y/o (ii) la presencia de residuos que afectan a su interaccion con
los sustratos y/o (iii) la diferencia en la conformacion activa que cada una presenta, ya
que GalF es una enzima monomérica, mientras que GalU adquiere una conformacion
heterotetramérica. El andlisis in silico nos permiti6 identificar residuos criticos
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 exhibi6é un aumento en la
Vmax, mientras que en GalU las mutaciones disminuyeron la Vp,, y aumentaron el Sy s de
la enzima para la Glc-1P. En cuanto a las mutantes simples, GalUK202A exhibi6 un
notable aumento del Sy s para la Glc-1P, mientras que la mutante GalFK198A no mostrd
diferencias con la enzima salvaje. Esto sugiere que el sitio de unién a sustrato se
encuentra alterado en GalF, lo que seria un punto critico para explicar su reducida
afinidad aparente por la Glc-1P en comparacion con GalU. Sumado a esto, la obtencion
de una fraccion monomeérica de GalU (GalU,,) permiti6 determinar que el estado de
oligomerizacion influye sobre la actividad de la enzima: GalU,, exhibid una Vi
inferior a la de la forma tetramérica. Ademdés, se realizaron ensayos de
complementacion en una cepa de E. coli que no expresa GalU. El efecto fisiologico
producido por esta mutacion fue revertido con la sobre-expresion de GalU, GalF y
GalF M15T/H16R. En su conjunto, los resultados evidenciaron que GalU y GalF son
proteinas homologas funcionalmente activas. Sin embargo, la baja actividad de GalF
nos lleva a postular que estas enzimas divergieron de un ancestro comun y que por

adaptaciones evolutivas las proteinas experimentaron cambios estructurales que las



llevaron a cumplir diferentes roles. Este mecanismo natural podria ser una estrategia

para la adquisicion de propiedades reguladoras en GalF.

Por otro lado, la particion de Glc-1P en células eucariotas se produce de manera
diferente a la de bacterias. Este monosacarido es utilizado principalmente por la
UDP-Glc PPasa para la produccion de UDP-Glc. Este metabolito es luego sustrato de
diferentes glicosiltransferasas que la derivan a diversas vias metabolicas en la célula;
por ejemplo, sintesis de oligo- y poli-sacaridos con funciones estructurales
(glicosilacion de proteinas y produccion de glicoconjugados estructurales) o a la
biosintesis de glucogeno. La UDP-Glc PPasa no es regulada alostéricamente, por lo
tanto en eucariotas heterotroficos la produccion de glucdgeno estaria regulada por la
modulacién de la actividad de la glucogeno sintasa (GSasa). Giardia lamblia es el
agente etiologico de la giardiasis, una infeccion intestinal muy frecuente en los nifios.
La investigacion sobre este protozoo es impulsada tanto por su impacto en la salud
publica como su relevancia evolutiva, ya que se ubica en la rama divergente mas
tempranamente del linaje eucariota. Se sabe que la Glc es una fuente de energia clave en
el metabolismo del organismo y este monosacarido es acumulado en forma de
glucogeno en los trofozoitos del parasito. La sintesis de glucogeno y de oligo- y
poli-sacéridos estructurales es critica para la supervivencia y la patogenicidad del
parasito. Sin embargo la caracterizacion de las enzimas implicadas en estas vias esta
lejos de ser completa. Por ejemplo, no hay trabajos realizados sobre la actividad de las
enzimas responsables de la produccion del glucogeno, 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 heterdlogas en E.

coli, purificacion y caracterizacion bioquimica.



La GlaUDP-Glc PPasa recombinante presentd una estructura monomérica y
exhibid caracteristicas distintivas, principalmente por su capacidad de utilizar TTP y
Gal-1P como sustratos alternativos al uso de UTP y Glc-1P, respectivamente. La
oxidacién por compuestos fisiologicos (peroxido de hidroégeno y el 6xido nitrico)
inactivo la enzima y el proceso pudo ser revertido por reduccion con L-cisteina y
tiorredoxina, entre otros compuestos. Teniendo en cuenta la escasa informacion
disponible sobre el tema, los resultados obtenidos son de gran relevancia en el marco de
la funcién que desempefian los NDP-aztcares (UDP-Glc y UDP-Gal) en la fisiologia de
Giardia. En su conjunto, los resultados sugieren que en este parasito la UDP-Glc PPasa
es regulada mediante un mecanismo post-traduccional de tipo redox; ademas, 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, jugaria un papel clave
proporcionando sustratos a las glicosiltransferasas para la produccion de oligo- y
poli-sacaridos. Por un lado, este organismo acumula glucégeno como fuente de carbono
y energia que permiten la supervivencia y diferenciacion de las células. Pero ademas, la
Glc es utilizada en la sintesis de estructuras glicosidicas que forman parte de la
membrana de trofozoitos y quistes. Con lo cual la UDP-Glc es un metabolito de gran
relevancia en la utilizacién de este azucar. Por otro lado, estas estructuras presentes en
la membrana presentan un contenido relativamente alto de Gal, por lo que la activacion
de este azucar resulta de gran importancia en la fisiologia del parasito. Siendo que la via
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 G/aUDP-GIc PPasa seria clave
en el metabolismo del parésito. 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 podria 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 llevd a cabo la caracterizacion bioquimica de una GSasa
funcionalmente activa de G. lamblia. Un andlisis filogenético ubico a esta enzima
dentro de la familia de glicosiltransferasas del tipo GT3 en la cual se agrupan las
enzimas de mamiferos, hongos y algunas bacterias (Bacteroidetes). Se determind una
estructura cuaternaria activa trimérica y la enzima exhibié actividad utilizando tanto
UDP-Glc como ADP-Glc como donador glucosilo para la elongacion de una molécula
preformada de glucogeno; aunque presentd mayor eficiencia catalitica con UDP-Glec.
Ademas, a diferencia de las enzimas de mamiferos y hongos, la GlaGSasa no exhibid
regulacion 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.
Ademas, mediante estudios in silico se observd que en la secuencia de la enzima de
G. lamblia estan conservados residuos que podrian ser blancos de la accion de quinasas,
por lo que en principio la actividad de esta enzima podria ser modulada de mediante
fosforilacion reversible. Sin embargo, son necesarios mas estudios para tener un claro
panorama de la regulacion de esta enzima. Hasta el momento no se ha informado la
caracterizacion 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 parésito se ubica dentro de la familia de las GSasas eucariotas, pero exhibe
propiedades intermedias entre las proteinas de bacterias y de organismos eucariotas, lo

cual la hace inica entre todas las GSasas caracterizadas hasta el momento.



Con todo, los resultados de este trabajo de tesis proporcionan un aporte
novedoso al entendimiento del metabolismo de la sintesis de carbohidratos con
funciones relevantes en bacterias y protozoos, asi como a la relacion estructura-funcion,

-regulacion y evolucion de las enzimas implicadas en el mismo.



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*" and Mn*" 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 gal/U 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 MI15T/H16R and simple mutants
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GalU K202A and GalF K198A. GalF double mutant exhibited an increment of the Vpax,
whereas of GalU T20M/R21H exhibited a reduction in the V. and an increment in the
So.s for Gle-1P. Regarding the simple mutants, GalU K202A exhibited an increment in
the Sos 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 Vi.x, 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 gal/U 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-GIlc 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 G/laUDP-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.



12

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 a-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.



III. INTRODUCCION

II1.1. Promiscuidad, evolucion 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 fisiologia de los
organismos; el metabolismo seria imposible si las enzimas no pudiesen distinguir entre
sustratos estructuralmente similares, y todas las reacciones procedieran sin ningun
control hacia el equilibrio termodindmico (Cornish-Bowden y Cardenas, 2010). Emil
Fischer fue uno de los primeros en sefalar la gran selectividad de las enzimas, y su
modelo de “llave-cerradura” (Fischer, 1984) fue muy importante para el desarrollo y
comprension de la catalisis enzimatica. Posteriormente esta idea fue modificAndose
hacia visiones menos mas dindmicas respecto a la estructura del sitio activo. En la
década de 1930 J.B.S. Haldane sefial6 la idea de que la catélisis enzimatica se limita a
una pequeia region, el sitio activo, y postuld un modo de accion donde “la llave no
encaja en la cerradura a la perfeccion, pero ejerce una cierta presion sobre ella”
(Haldane, 1930). En 1948 Linus Pauling postul6 la teoria del estado de transicion,
donde sugiere que la aceleracion de una reaccidn por accion de la enzima estd dada por
la estabilizacion del estado de transicion de la reaccion quimica que interaccidon con su

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



14

interaccion enzima-sustrato. A finales de la década de 1950, Daniel Koshland introdujo
el modelo de “ajuste inducido” (Koshland, 1958). Esta teoria, que hoy en dia es
ampliamente aceptada, sugiere que el sitio activo de las enzimas es una estructura
relativamente flexible que cambia su conformacion por interaccion con los sustratos.

El modelo del ajuste inducido propone los siguientes términos: a) se requiere la
orientacion precisa de los grupos cataliticos para la accion de la enzima, b) el sustrato
provoca un cambio apreciable en la relacion tridimensional de los aminoacidos en el
sitio activo y c) los cambios en la estructura de la proteina causada por el sustrato
conlleva el adecuado alineamiento de los grupos cataliticos, mientras que un compuesto
que no es sustrato no generara estas modificaciones (Koshland, 1958). Més adelante,
sus nociones de “ajuste inducido” condujeron a un modelo de uniéon cooperativa de
ligandos a proteinas de multiples 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 fendémenos alostéricos y de cooperatividad observados en
algunas enzimas. La propuesta de Koshland también establecié una vision mads
adecuada respecto a que el sitio activo no es estructuralmente rigido y que la dindmica y
los cambios de conformacion son fundamentales para el funcionamiento enzimatico.

En el contexto general, los libros de texto y la aproximacion experimental han
dedicado pocos esfuerzos a estudiar el lado “oscuro” de las enzimas: su reactividad
cruzada, o promiscuidad. Sin embargo, en los ultimos afos, la promiscuidad de las
proteinas, incluyendo las enzimas, ha tomado mayor peso. La investigacion sobre la
posibilidad de las enzimas de catalizar reacciones diferentes conduce a ideas de
importancia tanto desde el punto de vista evolutivo como asi también en un aspecto

industrial. A pesar de su eficiencia, especificidad y robustez las enzimas exhiben una
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notable capacidad de adaptacion evolutiva. A lo largo de la historia natural del planeta
la aparicion de nuevas enzimas ha sido un proceso critico. De hecho, ahora sabemos que
las nuevas funciones enzimaticas pueden ser modificadas en cuestion de décadas, o
incluso de meses, como ocurre con aquellas proteinas que degradan las sustancias
quimicas 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 hipotesis
de que la amplia especificidad de las proteinas proporciona puntos de partida para la
generacion de nuevas funciones se formalizo por primera vez en una revision realizada
por Jensen a mediados de 1970 (Jensen, 1976). En este trabajo se propone que, en
contraste con las enzimas modernas, las proteinas primitivas poseian especificidades
muy amplias. Esta versatilidad catalitica las habilitaba para llevar a cabo funciones
multiples, que eran necesarias para mantener los organismos ancestrales. La duplicacion
de genes y su divergencia llevo a la obtencion de moléculas especializadas y al aumento
de la eficiencia metabolica.

A medida que nuestra comprension de la biologia 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 raiz
de la constatacion de que el “dogma central” ‘DNA — ARN — proteina’ no es tal, otras
suposiciones simplistas, como la idea de que una proteina que tiene una tnica funcion,
ahora estan también siendo desafiadas. Desde el mencionado postulado de Jensen, se
han determinado las estructuras de mas de 30000 proteinas y las secuencias de cientos
de miles de ellas. Siguiendo entonces con esta linea de pensamiento, se establece que
estos procesos evolutivos han llevado a la creacion 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 cataliticos
conservados dentro de la familia (Gerlt y Babbitt, 2001). Ademads, numerosas veces
existe cierto grado de promiscuidad compartida entre mas 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 varia en varios 6rdenes de magnitud, tanto en términos absolutos
como en relacion a la actividad nativa (Khersonsky y col., 2006).

Pero, jpor qué resulta importante la comprension de la promiscuidad? Desde una
perspectiva tedrica, permite un mejor entendimiento de la bioquimica de los sistemas
vivos, ya que la nocidn de la capacidad de utilizar sustratos alternativos se correlaciona
con la del reconocimiento molecular. Por otro lado, al ser la evolucion una funcion que
se asocia con la presencia inicial de promiscuidad, un mayor conocimiento de este
fenémeno permite un mejor entendimiento de los procesos evolutivos (Nobeli y col.,
2009). En el presente trabajo de tesis se intenta obtener una vision mas amplia de la
actividad de las enzimas estudiadas. Dejando de lado las suposiciones tradicionales, se
intenta explorar y comparar la relacion las propiedades de las enzimas seglin su origen y
con aquellas proteinas equivalentes encontradas en otros organismos. Estos estudios de
relaciones de estructura proteica a funcidon y regulacion buscan alcanzar una mejor
comprension a nivel enzimatico asi como también a nivel metabolico sobre la forma en
que la glucosa (Glc), especificamente la Glc-1-fosfato (Glc-1P), puede ser derivada a

diferentes destinos metabolicos y este proceso regulado en distintas células.



I11.2. Hidratos de carbono, fuente de carbono y energia

I1.2.1. Conceptos generales

Los hidratos de carbono, glicidos o sacéridos (del griego cakyapov, sdkcharon,
que significa “azlicar”) se definen como moléculas organicas compuestas por atomos de
carbono, hidrégeno y oxigeno, siendo las biomoléculas méas abundantes sobre la Tierra
(Stick y Williams, 2009). Quimicamente, los hidratos de carbono son
polihidroxialdehidos o polihidroxicetonas que se presentan como distintos
estereoisdmeros, susceptibles de combinarse entre si y con otros tipos de grupos
funcionales originando gran variedad de compuestos. Esta riqueza combinatoria radica
tanto en la diversidad de los monosacaridos como en los multiples enlaces posibles que
los mismos pueden formar entre si (Stick y Williams, 2009).

Los carbohidratos ocupan un lugar protagdnico en el metabolismo de todos los
seres vivos, cumpliendo roles cruciales en los procesos biologicos, tanto estructural,
funcional y energéticamente. Son moléculas parcialmente reducidas que sirven para el
almacenamiento de energia a corto y largo plazo. De acuerdo a las diferentes vias
metabolicas que siguen, pueden ser oxidadas generando intermediarios necesarios para
conducir los procesos celulares y, de hecho, la oxidacién de monosacéridos es la via de
obtencion de energia en la mayoria de organismos (Stephanopoulos, 1998; Nelson y
Cox, 2004). Ademas, son precursores para la sintesis de polimeros que constituyen los
sillares para el almacenamiento intracelular de la energia (Nelson y Cox, 2004; Stick y
Williams, 2009). También proveen material para la construccion de estructuras
celulares. En la naturaleza, se encuentran en los seres vivos formando parte de
biomoléculas aisladas o asociadas a otras como, por ejemplo, proteinas y lipidos
generando glicoproteinas y glicolipidos, proteoglucanos (cuando el componente

glucosidico es mayoritario) y péptidoglucanos (Nelson y Cox, 2004).
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En el curso de la evolucion las formas vivientes han utilizado el potencial de
variabilidad que ofrece la glicosilacion. Es asi que la importancia de los carbohidratos
en la célula no sélo es debida a sus funciones estructurales y de almacenamiento
energético, sino también a que actiian, en combinacion con lipidos y proteinas, como
marcadores celulares en el reconocimiento y la adherencia celular. Algunas células
estan cubiertas por una densa capa de glicoconjugados que median su comunicacién con
el medio exterior, lo que es no so6lo importante para los procesos bioldgicos propios,
sino también para la interaccion con otras células. De esta manera, en muchos protozoos
parasiticos los glicoconjugados externos estdn sujetos a un gran nimero de ciclos
evolutivos relacionados con la respuesta del huésped para evadir la infeccion (Varki,
2006).

En células procariotas, los glicoconjugados se presentan ya sea como
polisacaridos capsulares o como lipopolisacaridos (LPS), los cuales estan involucrados
en los factores de virulencia y son el principal blanco de accion de la respuesta inmune.
Acorde a la gran diversidad estructural de estos polisacaridos constituyen la base para la
clasificacion 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 fenémeno de adhesion (Biswas y Biswas,
2006). En el caso de los heteropolisacaridos, la combinacion de acidos urdnicos y
hexosaminas origina los glicosaminoglicanos, también llamados mucopolisacéridos, de
importancia por sus propiedades mecédnicas y capacidad lubricante. Ademads, ciertos
heteropolisacaridos pueden unirse a cadenas peptidicas cortas formando
péptidoglicanos. Un ejemplo de interés es el polimero de N-acetil-glucosamina
(GIcNAc) y 4cido N-acetil murdmico, que integra la estructura denominada mureina,

caracteristica de la pared celular bacteriana (Nelson y Cox, 2004).
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Segun su complejidad, los hidratos de carbono pueden clasificarse como simples
(los monosacaridos), o como aquellos que resultan de la combinacién de estos (los
carbohidratos complejos), que pueden ser homo o heteroderivados, segun contengan
uno o mas tipos de monosacaridos en su estructura. Estos ultimos incluyen a los
disacaridos (dos monosacaridos unidos por un enlace o-glicosidico), los oligosacaridos
(compuestos por entre 3 y 9 monosacaridos unidos por enlaces glicosidicos) y los
polisacéridos (cadenas, ramificadas o lineales, de mas de diez monosacaridos unidos
mediante enlaces glicosidicos) (Nelson y Cox, 2004).

Los monosacaridos, los azucares mas simples, estin formados por una sola
molécula que consiste en una tnica unidad de polihidroxi-aldehido o -cetona y, segtn el
numero de a&tomos de carbono, pueden clasificarse en triosas, tetrosas, pentosas, hexosas
o heptosas (Nelson y Cox, 2004; Stick y Williams, 2009). En el metabolismo de
glucidos, los intermediarios son derivados fosforilados de los mismos. La condensacion
del 4cido fosforico con un -OH de un azucar da lugar al éster fosfato correspondiente
(Sanwal y col., 1972). La fosforilacion de los monosacéridos, ademds de activarlos,
evita que difundan a través de las membranas, haciendo mas eficientes los procesos en
los que intervienen los azucares-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 utilizacion y las conexiones a otras vias metabolicas de las hexosas. En
general, el monosacédrido ingresa mediante diversos sistemas de transporte y es
fosforilado (Nelson y Cox, 2004); asi permanece en el medio intracelular para ser
utilizado en distintas rutas metabdlicas, dependiendo del organismo. Ademas de la Glc,
otros monosacaridos, como por ejemplo la fructosa (Fru) y la galactosa (Gal), poseen
vias metabolicas particulares; pero, ademas, por medio de isomerasas y mutasas fluyen

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

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

Williams, 2009).

111.2.2. Utilizacion de la Gle

La Glec, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de la
naturaleza y es la fuente primaria de energia de las células mediante su oxidacion
catabolica en las vias glucoliticas (Nelson y Cox, 2004), tanto en condiciones
anaerobicas (fermentacion) como aerdbicas (respiracion). Las rutas glucoliticas [donde
podemos encontrar como las principales la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP, o
glucolisis clasica) o la via de Entner-Doudoroff (ED)] forman parte de las rutas
metabolicas consideradas centrales, junto con el camino oxidativo de las pentosas-P y el
ciclo de los 4cidos tricarboxilico. Las vias metabolicas centrales son responsables de
generar la energia biologica (ATP) y los precursores metabdlicos que sirven como
esqueletos carbonados para la biosintesis 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 arbol filogenético que agrupa a los organismos vivos
(Stick y Williams, 2009). Resulta interesante destacar que la glucdlisis es una via
estructuralmente simple, que funciona en forma independiente a la disponibilidad de
oxigeno, por lo cual se ajusta perfectamente al ambiente de los primeros organismos
sobre la Tierra (Kasting y Siefert, 2002; Halliwell, 2006). Ademads, las dos reacciones
de fosforilacion a nivel de sustrato de la glucdlisis son suficientes para proveer la
energia que las células primitivas demandaban (Kasting y Siefert, 2002). Teniendo al
piruvato (Pyr) como aceptor terminal de electrones, el balance redox de la via puede ser
mantenido (principalmente en lo concerniente a la oxidacion posterior del NADH para

regenerar el NAD") (Bilgen, 2004; Halliwell, 2006). Todas estas caracteristicas parecen



indicar que posiblemente la glucolisis se haya generado antes de la divergencia de los
distintos dominios (Romano y Conway, 1996; Bilgen, 2004). Es decir, el camino
glucolitico evolucion6 como una via catabdlica anaerdbica para desempenar dos roles
fundamentales: generar ATP mediante la oxidacion de las hexosas, poder reductor y Pyr
y, ademas, generar los precursores necesarios para las reacciones anabdlicas.

Por otra parte, muchas de las enzimas de la via glucolitica 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 energia (ATP)
mediante la gluconeogénesis (Spector, 2009). Sin embargo la reversion no es
completamente alcanzada por las mismas enzimas del camino EMP, ya que hay pasos
claves irreversibles que necesitan de otras enzimas especificas de la gluconeogénesis
(Spector, 2009). Inclusive, estudios recientes proponen que el rol inicial de la via
glucolitica en bacterias ancestrales era gluconeogénico, debido a que en las mismas la
principal forma de degradacion de azlcares ocurre por la via de ED (Romano y
Conway, 1996).

Los organismos autétrofos, como las plantas, sintetizan la Glc durante la
fotosintesis a partir de compuestos inorganicos como agua y dioxido de carbono. Los
heterotrofos, 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 organicos. La Glc puede
sintetizarse a partir de otros azucares, como Fru o Gal. Otra posibilidad es la sintesis 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 sintesis. Aunque las reacciones de la gluconeogénesis son las mismas en todos los

organismos, el contexto metabolico y la regulacion de la via difiere no sélo entre los
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diferentes organismos, sino entre los distintos tejidos (Nelson y Cox, 2004; Spector,
2009).

Ademas del rol fundamental en la obtencién de energia mediante su oxidacién
en la glucodlisis, la Glc estd implicada en otros procesos celulares criticos: es el
componente principal de polimeros de importancia estructural, como la celulosa, y de
polimeros de almacenamiento energético, como el almidén y el glucogeno (Nelson y
Cox, 2004); ademas es clave en la sintesis de componentes de la pared celular que
intervienen en la interaccion entre células y en el metabolismo de glicoproteinas
(Spector, 2009). Es asi que la utilizacioén de la Glc es una etapa metabdlica central en los
distintos organismos, y la particion del azicar hacia las diversas rutas metabolicas
determina la producciéon 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 nucledtido-Glc
pirofosforilasas (NDP-Glc PPasas) que derivan al azlcar hacia los diferentes caminos

metabdlicos.

111.2.3. Activacion de la Glc

Si bien los intermediarios en la glucolisis y gluconeogénesis son azucares-P,
muchas de las reacciones en las cuales las hexosas son transformadas o polimerizadas
involucran un tipo diferente de grupo activador: un nucledsido-difosfato al que queda
unido el azucar. Los NDP-azucares son los sustratos requeridos en la sintesis de
polisacaridos como glucogeno, almidon, celulosa y polisacaridos extracelulares mas
complejos (Nelson y Cox, 2004) (Figura IIL.1). El rol de los NDP-azlcares
(especificamente UDP-Glc) en la biosintesis de glucdgeno fue descubierto por Luis F.
Leloir (Leloir, 1971). Leloir y su grupo establecieron que la biosintesis y degradacion

de glucdgeno ocurre por diferentes vias. La primera involucra el uso de una forma
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activada de glucosa, especificamente UDP-Glc en células de mamiferos, hongos y
microorganismos eucariotas heterotroficos, pero ADP-Glc en bacterias y eucariotas
fotosintéticos (Preiss y Sivak, 1998; Ballicora y col., 2003, 2004).

El mecanismo de activacién de monosacaridos descripto por Leloir indica que la
union al fosfato a de un NTP y la posterior hidrodlisis del PPi genera una variacion de
energia libre favorable para conducir la reaccion de sintesis. Esta es una estrategia
comun a muchas reacciones de polimerizacion, no solo en el caso de la activacion del
dador glucosidico para el glucdégeno, sino que es una forma universal de la quimica de
NDP-azucares, conservada en células de todos los niveles de la vida (Nelson y Cox,
2004). Mediante la activacion de monosacaridos con grupos nucleotidilo, la célula
distingue un poo!/ de hexosas para un dado propdsito (como por ejemplo sintesis de
glucogeno, ver Figura III.1) de otro como las hexosas-P destinadas a vias tales como la
glucolisis. Un aspecto destacable también es que la base nitrogenada, aunque no
participa de la transformacion quimica, presenta gran nimero de grupos para establecer
interacciones no covalentes con las enzimas, contribuyendo significativamente a la

actividad y especificidad catalitica.
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Figura I11.1. Esquema de los destinos metabdlicos de la Glc. Una vez ingresada en la

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

La activacion como NDP-Glc particiona al azticar hacia las distintas vias metabdlicas.

111.2.3.1. La molécula de UDP-Glc

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

los organismos como precursor para la interconversion entre distintos azlcares, asi

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

de oligo- y poli-sacaridos 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

fisiologia celular (Steiner y col., 2007).

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

como dador glucosilo en la sintesis de polisacaridos de reserva como el glucogeno (por

ejemplo, en animales y levaduras) y de polisacaridos estructurales como la celulosa en
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plantas y algunas bacterias, de motivos glicano en glicolipidos y glicoproteinas y de los
disacaridos trehalosa y sacarosa (Alonso y col., 1995; Kleczkowski y col., 2004).
También cumple un papel importante en la interconversion de Gal a Glc por la via de
Leloir (Leloir, 1951; Frey, 1996; Mollerach y col., 1998), en la regulacion de la fuerza
osmotica en el citoplasma y la formacion de flagelos (Komeda y col.,, 1977;
Kleczkowski y col., 2004; Thoden y Holden, 2007b). Ademas, otros nucledtidos
azucares importantes como UDP-xilosa, UDP-acido glucurénico y UDP-Gal son
derivados de la UDP-Glc (Turnock y Ferguson, 2007). En procariotas, algunos de estos
azucares activados son utilizados para construir la capsula bacteriana compuesta por
polisacaridos que frecuentemente determinan su virulencia (Bonofiglio y col., 2005b).
En una amplia variedad de organismos, la UDP-Glc est4 involucrada en el monitoreo y
asistencia del plegamiento de proteinas sintetizadas en el reticulo endoplasmatico
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

biologia de la mayoria de los organismos.

111.2.3.2. La molécula de ADP-Glc

En un principio se inform6 que la incorporacion de Glc al a-poliglucano para la
sintesis de almidon a partir de extractos de plantas utilizaba UDP-Glc como sustrato
(Leloir, 1971, 1983); pero luego, estudios sobre la especificidad para NDP-azucares
mostraron que la ADP-Glc era mejor sustrato en la ruta biosintética ocurrente en plantas
superiores (Recondo y Leloir, 1961). Posteriormente, se identific por primera vez una
enzima involucrada en la sintesis de ADP-Glc, la ADP-Glc PPasa (Espada, 1962), lo
que resultd coherente con el posterior aislamiento del metabolito de extractos de maiz

(Recondo y col., 1963). Hoy se sabe que para la sintesis de almidon en organismos
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fotosintéticos (algas verdes y plantas superiores) y de glucdégeno en bacterias

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

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

I1.2.4. Glucogeno: estructura y funcion

El descubrimiento de glucogeno hepatico en 1857 se atribuye a Claude Bernard
(Young, 1957) y un siglo y medio més tarde varios de sus postulados originales todavia
se aceptan. El estudio del metabolismo de este compuesto en la segunda mitad del
siglo XX introdujo una serie de nuevos conceptos bioquimicos sobre la regulacion
bioldgica, que quedaron arraigados en el pensamiento actual y que dieron lugar a la
adjudicacion 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 glucégeno es un polimero ramificado de Glc que

sirve como un medio osmoticamente compatible para almacenar reservas del
monosacarido en las células en tiempos de abundancia nutricional para la utilizacion en
tiempos de necesidad (Roach y col., 2012). Estd presente en un amplio espectro de
organismos, desde bacterias y arqueas a los distintos organismos eucariotas
heterotrofos, incluyendo al hombre (Wilson y col., 2010; Roach y col., 2012); mientras
que las plantas sintetizan polimeros de reserva de glucosa en forma de almidon, como
ya se menciono antes. De esta forma, la polimerizacion de la glucosa puede pensarse
como un mecanismo universal para el almacenamiento de carbono y energia en la
naturaleza.

La molécula de glucogeno muestra la optimizacion de una estructura compleja,
dado que no se requieren “instrucciones” de un nivel superior ni templado para proceder
con su sintesis. Esto es un argumento de peso para proponer que el polimero se

transformo en la molécula de almacenamiento de eleccion en un etapa muy temprana de
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la evolucion de los organismos vivos (Bilgen, 2004). Otro argumento que sustenta esta
idea tiene que ver con la conservacion de la estructura del glucogeno, de bacterias a
mamiferos pasando por las levaduras. La estructura del polisacarido tiene que haber
sido “optimizada” muy tempranamente en la historia de los organismos y de la
evolucion de las vias metabdlicas; donde puede establecerse que mientras el poliglucano
es practicamente igual en todos los organismos, las enzimas involucradas en el
metabolismo del mismo (tanto en la sintesis como en la degradacion) han
experimentado modificaciones evolutivas, encontrandose marcadas diferencias en los
aspectos cinéticos, regulatorios y estructurales de las mismas. Esto implica que la
estructura funcional 6ptima del polimero se conservo independientemente del contexto
metabolico diferente de cada célula.

La biosintesis de poliglucanos es una estrategia importante para lograr la reserva
metabolica de carbono y energia (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/energia, (ii) utilizarse
cuando el exceso de nutrientes desaparece del medio y (iii) emplearse para la obtencion
de energia que permita sustentar el crecimiento/mantenimiento en ausencia de una
fuente de energia externa (Wilkinson, 1963). Claramente, el glucogeno satisface estos
requerimientos. La principal ventaja de utilizar este tipo de polisacarido para almacenar
Glc radica en que las propiedades fisicas y la elevada masa moleculardel mismo
minimizan el efecto de la acumulacion sobre la presion osmotica intracelular (se pueden
acumular hasta cinco decenas de miles de unidades de Glc en una sola particula de
glucogeno) (Melendez y col., 1999; Cornish-Bowden y Cardenas, 2010).

El glucdgeno es un polimero ramificado de elevada masa molecular, formado

por residuos de a-D-Glc unidos por enlaces glucosidicos a-1,4 en la cadena principal y
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con ramificaciones 0-1,6 cada ocho a doce unidades de Glc (Figura II1.2 A),
dependiendo del origen. Aislado de fuentes bioldgicas se ha visto que existe como una
poblacion de moléculas de diferentes tamafios. En organismos eucariotas, el polimero
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 glucosidicas en procariotas (Wang y Wise, 2011). Inclusive, recientemente
se ha propuesto que el glucégeno 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 glucdégeno (Figura II1.2 B) en el cual se definen las
cadenas glucosidicas 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 mas
externa de ramificacion y son susceptibles de ser degradadas (Figura II1.2 B) (Whelan,
1961, 2003). Posteriormente, mediante modelado matematico Meléndez-Hevia y col.
realizaron la optimizacion de la estructura de la molécula del poliglucano, tomando
como variables el nimero de ramificaciones por cada cadena lineal “B”, la longitud de
las cadenas y que el volumen ocupado sea minimo (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 glucégeno consistiria en una
serie de niveles, siendo el nivel mas exterior de cualquier molécula completamente
formada el que contendrd 50% de los residuos totales de Glc de la molécula como
cadenas A no ramificadas. Sin embargo, s6lo una fraccion de estos residuos de cadena
exterior es accesible a la enzima glucogeno fosforilasa degradativa, que utiliza sélo

cuatro residuos de una rama sin la intervencion de la enzima desramificante
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(amilo-a-1,6-glucosidasa,4-a-glucano). Es asi que el grado de ramificacién permite
también que haya espacio suficiente para que actuen las enzimas asociadas al
poliglucano. La estructura del glucogeno optimiza el rapido almacenamiento de
unidades glucosidicas, incrementa la solubilidad de la molécula, y por lo tanto su
capacidad de acumulacién en un espacio limitado. A su vez, un mayor numero de
residuos de Glc terminales permiten la rapida movilizacion de los mondmeros, tanto
para la sintesis como para la degradacion (Melendez-Hevia y col., 1993; Melendez y

col., 1997; Melendez y col., 1999; Whelan, 2003).
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Figura IIL.2. Estructura del glucégeno. (A)Porcion de una molécula de glucogeno

donde se muestran los enlaces caracteristicos. (B)Esquema de la organizacion de la

molécula.



I1.2.4.1. Glucogeno 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 mamiferos (incluyendo al hombre), levaduras, bacterias y algunos
protozoos, acumulan las reservas de carbono y energia para hacer frente a las
condiciones de escasez temporalmente presentes en el medio ambiente. La biosintesis
de glucogeno es una estrategia principal de dicho almacenamiento metabdlico y una
variedad de detectores y mecanismos de sefializacion han evolucionado en especies
distantes para asegurar la produccion de este homopolisacdrido. En el nivel mas
fundamental, los procesos de la sintesis y la degradacion de glucogeno en todos los
organismos comparten ciertas similitudes generales. Sin embargo, la regulacion de estos
procesos es marcadamente distinta, lo que indica que han evolucionado por separado
para responder de forma Optima a las condiciones del habitat de cada especie (Wilson y
col., 2010).

Tanto para mamiferos como para levaduras hay una amplia variedad de
informacion sobre el glucogeno y su metabolismo. A partir de esto se han determinado
una serie de caracteristicas en relacion a la sintesis de este polimero 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 elongacion del
poliglucano es la UDP-Glc, mientras que en procariotas la Glc activada utilizada en esta
via es presentada como ADP-Glc. Ademas, en eucariotas el punto de regulacion de la
ruta metabolica estd dado a nivel de la glucdgeno sintasa (GSasa) (Roach, 2002),
cuando en bacterias ha sido demostrado que la regulacion de la via estad dada en el paso

de produccion de la ADP-Glc (Preiss, 2009).
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En mamiferos, los principales depésitos de glucosa estdn en el musculo
esquelético y el higado, aunque muchos otros tejidos son capaces de la sintesis de
glucogeno, incluyendo rifidén, corazon, la grasa y el cerebro. En estos organismos, el
glucdgeno del higado 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 contraccion muscular (Roach y col.,, 2012). La
desregulacion del metabolismo del glucdogeno 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
sintesis como en la degradacion del polimero estdn 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 glucogeno tienen un rol
esencial en la supervivencia durante la privacion de nutrientes a largo plazo (Sillje y
col., 1999). Ademas, las células que pueden acumular glucogeno tienen una ventaja de
crecimiento sobre aquellas que no pueden hacerlo, lo que sugiere que el polimero
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 relacion al metabolismo del glucégeno. Si bien la
acumulacion 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 particulas de glucogeno. En estos
microorganismos parece cumplir la funcién de almacenamiento y fuente de carbono y
energia durante el crecimiento y la diferenciacion del parésito (Pradhan y col., 2012).
Pero la informacién sobre las enzimas que participan en las rutas de sintesis y

degradacion del compuesto es escasa.
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Se ha informado de la presencia glucégeno o a-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, asi como también su
rendimiento simbidtico, colonizacién y virulencia (Jensen, 1976; Bonafonte y col.,
2000; Ballicora y col., 2003; Bourassa y Camilli, 2009; Preiss, 2009). Se ha establecido
la importancia del glucdégeno en situaciones fisiologicas especificas de diversos
microorganismos. Por ejemplo, en Salmonella enteritidisse demostrd que hay relacion
entre la sintesis de glucdgeno, 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 relacion con la esporulacion y las condiciones de
cultivo (Kiel y col., 1994). En Streptococcus mutans la acumulacion del polisacarido
(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 acumulacion del mismo (Islam y col., 2007). Por otra parte, en
Corynebacterium glutamicum, microorganismo utilizado para la producciéon industrial
de aminodcidos (particularmente glutamato y lisina), se ha demostrado que el
glucogeno, aunque no es esencial para el crecimiento ni la supervivencia, le confiere

ventajas para una adaptacion rapida al estrés osmotico (Seibold y Eikmanns, 2007).

II1.3. Enzimas involucradas en la particion de la Glc

Dentro de una célula ocurren una elevada cantidad de reacciones quimicas en
forma simultanea; 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 especificos. El metabolismo puede definirse, entonces, como la suma de todas
las transformaciones quimicas que ocurren en una célula u organismo, lo cual esta dado,
en forma rigurosamente regulada, por una serie de reacciones catalizadas por enzimas
que constituyen las vias metabodlicas (Nelson y Cox, 2004).

La Glc-1P es un metabolito que se encuentra en bajas concentraciones
intracelulares, ya que por accion de la fosfoglucomutasa es convertida a Glc-6P, en una
reaccion reversible pero desplazada hacia la formacion de esta ultima (Gao y Leary,
2004; Zhang y col., 2005). La Glc-1P es ademas sustrato de NDP-Glc PPasas que
derivan al metabolito a la produccién de distintos NDP-Glc, los cuales son luego
sustratos en las reacciones de diferentes glicosiltransferasas que canalizan la sintesis de
oligosacaridos, polisacaridos y otros glicoconjugados (Mendez y Salas, 2001). De esta
forma, la utilizacion de NDP-Glc por distintas enzimas determinard la produccion de
compuestos con funciones celulares diferentes relacionadas con: la bioenergética
[almacenamiento de polisacaridos (Ballicora y col., 2003, 2004)], la sintesis de
compuestos de pared (Koo y col., 2000), la produccion de polisacaridos estructurales y
de secrecion (Koplin y col., 1992; Weissborn y col., 1994) y la interconversion de
hidratos de carbono (Frey, 1996; Holden y col., 2003). En eucariotas, los distintos
NDP-Glc derivados también estdn involucrados en el proceso de glicosilacion de
proteinas (Parodi, 2000). A partir de esto, queda claro que la caracterizacion de las
NDP-Glc PPasas y de las respectivas glicosiltransferasas es relevante para entender el
metabolismo (y su regulacion) de los hidratos de carbono en el organismo respectivo y

las derivaciones funcionales de los mismos.

W1.3.1. La familia de las NDP-azucar PPasas, caracteristicas generales

La biosintesis de glucosidos tipicamente comienza con el derivado quimico de la

condensacion de la Glc-1P (u otro azucar-1P) y un nucledsido-monofosfato (a partir de
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su correspondiente nucledsido-trifosfato, NTP). Esta reaccion, que en general depende
de un metal divalente, es catalizada por una nucleotidililtransferasa (también
denominada como NDP-aziicar 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-GIcNAc 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 organizacion de dominio similar y
caracteristicas estructurales comunes:

- Tienen un dominio catalitico N-terminal conservado, presentan un
plegamiento de tipo GT-A (Singh y col.,, 2012) que consiste de una
estructura tipo Rossmann o/p/o.

- En general el sitio activo se encuentra en una hendidura profunda formada
por la lamina B central y dos hélices a (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 esta presente en todas
las PPasas descriptas hasta el momento y se ha identificado como parte del
sitio de union 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).

- Tipicamente, las nucleotidililtransferasas utilizan un mecanismo secuencial
bibi ordenado, donde se une primero el NTP. La reaccion catalizada sigue un
mecanismo SN2, con el ataque nucleofilico del azucar-1P al fosfato o 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™", el
cual es requerido para llevar a cabo la catdlisis. Se ha postulado que el
cation juega un papel en la estabilizacion del estado de transicion/orientacion
y activacion del grupo pirofosfato (PPi) saliente durante la reaccion (Zuccotti

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

11.3.1.1. La ADP-Glc PPasa, punto de regulacion de la sintesis del polimero de

reserva en plantas y bacterias

La sintesis de glucdgeno en bacterias y de almidon 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
glucosidico, 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 sobreproducciéon o con baja acumulacién del polisacérido,
sustentan a la enzima como la regulatoria en el camino de biosintesis del polisacarido de
reserva en los organismos indicados (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). Esta

enzima cataliza la reaccion: ATP + o-D-Glc-1P < ADP-Glc + PPi, en presencia de
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Mg**. La reaccion es reversible in vitro, con una constante de equilibrio proxima a 1.
Sin embargo, in vivo resulta practicamente irreversible, debido tanto a la utilizacion de
la ADP-azucar en la biosintesis del poliglucano como por la hidrdlisis del PPi por una
pirofosfatasa inorganica (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009).

La ADP-Glc PPasa es una enzima regulada alostéricamente. Aunque los
principales reguladores varian segin el origen bioldgico de la enzima, los mismos
comparten una caracteristica en comun: son intermediarios claves del camino principal
de asimilacion y distribucion del carbono en el respectivo organismo (Preiss, 1996;
Preiss y Sivak, 1998; Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009). Asi, por ejemplo, en
varias bacterias heterotroficas la enzima es activada por metabolitos del camino
glucolitico (tanto de la glucdlisis clasica 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
inorgéanico (Pi) son los principales inhibidores. Por otra parte, la enzima de organismos
que realizan fotosintesis oxigénica es primariamente regulada por 3-fosfoglicerato
(3-PGA, activador) y por Pi (inhibidor). Globalmente, el andlisis racional de las
propiedades regulatorias de la ADP-Glc PPasa, sumado al hecho que el ATP es uno de
sus sustratos, indica que la sintesis de polisacaridos de reserva en bacterias y plantas es
maxima cuando hay un exceso de carbono y energia 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 relacion entre las ADP-Glc PPasas y la estructura cuaternaria en los
distintos tipos de organismos. La mayoria de las enzimas bacterianas son
homotetraméricas (04), a excepcion 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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(0207). Esto ultimo es caracteristico 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 sintesis del glucogeno se encuentran agrupados en un operén y un
analisis comparativo de este grupo de genes permitié identificar que glgC y glgD
codifican para proteinas homologas a la ADP-Glc PPasa de procariotas (Ballicora y col.,
2003). La ADP-Glc PPasa de organismos eucariotas (desde algas verdes hasta plantas
superiores) estdn compuestas por dos subunidades, o y B, que en conjunto forman una
estructura heterotetramérica ayf,. Se ha descripto que la subunidad denominada
pequetia (o, 50-54 kDa) posee actividad catalitica mientras que la llamada grande (3,
51-60 kDa) modula la actividad de la subunidad a (Preiss y Greenberg, 1981; Ballicora
y col.,, 2004). La subunidad B encontrada en eucariotas fotosintéticos modifica la
sensibilidad de la subunidad o hacia los efectores alostéricos, posiblemente mediante
interacciones proteina-proteina. Es necesario aclarar que la subunidad B es
estructuralmente diferente a la subunidad & 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 (o4) [la primer resolucion atomica 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 estdn en un estado inhibido
debido a la presencia de altas concentraciones de sulfato de amonio en las condiciones
empleadas para la cristalizacion, aspecto que limita la realizacion de un analisis
completo de los dominios funcionales. Sin embargo, a lo largo de los casi 50 afios de
estudio de las ADP-Glc PPasas procedentes de distintas fuentes se han identificado
residuos aminoacidicos relevantes para la catalisis y la regulacion de la enzima. Tales

aproximaciones experimentales se realizaron con herramientas de modificacion quimica
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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). Asi por ejemplo, diferentes experimentos permitieron identificar en la enzima de
E. coli residuos como la Tyr114 (Lee y Preiss, 1986; Lee y col., 1987; Kumar y col.,
1988) , la cual estaria implicada en la interaccion 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 reaccion de piridoxilacion. Dado que el PLP puede ser
considerado un andlogo 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 1til para identificar residuos ubicados en los sitios
de union de aquellos activadores. Asi, se determiné que el PLP puede unirse a los

residuos Lys* y Lys'”’

en la ADP-Glc PPasa de E. coli. Mediante experimentos de
proteccion de la piridoxilacion (Parsons y Preiss, 1978a, b) y mutagénesis sitio dirigida
(Hill y col., 1991), se pudo concluir que la Lys195 estd especificamente involucrada en la
union a Gle-1P; mientras que la Lys® es importante para la interaccion con el activador
Fru-1,6-bisP (Gardiol y Preiss, 1990). En estudios mds recientes, se confirmaron los
resultados anteriores al construir la arquitectura molecular del sitio de union de Glc-1P
en la enzima de E. coli mediante modelado por homologia y mutagénesis sitio
dirigida(Bejar y col., 2006a). Por otra parte, con el objeto de identificar los residuos
cataliticos, se pudo observar que entre los aminoacidos altamente conservados en la

familia de PPasas se encuentra un residuo de acido aspéartico proximo a los sitios de

union de los sustratos. La caracterizacion de las mutantes sitio dirigidas del Asp'** en la



ADP-Glc PPasa de E. coli confirm¢é el rol de este residuo como involucrado en el
proceso catalitico (Frueauf'y col., 2001).

Diferentes estudios han logrado identificar algunos residuos responsables de la
unidn 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 dia hay claras evidencias que la regulacion de la enzima esta
determinada por la interaccion entre los extremos N- y C-terminal (Ballicora y col.,
2002; Diez y col., 2013). Se ha demostrado que los residuos Trp'? y GIn™ 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”
comun a esta familia de enzimas, uniendo asi los sitios catalitico y de unién 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 homologos tienen los
mismos efectos sobre el activador de esa enzima, el 3-PGA.

Del andlisis 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-azucar PPasas derivan de un ancestro comun, siendo que todas exhiben el mismo
plegamiento en su dominio catalitico (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 monomero es de mayor tamafio, ya que el extremo C-terminal
se ha extendido entre 120 y 150 aminoacidos y el N-terminal unos 10 a 40 residuos.

Probablemente, la adquisicion del fragmento C-terminal le confiere el caracter de
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enzima alostérica o mejora cierta regulacion 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 fusion 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
adaptacion a los diferentes entornos metabolicos, lo cual produjo la diferenciacion en
las diversas clases de enzimas (Ballicora y col., 2003, 2004). Con respecto al extremo
N-terminal, no esta claro en qué punto de la evolucion se ha expandido o si ha sido un
proceso mas dindmico (Ballicora y col., 2003, 2004).

El origen de las ADP-Glc PPasas en eucariotas probablemente esté relacionado
con el proceso endosimbiodtico entre procariotas que dio lugar a la formacion de
plastidos y la posterior transferencia del gen al nucleo (Martin y Herrmann, 1998;
Martin y col., 1998). En concordancia con esta hipotesis, las enzimas de cianobacterias
exhiben mayor similitud con las subunidades pequefias de plantas que con las de otras
bacterias heterotroficas. En eucariotas, la subunidad [ apareci6 mas tarde en la
evolucion, probablemente por duplicacion 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 permitié obtener distintos polipéptidos: una subunidad
catalitica y una regulatoria. Aunque ambas parecen provenir del mismo ancestro (dada
la similitud de las regiones conservadas) la mayor similitud entre las subunidades o
indica que las mismas han tenido restricciones evolutivas mas fuertes que las f.
Ademés, las subunidades o muestran mayor similitud con la enzima de cianobacterias
que con las subunidades P, las cuales entre si presentan considerable diferencia de

secuencia. Esto ultimo probablemente refleja los requerimientos diferenciales en la
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modulacion de la respuesta de la subunidad a, es decir, a la activacion e inhibicion
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 evolucion de las subunidades o de ADP-Glc PPasas de plantas
involucraria la adquisicion de un tipo de regulacion a nivel post-traduccional mediado

por tiorredoxinas en ciertos tejidos (Ballicora y col., 2000; Ballicora y col., 2004).

Il.3.1.2. La UDP-Glc PPasa, una enzima ampliamente distribuida en la

naturaleza

La enzima UDP-Glc PPasa (UTP:0-D-GIc1P uridililtransferasa; EC 2.7.7.9)
cataliza la conversion de Glc-1P y UTP en UDP-Glc con la liberacion de PPi, en
presencia de un cation divalente, como ya ha sido establecido para otras
nucleotidililtransferasas. La enzima esta presente en practicamente 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 maximo,
10% de identidad en sus secuencias aminoacidicas; 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 aminoacidos 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 aminoacidos que estan involucrados en la catélisis y en la uniéon a los sustratos

(Chang y col., 1999).



La UDP-GlIc 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 proteina fundamental para la
adhesion y virulencia de numerosas bacterias, estando involucrada en la sintesis de
polisacaridos 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
via 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 sintesis incompleta de la
cadena lateral de los LPS y del receptor para bacteriofago de la superficie celular
(Fukasawa y col., 1962; Sundararajan y col., 1962). La UDP-Glc PPasa estd asociada
con la produccion de exopolisacaridos (EPS) en algunas cepas de
Streptococcus thermophilus cultivadas en medios con Glc o lactosa como Unica fuente
de carbono (Escalante y col., 1998). En el caso de Streptococcus pneumoniae, la enzima
es clave para la produccion del polisacarido de la capsula que contiene Glc, Gal, acido
UDP-glucorénico (UDP-GIcA) o acido UDP-galacturénico, 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 infeccion de la cérnea (Priebe y
col., 2004).

La bacteria Sphingomonas elodea es un microorganismo usado industrialmente
para la sintesis de una goma de EPS aprovechado como agente gelificante y

estabilizante de alimentos. La via de produccioén de este compuesto es un proceso de



multiples etapas, comenzando con la formacion intracelular de precursores de
nucledtidos azacares UDP-Gle, UDP-GIcA 'y TDP-L-ramnosa, donde Ila
UDP-Glc PPasa juega un rol fundamental en la produccion del polimero (Sa-Correia y
col., 2002). En el mismo plano, bacterias del género Xanthomonas (X. campestris,
X. axonopodis) producen polisacaridos (goma xantano) estrictamente relacionados a un
camino metabdlico que utiliza UDP-Glc y los genes ga/U que codifican para las PPasas
han sido clonados y caracterizados recientemente (Becker y col., 1998; Bosco y col.,
2009). Ademas, la UDP-Glc PPasa juega un papel clave en la sintesis de trehalosa, un
metabolito clave en la regulacion y estabilizacion de la célula contra el estrés osmotico
(Bonafonte y col., 2000; Padilla y col., 2004a; Padilla y col., 2004b); asi como también
en la biosintesis de celulosa, particularmente en bacterias de los géneros Acefobacter,
Rhizobium, Agrobacterium y Sarcina (Ross y col., 1991).

La mayoria 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 (dimeros de dimeros) (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
mondmero estd formado por una o-hélice que interactiia con la a-hélice del dominio
C-terminal de la otra subunidad, formando asi un “dimero fuerte”. Esto indica que esta
interaccion es esencial en el ensamblado del dimero, junto con la regiéon 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 enzimatico bi-bi ordenado para las

UDP-Glc PPasas bacterianas (Kim y col., 2010).
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La UDP-GlIc PPasa eucariota

Como ya se ha mencionado las UDP-Glc PPasas de organismos eucariotas
presentan una marcada diferencia en la secuencia de aminodcidos en comparacion a las
enzimas de bacterias, siendo proteinas no homologas a pesar de catalizar la misma
reaccion. Otra caracteristica distintiva es la estructura cuaternaria adoptada. Como fue
descripto en el apartado anterior, las UDP-Glc PPasas procariotas forman
principalmente homotetrameros, mientras que en animales y levaduras las proteinas
funcionales se encuentran formando complejos octaméricos (Roeben y col., 2006) y en
plantas y protozoos la forma enzimaticamente 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 sintesis de oligo- y poli-sacaridos en diferentes organismos
eucariotas. Por ejemplo, en protozoos parasiticos la UDP-Glc PPasa cumple un rol
esencial en la virulencia de los mismos. En estos microorganismos distintos
monosacaridos activados, ya sea UDP-Glc u otros UDP-azlcares para los cuales es
requerida la produccion de este compuesto (por ejemplo UDP-Gal), son utilizados en la
formacion de glicoconjugados importantes en la interaccion patogeno-hospedador
(Steiner y col., 2007; Marino y col., 2010; Yang y Bar-Peled, 2010; Martinez y col.,
2011) o en la produccion de polimeros estructurales (celulosa) durante el
enquistamiento que permiten la supervivencia del parasito (Rudick y Weisman, 1974).
En plantas, la enzima cobra especial importancia debido su rol primario en la biosintesis
y particion de la sacarosa, este compuesto actiia 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 estan asociadas a la particion de hexosas-P
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entre las distintas vias metabdlicas como la N-glicosilacion de proteinas y la sintesis de
polisacaridos 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 sintesis de glucogeno en eucariotas heterotrofos ocurre
mediante la utilizacién de UDP-Glc como donador del grupo glucosilo (y no ADP-Glc).
Por lo que esta enzima cobra una relevancia central en la via de acumulacion de fuente
de carbono y energia en animales, hongos, levaduras y algunos protozoos.

Distinto a lo que sucede en la ruta metabolica en plantas y bacterias, en
eucariotas heterotrofos el punto de regulacion de la biosintesis de glucégeno no se
encuentra a nivel de la produccion del azicar 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 regulacion de la enzima por distintos
tipos de modificaciones post-traduccionales. Por ejemplo en plantas, donde la
UDP-Glc PPasa adopta una conformacion monomérica activa, se ha descripto que la
formacién de estructuras oligoméricas superiores seria un mecanismo para la
inactivacion de la enzima (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2004; Kleczkowski y
col., 2005). Se ha descripto que la UDP-GIcPPasa de levaduras es fosforilada por una
quinasa implicada también en la regulacion de la actividad de la glucogeno sintasa
(Daran y col., 1995; Rutter y col., 2002). Si bien esta fosforilacion no altero la actividad
de la enzima la falta de fosforilacion in vivo llevo a sintesis inadecuada de los
B-glucanos de la pared celular, a lo cual se sumo un incremento en la acumulacion de
glucogeno (Smith y Rutter, 2007). Coherente con esto, la enzima fosforilada fue
localizada en la membrana plasmatica (donde ocurre la sintesis de B-glucanos), mientras
que la enzima desfosforilada permanecia en el citoplasma (donde es sintetizado el

glucogeno) (Smith y Rutter, 2007). De esta forma, los estudios muestran que la
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canalizacion de la UDP-Glc hacia destinos especificos pareceria ser alcanzado mediante
el control de la localizacién de la enzima involucrada en su sintesis. Por otro lado, en
nuestro grupo de trabajo hemos demostrado que la UDP-Glc PPasa de
Entamoeba histolytica esta finamente regulada por modificaciones post-traduccionales
de tipo redox provocada por metabolitos criticos del medio intracelular (Martinez y col.,
2011). Este tipo de modulacion de la actividad es determinante para la distribucion de
los carbohidratos en diferentes destinos metabolicos del parasito.

En los ultimos afios 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; Fiihring y col ., 2013) que han permitido una
mejor comprension de estas proteinas. Las UDP-Glc PPasas eucariotas presentan un
dominio central constituido por un nucleo hidrofobico altamente conservado donde se
localiza el sitio activo de la enzima. Hacia lo extremos N- y C-terminales estas se
encuentran menos conservadas, observandose mayores diferencias entre estos dominios,
lo cual podria estar implicado en la diversidad estructural y funcional encontrada en las

enzimas de los organismos eucariotas (Geisler y col., 2004; Roeben y col., 2006).

11.3.2. Las glucdgeno sintasas

Las GSasas comprenden un grupo de enzimas que se agrupan en dos familias de
glicosiltransferasas (GT3 y GT5) segun 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 mamiferos 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 GTS5 se encuentran las secuencias correspondientes a las glucogeno/almidén
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sintasas de fuentes bacterianas y vegetales (EC 2.4.1.21), que utilizan especificamente
como dador glucosilo a la ADP-Glc y son mas pequenas (donde la subunidad posee un
tamafio 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 observacion evolutiva interesante es que la glucogeno
fosforilasa, encargada de degradar el glucogeno liberando moléculas de Glc-1P, es
también un miembro de la familia con plegamiento GT-B, lo que sugiere una relacion
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 solo a nivel de secuencia primaria, sino también en la especificidad hacia
el de donante NDP-azucar que utilizan y en su regulacion (Wilson y col., 2010; Roach y
col., 2012). Las GSasas de animales y hongos utilizan UDP-Glc como sustrato para la
elongacion 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 fosforilacion reversible en distintos residuos de Ser y Thr. En
cambio, las GSasas de bacterias utilizan ADP-Glc en la reaccion de sintesis de
glucdgeno y no presentan ningln tipo de regulacion (Preiss, 2009).

Cada una de las distintas propiedades de las GSasas eucariotas esta asociada
estructuralmente con inserciones o deleciones de secuencia respecto a las enzimas

procariotas. Una gran insercion de aproximadamente 100 aminoacidos estd presente en
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el plegamiento de Rossmann C-terminal y forma la superficie de interaccion de la
subunidad para los tetrdmeros de GSasas eucariotas (Baskaran y col., 2010). Ademas de
esta gran secuencia de insercion, otra mas pequefia (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 regulacion por fosforilacion estd mediada a través de residuos en las
secuencias N- y/o C-terminal (Roach y col., 2012). Sorprendentemente, la adquisicion
de la regulacion por Glc-6P no estd relacionada con la adicion de elementos
estructurales, ya que el sitio de uniéon se compone de la estructura secundaria
conservada (Baskaran y col., 2010).

La GSasa de mamiferos fue uno de los primeros ejemplos de una enzima
fosforilada en forma multiple (Smith y col., 1971). Varias quinasas fueron vinculadas a
la fosforilacion in vitro de los nueve sitios determinados para la GSasa muscular. Estos
estan ubicados en los extremos N- y C-terminal de la proteina (Roach y col., 2012) y
cuatro de ellos (2, 2a, 3a y 3b) se identificaron como los mds importantes en la
regulacion de la actividad de la enzima de musculo de conejo (Skurat y col., 1994;
Skurat y Roach, 1995). Un andlisis similar de la GSasa hepatica, sin embargo, sugiere
un papel dominante para la fosforilacion en uno sélo de esos sitios (el sitio 2) (Ros y

col,, 2009). Las enzimas de levadura carecen de los residuos susceptibles a ser

650 654

fosforilados en el dominio N-terminal y poseen tres sitios C-terminales: Ser’™" y Ser ",
que se asemejan a los sitios de mamiferos 3a y 3b, y Thr’’ que es tUnico para la
levadura (Hardy y Roach, 1993). La fosforilacion de este ultimo por la quinasa
dependiente de ciclina (denominada Pho85) parece dominar la inactivacion de esta

GSasa (Roach y col., 2012). En todos los casos, la inhibicion puede ser suprimida por el

activador alostérico Glc-6P o revertida por la accion de las fosfatasas de Ser/Thr
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(Roach, 2002). Ademas, se ha identificado un grupo de seis argininas, conservadas en la
region C-terminal de las enzimas de eucariotas superiores, implicadas en la sensibilidad
al efector y a la fosforilacion (Pederson y col., 2000). Mediante la mutacion puntual de
estos residuos en la GSasa de levadura (Pederson y col.,, 2000) y la obtenciéon 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’®

>%7). mientras que los cuatro residuos de Arg adicionales, presentes en la misma

y Arg
hélice regulatoria, intervienen en la inhibiciéon mediante fosforilacion.

En el modelo propuesto para la regulacion 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 fosforilacion (Baskaran y col., 2010; Roach
y col., 2012). La unién 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 activacion
como la inhibicion de la enzima (Pederson y col., 2000), se ha propuesto que las mismas
estarian intimamente involucradas en la transicion 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®® fosforilada, actian como

sensores que controlan directamente las transiciones entre estados conformacionales en

la GSasa de levadura (Pederson y col., 2000).

I11.4. El estudio comparativo de las enzimas involucradas en el metabolismo

de carbohidratos en organismos eucariotas y procariotas.

La utilizacion de la Glc es una etapa metabolica central en todos los seres vivos.
Como ya se ha comentado en este capitulo introductorio, en todos los organismos la

utilizacion de la Glc-1P por distintas NDP-azucar PPasas determina la produccion 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 vias
permite una comprension mas amplia de como es utilizada la Glc dentro de la célula
[derivandose hacia el metabolismo bioenergético (glucolisis, sintesis de polisacaridos de
reserva) o la produccion de oligbmeros y polimeros estructurales] y como este proceso
es regulado en los distintos organismos. Es asi que para el desarrollo de esta tesis se
seleccionaron E. coli y G. lamblia como modelo de células procariota y eucariota,
respectivamente, para la caracterizacion bioquimica de las enzimas involucradas en la

particion de la Glc-1P.

I11.4.1. Escherichia coli, la célula procariota mejor estudiada

Los microorganismos fueron (y son) un pilar en la ciencia y la tecnologia,
proporcionando sistemas experimentales para el estudio de los procesos basicos de
todas las formas de vida (Gest, 2003). El cientifico francés ganador del Premio Nobel,
Jacques Monod, acufio la expresion: “Lo que es cierto para E. coli, es vélido para un
elefante”. A pesar de su declaracion puede parecer desconcertante, es tal vez la mejor
manera de resumir la contribucidon de este microorganismo a nuestra comprension de la
biologia. Particularmente, la cepa E. coli K-12 ha sido utilizada durante décadas como
un organismo modelo para la biologia basica, la genética molecular y la fisiologia de las
bacterias y fue el “caballo de batalla” de la fundacion de la industria de la biotecnologia
(Riley y col., 2006). Gracias a ella se ha logrado en gran medida el conocimiento de
algunos de los fundamentos de la biologia 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 replicaciéon del ADN, regulacion génica y el

desarrollo de la tecnologia recombinante.


http://nobelprize.org/nobel_prizes/

51

Su nombre, Escherichia, es debido al pediatra aleman Theodor Escherich, quien
en 1885 fue el primero en describirla. Mientras que coli, hace referencia al habitat
natural del organismo, el colon. La mayoria de cepas de E. coli viven y crecen sin
causar dafio en el tracto gastrointestinal, o el intestino, de muchos animales, incluyendo
seres humanos; donde su funcion primaria es proveer al hospedador de vitamina K y
prevenir la colonizacidon por bacterias patdgenas. Sin embargo, existen cepas patogenas
que producen toxinas y estan 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, movil por
flagelos peritricos, no formadora de esporas, capaz de fermentar Glc y lactosa. Como
todas las bacterias Gram-negativas, presentan dos membranas lipidicas entre las que se
localiza una fina pared celular de peptidoglicano (Sussman, 1997).

Se han identificado un gran numero de serotipos de E. coli, que se clasifican de
acuerdo a la presencia de 3 tipos de antigenos: los llamados O (los cuales son cadenas
de poli-sacaridos que forman parte del LPS), los denominados H (de naturaleza
protéica) y los antigenos capsulares K (constituidos por polisacaridos 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
antigenos 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, estd dado por la presencia de uno o mas antigenos en la superficie
celular. Las cepas que presentan una combinacion de los antigenos O y H son las mas
estudiadas.

Los LPS (Figura II1.3) son los componentes principales de la membrana externa

de E. coli y contribuyen en gran medida a la integridad estructural y a la proteccion ante
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ciertos tipos de ataque quimico (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 patdégenos de la ecologia
bacteriana, incluyendo la adhesion superficial, la sensibilidad a bacteriofagos, y las
interacciones con depredadores tales como las amebas (Raetz y Whitfield, 2002; Rhee,
2014). La biosintesis de LPS es compleja y requiere de la actividad de numerosos genes,
la mayoria de los cuales se agrupan en diferentes regiones del mapa cromosémico

(Marolda y col., 1999).

Membrana  Peptidoglicano Membrana
externa interna

Antigeno O Core Lipido A

Figura IIL.3. Estructura de los LPS. Los LPS se encuentran expuestos en la superficie
de las bacterias, anclados a la membrana externa a través del lipido A, al que se
encuentra unido un dominio denominado core, constituido por azucares y, en algunos
casos, grupos fosfato, aminoacidos o etanolamida. El core varia entre las especies
bacterianas e incluso dentro de cepas de la misma especie. La regiéon mas variable es el

antigeno O, constituido por una cadena larga de poliglucanos.
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I1.4.2. Giardia lamblia, /el eslabon perdido entre eucariotas y procariotas?

Los eucariotas han sido divididos en cuatro grandes grupos: animales, plantas,
hongos y protistas. La mayor parte de la investigacion bioldgica en eucariotas se ha
llevado a cabo sobre representantes de los tres primeros grupos, mientras que mucho
menos se sabe acerca de la biologia 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 microaerofilo 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 etiologico de la giardiasis, una infeccidon que se caracteriza
por la presentacion asintomadtica o manifestaciones agudas y cronicas como la diarrea y
la mala absorcion (Adam, 2001). Las infecciones son iniciadas por la ingestion de
quistes presentes en el agua o alimentos contaminados, o por contacto fecal-oral directo
(Carranza y Lujan, 2010).

Los parasitos de Giardia patogenos para seres humanos se clasifican en dos
grandes grupos: los conjuntos A y B (Monis y col., 2009), que estan representados por
los aislamientos de humanos denominados WB y GS, respectivamente (Nash, 1992).
Ambos conjuntos infectan, ademds 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 variacion 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 comparacion con otros

eucariotas. Son organismos unicelulares con nucleo definido (aunque a diferencia de la
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mayoria de células eucariotas presentan la caracteristica de ser binucleados) y
envolturas vinculadas al reticulo endopldsmico, poseen un citoesqueleto complejo y
vacuolas periféricas similares a lisosomas que se encuentran debajo de la membrana
plasmatica (Adam, 2001). Ademas, muestra ciertas propiedades “procariota”, ya que
carece de organulos tipicos de eucariotas superiores, como una mitocondria clésica,
peroxisomas y un aparato de Golgi morfolégicamente evidente ademads de tener algunas
de las rutas metabolicas tipicas de bacterias (Adam, 2001). Pero estas caracteristicas
diferenciales podrian deberse a pérdidas secundarias ocurridas debido a su estilo de vida
parasitaria y a la adquisicion de ciertas vias metabodlicas por transferencia lateral de
genes (Morrison y col., 2001; Samuelson y col.,, 2005). Es asi que Giardia es
considerado un eucariota primitivo y estudios filogenéticos de varios genes mostraron
que este microorganismo pertenece a la rama divergente mds temprana del linaje
(Morrison y col., 2007). Sin dudas todas estas caracteristicas hacen de Giardia un
microorganismo que ofrece oportunidades tnicas para obtener conocimientos basicos en
las vias principales que caracterizan a las células eucariotas y la identificacion de
nuevos mecanismos moleculares.

Los mecanismos de adaptacion para sobrevivir dentro y fuera del intestino del
huésped son la variacidon antigénica y el enquistamiento, respectivamente (Carranza y
Lujan, 2010). La variacion antigénica consiste en la mutacion continua de antigenos de
superficie especificos que se consideran importantes para la evasion del sistema inmune
del huésped (Nash, 2002). El enquistamiento, por otra parte, comprende la formacion de
una pared resistente que permite al pardsito sobrevivir en condiciones ambientales
hostiles externas y garantiza la transmision de la infeccion a huéspedes susceptibles
(Carranza y Lujan, 2010). Es asi que Giardia posee dos etapas de desarrollo estructural

y bioquimicamente diferentes: los trofozoitos flagelados moviles (forma vegetativa),
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que colonizan el intestino delgado y son responsables de la manifestacion clinica 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 critico. En primer lugar, tanto en los trofozoitos como en los
quistes hay un alto porcentaje de Glc y Gal en las estructuras glicosidicas de las
membranas celulares (Ortega-Barria y col., 1990). Ademads, durante el proceso de
enquistamiento, la Glc es utilizada para la sintesis de oligosacaridos estructurales de la
pared que recubre el quiste (Sener y col., 2004). En relacion a esto, se ha informado que
en los trofozoitos de este microorganismo se acumula glucégeno 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 asi que este poliglucano sirve como una reserva de energia y carbono
en los trofozoitos (Ladeira y col., 2005) y juega un papel critico en su diferenciacion a

la forma de quiste (Pradhan y col., 2012).

111.4.3. El estudio de las enzimas involucradas en la particion de la Glc-1P

Con todo lo expuesto es evidente que las enzimas encargadas de derivar la
Glc-1P hacia los diferentes destinos metabolicos tienen una funcién 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 produccion de glucdégeno (via ADP-Glc) o a la interconversion de
hexosas o a la produccion de oligo- y polisacaridos estructurales (via UDP-Glc). La
forma en que este nodo metabolico es regulado en estos microorganismos dependera de
las propiedades cinéticas y regulatorias de las enzimas que participan en los diferentes
caminos. Como ya ha sido establecido durante este capitulo introductorio, la

ADP-Glc PPasa es una enzima regulada alostéricamente y es el punto de control de la
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via de sintesis de glucdgeno en bacterias, mientras que la UDP-Glc PPasa no presenta
esta caracteristica regulatoria. Es asi que el estudio y comparacion de ambas PPasas
resultan necesarios para entender y establecer los mecanismos enzimaticos por los
cuales el azicar es conducido hacia la produccion de oligo- y poli-sacaridos esenciales
para la supervivencia e infectividad de las bacterias.

Lo que ocurre en organismos eucariotas heterdtrofos 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 vias de sintesis de los oligo- y poli-sacéaridos. De esta forma, y
basado principalmente en estudios realizados en eucariotas superiores (no
fotosintéticos), se ha establecido que la regulacion de la particion de este metabolito esta
dado a nivel de las glicosiltransferasas, por ejemplo en la sintesis de glucdgeno es la
actividad de la GSasa el paso limitante en la produccion del poliglucano. Sin embargo el
conocimiento sobre esta via en protozoos es escaso a pesar de su importancia en
organismos como Giardia u otros parasitos que acumulan glucégeno. 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 fisiologica. 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 incognita si la regulacion de esta
enzima es Unica para este pardsito 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 permitirdn

profundizar el conocimiento sobre estas enzimas y su importancia en el metabolismo de
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los respectivos microorganismos, pero que también brindard un mayor aporte a la
comprension de las diferencias en el metabolismo de carbohidratos de las células

eucariotas y procariotas.



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 particion de la Glc (en forma
de Glc-1P) para la sintesis de polisacaridos estructurales y de reserva, en eucariotas y
procariotas. Nos proponemos realizar la caracterizacion de las enzimas
NDP-azucar PPasas y glicosiltransferasas (especificamente GSasa) de bacterias y de
protozoos, asi como en la realizacion de un andlisis comparativo de las propiedades de
las enzimas segln su origen y con aquellas proteinas equivalentes encontradas en otros
organismos. Se busca alcanzar una comprension mas amplia de las relaciones

estructurales, funcionales y regulatorias de esta enzima.

IV.2. Objetivos especificos

1- Caracterizacion de las enzimas involucradas en la particion 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 expresion los genes que codifican para las
UDP-Glc PPasas del microorganismo, ga/U (UDP-Glc PPasa), galF
(UDP-Glc PPasa putativa), a partir de ADN gendmico.

- Estudio de las propiedades cinéticas de la reaccion catalizada por la enzima
putativa y determinacion de pardmetros cinéticos. Estudio comparativo con
la UDP-Glc PPasa (GalU) que permitan comprender la relacion

estructura/funcion 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 accion de los efectores

sobre esta actividad cruzada.

2- Caracterizacion 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-GIcNAc PPasa

(EC 2.7.7.23) y otras UDP-Glc PPasas eucariota.

Clonado molecular, a partir de ADN gendmico de G. lamblia, y expresion de
los genes que codifican para las enzimas UDP-Glc PPasa,
UDP-GIcNAc PPasa y GSasa del parasito.

Estudio de las propiedades cinéticas de la reaccion catalizada por las enzimas
putativas (UDP-Glc PPasa y GSasa) y determinacion de sus parametros
cinéticos.

Estudio de las propiedades regulatorias de ambas enzimas.

Analisis comparativo de las propiedades cinéticas y regulatorias de las
PPasas de G. lamblia

Analisis comparativo de las propiedades cinéticas y regulatorias de las
enzimas pertenecientes a la via de sintesis del glucogeno en G. lamblia,
especificamente la UDP-Glc PPasa y la GSasa, con enzimas de otros

organismos eucariotas.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la méxima calidad disponible, de grado
“pro-andlisis” o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo
se obtuvieron comercialmente de las siguientes compaiiias:

* Componentes de medios bacteriologicos: Britania.

* Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen,
Stratagene, Pierce, New England BioLabs.

* Materiales utilizados en la purificacion de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare.

* Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck.

* Oligonucledtidos sintéticos: Sigma-Genosys, GBT.

V.2. Cepas bacterianas, plasmidos, medios de cultivo y antibioticos

V.2.1. Cepas bacterianas

Para el clonado de los diferentes genes y la expresion recombinante de las
distintas proteinas caracterizadas en este trabajo de tesis, se emplearon las cepas de
E. coli y de los plasmidos que se disponen en nuestro grupo de trabajo, segin lo

detallado a continuacidn.

Cepas de E. coli

e E. coli Top 10 F’: [lacl® Tn10 (Tet)] merAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15

AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu) 7697 galU galKrpsL (Str™) endAl nupG.
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Cepa empleada para generar las construcciones de expresion por técnicas de biologia
molecular.
e E. coli BL21 (DE3): FompThsdS (r m’)galdcm (DE3). Cepa empleada para la
expresion recombinante de la mayoria de las enzimas caracterizadas en este trabajo.
e E. coli FF4001: MC4100galU95 (Harding y col., 1993). Esta cepa contiene una
delecion en el gen galU y fue empleada para los ensayos de complementacion

realizados.

V.2.2. Plasmidos

Vector de clonado de los productos de PCR generados con 7ag ADN polimerasa:

* pGEM"-T Easy (Promega). Marcador de seleccion: gen de resistencia a ampicilina
(Amp).

Vectores de expresion de sistemas bacterianos de E. coli. Todos los vectores

mencionados a continuacidn son inducibles con IPTG:

* pET28c (Novagen). Marcador de seleccion: gen de resistencia a kanamicina (Kan).

* pRSET-A (Novagen). Marcador de seleccion: gen de resistencia a Amp.

* pRSET-B (Novagen). Marcador de seleccion: gen de resistencia a Amp.

* pMABS. Este vector deriva del vector no comercial pMON17335 (Iglesias y col.,
1993). Promotor tac, inducible por IPTG. Marcador de seleccion: gen de resistencia a

Kan.

V.2.3. Medios de cultivo

Para la expresion de proteinas recombinantes se utilizaron los siguientes medios:
¢ Luria-Bertani (LB). Composicion: triptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/l, NaCl
5¢/l.

* YT 2X. Composicion: triptona 10 g/1, extracto de levadura 16 g/l, NaCl 5 g/1.
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Para la seleccion de colonias:
¢ [B-agar. Composicion: medio LB suplementado con agar-agar 1,8% (p/v).
Para los ensayos de complementacion:
* Medio basal de Hugh-Leifson [determinacion metabolismo oxidativo-fermentativo,
(Hugh y Leifson, 1953)]: triptona 2 g/l, NaCl 5 g/, fosfato dipotasico 0,3 g/l, azul de

bromotimol 0,03 g/1.

V.2.4. Antibioticos

¢ Amp. Concentracion final 100 pg/ml.
* Kan. Concentracion final 50 pg/ml.

* Cloranfenicol. Concentracion final 34 pg/ml.

V.3. Métodos generales de biologia molecular

Las técnicas estandares de microbiologia y biologia molecular fueron realizadas,

fundamentalmente, segiin los protocolos ya establecidos, de acuerdo a (Maniatis, 1982).

V.3.1. Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos cebadores se disefiaron convenientemente teniendo en
cuenta secuencias disponibles en las bases de datos de los proyectos genoma de cada
uno de los microorganismos empleados. Ademas, en el disefio de los oligonucledtidos
se tuvo en cuenta la adicion de sitios blanco para enzimas de restriccion en los extremos
5’-y 3’- del gen, para su posterior subclonado en los vectores de expresion. Por otro
lado, se disefiaron oligonucledtidos que permitieron la incorporacion de mutaciones
puntuales de algunos de los genes estudiados.Los cebadores utilizados se detallan en

diferentes tablas en los correspondientes capitulos de resultados.
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V.3.2. Amplificacion de fragmentos de ADN. Reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR)

A. Clonado de los genes de interés

Para la amplificacion de los genes de interés mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), se utiliz6 el ADN (genémico o plasmidico seglin el caso de cada
muestra) y los oligonucleétidos especificos para cada gen. En cada caso, la mezcla de
reaccion (50 pl) contenia: 100 ng ADN molde, 0,2 mM de cada dANTP, 2 pmol de cada
oligonucledtido, 1,5 mM MgCl,, 1X PCR buffer y 1,25 U de Tag ADN polimerasa
(Fermentas). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con un protocolo estandar:
1 ciclo de 5 min, 95 °C; seguido de 30 ciclos de 50 s a 95 °C, 50 s a T4 (°C), tg a 72 °C;
y finalmente un ciclo de 10 min a 72 °C. T, y tg indican la temperatura de
apareamientoy tiempo de elongacion, respectivamente, especificados en cada capitulo
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 establecio de acuerdo a la secuencia de oligonucledtidos

correspondientes.

B. Generacion de mutantes

Para el analisis 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 utilizacion de un par de oligonucleotidos
portadores de la mutacién y complementarios a una misma secuencia de ADN, en el
centro de la cual se encuentra la region a mutar. Mediante la técnica de PCR se

extienden ambas cadenas del ADN molde (pladsmido) utilizando como cebadores los
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oligonucledtidos complementarios mutados. Luego, el templado se remueve por
digestion con la enzima de restriccion Dpnl, que reconoce secuencias especificas que se
encuentran metiladas en el ADN molde, dejando intacto el ADN plasmidico mutado que
sintetizado en la reacciéon de PCR. Con el ADN plasmidico mutado se transforman
células de E. coli TOP10 para luego analizar distintos clones por minipreparacion y
posterior secuenciaciéon, con el objetivo de encontrar aquellos que contengan la

mutacion deseada.

V.3.3. Purificacion de ADN a partir del gel de agarosa

A. Electroforesis en gel de agarosa

Con fines analiticos 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
acido acético, 1 mM EDTA), con la adicion de Gel Green (Promega) en una
concentracion final de 0,3 pg/ml. Las muestras se acondicionaron con glicerol 3% (v/v)
y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v) antes de realizar la siembra. Se utilizo el sistema
Mini-Sub®Cell GT (Bio-Rad) para la corrida propiamente dicha y la visualizacion de
los fragmentos de ADN se realizd sobre luz ultravioleta (310 nm) del transiluminador

(Fotodyne).

B. Extraccion 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 expresion
correspondientes. Para el clonado de genes amplificados con 7aqg ADN polimerasa, se
usé el vector pGEM®-T Easy (Promega). Las reacciones se realizaron siguiendo las

indicaciones especificadas en cada sistema de reactivos.

V.3.5. Transformacion de bacterias competentes

Para permitir la incorporacion de ADN plasmidico exdgeno, las células de E.
coli se hicieron competentes utilizando el método de CaCl,. Los pasos seguidos se
indican a continuacion:

Un cultivo crecido durante toda la noche en medio LB se diluyo 1/50 en medio
de cultivo fresco y se crecio a 37 °C hasta una DOggp ~0,4. Se tomaron alicuotas de 1 ml
en tubos de centrifuga de 1,5 ml, se centrifugaron a 5000 x g por 5 min. Las células se
resuspendieron en 500 pl de solucion ST1 [MOPS-NaOH pH 7,0 10 mM; KCI 10 mM].
Se volvi6 a centrifugar a 5000 x g por 5 min y las células fueron resuspenidas en 500 pl
de solucion ST2 [MOPS-NaOH pH 6,5 100 mM; KCI 10 mM; CaCI2 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 pl de ST2. A las células competentes se les
agregaron entre 2-5 pl de plasmido o de mezcla de ligacion y se incubaron en hielo
durante 60 min. Se realizd6 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 ultimo, las células se volvieron a centrifugar a 4600 x g durante 5 min, se
elimind el ml de medio adicionado, se resuspendieron en los 100 pl remanentes y se

sembraron en placas de LB-agar suplementado con el antibidtico correspondiente para
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permitir la seleccion de las células transformadas. Las placas se incubaron toda la noche

a 37 °Cy se seleccionaron clones para continuar con el analisis.

V.3.6. Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la extraccion de ADN plasmidico a partir de células transformadas de
E. coli, los clones de interés se repicaron en 3 ml de medio LB liquido suplementado
con el antibiotico correspondiente y se cultivaron toda la noche a 37 °C. Las células se
recolectaron por centrifugacion a 3000 x g durante 10 min y se extrajo el ADN
plasmidico utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV Minipreps DNA
PurificationSystem (Promega), siguiendo el protocolo establecido en el mismo. La
obtencion del plasmido se corrobord por electroforesis en geles de agarosa, como se

indica en el punto V.3.3.A.

V.3.7. Secuenciacion de ADN

Los plasmidos que contenian los genes de interés se enviaron a secuenciar para
corroborar que la secuencia del gen sea la correcta. Para esto una alicuota de una
miniprepracion de ADN plasmidico, de una concentracion aproximada de 100 pg/pl se
envio a la empresa Macrogen (Korea) para ser secuenciada de forma automatizada
utilizando oligonucleodtidos especificos que hibridan en alguna region del plasmido

cercana al sitio de insercion del gen o sobre el propio gen.

V.3.8. Digestion con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del
vector de clonado con las enzimas de restriccion correspondientes. Esto permitid su
incorporacion en el vector de expresion seleccionado, previamente digerido con las

mismas enzimas de restriccion. Ademas, el andlisis de restriccion es til para confirmar



67
la presencia del gen de interés en el vector en estudio. Las reacciones de digestion
comunmente contenian: 1 a 2 pg de ADN plasmidico, el buffer de reaccion
correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de restriccion.
Esta mezcla se incubd 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 purifico a partir del gel como se indica en el punto V.3.3.B.

V.3.9. Precipitacion de ADN

La precipitacion de ADN se utiliza para eliminar todos los componentes no
deseados de la mezcla de reaccion. En este caso se utilizo como paso intermedio durante
la digestion sucesiva con distintas enzimas de restriccion, o en la purificacion final de
los vectores de expresion digeridos con el objeto de subclonar los genes de interés. Para
precipitar una solucion de ADN se agregaron dos volimenes de etanol (absoluto) y 0,1
volimenes de acetato de sodio 3 M. La mezcla se incubd a -20 °C durante 30 min.
Posteriormente, se centrifugd a 15000 x g durante 15 min a 4 °C, se elimino el
sobrenadante, se dejaron evaporar los restos de etanol a temperatura ambiente y, por

ultimo, se resuspendio el pellet de ADN en H,O Milli-Q esterilizada por calor y presion.

V.3.10. Ligacion de fragmentos de ADN

Para ligar el gen de interés y el vector de expresion correspondiente, ambos
digeridos con las mismas enzimas de restriccion, se utilizo la enzima T4 ADN ligasa
(Promega). La mezcla de reaccién contenia tipicamente una relacion molar 3:1 de
inserto:vector, que se incubo 5 min a 65 °C y luego se enfri6 rdpidamente en hielo.
Posteriormente, se agregd a ese mismo tubo una cantidad adecuada de buffer de
reaccion 10X que provee el fabricante y 2 U de T4 ADN ligasa. La mezcla final se

incubd durante 16 h a 16 °C. Para obtener los clones de expresion, con la mezcla de
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ligacion se transformaron células competentes de E. coli Topl0, se seleccionaron los
clones que poseian el inserto por analisis de restriccion y con los clones seleccionados
se transformaron las células de E. coli escogidas para la expresion de la proteina

recombinante.

V.4. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

V.4.1. Creacion de un banco de células

Con el objeto de normalizar las condiciones de cultivo y expresion de los
distintos clones, se construy6 un banco central de células para cada cepa de expresion.
Las reservas de células se prepararon a partir del cultivo de una unica colonia de cada

clon de expresion y se almacenaron a -80 °C en suplementado con glicerol 20% (v/v).

V.4.2. Expresion de las proteinas recombinantes

Para la produccion de las enzimas recombinantes se utilizaron las células
transformadas con la construccion plasmidica que porta el gen de interés, siguiendo un
protocolo estandar utilizado en el laboratorio.Las células transformadas se repicaron en
medio LB liquido (o YT 2X), suplementado con el antibidtico adecuado, y se incubaron
en agitacion a 37 °C hasta su saturacion. El cultivo anterior se utilizé para inocular 1 1
de medio de cultivo LB realizando una dilucién 1/50. El medio de cultivo inoculado se
incubd a 37 °C en agitador orbital a 200 rpm hasta alcanzar una DOggp ~0,6, momento
en el cual se agregd el inductor IPTG. Luego de la induccion, las células continuaron
cultivandose a 25-28 °C en agitador orbital a 200 rpm durante 5 h més. Las condiciones
de cultivo (la temperatura, el tiempo y la concentraciéon del agente inductor) fueron

ajustadas a cada caso en particular, de modo de optimizar la expresion de las proteinas
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recombinantes. Para cosechar las células se centrifugd el cultivo a 5000 x g durante

10 min y se conservaron a -20 °C hasta su uso.

V.4.3. Purificacion de las proteinas recombinantes

En funcion de la estrategia de clonado utilizada, las proteinas se expresaron
fusionadas o no a una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal. Las enzimas
recombinantes producidas como proteinas de fusion a la cola de polihistidinas fueron
purificadas mediante cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC).
Aquellas que fueron expresadas sin ninguna etiqueta fueron purificadas mediante
cromatografia de intercambio idnico, en columnas de DEAE-Sepharose seguida de
purificaciéon en columna de Q-Sepharose. Todos los pasos de purificacion fueron
realizados entre 0 y 4 °C, en un equipo Akta 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 ultrasénico de alta
intensidad VibraCellTM VCX 130 (Sonics). La suspension resultante se centrifugd a
10000 x g durante 15 min a 4 °C para separar la fraccion soluble (extracto crudo) de los

detritos celulares y el resto de los componentes insolubles.

A. Cromatografia de intercambio i6nico

El extracto crudo obtenido se sembré en una matriz DEAE-Sepharose
(Pharmacia, AmershamBiosciences) previamente equilibrada con buffer A
[MOPS-NaOH 50 mM pH 8,0; EDTA 0,1 mM; MgCl, 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 lavé con 100 ml de buffer A, a los
efectos de desplazar las proteinas no retenidas (exclusion). A continuacion, se procedio

con la elusion de las proteinas adsorbidas en la matriz mediante el uso de 20 volumenes
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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 purificacion.

Como siguiente paso de purificacion, la muestra desalada se sembrd en una
columna Mono Q HR 5/5 column (FPLC, GE Healthcare) previamente equilibrada con
buffer A. Una vez completada la siembra se procedié con las mismas condiciones
descritas para el paso anterior. Se recolectaron alicuotas de todas las fracciones, las
cuales fueron evaluadas por actividad enzimatica y posterior SDS-PAGE. Las
fracciones mas puras/activas se reunieron, se concentraron por ultrafiltracion y, luego de
ser desaladas, se suplementaron con glicerol 10% (p/v) para ser almacenadas a -80 °C

hasta su posterior analisis.

B. Cromatografia de pseudoafinidad por metal inmovilizado (IMAC)

Este tipo de cromatografia fue utilizada para la purificacion de las proteinas
recombinantes que contienen una etiqueta de polihistidinas en el extremo N-terminal.
Para esto el extracto crudo se sembré en una columna de 1 ml His-TRAP
(GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer B [25 mM Tris-HCI pH 8,0;
300 mM NaCl; 10 mM imidazol; 5% (v/v) glicerol] y cargada con Ni*". Finalizada la
carga de muestra, la columna se lavd con buffer B y luego la elucion de las proteinas
retenidas se realizo utilizando un gradiente lineal de imidazol (en buffer B), en un rango
entre 10 y 300 mM. Se recolectaron alicuotas de todas las fracciones, las cuales fueron
evaluadas por actividad enzimatica y posterior SDS-PAGE. Las fracciones mas
puras/activas se reunieron, se concentraron por ultrafiltracion y, previamente desaladas,
se suplementaron con glicerol 10% (p/v) para ser almacenadas a -80 °C hasta su
posterior analisis. En el caso de las proteinas eucariotas la muestra fue suplementada

ademas con 2 mM DTT y 0,1 mM EDTA.
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V.5. Métodos bioquimicos generales

V.5.1.Electroforesis en gel de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en gel discontinuo de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo la técnica descripta por
(Laemmli, 1970). La concentracién de acrilamida del gel de apilamiento fue de 4%,
mientras que la concentracion del gel de separacion fue variada entre 10% y 15% segin
la masa molecular de las proteinas 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 B-mercaptoetanol, en 50 mM TRIS-HCI 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 B-mercaptoetanol.

Finalizada la corrida electroforética, las proteinas en el gel se visualizaron por
tincion con Coomassie™Brilliant Blue R-250 en una solucién de metanol 30% (v/v) y
acido acético 10% (v/v); y la posterior decoloracion se realizd con una solucion de

metanol 5% (v/v) y acido acético 7,5% (v/v).

V.5.2. Cuantificacion del contenido proteico

Para determinar la concentracion de las proteinas totales presentes en las
muestras se utilizo la técnica de Bradford (Bradford, 1976), utilizando como patrén una
solucion de BSA (Sigma). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un

espectrofotometro UV-Vis METROLAB 325 BD.

V.5.3. Desalado y concentracion de proteinas

Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las

proteinas se emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore)
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de MWCO apropiado para cada proteina y se procedid segun las indicaciones del

fabricante.

V.5.4. Cromatografia de filtracion por gel. Determinacion de la masa molecular

La cromatografia de filtracion por gel se utilizo como herramienta con fines
analiticos para la determinacion de la masa molecular (MM) de las distintas proteinas.
En el equipo Akta purification (GE Healthcare) se conectd 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 [5S0 mM HEPES pH 8,0; 100 mM NaCl; 0,1 mM
EDTA]. Se emple6 el Gel Filtration Calibration Kit — High Molecular Weight (GE
Healthcare) para realizar el calibrado de la columna. Los estandares de calibrado
incluyeron tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa),
conalbumina (75 kDa) y ovoalbumina (44 kDa). El volumen muerto de la columna se
determind empleando una solucion de Azul de Dextrano (Promega). Con los estandares
se realizd una curva de calibrado graficando el log de la MM de los marcadores
comerciales vs K,,. El K, se obtiene a partir de la siguiente ecuacion: K,,= (Ve-Vo)/(Vc-
Vo); donde Ve es el volumen de elusion, Vo es el volumen muerto y Ve 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 complementacion 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 proteinas GalU y
GalF de E. coli, asi como la de la doble mutante GalF M15T/H16R, la cepa deficiente
en la expresion del gen galU se transform6 con las construcciones que permitieron la

expresion de dichas enzimas (pGALU, pGALF y pM15TH16R, respectivamente).
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Ademads, como control se transformaron células con el plasmido sin inserto (pMABS).
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 ug/ml) e IPTG (0,4 mM).

V.6. Metodologia de analisis enzimatico

Todas las actividades enzimaticas de las enzimas estudiadas se expresaron en
U/mg. Una unidad de actividad enzimatica (U) es definida como la cantidad de enzima
capaz de convertir 1 umol de sustrato (o de generar 1 pmol de producto) en 1 min, en

las condiciones experimentales especificadas en cada caso.

V.6.1. Ensayos de actividad enzimatica para las NDP-Glc PPasas

La determinacion de actividad enzimatica se realizd en sentido de sintesis del
NDP-Glc. Para esto se empled el método colorimétrico desarrollado en nuestro
laboratorio (Fusari y col., 2006). Esta metodologia 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-GIcNAc PPasa. Se basa en la cuantificacion de Pi mediante una reaccion
de color con el complejo Verde de Malaquita-molibdato de amonio. Este Pi es generado
a expensas de la reaccion acoplada de la hidrélisis enzimatica del PPi, producto de la
reaccion de sintesis de NDP-azucar (Fusari y col., 2006). Las reacciones acopladas del
método son:

I - NTP + azucar-1P <> NDP-azucar + PPi

II - PPi — 2Pi

La medida de actividad se realiz6 a 37 °C en un volumen final de 50 pl, donde la

mezcla de reaccion estandar contiene: 100 mM MOPS-NaOH pH 8,0; 10 mM MgCly;
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0,2 mg/ml BSA; 0,5 U/ml pirofosfatasa inorgdnica de levadura
(pirofosfato:fosfohidrolasa, E.C. 3.6.1.1, producida en forma recombinante en nuestro
laboratorio), NTP y muestra en una dilucion adecuada. El ensayo se inici6 con el
agregado del correspondiene monosacarido-1P y se realizé durante el tiempo necesario
para obtener una sefal adecuada, usualmente 10 min, sin alcanzar un consumo de
sustratos mayor al 5%. La reaccion se detuvo con la adicion de 375 pl del reactivo de
color, seguido por el agregado de 50 pl de citrato de sodio 34% (p/v). Una alicuota de
250 pl de esta mezcla se dispensé en placas multipocillos y se determiné la absorbancia
a 630 nm en un lector de ELISA EMax (Molecular Devices). Paralelamente a la
determinacion se establecid una curva de calibrado con testigos de PPi y se obtuvo el
factor de conversion de absorbancia a nmoles. El reactivo de color se prepard
mezclando 3 volimenes de Verde de Malaquita (Sigma) al 0,045% (p/v) y 1 volumen
de molibdato de amonio 4,2% (p/v) en HC1 5 N. Luego de homogenizar durante 30 min
y filtrar, a 5 ml de la solucién obtenida se le adicionaron 100 pl de Tween 20 al

2% (V/V).

V.6.2.Ensayos de actividad enzimatica para la GSasa

Para las medidas de actividad de la GSasa se utiliz6 un método continuo en el
que la formacién de NDP estd acoplada enzimaticamente a la desaparicion de NADH.
Para el acople se utilizaron las enzimas piruvato quinasa de musculo de conejo (PK,
Sigma) y lactato deshidrogenasa de Lactobacillus (LDH, Sigma). A menos que se
indique lo contrario la mezcla de reaccion tipicamente contenia: 50 mM MOPS-NaOH
pH 8,0; 10 mM MgCly; 0,3 mM fosfoenolpiruvato y 0,3 mM NADH; NDP-Glc; 0,02
U/ul PK y 0,02 U/ul LDH. La reaccion se inicid por el agregado de 2 mg/ml glucdégeno

de higado de conejo. Todas las medidas se realizaron en un volumen de reaccioén de 50
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ul en placas con multipocillos (Nunc™), a 37 °C, midiendo absorbancia a 340 nm en un

espectro MultiskanAscent (Thermo).

V.6.3 Caracterizacion cinética de las enzimas

Para determinar los parametros cinéticos de las enzimas en estudio se realizaron
curvas de saturacion de actividad enzimética en presencia de una concentracion 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
concentracion del sustrato (o efector) variable (mM) y las constantes cinéticas se
determinaron ajustando los datos a la ecuacion de Hill modificada: vo = Vinax [S]" / (So5"
+ [S]"), utilizando el algoritmo no lineal de minimos cuadrados Levenberg-Marquardt
suministrada por el programa Origin™ 8.0. Los graficos de Hill se utilizaron para
calcular el coeficiente de Hill (n), la velocidad méxima (Vpnax), v las constantes cinéticas
que se corresponden a las concentraciones de activador, sustrato, o inhibidor que
produce el 50% de la médxima activacion (4gs), velocidad (Sps), o inhibicion (/ps).
Todas las constantes cinéticas son las medias de al menos tres conjuntos de datos, que

fueron reproducibles dentro de +£10%.

V.7. Metodologia utilizada en ensayos de 6xido-reduccion

Los ensayos de oxidacion-reduccion 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 regulacion

post-traduccional in vivo por mecanismos redox.
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V.7.1. Ensayos con reactivos oxidantes

Para evaluar el efecto de la oxidacion sobre la actividad biologica de las PPasas
eucariotas (UDP-Glc PPasa y UDP-GIcNAc PPasa), las enzimas fueron incubadas en
presencia distintos agentes oxidantes. Para esto alicuotas de las proteinas recombinantes
purificadas se desalaron (seccion 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, seccion V.4.3). Cada enzima (0,5 uM) se incubd en buffer D a
25°C con los siguientes compuestos oxidantes: diamida, perdxido de hidrégeno (H,0,),
nitroprusiato de sodio (NPS, compuesto que por exposicion a la luz blanca genera 6xido
nitrico, *NO). Después de diferentes tiempos de incubacion, se retiraron partes
alicuotas, convenientemente diluido y se ensayaron para la actividad como se describio

anteriormente.

V.7.2. Ensayos con reactivos reductores

Evaluada la oxidacion de las enzimas, se ensayo si era posible revertir la misma
y recuperar la actividad enzimatica, mimetizando el proceso regulatorio que ocurriria
in vivo. Para analizar la reduccion de las proteinas oxidadas se utilizaron los siguientes
compuestos reductores: ditiotreitol (DTT), L-cisteina (L-Cys), tiorredoxina (TRX) y
triparredoxina (TXN) reducidas de 7. cruzi. Los compuestos reductores se obtuvieron
comercialmente, excepto en el caso de las enzimas TRX y TXN de 7. cruzi que se
expresd en forma recombinante en el Laboratorio de Bioquimica Mirobiana. De los
compuestos ensayados como reductores, tienen implicancia a nivel fisioldgico la L-Cys,
TRX y TXN.

Para evaluar la respuesta de las enzimas a la reduccion, 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 reaccion tenia una concentracion de
0,024 pg/ul de enzima, una concentracion 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 reaccion, se tomo una alicuota de la reaccion de reduccion, se diluyd al
medio en el mismo buffer de reaccion sin reductor y se midi6 la actividad de la enzima

correspondiente segun se indica en el punto V.6.1.

V.7.3. Curva de potenciales redox

El potencial de reducciéon medio (E,) de una proteina se define como el
potencial de reduccién en el que las concentraciones de sus formas oxidadas y reducidas
son iguales. El E,, de las enzimas de Giardia, GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GIcNAc
PPasa, se determinaron por titulacién 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 reduccién (Ey) variando las concentraciones relativas de ambas especies.
El mantenimiento de la concentracion total fija fue de 1 mM, con la adicion de 100 mM
MOPS-HCI pH 7,4. Los valores de Ej, se calcularon utilizando la ecuacion de Nernst:

Ew=E,-RT/nF In [L-Cys]*/ [L-CySS]

Donde E, es el E; 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 mol™), T es la temperatura absoluta
(298 K), n es el numero de moles de electrones transferidos en la reaccion (n = 2), F es
la constante de Faraday (96.485 J mol™! V), y [L-Cys]z/[L-CySS] es la relacion entre
las concentraciones de ambas especies redox (Rouhier y col., 2004).

La GlaUDP-Glc PPasa y la GlaUDP-GIcNAc PPasa se incubaron en una
concentracion final de 0,5 mM durante 2 h a temperatura ambiente en diferentes
soluciones buffer redox (hasta alcanzar el equilibrio redox). Alicuotas de las muestras

tratadas fueron tomadas y se ensayo la actividad para ambas enzimas bajo condiciones
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estandar (ver seccion V.6.1.). Los datos se representan como porcentaje de actividad
versus Ep, donde la actividad més alta para cada enzima se establecié6 como 100% de

actividad.

V.8. Tratamiento informatico

V.8.1. Alineamiento de secuencias

Los andlisis de secuencias requirieron el uso de bases de datos on /ine 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 disefio de los oligonucleotidos para amplificar por PCR los genes y los
alineamientos de secuencias de proteinas 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. Construccion de arbol filogenético

El anélisis filogenético se realizo 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 arbol, previamente se determindé qué modelo de evolucion
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 procedi6 a la construccion del arbol filogenético, utilizando
la aplicacion PhyML del programa SeaView 4.3 [(Gouy y col., 2010)

(http://pbil.univ-lyon|.fr/software/seaview.html)]. Basados en los resultados del

punto anterior se utiliz6 el modelo LG+I+G, para la construccion del arbol.
6. La figura se armd utilizando el programa FigTree 1.3 program

(http://tree.bio.ed.ac.uk/).

V.8.3. Modelado por homologia

El modelado de homologia se realizd con el programa Modeller 9v1 (Sali y
Blundell, 1993). Se construyeron modelos para GalU y GalF. La estructura de GalU esta
informada (c6digo de Protein Data Bank, PDB: 2PA4) sin ningliin sustrato o producto.
De esta forma, construimos el modelo para incluir el producto UDP-Glc y el i6n Mg*"
en la estructura. Para esto se utilizdo como templado la estructura conocida de la enzima
GalU de Corynobactrerium glutamicum (PDB: 2PA4) que tiene incluidos el producto y
el cation. 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 establecio
como mejor modelo aquel que presentd mayor global score en verify3D (Luthy y col.,
1992) y mayor valor potencial DOPEI. Se corri6 el programa PROCHECK para validar
la estructura final obtenida y corroborar la calidad estereoquimica 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/
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VI. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA PARTICION DE LA GLC-1P

EN BACTERIAS

Como ha sido detallado en el capitulo introductorio, el destino metabdlico 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 azicar es conducido hacia la produccion
a-1,4-glucanos de reserva o a la produccion de oligo- y poli-sacaridos estructurales,
respectivamente.

Se sabe que la delecion o mutacion del gen que codifica para la UDP-Glc PPasa,
galU, genera células que son incapaces de fermentar el monosacéarido Gal (ya que la via
de Leloir se ve interrumpida) y que fallan en la incorporacion de Gal y Glc en las
membranas celulares bacterianas, lo que resulta en una sintesis incompleta del antigeno
O de los LPS (Sundararajan y col., 1962) y del receptor celular para bacteridfagos
(Fukasawa y col., 1962). Sin embargo, en enterobacterias, se ha identificado un segundo
gen, galF, que codifica para una proteina homologa 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
proteinas GlaF y GalU sugiere que la primera podria 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 caracterizacion (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

conformaciéon homotetramérica. Sin embargo, la presencia del gen galF, que codifica
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para una proteina de elevada identidad y similar MM plantea la incégnita que si in vivo
GalU y GalF interaccionan, pudiendo formar otras estructuras hetero-oligoméricas, y de
ser asi cual seria la funcion de la segunda proteina. 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 sintesis de
glucdgeno en bacterias estd dado a nivel de la ADP-Glc PPasa ya que su actividad es
modulada por diferentes metabolitos implicados en la principal via de utilizacién 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. Ademas,
recientemente nuestro grupo de trabajo ha informado que el Pyr resultd un activador de
la enzima (Asencion Diez y col., 2014) que, aunque actuando individualmente muestra
un A, s relativamente elevado, opera en sinergia con la Fru-1,6-bisP y la accion conjunta
de ambos metabolitos provoca incrementos significativamente mejores en la Vi y la
afinidad por los sustratos. Siempre se ha considerado a la ADP-Glc PPasa como una
enzima altamente especifica hacia el uso del nucleé6tido y el azicar-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 ultima ha sido
informado que es capaz de utilizar diferentes aztcares-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 como sortea la enzima esa promiscuidad in vivo y hace mas

eficiente la produccion 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 esta lejos de ser completo y resulta
necesario un andlisis mas profundo de las mismas. Ambas PPasas juegan un papel
relevante en el metabolismo de carbohidratos de la bacteria. Su estudio permitird una
mejor comprension de la relacion de estructura a funcion/regulacion para estas enzimas
y de su importancia y control en el metabolismo de la célula, pudiendo tener un mejor
panorama de la particion de la Gle-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-GIlc PPasa de Escherichia coli”

VI1.1.1. Resultados

Para abordar el estudio de la ADP-Glc PPasade E. coli (EcoADP-Glc PPasa) se
realizd en primer lugar la expresion 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
proteina fue purificada mediante dos pasos de cromatografia de intercambio idnico,
como se detalla en Materiales y Métodos. Estos pasos de purificacion permitieron

obtener un grado de pureza mayor al 90%.

VI.1.1.1. Analisis de la especificidad por el nucledtido

Como ya se ha mencionado, a pesar de que las ADP-Glc PPasas
tradicionalmente han sido consideradas enzimas altamente especificas, en nuestro grupo
de trabajo hemos encontrado evidencias de que algunas de ellas son capaces de llevar a
cabo su accidn catalitica 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 reaccion
(Machtey y col., 2012). Sin embargo, hasta el momento no hay realizado ningin estudio
cinético en presencia y ausencia de los efectores que permita evaluar en detalle la
promiscuidad observada en estas enzimas. Es asi que nos propusimos el estudio de la
especificidad por sustratos de la EcoADP-Glc PPasa y el andlisis del efecto de la
Fru-1,6-bisP sobre esto.

En primer lugar se evalud el uso de NTP alternativos. La enzima fue capaz de
utilizar otros NTP ademas de su sustrato principal (el ATP) (Tabla VI.1.1). Es de hacer

notar que en ausencia de regulador alostérico el cociente Vimax/Sos (andlogo al cociente
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Vmax/Km, definido como eficiencia catalitica para cinéticas hiperbdlicas) 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 aument6 notablemente (~200
veces), pero no para los otros NTP (Figura VI.1.1 A, nétese la escala logaritmica 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
parametros cinéticos determinados para la EcoADP-Glc PPasa, incrementando la Vi, y
disminuyendo los Sps de los sustratos (especialmente el del ATP). Pero cuando la
enzima utilizé un NTP alternativo (UTP, CTP o GTP) durante la reaccién el activador
alostérico no tuvo ningun efecto en la Vi (Tabla VI.1.1 y Figura VI.1.2 A) ni en el Sy 5
de cualquiera de los sustratos (Tabla VI.1.1). De esta forma, en ausencia de Fru-1,6-bisP
la Vinax de la enzima cuando utilizaba UTP, GTP o CTP fue ~10-20 veces menor que la
determinada con ATP (a la misma concentracion: 2 mM); mientras que en presencia del
efector, este pardmetro fue por lo menos 400 veces mayor con ATP que con otros NTP
(Tabla VI.1.1 y Figura VL.1.2 A).
Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que el Trp'" y la GIn”* son dos residuos
claves en la respuesta alostérica de la EcoADP-Glc PPasaa la Fru-1,6-bisP (Figueroa y
col., 2011). Estos aminodcidos forman parte de dos /oops funcionales universalmente
conservado en las ADP-Glc PPasas de todos los organismos (Figueroa y col., 2011;
Figueroa y col., 2013). La mutaciéon puntual de los mismos implico la pérdida de
sensibilidad a la respuesta al activador. Es asi que, por ejemplo, la mutante
EcoADP-Glc PPasa W113A exhibio los mismos parametros cinéticos que la enzima
salvaje en ausencia de la Fru-1,6-bisP, pero en presencia del activador dichos
parametros no eran modificados a diferencia de lo que ocurre con las ADP-Glc PPasas

(Figueroa y col., 2011). Con estas caracteristicas esta mutante en el Trp113 resulta de
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gran utilidad para un mejor andlisis de la relevancia funcional de la Fru-1,6-bisP en la
seleccion del nucledtido.

Asi, realizamos un ensayo comparativo del comportamiento cinético de la
EcoADP-Glc PPasa WI113A con respecto a la enzima salvaje. Efectivamente, la
Figura VI.1.2 B muestra que la mutante purificada fue practicamente 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 accion del activador de
incrementar la eficiencia catalitica hacia el uso de ATP y la misma seria muy similar
entre los distintos NTP. En su conjunto, los resultados indican que uno de los efectos de
la Fru-1,6-bisP seria el aumentar la especificidad de la enzima hacia el ATP.

Ademas, es importante notar que la Fru-1,6-bisP incrementd la eficiencia
catalitica de la EcoADP-Glc PPasa tanto para el uso de la Glc-1P (~100 veces) como
del Mg”" (~10 veces) solo cuando utilizaba ATP como sustrato, pero no cuando la
reaccion transcurrié con los otros NTP (Tabla VI.1.1, Figura VI.1.2 B y C). Cuando la
enzima utilizd6 los NTP alternativos, los valores de los parametros cinéticos no
cambiaron en presencia de Fru-1,6-bisP. Estos resultados refuerzan la idea de que el
activador estaria seleccionando el ATP y de esa forma favorecer la reaccion de sintesis

de ADP-Glc.
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CONTROL + Fru-1,6-bisP

Sintesis de  Sustrato (S;;iSM) " (I?Jn/arxng) ([;}n/arﬁéo;srlM) L(v;;h) " (I?Jn;ﬁng) (I;IJn/ar’;go’rsrnM)
ATP 11+4 1,3 1,1 0,32+ 0,02 2,3 212

ADP-Glc  Glc-1P 0,54+0,04 12  122+03* 22 0,03 + 0,01 1,2 68+ 1 2260
Mg** 4,0+ 0,1 1,7 3 1,9+0,2 2,8 35
UTP 0,40+ 0,06 14 0,4 0,40 + 0,04 1,4 0,4

UDP-Glc  Glc-1P 038+0,03 13 0,17+£0,01 04 0,36 + 0,02 1,1 0,17+0,02 05
Mg* 3,2+0,3 2,3 0,05 3,8+ 0,4 2,2 0,04
GTP 0,51+0,03 1,5 0,3 0,35 + 0,02 1,6 0,3

GDP-Glc  Glc-1P 022+0,03 14  0,12+0,01 0,5 0,16 + 0,01 1,1 0,11+0,01 07
Mg** 2,8+0,2 1,9 0,04 2,5+0,1 2,3 0,04
CTP 029+0,02 14 0,3 0,25+ 0,01 1,3 0,4

CTP-Glc  Glc-1P 037+0,03 12  0,10+0,01 03 0,34 + 0,03 1,1 0,10£0,01 03
Mg** 2,9+.0,3 2,0 0,03 2,7+0,1 2,1 0,04

"V max determinada a partir de la curva de saturacion de ATP

Tabla VI.1.1. Parametros 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 catalitica para los distintos sustratos. La actividad de la
EcoADP-Glc PPasa fue medida en ausencia (barras blancas) o presencia (barras de
lineas oblicuas) de 1 mM Fru-1,6-bisP con diferentes (A) NTP, (B) aztcares-1P y (C)

cationes divalentes. Notese la escala logaritmica del eje de las ordenadas en los graficos.

100+ A EcoADP-Glc PPasa
#—8 ATp
10¢

=%
+
T

UTP

, GTP

3
(s

B EcoADP-Glc PPasa W113A

1—?——‘§/}}H ATP

Actividad (U/mg)

@ UTP

GTP

0,1 ¥ 5 i §CTP
0,0 0,2 04 2 4 6 8

Fru-1,6-bisP (mM)

Figura VI.1.2. Efecto del Fru-1,6-bisP en la activacion de la EcoADP-Glc PPasa
dependiente del nucledtido utilizado. Actividad de (A) la ADP-Glc PPasa salvaje y
(B) su mutante W113A. Se analiz6 la actividad a diferentes concentraciones del efector

con los distintos nucleotidos (2 mM): ATP (W), UTP (@), GTP (A) y CTP (V).
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VI1.1.1.2. Analisis de la especificidad por el aziicar-1P y el cofactor esencial

Estudios anteriores han mostrado que la EcoADP-Glc PPasa es capaz de utilizar
diferentes azucares-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 realizo el estudio de la actividad de la EcoADP-Glc PPasa con
otros monosacaridos (Gal-1P y GIcN-1P) y el efecto del activador alostérico sobre las
reacciones catalizadas con los mismos en comparaciéon a su actividad con Glc-1P,
utilizando ATP como sustrato nucleotidico. Acorde a lo observado en el trabajo anterior
(Hill y col., 1991), la enzima exhibi6 actividad con Gal-1P y GIcN-1P. A partir de los
parametros cinéticos obtenidos se calculd la eficiencia catalitica para estos azucares 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 monosacarido utilizado. Es asi que
aumenta su eficiencia para el uso de Glc-1P >> GIcN-1P> Gal-1P. Aunque es
importante remarcar bajo todas las condiciones (en presencia o ausencia de
Fru-1,6-bisP) la mayor eficiencia catalitica se logr6é con Glc-1P como sustrato.

Como todas las nucleotidililtransferasas, las ADP-Glc PPasas requieren un metal
divalente para llevar a cabo la reaccion. Por su abundancia y amplia disponibilidad para
la mayoria de las células, el Mngr es considerado el cofactor principal. Sin embargo, en
nuestro grupo de trabajo hemos observado que estas enzimas son capaces de catalizar la
reaccion en presencia de otros cationes, como Mn®" y Co**. 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*" y Mn>" como

sustitutos del Mg®" vy se ensay6 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 catalitica para los
metales mejor6 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 Vi
(Figura VI.1.), aumentando mas de 10 veces este parametro 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 VILI1., en los ensayos con UTP la Vi
determinada fue mayor en presencia de Mn>" y Co*"que cuando el cofactor usado era
Mg*". Es decir, el Co>" y en mayor medida el Mn®" incrementarian 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 catalitica cuando la enzima utiliza ATP

pero no UTP (Figura VIL.1.).
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Figura VI.1.3. Efecto de los metales divalentes en las curvas de saturacion de la
ADP-Glc PPasa para la Fru-1,6-bisP. La actividad se midi6 a diferentes
concentraciones de efector (Fru-1,6-bisP) y en presencia de diferentes cationes
utilizados como cofactores en la reaccién [Mg®™ (cuadrados), Mn>* (circulo) o Co*"
(triangulo)] y distintos NTP [ATP (simbolo negro) o UTP (simbolo blanco)]. Las
concentraciones de NTP fueron de 2 mM, mientras que las de los Me*" fueron de
10 mM para Mg2+, 2 mM para Mn* y 0,5 mM para Co™" para las reacciones con ATP, y
de 10 mM para Mg2+, 10 mM para Mn*" y 1 mM para Co™ para las reacciones con

UTP.

V1.1.1.3. Analisis del efecto sinérgico de los efectores Fru-1,6-bisP y Pyr

Se ha informado que el Pyr es un activador clave en la regulacion de la
ADP-Glc PPasa de E. coli (Asencion Diez y col., 2014) y que se uniria 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

activacion de la enzima. El Pyr aumenta la afinidad de la enzima por laFru-1,6-bisP, y
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viceversa. La accion combinada de estos efectores modifica significativamente los
parametros cinéticos de la enzima, aumentando la Vi, y disminuyendo los valores de
So.s para los sustratos (Asencion Diez y col., 2014). Para investigar el efecto del Pyr y su
accion 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 capitulo, en ausencia de efectores la
eficiencia catalitica de la enzima es practicamente la misma para ATP y UTP. A bajas
concentraciones de Fru-1,6-bisP (10 uM) la eficiencia para el uso del ATP se
incrementd ~4,5 veces mientras que no tuvo efecto en la actividad con UTP. En
presencia de 20 mM de Pyr la actividad solo incrementd cuando la enzima utiliza ATP
como sustrato: la eficacia catalitica fue ~7 veces mayor. Y al igual que lo observado en
trabajos anteriores, se evidencid un efecto sinérgico, ya que en presencia de Pyr
(20 mM) y bajas concentraciones de Fru-1,6-bisP (10 M) la eficiencia catalitica para el
uso de ATP aumentd ~20 veces. Cuando los ensayos fueron realizados utilizando UTP

como sustrato, no se observo activacion con ninguno de los efectores (Figura VI.1.).



92

= B1 arp I
= 5] zau
g 121
2
a9
[
Zm 6 - I
@c
. 31
g = =
il ]
00 2 | za |
Fru-1,6-bisP . + . +
Pyr - - + +

Figura VI.1.4. Eficiencia catalitica para el uso de ATP y UTP en presencia de
diferentes efectores alostéricos. La actividad de la ADP-Glc PPasa de E. coli se midi6
utilizando como sustrato alternativamente ATP (barras blancas) o UTP (barras lineas

oblicua) en presencia de 10 uM Fru-1,6-bisP y / o Pyr 20 mM.

V1.1.2. Discusion

Al presente, se han resuelto dos estructuras cristalograficas de ADP-Glc PPasas:
la forma homotetramérica (o4) de la subunidad catalitica (pequefia) de tubérculo de papa
(Jin y col., 2005) y la enzima de Agrobacterium tumefaciens (Cupp-Vickery y col.,
2008). Ambas estructuras mostraron que las proteinas presentan dos dominios
definidos: el dominio catalitico N-terminal, que presenta un plegamiento de tipo
Rossmann y el dominio C-terminal, que participa en la oligomerizacion y en la
regulacion 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 interaccion 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 comunicacion entre los dos dominios es importante para la
regulacion de la enzima. Ciertamente, el hecho de que todos las PPasas comparten la
misma estructura tridimensional del dominio catalitico, residuos involucrados en la
actividad de las enzimas y motivos altamente conservados [como el /oop rico en glicina
GXG(T/S)R] conducen a la posibilidad de que la ADP-Glc PPasa pueda unir (y
probablemente utilizar) otros compuestos ademds 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), azucar-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 ningun trabajo ha realizado un andlisis 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 exhibi6 un cierto grado de promiscuidad hacia los sustratos y
el cofactor esencial. En funcidon de esto se analizd6 como la Fru-1,6-bisP (principal
efector de la enzima) y el Pyr juegan un rol clave en la seleccion especifica del NTP
correcto, y de esta forma mejora la eficiencia catalitica 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 sintesis de distintos NDP-Glc, con la disminucion de las
eficiencias cataliticas segin utiliza ATP>UTP~CTP>dTTP>GTP en la reaccion
(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 mas especifica hacia la sintesis de ADP-Glc.
Ademas, se ha informado que para la ADP-Glc PPasa de Mycobacterium smegmatis

(Lapp y Elbein, 1972) el GTP fue eficaz en la sustitucion del ATP y también se observod
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actividad (aunque moderada) con UTP. Para esta enzima la Fru-6-P y el
fosfoenolpiruvato estimularon la sintesis 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 azucares-1P alternativos, la Fru-1,6-bisP no mostrd el
mismo efecto que con los NTP. La eficiencia catalitica para el uso de todos los
monosacaridos analizados se incrementd en presencia del activador. La ADP-Glc PPasa
de N. europea mostr6 actividad con Man-1P mas alla del sustrato natural Glc-1P. Sin
embargo, el activador alostérico no tuvo ningin efecto en los parametros cinéticos de
los azucar-1P utilizados por la enzima (Machtey y col., 2012).

Entre los iones metalicos divalentes, el Mg2+ es sin duda el mas abundante, se
encuentra ampliamente disponible en la mayoria de las célula, y estd implicado en
varios procesos fisioldgicos; 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 i6n metélico divalente
(Machtey y col., 2012), donde tanto el Mg*", el Mn*" como el Co”" pueden actuar como
cofactor para la reaccion. Esta enzima en particular exhibi6 una afinidad notablemente
baja hacia el Mg™" y el uso de otros cationes (principalmente Co>") aumentd su
promiscuidad para el uso de otros nucleodtidos (principalmente UTP y CTP) y para la
Man-1P como sustratos. El metabolito que actlio como activador alostérico, el Pyr,
altera marcadamente la baja afinidad por Mg*" y, por lo tanto, el grado de promiscuidad
por los sustratos. Principalmente se reduce el Sps para el Mg*"y aumenta de esta forma
la utilizacion del ATP. La ADP-Glc PPasa de E. coli exhibié una mayor Vy,.x con UTP
en presencia de Co>" y Mn”"; pero la Fru-1,6-bisP s6lo tuvo efecto sobre los parametros
cinéticos de la enzima cuando la reaccion se llevaba a cabo con ATP. En este sentido, el

efector no sélo actuaria como un activador aumentando la actividad de la enzima, ¢
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incluso disminuyendo el Syps de los sustratos, sino que podria plantearse un rol en la
seleccion del nucleotido correcto, mejorando la especificidad de la enzima.

Nuestro grupo desarrolld un modelo molecular de la EcoADP-Glc PPasa
(Figueroa y col., 2011) que sugiere un mecanismo de propagacion de la activacion
alostérica, en la que las interacciones entre los loops que contienen los residuos Gln™* y
Trp'" juegan un papel critico. El modelo proporciona una hipétesis en la que el
principal efecto de activacion de la Fru-1,6-bisP se ejerce mediante la induccion 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 cataliticos y, de esta forma,
confiere un medio ambiente adecuado para una catalisis mas eficiente. Coherente con
esta hipotesis, los ensayos realizados con la mutante W113A de la EcoADP-Glc PPasa
mostraron que no habia activacion de la enzima en presencia del efector. De esta forma,
la eficiencia catalitica para el uso de los cuatro nucle6tidos permanece igual; mientras
que para la enzima salvaje el activador alostérico aumenté la especificidad en el uso del
ATP. Estos resultados apoyan la idea de que uno de los efectos del activador alostérico
seria la de seleccionar el NTP correcta, para favorecer la sintesis de ADP-Glc necesaria
para el metabolismo organismo.

Este mecanismo podria ser comparable con el observado en las
ribonucleodtidoreductasas (RNR) (Ahluwalia y col., 2012). La RNR es la enzima critica,
responsable de la produccion de los 5'-desoxinucledsido-trifosfatos (ANTP). Los niveles
de dANTP estan estrechamente controlados a nivel de la RNR por procesos de
retroalimentacion y cambios alostéricos intrinsecos. En el sitio regulador de la
subunidad pueden ser unidos dATP, ATP, dGTP, y dTTP. Dependiendo de cuél de ellos

interacciona, se producen cambios conformacionales en el sitio catalitico 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 regulacion para la especificidad por el sustrato: el
sitio regulador estad en contacto con el sitio catalitico a través de un loop flexible.
Cuando el efector alostérico se une al sitio de regulacion, se altera la conformacion del
loop de tal manera que hace que el sitio catalitico mas susceptibles a la unién de un
sustrato sobre los otros (Hofer y col., 2012).

En los tultimos afos, la promiscuidad de las enzimas ha tomado mayor
relevancia. La investigacion sobre la promiscuidad abre una vision hacia nuevas ideas
para el estudio de la evolucion divergente de las enzimas. Como ya se ha mencionado,
las ADP-Glc PPasas tienen un dominio comin con otras NDP-aztcar PPasas, pero las
primeras son mas grandes debido a que tienen un extremo C-terminal extendido (120 a
150 aminoécidos) y uno N-terminal ligeramente mas largo (10 a 40 aminoécidos) que el
resto de las PPasas (Ballicora y col., 2003, 2004). Es posible que un fragmento de ~150
aminodcidos en el extremo C-terminal haya sido adquirido evolutivamente para lograr
una enzima regulada y/o mejorar la regulacion rudimentaria que ya estaba presente.
Coherente con esta hipotesis, la vista del activador alostérico como una herramienta
para mejorar la especificidad de las enzimas apoya la idea de que un ancestro comun de
estas enzimas evoluciond hacia otras formas con propiedades reguladoras. De esta
manera, favoreciendo la regulacion y el uso de los sustratos més adecuados para
optimizar el metabolismo del organismo. Esto Ultimo estd 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 metabdlica principal de asimilacion del carbono en el

organismo respectivo (Ballicora y col., 2003, 2004; Preiss, 2009).



98
VI.2. Capitulo: “Caracterizacion cinética y estructural de las enzimas

implicadas en la sintesis de UDP-Glc en Escherichia coli”

VI1.2.1. Resultados

VI1.2.1.1. Clonado y expresion recombinante de los genes que codifican para las

proteinas 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 menciond 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 proteina
que se predice a partir de este gen (GalF) esta altamente conservada en enterobacterias
(mas de 90% de identidad en secuencia de aminoacidos) (Marolda y Valvano, 1996). A
pesar de la presencia de galF, la UDP-GIc 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 caracterizacion (Hossain y col.,, 1994) y cristalizacion
(Thoden y Holden, 2007b). Sin embargo, es tentador pensar que in vivo estas proteinas
podrian interactuar para formar estructuras heteroméricas. Es asi que para una mejor
comprension de la ocurrencia de estos genes, y las proteinas codificadas por ellos,
decidimos encarar el estudio de la UDP-Glc PPasa (GalU) y la enzima homoéloga (GalF)
de E. coli. Los genes galU (Gene ID: 945730) y galF (Gene ID: 946560) predicen dos
proteinas: GalU de 302 aminoacidos y GalF de 297 aminoacidos, respectivamente, que
comparten el 56,6% de identidad en sus secuencias de aminodcidos (Figura VI.2.1).

Ademas, 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 disefiaron cebadores especificos (Tabla VI.2.1)
para amplificar los genes galU (909 pb) y galF (894 pb) a partir de ADN gendémico de
E. coli K-12 mediante PCR. Después de confirmar su identidad mediante
secuenciacion, 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 tltima se expreso
fusionada a una etiqueta de histidinas, a fin de evitar la co-purificaciéon de la GalU
endogena de la célula huésped. De esta forma GalF fue purificada mediante IMAC
(Ni*"), mientras que GalU fue purificada mediante dos pasos cromatograficos de
intercambio i6nico. Ambas proteinas 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 andlisis en SDS-PAGE (Figura VI1.2.2 A, carriles 3 y 5).

GalU y GalF predicen una MM de ~33 kDa (Figura V1.2.2 A).
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Figura VI.2.1. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de GalU y GalF de E. coli. Los tridngulos indican los residuos estudiados en

este trabajo. Los residuos importantes para la actividad de las UDP-GIc PPasas de bacteria, se indican con un circulo.



Primer Secuencias de oligonuclotidos Ta Tk

(°0) (min)
galUWT-fo 5'-CCATGGATGGCTGCCATTAATACGAAAGTCAAAAAAGCCGTTATCCCCGTTGCGGG-3" 61 1
galUWT-re 5'-GAGCTCTTATTCGCTTAACAGCTTCTCAATACCTTTAAATTCCGTGC-3" 59

galUT20MR21H-fo
galUT20MR21H-re
2alUK202A-fo

galUK202A-re

galFWT-fo
galFWT-re
galFM15TH16R-fo
galFM15TH16R-re
galFK198A-fo

galFK198A-re

5'- GCGGGATTAGGAATGCATATGTTGCCGGCG-3"
5'- CGCCGGCAACATATGCATTCCTAATCCCGC-3"
5'-GTGGTAGAAGCGCCGAAAGCG-3"

5"-CGCTTTCGGGCGCTTCTACCAC-3"

5"-CATATGACGAATTTAAAAGCAGTTATTCCTGTAGCGGGTCTCGGGATGCATAT-3"

5'-GAGCTCTTATTCGCTTAACAGCTTCTCAATACCTTTACGGAACTTCGCCCCTTCTT-3"

5'-GGTCTCGGGACCCGTATGTTGCCT-3"

5"-AGGCAACATACGGGTCCCGAGACC-3"

5'- GAATTTATCGAAGCGCCGGATCAGCCG-3"

5'- CGGCTGATCCGGCGCTTCGATAAATTC-3"

55

54

52

53

63

62

55

53

53

52
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Tabla VI.2.2. Secuencias de oligonucledtidos especificos para la amplificacion de los genes galU y galF (los sitios de restriccion se
encuentran subrayados) y para la mutagénesis sitio-dirigida (las bases cambiadas se marcan en negrita). Los sitios de restriccion utilizados
para subclonar galU fueron Ncol (oligonucledtido Fo) y Sacl (oligonucléotido Re); y los sitios de restriccion para el gen galF fueron Ndel

(oligonucléotidoFo) y Sacl (oligonucledtido Re). Ta, temperatura de apareamiento y tg, tiempo de elongacion.
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Figura VI1.2.2. Determinacion la estructura de GalU y de GalF. (A) SDS-PAGE de
las proteinas de E. coli producidas en forma recombinante. Carril 1: marcadores de
MM; carril 2: sobre-expresion de GalU en extracto crudo; carril 3: GalU purificada;
carril 4: sobre-expresion de GalF fusionada a la etiqueta de histidinas; carril 5: GalF
purificada. (B) Determinacion de la MM de las proteinas realizada mediante

cromatografia de filtracion por geles.

V1.2.1.2. Caracterizacion cinética de las proteinas 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 esta involucrada en diversas rutas metabolicas. 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 catalitica 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 asi que decidimos llevar a cabo la caracterizacion de las proteinas codificadas por los
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genes galU y galF de E. coli y de esta forma determinar la funcionalidad de estas
proteinas, particularmente de GalF.

En nuestras manos ambas proteinas purificadas mostraron actividad
UDP-Glc PPasa, con una marcada diferencia en la JV},,x determinadas para GalU
(340 U/mg) y GalF (0.015 U/mg). La Figura VI.2.3 muestra las curvas de saturaciéon de
estas enzimas para los diferentes sustratos a partir de las cuales se determinaron los
parametros cinéticos. Como se esperaba, ambas PPasas mostraron una estricta
dependencia por Mg”" para catalizar la sintesis de UDP-Glc y PPi a partir de UTP y
Glc-1P. GalF exhibié un Sy s ligeramente superior para este cofactor esencial (3,1 mM
para GalF y 2,2 mM para GalU) y para ambas enzimas las curvas de saturacion
mostraron un comportamiento sigmoidal (Figura VI.2.3 A y B). Ademas, GalF presentd
un mayor Sps para el UTP (0,36 mM) en comparacion con los parametros calculados
para GalU (0,17 mM) y, como puede observarse en las Figura VI1.2.3 C y D, un
comportamiento cinético distinto: GalU exhibié una curva de saturacion hiperbolica
para el NTP, mientras que en GalF se observo un comportamiento mas sigmoideo. Sin
embargo, la mayor diferencia se encontrd6 en los parametros determinados para la
Glc-1P: en GalU el Sps fue un orden de magnitud inferior (0,035 mM) que el
determinado en GalF (0,52 mM). Ademas, GalU mostr6 un comportamiento
ligeramente desviado de wuna hipérbola para el uso de Glc-1P presentando
cooperatividad positiva, mientras que GalF exhibié una cooperatividad negativa para el

azucar-P (Figura VI.2.3 E y F).
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Figura VL.2.3. Curvas de saturacion de GalU (simbolos negros) y GalF (simbolos

blancos) para: (A) y (B) Mg2+, O yD)UTPy (E)y (F) Glc-1P.
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V1.2.1.3. Estudio de la estructura cuaternaria de GalU y GalF

Cuando se determind la estructura cuaternaria para GalU y GalF, mediante
cromatografia de exclusiéon molecular, se observaron diferencias importantes (Figura
VI.2.2 B). La primera exhibi6 el perfil de elucion de una proteina homotetramérica
(~160 kDa, Figura V1.2.2 B) [este resultado es acorde a lo descripto por (Thoden y
Holden, 2007b)]; mientras que GalF se comporté6 como un monémero (~40 kDa, Figura
VI.2.2 B). Basados en estos resultados, decidimos investigar si el estado de
oligomerizacion de GalU influia en la actividad de la enzima; y si esto pudiera explicar,
al menos en parte, las diferencias en los paradmetros 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 realizd 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 cromatografia de exclusion molecular. Cuando la enzima fue
preincubada en buffer Tris eluyd en un Unico pico correspondiente a una forma
tetramérica. Mientras que la preincubacion en buffer HEPES promoviéo 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
fraccion monomérica de GalU (GalUy,) exhibid una V., 20 veces menor (18 U/mg) que
la forma tetramérica (350 U/mg) (Tabla VI.2.3). Sin embargo, este parametro continu6
siendo mayor que el determinado para GalF (~100 veces). En cuanto a los otros
parametros cinéticos calculados para los sustratos, el Sps para Glc-1P aumentd
ligeramente en comparacion con el valor observado en la forma tetramérica; mientras

que no se observo variacién en los parametros para el UTP y el Mg*" (Tabla V1.2.3).
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VI1.2.1.4. Andlisis de los residuos criticos en la actividad PPasa

Como ya se ha mencionado, GalU y GalF presentan un alto grado de identidad
de secuencia de aminoacidos e incluso se conservan residuos descriptos como
importantes para la actividad de las UDP-Glc PPasas bacetianas (Figura VI.2.1). Sin
embargo, GalF exhibi6 una actividad baja en comparacion 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 determind que la estructura cuaternaria adoptada por estas enzimas es
diferente y que el estado de oligomerizacion influye sobre la actividad de las mismas.
Sin embargo, el estudio mostré que GalU incluso en su forma monomérica exhibe
parametros cinéticos distintos a GalF (Tabla VI1.2.3). Esto nos llevd a plantearnos sobre
diferencias en residuos claves de las secuencias que pudieran causar tales discrepancias
cinéticas.

Con el fin de identificar estos residuos criticos para la actividad de la enzima, se
analizaron las secuencias de GalU y GalF en comparacion con otras PPasas. Se ha
descripto que el motivo GXG(T/S)R esta altamente conservado entre todas las PPasas
hasta ahora informadas (Figura V1.2.4 A) (Jin y col., 2005) y ha sido identificado como
parte del sitio de unidon 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 estd
conservado en GalU; mientras que en GalF los residuos Thr* y Arg®' de GalU son
sustituidos por los residuos Met'” e His'®, respectivamente.

Ademas, se realiz6 un modelado molecular por homologia para GalU (Figura
VI1.2.4 B) y para GalF (Figura VI.2.4 C) con el posicionamiento de la UDP-Glc y el

+ eqe . . . .
Mg”" utilizado por estas enzimas como cofactor esencial. Como molde para incluir estos
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compuestos se utilizd la proteina GalU de C. glutamicum, cuya estructura cristalina
(PDB: 2PA4) fue resuelta con el producto y dos iones de Mg*" (Thoden y Holden,
2007a). El catiéon incluido en nuestros modelos es el asociado a los 4&tomos de oxigeno
de los fosfatos o y B de la UDP-Glc y al residuo de Asp'* en GalU de C. glutamicum.
Se ha establecido también que este i6n metalico estd presente, en la misma posicion, en
la timidililtransferasa de E. coli (Sivaraman y col., 2002). Como muestra el modelo de
GalU (Figura V1.2.4 B), los residuos Thr*® y Arg®' forman parte del bolsillo catalitico.
En GalF la sustitucion de estos residuos (por Met e His, respectivamente) podrian
generar cambios estructurales en este sitio (Figura V1.2.4 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 asi obtener los respectivos intercambios estructurales de cada
proteina en este dominio especifico. Las mutantes fueron producidas y purificadas a
homogeneidad (> 90%) electroforética, de manera similar a lo descripto previamente
para las enzimas salvajes. GalF M15T/H16R exhibié un aumento en la V. de un orden
de magnitud respecto a GalF (Tabla VI.2.3). Aunque el Sys para ambos sustratos fue
ligeramente superior en la mutante, el comportamiento cinético de saturacién para la
Glc-1P fue mas parecido al exhibido por GalU, ya que GalF MI15T/H16R mostré una
curva practicamente hiperbolica para el sustrato (Tabla VI.2.3). Para el ion Mg se
observo una disminucion en el Sy sy un aumento en el n, exhibiendo un comportamiento
cinético en su curva de saturacion mas semejante a GalU. Por otro lado, se realizo la
caracterizacion de la mutante GalU T20M/R21H. En cuanto a los parametros cinéticos
determinados para el UTP y el Mg, no se observaron cambios significativos en esta
doble mutante (Tabla VI.2.3). Pero la misma exhibi6 una disminucion en la Vi, de tres

ordenes de magnitud y el Sy s de para la Glc-1P se incrementd en ~60 veces comparada
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con la de la proteina salvaje (Tabla VI.2.3). Los resultados obtenidos a partir de la
caracterizacion 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 sustitucion de los
mismos en la secuencia de aminoacidos de GalF producen una disminucion en la Vi
de la enzima.

Otra region estructural importante, altamente conservada entre las PPasas, es
aquella donde se encuentra el residuo Lys*”> 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 V1.2.4 B) muestra que este residuo interactia con el
B-fosfato de la UDP-Glc. En GalF esta Lys también se encuentra conservada (Lys'”,
Figura VI.2.4 A). Sin embargo, analizando el modelo 3D de GalF (Figura V1.2.4 C), la

Lysl98

no seria capaz de formar un puente hidrogeno con la molécula de UDP-Glc,
como si ocurre en GalU. Para comprobar esta hipotesis planteada se realizaron mutantes
sitio-dirigidas, en GalU y GalF, de este residuo que seria clave en la catélisis enziméatica
(GalU K202A y GalF K198A). Esto permitiria explorar mas a fondo las relaciones
entre la estructura de proteinas y sus propiedades cinéticas. Los mutantes fueron
producidas y purificadas a homogeneidad (> 90% pureza segin SDP-PAGE, datos no
mostrados).

GalU K202A exhibi6 una Vp, similar a la enzima salvaje; sin embargo, el Sos
para la Glc-1P se increment6 significativamente (~40 veces) (Tabla VI.2.3). Por lo
tanto, la eficiencia catalitica (Vmax/Sos) de la enzima para la utilizacion de Glc-1P
disminuy6 en dos ordenes de magnitud debido a la mutacién puntual en el residuo

Ly S202

. Para el UTP no se observaron cambios significativos en los pardmetros
cinéticos, pero para el i6n Mg”" GalU K202A exhibié un Sy s ~3 veces menor que GalU.

En paralelo GalFK198A exhibi6 los mismos parametros cinéticos que la enzima salvaje
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para los sustratos UTP y Glc-1P (Tabla VI1.2.3). Para el cofactor esencial GalFK198A
mostré6 un Sps ligeramente inferior a la de GalF (Tabla VI.2.3). Estos resultados

202 L ) .,
92 de GalU estaria involucrado en la interacciéon de la

muestran que el residuo de Lys
enzima con la Glc-1P, mientras que en GalF la unidén del azucar involucraria otros
residuos. Es posible, entonces, que la estructura del sitio catalitico se encuentre
modificada en GalF, esto seria responsable de su baja afinidad relativa por la Glc-1P y
la Vinax mucho menor que la calculada para GalU.

Ademas de su caracterizacion cinética, se determiné la estructura cuaternaria de
las mutantes producidas para GalU y GalF mediante cromatografia de filtracion por gel.
Las distintas mutantes exhibieron perfiles de elucion similar a las respectivas enzimas
salvajes: para GalU T20M/R21H y GalU K202A se determind una conformacion

tetramérica, mientras que para GalF M15T/H16R y Gal FK198A una conformacion

monomeérica.



GalU GalF
Tetramérica Monomérica T20M/R21H K202A WT MI15T/H16R KI198A
Sos (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
UTP
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
Sos (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
Glc-1P
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
Sos(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
Mg2+
n 3,7+0,5 24+0,3 2,8+0,2 23+0,2 23+0,2 33+04 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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Tabla VL.2.3. Parametros cinéticos determinados para GalU, GalF y sus respectivos mutantes. Los pardmetros se calcularon a partir de

datos promedio de tres experimentos independientes.
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Adenylyltransferase: A
Eco -MVSLEXKNDHLMLARQLPLKSVALILAGCRCTRLKDLTNKR-AKPAVHFGGK (50) . . . DKIIEFVEKEANP----=--=--=--= PSMENDESKSLASMGIY. . (216)

Stu MAVSDSQNSQTCLDPDASRSVLGIILGGEAGTRLYPLTKKR-AKPAVPLGAN (51) . . . GRIIEFAEKFQGEQLQAMKVDTTILGLDDKRAKEMPFIASMGIY. , (233)

Atu -—-MSEKR- . .DEIIDFIEKEADP=====cmccmmnun PGIPGNEGFALASMCIY. . (208)
Cytidylyltransferase:

F1 e ——— - .. ~QVRSFQEKP KGDGAMINGGEF. . (192)

Yen = = ===mmemcmeeememe———— 8 .. .~HVTSFEEKF - SDEIGWINGGFF.. (190)
Guanylyltransferase:

Bco  memmmmmmmmmme—ee MAQSKLYPVYMAGGSGSRLWPLSRVLYPKQFLCLKGD (37) . . . FEVAQFVEKPNLET-—-—--—------ AQRYVASGEYYWNSGME. . (206)

Tpr  mmmmmmmmmmemmmmeee MENDCIIMAGGSGTRLWPASNSKNPKQFLSGEGG (34) . . . YQRAAFREKPDRAT---=-=--=--=--- AEQFLKAGNEYWNSCMF. . (224)

MEMRKGIILACGSGTRLYPVTMAV-SKQLLPIYDK (34) .. .GTAISLEEKE
MK-RKGIILACCSGCTRLHPATLAI-SKQLLPVYDK (33) .. .GKAISLEEKE

LEPESNYAVTGLY.. (177)
LEPKSNYAVTGLY.. (176)

Hpy — mmmmmmmmmmmmme—eeo MIKKCLFPAACYGTRFLPITKTI-PKEMLPIVDK (33) ... YEIKDMVEKP-NQ----------=-----—- EDAPSNLAVIGRY.. (207)

Smu mmmmmmmmmee MPSK--KVRKAVIPRAGLGTRFLPATKAL-AKEMLPIVDK (37) ... YSVDTEVEKP-AP-—-=============-= KEAPSNLAIIGRY.. (213)

Cgl  ==mmmeee MSLEIDEHVNAVKTVVVPAACLGTRFLPATKTV=PKELLEVVDT (43) .. . KKVKGMVEKF =Rl ===========coooaax EDAPSRLAATGRY. . (218)
w2 w

Gall  —mmmmmeeoe- MAAINTKVKKAVIPVACLGTRMLPATKAL -PKEMLPLVDK (39) .. . VPMVGVVEKP-KA----=-----moooomn DVAPSNLAIVCRY.. (218)
1516 198

GalF  ==mmmmmmeees MINL----- KAVIPVAGLGMEMLPATKAI -PKEMLPIVDK (34) .. .SRIVEFIEKFDQP================== QTLDSDIMAVGRY.. (215)
AA A

B

Figura VI1.2.4. 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 numeros de acceso de las adenililtransferasas
(ADP-Glc PPasa, EC: 2.7.7.27) son: Eco, E. coli K-12, P00584; Stu, Solanu tuberosum
subunidad o, P23509; Atu, Agrobacterium tumefaciens, P39669. Las secuencias y
numeros de acceso de las citidililtransferasas (a-D-glucosa-1-fosfato citidililtransferasa,
EC: 2.7.7.33) son: Sty, Salmonella typhi 1TZF; Yen, Yersinia enterocolitica 1.C20,
AHM71362. Las secuencias y numeros 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 niimeros de acceso de las
timidililtransferasas (dTTP: a-D-glucosa-1-fosfato timidililtransferasa, EC: 2.7.7.24)
son: Eco, E. coli, WP_000783975; Pae, Pseudomonas aeruginosa, WP_003105518. Las
secuencias y numeros 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 ion Mg*" 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™’, Arg?' y Lys*”

. El potencial puente hidrogeno
entre la Lys®” y el B-fosfato de la UDP-Glc se indica mediante la linea discontinua

violeta. (C) Modelado por homologia de la estructura de GalF con el producto y el
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cofactor anadidos. Los residuos clave estudiados se muestran: Met ~, His "~ y Lys .
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VI1.2.1.5. Ensayos de complementacion 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, podria 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 incorporacion de Glc y Gal en sus membranas celulares; lo que resulta en la sintesis
incompleta de los LPS (Weissborn y col., 1994). Un motivo para esta caracteristica
fisioldgica puede ser que in vivo la produccion natural de GalF en las células no sea
suficiente para generar las cantidades de UDP-Glc necesarias para la correcta ejecucion
del metabolismo. A partir de este postulado, un incremento en la expresion de esta
enzima podria superar la limitacion de su baja actividad enzimatica y, ademads, la
expresion de GalF M15T/H16R podria ser ain mas eficiente para compensar la ausencia
de GalU.

Para analizar esta posible funcionalidad de GalF y GalF M15T/H16R in vivo se
transformo la cepa de E. coli FF4001 (deficiente en GalU) (Harding y col., 1993) con
las construcciones pGALU, pGALF, pM15THI6R o el vector pMABS, como se
esquematiza en la Figura VI.2.5 A y se detalla en Materiales y Métodos. Las cé€lulas
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 acidificacion debido al consumo de azlcar; 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 plasmidos pGALU, pGALF, pM15TH16R o pMABS a
diferentes tiempos de incubacion a 37 °C. Como puede observarse, la expresion de las
enzimas permitio que las bacterias consuman la Gal tornando el medio amarillo. Las

células complementadas con ga/U metabolizaron la Gal dentro de las primeras 12 h de



114

incubacion, mientras que aquellas complementadas con la mutante GalF M15T/H16R y
GalF necesitaron un mayor tiempo (48 y 72 h de incubacion, respectivamente) para
lograr un consumo apreciable del azicar. Durante el curso del experimento las células
utilizadas como control (transformadas con pMABS5) 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 complementacion de la cepa E. coli FF4001, deficiente
en la expresion de GalU. (A) Representacion esquematica de la estrategia utilizada
para realizar el ensayo. Los plasmidos pGALU, pGALF y pM15TH16R se construyeron
como se detalla en Materiales y Métodos. (B) E. coli FF4001 transformadas con las
construcciones y el vector pMABS (control). Los cultivos se incubaron a 37 °C en
medio de Hugh-Leifsonsuplementado con 1% (p/v) de D-Gal. El amarillo indica
fermentacion del azicar, mientras que el azul indica la incapacidad para utilizar Gal

como fuente de carbono.

VI1.2.2. Discusion

En la presente seccidon se caracterizaron cinética y bioquimicamente los
productos de dos genes de E. coli que codifican para la UDP-Glc PPasa procariota
(GalU) y una enzima homologa putativa (GalF). Los genes fueron amplificados por
PCR y clonados en un vector de expresion para la produccion de las proteinas
recombinantes. Ambas enzimas purificadas fueron funcionalmente activas, pero
exhibieron diferentes propiedades cinéticas y estructurales. La diferencia mas relevante
estuvo dada por la V. exhibida por GalF, ya que este pardmetro fue sustancialmente
menor (cuatro 6rdenes de magnitud) que el observado para GalU. Sin embargo, y a
pesar de la baja actividad de GalF, estos resultados representan una informacion
novedosa y util, ya que en E. coli esta proteina habia sido informada como inactiva,
aunque en estudios que emplearon métodos de relativamente baja sensibilidad analitica
(Marolda y Valvano, 1996). En base a las similitudes en las secuencias de aminoécidos,
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 serian

1soenzimas. Sin embargo, Marolda y col. (Marolda y Valvano, 1996) informaron que
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GalF de E. coli no era un homoélogo funcional y, en cambio, cumpliria 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
informacion sobre las propiedades cinéticas o bioquimicas de estas enzimas. El presente
trabajo presenta la primera caracterizacion de una proteina GalF funcionalmente activa.
Considerando que GalU y GalF son proteinas homoélogas (que comparten el
56,6% de identidad) resulta esencial el andlisis de los cambios estructurales que
pudiesen explicar las diferencias en la actividad de las enzimas recombinantes. Esto
podria deberse a: (i) la ausencia de residuos clave en GalF y/o (ii) la presencia de
residuos que afectan a su interaccion con los sustratos y (iii) la diferencia en la
conformacion activa que cada una presenta. El analisis in silico nos permiti6 identificar
residuos criticos 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 aument6 la actividad de
la enzima, mientras que en GalU las mutaciones disminuyeron su actividad. El residuo
de Arg de diferentes PPasas, andlogos a la Arg?' en GalU, serfa critico en la catalisis
enzimatica, ya que el sitio constituido por el loop GXG(T/S)R uniria al NTP,
generandose enlaces entre los residuos del dominio y los fosfatos B y y del nucleotido.
La Arg seria uno de los residuos responsables de contrarrestar las cargas negativas de
los grupos fosfato, que conduce al correcto posicionamiento del NTP, con la
subsiguiente union de la Glc-1P (Blankenfeldt y col., 2000a; Sivaraman y col., 2002; Jin

y col., 2005; Fiihring 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 (GImU) (Brown y
col., 1999). Ademas, 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 mutacion de la Arg analoga en diferentes
PPasas afecta significativamente la actividad de la enzima. Para la ADP-Glc PPasa de
papa (Ballicora y col., 2005) la mutacién de la Arg33 de la subunidad catalitica (o)
provoco la reduccion de la actividad enzimatica. Ademas, en la subunidad regulatoria
(B) la mutacioén del residuo analogo a la Arg, Lys**, gener6 una mutante activa. De igual
manera, las mutaciones andlogas en la UDP-Glc PPasa de Helicobacter pylori (R15A)
(Kim y col., 2010) y la GImU de E. coli (R18A) (Brown y col., 1999) producen una
reduccion en la actividad en un 86% y unas 6000 veces, respectivamente.

Es evidente que la sustitucion de los residuos de Arg/Thr en GalF no es el tinico
factor responsable de la baja actividad de esta enzima. Posiblemente, la presencia de
residuos que afectan a la correcta union de los sustratos lleva a una menor eficiencia
catalitica. E1 modelo molecular de GalU mostré que la Lys202 interactiia con el grupo
B-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. #yphi (Thoden y Holden, 2007a). Los resultados obtenidos se
corresponden con estos informes previos, ya que la mutante GalU K202A exhibi6é un
notable aumento del Sy s para la Glc-1P. Este residuo de Lys estd altamente conservado
en las enzimas de la familia. Para la ADP-Glc PPasa de E. coli (Hill y col., 1991) el
residuo andlogo Lys195 tiene un rol fundamental para la correcta union de la Gle-1P en el
sitio catalitico. Los autores postulan que el gran aumento en el Sy s cuando este residuo

estd mutado explica la conservacion absoluta del mismo en la amplia gama de PPasas
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hasta ahora secuenciadas (Hill y col., 1991). La forma, el tamafio y la carga del residuo
de Lys parecen necesarios para la correcta union de la Glc-1P y el funcionamiento de

la enzima.

En GalF el residuo Lys estd presente (Lys'"'), aunque en el modelado 3D se
observa una falta de interaccion entre el mismo y el producto. Los resultados obtenidos
apoyan este andlisis in silico, ya que GalF exhibi6é un mayor Sy s que GalU (~15 veces
mayor) para la Glc-1P y la mutante GalF K198A no mostré diferencias con la enzima
salvaje. Esto sugiere que el sitio de unidn a sustrato se encuentra alterado en GalF, lo
que seria un punto critico para explicar su reducida afinidad aparente por la Glc-1P en
comparacion con GalU. Haciendo un andlisis 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 podria pensar que el cambio estructural cuando se
producen las mutantes en la Lys se minimiza, debido a que el sitio de unién de sustrato

ya se encuentra modificado.

La cromatografia de exclusion molecular mostré que GalU (y sus mutantes
analizadas en este trabajo) presenta una conformacion homotetramérica [como
anteriormente informaron (Thoden y Holden, 2007b)], mientras que GalF (y sus
mutantes) se expresa como un monomero. 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 oligomerizacién es uno de los procesos regulatorios clave que modulan
la funcion/actividad de las proteinas. Por lo tanto, la diferencia en el estado de
oligomerizacion puede ser un factor relevante que afecta a la actividad de GalF. Ha sido

informado que el estado de oligomerizacion de la UDP-Glc PPasa de cebada afecta a su
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actividad enzimatica (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2005); y que ciertos
buffers tienen efectos opuestos sobre la integridad estructural de la proteina
(Kleczkowski y col., 2005). En el presente trabajo, el buffer HEPES favorecio la
presencia de la forma monomérica de GalU; lo cual también se observo 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 quimica de los mismos. El HEPES fue encontrado unido especificamente a
varias proteinas cristalizadas (Ji y col., 1997; Trievel y col., 2002) y las interacciones
proteina-HEPES se estabilizan tanto por interacciones hidrofobicas como por
interacciones con las cadenas laterales cargadas positivamente. Por lo que la
hidrofobicidad y estructura quimica de este buffer, en comparacioén con el Tris, podria
ser responsable de los cambios en la estructura cuaternaria de estas UDP-Glc PPasas.

Mas alla de los factores que influyen sobre la estructura cuaternaria de la
enzima, es importante resaltar que la fraccion monomérica de GalU exhibié una Vpax
inferior (20 veces) que la forma tetramérica. El andlisis estructural de GalU de E. coli
revel6 que la proteina es un tetramero organizada como un dimero de dimeros. El
C-terminal de esta proteina presenta dos hélices (Lys*”-Arg®™ y Gly**-Met*™) que
forman un dimero fuertemente unido por interaccion entre las subunidades (Thoden y
Holden, 2007b). El andlisis de las secuencias de aminoacidos muestra que el C-terminal
de GalF difiere significativamente de GalU. De esto surge la hipotesis de que esta
diferencia es responsable de la forma monomérica de GalF y las mutantes

GalF MI15T/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 monosacarido y utilizarlo

como fuente de carbono. Este efecto fisioldgico fue revertido con la sobre-expresion de
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GalU, GalF y GalF M15T/H16R. De esta forma, los ensayos de complementacion
validaron nuestros hallazgos in vitro: GalF es una UDP-GlcPPasa funcionalmente
activa. La enzima enddgena probablemente no puede producir suficiente cantidad de
UDP-Glc como GalU, pero esta limitacion puede ser superada con el aumento de su
expresion. Ademas, la doble mutante de GalF (GalF M15T/H16R) afect6 a su nivel de
actividad con consecuencias in vivo.

En su conjunto, los resultados evidenciaron que GalU y GalF son proteinas
homologas funcionalmente activas. Sin embargo, la baja actividad de GalF nos lleva a
postular que estas enzimas divergieron de un ancestro comun y que adaptaciones
evolutivas llevaron a la obtencion de proteinas con diferentes roles. Posiblemente, galF
es una duplicacion del gen gal/U y mutaciones posteriores produjeron una marcada
disminucion en la capacidad catalitica de su producto. Este mecanismo natural podria
ser de utilidad para la adquisicion de propiedades reguladoras en GalF. Aunque mas
experimentos son necesarios para probar esta hipotesis, es plausible pensar que in vivo
estas dos proteinas podrian interaccionar formando hetero-oligomeros. GalF expresada
en forma recombinante adquiere una conformacion monomérica y el analisis in silico
muestra que las secuencias de aminoacidos de GalU y GalF del extremo C-terminal
(importante para la interaccion entre las subunidades del homotetrdmero 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
deberia ser descartada. Los estudios para analizar esta posible interaccion y su efecto
sobre la funcionalidad de las enzimas estdn siendo objeto de tareas experimentales

futuras en nuestro laboratorio.



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 sintesis de UDP-Glc. El aztcar activado de esta forma es
sustrato de diferentes glicosiltransferasas que lo conducen hacia los diferentes caminos
metabolicos. La UDP-Glc PPasa eucariota (como la procariota) no es una enzima
regulada alostéricamente por metabolitos y el control de la produccion de los diferentes
compuestos a los cuales se deriva la Glc estaria dado a nivel de las glicosiltransferasas.
Por ejemplo, la via de sintesis de glucogeno esta 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
fosforilacion 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 mas temprana del linaje eucariota (Morrison y col.,
2007). Tiene un repertorio metabolico limitado en comparacion con otros parasitos y
con eucariotas superiores y presenta adaptacion a entornos microaerofilicos (Lloyd y
Harris, 2002; Morrison y col., 2007). La pared quistica protectora del estado infectivo
presenta un arreglo caracteristico de polisacaridos de GalNAc y esta estructura es
responsable de la supervivencia del parasito fuera del huésped (Lujan y col., 1997;
Lopez y col., 2003). Ademas, G. lamblia acumula glucogeno que sirve como una
reserva de energia en trofozoitos (Ladeira y col., 2005) y también juega un papel critico
en su diferenciacion a la forma de quiste (Pradhan y col., 2012).

A pesar de la relevancia de oligo- y poli-sacaridos para la supervivencia y la
patogenicidad de G. lamblia, la caracterizacion completa de las enzimas implicadas en

el metabolismo de los hidratos de carbono esta lejos de ser completa. La via para la
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sintesis de la pared del quiste ha sido la mas estudiada y las propiedades cinéticas de la
UDP-GlcNAc PPasa (enzima involucrada en la produccion de los glicoconjugados de la
pared quistica) 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, ningin informe estd disponible en relacion con la
caracterizacion de las enzimas involucradas en la biosintesis del glucogeno (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 oOxido-
reduccion (Martinez y col., 2011). Este trabajo ha abierto la perspectiva sobre la posible
modificacion de la actividad de este tipo de enzimas en otros organismos protozoos. En
forma concordante para la UDP-Glc PPasa de cafia de azucar 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
modificacion 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. Ademas,
la importancia de la Glc en componentes esenciales para la capacidad infectiva del
microorganismo hace necesario el analisis de las enzimas involucradas en la biosintesis
del compuesto que actua como reserva de este aztcar. De esta manera, el conocimiento
de las caracteristicas cinéticas y regulatorias de la UDP-Glc PPasa y de la GSasa de G.

lamblia permitiran un mejor panorama del metabolismo de carbohidratos de este
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parasito y sera un punto de partida para el conocimiento de la sintesis de glucdgeno en

algunos protozoos.
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VIIL.1. Capitulo: “Estudio de la UDP-Glc PPasa de Giardia lamblia. Analisis
comparativo de la enzima con otras PPasas en su regulacion y uso de sustratos

alternativos”

VII.1.1. Resultados

VIL1.1.1. Clonado y expresion heterologa de los genes que codifican para la

UDP-Glc PPasa y la UDP-GIlcNAc PPasa de Giardia lamblia

Se ha informado que G. lamblia acumula glucogeno para el almacenamiento de
carbono y energia (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012). Para tener un mejor
panorama de la ocurrencia y sintesis del polisacarido de reserva en este parasito
realizamos el estudio de las enzimas de esta via. La UDP-Glc PPasa cataliza la sintesis
del donante de residuos glucosilo (UDP-Glc) para la elongacion de glucdgeno en las
células de eucariotas heterotrofos (Ballicora y col., 2003, 2004). El analisis del genoma
de G. lamblia ATCC50803 mostr6 dos genes relacionados con PPasas
UTP-dependientes (Morrison y col., 2007; Aurrecoechea y col., 2009): una secuencia de
nucledtidos que codifica para una UDP-Glc PPasa putativa (ugp, Gene ID: 5699477) y
otro gen que codifica para la UDP-GIcNAc PPasa (uap, Gene ID: 5700112); siendo esta
ultima 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 proteina de 450 aminoacidos
(GlaUDP-Glc PPasa) con un MM teérica 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). Ademas, la secuencia predicha de la GlaUDP-GlIc PPasa tiene un

grado de identidad similar con las enzimas homoélogas de otros eucariotas no protozoos:
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de Saccharomyces cerevisiae (33,3%) (Roeben y col., 2006) y de higado bovino
(35,5%) (Konishi y col., 1993). Curiosamente, se observa una identidad ain 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 proteina de 436
aminoacidos, con una MM de 48,3 kDa, de acuerdo con informes anteriores sobre la
caracterizacion de la UDP-GIcNAc PPasa de G. lamblia (Bulik y col., 1998; Mok y
Edwards, 2005; Mok y col., 2005).

Se disefiaron cebadores especificos (Tabla VII.1.1) para amplificar los genes ugp
(1353 pb de longitud) y uap (1311 pb) a partir de ADN genomico de G. lamblia,
mediante PCR. Después de confirmar la identidad por secuenciacion 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
produccion heterdloga de GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GIcNAc PPasa,
respectivamente. Ambas proteinas recombinantes se sobre-expresaron en las fracciones
solubles (Figura VIL1.1, carriles 2 y 4) y mediante un unico paso de IMAC (Ni*") se
purificaron a homogeneidad, a juzgar por el analisis en SDS-PAGE (Figura VIL.1.1,
carriles 3 y 5). En experimentos de cromatografia de filtracion por gel, en
Superdex 200, la G/aUDP-Glc PPasa eluyd como un tnico pico correspondiente a una
MM de 50 kDa. No se observaron conformaciones oligoméricas superiores, sugiriendo
asi 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-GIcNAc PPasa también eluyo 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).



Sitio de TA tg

Oligo Secuencia corte ©C)  (min)
ugp-Fo  5-CATATGTCCTATCAGGATCTGCTCAGCGC-3’ Ndel 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. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de ugp y uap de
G. lamblia. En negrita y subrayado se indican los respectivos sitios de accién de

nucleasas. Ty, temperatura de apareamiento y tg, tiempo de elongacion.
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Figura VIIL.1.1. SDS-PAGE de las enzimas recombinantes GlaUDP-Glc PPasa y
GlaUDP-GIcNAc PPasa. Carril 1: marcadores de MM; Carril 2: sobre-expresion en el
extracto crudo de la G/laUDP-Glc PPasa; Carril 3: G/laUDP-Glc PPasa luego del paso de
purificacion con IMAC; Carril 4: sobre-expresion en el extracto crudo de laGlaUDP-

GlcNAc PPasa; Carril 5: GlaUDP-GIcNAc PPasa purificada mediante IMAC.

VII.1.1.2. Caracterizacion cinética de la UDP-Glc PPasa y la UDP-GlcNAc

PPasa de Giardia lamblia

El estudio de las propiedades cinéticas de la GlaUDP-GIlc PPasa permite un

analisis mas profundo de la produccion de uno de los metabolitos esenciales en el
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organismo: la UDP-Glc. Ademas, explorar la utilizacion de sustratos alternativos y, por
consiguiente, la sintesis de otros compuestos, es importante para el entendimiento del
metabolismo de hidratos de carbono en el protozoo. Como era de esperar, la enzima
mostré una estricta dependencia por Mg”>" para llevar a cabo la sintesis de UDP-Glec.
Los parametros cinéticos se resumen en la Tabla VII.1.2; la V. determinada para la
enzima es comparable a la informada para distintas UDP-Glc PPasas procedentes de
otras fuentes eucaridticas que también exhiben alta actividad especifica (Roeben y col.,
2006; Gupta y col., 2008; Meng y col., 2008). Las curvas de saturacion para ambos
sustratos (UTP y Glc-1P) presentan un comportamiento hiperbdlico, con valores de So s
alrededor de ~0,15 mM (Tabla VIIL.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 Sy s para los sustratos en comparacion con las enzimas homologas de
tubérculo de papa (Gupta y col., 2008), E. histolytica (la cual también muestra una Vyax
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
permitirian la produccion de diferentes NDP-azucares. En cuanto a los nucleotidos, la
enzima fue capaz de utilizar TTP, pero no ATP, GTP ni CTP (ensayados hasta 2 mM
cada uno). Para la sintesis de TDP-Glc la enzima exhibi6 un valor de Vp,x menor
(30 veces), asi como un mayor Sy s para ambos sustratos (6 veces para TTP y 3 veces
para Glc-1P), con un comportamiento cinético que mostr6 un ligero aumento en el valor
de n para los dos sustratos cuando se compara con la produccion de UDP-Glc

(Tabla VII.1.2). De esta forma, la eficiencia catalitica (Vna/Sos) de GlaUDP-Glc PPasa
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para el uso de UTP fue aproximadamente dos ordenes de magnitud mayor que para
TTP.

Ademads, se analizd la especificidad de G/aUDP-Glc PPasa por Glc-1P
utilizando como sustratos alternativos diferentes azucares-1P: Man-1P, Fru-1P, Gal-1P,
GlcNAc-1P, GIcN-1P o GalN-1P (ensayados cada uno en una concentracion de 2 mM).
A excepcion de la Gal-1P, la actividad exhibida por la enzima con estos monosacaridos
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 pardmetros cinéticos para el uso de Gal-1P y se analizaron en
comparacion con Glc-1P. Como se muestra en la Figura VIIL.1.2, la GlaUDP-Glc PPasa
exhibi6 una afinidad aparente similar para el uso de ambas hexosas-1P; aunque la Vi,
determinada para cuando la enzima utiliza Gal-1P fue inferior y el » aument6 en
comparacion con el uso de Glc-1P (Tabla VIL.1.2). De esta manera, la eficiencia
catalitica 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 nucleédtido se utiliza en
combinacion con Gal-1P en lugar de Glc-1P.

Tras estos resultados, decidimos analizar el posible uso de distintos azucares-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 mostrd actividad insignificante con cualquiera de los sustratos
alternativos, incluyendo la Gal-1P. Resultados similares se obtuvieron con la
GlaUDP-GIcNAc PPasa, que resultd altamente especifica para GIcNAc-1P, lo cual es

concordante a lo previamente informado por otros autores (Mok y col., 2005).
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Sintesis de Sustrato So,5(mM) n Vmax (U/mg) Vinav(80,5)"

Glc-1P 0.13 £0.01 1.1 3773
UDP-Glc 400 £ 21

UTP 0.14 £0.02 1.1 3478

Glc-1P 0.36 +0.04 1.2 47
TDP-Glc 14+2

TTP 0.90 +0.02 1.5 16

Gal-1P 0.09 £0.01 1.5 2778
UDP-Gal 75+ 8

UTP 0.08 £0.01 1.9 9103

Tabla VIIL.1.2. Parametros cinéticos de la GlaUDP-Glc PPasa para los distintos
sustratos. Los parametros fueron calculados a partir de datos promedio de tres

experimentos independientes, tal como se detalla en Materiales y Métodos.

dad (U/mg)

ivi

Act

0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0

Azucar-1P (mM)

Figura VIIL.1.2. Curvas de saturacion de la GlaUDP-Glc PPasa para Glc-1P
(cuadrados) o Gal-1P (circulos). La actividad se midié como se detalla en Materiales y

M¢étodos. Los valores son datos promedio de tres mediciones independientes.
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VIL.1.1.3. Modificacion redox de GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GIlcNAc

PPasa

Nuestro grupo de trabajo demostrd que la EAIUDP-Glc PPasa es regulada
mediante un mecanismo pos-traduccional de tipo redox (Martinez y col., 2011): la
enzima se inactiva por oxidacidn con especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y
RNS, respectivamente) de localizacion intracelular y la actividad es restaurada mediante
la accidon de agentes reductores, incluyendo compuestos de accion fisiologica. Se sabe
que los aminoacidos que contienen azufre pueden ser modificados por este tipo de
mecanismo y, de esta forma, modular la actividad de la enzima. La Figura VIIL.1.3
muestra un alineamiento de aminoacidos 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 criticos que serian responsables de las
modificaciones de 6xido-reduccion. La EAIUDP-Glc PPasa contiene cinco residuos de
cisteina y once de metionina, pero en el trabajo de nuestro grupo hemos demostrado que
s6lo los residuos Cys'®, Cys®™ y Met' serian criticos para la modulacion redox de la
actividad de la enzima (Martinez y col., 2011). En comparacion, la GlaUDP-GIc PPasa
(compartiendo 33% de identidad con la enzima homoéloga de la ameba) contiene catorce
residuos de cisteina y nueve de metionina. La Figura VII.1.3 muestra las regiones
criticas del alineamiento entre las enzimas, detallando los residuos clave implicados en
la regulacion redox de FEAiUDP-Glc PPasa que también estdn presentes en la
GlaUDP-Glc PPasa (Cys®, Cys>®* y Met™, respectivamente). Por otro lado, el analisis
in silico también muestra que la GlaUDP-GIcNAc PPasa (que comparte solo el 13% de
identidad con la EAIUDP-Glc PPasa) carece de estos residuos. Es importante mencionar
que la GlaUDP-GIcNAc 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 VIIL.1.3). En base a estos andlisis 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.



133

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

B e I I I I I T [P I O T I IR T I [ T B e

EhiUDPGlcPPasa MELKINOMNTQEIRTKTEEITIQHLLOQGASEDDTKNLKSFOQILHNAYLEQIDKKTTGIEWDKVESLPKEF -======—=——— SVDYSTLDKDFTREEIIEL
GlaUDPGlcPPasa W ——=—=—==—=—==—==—= MSYQDLLSARLKELAAGG=-YMSATEVAGARDLEIRH PVEWBRVQALSDSG===========— YRAYDTLP-ELDGPSLTEKA

G1aUDPNAcGlcNPPasa ---MP LEE:;KKL?EVQPSLGKELQELS:EDRIIVLK)—HIVILEE \LHFAQLTSSSPMT-IKPLPDL RVLLlI YPDKGQQSVQDEAFNLGKKLLE

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
N B T T L e I L I I I I I
EhiUDPGlcPPasa LKKTCIIKIN PKSVIEVRNGLTFLDIIILOQLKALYREYGVVVPLVLMNSFSTNVETERKVIKKYEQD--NDVRILTFLOHKFPRIDAQTL
G1laUDPGlcPPasa MOKVAVLKLNGGLGTS TGPKTLIPVKNQMSFLEIIVRQVSSINTKYGISMPLLLMNSFNTEKDTKAALAQIHLD--KPVDITEFNQAHFPRLDAETL
GlaUDPNAcGlcNPPasa ECKVAALIMAGGQ! T%% i SVPKGVFPINFGERA ILLEILIRRVEIK— HNIPIIILLSPATEQATKDHLREKSYFE T?HELITTITQDHTFZTHRD K
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Y T I R I N I I e B L L I T L L [ I I

EhiUDPGlcPPasa LPVCTELNGRKEEWYPPGHGDFL VDSKAFQTLKEEGKEYLFE SDNLGAIPDITIMHHFSKNH-LDFALELTPKTLNDVKGGTLIRYGNKLKMLEI

G1laUDPGlcPPasa LPETHITPDNQAYWYPPGHGDVLRSLISESLVDKLIARGVEWIFI DNLGAVVDPRIVGYLATLK VDDVSEQI;K”IRDVK VLINYDGTTRLLET
G1aUDPNAcGlcNPPasa ILL.K-LEV_u”———PI NAGFLRAMMNAKLLKTLSARGVEFLHIV VDHFLIPLIDELTV FAKLRSLDILNRVIP S KKEG--IVGVRSITQEWQA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T L S P [P [P I IR I I T I I e e e T e
EhiUDPGlcPPasa AQVPSEHVAEFKDIKKFKVENTNNIWMNMSAIQHVVEKRTLLNNMDIIVNRKKDGQRDVIQLEIAVGC! FEHTTAYIVPRSREFLPVKA-@NDLEIIQ
G1aUDPGlcPPasa QVPQEHMGEFEDITKFKSFNVNSIWVRLEALKRLADAGTPID-LDIIVNPKVVECKRVIQLEQAVGAGITFFK-SEGLLVSRDRFIPVKKTDLL-TVQ
G1aUDPNAcGlcNPPasa PLVPRDLLDLOLPDQAPSVLEYSELPSDYSYASQYAN--IMNHVLSLAYLER--—--————-————- VAGYMEKLD-VEVVP-—---- YHIATKS
410 420 430 440 450 460 470 480 490
e e e e T e D e e e e I I
EhiUDPGlcPPasa STLFGLNESGHMVDNARKVSDIPPSVTFSKDEQEFISEYQKE IEHLNSLVVDGNIVFGKNVKLVGDVVLKNTTTKPILLEDKTIENTTLTE -
G1aUDPGlcPPasa SDVYDLDS-—--- EYVLRAGESIPTVELE@APLEKMDAYBAAFQEBLPSLR DhVKIL:\C“I PNVEFRGT@TIDNTS---——-—---- HLEN@TLGQ-
G1aUDPNAcGlcNPPasa ---YDYEN---——-—- KTNITLSIP------ SVYKIEHFIFDIE F\llLER ITISDRATDFSPIKNAVGEDSVESAR-----—-—-—- OAYHSSVEKAV

Figura VIIL.1.3. Alineamiento entre las UDP-Glc PPasa de E. histolytica (EhiUDP-Glc PPasa) y G. lamblia (GlaUDP-Glc PPasa) y la
UDP-GIcNAc 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 participarian en la regulacion redox [de acuerdo a lo informado en (Martinez y col., 2011)] se encuentran en

rosado.
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A. Oxidacién de las enzimas con diamida y reduccién con DTT

Para determinar si las reacciones de o6xido-reduccion modifican la actividad de
las enzimas recombinantes GlaUDP-Glc PPasa y G/aUDP-GIcNAc PPasa, en primer
lugar se realizaron ensayos de oxidacion y posterior reduccion utilizando agentes
quimicos. En este ensayo se utilizo 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 preincubacion con diamida (1 mM para
GlaUDP-Glc PPasa y 10 mM para G/aUDP-GIcNAc PPasa) a 25° C. De esta mezcla de
reaccion se tomaron alicuotas a distintos tiempos, se diluyeron apropiadamente y se
ensay6d la actividad enzimadtica para asi evaluar el efecto de la oxidacion sobre la
funcionalidad catalitica, luego de la incubacion se elimin6 el agente oxidante mediante
ultrafiltracion y se adiciond a la mezcla un volumen minimo de DTT para alcanzar una
concentracion final de 5 mM. Se continud incubando la reaccidon, tomando alicuotas a
distintos tiempos, diluyéndolas y midiendo su actividad segun corresponda, para evaluar
de esta forma el efecto de la reduccion sobre la actividad de ambas enzimas.

La Figura VII.1.4 muestra como se fue modificando la actividad de las dos
PPasas en presencia del compuesto oxidante y reductor. Para la G/laUDP-Glc PPasa se
observa claramente la pérdida de actividad de la enzima a medida que aumenta el
tiempo de incubacion con el oxidante, llevando a la inactivacion completa de la misma.
A su vez, esta inhibicion puede ser revertida en presencia de un agente reductor como el
DTT, alcanzédndose una mayor recuperacion conforme avanza el tiempo de incubacion,
hasta alcanzar la recuperacion del 100% de la actividad. En el caso de la
GlaUDP-GIcNAc PPasa (Figura VII.1.4 B), fue necesaria una concentracion de

oxidante mayor y aun asi la pérdida de actividad de la enzima por oxidacién (en las
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condiciones de ensayo) no alcanz6 un valor mayor al 40% de inactivacion. Ademas,
para esta enzima la oxidacion fue revertida por reduccion con DTT, pero no se logro
una completa recuperacion de la actividad bajo las condiciones ensayadas (Figura
VIL1.4 B).

A partir de los resultados obtenidos se observa que, in vitro, las enzimas
GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GIcNAc PPasa pierden su actividad enzimatica al
experimentar reacciones de oxidacion 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 oxidacion de las dos enzimas. Mientras que la
GlaUDP-GIcNAc PPasa pierde solamente un ~60% de su actividad en presencia de
concentraciones relativamente altas de agente oxidante, a una concentraciéon 10 veces
menor de diamida la GlaUDP-Glc PPasa muestra una clara sensibilidad a la oxidacion
con pérdida total de funcionalidad. Si bien estos ensayos se realizaron con compuestos
quimicos 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)

podrian ser blanco de regulacion por este tipo de mecanismo.
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Figura VII.1.4. Tratamiento con agentes oxidantes y reductores. (A) Oxidacion de
la GIaUDP-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 oxidacidn ambas enzimas estaban completamente
activas (100%): 400 U/mg para GlaUDP-Glc PPasa y 75 U/mg para G/laUDP-GIcNAc

PPasa. Los resultados son medias de tres ensayos independientes.

B. Oxidacién por compuestos de relevancia fisiologica

En el ensayo anterior qued6 en evidencia que la actividad tanto de la
GlaUDP-Glc PPasa como de la G/laUDP-GIcNAc PPasa puede inhibirse al ser oxidadas
con diamida, aunque la ultima requiere condiciones mas drasticas para su inactivacion.
Para poder vincular tales resultados con un posible mecanismo de regulacion
post-traduccional de tipo redox in vivo, la pérdida de actividad de las enzimas deberia

tener lugar frente a agentes oxidantes que actiian a nivel fisioldgico. 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: H,O, y *NO (generado a través del
NPS). Para analizar el comportamiento de la inhibicion de las enzimas por oxidacion se
siguid el mismo protocolo que para los ensayos con diamida.

En primer lugar se efectuaron curvas de la actividad porcentual en funcion del
tiempo de incubacion de las enzimas en estudio, con una dada concentracion de cada
agente oxidante. La Figura VII.1.5 muestra que la G/laUDP-Glc PPasa fue sensible a la
incubacion de los dos compuestos analizados: H,O, y NPS; exhibiendo una pérdida de
actividad enzimatica en funcién del tiempo de incubaciéon con los mismos. Como se
observa en la Figura VIL1.5, bajo las mismas condiciones ensayadas la
GlaUDP-GlcNAc PPasa no exhibi6 pérdida de actividad; requiriéndose concentraciones
mayores de oxidante para inhibir parcialmente a la enzima (datos no mostrados). Un
analisis mas detallado, variando la concentracion de cada reactivo durante la incubacion
mostro, en todos los casos, que la inactivacion no so6lo depende del tiempo sino también
de la concentracion de agente oxidante. En este escenario, la regulacion in vivo de la
GlaUDP Glc PPasa parece ser plausible, pero no la de la GlaUDP-GlcNAc PPasa.

Por cromatografia de exclusion molecular se analizd si la oxidacion de la
GlaUDP-Glc PPasa producia cambios en su estructura oligomérica. La respuesta a este
planteo fue de resultado negativo, ya que luego de la inactivacion por oxidacion la
proteina eluyd como un unico pico de MM 50 kDa, al igual que lo que ocurria cuando la

enzima se encontraba en estado completamente activo (reducida).
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Figura VIIL.1.5. Oxidacion de la GlaUDP-Glc PPasa (blanco) o la GlaUDP-GIcNAc
PPasa (negro). Cada enzima se oxidé con 0,5 mM (cuadrados) y 2 mM (circulos) de
H,0, 0 0,5 mM (tridngulos) y 2 mM (tridngulos invertidos) de NPS. Al comienzo de los
ensayos de oxidacion ambas enzimas se encontraban completamente activas (100%):
400 U/mg para la GlaUDP-Glc PPasa y 75 U/mg para la GlaUDP-GIcNAc PPasa. Los

resultados son medias de tres ensayos independientes.

C. Recuperacion de la actividad por accion de agentes reductores

Como se ha descripto antes (Martinez y col., 2011), la modulacion redox de la
EhiUDP-Glc PPasa implica no so6lo la inactivacion de la enzima por oxidacion, sino
también la recuperacion de su actividad mediante agentes reductores. En el presente
trabajo observamos un comportamiento similar para la G/aUDP-Glc PPasa, ya que
diferentes agentes quimicos (DTT, L-Cys) y biologicos [tiorredoxina (7crTRX) y
triparredoxina (7crTXN) de T. cruzi, previamente reducidas] fueron eficaces en
restablecer la actividad biologica 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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H,0, (més de 90% de pérdida de actividad) fue completamente reactivada por
tratamientos con DTT, L-Cys o Tc#TXN. El tratamiento con 7crTRX sélo logré una
recuperacion parcial de la actividad de la enzima, a un méaximo de ~70% del valor
original. Similares resultados fueron observados cuando el oxidante era NPS. Para la
enzima GlaUDP-GIcNAc PPasa no se observd una recuperacion completa de la
actividad, mostrando que la enzima es mads insensible a los cambios de actividad

asociadas a una diferenciacion redox del medio.
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Figura VIL.1.6. Efecto de agentes reductores sobre la GlaUDP-Glc PPasa
inactivada. La enzima se oxidd durante 30 minutos con 0,5 mM H,0, y después se
tratdé durante los tiempos especificados con: 2,5 mM DTT (cuadrados), 5 mM L-Cys

(circulos), 50 uM TcrTRX (triangulos) o 50 uM de TcrTXN (triangulos invertidos).

D. Titulacidon redox v calculo del potencial de reduccion

La oxidacion y reduccion de moléculas involucra el intercambio de electrones.

El potencial de reduccion o potencial redox (E) 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. EI potencial redox medio de una proteina a un pH dado
(Em;pn) es el valor de potencial para el cual las concentraciones de las formas oxidada y
reducida de la misma son iguales. En Giardia, 1a L-Cys es el principal tiol de bajo peso
molecular y, por lo tanto, seria el responsable de mantener las condiciones redox
intracelulares (Brown y col., 1993). Es decir, el par L-Cys/L-CySS podria funcionar
in vivo como un buffer redox para mantener las condiciones fisiologicas adecuadas.

Para un mejor andlisis de la posible modulacion pos-traduccional de las PPasas
por mecanismos de oxido-reduccion, se realizd una titulacion de la actividad de las
enzimas a distintos valores E;. Para esto se utilizaron proporciones especificas 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 VIL.1.7,
la actividad de ambas enzimas disminuy6 a medida que el E;, se hacia mas oxidante. En
el caso de la G/aUDP-Glc PPasa se inactivd casi completamente a - 64 mV,
calculandose un valor de E,, 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 mostrd la misma sensibilidad redox cuando se ensayo
para la actividad con el sustrato alternativo Gal-1P. Por otro lado, se observo una
pérdida parcial de la actividad de la GIlaUDP-GIcNAc PPasa a valores de E;, mayores
que los necesarios para inactivar la GlaUDP-Glc PPasa; la enzima alcanzd una
inhibicién maxima de 75% en valores de Ej positivos (Figura VII.1.7), siendo el E,,=
-11 mV.

Estos resultados apoyan la hipdtesis de una regulacion de la sintesis de UDP-Glc
(y UDP-Gal) mediante mecanismos redox pos-traduccionales en G. lamblia. Ademas,

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 podria tratarse de una caracteristica comun de las

UDP-Glc PPasas de protozoos y quizas de otros eucariotas, como las plantas (Soares y

col., 2014).
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Figura VII.1.7. Actividad de la GlaUDP-Glc PPasa y la GlaUDP-GIcNAc PPasa
determinada en diferentes condiciones redox. Cada enzima se incub6 a diferentes
potenciales de reduccion establecidos por diferentes relaciones de L-Cys/L-CySS
(L-Cys/L-CySS Ep) hasta alcanzar el equilibrio. A continuacion, se ensayo 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-GIcNAc PPasa (circulos)
fue empleado UTP (1 mM) y GIcNAc-1P (1,5 mM). El 100% de la actividad

corresponde a 400 U/mg (GlaUDP-Glc PPasa), o 75 U/mg (GlaUDP-GIcNAc PPasa).
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VII.1.2. Discusion

En el presente estudio se llevd a cabo la caracterizacion bioquimica de una
UDP-Glc PPasa de G. lamblia funcionalmente activa. Se cloné la unica secuencia de
nucleotidos publicada en la base de datos de G. lamblia que codifica para una
UTP:glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (ugp), y seguidamente se procedid a su
produccion mediante expresion heterdloga en E. coli. La enzima recombinante
purificada presentd una estructura monomérica y exhibid caracteristicas distintivas,
principalmente por su capacidad de utilizar TTP y Gal-1P como sustratos alternativos al
uso de UTP y Glc-1P, respectivamente. La oxidacion por compuestos fisioldgicos
(H20; y el 6xido nitrico generado por NPS) inactivd la enzima y el proceso pudo ser
revertido por reduccion con L-Cys y TRX, entre otros compuestos. Teniendo en cuenta
la escasa informacion disponible sobre el tema, los resultados obtenidos son de gran
relevancia en el marco de la funcion que desempeiian los NDP-azticares (UDP-Glc y
UDP-Gal) en la fisiologia de Giardia.

En parasitos, la formacion de NDP-azicares seguido de su uso por
glicosiltransferasas especificas son procesos criticos, ya que la sintesis de ciertos oligo y
polisacaridos estructurales determinan la capacidad de interaccion con otras células
(Dickmanns y col., 2011). Por lo tanto, los compuestos glicosidicos en estos organismos
desempefian un papel importante en la uniéon y la invasion, asi como también en la
induccion y modulacion de la respuesta inmune del huésped (Ortega-Barria y col.,
1990). En particular en G. lamblia, la participacion de la UDP-Glc y UDP-Gal como
metabolitos principales estd dada por: (i) la capacidad del parédsito para acumular
glucogeno (para el almacenamiento de carbono y energia, que determinan la
supervivencia y la capacidad patogénica) (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012) y

(11) la Glc y Gal estan presentes en gran porcentaje en las estructuras glicosidicas de las
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membranas de distintas formas celulares del parasito: la Glec representa un 46 y un 54%,
y la Gal un 14 y un 26% de azflicares totales presentes en las membranas de trofozoitos y
quistes, respectivamente (Ortega-Barria y col., 1990).

La via de Leloir se considera como una ruta de conexion entre la Gal y la Glc
que consta de 3 etapas: la fosforilacion de Gal por la galactoquinasa (EC: 2.7.1.6), la
activacion de la Gal-1P en UDP-Gal mediada por la UDP-Glc:a-D-Gal-1P
uridililtransferasa (GalT,; EC 2.7.7.12), y una ultima reaccion que implica la
epimerizacion del azucar en el C4 por la UDP-Glc 4-epimerasa (EC 5.3.1.2) (Figura
VIL.1.8 A) (Frey, 1996). En la mayoria de los protozoos la GalT estd ausente; sin
embargo, se han descripto algunas vias alternativas para la sintesis de UDP-Gal (Figura
VIL.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-aztcar PPasa (EC: 2.7.7.64)
con amplia especificidad para el azicar-1P (Damerow y col., 2010); aunque la enzima
utiliza preferentemente Glc-1P y Gal-1P, con una eficiencia catalitica 2,4 veces mayor
para el ultimo monosacarido. En 7. cruzi, también se ha informado una
UDP-azlcar PPasa de utiliza Gal-1P y Glc-1P como sustratos principales (Yang y
Bar-Peled, 2010). Esta enzima presenta una eficiencia catalitica 3,8 veces inferior para
Gal-1P respecto a la eficiencia para Glc-1P (Yang y Bar-Peled, 2010).

Realizamos un analisis in silico del genoma de G. lamblia, donde no se encontro
ningln gen que codifique para las enzimas galactoquinasa o GalT. Sin embargo, durante
la bisqueda se encontrd un gen que codifica para una UDP-Glc epimerasa putativa, que
comparte 26% de identidad con la enzima homoéloga de 7. cruzi. Ademas, G. lamblia
carece de un gen que codifique una UDP-aztcar PPasa y s6lo presenta dos genes
vinculados a PPasas dependientes de UTP: aquellos que codifican para la

UDP-Glc PPasa y la UDP-GIcNAc PPasa. Esta ultima 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 parametros
cinéticos y la alta especificidad hacia GIcNAc-1P. Contrariamente, la
GlaUDP-Glc PPasa mostro6 la capacidad de utilizar Gal-1P como un sustrato alternativo,
lo que conduciria a la sintesis de UDP-Gal; la afinidad aparente y la eficiencia catalitica
determinadas fueron practicamente similares cuando cataliza la produccion de UDP-Glc
o de UDP-Gal. En este escenario, los roles funcionales para la sintesis de estos
nucleodtido-azicares y la via de salvataje de monosacaridos pueden ser atribuidos a la
GlaUDP-Glc PPasa caracterizada en este estudio (Figura VII.1.8 B); mientras que la
GlaUDP-GIcNAc PPasa estaria implicada tUnicamente en el metabolismo de
UDP-GlcNAc (y tal vez otro UDP-aminoaztcar) (Mok y Edwards, 2005). Esta tltima
enzima es de gran importancia para la supervivencia del parasito, ya que la viabilidad
del quiste en el medio ambiente depende de una pared protectora que consiste en un
conjunto de glicoproteinas que presentan un unico homopolimero B(1-3)GalNAc (Sener
y col.,, 2004). La UDP-GalNAc, el precursor de este polisacarido, es sintetizada
mediante  la  epimerizacion de la  UDP-GIcNAc por la  enzima
UDP-GIcNAc 4’epimerasa.

La hipotesis planteada sobre el posible metabolismo de Gal en G. lamblia a
través de la reaccion catalizada por G/aUDP-Glc PPasa presenta el problema de la
ausencia de una galactoquinasa en el parésito. Trabajos previos han informado que la
glucoquinasa (CE 2.7.1.2) (Henze y col., 2001) y la fosfoglucomutasa (PGM;
EC5.4.2.2) (Mitra y col., 2010) presentes en este organismo exhiben propiedades
funcionales marcadamente distintivas, por lo que podrian suplir la carencia recién
detallada. Ademas, es importante considerar que Giardia es un organismo eucariota de

divergencia evolutiva temprana con muchas caracteristicas 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
podrian presentar cierto grado de promiscuidad hacia el uso azlcares (aun no
comprobados para Gal), estableciendo asi un camino de dos pasos para convertir Gal en
Gal-1P (Figura VII.1.8 B).

La sintesis de UDP-azlcares en Giardia parece presentar diferencias singulares
respecto a otros protozoos. Por ejemplo, G. lamblia carece de una UDP-azticar PPasa de
amplio espectro, tal como se encontrd en 7T.cruzi y L. major (Damerow y col., 2010;
Yang y Bar-Peled, 2010). La ocurrencia de una Unica enzima, la GlaUDP-Glc PPasa,
para la produccion de UDP-Glc y UDP-Gal también aparece como una caracteristica
distintiva respecto a la enzima homdloga de E. histolytica. Se encontrd6 que la
EhiUDP-Glc PPasa recientemente caracterizada (Martinez y col., 2011) exhibe menos
de 1% de la actividad con Gal-1P y es altamente especifica 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 mamiferos pueden usar UDP-Gal, pero con una
capacidad significativamente menor en comparacion 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-GIc PPasa de esta fuente es capaz de catalizar
el consumo de Gal-1P, pero con una eficiencia muy baja en comparacion con Glc-1P
(Decker y col., 2012).

Algunas UDP-Glc PPasas bacterianas presentan cierto grado de promiscuidad
respecto al uso del nucleotido, 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 homologas a las de eucariotas, compartiendo no mas que
el 8% de identidad a nivel de secuencia de aminodcidos (Kleczkowski y col., 2004;
Kleczkowski y col., 2011b). La capacidad de GlaUDP-GIc PPasa para el uso de TTP
como un sustrato alternativo al UTP también constituye un comportamiento singular, ya
que las enzimas homologas de plantas, hongos y protozoos son altamente especificas
para el uso de UTP (Martz y col., 2002; Lamerz y col., 2006; Roeben y col., 2006;
Martinez y col., 2011). Una excepcion es una UDP-Glc PPasa de mamifero que es
capaz de catalizar la pirofosforolisis de TDP-Glc, pero con baja eficiencia (Turnquist y
col., 1974). En un analisis global, la comparacién con respecto a la especificidad de
sustrato exhibida por GlaUDP-Glc PPasa y GlaUDP-GIcNAc PPasa sugiere que la
primera seria la Unica enzima implicada principalmente en la sintesis de UDP-Glc y
UDP-Gal en Giardia.

La UDP-GIlc PPasa G. lamblia presenta homologia con las UDP-Glc PPasas
eucariotas (~30-40% de identidad, como se menciond anteriormente), y una identidad
inferior a las UDP-azticar y UDP-GIcNAc PPasas (menor al 15%). Se sabe que durante
la evolucion las PPasas han conservado el mismo plegamiento estructural y algunos
residuos claves para la unidon de los sustratos y la catalisis de la reaccion (Damerow y
col., 2010; Yang y Bar-Peled, 2010); en particular, el motivo rico en glicina, implicado
en la interaccidon con el nucleodtido, estd presente en todas las proteinas 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 union a la Glc no estan conservados en las
UDP-aztcar PPasas y es probable que la insercion 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 proteina y la
capacidad de utilizar de sustratos alternativos, se realiz6 un alineamiento de la secuencia
de aminoacidos de la G/laUDP-Glc PPasa con sus ortdlogas altamente especificas para
UTP y Glc-1P. En la Figura VII.1.9 se sefiala el loop de union a nucledtidos (region
Lys*’-Lys”) y el loop de union del azicar (region Arg**’-Arg?"). Ademas se marcan los
residuos identificados como criticos para la unioén de sustratos en la enzima de L. major
(Steiner y col., 2007; Fiihringy col ., 2013): para la uniéon de Glc-1P, los residuos
Asn®?, Glu®*, Asn®*®, The'”, Asn®® y Phe’’; y los residuos de union del UTP Met'¥,
GIn'®, Gly190, His'!, Asn?'®, Asp22 ! Como puede observarse todos estos residuos estan
estrictamente conservados, a excepcion de Asn®'"” y Thr'"” que en la GlaUDP-Glc PPasa
estan 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 union 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 conformacion activa octamérica (Konishi y col., 1993;
Roeben y col., 2006), mientras que las enzimas de plantas y protozoos son activas en
forma de mondmeros (Martz y col., 2002; Kleczkowski y col., 2005; Lamerz y col.,
2006; Marino y col., 2010; Martinez y col., 2011). En este trabajo, se determin6 que la
GlaUDP-Glc PPasa es activa en una conformacion monomérica, asi como también la
GlaUDP-GIcNAc 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 catalitica; para la enzima G. lamblia
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no se detectd ninguna otra conformacion (ademés del mondmero), 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 podria
plantearse que, distinto a lo que sucede con las UDP-Glc PPasas de plantas
(Kleczkowski y col., 2005), en las enzimas de protozoos la regulacion por formacion de
estructuras oligoméricas mayores no seria tan relevante.

Es importante sefialar que, a pesar de su conformacién monomérica, la
GlaUGP-Glc PPasa mostr6 cooperatividad positiva para el uso de sustratos
(especialmente para los sustratos alternativos). Tradicionalmente, para la ocurrencia de
cooperatividad la participacion de multiples sitios de unidon espacialmente distintos es
vista como un requisito y esto estd en estrecha relacién con proteinas 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 podrian explicar
este comportamiento cinético no hiperbolico (Porter y Miller, 2012). Un ejemplo
ampliamente estudiado es la glucoquinasa de mamiferos (Moukil y Van Schaftingen,
2001). Esta enzima es capaz de utilizar como sustratos distintos azucares y donantes del
grupo fosforilo que presentan un comportamiento cinético distintivo. La glucoquinasa
muestra una curva sigmoidea de saturacion para la Glc, pero la cooperatividad se pierde
cuando se utiliza ITP como sustrato (Moukil y Van Schaftingen, 2001). Ademas,
cuando la enzima utiliza el sustrato andlogo 2-desoxiglucosa, la curva de saturacion se
convierte en hiperbdlica (Moukil y Van Schaftingen, 2001). Se han propuesto varios
modelos para este comportamiento (Lin y Neet, 1990; Kamata y col., 2004) y la
elucidacion de la estructura de la proteina (Kamata y col., 2004) permiti6 proponer un

mecanismo que explica la cooperatividad positiva exhibida con algunos sustratos y no
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otros. Estudios previos demostraron que esto seria consecuencia de diferencias en las
velocidades de transicion 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 regulacion 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 regulacion de tipo redox. Es ampliamente conocido que una manera de
modular la actividad de las enzimas implica su inactivacidén/activacion a través de
reacciones de oxidacion-reduccion (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-azucares en G. lamblia. Los resultados
mostraron que la modulacion redox de la actividad de la GlaUDP-Glc PPasa esta
mediada por agentes oxidantes y reductores que normalmente se encuentran in vivo. La
enzima es sensible a la inactivacion oxidativa por compuestos fisiologicos (H,O,, *NO);
mientras que los metabolitos de bajo peso molecular y proteinas que participan en el
metabolismo redox (como L-Cys, Tc¥TXN) pueden reducir la enzima oxidada y lograr
la completa recuperacion de su actividad. Tal regulacion no se observo para la

GlaUDP-GIcNAc PPasa. Esta tltima fue menos sensible a cambios redox, ya que para
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disminuir su actividad se requerian condiciones oxidantes extremas, y para revertir el
proceso también se requirieron mayores concentraciones de agentes reductores.

El peroxido de hidrégeno y el 6xido nitrico son metabolitos redox clave
implicados en la sefalizacion intracelular en diferentes condiciones fisioldgicas y de
estrés (Hess y col., 2005; Rhee, 2006; Foster y col., 2009). Los protozoos parasiticos no
solo tienen que eliminar sus metabolitos toéxicos enddgenos, 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 detoxificacion, tales como L-Cys y
TRX, desempefian un papel critico en la degradacion de las especies reactivas de
oxigeno y en los mecanismos de regulacion de la actividad de las enzimas a través
modificaciones post-traduccionales (Muller y col., 2003; Meyer y col., 2009). Asi, en
G. lamblia [como también en E. hystolytica (Martinez y col., 2011) y probablemente en
otros protozoos)] estos mediadores celulares oxidantes/reductores podrian estar
implicados en la modificacion de proteinas especificas, siendo la UDP-GIcPPasa uno de
sus blancos de accion.

Ademas, en los experimentos de titulacion redox se observo que la actividad de
la G/aUDP-Glc PPasa disminuyé conforme el E; se volvia mas oxidante, con una
inhibicién completa a - 60 mV. Dentro del organismo se ha observado que este valor de
En 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 fisioldgica de la regulacion
redox de la UDP-Glc PPasa y por lo tanto de la sintesis de UDP-azucares, en
G. lamblia. En contraste, bajo las mismas condiciones la GlaUDP-GIcNAc PPasa
permanecio totalmente activa; la enzima requirié valores de E; mas altos (fuera del
rango fisioldgico esperado) para que su capacidad catalitica fuese inhibida. Se sabe que

G. lamblia es un parasito microaerofilico que tiene una capacidad limitada para la
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detoxificacion de O, y sus especies reactivas (Lloyd y col., 2000); ademas, difiere de
otros eucariotas en que carece de glutation comobuffer redox. Sin embargo, se ha
especulado que la propia L-Cys podria actuar como el antioxidante clave y/o buffer
redox (Muller y col., 2003) y, ademas, 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 1la UDP-Glc PPasa
podria ser la encargada de la produccion de diversos nucledtido-azucares para la sintesis
de diferentes sacaridos (glucdégeno u oligo- y poli-sacaridos estructurales) que
determinan la supervivencia y la patogénesis del parasito. 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 estaria estrictamente
controlado por los niveles de metabolitos redox en el medio ambiente intracelular.
Ademas, la sensibilidad a estos agentes, observada para la G/laUDP-Glc PPasa [similar a
la informada para la enzima de E. histolytica (Martinez y col., 2011)], constituyen un
nuevo ejemplo del posible mecanismo de 6xido-reduccion 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 vision singular del metabolismo del
monosacarido que ocurre en G. lamblia. Sin embargo, son necesarios mas estudios para
establecer el cuadro completo de una via tan especifica, sobre todo para determinar qué
enzimas estan implicadas especificamente en la conversion de Gal en Gal-1P. Una
mejor comprension de este metabolismo en G. lamblia es critica, debido a la
participacion del azicar como componente principal de ciertas estructuras celulares que
son vitales para la fisiologia parasito.El peroxido de hidrogeno y el 6xido nitrico son

metabolitos redox clave implicados en la sefializacion intracelular en diferentes
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condiciones fisioldgicas y de estrés (Hess y col., 2005; Rhee, 2006; Foster y col., 2009).
Los protozoos parasiticos no solo tienen que eliminar sus metabolitos toxicos
endogenos, 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
detoxificacion, tales como L-Cys y TRX, desempefian un papel critico en la
degradacion de las especies reactivas de oxigeno y en los mecanismos de regulacion de
la actividad de las enzimas a través modificaciones post-traduccionales (Muller y col.,
2003; Meyer y col., 2009). Asi, en G. lamblia [como también en E. hystolytica
(Martinez y col., 2011)y probablemente en otros protozoos)] estos mediadores celulares
oxidantes/reductores podrian estar implicados en la modificacion de proteinas
especificas, siendo la UDP-GIcPPasa uno de sus blancos.

Ademas, en los experimentos de titulacion redox se observd que la actividad de
la G/aUDP-Glc PPasa disminuyé conforme el E; se volvia mas oxidante, con una
inhibicion completa a - 60 mV (Figura VII.1.7). Dentro del organismo se ha observado
que este valor de E; 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 fisioldgica de la
regulacion redox de la UDP-Glc PPasa y por lo tanto de la sintesis de UDP-azlcares, en
G. lamblia. En contraste, bajo las mismas condiciones la G/aUDP-GIcNAc PPasa
permanecio totalmente activa; la enzima requirié valores de E; maés altos (fuera del
rango fisiologico esperado) para que su capacidad catalitica fuese inhibida (Figura
VII.1.7). Se sabe que G. lamblia es un parasito microaerofilico que tiene una capacidad
limitada para la detoxificacion de O, y sus especies reactivas (Lloyd y col., 2000);
ademas, difiere de otros eucariotas en que carece de glutation comobuffer redox. Sin
embargo, se ha especulado que la propia L-Cys podria actuar como el antioxidante clave

y/o buffer redox (Muller y col.,, 2003) y, ademés, 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
podria ser la encargada de la produccion de diversos nucledtido-azucares para la sintesis
de diferentes sacaridos (glucdégeno u oligo- y poli-sacaridos estructurales) que
determinan la supervivencia y la patogénesis del parasito. 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 estaria
estrictamente controlado por los niveles de metabolitos redox en el medio ambiente
intracelular. Ademas, 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 6xido-reduccion 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 vision singular del
metabolismo del monosacarido que ocurre en G. lamblia. Sin embargo, son necesarios
mas estudios para establecer el cuadro completo de una via tan especifica, sobre todo
para determinar qué enzimas estdn implicadas especificamente en la conversion de Gal
en Gal-1P. Una mejor comprension de este metabolismo en G. lamblia es critica, debido
a la participacion del aziicar como componente principal de ciertas estructuras celulares

que son vitales para la fisiologia parasito.
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Figura VIL.1.8. Vias metaboélicas para UDP-Glc y UDP-Gal. (A) Metabolismo
alternativo para la sintesis de Gal. La via de Leloir conecta los azucares Gal y Glc e
implica las etapas catalizadas por la galactoquinasa, la GalT y la UDP-Glc 4-epimerasa.
Una via alternativa, es la activacion de Gal-1P en UDP-Gal por una UDP-Gal PPasa
(Frey, 1996) o por una UDP-aztcar 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-azucar PPasa, asi como de las propiedades estudiadas en el
presente trabajo para la GlaUDP-Glc PPasa, relacionadas con su capacidad para
catalizar la sintesis 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 Yy col., 2010; Mitra y col., 2010), que podrian exhibir

algin grado de promiscuidad respecto al uso de sustratos.
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Figura VII.1.9. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos entre las UDP-Glc
PPasas de G. lamblia (Gla), L. major (Lma), E. histolytica (Ehi), A. thaliana (Ath) y
S. cerevisieae (Sce). Sc resaltan las secuencias involucradas en la unidon a sustratos,
tomado de la estructura cristalizada de la enzima de L. major (Fiihring y col., 2013): en
verde, los residuos pertenecientes al loop de unioén a nucledtidos (loop NB). En rosa se
especifica el bucle de union al azucar (loop SB). Las flechas verdes indican residuos
identificados como responsables de la interaccion con el nucledtido. Las flechas de

color rosa sefalan los residuos involucrados en la union de la Gle-1P.
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VIIL.2. Capitulo: “La GSasa de Giardia lamblia. Analisis cinético y evolutivo

de la enzima responsable dela acumulacion del poliglucano de reserva”

VIIL.2.1. Resultados

VIL.2.1.1. Andlisis filogenético de las GSasas

La funcion catalitica glucogeno/almidon sintasa se agrupa en 2 familias de
glicosiltransferasas, GT3 y GTS5, segun 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 mamiferos
(EC 2.4.1.11) que utilizan preferentemente UDP-Glc como dador glucosilo y poseen
una MM de ~80 kDa. En tanto que en GTS5 se encuentran las secuencias
correspondientes a las glucogeno/almidon sintasa de fuentes bacterianas y vegetales
(EC 2.4.1.21), que utilizan como dador glucosilo ADP-Glc y son mas pequefias
(~50 kDa).

La acumulacion de glucogeno es un proceso critico para Giardia por lo que el
estudio de las enzimas que participan en su biosintesis es de gran relevancia para la
comprension del metabolismo de este parasito. Un andlisis 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 nucelotidica de gsasa se predice una proteina de 753 aminoacidos
(GlaGSasa), con una MM teorica de 85 kDa, tamafio 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

caracteristicas compartidas con células procariotas, como el hecho de compartir algunas
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de las rutas metabolicas tipicas de bacterias (Adam, 2001). En base a esto decidimos
analizar a qué familia de glicosiltransferasas, GT3 o GTS, pertenecia la GlaGSasa.

Para este estudio se construy6 un arbol filogenético a partir de las secuencias
peptidicas de distintas GSasas y almidon sintasas. Los resultados muestran dos claros
polos correspondientes a los grupos GT3 y GT5 (Figura VIL.2.1). Coherente con lo
esperado, en el grupo de las enzimas de tipo GT5 se agrupan aquellas que pertenecen a
bacterias y plantas. Ademas, el andlisis de secuencias proveniente de arqueas muestra
que son mas cercanas a las enzimas de la familia GTS, pese a las caracteristicas
intermedias entre ambas familias [como el uso alternativo de NDP-Glc (Zea y Pohl,
2005), pero mas pequenas que las GT3]. Mientras que en el otro polo se agrupan las
proteinas GT3 a las cuales pertenecen principalmente las secuencias de las enzimas de
mamiferos y hongos. Ademas, las GSasas bacterianas pertenecientes a la division
taxonomica Bacteroidetes se encuentran mas cercanas evolutivamente a las enzimas de
mamiferos/fungicas que a las del resto de las bacterias y de plantas, agrupandose asi
dentro de las GT3. Finalmente, las enzimas de protistas, entre ellas la GlaGSasa (Figura
VIL.2.1), se encuentran dentro del grupo de las GT3, en una posicion intermedia entre

las GSasas de Bacteroidetes y las de eucariotas superiores.

Un andlisis comparativo de la secuencia primaria de la GlaGSasa con distintas
glicosiltransferasas GT3 y GT5 (Tabla VII.2.1) muestra una clara homologia de la
enzima de Giardia con aquellas que pertenecen al primer grupo. Su secuencia de
aminoacidos presenta ~20-30% de identidad con distintas GSasas de mamiferos, hongos
y Bacteroidetes, mientras que presenta menor identidad de secuencia con las almidon
sintasas de plantas y las glucdgeno sintasas bacterianas y de arqueas (5-10% identidad,
Tabla VIL.2.1). Ademads, la Tabla VIIL.2.1 muestra las caracteristicas de diferentes

GSasas (y almidon sintasas) de distintos organismos y la comparacion con la proteina
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en estudio (GlaGSasa). De acuerdo a este andlisis in silico la GlaGSasa se clasifica
dentro del grupo de enzimas que utilizan principalmente UDP-Glc como sustrato para la
elongacion del a-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 estarian en una posicion intermedia entre estas y las
GSasas de organismos eucariotas superiores (Figura VIL.2.1).

Este andlisis filogenético nos lleva a considerar que la GlaGSasa podria exhibir
caracteristicas presentes en eucariotas superiores, como el uso de UDP-Glc como
principal sustrato de la reaccion catalizada y la modulacién de su actividad por Glc-6P y
fosforilacion, o bien presentar caracteristicas 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 proteina de Prevotella intermedia mostrando que es capaz de utilizar distintos
NDP-Glc como donador glucosilo en la biosintesis de glucégeno y su actividad no es
afectada por la presencia de metabolitos que podrian actuar como efectores alostéricos
(Machtey, 2012). Para poder determinar las caracteristicas funcionales de la GlaGSasa y
su relacion con este estudio filogenético, se procedid a su produccion recombinante y

caracterizacion bioquimica.
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Figura VIL2.1. Arbol filogenético de las GSasas. Los colores de cada grupo se corresponden con las secuencias dentro del mismo. La flecha

amarilla indica la ubicacion de la GlaGSasa.



Largo

Identidad

Organismo e (%) NDP-Glc

Protozoos Giardia lamblia 753 100 UDP-Glc>ADP-Glc
Homo sapiens GYSI1 737 26,9 UDP-Glc

(A;l,}l;l LG Homo sapiesn GYS2 703 29 UDP-Glc
Mus musculus 704 25,3 UDP-Glc
écgﬁghlaromycescerewszae 708 24.6 UDP-Glc

Eongos Saccharomycescerevisiae

GT3 GYS 2 705 24,2 UDP-Glc
Neurosporacrassa 706 25,9 UDP-Glc>>ADP-Glc
Prevotella intermedia 549 20,1 ADP~TDP> UDP-Glc

FRACIERCILELES Emticiciaoligotrophica 622 24,7

GT3
Marivirgatractuosa 607 21,3

Plantas y Arabidopsisthaliana 792 10,4 ADP-Glc

algas

GT5 Chlamydomonasreinhartii 645 4,6 ADP-Glc
Mycobacterium 387 11,3 ADP-Glc

. tuberculosis

Bacterias

GTS Escherichia coli 477 9,7 ADP-Glc
Nitrosomonas europea 495 8,4 ADP-Glc

Arqueas Pyrococcusfurious 451 7,7 ADP~UDP>GDP>TDP-Glc

GTS Pyrococcusabyssi 440 8,4 ADP/UDP-Glc

Tabla VIL.2.1. Comparacion de la secuencia peptidica de la GlaGSasa con

diferentes glicosiltransferasas de las familias GT3 y GTS.
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VIL.2.1.2. Obtencion 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 andlisis en la base de datos del mismo
existe un Unico gen (gsasa, 2262 pb) que codifica para la GSasa. En base a esto, se
disefiaron cebadores especificos (Tabla VIIL.2.2) para su amplificacion, mediante PCR y
a partir del ADN gendémico de G. lamblia ATCC50803. Después de confirmar su
identidad por secuenciacion de ADN, el producto amplificado fue clonado en el vector
de expresion pRSETA. La construccion se utilizd6 para transformar células de
E. coli BL21 (DE3) y de esta manera producir en forma recombinante la G/aGSasa.
Mediante esta expresion heterdloga fue posible obtener la enzima en forma soluble
(FiguraVIL.2.2 A, carril 2) y purificarla en un tnico paso cromatografico de IMAC
(Ni*"), obteniéndose un alto grado de pureza (> 90%) a juzgar por el anélisis en
SDS-PAGE (FiguraVIL.2.2 A, carriles 3). Para la determinacion de la estructura
cuaternaria de la enzima, se realizO una cromatografia de filtracion por gel en
Superdex 200. La GlaGSasa eluyd como un Unico pico correspondiente a una MM de
~250 kDa (FiguraVIL.2.2 B), lo cual indicaria que la enzima adopta una conformacion

nativa de trimero.

Primer Secuencia de oligonucleétido Sitiode Ty te

corte (cO) (min)
gsasaFo 5 -GGATCCATGGAGGAGGAGCAGATGTA-3"  BamHI 60 2,5
gsasaRe  5° -GGTACCTCAGTTGAAATGCTTTCTCCG-3>  Kpnl 58 2,5

Tabla VIL.2.2. Secuencia de olignucledtidos especificos para la amplificacion del
gen gsasa de G. lamblia. Los sitios de restriccion utilizados para la estrategia de
clonado se muestran subrayados. Ta, temperatura de apareamiento y tg, tiempo de

elongacion.
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32 kDa . 0.0- 669 kDa
12 18 2.4 3.0
20kDa o &= log (MM)

FiguraVIL.2.2. Determinacion 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: expresion de la GSasa en el extracto crudo; carril 3: la GSasa purificada.
(B) Determinacion de la MM de la enzima mediante cromatografia de filtraciéon por

geles.

VI1.2.1.3. Caracterizacion cinética de la GlaGSasa

Algunos estudios (Ladeira y col., 2005; Pradhan y col., 2012) han demostrado
que G. lamblia acumula glucogeno y este polisacarido serviria como una reserva de
energia en los trofozoitos jugando un papel critico en su diferenciacion a las formas del
quiste. Si bien ha sido posible caracterizar que el producto almacenado es glucdégeno
(Pradhan y col., 2012) e incluso medir en extractos del parasito 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 produccion de la enzima en forma recombinante nos permitio realizar la
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caracterizacion cinética de la misma y ampliar asi el panorama de la principal via de
almacenamiento de energia en este microorganismo.

En primer lugar, se estableci6 el pH oOptimo de la reaccion, evaluando la
actividad enzimatica en un rango entre 6,0 y 9,5. Como se muestra en la Figura VI1.2.3,
la actividad de la enzima fue decreciendo hacia los extremos del rango, haciéndose
practicamente 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 procedid a la caracterizacion cinética utilizando el pH 7,5
como condicién optima de medida. De acuerdo a la homologia con GSasas eucariotas,
la enzima de Giardia utilizaria UDP-Glc como donador glucosilo, por lo que en primer
lugar se realizd la caracterizacion con este NDP-Glc. La V. determinada para la
enzima de G. lamblia fue de 2 U/mg y los valores de Sy s calculados para los sustratos
fueron 0,7 mM para la UDP-Glc y 0,8 mM para el glucégeno (Tabla VII.2.3). La
enzima exhibi6 un comportamiento hiperbolico en la curva de saturacion de la
UDP-Glc; mientras que para el otro sustrato se observo una curva ligeramente
sigmoidea, denotando un comportamiento de cooperatividad positiva (Tabla VIL.2.3).

En general, las GSasas pertenecientes a la familia GT3 se caracterizan por ser
especificas para el uso de UDP-Glc. Sin embargo, la GlaGSasa exhibid actividad
utilizando también ADP-Glc como dador glucosilo. Para esta reaccion se observo una
disminucién de la Vi de ~10 veces respecto a la reaccion catalizada con UDP-Gle
(Tabla VIIL.2.3). El Sy 5 para la ADP-Glc fue menor que para el otro NDP-Glc, mientras
que para el glucogeno aumentd ligeramente (Tabla VIIL.2.3). Los valores de n
determinados para ambos sustratos disminuyeron, indicando una cooperatividad
negativa para los mismos (Tabla VIIL.2.3). De esta forma, comparando las eficiencias
cataliticas (Vmax/So05) 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). Ademas, se
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evalu6 la actividad de la GlaGSasa con TDP-Glc, pero este NDP-Glc no resultd ser
utilizado como sustrato por la enzima. A diferencia de las PPasas de G. lamblia
descriptas en el capitulo anterior, donde la presencia de Mg®" es requerido para que
ocurra la reaccidn, el catiébn no es esencial para la actividad de la GlaGSasa. Sin
embargo, la actividad de la enzima en presencia de 10 mM Mg?" aumentd 2 veces
respecto a la actividad en ausencia del cation. 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 mamiferos y hongos el punto de regulacion de la via de sintesis
del glucdgeno estd dado a nivel de la GSasa. Estas enzimas son inhibidas/activadas
mediante el mecanismo de regulacion post-traduccional de
fosforilacion/desfosforilacion. Ademds, en su mayoria, son activadas alostéricamente
por la Glc-6P. Es asi que se ensayaron concentraciones crecientes del metabolito (hasta
20 mM) en la reaccion de la GlaGSasa. El azucar no resultd ser un efector para la
enzima de Giardia bajo las condiciones ensayadas. Ademas, 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 excepcion del Pi, ninguno de estos compuestos modifico la
actividad de la enzima. El Pi, en cambio, resulté un inhibidor débil de la GlaGSasa que
a concentraciones de 1,5 mM disminuyd en un 50% la actividad enzimatica (Figura
VIL.2.4).

En un estudio que permita establecer un panorama mas claro de la regulacion de
la ruta metabodlica del glucdégeno no habria que descartar la posibilidad de que la
actividad de la G/aGSasa fuese modulada mediante fosforilacion, 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 regulacion, el andlisis de
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prediccion de sitios de fosforilacion mostré que dentro de la secuencia de la GlaGsasa
existen residuos que podrian ser susceptibles a este tipo de modificaciones
post-traduccionales (Figura VII.2.5) e incluso dos de estos aminoacidos predichos como
posibles blancos para la accion de las quinasas estan conservados en las secuencias de
las enzimas de humanos y levaduras (Figura VIL.2.5). Los estudios necesarios para

verificar esta hipotesis quedan como objetivos experimentales proéximos de nuestro

grupo.
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Figura VI.2.3. Actividad de la GlaGSasa a diferentes pH. Se midio la actividad

GSasa utilizando UDP-Glc como dador glucosilo.
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S 0,5 Vmax Vmax/ AY 0,5
Sustrato (mM) " (U/mg) (U/mg mM)
UDP-Glc 0,70 £ 0,09 1,0 3,5
2,3+0,4
Glucogeno 0,80 £ 0,08 1,2 3,0
ADP-Glc 0,40 £ 0,06 0,6 0,4
0,21 £0,02
Glucdgeno 1,2+0,2 0,9 0,2

Tabla VIL.2.3. Parametros cinéticos de la GlaGSasa para los diferentes sustratos.
Los parametros fueron calculados a partir de datos promedio de tres experimentos

independientes.
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Figura VIIL.2.4. Curva de inhibicion de Pi para la GlaGSasa. Se midié actividad
GSasa utilizando UDP-Glc como sustrato en presencia de concentraciones crecientes de

Pi.



Resultados y Discusion |168

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
D T O O R O e O L o e e I I IS [P I
Gla  ===mmmeeemeee——aa MEEEQMYDVEGGPGPGDVICMEFCYEVIHKVGGIETVVRTKAPAMVNEYGDNYFMVGPHLSWDDKFATNFEEAERNEESEI- -~
Sce2 W - --———-—————— MSRDLQ------ NHLLFETATEVANRVGGIYSVLKSKAPITVAQYKDHYHLIGPLN--KATYQONEVDILDWKKPEAFSDE
Scel — - ————————— MARDLQ------ NHLLFEVATEVTNRVGGIYSVLKSKAPVIVAQYGDNYTLLGPLN--KATYESEVEKLDWEDESIEFPEE
Hsa M MPLNRTLSMSSLPGLEDWE-DEFDLE-----= NAVLFEVAWEVANKVGGIYTVLOTKAKVTGDEWGDNYFLVGPYT--EQGVRTQVELLEAPTPA- -~~~
Hsa L MLRGRSLSVTSLGGLPQWEVEELPVE-=-==-~-~ ELLLFEVAWEVTNKVGGIYTVIQTKAKTTADEWGENYFLIGPYF--EHNMKTQVEQCEPVNDA- -~~~
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
D e e e e e e e e e e e I
Gla ---LYKLIDSFEARYGIKGVKYGRWLTAGNPQVFLLPMIYNSGTHFEHKIDHARNILRTACNLEIPNPGFGEREPY IWNAFLFG-VVGWCEFVSHAMSFLF
Sce2 MRPVQHALQOTMESR-GVH-FVYGCRWLIEGAPKVILFDLDSVRGYSNEWKGD----- LWSLVGIPSPENDFETND----- AILLGYTVAW-FLGEV-AHLD
Scel LLPIQKTLMSMREK-GVN-FVYGNWLIEGAPRVILFELDSVRHFLNEWKAD----- LWSLVGIPSPEHDHETND----- AILLGYVVVW-FLGEV-SKLD
Hsa M ---LKRTLDSMNSK-GCK-VYFGRWLIEGGPLVVLLDVGASAWALERWKGE----~- LWDICNIGVPWYDREAND----- AVLFGFLTTW-FLGEFLAQSE
Hsa L -—--VRRAVDAMNKH-GCQ-VHFGRWLIEGSPYVVLFDIGYSAWNLDRWKGD----- LWEACSVGIPYHDREAND----- MLIFGSLTAW-FLKEVTDHAD
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
e e e e I
Gla TDVNVIMHSHEWIGCVAQVLYSRNGNCETGQRENHLHFLFTTHATTLGRHLSA-GNICLMDCLOQVLKEKSADQCASHWDMEASRRKIAVEHRIERAAAHT
Sce2 SQHAIVAHFHEWLAGVALPLCRK-------—-— RRIDVVTIFTTHATLLGRYLCASGSFDFYNCLESV-===—==——== DVDHEAGRFGIYHRYCIERAAAHS
Scel SSHAIIGHFHEWLAGVALPLCRK-------- KRIDVVTIFTTHATLLGRYLCAAGDVDEYNNLQYF---======~ DVDQEAGKRGIYHRYCIERAAAHT
Hsa M EKPHVVAHFHEWLAGVGLCLCRA---—--—--~— RRLPVATIFTTHATLLGRYLCA-GAVDEYNNLENF----—-=—--—- NVDKEAGERQIYHRYCMERAAAHC
Hsa L GKY-VVAQFHEWQAGIGLILSRA----—----— RKLPIATIFTTﬂATLRGRYLCA—ANIDFYNHLDKF —————————— NIDKEAGERQIYHRYCMERASVHC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T e e L e e (O e I
Gla ADVFTTVSEITGREAECFLCKTPDVITYNCMDVDSARSVGSDIGASHSYYHCGKILDEFCRGHEFYGT-TFNPEKTIIIFSACGRLEYKNKGYDMFLDALHSLN

Sce2 ADVFTTVSQITAFEAEHLLKRKPDGILPNGLNVIKFQAF-HEFQNLHALKKEKINDEFVRGHFHGCFDFDLDNTLYFFIAGRYEYKNKGADMFIEALARLN
Scel ADVFTTVSQITALEAEHLLKRKPDGILPNGLNVVKFQAV-HEFQNLHALKKDKINDEVRGHFHGCFDFDLDNTVYFFIAGRYEYKNKGADMFIESLARLN
Hsa M AHVFTTVSQITAIEAQHLLKRKPDIVTPNGLNVKKFSAM-HEFQNLHAQSKARIQEFVRGHFYGHLDFNLDKTLYFFIAGRYEFSNKGADVFLEALARLN
Hsa L AHVFTTVSEITAIEAEHMLKRKPDVVTPNGLNVKKFSAV-HEFQNLHAMYKARIQDFVRGHFYGHLDFDLEKTLFLFIAGRYEFSNKGADIFLESLSRLN

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

B O L IR T L e L I T I I IPTI I
Gla ERFFRDPLLEDYKDITVVGIIIAPSQVSQYQVDTLKGISLMOQEIKDCTRLLANKISTNLVDLLTNTALSQNLASL--TLGDILSKNDIVLMKRCQQSYAS
Sce2 YR-==== LKVSGSKKTVVAFIVMPAKNNSFTVEALKGQAEVRALENTVHEVTTSIGKRIFDHAIRYPHNGLTTELPTDLGELLKSSDKVMLKRRILALRR
Scel YR----- LKVSGSKKTVVAFLIMPAKTNSFTVEALKSQAIVKSLENTVNEVTASIGKRIFEHTMRY PHNGLESELPTNLDELLKS SEKVLLKKRVLALRR
Hsa M YL----- LRVNGSEQTVVAFFIMPARTNNEFNVETLKGQAVRKQLWDTANTVKEKFGRKLYESLLV--—--—--— GSLP-DMNKMLDKEDFTMMKRAIFATQOR
Hsa L FL----- LRMHKSDITVVVFFIMPAKTNNENVETLKGOQAVRKOQLWDVAHSVKEKFGKKLYDALLR----—-~ GEIP-DLNDILDRDDLTIMKRAIFSTOR
510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

B T T T e T L T e e T E T B T T
Gla R-NNLPSIMTHTLRDPSLODATEPILVRMRELGLVNQKESRVKVVWIPEFVSKTSPV-GLDYNEFTLGGSLGVFCSLYEPWGYTSPECCCAGTPSIVSNL
Sce2 PEGQLPPIVTHNMVD----DANDLILNKIRQVQLFNSPSDRVKMIFHPEFLNANNPILGLDYDEFVRGCHLGVEFPSYYEPWGYTPAECTVMGVPSITTNV
Scel PYGELPPVVTHNMCD----DANDPILNQIRHVRLFNDSSDRVKVIFHPEFLNANNPILGLDYDEFVRGCHLGVFPSYYEPWGYTPAECTVMGVPSITTNV

Hsa M Q--SFPPVCTHNMLD----DSSDPILTTIRRIGLEFNSSADRVKVIFHPEFLSSTSPLLPVDYEEFVRGCHLGVFPSYYEPWGYTPAECTVMGIPSISTNL
Hsa L Q——SLPPVTTHNMID————DSTDPILSTIRRIGLFNNRTDRVKVILHPEFLSSTSPLLPMDYEEFVRGCELGVFPSYYEPWGYTPAECTVMGIPSVTTNL



169

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

S e T L O e O e T P O Y T I T O

Gla CGFGSFIESMVSRDT-—--——————--- FKNRSKSVIEQSERLHHVASLTSISNLNSKR----—-—-——-—-———————— YPHSGSVSDYGASP----—-—-———---
Sce2 SGFGSYMEDLIETNQARDYGIYIVDRRFKAPDESVEQLVDYMEEFVKKTRRORINORNRTERLSDLLDWKRMGLEYVKARQLALRRGYPDQFRELVGEEL
Scel SCFGAYMEDLIETDQAKDYGIYIVDRRFKSPDESVEQLADYMEEEFVNKTRRORINQRNRTERLSDLLDWKRMGLEYVKARQLGLRRAYPEQFKQLVGETI

Hsa M SGFGCFMEEHIADPSA--YGIYILDRRFRSLDDSCSQLTSFLYSFCQQOSRRORIIQRNRTERLSDLLDWKYLGRYYMSARHMALSKAFPEHFT--—-—-—-—-~—
Hsa L SCGFGCFMQEHVADPTA--YGIYIVDRRFRSPDDSCNQLTKFLYGFCKQSRRORIIQRNRTERLSDLLDWRYLGRYYQHARHLTLSRAFPDKFH------~

A A
710 720 730 740 750 760 770 780 7390 800
e T T T I Y I T T T I
Gla ——RDSDTPSSPSGTTTPELRSKAV.NRILHQKIIEYIISEHDKNSWNMSKFGVQVVDRVYIDYHESVDRLANMLVDFVRLIPIERTNLRHKTERAIVL D
Sce2 NDSNMDALAGGKKLKVARPLSVPGSPRDLRSNSTVYMTPGDLGTLOQEVNNAD----DYFSLGVNPAAD-—-—-—-—-————-—-——————————————————————
Scel SDANMNTLAGGKKFKIARPLSVPGSPKV-RSNSTVYMTPGDLGTLODANNAD----DYFNLSTNGAID---—-—-———-———————————————————————
Hsa M --YEPNEADAAQGCYRYPRPASVPPSPSLSRHSSPHQSEDEEDPRNGPLEEDG----ERYDEDEEAAKDRRNIRAPEWPRRASCTSSTSGRKRNSVDTATS
Hsa L --VELTSPPTTEGFKYPRPSSVPPSPSGSQASSPQSSDVED-—-—-—-——— EVED----ERYDEEEEAERDRLNIKSP----———————=————=——————————
810 820
B e L T
Gla WSAMISRYNEAHKLAITRRRKHEN
Sce2 @ -—-—-—-——- DDDDGP---YADDS-—-—
Scel «— ----- NDDDDNDTSAYYEDN----
Hsa M SSLSTPSEPLSPTSSLGEERN---
Hsa L --FSLSHVPHGKKKLHGEYKN---

Figura VIL2.5. Alineamiento de secuencias de las GSasas de G. lamblia (Gla), S. cereviciaeisoforma 1 (Scel) 8. cereviceaeisoforma 2 (Sce2), y las
GSasas de humano muscular (Hsa M) y de higado (Hsa L). En amarillo se resaltan los residuos de Ser y Thr involucrados en la fosforilacion de la enzima, y
en verde alguno de los posibles sitios de fosforilacion de la GlaGSasa. El motivo de regulacion de Arg se muestra reasaltado en celeste. Los tridngulos indican

los residuos que interaccionan con la Glc-6P en el sitio de union al ligando.
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VII1.2.2. Discusion

Mediante técnicas de microscopia electronica se ha determinado la acumulacion
de particulas de glucogeno en el citoplasma de trofozoitos de Giardia (Sogayar y
Gregorio, 1991; Lanfredi-Rangel y col., 1999). Estas particulas fueron caracterizadas
estructuralmente (Ladeira y col., 2005) e incluso estudiadas en su acumulacion y
degradacion 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 glucogeno fosforilasa en
los extractos crudos de cultivos, hasta el momento no ha sido posible detectar la
actividad de la enzima encargada de la sintesis del polimero.

En la base de datos del genoma del parésito se identifica una secuencia que
codifica para una GSasa putativa (gsasa). A partir de la expresion heteréloga 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 caracterizacion bioquimica de una GSasa
funcionalmente activa de G. lamblia, perteneciente a la familia de glicosiltransferasas
del tipo GT3. Se determind una estructura cuaternaria activa trimérica y la enzima
exhibi6é actividad utilizando tanto UDP-Glc como ADP-Glc como dador de grupo
glucosilo para la elongaciéon de una molécula preformada de glucdégeno; aunque
presentd mayor eficiencia catalitica con UDP-Glc. Ademas, a diferencia de las enzimas
de mamiferos y hongos, la GlaGSasa no exhibi6 regulacion 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 mamiferos;
ademas, en este grupo también se encuentran las GSasas bacterianas pertenecientes a la
division taxonomica Bacteroidetes y las enzimas de protozoos parasiticos. En tanto que

dentro de las GT5 encontramos las secuencias correspondientes a las
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glucogeno/almidon sintasa de fuentes bacterianas y vegetales y las secuencias de las
enzimas de arqueas. Las proteinas de mamiferos 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 fosforilacion 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 regulacion de la via estd 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 produccion del compuesto de reserva
(glucogeno y almidon, respectivamente) es controlada en la reaccion de sintesis de
nucleodtido-azicar (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 regulacion (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 aminodacidos con la enzima de higado de humano y un ~25% con las
secuencias de hongos, aunque un andlisis filogenético mostr6 a la proteina
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 regulacion alostérica por Glc-6P) indican caracteristicas 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 mayoria de organismos
eucariotas heterdtrofos 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 reaccion, aunque tiene una mayor eficiencia catalitica para el
uso de ADP-Glc (y TDP-GIc) 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 sintesis de
ADP-Glc, por lo que se propone que la TDP-Glc actuaria como glucosilo en esta
bacteria. Sin embargo, en Giardia tampoco hay un gen que codifique para una
timidililtransferasa y no se detectd actividad de la G/laGSasa utilizando este NDP-Glc.
En el caso de N. crassa, se ha informado (Fontana y Krisman, 1978) la sintesis de
glucdgeno utilizando tanto UDP- como ADP-Glc, aunque el primero mostrd ser un
mejor sustrato para la produccion del polimero. 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 azlcar-P, por lo que es posible que este tipo de
regulacidon se encuentre unicamente 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 union al efector,
Glc-6P. Estos residuos involucrados en la interaccion 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) mostrd al dominio -6P del ligando completamente secuestrado en un
bolsillo de unién que comprende cinco residuos (His**®, Lys*", His*”, Arg®® y Arg®®")

conservados en todas las secuencias de eucariotas (Baskaran y col., 2010). Ademas, se
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identificaron en la region 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 fosforilacion (Pederson y col., 2000). Los miembros del grupo GT5
carecen de estas argininas conservadas y no estan sujetos a estos mecanismos de
regulacion. La comparacion de secuencias de la GlaGSasa con enzimas eucariotas
muestra que la mayoria de estos residuos tampoco estan conservados en la enzima del
parasito, lo que da un indicio de la falta de regulacién alostérica por la Glc-6P.

Ademas de la activacion por la Glc-6P, se sabe que en las enzimas GT3
eucariotas se producen modificaciones post-traduccionales que modulan su actividad.
La accion de quinasas en determinados residuos de Ser/Thr inhiben a las GSasas
(Roach, 2002). En levadura, la fosforilacion se produce en residuos conservados de Ser
localizados hacia el C-terminal, mientras que en las GSasas de mamiferos los sitios de
fosforilacion conocidos se sitian hacia el N- y hacia el C-terminal (Baskaran y col.,
2010). En todos los casos, la inhibicion puede ser superada por el activador alostérico
Glc-6P o invertida por la accion de Ser/Thr fosfatasas (Roach, 2002). En comparacion
con otros organismos eucariotas el conjunto de proteinas involucradas en los procesos
de fosforilacion presentes en G. lamblia es el mas pequefio y evolutivamente divergente
(Manning 2011). Sin embargo, dentro de las quinasas y fosfatasas presentes se
encuentran algunas enzimas involucradas en la regulacion de diversos metabolismos
(Manning y col., 2011). El analisis de prediccion de sitios de fosforilacion mostré que
dentro de la secuencia de la GlaGsasa existen residuos que serian 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 mas estudios para establecer una regulacion por fosforilacion, es
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factible pensar que este tipo de modificacion post-traduccional podria ocurrir dentro del
parasito para modular la actividad de la GlaGSasa.

La enzima de Giardia exhibi6 inhibicion por Pi. Ya ha sido observado esta
misma propiedad en la enzima de mamifero (Lin y col., 1972; Moses y col., 1972;
Nakai y Thomas, 1975; Haverstick y Gold, 1980; Nuttall y Gannon, 1993), por lo que
podria considerarse una caracteristica importante en la regulacion de las GSasas GT3
que es compartida por la GlaGSasa.

En su conjunto, los resultados muestran que la GlaGSasa exhibid propiedades
distintivas en comparacion con otras GSasas de la familia GT3 descriptas hasta el
momento. Posee caracteristicas que podrian considerarse intermedias entre las de
enzimas de bacterias y de eucariotas. De esta manera, los resultados contribuyen a un
mejor conocimiento del metabolismo del pardsito y también establecen aportes
relacionados con el andlisis evolutivo de estas enzimas. Por otra parte, la novedad de las
propiedades de la GlaGSasa abre una serie de interrogantes que seran 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 expresion para la obtencion
recombinante de distintas enzimas, de bacterias y protozoos, relacionadas con el
metabolismo de los hidratos de carbono, particularmente los poliglucanos de reserva y
la particion de Glec-1P. En la mayoria de los casos, los sistemas de expresion logrados
nos permitieron obtener las enzimas fusionadas a una etiqueta de histidinas que permitiod
purificarlas en un unico paso, con altos rendimientos y grado de pureza, superando asi
lo complicado que resulta la purificacion a homogeneidad en cantidades relativamente
elevadas de las enzimas a partir de fuente. Ademas, el disponer de un sistema de
expresion inducible y que permite purificar la proteina de manera sencilla hizo factible
el disefo, expresion y purificacion de mutantes en determinados residuos aminoéacidos
para estudiar su funcion en la actividad o regulacion 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 expresion de las mismas fusionadas a una etiqueta de histidinas. Sin embargo,
la sobre-expresion de las proteinas recombinantes en forma homodloga permitid
obtenerlas en un alto grado de pureza mediante dos pasos cromatograficos de

intercambio 16nico.

- A modo general, se profundizd el estudio de las propiedades cinéticas,
regulatorias y estructurales de las enzimas involucradas en la particion 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-GIc 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
determind un cierto grado de promiscuidad respecto al uso de sustratos alternativos.
Siendo que estas enzimas siempre han sido vistas como altamente especificas, los
resultados obtenidos abren las puertas a reevaluar su actividad y propiedades
regulatorias con sustratos variados. Lo que resulta mas importante atn es el efecto
de los activadores alostéricos (Fru-1,6-bisP y Pyr), ya que incrementan la eficiencia
catalitica de la enzima para el uso de ATP, pero no para los otros NTP. Ademas, los
parametros cinéticos para Glc-1P y Mg*" cambian solamente cuando la reaccion
transcurre con ATP. Es decir, la Fru-1,6-bisP tiene un efecto “selectivo” sobre el
NTP, incrementando la eficiencia de la reaccion sélo cuando se utiliza el correcto
(ATP) y de esta manera aumenta la especificidad de la enzima. Con respecto al uso
de los azucares-1P alternativos, el efector incrementd la eficiencia catalitica para el
uso de todos los monosacaridos ensayados, aunque la misma siempre fue mayor
utilizando Glc-1P. El uso de cationes divalentes distintos del Mg*" (Co™" y Mn*")
incrementd el fenomeno de promiscuidad de la EcoADP-Glc PPasa ya quela Vipax
determinada cuando la reaccion transcurre con UTP y estos metales (Co”™" y Mn*")
fue mayor, pero en presencia del efector no hubo cambios en los parametros
cinéticos determinados. Por lo cual, el efecto del activador resultd en el incremento
de la eficiencia catalitica del uso del ATP, independientemente del cofactor
utilizado. Estos resultados plantean que el activador alostérico jugaria un papel
critico en la determinacion del uso especifico de ATP como sustrato, favoreciendo
asi la sintesis 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 comprension de los mecanismos de
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regulacion alostérica y posibles eventos evolutivos de las ADP-Glc PPasas, asi
como también para otras enzimas.

» Por otro lado, se determind que GalF es una UDP-GIc PPasa funcionalmente activa,
contrariamente a lo que estaba informado. Aunque la eficiencia catalitica para esta
isoforma resultd sustancialmente inferior a la de GalU. A pesar de que ambas
enzimas comparten mas del 50% de identidad en su secuencia de aminoacidos y de
que muchos de los residuos claves para la actividad estdn presentes en GalF, las
proteinas presentan diferencias que podrian ser las responsables de las propiedades
distintivas. Los ensayos realizados en este trabajo de tesis y la produccion 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 interaccion con los sustratos, asi como también la diferencia en la
conformacion activa que cada una presenta. Los resultados sugieren que el ancestro
comin de GalU y GalF era una subunidad activa y la actividad catalitica de la
ultima resulté marcadamente reducida por mutaciones en residuos esenciales. Este
proceso posiblemente involucra eventos evolutivos que condujeron a la enzima a
una funcion diferente dentro del microorganismo, como por ejemplo actuar como

subunidad reguladora.

- Por otro lado, se realizo el estudio de las propiedades cinéticas, regulatorias y
estructurales de las enzimas involucradas en la sintesis 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
parasito:

* Los resultados sugieren que en G. lamblia la UDP-Glc PPasa es regulada mediante

un mecanismo post-traduccional de tipo redox; ademds, 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, jugaria un papel clave
proporcionando sustratos a las glicosiltransferasas para la produccion de oligo- y
poli-sacéridos. Por un lado, este organismo acumula glucégeno como fuente de
carbono y energia que permiten la supervivencia y diferenciacion de las células.
Pero ademads, la Glc es utilizada en la sintesis de estructuras glicosidicas que
forman parte de la membrana de trofozoitos y quistes. Con lo cual la UDP-Glc es
un metabolito de gran relevancia en la utilizaciéon de este azucar. Por otro lado,
estas estructuras presentes en la membrana presentan un contenido relativamente
alto de Gal, por lo que la activacion de este azlicar resulta de gran importancia en la
fisiologia del parésito. Siendo que la via 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 seria clave en el metabolismo del
parasito. 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 podria 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 llevdo a cabo la caracterizacion bioquimica de la GlaGSasa. La proteina
recombinante exhibid una estructura cuaternaria de trimero y fue capaz de utilizar
tanto UDP-Glc como ADP-Glc como donador glucosilo, aunque el primero resultd
ser el sustrato preferencial. La actividad de la GlaGSasa fue inhibida por la

presencia de Pi, pero no exhibi6 regulacion alostérica por ninguno de los otros
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metabolitos ensayados. Es asi que no fue activada por la Glc-6P, como lo son las
GSasas de hongos y mamiferos. Ademads, mediante estudios in silico se observd que
en la secuencia de la enzima de G. lamblia estan conservados residuos que podrian
ser blancos de la accidén de quinasas. Por lo que, en principio, la actividad de esta
enzima podria ser modulada de mediante fosforilacion reversible. Sin embargo, son
necesarios mas estudios para tener un claro panorama de la regulacion de esta
enzima. Hasta el momento no se ha informado la caracterizacién 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 parésito se ubica dentro
de la familia de las GT3 y exhibe propiedades intermedias entre las proteinas de
bacterias y de organismos eucariotas, lo cual la hace tnica 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 sintesis de carbohidratos relevantes en
bacterias y protozoos y a la relacion estructura/funcion y regulacion de las enzimas

implicadas en el mismo.
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