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RESUMEN

En este trabajo  de tesis  se caracteriz6 1a enzima psicr6fila dependiente de ADP de A4.

bzf7'Zo77z.I. (A4bpFK),  1a cual es la primera enzima psicr6fila caracterizada en la familia de

quinasas  de  azdcares  dependientes  de ADP. Esta enzima perteneciente al orden de los

A4e/fecz73osc!rcz.77cz/es, fue caracterizada como una enzima bifuncional, con la capacidad de

fosforilar fructosa-6-fosfato  (F6P,  actividad PFK) y glucosa (Glc,  actividad GK).  Esta

caracteristica  bifuncional  mostr6  ser  un  rasgo  comin  entre  los  6rdenes  de  arqueas

metanog6nicos, debido a que solo las enzimas mes6fila ADP-PFK/GK de A4: 777czrz27cr/„c7z.s'

y    ADP-PFK/GK    de    A4:    /.cz#73czsc7zz.z.,     ambas    pertenecientes     al    orden    de    los

A4el Zfecz77ococccz/es',  han  sido  caracterizadas  como  bifuncionales,  mientras  que  las  demas

enzimas ADP dependientes de arqueas presentan actividad especifica, ya sea PFK o GK.

La  mayor  flexibilidad  estructural  de  la  enzima  psicr6fila  fue  evaluada  analizando  la

variaci6n  de  los  parametros  cin6ticos  frc„"  Kin  y  frcaf/Kin  de  esta  enzima  a  distintas

temperaturas. Como modelos enzimaticos comparativos se utilizaron la enzima mes6fila

ADPTPFK  de  A4:  #7cz7~zZ7cz/zjc7z.s'  y  la  enzima  hiperterm6fila  ADP-GK  de  I.  /z.Zorcz/z.s.  Los

resultados mostraron una variaci6n diferencial de los valores de Kin,  encontrindose un

aumento exponencial de los valores de Kin con la temperatura para la enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4:  bzfr/o77z.I., ninguna variaci6n para la enzima mes6fila ADP-PFK de A4:

777czrzz7cz/zfc7z.5' y un decaimiento exponencial para la enzima hiperterm6fila ADP-GK de I.

/z.forcz/z.s. La enzima psicr6fila present6,  en todo el intervalo de temperaturas ensayadas,

menores  valores   de  Kin  y  mayores   actividades  que   sus  hom6logos  termoestables.

Adicionalmente,  es  sabido  que  para  realizar  el  proceso  de  fosforilaci6n,  el  co factor
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utilizado por las enzimas de esta familia es Mg+2. Interesantemente, 1a enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4:  bz/7`/o72z.z.,  ademas de utilizar Mg+2, fue capaz de utilizar eficientemente

otros  cationes  divalentes,  vi6ndose incrementada esta capacidad con un aumento  de la

temperatura.  El  mismo  fen6meno  fue  observado  al  evaluar  su  selectividad  por  los

azticares.  A  10°C,  1a  enzima psicr6fila  solo  es  capaz  de  utilizar glucosa y  fructosa-6-

fosfato  como  sustratos,  no  existiendo  actividades  relevantes  con  otros  aziicares.  Al

aumentar la temperatura a 25°C,  adem5s  de  los  sustratos  mencionados  anteriormente,

esta  enzima  fue  capaz  de  utilizar  otros  monosacaridos  e  incluso  algunos  disacaridos.

Estos resultados revelaron que la capacidad de catalizar eficientemente reacciones a bajas

temperaturas  estaba dado por un   sitio  activo mas  flexible,  optimizado para presentar

menores valores de Kin, hecho que le permite poseer mayores  eficiencias  cataliticas   a

estas temperaturas.

Mediante  estudios  de  intercambio  hidr6geno-deuterio  acoplado  a  espectrometria  de

masas, se. pudo establecer que los determinantes estructurales   responsables de la mayor

flexibilidad del sitio activo .fueron la ausencia en la estructura de la enzima psicr6fila de

dos pares i6nicos en los alrededores del sitio activo. La ausencia de estas interacciones

i6nicas permitiria la mayor movilidad de  segmentos  contiguos  al motivo  de uni6n del

complejo  metal-nucle6tido.  Estas  interacciones  i6nicas  si  fueron  encontradas  en  las

estructuras  de  las  enzimas  mes6filas  y  tem6filas  de  la  familia.  La  utilizaci6n  de  la

metodologia de reconstrucci6n de secuencias ancestrales permiti6 establecer la ausencia

de estas interacciones en el dltimo ancestro en comin entre la enzima psicr6fila ADP-

PFK    de    A4    b#r/o72z.z.    (orden    A4lef¢cz7zosczrcz.77cz/es)    y    la    enzima    mes6fila    (orden
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j}4lezfecz72ococccz/es)  1o  que  permite  establecer,  que  la  alta  flexibilidad  estructural  es  un

vestigio evolutivo en la familia de quinasas de azdcares dependientes de ADP y que la

rigidizaci6n del sitio  activo  en las enzimas mes6filas y term6filas  de la familia es una

novedad evolutiva. La inserci6n de estos dos  pares i6nicos en la estructura de la enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4: b"rfo72z.I. rigidiz6 el sitio activo de esta enzima, haciendo que

los parinetros cin6ticos  de 6sta tendieran a ser como los de la enzima mes6fila ADP-

PFK de M. maripaludis.
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ABSTRACT

In  this  work we  characterized  the  ADP  dependent psychrophilic  enzyme  from A4  bzfr/o;?z.z.

(A4Z7PFK),  wbich  is  the  first  characterized  enzyme  belonging  to  the  ADP  dependent  sugar

kinases family. This enzyme from the order A4lezfec777oscrrcz.77cz/es, was described as bifunctional,

that is able to phosphorylate both fructose-6-fosfato (F6P, PFK activity) and glucose (Glc, GK

activity).   Bifunctionality has been shown to be a common trait among methanogenic orders

from  archaea  since  only  the  mesophilic  ADP-PFK/GK  from  A4:   772czrz27c7/ztc7z.s  and  ADP-

PFK/GK from A4: /.cz7z7eczschz.z.,  belonging to the order A4e/fecz7zococccz/eLs have been described as

bifunctional. In contrast, all the other ADP dependent enzymes from archaea are either PFK or

GK specific.  The increased structural flexibility of the psychrophilic enzyme was  evaluated

analyzing the frc„b Kin and frcaf/Kin kinetic parameters of this enzyme at different temperatures.

As comparative models we employed the mesophilic ADP-PFK from A4: 77eczrzz7cz/#c7z.s' and the

hiperthermophilic ADP-GK de I. /z.fo7io/z.s. The results shown a differential variation of the Kin

values; whereas the psychrophilic ADP-PFK from A4: b#r/o73z.z. shows an exponential increase

of the Kin values with temperature, the mesophilic ADP-PFK from A4: 772c7rzpcz/cfc7z.s' shows no

variation and the hyperthermophilic ADP-GK de I. /z.Zorcz/z.s presents an exponential decrease

of these values with temperature.  The psychrophilic enzyme exhibited lower Kin values and

greater  activity  than  its  thermostable  homologs  in  the  entire  temperature  range  tested.

Moreover,  it  is  well  known  that  to  perform  the  phosphorylation  process  these  enzymes

employed Mg2+ as co factor. Interestingly, the psychrophilic ADP-PFK from A4: bz/r/o#z.I. was

able to utilize  efficiently others  divalent cations besides Mg2+ being this  capacity increased

with  an increase  in temperature.  The  same phenome was  observed when its  selectivity  for
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sugars  was  assayed.  At  10  °C  the  psychrophilic  enzyme  only  utilizes  glucose  only  and

fructose-6P as substrate with no detectable activity with other sugars. However, at 25 °C, the

enzyme is  able to phosphorylate other monosaccharides and even disaccharides, besides the

substrates  mentioned  above.   These  results  shown  that  the  ability  to  catalyze  reactions

efficiently at low temperatures was due to a more flexible active site, which was optimized to

display small Kin values, which allows the enzyme to possess higher catalytic efficiencies at

these temperatures.

By  using  H/D  exchange  coupled  to  mass  spectrometry  we  establish  that  the  structural

determinants responsible for the increase flexibility of the psychrophilic active site were the

absence, in the protein structure, of two ionic pairs in its surrounding. The absence of these

interactions  would  allow  greater  mobility  of  segments  adjacent  to  the  nucleotide-metal

complex binding site since they were present in the mesophyll and thermophile enzymes of the

family.  By  means  of the  ancestral  enzyme  reconstruction  methodology  we  determine  the

absence  of these  interactions  in the  last common ancestor between the psychrophilic ADP-

PFK   from   A4   b„7'fo72z.z.   (order   A4leffec!#osczrcz.77cz/es)   and   the   mesophilic   enzyme   (order

A4ezfecz#ococca/es) which establish that the high structural flexibility is an evolutionary vestige

in the ADP dependent sugar kinases family and that active site stiffening of mesophilic and

thermophilic  enzymes  is  an  evolutive  novelty.    Insertion  of these  two  ionic  pairs  in  the

psycrophilic  ADP-PFK  structure  from  A4  b#rzo7zz.I.  caused  the  stiffening  of the  active  site,

making that the kinetic parameters of this enzyme being like those of the mesophilic ADP-

PFK a:nzyrne flo" M. maripaludis.
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1.   INTRODUCCI0N

1.1 Microorganismos extrem6filos

Los microorganismos extrem6filos han sido definidos como aquellos capaces de tolerar

condiciones medioambientales extremas como altas o bajas temperaturas, alta acidez y

alcalinidad y altas presiones, por mencionar las mds comunes. Basados en la capacidad

de estos organismos de crecer ya sea solo en condiciones medioambientales extremas o

adicional a esto, poder crecer tambich en condiciones "normales", 1os microorganismos

extrem6filos   ban   sido   divididos   en   dos   grandes   grupos:   extrem6filos   reales   y

extrem6filos  tolerantes  (Rampelotto  2013).  Mds  alla del  grupo  extrem6filo  al  curl  se

haga referencia, ambos pueden ser encontrados  en los ties reinos de la vida @ukarya,

Arquea   y   Bacteria)   (Cavicchioli,   R.,   Siddiqui   2006).   Si   nos   enfocamos   en   los

microorganismos  adaptados   a  vivir  en  temperaturas   extremas,   dapendiendo   de  la

temperatura del nicho ecol6gico en el curl estos microorganismos sean metab61icamente

activos,  5stos  pueden  ser  clasificados  como:  hiperterm6filos,  term6filos,  mes6filos  y

psicr6filos..  Si  el  nicho  ecol6gicd  presenta  temperaturas  por  sobre  los  50-60°C,  los

organismos  que  lo  habitan  pueden  ser  definidos  como  term6filos.  En  este  grupo

generalmente   solo   se   encuentran   organismos   procariontes   capaces   de   crecer   y

desarrollarse  sobre  estas  temperaturas.  Solo  algunos  organismos  eucariontes  ham  sido

categorizados  como  organismos  term6filos  (Dyer  &  Gafford  1961;  Guo  et  al.  2011;

Landry   et  al.   2014).   Cuando   los   organismos   son  capaces   de   subsistir  en  nichos

ecol6gicos  que  presentan  temperaturas  por  sobre  los  80°C,  6stos  se  definen  como

organismos   hiperterm6filos;   en   este   grupo   principalmente       podemos   encontrar
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organismos procariontes, donde la gran mayoria de los organismos descritos pertenecen

al  dominio  arquea  (Elleuche  et  al.  2014).  Si  bien  los  microorganismos  term6filos  e

hiperterm6filos han sido objeto hace ya muchos afros de una gran cantidad de estudios,

en las tiltimas  d6cadas  ha  surgido un gran inteies por el  estudio  de microorganismos

adaptados a vivir a bajas temperaturas debido a la alta aplicabilidad biotecnol6gica que

poseen sus proteinas y enzimas constituyentes,. A los organismos adaptados a vivir en

nichos ecol6gicos con temperaturas por debajo de los 20°C-25°C se los clasifica como

organismos psicr6filos. Los  organismos psicr6fllos ham evolucionado para realizar sus

actividades biol6gicas basicas (metabolismo), a temperaturas generalmente defmidas en

un inteIvalo de   0° C a 25° C, aunque tambi6n ham sido reportados algunos organismos

capaces   de   tolerar   temperaturas   por   debajo   del  punto   de   congelaci6n   del   agua

(Cavicchioli  2006).  Si bien los  microorganismos psicr6filos utilizan la producci6n de

proteinas  anti-congelantes  (Gamham  et al.  2011;  Do  et al.  2013),  de respuesta al  frio

(Cavicchioli  2006;  Giaquinto  et  al.  2007)  y  alteraciones  en  la  composici6n  de  las

membranas lipidicas, como alguno de los principales mecanismos celulares adaptativos,

en t6rminos metab61icos, puntualmente enzimaticos, 1a modificaci6n estructural de sus

enzimas  ha  sido  definida  como  la  estrategia  adaptativa  que  les  permite  operar  a

temperaturas  bajas.  Esta  adaptaci6n  es  principalmente  atribuida  a  la  alta  flexibilidad

estructural y baja estabilidad t5rmica de sus enzimas y protefnas (Siddiqui & Cavicchioli

2006)
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1.2.   Estrategias   termodininicas   para   el   aumento   de   la   estabilidad   t6rmica

estructural de proteinas y enzimas psicr6filas

Actualmente  es  sabido  que  las  enzimas  extrem6filas  no  utilizan una iinica  estrategia

adaptativa para  estabilizar  o  desestabilizar  su  estructura terciaria,  sino  que  usan una

combinaci6n de 6stas (Razvi & Scholtz 2006). Las estrategias adaptativas utilizadas por

las  enzimas  psicr6filas  apuntan principalmente  a  aumentar  la  flexibilidad  estructural.

Nojima  y  colaboradores  QTojima  et  al.  1977)  propusieron tres  estrategias  adaptativas

para  explicar  la  mayor  estabilidad  de  enzimas  tem6filas  a  altas  temperaturas.  Estas

mismas  estrategias,  pero  pensadas  de  forma  opuesta,  ham  sido  planteadas  para  la

desestabilizaci6n de enzimas psicr6filas a bajas temperaturas (Feller 2010). La primera

estrategia  para  producir  un  aumento  de  estabilidad  a  altas  temperaturas  consiste  en

disminuir  el  calor  especifico  de  las  enzimas  o  protefnas  (Cp).  El  calor  especifico  da

cuenta del fen6meno de hidrataci6n del que son producto los residuos hidrofobicos de

rna proteina durante un proceso de desplegamiento; rna disminuci6n en el valor de este

parinetro  (Cp)  es  reflejo  de  la menor  exposici6n de  estos  residuos  al  solvente.  Esta

disminuci6n permite  ampliar  el  intervalo  de  temperatura  de  la  curva  de  estabilidad,

permitiendo  asi un aumento  en la temperatura a la cual  se produce el desplegamiento

(Tin) (Figura 1, curva morada). La segunda estrategia utilizada para generar rna mayor

estabilidad  estructural  es  aumentar  la  temperatura  a  la  cual  el  cambio  entr6pico  del

sistema se hace cero (Ts). Una enzima o proteina logra su maxima estabilidad cuando la

contribuci6n  entr6pica  se  cancela y  solo  existe  aporte  entalpico.  Esto  permite  que  la

curva de estabilidad se corra hacia la derecha, 1ogrando asi mayores Tin y permitiendo  el

3



funcionamiento catalitico de las enzimas y proteinas a mayores temperaturas (Figura 1,

curva roja).  La dltima y principal  estrategia utilizada  es  aumentar la  energia  libre  de

estabilizaci6n (AG). Este aumento permite "elevar" toda la curva de estabilidad, dando

como resultado flnal rna mayor temperatura de desplegamiento t6rmico (Tin) (Figura 1,

curva naranja).  Como se dijo con anterioridad, las enzimas psicr6filas utilizarian estas

estrategias adaptativas pero de forma opuesta a sus hom61ogos term6filos, para aumentar

su flexibilidad estructural y asi poder realizar sus actividades a bajas temperaturas.
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Figura 1. Curvas de estabilidad termodinamica indicando las diferentes estrategias

utilizadas  por  un  organismo  mes6filo  a trav6s  de la  evoluci6n  para  aumentar la

temperatura de desplegamiento t6rmico Om) de sus proteinas y enzimas. La curva

negra representa una proteina mes6fila. Las estrategias termodinamicas para el aumento

de estabilidad estructural son: disminuci6n Cp (curva morada), aumento Ts (curva roja)

y  aumento  AG  (curva  naranja).  Tomado  de  Sterpome,  2012  (Sterpone  &  Melchiorma

2012).
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La  diferencia  en  flexibilidad  estructural  entre  enzimas  y  protefnas  hom6logas  de

organismos   extrem6filos   adaptados   a  nichos   ecol6gicos   que  presentan  un  amplio

intervalo  de  temperaturas  ha  sido  determinada  principalmente  por  experimentos  de

desactivaci6n  dininica  de  fluorescencia  e  intercambio  hidr6geno-deuterio  acoplado  a

espectrometria de masa. Los experimentos de desactivaci6n dinamica de fluorescencia

intrinseca ban mostrado que las enzimas psicr6filas presentan generalmente una mayor

permeabilidad   estructural.   Esta  mayor  permeabilidad  es  un  indice   que  puede  ser

asociado indirectamente a estructuras con rna mayor flexibilidad. Estos experimentos se

basan   en   la   capacidad   de  mol6culas   orginicas  pequefias   de   difundir  y  penetrar

estructuras proteicas, a trav6s de colisiones de estas pequefias mol6culas organicas con

los  tript6fanos,   fluor6foros  naturales  de  las  protefnas.   Despu6s   de  un  proceso  de

excitaci6n de estos fluor6foros,  estas colisiones producen rna disminuci6n en la energia

emitida por los fluor6foros para volver a su estado electr6nico basal, comparado con la

energia que emitirian en ausencia de estas mol5culas apagadoras. Si pensamos que estos

tript6fanos se encuentran en un centro hidrofobico intemo, un mayor apagamiento de la

intensidad  de  fluorescencia,  medido  en t5rminos  de  la  constante  de  Stem-Volmer,  es

indicativo  de  una  estructura  mas  accesible  al  solvente.   Estudios   entre  hom61ogos

extrem6filos de una misma familia de proteinas ban mostrado que a bajas temperaturas,

1as  enzimas  psicr6filas  presentan  constantes  de   Stem-Volmer  mayores  que  las  de

determinadas  para  sus  hom61ogos  termoestables  (Cipolla  et  al.  2012;  D'Amico  et  al.

2003). Si bien esta metodologfa experimental permite evaluar indirectamente el grado de

flexibilidad de una estructura proteica, 6sta no nos da cuenta de cuales son los segmentos
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de la proteina  responsables de esta flexibilidad aumentada, y no dice nada acerca de si

estos segmentos se encuentran involucrados en los procesos de catalisis enzimatica. En

este   contexto,    1os   experimentos   de   intercambio   hidr6geno-deuterio   acoplado   a

espectrometria   de   masa,   han   sido   una  poderosa  herramienta   para   determinar   la

localizaci6n de  segmentos  con flexibilidad aumentada  en estudios  comparativos  entre

enzimas   extrem6filas.   Basado   en   el   mismo   criterio   de   permeabilidad   que   los

experimentos  de  desactivaci6n dinamica de  fluorescencia intrinseca,  esta metodologia

utiliza  en este  caso  como  sonda de  flexibilidad agua deuterada (D20).  Es  sabido  que

tanto  los  atomos  de  hidr6geno  presentes  en  las  cadenas  laterales  de  '1os  residuos  de

aminoacidos como los presentes en los enlaces peptidicos de rna proteina son labiles y

tienen  la  capacidad  de  sufrir procesos  de  intercambio  con  los  atomos  de  hidr6geno

presentes en las mol6culas de agua que contiene una soluci6n deteminada.  Basados en

esta propiedad, 1a exposici6n de rna proteina a una soluci6n de agua deuterada, permite

evaluar la exposici6n y por ende la movilidad de diferentes regiones de rna proteina en

ulia condici6n apo y los cambios en la accesibilidad al .solvente de estas regiones, por

cambios conformacionales generados por uni6n de ligandos en el proceso de catalisis.

Estudios  de  hom61ogos  extrem6filos  utilizando  esta  metodologia  ban  mostrado  que

segmentos  perteneciente  al  sitio  activo  o  segmentos  adyacentes  a  6ste  de  enzimas

psicr6filas, presentan mayores tasas de intercambio hidr6geno-deuterio que las mismos

segmentos  presentes  en hom6logos  termoestables,  reflejando  directamente una mayor

movilidad y flexibilidad de este tipo de enzimas e indicando que los sitios activos de las

enzimas psicr6filas son altamente dininicos (Svingor et al. 2001; Liang et al. 2004). La
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utilizaci6n de esta metodologia ha permitido establecer que la flexibilizaci6n estructural

del  sitio  activo  es  la principal  adaptaci6n  estructural responsable  de  que  las  enzimas

psicr6filas puedan realizar actividades cataliticas a bajas temperaturas.

Si nos basamos  en la suposici6n que las primeras entidades proteicas  con actividades

cataliticas  tuvieron  un  origen  term6filo,  es  16gico  pensar  que  durante  la  evoluci6n

ocurrieron   mdltiples    tipos    de   modificaciones    estructurales    que    aumentaron   la

flexibilidad del sitio activo de las enzimas psicr6filas actuales, pero la pregunta actual es

4cuales son las modificaciones estrucfurales que influyen en el aumento de flexibilidad?

Si   bien,   a   nivel   de   secuencia   se   pueden   apreciar   diferencias   entre   hom61ogos

extrem6filos  de  una  misma  familia(Saunders  et  al.  2003),  esta  informaci6n  no  es

suficiente debido a que generalmente estas diferencias son sutiles y establecer si estas

corresponden a adaptaciones termales es imposible.

Una herramienta util para establecer si diferencias en secuencia pueden corresponder a

adaptaciones   t6rmicas,   es   la   comparaci6n   de   estructuras   tridimensionales   entre

hom61ogos  extrem6filos,   debido  a  la  mayor  .conservaci6n  de  la  estructura  que  la

secuencia   durante   la   evoluci6n.   Aunque   la   informaci6n   estructural   obtenida   de

experimentos  de  difracci6n  de  rayos  X y  RMN  de  enzimas  psicr6filas  es  escasa,  en

comparaci6n con la disponible para hom61ogos mes6filos y term6filos, esta informaci6n

ha   permitido    la   comparaci6n   estructural   de   hom6logos    adaptados    a   distintas

temperaturas.  Por  un  lado  estos  estudios  estructurales  comparativos  ham  permitido

establecer  que  dentro  de  rna  familia  de  enzimas  existen  caracteristicas  estructurales

comunes   entre   hom6logos   extrem6filos,   que   no   son   atribuidas   a   adaptaciones
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estructurales  t6rmicas,    tales  como  el  mantenimiento  de  un  plegamiento  cormin,  asi

como la conservaci6n de residuos implicados en la catalisis (Aghajari et al.  1998). Por

otro  lado,  1a  determinaci6n  experimental  de  la  estructura  tridimensional  de  enzimas

psicr6filas  ha mostrado  que  6stas  presentan  caracten'sticas  estructurales  propias,  tales

como  rna  mayor  exposici6n  al  solvente  de  sus  centros  hidrofobicos,  rna  mayor

exposici6n  de  estos  residuos  hidrofobicos  en  superficie  por  rna  disminuci6n  en  el

ndmero de interacciones tipo puentes de hidr6geno e interacciones aromaticas (Aghajari

et al.  2003;  Gianese  et al.  2001;  Saunders  et al.  2003),  un aumento  en la flexibilidad

local por  cambios  en  la  extension y  composici6n  de  lazos  conectores  de  estructuras

secundarias implicados en el proceso de catalisis  (Violot et al. 2005), un menor ndmero

de interacciones i6nicas por modificaci6n de residuos cargados en superficie y en sus

centros  hidrofobicos,  asi  como  rna  disminuci6n  de  puentes  disulfuros  estabilizantes

Oraes  et  al.   1999)  (Figura  2).  Todas  estas  modificaciones  estructurales  adaptativas

apuntan principalmente a aumentar la flexibilidad local de regiones involucradas en el

proceso de catalisis. Una mayor flexibilidad de los  componentes  del  sitio  activo  o de

segmentos cercanos a 6ste, generalmente es asociada a una disininuci6n de la afmidad de

la  enzima por sus  sustratos.    Para  enzimas psicr6filas  existe una  correlaci6n entre  el

aumento de flexibilidad, disminuci6n de afmidad por sus sustratos y un aumento de la

constante  frcaf.  Los  valores  de  Kin  reportados  para  los  sustratos  naturales  de  enzimas

psicr6filas son generalmente mayores que los obtenidos para sus hom61ogos mes6filos y

term6filos (Cipolla et al. 2012), compensando esto con un concomitante aumento de los

valores  de  frcc,f.   Si  bien  la  optimizaci6n  de  la  frcaf  es  el  mecanismo  evolutivo  por

9



excelencia de las enzimas psicr6filas para generar un aumento en la eficiencia catalitica

(facaf/Kin)    a bajas  temperaturas,  existen  enzimas  psicr6filas  que  durante  la  evoluci6n

mejoraron  su  eficiencia  catalitica  (frca,/Kin)  no  utilizando  este  mecanismo,  sino  que

optimizando su constante Kin en desmedro de su constante frca,. Aunque los reportes al

respecto  son  escasos,  existen  enzimas  que  durante  la  evoluci6n  modificaron  su  sitio

activo  para  catalizar  eficientemente  reacciones  a  bajas  temperaturas,  por  medio    de

aumentar la afinidad por su sustrato natural en desmedro de optimizar la constante frca,

(Lonhienne  et  al.   2000).   Debido  a  su  mayor  flexibilidad  estructural,   1as   enzimas

psicr6filas tambi5n suelen presentar una alta promiscuidad por sustratos con un aumento

en la temperatura a la cual se realiza el proceso de catalisis. La mayor dininica del sitio

activo de las enzimas psicr6filas, 1es podri'a permitir albergar y catalizar sustratos de un

mayor  tamafio   que   el   que   presentan   sus   sustratos   naturales.   Esta  promiscuidad

dependiente de temperatura solo ha sido vista en enzimas psicr6fllas, reflejando esto que

la flexibilidad de este tipo de enzimas es rna venta].a adaptativa de los organismos que

las  poseen,  pudiendp  6stos  no  solo  utilizar  los  sustratos  naturales,  sino  que .tambi6n

poder satisfacer sus necesidades metab61icas utilizando una diversidad de sustratos.
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Fosfatasa Alcalina Psicr6fila PDBID: 3E2D
Fosfatasa Alcalina Mes6fila PDBID: lED8

Modificaci6n lazos

Incrementa   flexibilidad   por
reemplazo    de    aminoacidos
hidrofobicos de menor tamafio.
Incrementa    exposici6n    de
residuos hidrofobico s

a-amilasa Psicr6fila. PDBID: lAQH
a-amilasa Mes6fila. PDBID: lpIF

Modulan estabilidad local

Optimizaci6n    potencial
electrostatico superfic ial
Reducido nhmero de argininas
Aumento ndmero de lisinas
Reducido    ndmero    de
interacciones     i6nicas
estabilizantes

Figura 2.  Esquema  resumen  de las principales  modificaciones  encontradas  entre

enzimas psicr6fi]as y mes6filas.
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1.3. Dinamica del sitio activo. actividad enzimatica y temperatura

Todas las caracteristicas estructurales mencionadas anteriomiente tienen directa relaci6n

con  los  parinetros   cin5ticos  Kin,  frca,  y  frco,/Kin.,    puntualmente  sobre  el  como  la

temperatura  afecta  la  variaci6n  de  6stos.    La  velocidad  de  una  reacci6n  quimica  es

dependiente de la temperatura del medio de reacci6n en la cual 6sta se desarrolla. Svante

Arrhenius en 1889 (Thomas & Scopes  1998), estableci6 rna ecuaci6n que da cuenta de

este fen6meno.

k = AL e:Ea/I(I          (I)

En  esta  ecuaci6n fr es  la  constante  especifica  de  la velocidad  de  la reacci6n,  Ea  es  la

energia de activaci6n de esta reacci6n, A es el factor pre-exponencial o tambi6n llamado

de frecuencia de colisiones, R es la constante de los gases y T es la temperatura a la cual

se lleva a cabo la reacci6n. La ecuaci6n indica que un aumento de la temperatura para

una reacci6n dada, provocafa un aumento exponencial de la constante de velocidad. En

biologia,   1as   reacciones   quimicas   generalmente   son   catalizadas   por   enzimas.   Los

parinetros   cin6ticos   de   estos   catalizadores   naturales,   Kin   y   frcaf,   son   altamente

dependientes  de  la temperatura  del medio  en  el  cual  se  llevan  a  cabo  las  reacciones

enzimaticas. Una variaci6n de la ecuaci6n de Arrhenius, presentada por Henry Eyring en

1935 (Eyring 1935), relacion61a variaci6n de los parinetros cin6ticos enzimaticos con

la temperatura, en el contexto de la teon'a del estado de transici6n (Ecuaci6n 2).
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kcat=kE#e:Act/RT         (I)

Aqui, frcar  es la constante de velocidad de un proceso enzimatico, kB es la constante de

Boltzmann,  fa  es la constante  de Planck y AGE  1a diferencia energ6tica entre  el estado

basal ES y la forma activada de 6ste, ES± (estado de transici6n). La ecuaci6n 2 vincula

directamente  la  constante  de  velocidad  de  una  reacci6n  enzimatica  (frca,),     con  los

pafametros temodininicos de activaci6n propios de estas reacciones. En particular, 1a

ecuaci6n 2 permite deducir que para que rna disminuci6n en la temperatura a la cual

procede  rna  reacci6n  enzimatica,  no   afecte  la  constante  frca„   1a  energfa  libre  de

activaci6n  del  proceso   (AGE)  deberi'a  ser  menor.   Este   es  el  caso  de  las  enzimas

psicr6filas.  Como se puede observar en la Figura 3,   1as enzimas psicr6filas presentan

valores de AGE menores que las enzimas mes6filas, term6filas e hiperterm6filas.
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ES±

Figura 3. Diagrama para una reacci6n catalizada enzimaticamente por una enzima

psicr6fila y una mes6fila. El diagrama muestra la variaci6n del AG±  para una reacci6n

enzimatica   a   concentraciones   saturantes   de   sustrato.    En   azul   se   muestran   los

componentes de AG asociados a una enzima psicr6fila y en rojo los correspondientes a

una enzima mes6fila.
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Los menores AG± de activaci6n que presentan las enzimas psicr6filas, generalmente se

encuentran asociados, en t5rminos cin5ticos, a una menor afinidad de las enzimas por su

sustrato (complejo ES). Este hecho permite disminuir la barrera energ6tica del estado de

transici6n  (complejo  activado  ES±),  y  de  este  modo  obtener mayores  velocidades  de

reacci6n  (frca,)  a  bajas  temperaturas  (Figura  3).  Por  ende,  durante  la  evoluci6n para

lograr esta disminuci6n en el AGE, 1as enzimas psicr6filas optimizaron su constante frca,

en  desmedro  de  su  constante  Kin.  En  particular,  y  de  acuerdo  a  la  ecuaci6n  3,  1a

estrategia adaptativa para vencer la escasa energfa cin5tica de su medio de reacci6n, fue

aumentar  la  dinamica  del  sitio  activo,  disminuyendo  la  cantidad  de  interacciones

estabilizantes de la estructura.

La relaci6n AGf= AH* -TAS± indica que el AGE de un proceso, se encuentra gobemado

por dos  componentes:  uno  entalpico  (AHE) y uno  entr6pico  (TAS*).  Si reescribimos  la

ecuaci6n 2 en t5rminos de estos dos dltimos componentes se tiene que:

kcat=k#e(AS±/FT) e-(AH±|RT)           (s)

La  contribuci6n  entalpica  AH±   al  AGE   de  un  proceso   da  cuenta   del  ntimero   de

interacciones  estabilizantes  que  deben  ser  vencidas  para  que  la  transici6n  desde  el

complejo [ES]. al complejo activado [Esf] suceda. Como es claro en la ecuaci6n 3, rna

variaci6n en la contribuci6n entalpica sera mas gravitante que rna entr6pica a menores

temperaturas. Una disminuci6n en este parinetro aumenta directamente los valores de
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kcar debido a que la contribuci6n entalpica, AHf , se encuentra directamente relacionada

con la energia de activaci6n segiin la relaci6n:

Ea =  AH± +RT           (4)

Esta  contribuci6n  entalpica  es  menor  en  enzimas  psicr6filas  debido  a  que  en  sus

estructuras estas enzimas presentan un menor ntimero de interacciones estabilizantes del

tipo  puentes  de  hidr6geno,  Van  der  Waals  y  electrostaticas  (Siddiqui  &  Cavicchioli

2006). Todas las enzimas psicr6filas estudiadas presentan menores valores de AH± y Ea,

que  sus  hom61ogos  mes6filos,  term6filos  e  hiperterm6filos  (Siddiqui  &  Cavicchioli

2006;   Siddiqui   et  al.   2013).   Estos  menores  valores   indican  con  claridad  que  las

reacciones  que  estas  enzimas  catalizan son menos  dependientes  de  las  variaciones  de

temperatura.
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1.4. Relaci6n actividad-estabilidad en enzimas extrem6filas

Segdn lo mencionado en las secciones anteriores, 1as enzimas psicr6filas presentan una

alta  flexibilidad  estructural,  propiedad  que  les  permite  funcionar de manera  6ptima  a

bajas temperaturas. Esta alta flexibilidad estructural es lograda a expensas de disminuir

su estabilidad t6mica. En la Figura 4 se presenta un esquema general que describe la

relaci6n existente entre actividad a distintas temperaturas y el estado de plegamiento de

enzimas psicr6filas y mes6filas/ term6fllas.

La principal diferencia en la relaci6n actividad-estabilidad entre enzimas extrem6filas,

radica en que las enzimas psicr6filas se inactivan con el aumento de la temperatura antes

de  comenzar un proceso  de desplegamiento  global,  indicando  que la inactivaci6n por

temperatura es dependiente de un proceso de desestructuraci6n sitio-especffica, 1a cual

debido a la alta dinamica y flexibilidad que presenta, se cree podria ser la regi6n del sitio

activo de la enzima o subestructuras cercanas a 6ste (Siddiqui & Cavicchioli 2006).
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Figura   4.   Inactivaci6n   y   desplegamiento   de   enzimas   psicr6filas   y   mes6filas.

Psicr6filas (azul),  mes6filas (negro). Tomado de Struvay 2012  (Struvay & Feller 2012).
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Para  entender  la  dependencia  de  las  actividades  cataliticas  de  las  enzimas  con  la

temperatura se han propuesto dos modelos; el modelo clasico y el modelo de equilibrio.

El  modelo  clasico  (Daniel  et  al.  2001;  Daniel  &  Danson  2010),  establece  que  rna

enzima se inactivara debido a que a la temperatura de inactivacion sufrira un proceso de

desplegamiento.   Este  modelo   es   satisfactorio  para  explicar  la  dependencia  con  la

temperatura de enzimas mes6filas y term6filas pero no explica lo indicado en la Figura

4,  donde  se  muestra  que  la  inactivaci6n  catalitica  en  las  enzimas  psicr6filas  es  un

fen6meno  desacoplado  del  fen6meno  de  desplegamiento.  El  modelo  de  equilibrio

planteado  por  Daniel  y  colaboradores  (Daniel  et  al.  2001;  Daniel  &  Danson  2010),

indica la existencia de un intermediario inactivo no desnaturado, que se encuentra en un

equilibrio rdpido  con la forma activa de la enzima a rna temperatura determinada,  en

donde superada esta temperatura, 1a forma inactiva de la enzima se desnatura de forma

irreversible, perdiendo su actividad a tales temperaturas. Este modelo resulta interesante

en t5rminos de que se ajusta a lo visto en la Figura 4, en donde se puede apreciar que las

enzimas psicr6filas, se inactivan, aun manteniendo un. estado conformacional plegado.

A pesar de lo anterior,  ha sido dificil generalizar un mecanismo adaptativo comdn para

todas  las  enzimas  extrem6filas,  mas  aun  en  ausencia  de  informaci6n  estructural.  El

modelamiento  por  homologia  ha  sido  una  herramienta  titil  para  casos  en  que  no  se

cuenta  con  este  tipo  de  informaci6n.  La  obtenci6n  de  modelos  por  homologia  ha

permitido aplicar metodologias de dinamica molecular (Tiberti. & Papaleo 2011 ; Papaleo

et  al.  2014),  1as  que  ham  mostrado  que  las  enzimas  psicr6filas  presentan  una  alta

flexibilidad local de elementos de estructura secundaria que se encuentran involucrados
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en la mayor termolabilidad presentada por estas enzimas durante el proceso de catalisis

enzimatica  (Kosugi  &  Hayashi 2012).  El uso  de  estas  metodologias  computacionales,

junto  a una  variada  gama  de  estrategias  experimentales  tales  como  mutaciones  sitio-

dirigidas   (Chandrayan   &   Guptasarma  2009;   Dhaunta   et  al.   2013),  permutaciones

circulares y utilizaci6n de enzimas quim6ricas   (Watanabe et al. 2005; Parravicini et al.

2013)  han permitido  dilucidar algunos  determinantes  estructurales  responsables  de  la

baja estabilidad t5rmica de las enzimas psicr6filas.

Actualmente,  la  utilizaci6n  de  metodologias  filogen6ticas,  se  ha  convertido  en  una

poderosa herramienta para el estudio de la evoluci6n de determinantes estructurales de

protefnas  y  enzimas  extrem6filas  (Hart  et  al.  2016).  La  reconstrucci6n  de  secuencias

ancestrales  (ASR por  sus  siglas  en  ingles  cz77cesfrcz/ seg#e7?ce  reco72szrwczz.o7?),  es  una

metodologia   ampliamente   utilizada   para   estudiar   la   evoluci6n   de   secuencias   y

estructuras que determinan la funci6n y propiedades de proteinas actuales, mediante  la

inferencia   de   las   secuencias   de   los   nodos   intemos   (i.e.   ancestros)   de   un   arbol

filogen6tico. Para un.a reconstrucci6n filogen6tica a partir de un grupo de proteinas de

estructura  conocida,  un  aspecto  clave  es  que  los  integrantes  del  grupo  de  inter6s

presenten homologia  estructural,  dado  que  de  esta forma se puede  suponer un origen

ancestral comtin (Boone, David R.;  Castenholz 2001).  Utilizando la reconstmcci6n de

secuencias   ancestrales   (Merkl   &   Stemer   2016)   se   han   realizado   estudios   sobre

especificidad    de    sustratos,    estabilidad   t6rmica,    dimerizaci6n   y    otros    aspectos

regulatorios claves en vfas metab61icas de procariontes y eucariontes.
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En  este  trabajo  de  tesis  se  utilizaron  enzimas  provenientes  de  arqueas  extrem6filas

filogen6ticamente relacionadas, con el fin de estudiar utilizando enzimas de rna misma

familia,  aspectos  cin5ticos  y  biofisicos  concemientes  a  dilucidar  las  determinantes

estructurales  que  permiten  que  enzimas  provenientes  de  arqueas  psicr6filas  realicen

procesos  de  catalisis  a  bajas  temperaturas.   A  continuaci6n  se  presenta  una  breve

descripci6n de los modelos enzimaticos utilizados en este trabajo.

1.5. Modelos de estudio

•Las   arqueas   ban   sido   clasificadas   en   dos   ply/as'   principales:    Cre77czrcfeczeoJc7   y

E"ryc7rcfeoeozcz,  aunque  recientemente  se  han  propuestos  dos  phylas  adicionales,  el

phylum Nanoarchaeota cque coaprende soho dos especies y ct phylum Korarchaeota que

consta de unos pocos organismos no cultivables  (Gribaldo  & Brochier-Armanet 2006;

Martinko et al. 2004). La  mayon'a de las arqueas  presentes en laspky/czs encontradas en

la  actualidad  corresponden  a  organismos  extrem6filos.   Dentro  de   6stos,  1a  mayor

cantidad  de  biomasa  encontrada  sobre  la  biosfera  ha  sido  de  arqueas  adaptadas  a

ambientes  frl'os  (Feller  &  Gerday 2003).  A pesar  de  lo  anterior,  dentro  del  dominio

arquea   es   posible   encontrar   caracten'sticas   celulares   y   metab61icas   generales.   En

t6rminos  celulares,  se puede destacar la  composici6n de  las membranas  lipfdicas,   1as

cuales  presentan  cadenas  laterales  isoprenoides  con  enlaces  5ter  en  vez  de  enlaces

6steres  como  en la mayon'a  de  los  demas  sistemas  biol6gicos,  ademas  de  carecer de

acido  muramico  como  constituyente  de  las  paredes  celulares,  entre  otras  (Albers  &

Meyer 2011). En relaci6n al metabolismo, el dominio £4ngzfecz presenta vias metab61icas
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propias  respecto  a  las  conocidas  en los  dominios Bczczerz.cz y Ecffrcnycz.  Un  ejemplo  de

esto  es  la presencia  de  una via  exclusiva para  la  formaci6n  de  metano,  1a  cual  esta

presente  solo  en  ciertas  arqueas  metanog6nicas.  En  arqueas  tambi5n  encontramos

modificaciones   en   las   vfas   metab61icas   clasicas,   especialmente   en   las   vias   del

metabolismo   de  hidratos  de  carbono.   Estudios  bioquinicos  comparativos  sobre  el

metabolismo  de hidratos  de  carbono  en £4ng"eczs   indican que  los  organismos  de  este

dominio  utilizan versiones  modificadas  de  las  rutas  encargadas  en la  degradaci6n de

91ucosa tanto en la via de, Entner-Dudoroff (ED) como en la via de Embdem-Meyerhof

(EM)  o  glic61isis.  Ejemplo  de  estas  modificaciones  se presentan  en miembros  de  los

6rde"f3s Thermoproteales, Thermoplasmatales y  Suifelobales. Los orgfmisrmos de estos

6rdenes utilizan rna versi6n modificada de la via de ED, donde la etapa de fosforilaci6n

se realiza a nivel de los metabolitos 2-ceto-3-deoxigluconato o glicerato, mientras que en

ciertos  representantes  del  orden  7%er77£ococccz/es  se  puede  observar  que  en  su  via

91icolitica (EM), solo cuatro de las diez enzimas responsables de la oxidaci6n de glucosa

a  piruvato   se   encuentran   conservadas,   en  relaci6n   a   lo   descrito   en   organismos

bacterianos  y  eucariontes  (Siebers  et  al.   1997).  Los  organismos  perteneciente  a  los

drderyf3s  Methanococcales, Thermococcales y  Pirococcales  dr3A pkyham Euryarchaeota

presentan   interesantes   modificaciones   de   su   via   glicolitica,   relacionadas   con   la

fosforilaci6n  de  glucosa y  fructosa-6-fosfato.  En  organismos  eucariontes  y  bacterias,

estas  reacciones  son llevadas  a  cabo por quinasas  que utilizan ATP  como  nucle6tido

dador  del  grupo  fosforilo.  En  los  6rdenes  de  £4ngzfecz  nombrados  anteriormente,  las

quinasas responsables de la fosforilaci6n de glucosa a glucosa-6-fosfato y de fructosa-6-
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fosfato a fructosa-1,6-bifosfato utilizan ADP como nucle6tido dador del grupo fosforilo

(Kengen et al.1996; Verhees et al. 2003)

1.6. Superfamilia riboquinasa

Una  de  las  etapas  claves  en  las  principales  vias  metab61icas  es  la  fosforilaci6n  de

azdcares.  Las  enzimas  conocidas  como  quinasas  de  azticar  son  las  respousables  en

catalizar la transferencia de un grupo fosforilo a un azdcar aceptor. Estas enzimas han

sido  clasificadas  principalmente  bajo  dos  criterios:  el  primero  basado  en  un  criterio

estructural y el segundo basado  en la presencia de motivos  de secuencia couservados

¢ark & Gupta 2008). Estos criterios llevaron a dividir a las quinasas conocidas en tres

grandes familias: hexoquinasas, galactoquinasa y riboquinasa. En el caso de la familia

riboquinasa, debido a la gran diversidad de rapresentantes presentes en la familia, 6sta

tuvo que ser renombrada como superfinilia riboquinasa.  Sus miembros constituyentes

se clasificaron segdn el tipo de aceptor del grupo fosforilo que la quinasa utiliza (aziicar

o vitaminas), al dador del grupo fosforilo (ADP o ATP) y de acuerdo a las caracteristicas

estructurales (Merino & Guix5 2008). Por los criterios mencionados anteriormente,   1a

superfunilia  riboquinasa  ha  sido  dividida  en  tres  familias  (Zhang  et  al.  2004).  La

prinera  familia  es  conocida  como  familia  de  quinasas  de  vitaminas  dapendientes  de

ATP. Estas quinasas catalizan la trausferencia de un grupo fosforilo desde una mol6cula

de  ATP  hacia  rna  mol6cula  precursora  de  vitaminas  como  piridoxal  o  derivado  de

pirinidina. La segunda familia, 1a familia de quinasa de aziicares dependientes de ATP,

sus  miembros  catalizan la trausferencia de un grupo  fosforflo  desde rna moldeula de
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ATP  hacia  un  aziicar.  La  tiltima  familia  es  conocida  como  familia  de  quinasas  de

azticares  dependientes  de ADP.  Estas  quinasas  catalizan la transferencia de un grupo

fosforilo desde rna mol6cula de ADP hacia un azdcar. Estructuralmente, en la familia de

quinasas  de  vitaminas  todos  sus  representantes  se  encuentran  constituidos  por  dos

dominios  denominados  dominio  mayor,  en  el  cual  se  encuentra  el  plegamiento  tipo

Rossman y el dominio menor, el cual esta formado por una sabana P, la que se encuentra

anclada,   mediante  una  topologia  reentrante,   al  dominio  mayor  por  la  regi6n  del

plegamiento Rossman. En las quinasas de azticares dependientes de ADP, el sitio activo

se  encuentra  formado por ambos  dominios,  y  se ha propuesto  que  el  dominio  menor

actuaria como una cubierta del sitio activo, 1a que mediante cambios conformacionales

inducidos por la uni6n de ligandos,  se cierra sobre el dominio menor, permitiendo asi

que la cat51isis se lleve a cabo (Ito et al. 2001; Ito et al. 2003; Tsuge et al. 2002; M. a.

Currie et al. 2009). Las quinasas de la superfamilia riboquinasa, ademas de exhibir un

plegamiento   comtin   tipo   riboquinasa   (Rossman),   presentan  motivos   de   secuencia

conservados, implicados en el proceso de catalisis. Uno de estos motivos es el motivo

GXGD, en el cual se  encuentra el residuo de acido aspartico (D) que ha sido propuesto

como  la base  catalitica  del proceso  de  fosforilacion.  Otro  motivo    conservado  en  la

secuencia es el motivo denominado NXXE, donde los residuos de acido glutamico (E) y

de asparragina (N) aparecen conservados en todas las quinasas de az`icares dependientes

de  ADP  con  actividad  glucoquinasa  (GK)     (Guix6   &  Merino  2009)  y  que  esta

implicado en la uni6n del complejo metal-nucle6tido (Merino & Guix5 2011).   En las

quinasas de azticares dependientes de ADP con actividad fosfofructoquinasa (PFK),  el
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residuo asparragina (N) es reemplazado por un acido aspartico (D), por lo que el motivo

conservado  en estas  enzimas  es el DXXE.  Independiente que exista un cambio  en un

residuo, este motivo cumple la misma funci6n de uni6n del complejo metal-nucle6tido.

Las quinasas de azticares dependientes de  ADP pueden ser clasificadas segdn la funci6n

que cumplan, denominando especfficas PFK a las que solo fosforilan fructosa-6-fosfato,

especificas GK,  si  solo  fosforilan glucosa, y bifuncionales  si son capaces de fosforilar

ambas aziicares. En el orden 7lfeer#2occoccr/es' se ham descrito enzimas especificas tanto

PFK  como  GK  (enzimas  term6filas)  mientras  que  en  el  orden  A4leffec77zococccz/es  se

encuentran enzimas bifuncionales  (enzimas mes6filas y temi6filas). Este iiltimo  orden

tiene    la    caracten'stica    de    presentar    enzimas    metanog6nicas.     En    el    orden

A4ezfeo72oscrrcz.7zcr/es'  donde  tambi5n  se  encuentran  organismos  metanog6nicos,   se  ha

descrito  genes  que  ham  sido  anotados  como  codificantes  de     quinasas  de  azticares

dependientes de ADP. En este orden, no existen organismos reportados como term6filos

extremos  o  hiperterm6filos,  pudiendo  encontrar  aqui  solo  organismos  mes6filos,  uno

categorizado  como  term6filo  mod?rado  y un  organismo  psicr6filo.  Estos  organismos

presentan  genes  que  codifican'an  quinasas  que  ban  sido  anotadas  con  actividad   GK

especifica y actividad PFK especifica. Lo interesante es que uno de estos genes, el que

codifican'a  la  quinasa  de  azticar  dependiente  de  ADP  anotada  con  actividad  GK  de

A4:effecz77ococcoz.des  bzfr/o72z.z.,   el  dnico  organismo  psicr6filo  reportado  hasta  la  fecha,

presenta una deleci6n en el gen, 1a cual se ubica en el extremo C-terminal de la quinasa,

donde se encuentra el motivo catalitico GXGD, lo cual indicaria que esta enzima es no

funcional.  Es  por  esto  que  en  nuestro  grupo  hipotetizamos  que  la  dnica  quinasa
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funcional,  es  decir,  1a  anotada  con  actividad  PFK  seria  capaz,  ademas  de  fosforilar

fructosa-6-fosfato, de fosforilar glucosa, supliendo asi la no funcionalidad de la enzima

con actividad GK tnmca. A la fecha,  solo dos hom61ogos con actividad dual han sido

caracterizados,  ambos  pertenecientes  al  orden  de  los  A4lez7zcz72ococcc7/es;  uno  de  ellos

corresponde a la quinasa term6fila con actividad dual PFK/GK dependiente de ADP del

organismo  A4: /.cz7z77c}s'chz.z.  (Sakuraba  et  al.  2002),  mientras  que  la  otra  es  la  enzima

mes6fila con actividad  dual PFK/GK dependiente de ADP  de A4:  772czrzpcz/#c7z.s  (Castro-

Femandez  et  al.  2014).  Con  el  fin  de  establecer  si  esta  actividad  dual  es  un  rasgo

exclusivo  del  orden  A4ez7}cz7zococcczJes  o  una  caracteristica  presente  en  otros  ordenes

metanog6nicos,  en  este trabajo  de tesis  se utilizaron como  modelos para los  estudios

cin6ticos,  biofisicos  y  computacionales  la  enzima  mes6fila  dependientes  de  ADP  de

Methanococous  maripaludis  y  La  a:rJzin:a  ps;un6f:I]a  de   Methanococcoides   burtonii

pertenecientes  a  los  6rdenes  A4lezfec77zococccz/es'  y  A4leffecz72osczrcz.72cz/es,  respectivamente.

Otra particularidad de la quinasa de azdcar dependiente de ADP con actividad PFK de

A4: b#r/o72z.z. es que proviene de un organismo psicr6filo, lo que la diferencia de las otras

enzimas metanog6nicas bifuncionales. Hasta la fecha, ningtin hom61ogo psicr6filo de la

superfamilia riboquinasa ha sido caracterizado bioquimicamente y no existe informaci6n

respecto  al  efecto  de  la  temperatura  sobre  las  propiedades  cin6ticas  de  hom61ogos

extrem6filos de la superfamilia en la literatura. Otro aspecto a abordar en esta tesis es la

generaci6n de  constructos  que permitan un cambio  en la estabilidad t5rmica  de  estas

enzimas para entender c6mo la rigidizaci6n estructural podri'a estar involucrada en   los

cambios  conformacionales  necesarios  para realizar  el proceso  de  catalisis.  Junto  con
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esto,  tampoco  se  ham  realizado  estudios  biofisicos  en  hom61ogos  extrem6filos  de  la

superfamilia  riboquinasa  que  asocien  el  estado  de  plegamiento  con     la  actividad

enzimatica que permitan confirmar si la capacidad de una enzima psicr6fila para realizar

cat51isis  a bajas  temperaturas  es  producto  de  un  fen6meno  de  flexibilidad  local  o  es

producto de un aumento en la flexibilidad global de la estructura.
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2.   HIPOTESIS

El  desplazamiento  de  las  curvas  de  actividad  y  las  diferencias  en  los  parfmetros

cin6ticos    (Kin,    frcaf    y    Kin/frcaf)    entre    una    enzima    psicr6fila    y    una    mes6fila

filogen6ticamente cercanas (quinasas de azticares dependientes de ADP de A4: b#rfo7?z.z. y

A4: 772c7rzpc!/#c7z.s),  estan asociados a cambios en la flexibilidad de segmentos especificos

que comprometen regiones del sitio activo o cercanos a 6ste.
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3.   OBJETIVOS

3.1. Obietivo General

•            Determinar  las  modificaciones  estructurales  que  establecen  las  diferencias  de

estabilidad, flexibilidad y parinetros cin6ticos entre una enzima psicr6fila y rna enzima

mes6fila filogen5ticamente relacionadas.

3.2.Obi etivos Especfficos

•            Caracterizaci6n   cin6tica  y  biofisica   a   distintas   temperaturas   de   la   enzima

psicr6fila   ADP-PFK   de   A4   bz#+fo#z.I.   y   de   la   enzima   mes6fila   ADP-PFK   de   A4:

772czrzpcz/"c7is  mediante   estudios   cin6ticos   en  velocidad  inicial,   dicroismo   circular  y

espectrometria de masas.

•            Evaluar  la  utilizaci6n  diferencial   de   distintos   metales   divalentes   (Me+2)   y

nucle6tidos difosforilados O`TDP) en la catalisis a diferentes temperaturas en las enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4: bc/rfo#z.z. y la enzima mes6fila ADP-PFK de A4 7"czrzz)cz/#c7is.

•            Determinaci6n experimental e z.7z sz./z.co  de la permeabilidad y flexibilidad de la

enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  bato#z.z.  y  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4

ne772cz7':zZ7czJ"c7z.s   mediante   espectroscopia   de   fluorescencia,   eapectrometria   de   masas   y

metodologias de dininica molecular.

•            Coustrucci6n  del  drbol  filogen6tico  de  la  familia  de   quinasas   de  azticares

dependientes de ADP e inferencia de la secuencia del dltimo ancestro en cormin entre

los 6rdenes A4lef7zcz#ococccz/es' y A4ezfecz72os'czrcz.7zcz/es mediante inferencia bayesiana.
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•            Sintesis,  expresi6n  y  caracterizaci6n  del  tiltimo  ancestro  en  comdn  entre  los

6rdenes    A4lez7}cz#ococccz/es    y    A4lezfecz77oscz7icz.7zcr/es,    mediante    estudios    cin6ticos    en

velocidad inicial

•            Sintesis,  expresi6n  y  caracterizaci6n  de  una  mutante  de  la  enzima  psicr6fila

ADP-PFK  de  A4:  b#r/o7ez.z.  con  dos  pares  i6nicos  presentes  en  enzimas  mes6filas  y

term6filas,   mediante   estudios   cin6ticos   en  velocidad   inicial,   dicroismo   circular  y

espectrometria de masas.
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4.   MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1. Cepas

Para los procedimientos de biologia molecular (subclonamientos)  se utiliz6 1a cepa de

E. co/z. DH5er,1a cual presenta un genotipo: F-80diacz M15 (laczYA-argF) U169 recAl

endAlhsdR17(rk-, ink+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 reIA1.

Para  la  sobreexpresi6n  de  proteinas  se  utiliz6  1a  capa  de  E.  co/z.    BL21(D3),  1a  cual

presenta un genotipo fliuA2 [1on] ompT gal (fu DE3) [dcm] Ahsds ^ DE3 = ^ sBamlllo

AEcoRI-B int::(1acl::Placuv5::T7 genel) i21 Anin5.

4.1.2. Medios de Cultivo

El medio Luria Bertani rzB/  se prepar6 utilizando  10 gth de Bacto-triptona,  5  gfr de

extracto  de levadura y 5  gth de Nac1. Luego,  se ajust6 a pH 7,0 con NaoH 5N y se

autoclav6. Las placas LB-agar se prepararon utilizando medio LB y agregando 15 g/L de

agar,   1uego   se  autoclav6,   se  enfri6   a  50  °C  y  se  le  adicionaron  |os  antibi6ticos

esterilizados por filtraci6n.

4.1.3. Soluciones generales

TAB lox.. un litro de soluci6n contiene 48.4 g de Tris,11,4 mL de acido ac6tico glacial

y 20 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0.

TG-SDS10X.. un litro de soluci6n contiene 30,2 g de Tris,144,0 g de glicina y 10,0 g de

dodecilsulfato de sodio (SDS), se ajusta a pH 8,4 a temperatura ambiente.
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4.1.4. Reactivos ciuimicos generates

Los reactivos quimicos generales, soluci6n tamp6n, sales y sustratos glucosa, fructosa-6-

fosfato y ADP utilizados para los ensayos enzimaticos fueron adquiridos a la compafifa

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Corp, St. Louis, MO, Estados Uridos).
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4.2. M6todos

4.2.1. Sintesis de genes oara enzimas ADP dependientes

Las   secuencias   aminoacidicas   de   la   enzima   ADP-PFK   de   A4.   b#r/o#z.z.   (C6digo:

Q12WB9)  y  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4  #cczrzpcz/2/cris  (C6digo:   Q6LXQ3)

fueron  obtenidas  de  la  base  de  datos  Uniprot.  La  secuencia  aminoacidica  del  dltimo

ancestro   en   comiin   entre   los   6rdenes   A4:e/fecz7!oscrrcz.7'zc!/es   y   A4e/fec7#ococccr/es   fue

obtenida mediante inferencia bayesiana utilizando la metodologia de recoustrucci6n de

secuencias ancestrales.  La secuencia de la mutante cuadruple de la enzima ADP-PFK de

A4  bwr/o#j.z.  fue  generada  modificando  la  seouencia  de  la  enzima  psicr6fila  silvestre

mediante   disefio   racional.    Estas    secuencias    fueron   transformadas   a   secuencias

nucleotidica       y       enviadas       a       sintetizar       a       la       compafiia       Genscript

thtto://www.geuscript.com/).

4.2.2. Expresi6n v Durificaci6n de enzimas deDendientes de ADP

Los genes sintetizados correspondientes a la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b#r/o#z.I.,

y a la mes6fila ADP-PFK de A4. 7»czrzpcI/#c7is, fueron enviados por Genscript en el vector

pUC57,   el   cual  presenta  resistencia  para   el   antibi6tico   ampicilina  y  un   sitio   de

clonamiento mdltiple.   Los genes fueron subclonados en el vector PET-TEV GET-28b

modificado), entre los sitios de restricci6n Ndel y BamHI. La modificaci6n cousiste en

el reemplazo  de  la  secuencia nucleotidica que  codifica  el  sitio  de  corte de  la proteasa

trombina presente en el vector PET-28b por la  secuencia nucleotidica que codifica  el

sitio de corte de la proteasa del vims del tabaco (TEV). Para el subclonamiento de los
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genes desde el vector pUC57 al vector PET-TEV se utiliz6 la cepa de E. co/z. DH5Ci. Los

vectores purificados  de esta cepa fueron utilizados para transformar la cepa de E.  co/z.

BL21.   En   el   caso   de   los   genes   del  tiltimo   ancestro   en   comdn   entre   el   orden

A4:ezfecz72osczrcz.77cz/es y  A4effecz#ococccz/es' y  la  mutante  cuadruple de  la  enzima  psicr6fila

ADP-PFK de A4: b34r/072z.I.,  6stos fueron recibidos en el vector pEt-15b. Al momento de

enviar a  sintetizar estos  genes,  a la secuencia nucleotidica de  6stos,  se  les  agreg6 un

epitope de histidina y un sitio de corte para la proteasa del virus del tabaco (TEV). Por

ser un vector de expresi6n el vector PET-15b, se utiliz6 directamente para transformar la

cepa de E.  co/I. BL21. La expresi6n de las proteinas se realiz6 utilizando la cepa de E.

co/z. BL21. El producto de la transformaci6n fue crecido en 400 LiL de medio LB a 37°C

por 1  hora y se sembr6 en placas de LB-Agar. Las colonias positivas fueron utilizadas

para la expresi6n de las proteinas de inter5s. Las bacterias transformadas fueron crecidas

en 1 L de medio LB con 35 mg/mL de kanamicina a 37°C hasta una OD6oo de entre 0,8-

1,0 para de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 bzfr/072z.I., entre 0,4-0,6 para la enzima

mes6fila ADP-PFK  de A4:  7#czrzpcz/#c7z.s,  entre  0,8-1,0  para  la mutante  cuadruple  de  la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  ZJ#rfo7zz.I., y entre  0,5-0,7 para el tiltimo  ancestro  en

comtin entre  el orden A4:effecz#osczrcz.73cz/es' y j`4ezfecz72ococccz/es.  Para inducir la  expresi6n

de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bzf7.fo#z.z. y de su mutante cuadruple, 1os cultivos

fueron  llevados  a  la  temperatura  de  inducci6n  (14°C).  En  este  paso  se  adicion6  el

inductor  isopropil-f}-D-tiogalactopiranosido   (IPTG)   considerando  una  concentraci6n

final  1  mM.  La  inducci6n fue realizada  durante  14-16  horas  a  14°C.  Para inducir la

expresi6n de la enzima mes6fila ADP-PFK de A4: 77zc}rzpcz/zfc7z.s y del tiltimo ancestro en
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comtin   entre   el   orden   A4e/fecz77oso7icz.#cz/eLs   y   A4leffecz72ococccz/es',   1os   cultivos   fueron

llevados  a  la  temperatura  de  inducci6n .(30°C)  y  se  agreg6  el  inductor  IPTG  a  una

concentraci6n  final  1  mM.  La  inducci6n  fue  realizada  durante  14-16  horas  a  37°C.

Todos los cultivos mencionados fueron centrifugados a 8.000 rpm durante  15 minutos.

Las   bacterias   fueron  resuspendidas   y  sonicadas   en  hielo  utilizando   una   soluci6n

amortiguadora compuesta  de Tris-HC1  50mM pH  7,8,  Nacl  500  mM,  Mgc12 5mM  e

Imidazol 20mM.  Los  lisados  fueron centrifugados por 20  minutos  a  18.000  rpm y la

fracci6n soluble fue filtrada utilizando filtros de 20 LLm.

El  vector  PET-TEV  y  el  vector  PET-15b  modificado,  adicionan  en  el  extremo  N-

terminal  de  la  proteina  6  residuos  de  Histidinas  (epitope  de  Histidina).  Este  epitope

permite  la  purificaci6n  de  las  enzimas  que  lo  contienen  utilizando  cromatografia  de

afinidad por riquel. La fracci6n soluble fue cargada en una columna de 5 mL de Niquel-

Sefarosa (HisTrap, Ge Healthcare), 1a cual previamente ha sido equilibrada con entre 5-

10 vohimenes de columna, con la misma soluci6n amortiguadora con la que se realiz61a

resuspensi6n  y  el  proceso  de  sonicado.  Posteriormente,  se  realiz6  un  lavado  de  la

columna con entre 5-10 vohimenes de columna con la misma soluci6n amortiguadora. A

continuaci6n se utiliz6 un gradiente de 75  mL con rna soluci6n de imidazol entre 20

mM  y  1  M  para  eluir  la  enzima.  El  epitope  de  histidina  fue  eliminado  por  corte

proteolitico utilizando la proteasa TEV y luego se realiz6 rna segunda cromatografia de

afinidad por niquel. La proteasa TEV utilizada, tambi6n contiene el epitope de histidina,

por lo que la enzima de inteies en este caso es colectada en el frente de la cromatografia.
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4.2.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las muestras se re-suspendieron en una soluci6n que contenia Tris-Hcl pH 7,6 60 mM,

SDS al 10%, glicerol al 10%, P-mercaptoetanol al 5°/o y azul de bromofenol al 0,02%, y

fueron  calentadas  a  100  °C  por  5  minutos.  La  electroforesis  se  realiz6  en  geles  de

poliacrilamida  al  12%  en  presencia  de  soluci6n  TG-SDS   IX,  a  una  inteusidad  de

corriente  constante  de  30  rnA.  Una  vez  finalizada  la  electroforesis,  1os  geles  fueron

tefiidos con azul de Coomassie al 0,1% y destefiidos con una mezcla de metanol 40%,

acido ac6tico 10% y agun

4.2.4. Cuantificaci6n de proteinas

Para   los   analisis   cin5ticos   las   concentraciones   de   proteinas   fueron   determinadas

mediante  el  m6todo  de  Bradford,  empleando  albtimina  de  suero  de  bovino  como

estindar. Para los analisis eapectrosc6picos la concentraci6n fue determinada a 280 nm

utilizando  los  coeficientes  de  extinci6n  te6ricos  de  las  proteinas,  obtenidos  desde  la

herramienta Protparam de Expasy Proteomic S erver.

4.2. 5. Caracterizaci6n cin6tica

La caracterizaci6n cin6tica (Kin, frc„„ frcar/Kin)  de la actividad fosfofructoquinasa (PFK) y

la actividad glucoquinasa (GK) de las enzimas en estudio se realiz6 utilizando un ensayo

continuo  con  enzimas  auxiliares.  La  actividad  fosfofructoquinasa  (PFK)  se  evalu6

acoplando la producci6n de fructosa-1,6-bifosfato a la producci6n de NADH utilizando

como  enzimas  auxiliares  del  ensayo  la  enzima  aldolasa y  triosafosfato  isomerasa  de
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mtisculo  de  conejo  (Kengen,  1994).  Las  condiciones  en  los  que  se  desarrollaron  los

ensayos  enzimaticos  fueron:  amortiguador PIPES  25  mM  pH  6,5,  NADH  0,16  mM,

Mgc12 5 mM, y concentraciones variables de fructosa-6-fosfato y Mg-ADP. La actividad

91ucoquinasa   (GK)   se   evalu6   acoplando   la  producci6n   de   glucosa-6-fosfato   a  la

producci6n  de  NADH  utilizando  como  enzima  auxiliar  para  el  ensayo  la  enzima

91ucosa-6-P  deshidrogenasa de fezfco72osJoc 7#ese7?fe7ioz.c7es.  Las  condiciones  en los  que

se  desarrollaron los  ensayo  enzimatico  fueron:  amortiguador HEPES  25  mM pH  7,5,

NAD+ 0,5 mM, Mgc12 5  mM, y concentraciones variables de glucosa y Mg-ADP. La

producci6n y el consumo de NADH (actividad GK y actividad PFK respectivamente),

fueron seguidos por los cambios en la absorbancia a 340 nm.

Para la determinaci6n  de  especificidad por nucle6tidos y metales,  1os  ensayos  fueron

realizados de forma continua tanto para la actividad PFK como para la actividad GK.

Para la evaluaci6n de los distintos nucle6tidos, el nucle6tido ADP fue sustituido en el

ensayo por IDP, UDP, CDP, TDP y GDP. La concentraci6n utilizada en todos los casos

fue  10 mM del nucle6tido  ensayado  en presencia de Mgc1215 mM.  Para la actividad

PFK  las  condiciones  en  las  que  se  desarrollaron  los   ensayos   enzimaticos  fueron:

amortiguador PIPES  25  mM  pH  6,5,  NADH  0,16  mM,  Mgc1215  mM,  10  mM  del

nucle6tido evaluado y concentraci6n saturante de fructosa-6-fosfato.

Para la evaluaci6n de los distintos metales, el cati6n Mg+2 fue sustituido en el ensayo por

Co+2, Ni+2, Mn+2, Zn+2 o  Ca+2.  La concentraci6n utilizada en todos los  casos fue de 2

mM  del  metal  ensayado  en  presencia  de  ADP   1   mM.  Para  la  actividad  GK  las

condiciones  en los que se desarrollaron los  ensayos  enzimaticos fueron:  amortiguador
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HEPES   25   mM  pH   7,5,  NAD+  0,5  mM,   1mM  ADP,   cati6n  divalente  2mM,   y

concentraci6n saturante de glucosa. Las enzimas auxiliares utilizadas fueron las mismas

que  se mencionaron para la caracterizaci6n cin6tica.  La producci6n y  el  consumo  de

NADH    (actividad    GK    y    actividad    PFK    respectivamente)    fueron    seguidos

espectrofotom5tricamente por los cambios en la absorbancia a 340nm. Los ensayos de

especiflcidad de nucle6tidos y metales fueron realizados a 10°C y 25°C.

Para la determinaci6n de especificidad de especificidad por azticares fueron realizados

de   forma   discontinua,   midiendo   el   consumo   de  ADP.   En  todos   los   ensayos   la

concentraci6n del azdcar fue  10 mM.  Las  condiciones  en las que se desarrollaron los

ensayos enzimaticos fueron: amortiguador HEPES 25 mM pH 7,0, Mgc12 20 mM, ADP

25 mM y del azticar evaluado  10 mM. El tiempo de reacci6n escogido para realizar el

ensayo  fue  3  minutos.  Despu5s  de  transcurrido  este  tiempo,  1a reacci6n  fue  detenida

utilizando  HC104 3%  fmal y la  soluci6n neutralizada  con NaHC03  0,5  M  fmal.  Para

cuantificar el consumo de ADP,  se tom6 una alicuota de la mezcla de reacci6n (20-50

prL) y se utiliz6 el ensayo piruvato quinasa-1actato deshidrogenasa, en el cual 1a enzima

piruvato quinasa, en presencia de  fosfoenolpiruvato, convierte el ADP  en piruvato y la

lactato  deshidrogenasa convierte  a su vez  el piruvato  en  lactato,  con el  concomitante

consumo de NADH. Las condiciones en las que se desarroll6 la cuantificaci6n de ADP

fueron: piruvato quinasa 0,8 U, 1actato deshidrogenasa 2,4 U, fosfoenolpiruvato 0,3 mM,

KC1  125 inM, Tris-HC1 25 mM pH 7,0, Mgc12 5 mM y NADH 0,2 mM. El volumen

final     del     ensayo     fue     500     prL.     El     consumo     de     NADH     fue     seguido
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espectrofotom6tricamente por los cambios en la absorbancia a 340nm. Los  ensayos de

especificidad por aziicares fueron realizados a 10°C y 25°C.

4.2.6. Caracterizaci6n estabilidad t6rmica

Para la obtenci6n de las curvas de desplegamiento t6rmico de las enzimas dependientes

de  ADP  se  utiliz6  1a  t6cnica  de  dicrofsmo  circular.  Los  espectros  de  desplegamiento

inducido por calor fueron obtenidos en un espectropolan'metro JASCO J-1500 acoplado

a un sistema Peltier para el control de la temperatura, utilizando un flujo constante de

nitr6geno. Las mediciones se realizaron siguiendo la sefial dicroica a 222 nm, un ancho

de banda de lnm y un tiempo de integraci6n de 16 segundos. Las condiciones en las que

los espectros se obtuvieron fueron: amortiguador PIPES 25 mM pH 6,5, Mgc12 5 mM y

Nac1 500 mM.

4.2.7. Caracterizaci6n permeabilidad estrucfural

Para   evaluar   la  permeabilidad   de   las   enzimas   dependientes   de   ADP   se   utiliz6

desactivaci6n dinamica de la fluorescencia intrinseca por acrilamida. Las longitudes de

onda de excitaci6n y emisi6n utilizadas en los experimentos fueron de 295 nm y 350 nm

respectivamente. Adiciones  consecutivas  de pequefias  cantidades de acrilamida fueron

agregadas a la soluci6n tampon que contenia   la enzima de trabajo.  Despu5s  de cada

adici6n y previa estabilizaci6n de la sefial de fluorescencia, se registraron los espectros

de emisi6n de fluorescencia. Las constantes de Stem-Volmer fueron calculadas a partir

de la ecuaci6n de Stem-Volmer: Foff = 1 + Ksv[Q] , donde Fo y F son las intensidades de

fluorescencia  en  ausencia  y  en  presencia  del  apagador,  respectivamente,  Ksv  es  la
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constante de   Stem-Volmer y [Q[ 1a concentraci6n del apagador. Las condiciones en las

que  se  desarrollaron  los  experimentos  fueron:  amortiguador PIPES  25  mM pH  6,5  y

Mgc12 5nM.

4.2.8. Caracterizaci6n de la flexibilidad estructural

Para evaluar la flexibilidad de las enzimas dependientes de ADP se utiliz6 intercambio

hidr6geno-deuterio   acoplado   a   espectrometrl'a  de  masas.   En  primera  instancia   se

realizaron pruebas de digesti6n. Para la digesti6n, 1as enzimas fueron inyectadas en rna

columna  que  contenfa  proteasa  pepsina  inmovilizada  en  agarosa.  Para  optimizar  el

proceso  de  identificaci6n  de  p6ptidos,   1a  concentraci6n  utilizada  fue   15   prM.   Los

p5ptidos  obtenidos  fueron  identificados  utilizando  el  software  ProteinLynx  Global

SERVER  PLGS  3.0  (Waters),  considerando  solo  los  p6ptidos  que  poseian  un  score

mayor a 7, una abundancia de al menos 3 ppm y que 6stos pudieran ser identificables en

al menos dos de los tres experimentos realizados. Una vez identificados los p6ptidos se

procedi6  a realizar  los  experimentos  de  intercambio  hidr6geno-deuterio.  Para  esto  la

concentraci6n de enzima utilizada para todos los, ensayos realizados fue 5 LLM. En todos

los  experimentos  realizados,  5  ILL  de  cada  enzima  fueron  diluidos  en  55  prL  de  agua

deuterada (D20)  en tiempos de incubaci6n de 0,  0,5,  1, 2,  5,  10 y 30 minutos a  10°C,

25°C y 40°C.  Para detener las reacciones, un volumen equivalente al de la mezcla de

reacci6n compuesta de cloruro de guanidinio (Gnd-HC1) 2 M y se agreg6  1% de acido

formico. Las muestras fueron entonces inyectadas en una columna que contenia proteasa

pepsina inmovilizada  en agarosa y mantenidas  en 6sta durante  2  minutos  a  1°C.  Los
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p6ptidos resultantes de la proteolisis fueron separados por cromatografia utilizando rna

fase m6vil de acido formico 0,10/o y un gradiente de 7% a 95% de acetonitrilo, durante 7

minutos. Entonces, 1os p5ptidos fueron ionizados e introducidos en el espectr6metro de

masas  (Water,  SYNAPT  G2  QTOF:  time-of-flight)  mediante  e/ecfrosprczj;,  para  su

separaci6n   y   posterior   identificaci6n  utilizando   el   software   PLGS   (Waters).   La

cuantificaci6n del intercambio hidr6geno-deuterio de cada p6ptido se realiz6 utilizando

el software Dynamx 3.0 (Waters). Las unidades utilizadas para la cuantificaci6n fueron

Dalton (Da)

4.2.9. Reconstrucci6n filogen5tica e inferencia de la secuencia ancestral

La reconstrucci6n del arbol fllogen5tico por inferencia bayesiana y la reconstrucci6n de

la secuencia ancestral fue realizado por el m6todo de Bayes jerarquico con el programa

MrBayes3.1  (Huelsenbeck & Ronquist 2001;  Ronquist & Huelsenbeck 2003).  Para la

reconstrucci6n del arbol filogen5tico se extrajeron todas las secuencias aminoacidicas no

redundantes disponibles en la base de datos de proteinas no redundantes (in) mediante

PSI-BLAST, utilizando como plantilla las secuencias de la enzima psicr6fila ADP-PFK

de A4 b„r/07zz.I. y la enzima mes6fila ADP-PFK de A4: "czrzz7cz/»c7z.s. Luego, se realiz6 un

alineamiento   estructural  con  las  proteinas   de  la  familia  de  quinasas   de  azticares

dependientes  de  ADP  a  las  que  se  les  ha determinado  su  estructura tridimensional y

sobre este perfil se alinearon las secuencias obtenidas mediante PSI-Blast. Ademas, se

realiz6 un  alineamiento  basado  en  estructura  en  el  servidor PROMALS-3D(Pei  et al.

2008), analizandose los resultados y editando manualmente las posiciones mal alineadas.
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Los  analisis  con  MrBayes  se  realizaron  con  10.000.000  de  generaciones,  con  hna

frecuencia de muestreo de 1000 y con un "bz/7.;c-z.j? " de 1000 muestras. La reconstrucci6n

de secuencias ancestrales por Bayes jerarquico utilizando aminoacidos se realiz6 seglin

lo descrito por Hall 2006 (Hall 2006; Hall 2008). Para los an51isis bayesianos basados en

el alineamiento de aminoacidos se utilizaron modelos de evoluci6n empiricos de acuerdo

a lo seleccionado por ProtTest (Abascal et al. 2005).

4.2.10. Caracterizaci6n z.77 sz./z.co

Los modelos por homologfa de las enzimas dependientes de ADP,   fueron sometidos a

dininica  molecular  clasica  utilizando  el  software  NAMD  2.9  (Phillips  et  al.  2005),

empleando  el campo  de fuerzas  CHARMM 27  (MacKerell et al.  1998).  Cada modelo

por homologia fue puesto en rna caja de agua y el sistema neutralizado con Nac1 0,2 M.

Adicionalmente,  se  agreg6  Mgc12 5  mM.  La minimizaci6n  de  energia  del  sistema  se

realiz6 utilizando 20.000 iteraciones y sin imponer restricciones  (Phillips  et al.  2005).

Los  sistemas  fueron  equilibrados  por  10  ns,  despu6s  de  lo  cual  1as  simulaciones  de

dinamica molecular fueron extendidas por 50 ns mas. El ensamble utilizado para llevar a

cabo las simulaciones de dinamica molecular fue NTP, fijando en 298K la temperatura

del sistema y en 1 atm6sfera la presi6n. El paso de tiempo empleado fue 2 fs.

Para  identificar  movimientos  correlacionados  de  significado  funcional  se  realiz6  un

analisis  de  componentes principales  (PCA).  A partir de  las  trayectorias  se  gener6 un

nuevo  archivo  que  contenia  solo  las  coordenadas  de  los  carbonos-alfa  (CCi)  de  cada

residuo para  cada proteina.  En cada uno  de  estos  archivos  todos  los  movimientos  de
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rotaci6n y traslaci6n fueron removidos luego  de la supexposici6n de cada#cz"e de la

simulaci6n.   Con   esas   nuevas   trayectorias   se   realiz6   el   analisis   de   componentes

principales usando  el programa  Carma  (Glykos  2006).  El analisis permite  obtener un

conjunto de vectores y valores propios, de forma de disectar el. espacio conformacional

explorado   en  la  trayectoria  en  diferentes  modos   de  movimientos   o   componentes

principales.    Los    vectores    propios    o    componentes    principales    representan    un

desplazamiento  correlacionado  de  los  residuos  de  la  proteina    y  cada  valor  propio

representa la amplitud de dicho movimiento. Cada vector propio es ordenado de acuerdo

a sus valores propios en orden decreciente describiendo los componentes principales de

los  movimientos.  Si  solo  unos  pocos  componentes  principales  son  necesarios  para

explicar   gran  parte   de   la   varianza   del   sistema,   1os   movimientos   son   altamente

correlacionados  o  colectivos,  por  el  contrario,  si  se  requieren  muchos  componentes

principales para  describir la varianza, total,  es  indicativo  de .que  los  movimientos  son

aleatorios. El analisis hecho en Carma permiti6 obtener el movimiento descrito por cada

vector propio en un archivo de trayectoria que fue visualizado y analizado en VMD.
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5.   RE.SULTADOS

5.1. Filogenia de la familia de quinasas de azdcares dependientes de ADP

En la familia de quinasas de aziicares dependientes de ADP se han realizado muy pocos

estudios evolutivos. El objetivo fundamental de  nuestro grupo de investigaci6n durante

los  tiltimos  afros,  ha  sido    entender  como  durante  la  evoluci6n,  1as  enzimas  de  esta

familia de quinasas ham adquirido caracten'sticas estructurales y funcionales que les han

permitido funcionar en una gran diversidad de ambientes fisicoquimicos extremos. Con

el  objetivo   de  actualizar  la  informaci6n  existente  y  poder  identificar  organismos

adaptados  a  vivir  a  bajas  temperaturas  (organismos  psicr6filos),  se  reconstrny6  la

filogenia  de  la  familia  de  quinasas   de  azlicares  dependientes   de  ADP,  mediante

inferencia bayesiana  (ver Materiales  y M6todos).  Brevemente,  se  utilizaron todas  las

secuencias no redundantes de proteinas disponibles en la base de datos de proteinas no

redundantes   (ur)   mediante   PSI-Blast.   Luego,   con   las   estructuras   cristalograficas

disponibles para enzimas de esta  familia, se realiz6 un alineamiento estructural de 6stas,

alineamiento contra el cual se alinearon las  secuencias seleccionadas por PSI-Blast. El

arbol filogen6tico obtenido se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Arbol filogen6tico de la familfa  de quinasas  de  azticares  dependientes  de

ADP. El drbol filogen6tico fue obtenido mediante inferencia bayesiana.
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La   reconstrucci6n   del   drbol   filogen6tico   de   la   familia   de   quinasas   de   aziicares

dependientes de ADP permiti6 corroborar que las enzimas de la familia se ordenan de

acuerdo  a  su  especificidad por sustrato,  es  decir,  aquellas  especificas para  fructosa-6-

fosfato  (F6P),  actividad  PFK  y  para  glucosa  (Glc),  actividad  GK.  En  relaci6n  a  la

adaptaci6n   a  nichos   ecol6gicos   con   diferentes   amplitudes   de   la   variaci6n   de   la

temperatura„    el    arbol    filogen6tico    reconstruido,    muestra    que    en    el    orden

7lfeer77eoccoccz/eLs solo  se  encuentran organismos  term6filos  e  hiperterm6filos,  mientras

que  en el  orden A4e/fecz77ococccz/es,  se  observa la presencia de  organismos term6filos  e

hiperterm6filos   y   tambi6n   organismos   mes6filos.   A   diferencia   de   los   6rdenes

mencionados    anteriormente,    en    el    orden    A4el f7}cz#osczrcz.77cz/es   no    se    encuentran

organismos  adaptados  a  vivir  a  altas  temperaturas.  En  este  orden  solo  encontramos

organismos mes6filos y un term6filo moderado (A4: eveszz.gcz/#772). A diferencia de todos

los   demas   6rdenes,   en   el   orden   A4e: jfecz7zosczrcz.72c7/  podemos   encontrar   los   rinicos

organismos  psicr6filos  de  la  familia  de  quinasas  de  aziicares  dependientes  de  ADP.

Adicionalmente a esto, el uso de una gran cantidad de secuencias para la reconstrucci6n

del  5rbol  filogen6tico  (118  secuencias),  permiti6  apreciar  la  aparici6n  de  quinasas  de

azticares dependientes de ADP en bacterias y proteobacterias, 1as que al igual que las

quinasas encontradas en organismos eucariontes, solo presentan actividad GK. Tambi6n

el analisis muestra la aparici6n de un nuevo orden dentro del grupo arquea con este tipo

de  enzimas   (orden  ZJc7/obczc/erz.cz),  hecho  que  a  la  fecha  no  ha  sido  reportado  en

literatura. Los resultados descritos anteriormente permitieron constatar de manera clara

que  las  enzimas  de  la  familia  de  quinasas  de  aziicares   dependientes  de  ADP  se
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encuentran  presentes  en  los  3  reinos  de  la  vida.  El  analisis  del  arbol  filogen6tico

presentado  en la Figura  5,  mostr6  1a aparici6n de. una nueva  enzima psicr6fila  en` la

familia  (ADP-PFK  de  A4: pr);chrap%z./#s'),  no  encontrada  en  estudios  anteriores  (Tesis

Victor Castro). Esta enzima, al igual que la elizima psicr6fila ADP-PFK de A4 bzfrJo7cz.I.

se encuentra en el orden A4lezfecz#asczrcz.#cz/eLs, indicando  que en este orden, se encuentran

principalmente enzimas que necesitarian de una alta flexibilidad estructural para realizar

sus  procesos  cataliticos  Interesantemente,  en  este  grupo  tambi6n  se  encuentra    a  la

enzima  hal6fila  ADP-PFK  de  A4  evesfz.grz#J7e.  La presencia  de  enzimas  psicr6filas  y

hal6filas  en  el mismo  orden no  es  de  extrafiar,  en raz6n de  que  algunos  autores  han

indicado que una misma enzima puede ser psicr6fila y hal6fila a la vez, pues para ambas

adaptaciones, la caracteristica principal seria una flexibilidad estructural aumentada en

comparaci6n a hom61ogos termoestables (De Santi, 2016). No obstante la aparici6n de

una  nueva  enzima  psicr6fila,  1as  enzimas  seleccionadas  para  la  realizaci6n  de  esta

trabajo  de tesis  fueron la  enzima psicr6flla ADP-PFK de A4:  bz/rzo7zz.z. perteneciente  al

orden A4leffecz72osczrcz77cz/es  (A4ZJPFK) y la enzima mes6fila ADP-PFK de A4  "c7rz27cz/#c7z.s

perteneciente al orden A4lez7?cz#ococccz/es (A4177?PFK).
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5.2.  Caracterizaci6n  cin6tica  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-GK  de  44:   b#7./07€z.z..

Utilizaci6n de glucosa y fructosa-6-P como sustratos

El  orden A4lezfac773osczrcz.77cz/es  contiene  quinasas  de  aziicares  dependientes  de  ADP  con

actividad  glucoquinasa  (GK)  y  fosfofructoquinasa  (PFK)  (Figura  5).  Dentro  de  este

orden  podemos   encontrar  al  organismo  A4lez7zc772ococcoz.c7es  b"r/o#z.I.,   organismo   que

presenta los genes que codifican tanto la enzima con actividad GK como para la enzima

con       actividad      PFK       quniprot-GK:Q12WC0       y       Uniprot-PFK:Q12WB9

respectivamente).  El  gen  de  la  enzima  GK  presenta  una  remoci6n  de  parte  de  su

secuencia nucleotidica,  1a  cual codifica parte  del  extremo  C-terminal.  Esta   regi6n se

presenta como fundamental para la actividad catalitica de la enzima, debido a que en ella

se encuentra el motivo GXGD, el cual posee el residuo aspartico que funciona como la

base catalitica en la reacci6n de fosforilaci6n que catalizan estas quinasas. Considerando

esta  informaci6n  hemos  hipotetizado  que  el  gen  no  truncado  con  anotaci6n  PFK,

codifican'a rna enzima bifuncional, es decir con actividad PFK y GK, capaz de realizar

el proceso catalitico utilizando tanto glucosa (Glc) como con fructosa-6-fosfato (F6P).

Para  evaluar  si  el  gen  funcional  PFK  codiflca  efectivamente  una  enzima  con rasgos

bifuncionales, se procedi6 a expresar, purificar y caracterizar la enzima psicr6fila ADP-

PFK de A4:  b"r/o#z.I. (vcr Materiales y M5todos).  La sobreexpresi6n de la  enzima fue

llevada a cabo en c61ulas BL21 a 14°C y su purificaci6n se realiz6 a partir de un extracto

cmdo  de  estas  c6lulas  mediante  cromatografia  de  afinidad por niquel.  El  epitope  de

histidina presente en el extremo amino-terminal de la enzima, por el cual 1a proteina es

capaz de unirse al niquel, fue removido mediante prote6lisis utilizando la proteasa TEV.
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La proteasa TEV utilizada, tambi5n presenta un epitope de histidina, por lo que mediante

una segunda cromatografia de  afinidad por riquel,  1a proteasa fue inmovilizada  en la

matriz y la enzima de inter6s obtenida en el frente cromatogfafico. Para corroborar la

pureza de la enzima obtenida, se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones  desnaturantes.  La Figura  6  muestra  el  gel  obtenido,  en  el cual  se puede

apreciar      que   la   enzima   psicr6fila   ADP-PFK   de   A4   Z)#rfo#z.z.   fue   purificada   a

homogeneidad,   con   una   pureza   lo   suficientemente   alta   como   para   realizar   su

caracterizaci6n cin6tica y biofisica.
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Figura   6.   Purificaci6n  de  la   enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A41.   b#r/o#!.i   A)

Purificaci6n mediante cromatografia de afinidad por niquel. 8) Electroforesis en gel de

poliacrilamida  en  condiciones  desnaturantes  (SDS-PAGE).  Carril  1 :  Estandar  de  peso

molecular,  Carril  2:  Enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4  a"rfo#z.z.,  Carril  3:  Mutante

cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b#r/072z.I..
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La  caracterizaci6n  cin6tica  de  la  enzima psicr6fila ADP-PFK  de A4:  bz/rfo#z.z. para las

actividades PFK y GK fueron realizados a 25°C en raz6n de que la temperatura 6ptima

de crecimiento de la arquea A4 bzfr/o#z.z., de la cual proviene esta enzima, es 23°C QToon,

2003).  La Tabla  1  muestra un resumen de los pafametros  cin5ticos  obtenidos para la

actividad PFK y GK. Los valores de la Tabla 1 muestran que la enzima psicr6fila ADP-

PFK de A4:  b#r/o7zz.z. es  capaz  de  catalizar la reacci6n de  fosforilaci6n utilizando  tanto

91ucosa como fructosa-6-fosfato como mol5culas aceptoras del grupo fosforilo.  Si bien

la  eficiencia  catalitica  es  4  6rdenes  de  magnitud  mayor  para  la  actividad  PFK,  en

comparaci6n   con   la   actividad   GK,   esta   dltima  presenta   una   eficiencia   catal{tica

significativa,   por  lo   que   se  puede  pensar  que   esta   enzima  presentan'a   actividad

bifuncional a nivel fisiol6gico.
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Tabla 1. Parinetros cin5ticos de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz/r/o73z.z..

Actividad           Kin (mlto               facof (s- )            AcafAIm or- )F6P        frcaiAIm(M-

PFK             0,023 ± 0.008           7,9 ± 0.1

GK                    24± 3               0,91 ± 0.03

Las medidas fueron realizadas a 25°C
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5.3. Actividad glucoq_uinasa redundante en el orden tl4leffefl;gos¢rcz.#¢Jes de arq_uea

Las enzimas term6filas del orden 7lfeer"ococcc7/es son las mejor caracterizadas hasta la

fecha entre las quinasas de azticares dependientes de ADP. Estos organismos presentan

dos genes que codifican enzimas con alta especificidad de sustrato, ya sea glucoquinasa

(GK)  o  fosfofructoquinasa  (PFK).  En  otros  6rdenes  de  la  familia,  como  el  orden

A4ezfecr#ococccr/eLr,  tambi6n  existen  enzimas  caracterizadas  como  bifuncionales,  tales

como   la   enzima   mes6fila   ADP-PFK/GK   de   A4leffecz72ococcas   7#czrzpc7/zfc7z.s   (Castro-

Femandez    et    al.     2014))         y    la    enzima    hiperterm6fila    ADP-PFK/GK    de

A4e/fecz#occz/dococcz4£ /.cz7372as'chz.z.  (Sakuraba  et  al.   2002).   Respecto   a   esta  tiltima,   se

propuso que la bifuncionalidad de estas enzimas seria rna caracten'stica ancestral dentro

la familia.  Sin embargo,   un estudio filogen6tico realizado por Merino y col. (Guix6 &

Merino 2009), mostr6 que esta caracteristica no era un estado ancestral, sino mas bien

un  estado  de transici6n desde  la  actividad  GK a  la  actividad PFK  (Guix6  & Merino

2009).  Como  se puede apreciar en la Tabla  1,  1a enzima psicr6fila ADP-PFK de M

bzfrfo7?z.z.  se  presenta  como  bifuncional.  Al  contrario  de  lo  que  ocurre  en  el  orden

7lfeer7#ococccz/es,   en   donde   existen   enzimas   especificas   para   fosforilar   glucosa   o

fructosa-6-fosfato  de  forma  independiente,  y  en  el  orden A4:ejfecz72ococca/eLg,  en  donde

solo existe un gen el cual codifica, rna inica quinasa con   actividad bifuncional, en el

orden A4lezfecz7zosczrcz.7zcz/es todos los organismos presentan dos enzimas, rna anotada con

actividad GK (trunca e inactiva en el caso de A4 b„rzo7?;.z.) y otra anotada con actividad

PFK.  Sin  embargo,  esta  tiltima,  ademas  de  catalizar  la  fosforilaci6n  de  fructosa-6-

fosfato,  tambi6n puede  catalizar la fosforilaci6n de glucosa  (Tabla  1).  Esta actividad
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redundante solo se presenta en este orden de arqueas.  Para conflrmar la actividad GK

redundante  en otro miembro  de  este  orden,  caracterizamos  la  enzima terln6fila ADP-

PFK   de   A4ejfecz72ofec7/obz.c477e   eveLrzz.grz/#rm.   La   Tabla   2   muestra   un   resumen   de   los

parinetros cin5ticos obtenidos para la caracterizaci6n de la actividad PFK y GK de esta

enzima. Los resultados confirman que los organismo del orden A4:ezfecz72oscz7icz.72cr/, aunque

poseen   una enzima especifica para la fosforilaci6n de glucosa, presentan ademas una

enzima capaz de fosforilar tanto fructosa-6-fosfato como glucosa.

54



Tabla 2. Parinetros cin6ticos de la enzima term6fila ADP-PFK de A4: eves'fz.grzfaf".

Actividad            Kin (ml\O                facaf (S- )           frcafAIm or- )F6P        Aca`Agmqu-

PFK            0,034±0,003          9,5±1,0                   2,79x|o5

GK                  10,9±0,8            1,93±0,05                                                                 1,78x|o2

Las medidas fueron realizadas a 40ac
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5_.4.  Estudio  de  la variaci6n  de los  parfmetros  cin6ticos K_mHT¢ de  la  enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  M.  bzirfo;!z.z.  y  de  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  M.

ap¢7i7:p¢/zfdz.s con la temperatura

Una  de  las  principales  caracteristicas  reportadas  sobre  enzimas  psicr6filas  es  la  alta

dininica y flexibilidad de  su sitio  activo.  Debido  a esto,  un aumento  de temperatura

debiera generar rna mayor movilidad de los residuos responsables  de la uni6n de los

sustratos, lo que por consiguiente provocaria un aumento de los valores de Kin. Existen

reportes    de    que    los    valores    de    Kin   para    las    enzimas    psicr6filas    aumentan

exponencialmente con la temperatura, en tanto que para las enzimas term6filas y algunas

mes6filas  los  valores  de  Kin disminuyen exponencialmente.  En esta parte  del trabajo,

ademas de la caracterizaci6n cin6tica a diferentes temperaturas de la enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4 b#r/o#z.z. y la enzima mes6fila ADP-PFK de A4 77?czrzz7c7/#c7z.s, se realiz6

la  caracterizaci6n  de  la  enzima  hipertem6fila  ADP-GK  de  r.  /z./orc7/z.s  a  distintas

temperaturas. La inclusi6n de la enzima hiperterm6fila responde al objetivo de observar

la variaci6n de los parimetros cin5ticos con la temperatura .de tres enzimas provenientes

de  organismos  adaptados  a  nichos  ecol6gicos  con  temperaturas  muy  diferentes.  La

enzima  hiperterm6fila  ADP-GK  de  I.  /z.Zorcz/z.s  solo  fue  utilizada  para  este  tipo  de

experimentos debido a que por su alta rigidez estructural no pudo ser estudiada con las

t6cnicas biofisicas utilizadas en este trabajo de tesis. La Figura 7 muestra las curvas de

saturaci6n  realizadas  para  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  bzf7~Jo#z.z.  a  distintas

temperaturas para la actividad PFK y GK y la variaci6n de los valores de Kin para ambos

sustratos. La Figura 8 muestra la comparaci6n de la variaci6n de los valores de Kin de la
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enzima  psicr6fila   con   los   obtenidos   para   la   enzima   mes6fila   ADP-PFK   de   M.

maripaludis y la enzima hiperterm6fila ADP-GK de I. /z.Zorcr/z.s.

/
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Figura  7.     Caracterizaci6n  cin6tica  de  la     enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  441.

bz4/4o#z.z. a distintas temperaturas. A) y C) Curvas de saturaci6n para la actividad PFK

y GK a distintas temperaturas (.:  10°C,  0:  15°C,  A:  20°C,  A:  25°C, E:  30°C,  I:

35°C,  .:  40°C).  8) y D) Dependencia de la constante Kin con la temperatura para la

actividad PFK y GK a distintas temperaturas.
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Figura 8. Variaci6n de los parfmetros cin6ticos Kin y kcat con la temperatura de

enzimas    ADP-dependientes    adaptadas    a    distintas    temperaturas.    A)    y    C)

Dependencia de la constante Kin con la temperatura para la enzima psicr6fila ADP-PFK

de A4  b#r/o#z.z. (A4Z7PFK)  en azul, para la enzima mes6fila ADP-PFK de M  77gc7rzpcz/wc7z.s

(„mpFK) en negro y para la enzima hiperterm6fila ADP-GK de r.  /z./or¢/;.s (7l/GK) en

rojo. 8) y D) Dependencia de la constante 4caf expresada como porcentaje de la actividad

maxima.  En a2ul  la  enzima psicr6fila ADP-PFK de A4  bacr/o#z.z. (Adz)PFK),  en negro  la

enzima   mes6fila   ADP-PFK   de   A4   rmcrrzpc!/#c7z.s   („rmpFK)   y   en   rojo   la   enzima

hiperterm6fila ADP-GK de r. /z./or¢/z.s (7lJGK).
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La caracterizaci6n de los tres modelos enzimaticos analizados a diferentes temperaturas

muestra que al aumentar la temperatura del ensayo,  1os valores de Kin para la enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4 b#rzo#z.z. aumentan de forma exponencial. Estos resultados se

condicen    con   lo    establecido   para    estas    enzimas    en   literatura,    esto    es,    que

estructuralmente   las   enzimas   psicr6filas   son   mas   flexibles   que   sus   hom61ogos

termoestables y que un aumento en la temperatura afectan'a los contactos del sitio activo

con el  sustrato  o  de regiones  asociadas  a 6ste  involucradas  en  el proceso  de  cat51isis.

Esta   flexibilidad  aumentada   es   atribuida   a  rna  menor   cantidad   de   interacciones

estabilizantes en la estructura de este tipo de enzimas. Como el aumento de temperatura

afecta negativamente solo la uni6n del sustrato en la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:

b#rzo7zz.z.  y no su constante catalitica, se podri'a hipotetizar que las regiones que presentan

un mayor grado de flexibilidad son las relacionadas con el sitio activo o con regiones

cercanas  a  6ste.  Los  candidatos  podrian  ser  los  siguientes  motivos,  1os  cuales  son

altamente conservados  dentro  de la familia:  NXNXD,  motivo  asociado  a la union del

azticar;  y  los  motivos  HXE  y  (D)NXXE,  asociados  a  la  union  del  complejo  metal-

nucle6tido. En esta familia de enzimas existe otro motivo denominado GXGD,  el cual

presenta la base catalitica encargada de desprotonar el grupo hidroxilo ubicado en el Cl

de la fructosa-6-fosfato o el C6 de la glucosa. Si analizamos los datos de la Figura 78 se

puede observar que si bien existen diferencias entre  la actividad de la enzima psicr6fila

y la ermima mes6fila en el intervalo de temperaturas evaluadas, 1a mayor eficiencia de la

enzima psicr6fila a bajas temperaturas estan'a dada por la optimizaci6n de la constante

Kin y no de la constante frc„b como suele ser reportado para enzimas psicr6filas (Tabla
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3).  El aumento  de los valores  de Kin con la temperatura es un fen6meno general para

todas las enzimas psicr6filas, pero no lo es el presentar valores de Kmmenores que sus

hom61ogos  termoestables.  Lo  interesante  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:

bzfr/07€z.z. es justamente esto,   la optimizaci6n de sus valores de Kin en comparaci6n con

los  obtenidos para  su hom61ogo,  1a  enzima mes6flla ADP-PFK de A4:  7#czrzz7cz/cfc7z.s.  La

gran mayoria de los reportes encontrados en literatura sobre enzimas psicr6filas indican

que los valores de Kin para sus sustratos naturales son mayores que los de sus hom61ogos

termoestables, pero siendo sus valores de frcaf tambi6n mayores,1ogrando asi rna mayor

eficiencia a bajas temperaturas (vcr Discusi6n).
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Tabla  3.   Parinetros   cin5ticos   de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  ul4   b#r/o7#.z.

r:h4Z)PFK),  mes6fila ADP-PFK de A4:  777czrzz7cz/zfc7z.s  (A4:fflpFK)  e hiperterm6fila ADP-GK

de T. Iitoralis (TIGrfr).

Enzima       T(°C)        Kin(LAM)         Ace,(S-1) Ace,Rim or-]s-1) F6P      Ace,AIm or-]s-1) Glc

*n4bpFK 10                13±5            2,3±0,2

25               23 ± 8           7,9±0,1

1,8 x  10

5
3,4 x 10

*„J„PFK 10               54±7            5,1 ±0,5

25              62± 10         13,0±0,8

9,4 x 10

5
2,1 x 10

*zlJGK 10          1.502±247      6,8±0,2

25             451 ± 61         14,6± 0,3

4,5 x 10

4
4,4 x 10

Para las enzimas  con actividad PFK,  el valor de la constante Kin hace referencia al sustrato fructosa-6-

fosfato (F6P). Para la enzima con actividad GK, el valor de la constante Kin hace referencia al  sustrato

91ucosa (Glc). Todos los experimentos fueron realizados en triplicado.
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En la Tabla 3 queda claramente establecido que la capacidad de realizar catalisis a bajas

temperaturas  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  bzfrzo72z.z.  es  debido  a  que  esta

enzima   presenta   una   eficiencia   catalitica   (frca,/Kin)    mayor   que    sus   hom61ogos

termoestables  a  bajas  temperaturas.  Los  pafametros  cin6ticos  Kin y  frca,  pueden  ser

relacionados con los pafametros cin5ticos de activaci6n mediante la ecuaci6n de Eyring

(Ecuaci6n 2).  EI AG de una reacci6n  enzim5tica puede  ser desglosado  en un AG de

activaci6n (AGE) asociado a la constante frca, y aun AG de uni6n asociado a la constante

Kin. Adicionalmente y segdn la relaci6n expresada en la Ecuaci6n 4, el AH± puede ser

obtenido si se conoce la energfa de activaci6n del proceso enzimatico. Asi, con la parte

exponencial de las curvas de actividad de la Figura 8 (8a y 8c) y realizando rna grafica

de  AIThenius,  se  procedi6  a  calcular  la  energia  de  activaci6n  (Ea)  del  proceso  de

fosforilaci6n para la enzima psicr6flla, mes6fila y la hiperterm6fila considerando solo su

actividad preferencial (PFK para las enzimas psicr6fila y mes6fila y GK para la enzima

hiperterm6fila).   Con   este   valor   se   estimaron   los   parinetros   termodinamicos   de

activaci6n para analizar si alguno de 5stos daba indicios de diferencias en relaci6n a la

actividad a bajas temperaturas.  En la Tabla 4  se muestran las  energias  de  activaci6n

calculadas para el proceso  de fosforilaci6n para la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:

b#r/o#z.I.,  la  enzima  mes6fila ADP-PFK  de A4:  77€czrzz7cz/z{c7z.s  y  la  enzima hiperterm6fila

ADD-GK de T. Iitoralis.
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Tabla 4. Parametros termodinamicos de activaci6n para la enzima psicr6fila ADP-PFK

de   A4    G%rfo#z.z.    (A4ZipFK),    mes6fila   ADP-PFK   de    A4    REczrzpc7Jgtc7z.s    (A4:REPFK)    e

hiperterm6fila ADP-GK de I. /z.Zo7i¢/I.s (77GK).

Enzima      Ea (kcal mol-)) T(°c)     AG±(kcalmor]) AH± (kcal mol-1) TAS± (kcal mol-1)

MbpFK          10,3 ± 0,2
10                         16,0                                 9,7                                   -6,3

25                       16,2                               9,7                                 -6,5

MI#PFK          10,5 ± 0,1
10                        15,6                                 9,9                                  -5,7

25                        15,8                                9,9                                  -5,9

7lJGK             13,0 ± 0,2
10                        15,4                                12,4                                 -3,0

25                        15,8                               12,4                                -3,4

Los datos de energia de activaci6n fueron calculados considerando los
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Los  resultados  de  la  Tabla  4  muestran  que  la  enzima hiperterm6fila ADP-GK  de  r.

/I.Zorcz/z.s   es   la  que  presenta  rna  mayor  barrera  de   activaci6n  para   el  proceso  de

fosforilaci6n en comparaci6n con la enzima psicr6fila y mes6fila.  La similitud en los

valores de energia de activaci6n y en los parinetros cin6ticos de activaci6n calculados

para  estas  dos  enzimas  ®sicr6fila y mes6flla)  sugieren que  solo  seria  la  ausencia de

algunas  interacciones  estabilizantes  las  que  estarian  marcando  la  diferencia  en  la

capacidad  de  la  enzima psicr6fila  en realizar  de  manera mas  eficiente  el  proceso  de

catalisis  a  bajas  temperaturas.  Antes  de  estudiar  en  profundidad  los  determinantes

estructurales   involucrados   en   la   capacidad   de   la   enzima   psicr6fila   de   catalizar

eficientemente el proceso de fosforilaci6n a bajas temperaturas, nos centraremos  en el

efecto  que  tiene  la  temperatura  sobre  la  especiflcidad  de  sustrato  y  cofactores  en  la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz/r/o#z.z..
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5.5. Estudio  de la  especificidad por nucle6tidos y metales  de la  enzima psicr6fila

ADP-PFK de fl41. bzir/a;!z.I. a distintas temperaturas

La reacci6n de fosforilaci6n de azticares llevada a cabo por las quinasas dependientes de

ADP, utiliza especificamente ADP  como nucle6tido dador del gmpo fosforilo y Mg+2

como cati6n estabilizador (Figura 9).

00
-11                                               110-P-O-P-O

I_I_

E=EJ\``  ,,,I

Mg2+

_/L|`
OHOH

\y:ri5N
NH2

Figura 9. Complejo Mg-ADP

Para  evaluar si  la  enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  bz/r/o7?z.z. utiliza ADP y Mg+2  de

forma  especifica  y  explorar  la  posibilidad  de  que  pueda  utilizar  otros  nucle6tidos  y

metales  dependiendo  de  la  temperatura  a  la  cual  se  realice  el  ensayo,  se  realizaron

ensayos   de   actividad  con   distintos   nucle6tidos   difosforilados   y   distintos   cationes

divalentes a distintas temperaturas. Especificamente, 1os ensayos fueron realizados a dos

temperaturas  (10°C  y  25°C)  para  evaluar  si  la  temperatura  a  la  cual  transcurre  la

reacci6n  afectaba  la  selectividad  de  la  enzima.  Ambos  ensayos  son  mostrados  en  la

Figura 10 (A-D)
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Figura  10. Dependencia de la actividad PFK y GK de la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  A41.  bwr/o#i.!.  con  distintos  nucle6tidos  difosforilados  y  metales.  A)  y  8)

Dependencia de la actividad PFK y GK de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b"r/o#j.I.

con  distintos  nucle6tidos  difosforilados  y  Mgc12  15  mM.  C) y  D)  Dependencia  de  la

actividad  PFK  y  GK  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  b"rfo#z.z.  con  distintos

cationes  divalentes  y  ADP.  Los  ensayos  fueron realizados  a  10  °C  y  25  °C.    Para  el

ensayo con diferentes nucle6tidos se utiliz6 una  concentraci6n de nucle6tido 10 mM en

cada  caso.  Para el ensayo  con diferentes metales  la concentraci6n utilizada  fue  2  mM

con ADP 1 mM en el medio.
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Los resultados obtenidos para la utilizaci6n de nucle6tidos difosforilados mostraron que

la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bzfrzo7?z.z. es altamente selectiva por ADP, para las

dos actividades evaluadas  (PFK y GK).  Tambi6n se pudo observar que la selectividad

por el nucle6tido ADP no se ve afectada por la variaci6n de temperatura. A su vez,  el

analisis de la utilizaci6n de cationes divalentes mostr6 que a 25°C, la enzima psicr6fila

utiliza preferencialmente Mgt2, pudiendo tambi6n utilizar cationes  como  Co+2, Ni+2 y

Mn+2 de forma significativa. Al disminuir la temperatura del ensayo de 25°C a 10°C,1a

enzima psicr6fila invierte su selectividad, utilizando preferentemente a esta temperatura

el cati6n Co+2. La utilizaci6n de metales divalentes en enzimas de la familia de quinasas

de  azdcares  dependientes  de  ADP  ha  sido  estudiada    con  anterioridad  en  modelos

mes6filos,  tem6filos  e  hiperterm6filos  (Castro-Femindez,  2014.,  Merino,  2012).  La

comparaci6n de los datos obtenidos para la enzima psicr6fila ADP-PFK de ul4 bzfrzo7?z.I.

con los reportados en literatura, muestra un patr6n comin en la utilizaci6n de metales

divalentes (Figura 11).

Figura  11   (Pfgina  siguiente).  Dependencia  de  la  actividad  PFK  con  distintos

metales  divalentes  para  distintas  enzimas  de  la familia  de  quinasas  de  azticares

dependientes  de  ADP.  A)  Enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  b#r/o77z.z. (A4Z}PFK).  a)

Enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  M  7%cz7.zpcr/#c7z.s  (A4l#2PFK).  C)  Enzima  hiperterm6fila

ADP-PFK de P. feo7.jfrosfez.I. (PfepFK). Los datos de 8) y C) fueron adaptados de Castro-

Femindez, 2014 y Merino, 2012 (Castro-Femandez et al. 2014; Merino et al. 2012).
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La  tendencia  observada  en  la  utilizaci6n  de  metales  divalentes  podria  ser  explicada

principalmente basandonos en dos factores: radio i6nico y geometria de coordinaci6n de

los metales evaluados. En nuestro grupo de investigaci6n hemos visto que para enzimas

de   la   familia   de   quinasas   de   azticares   dependientes   de   ADP,   la   geometria   de

coordinaci6n del complejo metal-nucle6tido es octa6drica y que la afinidad por 6ste seria

independiente de la identidad del metal utilizado,  en tanto  que la naturaleza del metal

solo afectan'a el proceso catalitico. La utilizaci6n preferencial de cobalto   a 10°C por la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 I)zfrfo7zz.I. no se plantea inusual desde rna perspectiva

evolutiva, debido a que la utilizaci6n de este metal seria un vestigio en las enzimas con

actividad  transferasa,  actividad  que  darl'a  cuenta  de  la  temprana  vida  en  la  tierra

Ovaldron et al. 20og).
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5.6. Estudio de la especificidad por azticares de la enzima psicr6fila ADP-PFK de

M. burtonii

Si bien la caracterizaci6n inicial de la enzima psicr6fila ADP-PFK de M b#rzo72z.z. indic6

que  6sta  es  bifuncional,  pudiendo  fosforilar  tanto  fructosa-6-fosfato  como  glucosa,

tambi6n fue evaluada su capacidad de fosforilar otros azricares. Para esto, se realizaron

ensayos  con  una  amplia  baten'a  de  azticares,  los  cuales  incluian  monosacaridos  y

disacaridos.  El  inteies  principal  radic6  en  hacer  esta  evaluaci6n  a  dos  temperaturas

(10°C  y  25°C)  para  establecer  si  el  aumento  en  la temperatura permitia  aumentar la

flexibilidad  conformacional y por ende,  1a utilizaci6n  de  otros  azticares  (Figura  12).

Los  resultados  mostraron  que  un  aumento  en  la  temperatura  del  ensayo  vuelve  a  la

enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:   bzfrfoJ2z.I.  promiscua,  pudiendo     fosforilar  tanto

monosacaridos  como  algunos  disacaridos.  Reportes  al respecto  han mostrado  que  las

enzimas psicr6filas se vuelven altamente promiscuas con un aumento en la temperatura

del  medio,  siendo  capaces  de  albergar  sustratos  distintos  al  que  catalizan  de  forma

natural, incluso si 5stos presentan un tamafio mayor qu6 su sustrato natural. Un ejemplo

de  esto  es  la  enzima  psicr6fila  a-amilasa  de  .4.  frcz/oj7/cz#cZz.s.  Esta  enzima  muestra

promiscuidad  por  sustrato  al  aumentar  la  temperatura  del  ensayo  de  10°C  a  25°C

(D'Amico et al. 2006).
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Figura 12. Uso de azdcares como sustrato de la enzima psicr6fila ADP-PFK de M.

b#r/o#i.i.. Los ensayos se realizaron a 10°C y 25°C. La concentraci6n de azticar utilizada

en todos los casos fue 10 mM.
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5.7.  Caracterizaci6n  bioffsica  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  M.  bz/7ifo7ez.i

Estudio de relaci6n estabilidad-funci6n entre la enzima psicr6fila ADP-PFK de 441.

b«7./o#z.I. y la enzima mes6fila ADP-PFK de M. »";.7iz7¢/wdz.s

En la literatura ha sido descrito   que las  enzimas psicr6filas  son menos temoestables

que   su   contraparte   mes6fila   y   tem6fila,   inactivandose   a   menores   temperaturas

(Siddiqui, 2006; cipolla), en un proceso no asociado con un proceso de desplegamiento

t5rmico  global,  sino  que  mfs  bien  un  proceso  de  desestructuraci6n  local  (Siddiqui,

2005).  Este  fen6meno  de  inactivaci6n  es  corminmente  aceptado  para  este  tipo  de

enzimas y es diferente a lo observado en enzimas mes6filas y term6filas, en las cuales se

ha visto  que  la  inactivaci6n  es  producida por un proceso  de  desplegamiento  t6rmico

global (Feller, 2010). Para evaluar la estabilidad t6rmica de la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  A4:   b"rfo7zz.z.,   se  realiz6  una  curva  de     desplegamiento  para  determinar  la

temperatura de desplegamiento t6rmico (Tin). Como punto de comparaci6n se utiliz6 1a

enzima mes6fila ADP-PFK de A4: J„czrzz}cz/zfc7z.s.   Junto  con esto,  se realizaron curvas de

actividad enzimatica p.ara determinar si entre la enzima psicr6flla y la enzima mes6fila

existfan  diferencias  en  el  estado  de  plegamiento  al    producirse  la  inactivaci6n  por

temperatura. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.
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Los resultados mostraron que los   perfiles de actividad versus estabilidad t5rmica para

ambas  enzimas  fueron  distintos.  En  el  caso  de  la  enzima psicr6fila ADP-PFK  de A4:

bz/r/o7zz.z., el proceso de desplegamiento t5rmico global ocurre a una temperatura mas alta

a la cual   presenta la mayor actividad y la posterior inactivaci6n, pudiendo  esto  estar

dando cuenta de un fen6meno de desestructuraci6n local (Siddiqui, 2005). En el caso de

la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4:  772czrzpcz/zfc77.s  la  inactivaci6n  de  la  enzima  es

producto  de un fen6meno  de desplegamiento  global.  Las  Tin obtenidas  fueron 59°C y

64°C para la enzima psicr6fila y mes6flla respectivamente.  Es  interesante hacer notar

que esta diferencia de 50 C en las Tin obtenidas, no es la misma que se presenta para las

actividades maximas registradas, obteni6ndose a 40°C la mayor actividad para la enzima

psicr6fila ADP-PFK de M bzfrjo7zz.z. y a 60°C la de la enzima mes6fila ADP-PFK de M

77€czrzpcz/zfc7z.s.  Estos  resultados  nos  permiten  indicar  que  el  sitio  activo  de  la  enzima

psicr6fila  es  mas  temolabil  que  el  de  la  enzima  mes6fila,  pero  que  en  t6rminos  de

termoestabilidad ambas enzimas presentan un comportamiento similar. Estas diferencias

mos  permite  hipotetizar  que   el   sitio   activo   de   la   enzima  psicr6fila  podria   estar

desestructurado a la temperatura de inactivaci6n (> 40° C) o que regiones conectadas a

5ste,   con  una   flexibilidad  mayor,   se   desestructuran  inactivando   la   enzima.   Para

comprobar   esta   hip6tesis   se   evalu6   la   permeabilidad   de   ambas   enzimas   a   dos

temperaturas  diferentes.  Posteriormente,  se  realizaron  experimentos  de  intercambio

hidr6geno-deuterio a tres temperaturas diferentes. Ambas metodologias se utilizaron con

el fin de establecer si el comportamiento estructural frente a la temperatura era similar

entre estas dos enzimas hom61ogas.
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_5.8. Estudio de permeabilidad estructural en la enzima psicr6fila ADP-PFK de J14:

b#rfo;®z.I.  y  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  tl4:   j#¢rip¢Jzidz.s  por  apagamiento

.dinamico de la fluorescencia intrinseca y dispersion de rayos X de angulo peq_uefio

Para  evaluar la permeabilidad  de  la  enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  bzfrzo7?z.z. y la

enzima mes6fila ADP-PFK de A4:  773czrzpcz/#c7z.s se realizaron  estudios  de  apagamiento

de fluorescencia intrinseca con acrilamida. Debido a que la enzima mes6fila ADP-PFK

de A4 77?c}rzpc7/zfc7z.s no presenta tript6fanos que puedan ser utilizados como sondas para

sensar la permeabilidad estructural,  se realiz6 una btisqueda dentro  de la familia de

enzimas  dependientes  de  ADP  de  un  hom6logo  mes6filo  que  presentara  el  mismo

ntimero  de  tript6fanos  y  en  la  misma  localizaci6n  que  los  presentes  en  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4: bafrfo72z.z.. El hom6logo elegido fue la enzima mes6fila ADP-

PFK de A4  77cozez..  Los  experimentos  de  apagamiento  dininico  de  fluorescencia ham

sido utilizados para estudios comparativos de flexibilidad entre enzimas  extrem6filas

hom61ogas (D'amico, 2002; Aghajari, 2003; Cipolla, 2012). Una mayor permeabilidad

de  rna  estructura  proteica  da  cuenta  de  forma  indirecta  .de  un  mayor  grado  de

flexibilidad  de  6sta  (Feller,  2010).     Para  establecer  si  la  estructura  de  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4 a"7ifo7zz.z. era mas permeable que su hom6logo termoestable

y si esta permeabilidad aumentaba con la temperatura,  experimentos de apagamiento

dinamico de fluorescencia fueron realizados. Las titulaciones con el apagador dinamico

acrilamida de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bzj7~fo#z.z. y la enzima mes6fila ADP-

PFK de A4: fflczrzz7cz/#c7z.s se muestran en la Figura 14 y las constantes de Stem-.Volmer

calculadas de estos experimentos se muestran  en la Tabla 5.
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0.25               0.50               0.75               1.00

Acrilamida [M]

0.25               0.50               0.75               1.00

Acrjlamida [M]

0.0             0.2             0.4             0.6             0.8             1.0

Acrilamida [M]

Figura  14.    Apagamiento  dinfmico  de  fluorescencia  intrinseca  para  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de M.  b#r/o#i.I.   y la enzima mes6fila ADP-PFK de M.  rm¢zc;..

Los   experimentos   fueron   realizados   a   10°C   (A)   y   25°C   (8).   C)   Variaci6n   del

apagamiento dinamico de fluorescencia intrinseca entre  100  C y 250  C.  La longitud de

onda de excitaci6n utilizada fue 295 mm y la longitud de onda de emisi6n fue 334 rm.

La  constante  de  Stem-Volmer  es  la  pendiente  de  la  recta  Foff  vs  concentraci6n  de

acrilamida.
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Tabla 5.  Constantes de Stem-Volmer para los apagamientos dinamicos de fluorescencia

intrinseca  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  M  bzfr/o7zz.z.  (Adz.PFK)  y  la  enzima

mes6fila ADP-PFK de M 7#czzez. (A4ZPFK).

Enzima                     T (a C)                       Ksv or-1)

n4bpFK
1,77± 0,04

2,31± 0,03

„J„„ZPFK
1,81±0,03

1,78± 0,03

Los experimentos fueron realizados en triplicado
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Los resultados muestran que un aumento en la temperatura provoca una perfurbaci6n

estructural de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b"r/o72z.z., 1o que se ve reflejado en

una  mayor permeabilidad  estructural  a 25°C.  La  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4

772c}zez.  no  presenta  cambios  significativos  con  el  aumento  de  temperatura,  1o  que

concuerda   con   su  mayor  rigidez   estructural.   Para   evaluar  si   las   diferencias   en

permeabilidad  estructural  son  sin6nimo  de  una  expansi6n  estructural  de  la  enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:   bz/7'/o#z.z.,  producto  de  un  cambio  en  sus  propiedades

hidrodinamicas  debido  al  aumento  de  temperatura,  se  realizaron  experimentos  de

dispersi6n de rayos X de ingulo pequefio. Esta t5cnica   permite determinar de forma

gruesa  la  expansi6n  que  puede  presentar  una  estructura  debido  al  cambio  en  sus

propiedades  hidrodinamicas.  Esta  expansi6n  estructural,  fue  medida  en t5rminos  de

distancia  (Radio  de  giro,  Rg).  Una  mayor  permeabilidad  estructural  debido  a  un

aumento de temperatura podri'a ser producto de un aumento en tamafio (Rg) debido a la

mayor  flexibilidad  estructural  descrita  para  este  tipo  de  enzimas.  Como  punto  de

comparaci6n,  las  enzimas  mes6filas  ADP-PFK  de A4  772czzez. y A4:  77zc}7~zPcz/"c7z.s  fueron

utilizadas en el estudio. La Tabla 6  muestra los Rg obtenidos.
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Tabla 6. Radios de giro para la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 Z7zfrfo#z.I. (Adz)PFK), 1a

enzima mes6fila ADP-PFK de M 777czzez. (A4:ZPFK) y la enzima mes6fila ADP-PFK de A4:

maripaludis.

Enzima                      T (a C)                        *Rg (nm)

A4bpFK 25 2.77 ± 0.05

MzPFK 2.62 ± 0.05

MmpF K                    2.5 2.66 ± 0.06

*Los  Rg  se  calcularon  a  partir  de  las  curvas  de  probabilidad  de

utilizando la aproximaci6n de Pored.
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El radio de giro calculado para la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: Z}z/r/o7ez.z. es mayor

que el calculado para las dos enzimas mes6filas (ADP-PFK de A4: 77?c}zez. y ADP-PFK

de A4:  "czrzpcr/zfc7z.5').  Esto  datos podn'an estar dando  cuenta de  que la estructura de la

enzima psicr6fila a 25°C,  ademas de ser mas permeable,  se encontran'a un poco mas

expandida  que  las  estructuras  de  sus  hom61ogos  mes6filos.  Para  confirmar  si  esta

mayor permeabilidad y  expansi6n estructural  es producto  de rna mayor flexibilidad

estructural,  y  vcr  si  la  variaci6n  de  los  parametros  cin5ticos  con  la  temperatura  es

producto de un fen6meno de flexibilidad local o global de la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  A4:  b"r/o;7z.z.,  se  realizaron  experimentos  de  intercambio  hidr6geno-deuterio

acoplado a espectrometria de masas.
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5.9. Estudio de la flexibilidad estructural de la enzima psicr6ffla ADP-PFK de tl4:

b#rfo#z.I. mediante intercambio  hidr6geno-deuterio  acoplado  a   espectrometria  de

masas

Como se mencion6   anteriormente, 1a enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b#r/o72z.z. y la

enzima mes6fila ADP-PFK de A4:  mczrzpc}/„c7z.s presentan un comportamiento t6rmico

(estructural)  diferente  (Figura  13).  Junto  con  esto,  1os  datos  cin6ticos  indican  que

existen diferencias en el comportamiento de los sitio activo de las enzimas durante la

catalisis a diferentes temperaturas. La enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b#r/o#z.I. se ve

altamente  afectada por un  aumento  en la temperatura,  1o  que  se ve reflejado  en un

aumento exponencial de sus valores de Kin con el aumento de la temperatura (Figura

13  y Figura  14).  Este  fen6meno  estan'a asociado  a rna mayor flexibilidad del  sitio

activo   o   de  regiones   cercanas  a  6ste.   Para  determinar  si   existen  diferencias   de

flexibilidad  en regiones  del  sitio  activo  o  asociadas  a  6ste,  se realizaron  estudios  de

intercambio hidr6geno-deuterio acoplado a espectrometn'a de masa. Los experimentos

se  realizaron  para  ambas  enzimas  ®sicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  Z)#r/o#z.z.  y  mes6fila

ADP-PFK de A4: 772c7"Z7cz/#c7z.a) a 10°C, 25°C y 40°C a tiempos de intercambio de 0, 0.5,

1,  2  5,  10  y  30  minutos  (ver  Materiales  y  M6todos).  Con  esta  estrategia  se  quiso

explorar  el  comportamiento  estructural  de  estas  enzimas  en un  amplio  intervalo  de

temperaturas.  En la Figura  15  se muestra el mapa de cobertura logrado para ambas

enzimas en c6digo de colores, donde las zonas de menor intercambio se muestran de

color azul y las zonas de maximo intercambio se muestran de color rojo.
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Figura   15.   ¢agina   anterior).   Mapa   de   cobertura   de   intercambio   relativo

hidr6geno-deuterio para la enzima psicr6ffla ADPIPFK de 441. d#7.Jo»z.I. y la enzima

mes6fila ADP-PFK de 441. ]#o7.zP&Jzfdz.s Panel superior, ADP-PFK de A4: b"7~/o77z.I., panel

inferior  ADP-PFK  de  A4  77€czrzpcz/#c7z.s  Los  intercambios  mostrados  corresponden  al

experimento realizado a 25°C con un tiempo maximo de intercambio de 30 min.

Para ambas  enzimas  se obtuvo una cobertura suficiente para los  analisis posteriores,

alcanz5ndose un 93,7% para la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b#rfo#z.z. y un 86,60/o

para  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4:  77zczrzz7cz/zfc7z.s.   Si  bien  estas  enzimas  son

hom61ogos  estructurales,  su  identidad  de  secuencia  no  supera  el  35%,  por  lo  que

despu6s de la prote6lisis con pepsina, no se obtuvo exactamente el mismo patr6n de

p6ptidos  para  ambas  enzimas.  Por  ende,  para  realizar  el  analisis  se  seleccionaron

p6ptidos hom61ogos en ambas estructuras, para asf poder comparar las mismas regiones

de intercambio en ambas estructura.

Cabe destacar que todos los p6ptidos  seleccionados pudieron ser identificados  en las

distintas   temperaturas   en   que   se   desarrollaron   los   experimentos.   Los   p6ptidos

seleccionados para ambas enzimas son mostrados en la Figura 15 y los intercambios

relativos  H-D  obtenidos  para  ellos,  a  las  3  temperaturas  en  que  se  evaluaron  las

enzimas, son mostrados en la Figura 16 y la Figura 17.
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Ndmero de p6ptjdo

Promedio

Figura 16. Intercambio relativo H-D para distintos p6ptidos de  ]a enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4. b##fo#z.;..  Los p6ptidos se identificaron por espectroscopia de masas y

el experimento se realiz6 a 3 temperaturas diferentes (10°C, barras azules; 25°C, barras

negras;  40°C,  barras  rojas).   Los  resultados   son  mapeados   sobre   los  modelos  por

homologia de ambas enzimas acorde al c6digo de color indicado, azul para p6ptidos que

presentan un valor menor a rna desviaci6n  estandar del promedio, rojo para p6ptidos

que  presentan un valor mayor a rna  desviaci6n  esfandar del promedio  y blanco  para

p5ptidos que presentan un valor dentro del promedio. Los datos muestran los resultados

obtenidos utilizando el maximo tiempo de intercambio.
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Figura 17. Intercambio relativo H-D para distintos p6ptidos de  la enzima mes6fila

ADP-PFK  de  A41.  ffl¢r!Z7¢/#dz.s.    Los  p6ptidos  se  identificaron  por  espectroscopia  de

masas  y  el  experimento  se  realiz6  a  3  temperaturas  diferentes  (10°C,  barras  azules;

25°C, barras negras; 40°C, barras rojas). Los resultados son mapeados sobre los modelos

por homologia de ambas enzimas acorde al c6digo de color indicado, azul para p6ptidos

que  presentan  un  valor  menor  a  una  desviaci6n  estandar  del  promedio,  rojo  para

p6ptidos que presentan un valor mayor a una desviaci6n esfandar del promedio y blanco

para  p5ptidos  que  presentan  un  valor  dentro  del  promedio.  Los  datos  muestran  los

resultados obtenidos utilizando el maximo tiempo de intercambio.
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La Figura 16 muestra que la enzima psicr6flla ADP-PFK de A4: bzf7'/o7?z.z. presenta zonas

de alta tasa de intercambio a lo largo de toda su estructura (P6ptidos 3, 5, 9,12,18, 20,

22, 26 y 27), mientras que la Figura 17 muestra que la enzima mes6fila ADP-PFK de

A4: 773czrzpcz/#c7z.s presenta solo presenta rna zona de alta tasa de intercambio ubicada en el

extremo   C-terminal   de   su  estructura   (P6ptidos  22,   27  y  28).   El   analisis   de   los

intercambios  relativos  H-D  de  los p6ptidos  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de A4

b#r/o7?I.z. muestra que si bien los p5ptidos donde se encuentran los motivos conservados

involucrados en el proceso de catalisis, QTXNXD p5ptido 2, HXE p6ptido 19, (D)NXXE

p6ptido  21)  no  presentan un alto  grado  de  intercambio,  1os  p5ptidos  que  flanquean a

estos motivos  si presentan una alta movilidad y por ende rna alta tasa de intercambio

(P6ptido  18, 20 y 22). Esto explican'a el por qu6 un aumento en la temperatura en los

ensayos cin6ticos provoca un aumento exponencial de los valores de Kin en la enzima

psicr6fila. Para corroborar si   la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b#r/o7zz.z., ademas de

presentar  rna  mayor  flexibilidad  en  los  p5ptidos  asociados  al  sitio  activo  que  los

presentes  en  la  enzima  mes6fi|a  ADP-PFK  de  A4:  77¢c7rzz7cz/zfc7z.s,  tambi6n  presenta  rna

mayor flexibilidad  estructural  global,  se procedi6  a  graficar los  valores  promedio  de

intercambio de todos  los p5ptidos muestreados para ambas  enzimas  (Figura  18a);  1os

p6ptidos que presentaron un intercambio relativo de  1  desviaci6n estandar por sobre el

promedio de intercambio de la enzima (Figura 18b) y los p6ptidos que presentaron un

intercambio relativo  de  1  desviaci6n estandar bajo  el promedio  de intercambio  de   la

enzima (Figura  18c).  La ubicaci6n de los p5ptidos con mayor tasa de intercambio  se

muestra  en la Figura 19.
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Figura  18.   Intercambio  relativo promedio H-D   para la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  M.   bz/rfo«z.f.  y  la   enzima   mes6fila  ADP-PFK  de  M.   rm¢rzz)¢/wdz.s   a   3

temperaturas diferentes (10°C, 25°C y 40°C). A) Intercambio relativo H-D promedio

de todos los p6ptidos mostrados en la Figura 15. 8) Intercambio relativo H-D promedio

de  todos  los  p6ptidos  que  presentan  un  valor  mayor  a  una  desviaci6n  esfandar  del

promedio. C) Intercambio relativo H-D promedio de todos los p5ptidos que presentan un

valor menor a rna desviaci6n estandar del promedio.
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Figura 19. Ubicaci6n de los p6ptidos con mayor tasa de intercambio en la enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  M.  b«x/oJ®f.f.  y  en  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  M.

i„&rzp¢/#d!.s. A) Enzima psicr6fila ADP-PFK c7e A4. a"r/o#z.I.. 8) Enzima mes6fila ADP-

PFK de A4 maczr7Z7cr/"c7z.s. Los p6ptidos de mayor intercambio se muestran en amarillo en

ambas estructuras.
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La literatura indica que rna de  las principales  diferencias  estructurales  entre  enzimas

psicr6filas y mes6filas es la presencia de puentes salinos estabilizantes (Saunders, 2003;

Siddiqui, 2006).

Al realizar una inspecci6n visual de los modelos por homologia de la enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4 bzfrfo7?i.z. y la enzima mes6flla ADP-PFK de A4 772czrzpcz/a/c7z.s y comparar

las zonas de mayor intercambio relativo H-D en ambas enzimas (Figura  19),  se pudo

apreciar que algunas de las regiones alrededor del sitio activo que presentan una mayor

tasa de intercambio en la enzima psicr6flla ADP-PFK de A4: b#7ifo73z.z., no presentan los

dos pares i6nicos que sf se encuentran presentes en la enzima mes6fila ADP-PFK de A4:

rmczrjz7cz/#c7z.s  (Figura  22).  Estos  dos  pares  i6nicos  se  encuentran  conservados  en  las

enzimas    ADP-PFK    mes6filas,    tem6filas     e    hiperterm6fila    de    los     6rdenes

Methanococcales y Thermococcales, peso "o en ct orden Methanosarcinales , order al

cual pertenece la enzima psicr6fila en estudio.

El  primer  par  i6nico  presente  en  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4  772o7'z2?cz/zfc7z.s

corresponde  al par LYS322-ASP325.  En la posici6n equivalente,  la enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4: b#7`/o#z.z. presenta el par ALA336-SER339. Si comparamos los p6ptidos

obtenidos  en los  experimentos  de intercambio hidr6geno-deuterio  que presentan estos

residuos ®ara ambas enzimas el p6ptido 22), podemos apreciar que la ausencia de este

par i6nico en la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: I)afrfo#z.z. perinitin'a rna mayor tasa de

intercambio relativo H-D de este segmento (intercambio relativo:  9,6 Da), en contraste

con la estabilizaci6n que presenta esa misma zona en la enzima mes6fila ADP-PFK de

A4:  777czrzpcz/#c7z.s  (intercambio  relativo:  9,6  Da).  El  segundo  par  i6nico  presente  en  la
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enzima mes6fila ADP-PFK de A4 777c77'zZ7cz/afc7z.s corresponde al par GLU99-LYS436. Esta

interacci6n i6nica se encontraria estabilizando dos p6ptidos no continuos en la secuencia

®6ptido 6 y p6ptido 28). La ausencia de esta interacci6n en la enzima psicr6fila ADP-

PFK de A4: Z7zfrzo72z.I. (ASN110-VAL463) se ve reflejada en que el p5ptido 5. Este p5ptido

es adyacente a la region donde se encuentra esta interacci6n en la enzima mes6fila ADP-

PFK  de  A4  773czrzpcz/a/c7z.s' y presenta una  alta  tasa  de  intercambio.  El primer par  i6nico

descrito  es  ejemplo  de una estabilizaci6n intra-dominio  ®6ptido 22) y el segundo par

i6nico  es  ejemplo  de rna  estabilizaci6n  inter-dominio  ®5ptido  6  y p6ptido  28).  Para

evaluar ,si  estas  modificaciones  estructurales  aparecieron  o  desaparecieron  durante  la

evoluci6n  se  procedi6  a  reconstruir  el  tiltimo  ancestro  en  cormin  entre  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK c7e A4  bz£7ifo72z.z.  y la enzima mes6fila ADP-PFK c7e A4: #2czrzpc7/z/c7z.s.
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5.10. Estudio evolutivo y reconstrucci6n secuencias ancestrales. Reconstrucci6n del

tiltimo  ancestro  en  comtin  entre  el  orden  fl4lezfe¢#os¢rcz.H#Jgs  y  tl4lcffe¢#ococc¢/cs

para la familia de quinasas de azdcares dependientes de ADP

Con el fin de evaluar si la ausencia de los pares i6nicos es un rasgo conservado o una

novedad evolutiva en la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  Z7#r/o72z.z.,  se reconstruy6  el

tiltimo  ancestro  en  comdn  entre  esta  enzima  y  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de A4:

772czrzz7c7/»c7z.s.  Para  esto  se utiliz6    el  alineamiento  de  secuencias  aminoacfdicas  con  el

cual   se   reconstrny6   el   arbol   filogen6tico   de   la   familia   de   quinasas   de   azdcares

dependientes de ADP. La reconstrucci6n de proteinas ancestrales se realiz6 utilizando el

software MrBayes (vcr Materiales y M6todos).

A partir del  alineamiento y considerando  la topologia del  drbol  filogen5tico  obtenido

para  la familia  de  quinasas  de  aziicares  dependientes  de ADP    (Figura  5),  todas  las

secuencias que se encontraban conectadas por medio del nodo intemo correspondiente al

tiltimo ancestro en comin entre el orden A4lezfecz77osczrcz.72cz/es y A4lej¢cz7zococccr/es,  fueron

seleccionadas  para  la  ha'cer  la  inferencia  bayesiana.  En  la  Figura  20  se  muestra  el

soporte estadistico de la secuencia ancestral inferida. En la Figura 20.b  se indican las

probabilidades posteriores  de los residuo  asignado a cada una de las posiciones  de la

secuencia primaria  del ultimo  ancestro  en  condn entre  el  orden A4lezfecz#asczrcz.#cz/es y

A4:ezfecz72ococccz/es  y  en  la  Figura  20.c,   el  histograma  con  la  distribucion  de  6stas

probabilidades.
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Figura 20. Analisis de la inferencia del ancestro MMT.  A) Nodo del tiltimo ancestro

en   comtin   entre   el   orden   „ef¢cz#osczrcj.73cr/es  y   A4lezfecz#ococco/es   (Anc  MMT).   8)

Probabilidad posterior del residuo respecto  a la posici6n  en  la  secuencia  ancestral.  C)

Histograma de frecuencias de las probabilidades posteriores de la secuencia inferida.
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La reconstrucci6n del riltimo ancestro  en comtin entre los ordenes A4ezfec777ascz7icz.#cz/eS y

j}4ezfecz7?ococccz/eLs  (Anc  MMT),     mostr6  un   soporte   estadistico  robusto   respecto   al

residuo mas probable, obteni6ndose un promedio de probabilidades posteriores de 0,76 ±

0.25   con  una  media  de  0,86.  Al  alinear  la  secuencia  del  ancestro  MMT  con  el

alineamiento  utilizado  para  la  reconstrucci6n  del  arbol  filogen5tico  de  la  familia  de

quinasas  dependientes  de ADP  (fosfofructoquinasas),. el  analisis mostr6  que  el tiltimo

ancestro en comtin entre los 6rdenes A4:ezfecz72ococca/eLr y A4ez¢cz72asczrcz.7zcz/es no presenta

los 2 pares i6nicos presentes en el modelo mes6filo y ausentes en el modelo psicr6filo

determinados. La ausencia de estas interacciones estabilizantes 'en el ancestro MMT y en

las   enzimas   del  orden  A4:ezfecz72oFczrcz.J?cz/es  junto  con     su  presencia   en  las   enzimas

mes6filas  y   (hiper)term6filas   del   orden  A4lezfecz77ococccz/es,  permiten  sugerir  que  ia

presencia de estas modificaciones podria ser rna novedad evolutiva. Esto redundaria en

un aumento de la estabilidad estructural de estas enzimas, en tanto que  su ausencia en el

orden A4lezfacz77osczrcz.#cz/eLs podria ser la clave para explicar la alta flexibilidad local del

sitio  activo  de  la  enzima psicr6fila  observada mediante  experimentos  de  intercambio

hidr6geno-deuterio. Para establecer si la ausencia de estas interacciones en el ancestro

provoca  el  mismo   efecto   que  en  la  enzima  psicr6fila,   se  procedi6   a  realizar  la

caracterizaci6n cin6tica de esta enzima ancestral.                                                                         q

Antes  de  proceder  con  la  caracterizaci6n  cin6tica  del  ancestro  MMT,  1a  secuencia

inferida  fue  analizada  en  primera  instancia  en  t5minos  de  establecer  que  todos  los

residuos cataliticamente relevantes,  estos  son,  1os residuos de los motivos  de uni6n al

azticar OrxNXD), de uni6n del complejo metal-nucle6tido ((D)NXXE) y el motivo que
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presenta la base catalitica (GXGD), ademas de otros residuos considerados claves para

la actividad, estuvieran presentes y presentaran rna alta probabilidad posterior. La Tabla

7 muestra la comparaci6n entre los residuos  de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:

b#7./o#z.z., 1a mes6fila ADP-PFK de ul4 77zczrzz7cz/a/c7z.s y del hltimo ancestro en comtin entre

tos orderres Methanosarcinales y Methanococcales.
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Tabla  7.  Probabilidad  posterior  (PP)  para  los  residuos  del  sitio  activo  del  dltimo

ancestro en comtin entre el orden "eJfoc}#osc}jicz.#c!/es y "ezfecr#ococc¢/es (Anc MMT).

En azul, rojo y verde se muestran los residuos correspondientes a los motivos NXNXD,

GXGD y (D) NXXE respectivamente.

MbpFK           n4mpFK         Anc MMT

N32                     N20

N34                     N22

D3 6                     D24

G467                  G440

G4 69                   G442

D470                   D443

N180                    N169

D309                   D297

E312                    E300

R205                    R194

N18                       1'00

N20                       1,00

D22                       1'00

G437                     1,00

G439                     1,00

G440                     1,00

N167                      1,00

D294                     1,00

E297                     1,00

R192                     1,00

R211                    RE00                   Rl98                     1,00
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5.11.  Caracterizaci6n  cin6tica  del  tiltimo  ancestro  en  comtin  entre  los  6rdenes

„cf*aHosarcl.rde_s   y  Mcf*a#ococcndes   (Anc   MMT).   Utilizacl6n   de   glucosa   y

fructosa-6-fosfato como sustratos

Una   vez   que   el   tiltimo   ancestro   en   comtin   entre   el   orden   „e/fec}#oscrrcz.#c7/eg  y

A4le/fecz#ococccz/es fue sintetizado y purificado a homogeneidad, se procedi6 a realizar su

caracterizaci6n  cin6tica.  Los  objetivos  fueron  establecer  si  al  igual  que  las  enzimas

actuales,  el ancestro presentaba bifuncionalidad y una preferencia por la utilizaci6n de

fructosa-6-fosfato.  Ademas  se  queria  evaluar si  la  ausencia  de  los  pares  i6nicos  en  la

estructura del  ancestro MMT, provocaba que  los parametros  cin6ticos  de  esta  enzima

tendieran a ser mss similares a los determinados para la enzima psicr6fila. En la Tabla 8

se presentan los resultados obtenidos.

i=E=HE:    I_
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Tabla  8.  Parametros  cin6ticos  para  el  tiltimo  ancestro  en  cormin  entre  los  6rdenes

Methanosarcinales y Methanococcales (Ann MM:I).

Actividad         Kin (mlto            frcaf (S- )       4ca/Kin(M- )F6P      frcafKm(M-

PFK             0,54 ± 0.04          7,9 ± 1,3

GK                 9,8± 1.1             4,5± 1,4

1,5 x  10
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La caracterizaci6n cin6tica del ancestro MMT permiti6 establecer que este ancestro era

rna enzima bifuncional, pudiendo catalizar tanto la fosforilaci6n de fructosa-6-fosfato

como  de  glucosa.  Este  resultado  muestra  que  la  bifuncionalidad  encontrada  en  las

enzimas con anotaci6n PFK del orden A4:effecz7zococca/es y del orden A4el Zfecz77osczrcz.7zc7/eLs,

es un rasgo  que se ha mantenido a trav6s de la evoluci6n y que la novedad evolutiva

dentro  de  las  fosfofructoquinasas  dependientes  de  ADP  es  la  aparici6n  de  quinasas

especificas por F6P. Para el ancestro MMT el valor de la constante Kin para fiuctosa-6P

es 542 LLM y para glucosa es de 9,8 mM. Al comparar estos valores con los reportados

para otras fosfofructoquinasas caracterizadas de la familia, estos muestran que durante la

evoluci6n,  la enzima psicr6fila ADP-PFK de M  a"7~/o#z.z. y  la  ermima mes6fila ADP-

PFK de A4:  777czrzz7cz/#c7z.s ban sido  capaces  de  optimizar su  sitio  activo para la uni6n de

fructosa-6P y no para glucosa, pues el valor de la constante Kin para este tiltimo sustrato

no muestra una variaci6n  significativa entre  el ancestro MMT y  las  enzimas  actuales

caracterizadas en este estudio.

En cuanto a los pares i6nicos, 1a secuencia inferida para el   riltimo ancestro en comtin

entre los  6rdenes Mejfec777ococcc7/es y A4ezfacz#asc7rcz.72cz/es no mostr6  1a presencia de los

aminoacidos   involucrados   en   las   interacciones   i6nicas   encontradas   en   el  modelo

mes6filo actual. Para evaluar si los pares i6nicos realmente son rna novedad evoluliva

en  el  orden  A4le/¢cz#ococccr/es,  se  utilizaron  ancestros  de  la  familia  de  quinasas  de

azticares dependientes de ADP previamente reconstruidos en el 1aboratorio para mapear

estas  interacciones  i6nicas  a  lo  largo  de  la  evoluci6n  de  la  familia.  Los  ancestros

utilizados se indican en la Figura 21.
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Figura  21.  Ancestros  utilizados  para  realizar  el  estudio  evolutivo  de  los  pares

i6nicos  en  la  familia  de  quinasas  de  azdcares  dependientes  de  ADP.  Anc  MMT:

Nodo    del    tiltimo    ancestro    en    corfun    entre    el    orden    A4le/fecz#osc!rcz.#cz/es    y

A4:e/focr#ococco/es',   Anc   MT:   Nodo   del   dltimo   ancestro   en   comiin   entre   el   orden

A4le/fecz72ococco/es  y  7lJzer77qococca/es,  Anc  M:  Nodo  del tiltimo  ancestro  en  comth  del

orden  A4lezfecz#ococca/es,  Anc  MS:   Nodo  del  dltimo  ancestro   en  comth  del  orden

"ezfecz;7osc7rcz.#cz/es. En azul se indica la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4  b#r/o77z.g. y la

enzima mes6fila ADP-PFK de A4 "crrzpcr/"c7z.s
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Anc MS „bpFK

Anc RT A,mpFK

Figura 22. Mapeo de los pares i6nicos implicados en la estabilidad t6rmica de las

enzimas mes6filas y term6filas de la familia de quinasas dependientes de ADP. Anc

MMT:   Nodo   del   tiltimo   ancestro   en   comdn   entre   el   orden   A4le/fecI#osczrcz.#cz/es  y

A4le/fecz#ococccr/es,   Anc   MT:   Nodo   del   dltimo   ancestro   en   comuli   entre   el   orden

A4le/fecz#ococccr/es  y  773errmococccz/es,  Anc  M:  Nodo  del  hltimo  ancestro  en  comth  del

orden  A4lef¢cz#ococccz/es,  Anc  MS:   Nodo  del  tiltimo  ancestro  en  comth  del  orden

A4effec772osc7rcz.72c!/es,  A4l"PFK:  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4  77zc7rzz7o/"c7z.s,  A4Z7PFK:

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 bz/r/o#z.z..
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La Figura 22 muestra que los pares i6nicos encontrados en la enzima mes6fila ADP-

PFK  de  A4:  77zczr7¢cz/#c7z.s'  son  una  novedad  evolutiva,   apareciendo   consecutivamente

durante la evoluci6n en los ancestro MT, M y en la enzima mes6fila actual ADP-PFK de

A4:   77?czrzz7cz/zfc7z.F,   a  partir  de  un  nodo  intemo   (ancestro  MMT)   que  no  pose fa  tales

interacciones. Por el contrario, el tinico ancestro entre la enzima psicr6fila actual de A4:

bzfrzo#z.z.  y   el   ancestro  MMT,   representado  por   el   ancestro   en  cormin   del   orden

A4lezfec77zosczrcz.#cz/es (ancestro MS), no presenta estas interacciones, 1o que sugiere que la

ausencia de estas interacciones sen'a crucial para el mantenimiento de la dinamica del

sitio activo  en las enzimas de este orden. La ausencia de estas interacciones i6nicas en

las estructuras de las quinasas de azticares dependientes de ADP con actividad PFK del

orden A4ezfecz72asczrcz.7zc}/es esta de acuerdo con el hecho  de que en este orden casi no  se

encuentran  organismos  adaptados  a vivir a temperaturas  elevadas.  La mayon'a de  los

organismos  del  orden A4effecz7zasczrcz.7zc7/es  son mes6filos.  La dnica  quinasa  de  aziicares

dependiente de ADP con actividad PFK procedente de un organismo term6filo del orden

A4ez¢o#oscz7icz.77cz/e5 encontrada en el arbol filogen6tico reconstruido de la familia,  es la

enzima  term6fila  ADP-PFK  de  A4:  eveszz.grz/a/77€.   Si  bien  este  organismo  puede  ser

considerado  un  term6filo  moderado,  hay  que  tener  claridad  en  que  este  organismo

tambi5n se clasifica como un organismo hal6filo. En la enzima term6fila ADP-PFK de

A4 evesfz.gr/#777, 1a ausencia de las interacciones i6nicas puede ser entendida en raz6n de

que los  sitios activos de este tipo  de enzimas necesitan presentar rna alta flexibilidad

estructural al igual que  el  de las  enzimas psicr6filas.  Por lo tanto, para saber si  estas

interacciones i6nicas capaces de rigidizar el sitio activo son capaces tambi6n de aportar
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en la estabilidad t6rmica global de la enzima, se procedi6 a insertar estas interacciones

i6nicas, en la estructura de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: Z}#r/o7?z.z..
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5.12. Efecto de la inserci6n de pares i6nicos en la estabilidad t6rmica de la enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  fl4:   bzirfu#z.i.   Caracterizaci6n  bioffsica  de  la  mutante

cuadruple

Con el fin de ver si la inserci6n de dos pares i6nicos afectaba la estabilidad t6rmica de la

enzima   psicr6fila   ADP-PFK   de   A4:   harfo7zz.z.,    se   gener6   la   mutante   cuadruple

(Mut4bpFK) (ver Materiales y M6todos). En las posiciones 336 y 339 de la secuencia,

la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz/r/o#z.z. presenta una residuo de alanina (ALA). y

uno   de   serina   (SER),   reapectivamente.   Estos   dos   residuos   aminoacidicos   fueron

cambiados por una  lisina  qYS)  y un acido  asp5rtico  (ASP),  debido  a que  son  estos

residuos los que forman uno de los pares i6nicos presentes en la enzima mes6fila ADP-

PFK  de  A4:  77zczrzz7c7/#c7is.  Los  otros  dos  residuos  modificados  en  la  enzima  psicr6fila

fueron la  asparragina   (ASN)  ubicada en la posici6n  110 y una valina ubicada  en la

posici6n  463.   Estos   dos   residuos   aminoacidicos   fueron   cambiados   por  un   acido

91utamico y una lisina respectivamente.  La evalunci6n de la estabilidad t6rmica de la

mutante cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz4r/o73z.z. se realiz6 mediante

curvas  de     desplegamiento  por  temperatura,  para  determinar  si  la  temperatun  de

deaplegamiento t5rmico ITm) aumentaba con la incolporaci6n de los dos pares i6nicos.

Como punto  de comparaci6n se utiliz6 la enzima silvestre psicr6fila ADP-PFK de A4:

bato#z.z..  Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Curvas de desplegamiento t6rmico de  la enzima psicr6fila ADP-PFK de

M. bzf7iJo«i.z. y la mutante cuadruple de la enzima mes6fila ADP-PFK de M. b#r/o#7.z..

Las curvas de desplegamiento se construyeron usando los valores de dicroismo circular

medidos a 222rm.
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La mutante cuadruple de la enzima psicr6flla ADP-PFK de M Z)z/r/o7zz.z. no vio afectada

su temperatura media de desplegamiento, registrando una Tin de 58°C, esto es, un grado

menos que el de la enzima silvestre. Si bien la estabilidad global de la enzima no se vio

afectada por la inserci6n de los dos pares i6nicos, 1a cooperatividad del proceso si. De

forma  interesante,  la  cooperatividad  del  proceso  de  desplegamiento  t5rmico  de  la

mutante cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz/rfo#z.z. pas6 a ser similar a

la  mostrada  por  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4:  "czrzpcz/#c7z.ir.  Este  cambio  de

cooperatividad del proceso de desplegamiento podria tener relaci6n con la rigidizaci6n

del sitio activo o zonas aledafias debido a la inserci6n de los pares i6nicos.

Considerando que la estabilidad global de ]a mutante cuadruple de la enzima psicr6fila

ADP-PFK de A4 b#7ifo#z.I.  no se vio afectada, el objetivo siguiente consisti6 en evaluar la

flexibilidad  de  la  mutante  mediante  experimentos  de  hidr6geno-deuterio  acoplado  a

espectrometria  de  masas.  En  particular,  mos  interes6  confirmar  si  los  p6ptidos  que

conforman  el  sitio  activo  de  la  enzima psicr6fila,  que  presentaban  un  alto  grado  de

intercambio relativo en comparaci6n con la misma regi6n en la enzima mes6fila, habian

disminuido su movilidad.
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5.13. Estudio de la flexibilidad estructural de la mutante cuadruple de la enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  M.   b«r/o«z.z.  mediante  intercambio   hidr6geno-deuterio

acoplado a  espectrometria de masas

Del mismo  modo  en que  se realizaron los  estudios  de  flexibilidad  estructural para la

enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  ZJz/J'/o;7z.z.,  se  realizaron  los  experimentos  para  la

mutante cuadruple de  la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:  b#7./o7zz.z.. En este caso,  1os

experimentos se realizaron .a 25°C y se evalu6 si la inserci6n de los dos pares i6nicos en

la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: a"Ji/o77z.I. provocaba la rigidizaci6n del sitio activo o

regiones  cercanas  a  6ste.  Para poder  comparar  esta mutante  con  la  enzima psicr6fila

silvestre,   se   seleccionaron   los   mismos   p6ptidos   de   la   enzima  psicr6fila   silvestre

mostrados  en la Figura  15.  En los  casos  en  que no  existieran p6ptidos  de  la misma

longitud, se consideraron dos p5ptidos contiguos como uno. En la Figura 24 se muestra

el  mapa  de  cobertura  tanto  para  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  bzfr/o7zz.z.  y  la

mutante  cuadruple  de  la  enzima psicr6fila  en  c6digo  de  colores,  donde  las  zonas  de

menor intercambio son de color azul y las de maximo intercambio son de Color rojo.

Figura   24   ¢£gina   siguiente).   Mapa   de   cobertura   de   intercambio   relativo

hidr6geno-deuterio para la enzima psicr6fila ADP-PFK de J14. b#7./o#z.I. y la mutante

cuadruple de la enzima mes6fila ADP-PFK de M. bzfr/o#z.z.. Panel superior, ADP-PFK

de   A4:   b#rfo73z.z.,   panel   inferior  mutante   cuadruple   ADP-PFK   de   A4:   b#r/o#z.I.   Los

intercambios mostrados  corresponden al experimento realizado a 25°C  con un tiempo

maximo de intercambio de 30 min.
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Para la mutante cuadruple de enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 Z7#rjo#z.z.  se obtuvo rna

cobertura  suficiente  para  los  analisis  posteriores,  alcanzandose  94.4%  de  cobertura.

Considerando que la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b#rzo#z.z. y la mutante cuadruple

son id6nticas, salvo en los residuos ASN110, VAL463, ALA336 y SER339, en donde la

mutante  cu5druple  presenta  los  residuos  GLU110,  LYS463,  LYS336  y  ASP339,  se

seleccionaron p6ptidos hom61ogos en ambas estructuras. En la Figura 25 se muestran

los intercambios relativos H-D obtenidos para cada p6ptido.
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2086420
I  A4bpFK Promedio: 3,67 SD: 0,48
I  Mu«„bpFK Promedio: 3,83 SD: 0,51

I

12   3   4   5   6   7   8   91'01112131.415161718192021222'3242526272829

Ndmero de p6ptido

Figura 25. Intercambio relativo H-D para distintos p6ptidos de  la enzima psicr6fila

ADP-PFK de M. b##/o#i.!. y la mutante cuadruple de la enzima mes6fila ADP-PFK

de M. d#r/o#;.z.. Los intercambio relativo H-D para la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4:

a"r/o#z.z. /:A4bpFK, barras azulesJ y la mutante cuadruple de enzima psicr6fila ADP-PFK

de A4: b"r/o#z.z. /Muth4Z7PFK, barras grisesJ fueron obtenidos por espectroscopia de masa.

Los experimentos fueron realizados a 0, 0.5,1, 2, 5,10 y 30 min a  25°C.
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La Figura 25 muestra que la inserci6n de los pares i6nicos en la estructura de la enzima

psicr6fila  ADP-PFK  de  A4  b"rfo73z.I.  rigidiza  el  sitio  activo  de  la  enzima,  1ogrando

disminuir la movilidad y por ende el intercambio relativo H-D de los p6ptidos  18, 20 y

22,  1os cuales flaquean los motivos conservados  encargados de la uni6n del complejo

metal-  nucle6tido  y  azdcar  (motivo  NXNXD:  p6ptido  2,  motivo  HXE:  p6ptido  19,

motivo  a))NXXE  p6ptido  21).  Las  interacciones  i6nicas  introducidas  no  provocan

ninguna variaci6n en la tasa de intercambio relativo H-D  de los motivos conservados,

por lo que se podria suponer   que la flexibilidad local aumentada del sitio activo de la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 bafr/o#z.I. podn'a deberse principalmente a los p6ptidos

18, 20 y 22. Debido a que las interacciones i6nicas introducidas en la enzima psicr6fila

provocaron  una  rigidizaci6n  del  sitio  activo,  se  procedi6  a  caracterizar  la  mutante

cuadruple de enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: bz/rfo#z.z. a diferentes temperaturas y ver

si la rigidizaci6n de su sitio activo  mostraba un comportamiento cin5tico (variaci6n de

las Kin), similar a la de  la erHima mes6fila ADP-PFK de A4 773c}rzz7c7/#c7z.s.
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5.14. Estudio de la variaci6n del parfmetro cin6tico K_mjon la temperatura de±

enzima   psicr6ffla   ADP-PFK   de   M.    b#rfioH].j.   y   de   la   mutante   cuidmpte

orutrmpFK)

La enzima psicr6fila silvestre mostr6 durante el desarrollo de este trabajo de tesis que un

aunento en la temperatura a las cunles se realizaban las curvas de saturaci6n,  provocaba

un  aumento  exponencial  de  los  valores  de  Kin para  el  azticar F6P.  Para  evaluar si  la

rigidizaci6n del sitio activo provocada por la inserci6n de los 2 pares i6nicos qys336-

ASP339 y GLU110-LYS463) generaba un cambio en la tendencia de este parinetro, se

procedi6 a caracterizar cin6ticamente a la mutante cuadruple Oruth4Z7PFK) en el mismo

intervalo  de  temperafura  que  se  us6  para  la  enzima  silvestre  .  Para  tales  efectos,  se

cousider6  1a   actividad PFK, pues  es  la actividad preferencial de la enzima psicr6fila

silvestre.

La Figura 26 muestra las  curvas  de  saturaci6n para la  actividad PFK de la mutante

cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 harjo#z.z. a distintas temperaturas y la

variaci6n de los valores de Kin para el sustrato fructosa-6-fosfato. La Figura 27 muestra

la  comparaci6n  de  la variaci6n  de  los  valores  de  Kin  de  la  mutante  cuadruple  de  la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: hao#z.z. con los obtenidos para la enzima psicr6fila

de A4: bow/07%.z. y para la enzima mes6fila ADP-PFK de A4: 77enz7cz/zfc7is.
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Figura 26. Caracterizaci6n cin5tica de la mutante cuadruple de la enzima psicr6ffla

ADP-PFK  de M.  bzfrfoj®z.I. a  distintas  temperaturas.  A)  Curvas  de  saturaci6n  de  la

actividad PFK de la mutante cuadruple a distintas temperaturas (A : 20°C, A: 25°C, B1:

3o°C,  I: 35°C,  .: 40°C). 8) Variaci6n de la constante Kin con la temperatura para la

mutante cuadruple de la enzima psicr6fila de A4: b#rfo77z.z..
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Figura 27. Variaci6n del parametro cin6tico Kin con la temperatura para la enzima

psicr6fila, mes6fila y la mutante cufdruple. En azul se muestra la enzima psicrdfila

ADP-PFK  de  A4  b#r/o7#.z.  (A4bpFK),  en  negro  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4

fflorzz}c7/afc7z.s (A4lrmpFK) y en gris la mutante cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK

de M. burtonii (MutMbpFK).
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Los resultados de la Figura 27 muestran que al aumentar la temperatura los valores de

Kin para la mutante cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b"7`/o77z.z. no van'an

exponencialmente  al  aumentar  la  temperatura,   sino   que  tienden  a  parecerse  a  la

tendencia  de  la  enzima  mes6flla  ADP-PFK  de  A4  777c7rzz7cz/a/c7z.s'.  El  aumento  de  los

valores  de Kin  se correlaciona con los resultados  de   los  experimentos  de intercambio

hidr6geno-deuterio, debido a que la rigidizaci6n del sitio activo de la mutante vista en

estos experimentos, seria la responsable del cambio observado en la variaci6n de Kin con

la temperatura.  La p6rdida  de  flexibilidad  del  sitio  activo  debido  a  las  interacciones

i6nicas, adicionadas a la enzima, reducin'an la capacidad de 5sta para alojar el azdcar y

catalizar su fosforilaci6n de forma adecuada. Si bien las interacciones i6nicas no logran

por si solas cambiar totalmente el comportamiento cin6tico de la enzima psicr6fila en el

intervalo  de  temperaturas  evaluadas,  si  generan un  cambio  significativo  que  permite

establecer  que  el  disefio  racional  utilizado  para  generar  la  mutante  fue  el  adecuado,

afectando solo la flexibilidad local del sitio activo, permitiendo de esta manera modificar

la tendencia de los valores de Kin de la enzima psicr6fila. por el azticar.
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5.15. Estudio de la dinamica conformacional de la enzima psicr6fila ADP-PFK de

M. bzf7ifo«z.I. mediante simulaciones de dinamica molecular

Hemos  visto  que  la  inserci6n  de  dos  pares  i6nicos  en  la  estructura  de  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4: bzfrzo73z.I. no afecta la estabilidad t5rmica de la estructura y

que estos solo modifican la flexibilidad del sitio activo. Pero nada sabemos sobre los

efectos de estas modificaciones sobre los cambios conformacionales involucrados en el

proceso  de  catalisis.  En  la  enzima term6fila  ADP-GK  de  I.  /z.fo7icr/z.s',  el  mecanismo

cin6tico   ha   sido   establecido   como   secuencial-ordenado,   ingresando   primero   el

complejo   metal-nucle6tido   (ADPMg)   y   posteriormente   el   aziicar   (glucosa).   Un

movimiento de semi-cierre del dominio menor es producido por la uni6n del primer co-

sustrato ADP-Mg.  Un  segundo movimiento,  dependiente  de  la uni6n del  azdcar  (en

este  caso  glucosa),  termina  el  cierre  del  dominio  menor  sobre  el  dominio  mayor,

permitiendo que la catalisis ocurra.  Si bien este cambio conformacional de apertura y

cierre es aceptado para las enzimas de esta familia de enzimas, nada se sabe en relaci6n

a  la  dininica  de  este  cambio  conformacional.  En  esta  secci6n,   el  objetivo  fue

comparar,     mediante     simulaciones     de     dinamica     molecular,     1os      cambios

conformacionales  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4  b#r/o72z.z.  y  la  enzima

mes6fila ADP-PFK de A4: 77cczrzpcz/"c7z.s.  Como segundo objetivo se quiso evaluar si los

2 pares i6nicos introducidos en la estructura de la enzima psicr6fila,  eran capaces de

modificar  la  dinamica  de  esta  enzima.  Esto  para  comprobar  s`i  la  variaci6n  de  los

valores de Kin producidos por la rigidizaci6n del sitio activo, tenian relaci6n con una

modificaci6n en el tipo de cambio conformacional.
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Como punto de partida para el estudio de la dinamica de la enzima psicr6fila ADP-PFK

de  A4:   a"r/o#z.z.  y  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4   mczrzpcz/z/c7z.s,   se  realizaron

simulaciones de dininica molecular clasicas. Las dinamicas fueron realizadas durante

60 ns para cada rna de las enzimas. Los an51isis que se presentan solo consideran 50 ns,

pues se removieron 10 ns correspondientes al tiempo de equilibrado del sistema. Durante

el  tiempo  de  simulaci6n  la  enzima  psicr6fila  mostr6  un  cambio  conformacional  de

apertura y cierre de ambos  dominios tipo  "a;~eczffez.77g",  movimiento  que se  caracteriz6

por realizarse siempre sobre un mismo eje, variando solo el 5ngulo entre los dominios.

Por el contrario, durante el tiempo de simulaci6n la enzima mes6fila mostr6 un cambio

conformacional de apertura y cierre de ambos dominios tipo  "twz.5'f ", movimiento que se

caracteriz6 por no encontrarse centrado en el eje central. Estas diferencias en la forma en

que la  enzima psicr6fila y mes6fila realizan sus  cambios  conformacionales,  nunca ha

sido  descrito  para  este  tipo  de  enzimas.  Al  analizar  la  simulaci6n  de  la  mutante

cuadruple   de   la   enzima   psicr6fila   ADP-PFK   de   M   bzfr/o73z.z.,   pudimos   constatar

visualmente que la inserci6n de los dos pares i6nicos cambi6 drasticamente la dinamica

conformacional de la enzima psicr6fila.  La mutante cuadruple de la ADP-PFK de A4:

b#r/o#z.z. present6 un cambio conformacional mixto, tendiendo a parecerse visualmente

mas al presentado por la enzima mes6fila. Mas alla de este analisis visual, es sabido que

los  cambios  conformacionales  de  proteinas  y  enzimas  son  gobemados  por  el  aporte

individual de diversos movimientos. Para evaluar estadisticamente el aporte de cada uno

de estos componentes dinamicos, se realiz6  un analisis de componente principal (PCA,

por  sus  siglas  en  ingles Prz.7€czZ7cz/ Co"poJ2e7zZ 477cr/ysz.s).  Este  analisis  permite  estimar
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estadisticamente el aporte de los principales movimientos que componen las trayectorias

obtenidas durante las simulaciones de din5mica molecular. De esta forma se determin6

el aporte de los componentes mayoritarios para cada rna de las dininicas realizadas. La

Figura 28 da cuenta de los movimientos obtenidos para la enzima psicr6fila, 1a enzima

mes6fila y la mutante cuadruple.
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MbpFK                     MmpFK                  M utMbpFK

Figura 28. Analisis de componentes principales para la enzima psicr6fila ADP-PFK

de  M.   dz/rfo«I.7.  enzima   mes6fila  ADP-PFK  de  M.   rm¢rzz)¢/I/d!.s     y  la  mutante

cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de M. b#rJo#i.z. (A4bpFK). Para cada una

de   las   enzimas   estudiadas   se  muestra  el  aporte  de   los  mayores   10  componentes

principales calculados  (barras azules,  enzima psicr6fila Adz)PFK; barras negras,  enzima

mes6fila A4:mpFK; barras grises, mutante enzima psicr6fila MutA4Z7PFK).
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El  analisis  de  componentes  principales  mostr6  que  el primer y  segundo  componente

principal obtenido de la simulaci6n de dinamica molecular de la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  M  bzfr/o72z.I.  aportan  con  un  59%  y  un  7%  a  la  varianza  total  del  sistema

respectivamente,    correspondiendo    el    primer    componente    principal    al    cambio

conformacional  de  apertura y  cierre tipo  "b7.ec7/fez.#g".  Para la  enzima mes6fila ADP-

PFK de A4: 777czrzpcz/zjc7z.s',  el analisis  de componentes principales mostr6  que el primer y

segundo   componente  principal  obtenido   de   la   simulaci6n  de   dininica  molecular

aportaron   un   48%   y   un   10%   a   la   varianza   total   del   sistema   respectivamente,

correspondiendo el primer componente principal al cambio conformacional de apertura

y cierre tipo  "twz.s'/".   Al realizar el analisis de componentes principales para la mutante

cuadruple de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4 b#7Tfo72z.z. efectivamente los resultados

indican un cambio  en la dinamica de la  enzima mutante  en relaci6n a la  silvestre.  Si

bien,  el  primer  componente  principal  corresponde  a  un  cambio  conformacional  de

aperfura y cierre tipo  "brec7£¢z.7zg",  su aporte a la varianza total del sistema disminuy6

drasticamente,  desde un 59% en la enzima psicr6fila silvestre a un 36°/o en la enzima

psicr6fila mutada. Junto con esto,  el aporte del segundo componente principal, el cual

corresponde  a un  cambio  conformacional  de  apertura  y  cierre  tipo  "twz.s/",  aument6

desde un 7% en la enzima psicr6fila silvestre a un 18°/o en la enzima psicr6fila mutada.

Estos resultados confirman que la inserci6n de los dos pares i6nicos en la estructura de

la enzima psicr6fila, modifica el comportamiento de esta enzima, en este caso variando

su dinamica conformacional.
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6.   DISCUSION

6.1. Actividad redundante glucoquinasa (GK) en el orden A4leffe¢#asorcz.#¢/

En la familia de quinasas de azticares dependientes de ADP existen enzimas especificas

por  fructosa-6-fosfato,   especificas  por  glucosa  y  enzimas  que  presentan  actividad

bifuncional. En este trabajo de tesis hemos podido constatar que las enzimas   anotadas

con actividad PFK del orden A4ezfecz72osczrcz.77c7/es, ademas de poder fosforilar fructosa-6-

fosfato,  tambi5n  son  capaces  de  catalizar  la  fosforilaci6n  glucosa.  Estos  resultados

indican que la bifuncionalidad no es un rasgo exclusivo del orden A4lez¢cz#ococcc7/es', sino

que podria  ser  entendido  como  rna  caracten'stica propia  de  las  quinasas  de  azticares

dependientes de ADP presentes en organismos metanog5nicos, como los presentes en el

orden   A4lezfec772asczrcz.7?c7/es'.   En   arqueas,   en   el   orden   772er7#ococccz/es,   un   orden  no

metanog5nico, ban sido caracterizadas solo quinasas de aziicares dependientes de ADP

especfficas,  ya  sea por fructosa-6-fosfato  (Tuininga  et  al.  1999;  Ronimus  et al.  1999;

Hansen & Sch6nheit 2004; M. a. Currie et al. 2009) o glucosa (Rivas-Pardo et al. 2013;

Kengen et al.  1996; Koga et al. 2000; Labes & Schonheit 2003). Ademas de encontrarse

presentes en el dominio arquea, 1as quinasas de azticares dependientes de ADP, tambi5n

pueden  ser  identificadas  en  bacterias  y  eucariontes.  En  eucariontes  solo  podemos

encontrar glucoquinasas especificas dependientes de ADP (RIchter et al. 2016; Ronimus

& Morgan 2004).  Sin bien en bacterias podemos encontrar los genes codificantes para

este tipo de enzimas (Figura 1), ninguna quinasa de azticar dependiente de ADP de este

dominio ha sido caracterizada a la fecha. Junto con esto, el analisis del arbol filogen5tico

reconstruido  para  la  superfamilia  riboquinasa  (Figura   1),  muestra  que  los  tinicos
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miembros que presentan los genes por separado para quinasas de aziicares dependientes

de ADP con actividad PFK y GK son los organismos de los 6rdenes Z7zer772ococccr/es y

A4%e/cz#ofc77-cz.#cz/es   en   arqueas.   Analisis   estructurales   basados   en   alineamientos   de

secuencias  sobre  la  especificidad  de  sustratos  en  la  familia  de  quinasas  de  azdcares

dependientes de ADP realizados en nuestro grupo de laboratorio, han establecido que la

principal determinante estructural que dicta que una enzima sea especffica o bifuncional

es   la   presencia   de   ciertos   residuos    conservados    (Castro-Fem5ndez   V.,    2015).

Considerando la numeraci6n de la secuencia de la enzima psicr6flla ADP-PFK de A4:

G%rfo#z.z.   estos   motivos   son:   motivo   1:   86G-K-(P/A)-X-(Eta)  90_,   motivo   2:   [79(I/V)_

Q!±±D[8°_(¥/R).I_(F„).E]84    y     motivo     3:     2°5R-F-I-X-X-X(842).     Las     enzimas

bifuncionales con actividad PFK y GK como las presentes en el orden Mef¢cr#ococccr/es

(M.  maripaludisn    y  Methanosarcinales  (M.  burtonti y  M.  evestigatunD  queden  sF5r

reconocidas por la presencia en la secuencia de los residuos E9°, N]8° y R2°5, mientras |as

enzimas especiflcas PFK y GK presentan |os residuos A9°, N]8° y R2°5 y E9°, Hl80 y D205

respectivamente . Estos estudios estructurales y de secuencia corroboran y sustentan los

resultados  experimentales  de  caracterizaci6n cin6tica y  de reconstrucci6n  filogen6tica

realizados   en  este  trabajo  de  tesis,   1os   cuales  muestran  que  solo  los   organismos

metanog6nicos de arquea presentan bifuncionalidad y que la redundancia de la actividad

GK    es    exclusiva    del    orden    Mejfecr#oscz7icz.77cr/es.    Aunque    presentan    actividad

91ucoquinasa, la actividad preferente de la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: Z)#r/o7?z.I. y

de la enzima term6fila ADP-PFK de A4:  ei;es/z.gr7Z#7„  es  la actividad PFK, presentando

valores de Kin para el sustrato fructosa-6-fosfato en el orden LLM. Para el sustrato glucosa
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1os valores de Kin para ambas enzimas se encuentran en el orden mM. Las eficiencias

cataliticas para la actividad PFK son aproximadamente 3.000 y 4.000 veces mayores que

las eficiencias cataliticas obtenidas para la actividad GK en la enzima psicr6fila ADP-

PFK de A4 bafrzo#z.z. y la enzima term6fila ADP-PFK de A4 eveLsfz.grz/#77€ respectivamente

(Tabla 1 y Tabla 2). A pesar de esto, 1os valores de eficiencia catalitica para el proceso

de fosforilaci6n de glucosa a glucosa-6-fosfato de ambas enzimas tendrian significado

fisiol6gico debido a las concentraciones intracelulares de glucosa en estos organismos.

Las  tinicas  dos  quinasas  de  azdcares  dependientes  de  ADP  bifuncionales  descritas

pertenecen  al  orden  A4leffecz72ococccz/elf  y  presentan  valores  de  Kin  para  glucosa  en  el

orden mM,  siendo  40  mM para la enzima mes6flla ADP-PFK/GK de A4  7#czrzpc7/#c7z.I

(Castro-Femindez, 2014) y 1,6 mM para la enzima hiperterm6fila ADP-PFK/GK de A4:

/.cz7z#crs'c7zz.z. (Sakuraba, 2002).

6.2. Especificidad por nucle6tidos, metales y azticares

Independiente  de  la  actividad  que  .1as  quinasas  de  azdcares  dependientes  de  ADP

presenten  (especifica  PFK,   especifica  GK,  bifuncional  PFK/GK),  para  realizar  el

proceso  de  fosforilaci6n  del  azticar todas utilizan ADP y Mg+2.  Los resultados  sobre

especificidad  de  nucle6tidos  mostraron  que  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:

b"r/o#z.z. solo es capaza de utilizar el nucle6tido ADP, no pudiendo catalizar el proceso

de fosforilaci6n con ningtin otro nucle6tido, ya sean estos mono-, di- o tri-fosforilados

(Figura   10).   Estas   quinasas   generalmente  presentan  alta   especificidad  por  ADP,

reportindose en algunos casos la capacidad de utilizar otros nucle6tidos di-fosforilados
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como  GDP  y  CDP  (Guix6,  2009).  Actualmente,  en nuestro  grupo  de  laboratorio  nos

encontramos estudiando las determinantes estructurales que impiden el uso de ATP a las

quinasas  dependientes  de ADP,  hecho  que no  ha  sido  esclarecido  experimentalmente

hasta el momento. Aunque la identidad de secuencia dentro de la familia riboquinasa es

baja si se comparan hom6logos ADP dependientes y ATP dependientes, el sitio activo

de estas quinasas presentan los mismos motivos conservados para realizar el proceso de

fosforilaci6n  del  azticar  ((D)NXXE  y  GXGD),  presentando  entonces  las  quinasas  de

azticares dependientes de ADP la hipot6tica opci6n de fosforilar ATP. Sin embargo, 1os

estudios   bioinformaticos   preliminares   realizados   en   nuestro   laboratorio   utilizando

modelos por homologfa de estas enzimas en presencia de ATP, indicaron que debido a

su  grupo  fosforilo  extra,  esta  mol6cula  queda  desacomodada  en  el  sitio  activo,  no

orientando de forma adecuada el grupo fosforilo a la base catalitica, imposibilitando asi

la ruptura del enlace fosfodi6ster.

En cuanto  a la utilizaci6n de metales,  1as  quinasas  de aziicares  dependientes  de ADP

muestran  la  capacidad  de  usaf  distintos  cationes  divalentes  con  rna  alta  eficiencia

(Figura  10). Esto puede ser entendido desde un punto de vista geom6trico.  Co+2, Ni+2,

Mn+2 y Zn+2 como  el Mg+2,  presentan un ninero  de  coordinaci6n  6  y  se  encuentran

unidos  a  6  mol5culas  de  agua  ore(H20)6+2,  Me  =  Co+2,  Ni+2,  Mn+2,  Zn+2)  con  una

geometrl'a octa6drica (Oh), mientras que solo Ca+2 presenta un ntimero de coordinaci6n 8

y una geometria cuadrado antiprisma (D4d). Las distancias de enlace entre los metales y

el atomo de oxigeno de la mol6cula de agua son: 2,08 A Co-O, 2,05 A Ni-O, 2,20 A Mn-

0, 2,10 A Mg-O, 2,46 A Ca-O y 2,08 A Zn-O (Persson 2010). Similares propiedades de
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distancia  de  enlaces presentarian los  metales  en el  complejo Me-ADP,  en donde  dos

mol5culas  de  agua  del  complejo  metal-agua  ®osici6n  ecuatorial),  son  liberadas  para

estas  posiciones  ser  ocupadas  por los  atomos  de  oxigeno presentes  en  el nucle6tido,

manteniendo   la   misma   geometria.   El   sustrato   real   de   las   quinasas   de   azdcares

dependientes  de  ADP  es  el  complejo  metal-nucle6tido,  por  lo  que  un  cambio  de

geometria  podr'a  afectar  la  catalisis.  Es  el  caso  del  complejo  Ca-ADP,  el  cual  no

presenta una geometria octa5drica y adem5s presenta la mayor distancia de enlace, 1o

cual repercutiria en el porcentaje de actividad mostrado por la enzima psicr6fila ADP-

PFK de A4 a"r/o72z.z.. En el caso de del complejo Zn-ADP, el cual no present6 actividad

detectable en el ensayo enzimatico, 1a raz6n podria estar dada por la baja solubilidad de

este complejo. Co+2, Ni+2 y Mn+2 presentaron los mayores porcentajes de actividad. Esto

se explican'a en raz6n que las distancias de enlace del complejo y la geometn'a de 5stos

sen'an las mismas, pudiendo la enzima acomodar estos complejos metal-nucle6tido. Si se

analizan los radios i6nicos de los metales ensayados, Ca+2 presenta el mayor radio i6nico

(1,12A) en comparaci6n con el presentado por Mg+2 .(0,76 A). Esto afectaria la densidad

de  carga  del metal,  pudi6ndose    afectar la  formaci6n  del  complejo  metal-nucle6tido.

Co+2,  Ni+2  y Mn+2 presentan radios  i6nicos  similares  a  los  que presenta Mg+2,  siendo

Co+2 el mas similar (0,74 A), seguido por Ni+2 (0.72 A) y Mn+2 (0,86 A) (Persson 2010).

Estos  analisis  concuerdan  con  los  resultados  experimentales  obtenidos  en  esta  tesis,

donde sin considerar la actividad lograda con Mg+2, 1as mayores actividades registradas

fueron  en  forma  decreciente  Co+2,  Ni+2  y  Mn+2.  La  utilizaci6n  de  otros  metales,

adicionales al metal ocupado tradicionalmente por la enzima es una caracten'stica cormin
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en enzimas de arqueas  (Keppetipola & Shuman 2005; Ownby et al. 2005; Morales et al.

2011).   Algunas   de   estas   enzimas   incluso   presentan  mayores   actividades   que   las

obtenidas con el metal can6nico Ov4ura et al. 2003; Morales et al. 2011). Este fue el caso

de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  b"7./o72z.z..  Al  realizar  los  ensayos  a  25°C,  1a

enzima psicr6fila mostr6  preferencia por la utilizaci6n  de  Mg+2,  pero  al  disminuir la

temperatura del ensayo la enzima mostr6 preferencia por la utilizaci6n de Co+2.Como se

dijo en la secci6n resultados, el que enzimas actuales puedan utilizar una gran diversidad

de metales, como cofactores de las reacciones que catalizan ®rincipalmente metales de

transici6n),  es  rna  caracteristica  que  ha  sido  atribuida  a  un  rasgo  ancestral  de  las

primeras   transferasas,   1as   cuales   en   la   tierra   primordial,   contaban   con   mayores

concentraciones de metales de transici6n (Waldron et al. 2009). Esta promiscuidad por

el  uso  de  distintos  cofactores  metalicos  tambi6n  ha  sido  reportada  para  el  uso  de

distintos  azdcares  como  sustratos,  siendo  estos  azticares  distintos  al  sustrato  natural.

Ejemplo  de  esto  es  la glucosa  deshidrogenasa presente  en  las  arqueas  77zer77zop/c7s"cz

acidophilum`(Smith ct al. 1989), Thermoproteus tenax (S±dyers ct all. 1997) y Halof erax

772ec7z.Zerrcz#ez.  (Bonete  et  al.   1996),  1as  cuales  son  capaces  de  oxidar  otros  azticares

ademas de su sustrato natural glucosa. La promiscuidad en enzimas ha sido establecida

como una fuente de nuevas actividades, siendo una caracteristica relacionada a estadios

tempranos  de  evoluci6n  (O'Brien  &  Herschlag  1999;  Khersonsky  &  Tawfik  2010).

Actualmente, existe controversia  si la promiscuidad es efectivamente rna caracten'stica

propia de enzimas de rutas metab61icas primitivas o como ha sido planteado por algunos

autores, rna adaptaci6n a ambientes extremos (Lamble et al.  2003; Martinez-Nthez &
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P6rez-Rueda 2016). Generalmente las enzimas provenientes de organismos extrem6filos

han    sido    caracterizadas    como    enzimas   promiscuas    en   donde    las    condiciones

fisicoquinicas   extremas   del  nicho   ecol6gico   estarfan   influenciando   la  trayectoria

evolutiva de estas enzimas. En este sentido, 1a enzima i4DP-PfK c7e ul4: bz/rfo7?z.I. presenta

caracteristicas promiscuas al mostrar rna amplia utilizaci6n de sustratos azhcares a 25°C

(Figura  12).  Si bien,  a  10°C la enzima es capaz de fosforilar solo fructosa-6-fosfato y

91ucosa,    con un  aumento  en  la  temperatura  del  ensayo,  esta  enzima presente  en un

organismo    psicr6filo    muestra    la    capacidad    de    fosforilar    diferentes    azticares,

caracteristica no presente en la enzima mes6fila ADP-PFK de A4  7#czrzz7cz/»c7z.s' (Castro-

Femandez  et  al.  2014).  Esta  promiscuidad  por  la  utilizaci6n  de  diferentes  sustratos

dependiente  de  un  aumento  de  la  temperatura,  tambi6n  ha  sido  vista  en  la  enzima

psicr6fila a-amilasa de Pse#c7ocz//ero#9o7zczs fecz/ap/cr72frzz.s (D'amico,  2006).  Esta  enzima

utiliza  como  sustrato  natural  el  polisacarido  almid6n,  y  promueve  su  degradaci6n

mediante  la  hidrolisis   de  los   enlaces  Ci   (1,4)  presentes   en  fracciones   de  amilosa,

amilopectina  y   dextrina   que   componen   el  almid6n.   Estudios   realizados   sobre   la

capacidad de esta enzima de usar otros polisacaridos  con menor y mayor tamafio y la

comparaci6n  de  este  uso  con  el  de  su  homologo  mes6filo  (la  enzima  a-amilasa  de

cerdo), mostraron que la enzima psicr6fila presenta mayores actividades de degradaci6n

de almid6n a bajas temperaturas y que un aumento de 6sta promueve la utilizaci6n de

sustratos  de mayor tamafio  (D'Amico  et al.  2002;  Siddiqui & Cavicchioli 2006).  Esta

promiscuidad  por  sustrato  fue  atribuida  a  la  mayor  flexibilidad  del  sito  activo  de  la
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enzima  psicr6fila,  propiedad  que  le  permite  acomodar  de  mejor  forma  sustratos  de

mayor tamafio (Feller 2010).

6.3.  Variaci6n diferencial  de los parametros cin6ticos con la temDeratura

La variaci6n que presenten los parinetros cin6ticos de rna enzima con la temperatura

dependera  del  grado  de  flexibilidad  estructural  que  presente  la  enzima  en  estudio

(Siddiqui  &  Cavicchioli  2006).  Es  generalmente  aceptado  que  la  velocidad  de  una

reacci6n aumentafa exponencialmente con un aumento en la temperatura. En el caso de ~

rna reacci6n catalizada por una enzima, la frca, deberia aumentar exponencialmente con

la  temperatura.  Existen  algunas  enzimas  en  que  el  aumento  de  la  frca,  no  sigue  un

comportamiento exponencial sino mas bien lineal con el aumento de la temperatura. Es

el    caso    por    ejemplo    de    la    enzima    tem6fila    3-fosfoglicerato    quinasa    de

27}er773ocz77czerohacfer,  de  la  hiperterm6fila  P-glucosidasa  de  P)/rococc#5' /»rz.asz4s  y  la

hiperterm6fila   enolasa   de   Z7}er777ozogr  777c7rz'fz.772cz.   No   obstante,   la   gran  mayon'a   de

enzimas caracterizadas a la fecha, si presentan un aumento exponencial de su frcaf. Este

es   por   ejemplo   el   caso   de   enzimas   como   la   glucoquinasa   y   glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa    de    Zj;fflo777o77czs    777obz./is',    la    lactato    deshidrogenasa    de    Bc7cz.//#s

777egrzze7~z.as, 1a gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de Zlfee7„ozogr "czrz'Zz.777cz (Wrba et

al.   1990)  y  la  gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa  de  una  arqueobacteria  (AN1)

perteneciente al orden 77zer#zococccz/es (Hudson et al.  1993) por nombrar algunas. Este

es tambi6n el caso tanto para la enzima psicr6flla ADP-PFK de A4: bz/7~jo7?z.I., 1a mes6fila

ADP-PFK de A4:  777czrzz}cz/afc7z.s y  de  la  enzima hiperterm6fila ADP-PFK de  I.  /z./orc7/z.s,
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caracterizadas  en  este  trabajo.  En  relaci6n  a  la  variaci6n  del  valor  de  Kin  con  la

temperatura, en la gran mayon'a de las enzimas term6filas y mes6filas caracterizadas a la

fecha, se ha visto que la constante Kin aumentan con la temperatura y que este aumento

presenta un comportamiento exponencial, aunque este comportamiento no siempre sigue

los mismos patrones. Un ejemplo de esto es la enzima term6fila 3-fosfoglicerato quinasa

de  Zfeer779ocz#czerobczcjer sp.  Rt8.G4,  1a cual presenta su maximo  de actividad alrededor

de los 70°C (Thomas & Scopes  1998). Al evaluar en esta enzima la variaci6n de la Kin

con   la   temperatura   entre   40°C   y   65°C,   6sta  no   presenta   mayores   alteraciones,

manteni5ndose  los valores  pfacticamente  constante.    Pero  al  sondear la variaci6n por

sobre la temperatura de actividad maxima, 1a variaci6n de la Kin se toma exponencial

(Thomas & Scopes 1998). El mismo patron de variaci6n fue visto en la enzima mes6fila

3-fos.foglicerato  quinasa  de  Zy772o77€o77czs 77€obz./I.s.  Esta  enzima presenta  su  maximo  de

actividad  alrededor  de  los  60°C.  La  variaci6n  de  su  Kin  es  practicamente  minima,

manteni6ndose constante el valor hasta esta temperatura. A partir de esta temperatura la

variaci6n se toma exponencial con la temperatura (Thomas & Scopes 1998). Otro patr6n

de variaci6n es encontrar un decaimiento exponencial en los valores de Kin al aumentar

la  temperatura.   La  enzima  mes6fila  quitibiasa  de     Serrcz/z.c7  77€crrcescer7s'  cataliza  la

hidr61isis  quitobiosa,  un  disacarido  de  la  N-acetilglucosamina  (Lonhienne,  2001).  Al

realizar curvas de saturaci6n a diferentes temperaturas se pudo observar una disminuci6n

exponencial  en  los  valores  de  Kin  de  esta  enzima  para  quitobiosa.  Este  hecho  fue

atribuido  a  una  mayor  cantidad  de  interacciones  hidrofobicas  de  la  enzima  con  el

sustrato en el sitio activo,  1as que se ven favorecidas por un aumento de temperatura.
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Aquf,  el  aumento  de  temperatura  estabilizan'a  las  interacciones  hidrofobicas  entre  el

sustrato y los residuos involucrados en la uni6n de 6ste (Lonhienne et al. 2001).  Por otro

lado,  la enzima quitibiasa psicr6fila muestra un aumento  de sus valores de Kin con la

temperatura.  Esto  se  explica  en  raz6n  de  que  en  su  sitio  activo,  a  diferencia  de  su

homologo mes6filo, esta enzima psicr6fila reemplaz6 algunas interacciones hidrofobicas

claves para la uni6n  del  sustrato por interacciones  i6nicas.  En  este caso,  este tipo  de

interacciones  se  ven  favorecidas  con  una  disminuci6n  de  la  temperatura,  lo  que  le

permitin'a a esta enzima psicr6fila presentar menores valores de Kin a bajas temperaturas,

catalizando asi de mejor forma la hidr6lisis del polisacarido a estas temperaturas. En las

enzimas   caracterizadas   en   este   trabajo,   1os   valores   de   Kin   en   los   tres   modelos

enzimaticos   utilizados   variaron   diferencialmente   con   la   temperatura.   La   enzima

hiperterm6fila de I. /z.fo7icz/z.s present6 un decaimiento exponencial de sus valores de Kin,

1a  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4  J77czrzpcz/#c7z.s  no  present6  variaci6n  y  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4: b#r/o77z.I. present6 un aumento exponencial de sus valores de

Kin.  La  variaci6n  de  la  Kin  de  la  enzima  hiperterm6fila  ADP-GK  de  I.  /z.Zo7i¢/z.s    se

justifican'a por ser la enzima en estudio con una menor cantidad de residuos hidrofobicos

en su sitio activo expuestos al solvente, lo que le permitiria poder contar con un mayor

ndmero de residuos hidrofobicos para interaccionar con el sustrato, interacciones que se

verian favorecidas con el aumento de temperatura (Lonhieme, 2001). Adicionalmente,

un  aumento  de  la  temperatura  de  reacci6n  podria  estar  aumentando  la  flexibilidad

estructural de la enzima, optimizando quizas de esta forma rna configuraci6n de uni6n

del sustrato, pemitiendo esto una disminuci6n de los valores de Kin. La variaci6n casi
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nula  de  los  valores  de  Kin  determinados  para  la  enzima  mes6fila  ADP-PFK  de  A4:

77?czrzz7cz/z/c7z.s, podn'a estar indicando que en el intervalo de temperaturas ensayados (10°C

-  40°C),  la  estructura  del  sitio  activo  no  estaria presentando  mayores  modificaciones

para la union de sustrato. Sin embargo, podria existir la posibilidad de que al igual que

en  la  enzima  mes6fila  3-fosfoglicerato  quinasa  de  Zy77€o772o72czs  777obz./z.s  y  la  enzima

term6fila   3-fosfoglicerato   quinasa   de   773erfflocz7?crerobcrc/er  sp.   Rt8.G4,   la   enzima

mes6fila ADP-PFK de A4: 777cw'zZ7cz/zfc7z.s presente un aumento exponencial de sus valores

de  Kin  a  temperaturas  cercanas  o  sobre  la  temperatura  a  la  que  alcanza  su  maxima

actividad  (60°C).  El  aumento  exponencial  de  los  valores  de Kin  determinados  para la

enzima psicr6fila ADP-PFK de A4  bGfr/o72z.z. (Figura 7, Figura 8), podr'a ser explicado

en  primera  instancia  por  presentar  una  menor  cantidad  de  residuos  hidrofobicos

disponibles  en el sitio  activo   interaccionando  con el sustrato  (Lonhienne  et al.  2001).

Esta  menor  disponibilidad   de   residuos   hidrofobicos   se  basa   en   que   las   enzimas

psicr6filas  provenientes  de  arqueas,  evolucionaron  hacia  estructuras  mas  flexibles,

principalmente  disminuyendo  los  residuos  cargados  presentes  en  superficie  y  en  sus

centro  hidrofobico  (Arg,  Lys,  Glu),  asf  como  tambi6n  aumentando  la  exposici6n  de

residuos hidrofobicos del sitio activo al solvente (Saunders et al. 2003). La disminuci6n

de residuos de arginina conlleva rna disminuci6n en la cantidad de interacciones tipo

puentes de hidr6geno que pueden ser formados con el solvente, contribuyendo esto a la

flexibilizaci6n estructural. Varios estudios ham mostrado que para compensar la p6rdida

de cargas en superficie y evitar fen6menos de agregaci6n debidos a la alta viscosidad del

medio intracelular a bajas temperaturas, 1as enzimas de arqueas psicr6filas reemplazaron
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estos  aminoacidos  cargados  por  una  mayor  proporci6n  de  aminoacidos  polares  no

cargados como Gln y Thr (Saunders et al. 2003). La disminuci6n de residuos cargados

conlleva rna disminuci6n en los pares i6nicos estabilizantes, favoreciendo tambi6n esto

rna mayor flexibilidad  estructural.  Adicionalmente,  1as  enzimas  psicr6filas  de  arquea

muestran una mayor exposici6n al solvente de los centros hidrofobicos de sus enzimas.

Estas   modificaciones   estructurales   ban   sido   indicadas   como   fundamentales   para

disminuir la energia de activaci6n del estado de transici6n enzima-sustrato en este tipo

de enzimas y   por ende,  son relacionadas al aumento de la eficiencia catalitica a bajas

temperaturas   de   estas   enzimas.   Si   bien   se   han   reportado   otras   modificaciones

estructurales  para enzimas psicr6filas de bacterias y organismos eucariontes, no existen

los  suficientes  estudios para  asociar  estas  modificaciones  a  las  enzimas psicr6filas  de

arqueas. Un ejemplo de esto es que el mecanismo cin6tico adaptativo general planteado

para  enzimas  psicr6filas  es  la  optimizaci6n de  sus  facaf  en  desmedro  de  su Kin  (Feller

2010).  Si  bien  esto  es  ampliamente  aceptado,  la  gran  mayon'a  de  los  estudios  que

permiten  establecer  esto,  nan  sido  realizados  en  enzimas  psicr6filas  provenientes  de

bacterias, no pudiendo de esta forma generalizar este mecanismo adaptativo a enzimas

psicr6filas   de   arqueas.   En   segunda   instancia,   1os   experimentos   de   intercambio

hidr6geno-deuterio realizados  en este trabajo de tesis,  mostraron que los p6ptidos  que

flanquean a los motivos conservados encargados de la uni6n del complejo ADP-Mg, los

p6ptidos  .18, 20 y 22, presentan un mayor grado de flexibilidad en la enzima psicr6fila

que en la enzima mes6fila. La mayor movilidad de estos p5ptidos estan'a condicionando

la estabilidad del complejo  enzima-sustrato  con un aumento  en la temperatura.  Es un

132



hecho establecido en la literatura que las enzimas psicr6filas generalmente presentan rna

mayor  movilidad  de   componentes   del   sitio   activo.   La   enzima  psicr6fila   alcohol

deshidrogenasa de A4lorc}xe//cz sp.TAE123, al igual que la enzima psicr6fila caracterizada

en este trabajo de tesis, presenta un mayor grado de flexibilidad global que su hom61ogo

termoestable.   Sin   embargo   esto   responde   a     un   fen6meno   de   flexibilidad  local,

puntualmente  una  mayor  movilidad  de  segmentos  asociados  al  sitio  activo,  1os  que

permiten paliar la falta de energia cin5tica a bajas temperaturas, uniendo al sustrato sin

necesidad de realizar grandes  cambios  conformacionales  dependientes  de temperatura

(Liang  et  al.  2004).  Para  la  enzima  psicr6fila  3-Isopropilmalato  deshidrogenasa,  1os

estudios  de  intercambio  hidr6geno-deuterio  tambi6n  apuntan  hacia  que  rna  mayor

flexibilidad del sitio  activo  seria la caracten'stica responsable de rna mayor eficiencia

catalitica a bajas temperaturas en esta enzima (Svingor et al. 2001).

6.4. RI=idizaci6n sitio activo y cambios en la dinfmica conformacional

E1 .analisis de las secuenc.ias aminoacidicas utilizadas para la reconstrucci6n filogen5tica

mostr6 que los motivos encargados de unir el complejo metal-nucle6tido ((D)NXXE), el

azticar QIXNXD) y  el motivo  catalitico  (GXGD)  son conservados  en arqueas y  solo

presenta   algunas   modificaciones   en   las   enzimas   ADP-GK   de   eucariontes.   La

reconstrucci6n  del  tiltimo   ancestro   en  condn   entre   el   orden  A4effec77zoscz7icz.#cz/es  y

A4leffecz#ococccz/es y el analisis de los demas ancestros utilizados en este trabajo de tesis

indic6  que  estos  motivos  se  encuentran    conservados  a  lo  largo  de  toda  la  historia

evolutiva  de  la  familia.  Su  conservaci6n  en  las  enzimas  actuales  y  en  los  ancestros
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relacionados    de   6rdenes    con   caracteristicas   term6filas,   mes6filas   y   psicr6filas

(Thermococcales, Methanococcales y  Methanosarcinales` indica qua La a;dxpfyac;Lbn de

estas enzimas a nichos ecol6gicos con diferentes temperaturas no involucra directamente

modificaciones de los motivos. Al realizar el alineamiento de la enzima psicr6fila ADP-

PFK  de  A4:  Z7z/r/o#z.z.,  la  enzima  mes6fila ADP-PFK  de  A4  77cczrzpc7/z/c7z.sr y  los  ancestros

indicados en la Figura 21, se pudo establecer la presencia de dos pares i6nicos altamente

conservados en el orden mes6filo  (A4ezfeczJ7ococccz/es') y temi6filo (71feer772ococccz/es), 1os

que   no   se   encontraron   presentes   en   el   orden   „ezfecz7?osczrcz.z.72cz/es.   Si   bien   estas

interacciones i6nicas no se encuentran presentes en el sitio activo de la enzima ®rimera

capa de coordinaci6n),  existen reportes  que   puntualizan  el  efecto  cin6tico-estructural

que tienen modificaciones estructurales presentes en una segunda esfera de coordinaci6n

(Andreini  et  al.  2009;  Shook  &  Borovik  2010).  La  introducci6n  de  estos  dos  pares

i6nicos  en  la  estructura  de  la  enzima psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  bz/r/o#z.z.  (A336K  y.

S339D) no vari6 1a estabilidad t6mica global de la enzima mutante, pero si rigidiz6 el

sitio  activo,  disminuyendo  la  flexibilidad  de  6ste.  Los  experimentos  de  intercambio

hidr6geno-deuterio  realizados con la enzima psicr6fila mutante mostraron que los pares

i6nicos introducidos rigidizaron la estructura del sitio activo,  disminuyendo la tasa de

intercambio  de los p5ptidos  que  flaqueaban el motivo  conservado  (D)NXXE.  Si bien

esta rigidizaci6n estructural no logr6 invertir completamente las tasas de intercambio de

estos  p5ptidos  en  la  enzima psicr6fila mutante,  desde  lo  observado  para  los  mismos

p6ptidos  en  la  enzima psicr6fila  silvestre  ADP-PFK  de  A4:  b#rzo7zz.z.  a  lo  determinado

para  la  enzima mes6fila ADP-PFK  de A4:  7"czrzz7cz/#c7z.s,  la  disminuci6n  en  flexibilidad
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tuvo un efecto directo en la variaci6n de los valores de Kin en la enzima mutante. Los

valores de Kin tendieron a aumentar en todas las temperaturas evaluadas, mostrando rna

tendencia intermedia entre la enzima psicr6fila silvestre ADP-PFK de A4  Z}#7./o7€z.z. y la

enzima   mes6fila   ADP-PFK   de   A4   REczrzz7cz/z/c7z.s.   Por   lo   tanto,   1os   pares   i6nicos

introducidos  en  la  estructura de  la  enzima psicr6fila,  solo  tuvieron un impacto  local,

variando la flexibilidad del sitio activo e indicando que las determinantes estructurales

que modularian la adaptaci6n termal de las enzimas presentes en la familia de quinasas

de azucares dependientes de ADP se encontrarian en la segunda esfera de coordinaci6n

de estas enzimas y no tendria relaci6n con cambio de residuos en la primera esfera de`

coordinaci6n (sitio activo). Estas tipo de modificaciones estructurales, ademas de poder

afectar los parinetros cin6ticos, ban sido descritos afectar la dinamica conformacional

de algunas enzimas (Liu et al. 2016). Las simulaciones de dininica molecularjunto con

los  analisis  de  componentes  principales,  indicaron  que  la  introducci6n  de  los  pares

i6nicos (A336K y S339D), revirtieron los cambios conformacionales involucrados en el

proceso de catalisis. En las enzimas de la familia de quinasas de azucares dependientes

de  ADP,  ha  sido  establecido  que  un  cambio  conformacional  de  apertura  y  cierre  es

inducido sobre la uni6n de ligandos, y que este cambio conformacional seria necesario

para que el proceso de catalisis pueda ocurrir (Ito et al. 2003; M. A. Currie et al. 2009;

Rivas-Pardo  et  al.  2013).  Estas  aproximaciones  experimentales  estructurales  dieron

cuenta  del  fen6meno  de  apertura y  cierre  pero  de  manera  estatica,  no  abordando  la

dinamica   del   proceso.   Estudios   de   intercambio   hidr6geno-deuterio   acoplados   a

resonancia magn6tica nuclear realizados en un hom61ogo estructural de la superfamilia
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riboquinasa,  la  adenosina quinasa  abordaron la  dininica del proceso  e indicaron que

estos   movimientos   son   dependientes   de   la   temperatura   (Wolf-Watz   et   al.   2004;

Krishnamurthy et al.  2009). Aun esto,  ninguna publicaci6n ha hecho  referencia ni ha

puntualizado si enzimas de rna misma familia, pero adaptadas a nichos de con diferentes

temperaturas, presentaran los mismos tipos   de movimientos conformacionales. En este

trabajo  de  tesis  se  estableci6  que  el  movimiento  principal  encontrado  en  la  enzima

psicr6fila ADP-PFK de A4:  a"r/o7zz.I. fue un cambio conformacional de apertura y cierre

tipo  "breczzfez.72g".  Al introducir los pares  i6nicos,  este movimiento vario  a un cambio

conformacional de  apertura y  cierre tipo  "twz.s/",  mismo movimiento  que presento  la

enzima mes6fila  ADP-PFK  de  A4:  77zczrzpcz/z/c7z.s'.  En  el  futuro,  se  espera poder  ampliar

este estudio utilizando otros modelos enzimaticos, para establecer si el movimiento tipo

"breczzfez.7Gg"   es   caracten'stico   de   las   enzimas   psicr6filas   de   esta   familia   o   una

caracten'stica de las enzimas presentes en el orden A4lez¢cz#oscz7icz.7?cr/es', y tambi6n poder

establecer   otras   determinantes   estructurales   claves   en   la   adaptaci6n   estructural   a

diferentes temperaturas.
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7.   CONCLUSI0NES

o     La bifuncionalidad en la familia de quinasas de azdeares dependientes de ADP es

una   propiedad   solo   encontrada   en   los   6rdenes   de   arqueas   metanog6nicos

(A4le/¢c77zococcc7/es y A4lezfecz77osc77icz.77cz/es), 1as que aunque presentan actividad PFK y

GK,  presentan  una  actividad  preferente  PFK.  La  bifuncionalidad  se  encuentra

ausente en las quinasas de aziicares dependientes de ADP de los 6rdenes de arqueas

no metanog6nicos (7lfeer7"ococccz/es) y en las enzimas de organismos de bacterias y

eucariontes, las cuales solo presentan enzimas con actividad especifica PFK o GK.

o     Aunque existen diferencias en las actividades enzimaticas a bajas temperaturas entre

la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  M  b#r/o#z.I.  (orden  A4:effecz7€ascrrcz.73cz/es)  y  la

enzima mes6fila ADP-PFK de A4 77?c7rzpcz/z/c7z.s (orden A4lezfec772ococca/es),  la energia

de activaci6n para el proceso de fosforilaci6n de fructosa-6-fosfato (actividad PFK)

es similar para ambas enzimas. La mayor eficiencia para catalizar la fosforilaci6n de

fructosa-6-fosfato  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  g}"7'/o#z.z.  radica  en  la

optimizaci6n de los valores de Kin para este sustrato a estas temperaturas.

o     Los menores valores de Kin determinados para la enzima psicr6fila AI)P-PFK de A4:

b#rfo72z.z.,  ademas de la variaci6n exponencial de este parametro cin5tico  con la un

aumento  de  la  temperatura,  son  debido  a. una  mayor  flexibilidad  local  del  sitio

activo, especfficamente de los segmentos que flanquean el motivo conservados de

uni6n   del   complejo   metal-nucle6tido   ((D)NXXE).   Adicionalmente,   se   pudo

observar que la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4  bzfr/o7zz.z. presenta a lo largo de

toda   su   estructura,   rna   mayor   tasa   de   intercambio   hidr6geno-deuterio   en
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comparaci6n con la enzima mes6fila ADP-PFK de M 772c7rzz7cz/zfc7z.s. Esta dltima solo

presenta un alto grado de intercambio en el extremo C-terminal de la estructura, 1o

cual seria explicado como una compensaci6n entr6pica a la mayor rigidez presente

en las dem5s regiones de la estructura.

o     La  mayor  flexibilidad  del  sitio  activo  de  la  enzima  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:

Z)"r/o7zz.z. seria producto  de  la  ausencia  de  dos  interacciones  i6nicas  en  la  segunda

esfera de coordinaci6n de esta enzima. Estas interacciones se encuentran ausentes en

el riltimo ancestro en comtin del orden A4lez7Zcz77asczrcz.7zc7/es y en el tiltimo ancestro en

comtin entre el orden A4lez¢cz77oscz7icz.72c7/es y el orden A4lezfecz#ococccz/es, por lo que la

flexibilidad del sitio activo sen'a un rasgo conservado a trav5s de la evoluci6n y la

rigidizaci6n del sitio activo rna novedad evolutiva en la enzima mes6fila ADP-PFK

de  A4:  fflczrz27¢/#c7z.s  y  en  las   demas   enzimas  mes6filas  y  tem6filas  del  orden

Methanococcales.

o     La inserci6n de dos pares i6nicos en la enzima psicr6fila ADP-PFK de A4: b#7'/o#z.z.

no  van'a  la  estabilidad  termica  de  esta  enzima  sino  que  afecta  puntualmente  la

flexibilidad del sitio activo. Adicionalmente su inserci6n en la estructura cambia la

dininica  conformacional  de  la  psicr6fila  ADP-PFK  de  A4:  b#r/o7zz.I.,  desde  un

movimiento de apertura y cierre tipo  "breczzfez.7zg" a uno tipo  "twz.s/".
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