
1

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 


INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS 
FACULTAD DE MEDICINA 

,
" 

"REGULACION DE LA ~OS~O~RUCTOCINASA DE 

Deoaryomyces l1ansen¡j" 

T E S S : 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 
LICENCIADO EN INVESTIGACiÓN BIOMÉDICA BÁSICA 
P R E S E N T A 
ANGEL EMMANUEL VILLANUEVA CHIMAL 

DIRECTOR DE TESIS: 
DR. ANTONIO PEÑA DíAZ 

MÉXICO D.F 2009 




 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



;;g·i :· t;·,e,J 
:(~~:'I ~ :i(, i LICENCIATURA EN INVESTIGACiÓN BIOMÉDICA BÁSICA' 
'\' ~ ~_: ", .~~ " ,.. 1/ COORDI NADO!'! 

. ",..... ;-.., . . ..:.."' .' 

..~ . 
. .'"'''' 

.. :"". 

DR . ENRIQUE LUIS GRAUE WIECHERS 

DIRECTOR 

r: ACULTAD DE MEDICINA UN,6,M 

PRESENTE . 


POi este conducto le idor11lamos que ¡él te sis titulada " Regulación de la 
fosfofructocinasa de Debaryomyces hansenii " que ;:rcsenta el aiumno 
ANGEL EMMANUEL VILl.ANUEVA CHIMAL co n I l ( : !l~, ;!'J ele CUt:Ol'~a 

302852512 é:ull1p le los reuuis itos es tablecid os e n e l Plan df"! E stuci :os ele iL1 
l.icPI1C latu ra en Investigación Bior.lédic3 Bá sica Por lo tanto . los su sc ritos 
miembros de l Jurado, otorgarnos nuestro voto aprobatcrI() ¡Jara C;Cle sea 
rlr"ese l1tada e n exa men ora l. 

\ ;-., 
. " .... \'-.:.; ~. - // "',

/ é. i I-V ~ ,,~, :--~"~ :0\~ L 
. / .~ . ' .... nr "S¿,kackr ~_ '-¡:-' ';; C "1;"8;11 ,.,' Cr ,[:",tor'< ~)- (J'~na IJ I<l Z 

J 

,/~,.y'"- '
--..,/ d:- .,~· 

1-· , 
I ,. \~jí{!i.- /; L/ ';' v ' . ~. ~ . :' ... ....... "",' I~/ 1' .....:. _ . ('"J,. . _ _
l.' ".Do. [, ,,1 1del " le lBIlO " I -,-rn;::lIl ~I:::Z .. ,_'U"L,)Dr . JUrll1 Prlb lo raroo V ;:¡zquez 

, i 
. . ~ 

./ ~. 
\/1 
'< _o 

Dr;) (' ;1ar ia Cf'is rina Fern áncJE'z ~:1E:' : i () 



Reconocim ientos 

El pe=« 1", •• jO SI: "",1 ,>.6 "" ~ 1.1>0<010'10 l06-o,"<"'O dd dq>JoUo'''''''o de Gt-tl<t"'" 

Mol""ul .. dcl I""ilulo de Fi,iologi. Celular .• ' jO l. -.oo. dd Dr. Anlom" Pc"l1. Di ... 

P ... l. "",hnción de """ l<lIba", SI: "OOIÓ coo el apoyo «<>nOm"" oomo oyuoJ.nlc <le 

in,~ ... ,¡¡adur S.N.t. ",,,,1 l. 

Al in,"'ulo de In\'<>lip;:!OOc< Il,ométhcas. 1",,,lUto de FilUOlo¡¡i. Cdul.r. f""ullod de 

00;""". y r"".ltoó de Mcd;",.., d< l. UN"'M. 

A C)"'k .. Lim:o, A,,,,,,,,,. "'yal. y R."..,wlo v,n " rnor ~ SIJ .yuoJ. rn 1000. los rrim" .. 

de lo 1"",,,,,,",",,,. 

, 



• 

Agradecimientos 


Al Dr. Antonio Peña Díaz por habenne aceptado como miembro de su laboratorio, 

compartir sus experiencias y conocimiento durante estos años, brindanne su confianza y 

dejanne una marca muy grande en mi fonnación profesional. 

A los miembros del jurado por su revisión crítica y comentarios a esta tesis. 

A todas las personas de quienes he aprendido y cuyas enseñanzas han sido muy útiles hasta 

hoy en día. 

Al Dr. Roberto Coria por pennitinne hacer los expelimentos de biología molecular en su 

laboratorio y enseñanne que las levaduras son lo máximo. 

A los doctores Alicia González y Gabriel del Río por su generosidad al facilitanne 

materiales y reactivos. 

Al Dr. Juan Pablo Pardo por su ayuda en la realización de este trabajo. 

A mis padres Martha Chimal y Miguel Villanueva por danne la vida, educanne, 

consentinne, cuidanne, apoyarme, tolerarme, quererme y estar siempre en todo momento 

para mí. 

A mi familia: mi abuelita Herlinda, mi hermana Tatiana, mis primos Job, Eluzaid, Sharon, 

Diana y Cinthia, mis tías y tíos Herlinda, Cristina, Josué, RoCÍo y Tirso por su apoyo, 

cariño y atenciones que me han brindado durante todo este tiempo. 

A Andrea por su paciencia, estar siempre a mi lado, compartir grandes momentos y 

brindarme su cariño. 

A la familia Esquive! Chávez: Alfredo, Clara y Alfredo Jr. por todas las atenciones, ayuda y 

apoyo que me han brindado. 

Al 306-ote: Norma, Martha, Daniela, Christian, Carlos y René por su amistad, la alegría de 

trabajar juntos en el laboratorio, su confianza, crítica, enseñanzas y ayuda. 

3 



• 

A Paco por su amistad e iniciarme en la vida como Biomédico. 

Al 302-ote: Laurita, Miriam, Nancy, Edith, Luis, Eunice y Maricela por su amistad, ayuda, 

generosidad, enseñanzas, bromas, discusiones, comidas, invitaciones y fiestas. 

A la unidad de Biología Molecular del IFC: Laura, Lupita y Mine por su amistad. 

A Ruth, Chayo, Gaby, Cristhian, Poncho, Ana, Peter, José fer, Armando, Julio, Diego y el 


Wiffy, por su gran y valiosa amistad que hasta el momento ha perdurado. 


A Jonatan por ser mi competencia, primo, compañero y gran amigo. 


A mis compañeros y amigos de la licenciatura : Layla, Raúl, Paulette, Aurora, NataJia y 


Brenda por Jos buenos y malos momentos de la licenciatura. 


A mi alma mater la Universidad Nacional Autónoma de México. 


4 




Dedico este trabajo con mucho cariño para: 


Martha Chimal 


Miguel Angel Villanueva 


Herlinda Sánchez 


Tatiana Villanueva 


Andrea Esquivel 


5 




Índice 


Abreviaturas ......................................................................................... 8 


Resumen .............................................................................................. 9 


Introducción .......................................................................................... 10 


Enzimas.......................................................................... . ............ 12 


Termodinámica ............................................................................. 13 


Las leyes de la termodinámica ........................................................... 14 


Los seres vivos y la termodinámica ..................................................... 14 


La termodinámica en el metabolismo.................................................. 15 


Glucólisis ..................................................................................... 16 


Control glucolítico ......................................................................... 17 


Fosfofructocinasa........................................................................... 18 


Debaryonlyces Itansenii ................................................................. ... 20 


Justificación ..........................................................................................23 


Objetivos ................................................................. . ............................24 


Objetivo GeneraL .......................................................................... 24 


Objetivos Particulares ............. . ....................................................... 24 


Metodología .......................................................................................... 25 


Cepas, medios y condiciones de cultivo ................................................ 25 


Actividades enzimáticas .................................................................. 25 


Ajuste de curvas ............................................................................ 27 

6 




1 
Análisis in silico ............................................................................. 27 


Amplificación de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii... ..... 27 


Northern Blot. .............................................................................. 28 


Res u Itados .................... , ....................................................................... 30 


Genes y subunidades de la fosfofructocinasa de D. hansenii...................... 30 


Actividades enzimáticas .................................................................. 31 


Amplificación de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii........ 44 


Expresión de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii............ .44 


Alineamiento múltiple T -Coffee ......................................................... 46 


Discusión ..............................................................................................50 


Concl usiones ...................................... . ...................................................53 


Pers pectivas .......................................................... , ............................... 54 


Bi b I iografía ......................... '" ................................ '" ............................55 


7 



Abreviaturas 

ADN ............................. Ácido desoxinibonuc\eico 


ADr ...... ... ... . ............. ... Adenosin 5'-difosfato 


ALD ............................. Alcohol deshidrogenasa 


AMP ............... ..... ......... Adenosin 5' -tri fosfato 


ARN .................. .... ....... Ácido ribonuc\eico 


ATP ............................... Adenosin 5' -tri fosfato 


CTP .............................. Citosin 5' -trifosfato 


GDH ... ................ ..... ..... Glicerofosfato deshidrogenasa 


ITP ............................... lnosina 5'-trifosfato 


KDa .............................. Kilodaltones 


Kpb .............................. Kilo pares de bases 


NAD+/ NADH ...................... Nicotinamida adenín dinuc\eótido fosfato y su forma reducida 


Mb ............................... Mega pares de bases 


PCR .............................. Reacción de la cadena de la polimerasa
; 

PFK/PFKs . . . ... .. .......... .. .. Fosfofructocinasa(s) 


PFK 1 ................. ....... .... Gen de la subunidad alfa de la PFK 


PFK2 . . ... . . .... . . . ... . .......... Gen de la subunidad beta de la PFK 


Pi .................................. Fosfato inorgánico 


TIM ....... .. ..................... Triosa fosfato isomerasa 


UTP .. . ................... . ....... Uracil 5 ' -trifosfato 

8 




Resumen 


Al comparar la respiración y fermentación de Debaryomyces hansenii con las de 

Saccharomyces cerevisiae, se encontró que el consumo de glucosa, fermentación y 

respiración son menores en D. hansenii. Los ni veles de los intermediarios glucolíticos y 

actividades enzimáticas indican que el paso limitante está dado por la actividad de la 

fosfofiuctocinasa (ATP: D-fructosa-6-fosfato l-fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.11) (Sánchez el 

al., 2006). Esta enzima representa un punto clave en la vía glucolítica y cataliza la 

transferencia irreversible del fosfato terminal del ATP al grupo hidroxilo del carbono I de 

la fructosa-6-fosfato para producir fructosa-l ,6-bisfosfato. 

Su actividad se regula en forma positiva o negativa. Los mecanismos involucrados en esta 

regulación incluyen cambios conformacionales, asociación de subunidades, ionización de 

los residuos de aminoácidos y modificaciones postraduccionales. Estas características 

moleculares, así como la regulación por varios mecanismos y moléculas efectoras, 

dependen del origen de la enzima. 

Se encontraron dos genes en D. hansenii que codifican para la subunidad alfa y beta de la 

PFK. Se observó que ambos genes se expresan en diferentes condiciones experimentales. 

El alineamiento múltiple entre las secuencias de aminoácidos de las subunidades alfa y beta 

de la PFK de diferentes ascomicetos mostró que los dominios catalíticos y alostéricos están 

conservados en la es tructura primaria de las proteínas de D. hansenii. 

La actividad de esta enzima se midió en extractos celulares y exhibió características 

cinéticas atípicas. Se inhibió por citrato y no por Mg2+-ATP, cuyo efecto generó una curva 

hiperbólica. Los metabolitos fructosa-2,6-bisfosfato y AMP actuaron como moduladores 

alostéricos positivos de la PFK de D. hansenii. 
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"When a thing is new, people say ' It is not true'. 
Later, when the true becomes obvious people said 
'Any way, it is not important', and when the 
importance could not be denied, people said 'Any 
way, it is not new'." 

William James. 

Introducción 

Los primeros aspectos de la bioquímica fueron estudiados previamente al siglo XX, 

usualmente como resultado de la atención de problemas enfocados en la medicina o la 

agricul tura. 

Un ejemplo particular son los estudios del francés Antoine Lavoisier, padre de la química 

moderna, sobre la respiración en el periodo de 1779-1784. Lavoisier concluyó que la 

respiración no es más que una combustión lenta del carbón y el hidrógeno, similar a la que 

ocurre en una lámpara de gas o en un candelabro, y desde este punto de vista, los animales 

que respIran son verdaderos cuerpos de combustión que se queman y consumen a sí 

mIsmos. 

Estos descubrimientos iniciaron extensas investigaciones en el campo de la energía 

metabólica, y como resultado, se establecieron los valores calorimétricos por gramo de 

carbohidratos, lípidos y proteínas a principio del siglo XIX. 

Durante el mismo periodo, el proceso de la fenTIentación fue reconocido por el zoólogo 

Theodor Schwann como de origen biológico. Schwann describió a las levaduras como 

"plantas" capaces de convel1ir el azúcar en alcohol y dióxido de carbono. Muchos de los 

destacados químicos de ese momento, incluyendo a Berzelius, W¿)hler y Liebig, 

consideraban a las levaduras como seres sin vida y que la fermentación era sólo causada 

por el oxígeno. En un ataque desafortunado a los descubrimientos clásicos de Schwann, 

Liebig y W¿)hler intentaron ridiculizarlo sugiricndo que las levaduras " tenían una nari z 

succionadora por donde devoraban el azúcar y que un río de alcohol fluía por su ano al 

mismo tiempo que el dióxido de carbono burbujeaba por sus enonTICS órganos genitales" 

(Mahler el 01., 1961). 
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Las investigaciones sobre la fermentación las continuaron algunos científicos importantes, 

entre ellos el padre de la microbiología, Louis Pasteur, quien identificó diferentes 

organismos que llevaban a cabo varios tipos de fermentaciones , en las que destacan la 

alcohólica y la butírica, esta última causada por organismos que crecen en ausencia de 

oxígeno. De esta manera Pasteur introdujo los conceptos de organismos aerobios y 

anaerobios, y sus fermentaciones asociadas. 

Inicialmente, la incapacidad de reproducir la mayoria de las reacciones bioquímicas en el 

laboratorio llevó a pensar a los investigadores de esa época, como Pasteur, que los sistemas 

vivos estaban dotados de una "fuerza vital", inseparable de la estructura de las células 

vivas, que les permitía evadir las leyes de la naturaleza que gobernaban a la materia 

inanimada. Sin embargo, otros investigadores, como Justus von Liebig, argumentaban que 

los procesos biológicos eran causados por la acción de substancias que se conoCÍan como 

"fennentos". 

Posterionnente, los experimentos del alemán Eduard Buchner en 1897, cambiaron esta 

manera de pensar ya que mostró que el azúcar no sólo puede ser convertido en etanol por 

las levaduras, sino también por extractos celulares libres de ellas. También mostró que 

además de la fermentación, la respiración, la síntesis de substancias proteicas, grasas, 

carbohidratos y muchas otras reacciones similares que caracterizan a las células vivas, 

pueden realizarse en el tubo de ensaye sin su cooperación, bajo las mismas leyes y 

principios de procesos químicos ordinarios. 

Esta observación de la fermentación en extractos celulares pennitió la subsecuente 

identificación de las reacciones individuales que participan en los procesos generales y la 

caracterización de las enzimas que catal izan cada una de estas reacciones en laboratorios 

como los de Harden, Krebs, Embden y Meyernhof, por mencionar algunos. De esta manera 

el vitalismo fue perdiendo poder y surgió una nueva era, en la que se trata de dar 

explicaciones físico-químicas a lo que conocemos como vida. 

Además, las contribuciones de James Summer, padre de la enzimología, estimularon un 

gran interés por la estructura y propiedades bioquímicas el e las proteínas al descubrir en 

1926 que los biocatalizadores, las enzimas, eran proteínas; al cristalizar la ureasa del frijol. 
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Por último, en este periodo Haldane escribió el tratado Enzvmes, donde sugirió que las 

interacciones mediante enlaces débiles entre las enzimas y sus substratos podrían ser la 

base para catalizar la reacción. Muchas de estas entidades fueron aisladas, purificadas y sus 

reacciones asociadas fueron estudiadas cinéticamente. 

Una de las principales conclusiones derivadas de los trabajos de esta época es el de la 

unidad básica de la bioquímica. Aunque cada especie exhiba caracteristicas bioquímicas 

individuales, estas poseen asombrosas similitudes, en la manera de que, diferentes formas 

de vida logran hacer tareas íntimamente relacionadas de diversas maneras. 

Enzimas 

El nombre de enzima (del griego en: dentro de + zymos: levadura) fue acuñado por 

Frederick W. Kühnen en 1878 para enfatizar que había algo ahí dentro de las levaduras que 

catalizaba las reacciones de fermentación. 

Las enzimas presentan propiedades importantes, entre las que destacan: incrementar la 

velocidad de una reacción de 106 a 10 12 veces en comparación a la no catalizada, disminuir 

la energía de activación necesaria para que un sustrato se transforme en un producto, no 

modificar el equilibrio de la reacción, regular su actividad en respuesta a la concentración 

de moléculas o de modificaciones en su estructura, presentar alta especificidad para un 

sustrato en particular y una alta selectividad en la fonnación de un producto (Yoet el al., 

2006). 

Con la excepción de un grupo pequeño de moléculas catalíticas de ARN, todas las enzimas 

son proteínas. Su actividad catalítica depende de la integridad de su confonnación nativa, 

esto es, si una enzima se desnaturaliza o disocia en las subunidades que la comprenden, 

suele perder su actividad. Mientras que si se hidroliza en los aminoácidos que la 

constituyen, su actividad catalítica se destruye totalmente. 

Las enz imas, como otras proteínas, tienen pesos moleculares que oscilan cntre los 12,000 a 

más de J millón de daltones. Unas requieren de componentes químicos adicionales 

llamados cofactores, entre los que destacan los iones inorgánicos como el Fe2+, Mg2+, Zn2+; 
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o de moléculas orgánicas denominadas coenzima. Algunas enzimas requieren de ambos, 

una coenzima y de uno o varios iones metálicos para ejercer su actividad. 

A las coenzimas o iones metálicos que están fuertemente unidos a las enzimas se les llama 

grupos prostéticos, mientras que, estructuralmente se denomina holoenzima a la enzima que 

tiene unida a sus coenzimas o iones metálicos y apoenzima o apoproteína sólo a la parte 

proteica. 

Algunas enzimas son modificadas covalentemente por fosforilación, glucosilación y otros 

procesos que están involucrados en la regulación de la actividad catalítica (Nelson el al., 

2005). 

Termodinámica 

Todos los procesos que ocurren en el universo, incluyendo a los que ocurren dentro de los 

organismos vivos, están sujetos a una serie de leyes que sorprendentemente de ninguna 

fonna pueden ser violadas, estas son las leyes de la tennodinámica. 

La tennodinámica es la rama de la ciencia que estudia a la energía y sus transfonnaciones; 

también define lo que puede o no pasar espontáneamente. En la tennodinámica se define a 

un sistema como una parte del universo que es de estudio o interés: por ejemplo, una 

reacción o un organismo, y el resto del universo se conoce como los alrededores. Del 

mismo modo se conoce a los procesos o reacciones espontáneas como aquellos que ocurren 

sin la necesidad de introducir energía adicional al sistema. Estas reacciones por sí solas 

liberan energía a medida que van llegando al equilibrio y teóricamente, la energía generada 

puede ser aprovechada para hacer trabajo. Aunque en todas las reacciones espontáneas la 

energía libre se conserva, algo se pierde; este algo es la capacidad o potencial de hacer más 

trabajo (Segel 1976). 
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Las leyes de la termodinámica 


La primera ley de la termodinámica establece que la energía (U) no puede ser creada ni 

destruida y que en un proceso dado, una forma de energía puede ser convertida en otra, 

pero la energía del sistema más la energía de los alrededores pennanece constante. 

La segunda ley de la termodinámica establece que todos los procesos que ocurren de forma 

natural avanzan en una dirección que lleva a un incremento en la entropía, el cual está muy 

cerca del equilibrio. Por ejemplo, las grandes pirámides de Egipto algún día se convertirán 

en granos de arena, pero los granos de arena nunca espontáneamente se ensamblarán para 

formar una nueva pirámide. 

Una afirmación más completa de la segunda ley de la tennodinámica toma en cuenta la 

unidireccionalidad de los procesos espontáneos, la caída de la energía libre e introduce el 

concepto de entropía. La entropía (S), que constantemente aumenta en el universo, es una 

medida de la aleatoriedad o desorden en un sistema. Un sistema más desordenado, aleatorio 

o caótico presenta una mayor entropía, mientras que, es menor en un sistema más 

organizado, ordenado o altamente estructurado. Un incremento en la entropía representa 

una pérdida en la organización, y por lo tanto una pérdida en el potencial para hacer trabajo. 

De este modo, sólo la energía no aleatoria u organizada es útil para hacer trabajo, por 

ejemplo el calor es el reflejo del movimiento molecular aleatorio, mientras que el trabajo se 

asocia con movimiento organizado. 

La tercera ley de la termodinámica establece que a la temperatura del cero absoluto (O °K), 

donde todo movimiento aleatorio cesa, la entropía de un cristal perfecto de cada substancia 

es cero; esto es, todos los átomos están altamente ordenados (Segel 1976). 

Los seres vivos y la termodinámica 

Si la dirección espontánea del orden es cuesta abajo, surge la siguiente pregunta: ¿cómo 

podemos explicar la biosíntesis de complejos, macromoléculas altamente organizadas o la 

existencia de células vivas? 
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Debido a que ninguna de las leyes de la tennodinámica ha sido violada, de igual fonna que 

no se violó ninguna ley para construir las pirámides de los granos de arena, la tendencia 

natural de la materia y la energía en un sistema dado para ir cuesta abajo puede 

contrarrestarse introduciendo energía al sistema; esto es, aplicando trabajo en el sistema. La 

energía total, estos es, la energía del sistema más la energía de los alrededores, pennanece 

constante. Pero la entropía total, aquella del sistema más la de sus alrededores, aumenta. 

Por otra parte, la entropía de sólo el sistema que recibe la energía puede incrementar, bajar, 

o pem1anecer constante. 

En general, las células toman la materia prima con un alto grado de entropía del ambiente y 

ordenan estos materiales con un grado menor de entropía a expensas del ambiente, logrando 

así suministros de energía química con estados de entropía bajos que puede aprovechar en 

el anabolismo de moléculas necesarias para mantenerla con vida (Yoet el al., 2006; Segel 

1976). 

La termodinámica en el metabolismo 

Los principios tennodinámicos subyacentes a la interconversión de la energía (1 era. ley), y 

a la direccionalidad de las reacciones (2da. ley) son muy importantes para entender las 

bases del metabolismo y su control. De hecho, las rutas metabólicas son ejemplos de 

sistemas tennodinámicos abiertos, que se caracterizan por un constante intercambio de 

materia y energía con sus alrededores. 

Tres tipos de reacciones juegan un papel muy importante en una vía metabólica, no sólo 

para mantener el estado estacionario, sino también penniticndo el cambio de flujo de un 

estado estacionario a otro. Estas reacciones son: cercanas al equilibrio (near-equilibrium), 

fuera del equilibrio (non-equilibrium), y generadoras de f1ujo (flux-generaling) , siendo las 

últimas un caso especial de las reacciones fuera del equilibrio (Nelson el al., 2005; Yoet el 

al., 2006). 

Las reacciones fuera del equilibrio en ruta metabólica en general se asocian con enzimas 

que tienen baja actividad en comparación con las actividades de otras enzimas de la vía. A 
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la inversa, una reacción es considerada cercana al equilibrio si su actividad catalítica es 

grande en relación con la actividad de otras enzimas en la vía. 

La relevancia metabólica para las reacciones cercanas al equilibrio, en las que las 

concentraciones de sustratos y productos son similares a los valores de las concentraciones 

en el equilibrio (el ~G es cercano a O), consiste en permitir el cambio de sentido en una ruta 

metabólica de manera más fácil, mientras que para las reacciones fuera del equilibrio, en las 

que las concentraciones de productos y sustratos son mucho menores que los valores de las 

constantes de equilibrio (el ~G es h'Tande y negativo), es proveer direccionaJidad en una 

ruta metabólica. La mayor ventaja de las reacciones fuera del equilibrio en el control 

metabólico es que el flujo a través de ellas puede ser controlado por factores alostéricos que 

pueden pertenecer o no a la vía; debido a esto son consideradas como sitios clave de 

retroalimentación en una ruta metabólica (Segel 1976). 

Entonces una vía metabólica no es sólo una serie de reacciones interconectadas, sino que 

posee una estructura termodinámica y cinética importante. 

Glucólisis 

En la glucólisis (del Griego glykos: dulce + lysis: degradación) una molécula de glucosa es 

degradada en una serie de diez reacciones enzimáticas para formar dos moléculas de tres 

carbonos. A lo largo de este proceso algo de la energía liberada por la degradación de la 

glucosa se conserva en forma de ATP y NADH (Figura 1 y 13). 

Glucosa + 2 NAO+ + 2 ADP + 2 Pi --. 2 Piruvato + 2 NADH + 2H+ + 2 A TP + 2 H20 


Figura 1. Reacción simplificada de la via glucolítica. 


Esta vía fue completamente descrita en levaduras por Qtto Warbug y Euler-Chelpin , yen el 

músculo por Gustav Embden, Qtto Meyemhof y Jacob Pamas en 1940. La glucólisis es la 

vía central del catabolismo de la glucosa y la ruta metabólica con el mayor flujo de 

moléculas de carbono en la mayoría de las células. Jucga un papel muy importante en el 
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metabolismo energético de los organismos vivos debido a que provee una porción 

significante de la energía libre utilizada y preparara a la glucosa y otros compuestos que 

entran en diferentes puntos de la vía para futuras degradaciones oxidativas. 

Todas las enzimas glucolíticas están localizadas en el citoplasma, se pueden asociar entre 

ellas y/o con otras estructuras celulares donde la demanda de energía es elevada. 

La glucólisis se puede dividir en dos fases : En la primera fase o fase de inversión, debido a 

que se consumen dos moléculas de ATP, la glucosa es fosforilada en el carbono 6 y 

degradada en 4 pasos enzimáticos a gliceraldehído-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato, 

siendo esta última ceto-azúcar convertido en otra molécula de gliceraldehído-3-fosfato con 

ayuda de la triosa fosfato isomerasa. En la fase de ganancia o segunda fase, las dos 

moléculas de gliceraldehído-3-fosfato formadas son convertidas a dos moléculas de 

piruvato, junto con la generación de 4 moléculas de ATP y 2 de NADH en cinco reacciones 

subsecuentes. 

Control glucolítico 

Bajo condiciones del estadio estacionario la glucólisis opera continuamente dentro de las 

células, aunque el flujo glucolítico puede cambiar dependiendo de las necesidades 

energéticas. Sólo tres de las diez reacciones de la glucólisis operan fuera del equilibrio. 

Estas son catal izadas por la hexocinasa, la fosfofructocinasa y la piruvato cinasa. Entre sus 

funciones está el proveer direccionalidad a la vía. Estas tres reacciones son candidatas para 

puntos de control en el flujo glucolítico. Dependiendo del tipo de célula, la regulación por 

diferentes moléculas efectoras sobre la actividad catalítica de la hexocinasa, 

fosfofructocinasa y piruvato cinasa puede variar. Las siete reacciones restantes operan 

cercanas al equilibrio y son muy sensibles a cambios en la concentración de intermediarios 

glucolíticos, lo que permite el cambio de sentido de la vía de una manera más rápida y fácil. 
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I 
Fosfofructocinasa 


La fosfofructocinasa (ATP: D-fructosa-6-fosfato I-fosfotransferasa, E.e. 2.7.1.11 ) 

representa un punto clave en la vía glucolítica. Cataliza la transferencia irreversible del 

fosfato y terminal del complejo Mg2+-ATP al grupo hidroxilo (OH) del carbono 1 de la 

fructosa-6-fosfato, para producir fructosa-1 ,6-bisfosfato (Figura 4) (Kemp 1975; Hofmann 

1976). Esta enzima también puede utilizar la D-Tagatosa-6-fosfato y la Sedoheptulosa-7

fosfato como acepto res del grupo fosfato, y al UTP, CTP e ITP como donadores del grupo 

fosfato. Es además el primer paso comprometido en la glucólisis ya que la glucosa 6

fosfato y la fructosa-6-fosfato tienen otros posibles destinos pero la fructosa-I ,6-bisfosfato 

sólo entra a esta vía. 

Su actividad es regulada por una complicada serie de mecanismos en forma positiva 

(activándola) o negativa (inhibiéndola) (Kee el al., 1972; Hofmann el al., 1982). 

La aparente gran valiedad de mecanismos involucrados en esta regulación incluyen 

cambios conformacionales (ocasionados por activadores o inhibidores), asociación de 

subunidades, ionización de residuos de aminoácidos (pH) (Aaronson el al., 1972; 

Hesterberg el al., 1982; ChafTotte el al., 1984) y modificaciones postraduccionales (Ej. 

fosforilación) (Uyeda el al., 1978; Kitajima el al., 1983; Lutber el al., 1986). Estas 

caractelÍsticas moleculares, así como la regulación por varios mecanismos y moléculas 

efectoras dependen del origen de la enzima (Kotlarz el 01., 1981; Bar el al., 1997; 

Paricharttanaku el al., 2005) . 

Algunas bacterias, protistas y probablemente la mayoría de las plantas tienen una 

fosfofructocinasa que usa el sustrato pirofosfato (PPi) y no el complejo Mg2+ -ATP, como 

donador de fosfatos en la síntesis de fructosa-l ,6-bisfosfato (Nelson el al., 2005). 

La forma activa de la enzima difiere entre organismos, hay reportes que se sugieren que las 

PFKs de los mamíferos y de organismos procariontes como E. coli o Bacillus 

slearolhermophilus son tetraméricas, constituidas de cuatro subunidades idénticas, con 

pesos moleculares de alrededor de 150 K Da para los procariontes (Blangy 1968; Hudson el 
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al., 1979) Y de 300 a 500 K Da para los mamíferos (Mansour el al., 1966; Kono el al., 

1974; Trujillo el al., 1977). 

Por otro lado, la PFK de S. cerevisiae, como la de los eritrocitos humanos está constituida 

por dos diferentes tipos de subunidades, la alfa y la beta (Tamaki el al., 1975; Karadsheh el 

al., 1977), que difieren en su movilidad electroforética, propiedades inmunológicas, 

composición de aminoácidos y propiedades funcionales (Herrnman el al., 1973; 

Kopperschliiger el al., 1977; Tijane el al., 1982). En contraste con otras PFKS, la enzima de 

S. cerevisiae y algunas otras levaduras como K. laclis no es un tetrámero, sino que tiene 

una estructura octamérica compuesta de cuatro subunidades alfa y cuatro subunidades beta, 

codificadas por los genes PFK 1 Y PFK2, respectivamente (Kopperschliiger el al., 1976; 

Heinisch 1986). Debe mencionarse que la nomenclatura de las subunidades de la PFK de S. 

cerevisiae está invertida en los trabajos de Lobo y Maitra (Lobo el al., 1982). 

Las cepas de S. cerevisiae que tengan eliminado uno de los genes que codifican para la 

PFK aún fermentan glucosa y son capaces de crecer en esta fuente de carbono, mientras que 

las cepas que carecen de ambos genes (Pfkl/pfk2) son glucosa negativas (Lobo el al., 1982; 

Rodicio el al., 2000). 

Los análisis bioquímicos indican que la suhunidad beta contiene sitios de unión para el 

substrato fructosa-6-fosfato y por lo tanto confieren a la enzima la actividad catalítica, 

mientras que la subunidad alfa confiere la capacidad regulatoria (Ej. inhibición por ATP) 

(Tijame el a/., 1980; Lobo el al., 1982), Por otro lado, diferentes estudios señalan que ambas 

subunidades tienen un sitio de unión para fructosa-6-fosfato y dos sitios de unión para ATP. 

Uno de es tos lugares de unión para el ATP parece estar relacionado con el sitio activo de la 

enz ima y el otro con el sitio alostérico (inhibitorio) (Nissler el al., 1977; Arvanitidis 1994). 

Las propiedades cinéticas de la PFK de S. cerevisiae dependen de una amplia variedad de 

metaholitos; el ATP actúa como sustrato e inhibidor alostérico, mientras que el AMP y la 

fructosa-2,6-bisfosfato revierten esta inhihición (Mavis el al., 1970; Hers el al., 1982). Esta 

compleja regulación puede ser suprimida por una mutación puntual en cada una de las 

subunidades (Rodicio el a/., 2000). 
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Debaryomyces hansenii 


DehO/)'omyces (Torulusporu) hanscnii es una levadura, euri hal ina crio-osmo tolera nte, 

capaz de acumul ar y to lerar altas concent raciones de Na+ cuando es incubada o crecida en 

presenc ia de este ion (Pri sta el al., 1997). A diferencia de S cerevisiae, cuyo c recimiento sc 

limita a medios de cultivo que conticnen menos de l.7 M de NaC!, D. hansenii puede 

crecer en presencia de NaC! 4 M (Ratledge el al., 1990). Puede metaboliza r ácido lác tico y 

cítrico, debido a esta propiedad se utiliza en la industria para la elaboración de quesos y 

embutidos (Rankine 1964). Además, es la espec ie de levadura más común encontrada en 

sa lmueras y alimentos en descomposición (Adler 1986; Fleet 1990; La rsson el al., 1990). 

Su fo rma es esférica o corta eli psoida l (F igura 2). La mayoría de las cepas de D. hansenii 

parecen ser haploides, reproduciéndose de forma vegetativa por ge mación mu ltilateral. La 

reproducción sexual se da con baja frec uencia por conjugac ión isogamética o 

heterogamética, en la cual se conjugan la célu la madre con la hija o dos células con 

diferente fonna o tamaño , respectivamente. Esta un ión forma un diploide transitorio 

seguido de una división meiótica y la aparición de una a cuatro ascosporas. (Krcgcr-van Rij 

NJ el al. , 1975). 
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Figura 2. Micrografia óptica de Debaryomyces hansenii vista a un aumento de 40x. 
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La capacidad de D. hansenii de sintetizar, acumular y almacenar grandes cantidades de 

lipidos pennite clasificarla en un grupo de microorganismos denominados oleaginosos. Se 

ha propuesto una definición bioquímica de microorganismos oleaginosos para levaduras, 

hongos filamentosos y algas eucariontes en la que se destaca la presencia de la citrato liasa 

(E.e. 2.3.3.8). Esta enzima genera en el citoplasma acetil-CoA, substrato clave en la 

biosíntesis de ácidos grasos, a partir de citrato (Ratledge 2002). 

De acuerdo con la presente taxonomía, se distinguen dos variedades de D. hansenii con 

diferentes propiedades, D hansenii var[abryi y D. hansenii var hansenii, siendo la primera 

la menos común y poco caracterizada (Petersen el al., 2004 ). 

D. hansenii es una de las 14 especies de levadura diferentes a S. cerevisiae que confonnan 

el proyecto Génolevures (Genomic Exploration Of The Hemiascomycetous Yeast). Su 

genoma está completamente secuenciado, tiene un tamaño total de 12.2 Mb, sin contar el 

ADN mitocondrial, y está compuesto de 7 cromosomas (A-G) que oscilan entre 1.25 y 2.33 

Mb. Entre las levaduras, D. hansenii parece poseer la mayor capacidad codificadora, con 

una cantidad de 6906 secuencias codíficantes (CDS), lo que representa el 79.2% de su 

genoma. Filogenéticamente está más emparentada con levaduras de los géneros Candida 

sp. y Pichia sp. (Figura 3). Esta levadura, como otras especies relacionadas (Ej. Candida 

albicans), presenta un código génico no canónico, en el cual los codones CTG son 

codificados como serinas en lugar de leucinas (1; Ohama el al., 1993). 
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Figu ra 3. Árbollilogenético de difer entes asco micetos (1). 

22 




Justificación 

D. hansenii presenta menor consumo de glucosa, fermentación y respiración en 

comparación a lo que ocurre en S cerevisiae. 

Los niveles de los intermediarios glucolíticos después de agregar glucosa y las actividades 

enzimáticas de los componentes de esta vía indican que al menos uno de los pasos 

limitantes en D. honsenii está dado por la actividad de la fosfofructocinasa (Sánchez el o/. , 

2006). 

Además, la presencia de sales durante el crecimiento de D. hOl1senii resulta en un 

incremento en la producción de etanol (Calahorra el al., 2009) . 

Dada la relativa lejanía taxonómica entre D. honsenii y S. cereVIswe, consideramos 

importante profundizar sobre las características de regulación de la PFK por su papel 

limitante en la glucólisis. 
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Objetivo General 


• Caracterizar la regulación de la fosfofructocinasa de D. hansenii. 

Objetivos Particulares 

• 	 Identificar los genes que codifican para la fosfofructocinasa de D. hansenii en la 

base de datos. 

• 	 Detenninar el comportamiento cinético de esta enzima en extractos celulares de 

levaduras crecidas en medios con distintas concentraciones de sal y ver su 

dependencia a diferentes metabolitos. 

• 	 Caracterizar la regulación de la vía glucolítica de D. hansenii a este nivel 

enzimático. 

• 	 Definir si los genes de la PFK se expresan en D. hansenii. 

• 	 Hacer una comparación entre las secuencias de aminoácidos de otras PFKs y 

detenninar si existen dominios catalíticos y alostéricos conservados. 
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Metodología 


Cepas, medios y condiciones de cultivo 

D. ham'enii (Y7426) y S. cerevisiae (BY4741) se mantuvieron en cajas de YPD (1% 

extracto de levadura, 2% glucosa, 2% bacto peptona y 2% agar), resembrándolas cada 15 

días. 

Para la obtención de extractos celulares se inoculó 1000 mi de medio YPD ó YPD 

suplementado con NaCI, a las concentraciones indicadas en los pies de figura, en matraces 

de 2 litros . 

D. hansenii y S. cerevisiae fueron crecidas por 42 y 24 horas, respectivamente, a 30 oC con 

agitación continua a 250 rpm. 

Actividades enzimáticas 

Después de crecer las cepas por los tiempos indicados, la biomasa obtenida fue 

centrifugada y lavada dos veces con 250 mi de agua desioni zada. Se centrifugó por última 

vez y el paquete celular se resuspendió a una concentración tlnal de un gramo de células 

por mililitro (1g1ml) de buffer MOPS-Na+-HCI 10 mM pH 7.0, al que se agregó un cocktail 

de inhibidores de proteasas. 

Los extractos celulares se obtuvieron rompiendo las células por un método mecánico. En 

una cámara Bead Beater se colocó el mismo volumen de células con buffer y perlas de 

vidrio de 0.45 mm . Se dieron 5 pulsos de 25 segundos cada uno en intervalos de 5 min 

mientras la cámara era enfriada constantemente con hielo. 

Después de romper las células se separó el líquido de las perlas de vidrio con ayuda de una 

micropipeta. Para separar el extracto del resto de las células que permanecieron integras y 

algunos componentes citoplasmáticos se centrifugó por 10 min a 7000 rpm en un rotor 

SS34 Sorvall con refrigeración. El sobrenadante fue congelado y almacenado a -70 oC por 

no más de 2 semanas. El contenido proteico de los cxtractos celulares fue medido por el 

método de Biuret. 
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La actividad de la fos fofructocinasa en los extractos celulares fue medida en una mezcla 

que contenía como conccntración fin al una mezcla de: buffer Tris-HCI 56.0 mM pH 7.6 

(tris-hidroximetilaminometano ajustado a pH 7.6 con HCI), MgS04 5.0 mM (excepto cn la 

figura 12 símbolos O y Y donde se utilizó MgSO .. 50.0 mM); (NH')2S0, lO mM; 2

mercaptoetanol 5.6 mM ; fructosa- 6-fosfato 2.47 mM ; NADH 0.44 mM; 0.5 mg/ml de 

extractos celularcs; 100 I.¡) de una mczcla de enzimas que contenía 50 U de gliccrofosfato 

deshidrogenasa, 300 U de tri osa fosfato isomerasa, y 29.4 U de aldolasa en lml de buffer 

56 mM Tris-HCI pH 7.6 con 5 mg/ml de albúmina (modificado de Stellwagen and Wilgus, 

1975 ; Sánchez et al. , 2006) y las concentraciones indicadas de Mg2+-ATP, ITP, AMP, 

Citrato y fructosa-2,6-bisfosfato en las figuras . 

Para evaluar el efecto de moduladorcs alostéricos de la PFK de D. hansen ii, se utilizó una 

concentración fij a dc Mg2+_ATP 3.0 mM en los ensayos, con diterentes concentraciones de 

AMP o fructosa-2,6-bi sfosfato. Micntras que, para evaluar el efecto dcl citrato en la PFK de 

D. hansenii o S. cerevisiae se utilizó MgH_ATP 1.7 mM e lTP 1.67 mM, respectivamcnte. 

IGDH I 
DibidrOllacrto ua fosfato. ~ Glictrol-3-CosCato 

:'iAD
:'\1 2~ -ATP Fl'uctosa-l,6IrFKI ~< l~ 

Fructosa 6-~ bisCosCalo 
CosCato Mg2- .AllP 

Glictraldebido-3 -CosCato 

Figura 4. Ensayo acoplado a la oxidación de NADH para medir la actividad de la 

fosfofructocinasa (PFK) en extractos celulares. Las enzimas accesorias son aldolasa (ALD), 

Iriosa fosfato isomerasa (TI M) y glicerofosfalo deshidrogenasa (GDH). 

Todos los ensayos fueron realizados en un espectofotómetro Amnico DW-2a, modernizado 

por Olis, en el modo s pli! con un compartimento tcnnoestable a 25 oC con agitación 

continua. El volumen final siempre fue de 2.0 mi y las reacciones se comenzaron 20 
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segundos después de iniciar el experimento al adicionar fructosa-6- fosfato en la mezcla. El 

cambio en la absorbencia del NADH a 340 nm fue seguido en el tiempo (Figura 4). De los 

trazos obtenidos se calcularon las pendientes (D.Abs/min) de la región lineal y se 

convirtieron a velocidades enzimáticas. 

Ajuste de curvas 

Para modelar el comportamiento establecido por ambas enzimas y obtener algunos 

parámetros cinéticos, se ajustaron las actividades de la PFK de D. hansenii y S. cerevisiae 

en cada condición experimental a modelos cinéticos adecuados utilizando el programa 

SigmaPlot 10.0. 

Análisis in silico 

La búsqueda de genes probables que codifican para la fosfofructocinasa de D. hansenii se 

realizó en la base de datos Génolevures (http://www.genolevures.org/) introduciendo la 

palabra clave phosphotructokinase en el buscador. 

Los porcentajes de identidad y similitud entre la secuencia de aminoácidos para la cual 

codifican los genes de D.hansenii con las subunidades alfa y beta que componen la 

fosfofructocinasa de diferentes levaduras fueron calculados mediante el software blastp 

disponible en esta página. 

Las secuencias de aminoácidos de las proteínas candidatas de D. hansenii junto con las 

subunidades alfa y beta que componen a la PFK de diferentes levaduras se obtuvieron en la 

base de datos Expasy Proteomics Server (http://www.expasy.ch/) en formato fasta, para 

introducirlas en un alineamiento múltiple T-Coffee (http://www.igs.cnrs

mrs.fr/Tcoffee/tcoffee cgilindex.cgi) e identificar dominios conservados. 

Amplificación de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. hansenii 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos con sitios de restricción únicos (Tabla 1), con los 

cuales se amplificaron las regiones codificantes con sus terminadores (Figura 5), de la 

subunidad alfa y beta de la PFK de D. hansenii a pm1ir de ADN genómico. Por métodos de 

biología molecular tradicionales los productos de PCR fueron clonados en el plásmido 
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peR2.1 de invitrogcn, sometidos a un análisis de restricción, secuenciación y subclonados 

en el plásmido de expresión para la levadura S. cerevisiae pYes. 

Tabla I 

Secuencia de oligonuclcótidos utilizados para amplificar la región codificante con su 

terminador, de la subunidad alfa y beta de la fosfofructocinasa de D. Iransell;; . • cadón de 

inicio, • cadó n de paro, O sitios de restricción. 

5'-AATAGAA 
CTATTC 

CAAACAAG_ 

Fow 

AAA 

Oligo Rev 

S'-AGGACAA TTTGGAA_ 
15'-CTTCATGAAGTACTCG AGAGAA 

~TT 
Seta 

'I'~ 0'1. ~, 
,,"1 "Ú ,,:>"- 'I.?~~ ~ _1 1_ 


I 3000 

.;;,0'1. ",'~"'\.\5.Ú ":> +~ 

2880 

Figura 5. Estructura de los produclos amplificados por PCR de la subunidad alfa y bela de la 

fosfofructocinasa de D.hunsenii. 

Norlhern Blol 

Para detenninar la expresión de las subunidades a lfa y beta de la PFK de D. hansenii en 

diferentes condic iones experimenla les, se extrajo ARN total de esla levadura crecida en 

YPD ó YPD supl ementado con NaC! . El ARN obtenido fue separado por electroforcsis, 

transferido y lijado a una membrana de nÍlrocelulosa. Se ulilizó co mo sonda el producto de 
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I 
la digestión de los plásmidos pYes-DHPFKI y pYes-DHPFK2 que contienen a la 

subunidad alfa y beta, respectivamente, con la enzima de restricción EcoRI. Los fragmentos 

de 623 y 508 pares de bases liberados (Figura 15) se purificaron y marcaron con fosfato 

radiactivo. Como control se utili zaron Jos plásmidos pYes-DHPFK1 y pYes-DHPFK2 sin 

digerir. 
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Tabla 2 


Porcentajes de identidad y similitud entre los aminoácidos de los genes DEHA2DIOl86g y 


DEHA2G20768g con respecto a las subunidades alfa (a) y beta (P) de la fosfofructocinasa de 


S. cerevisiae (Se), C. a/hicalls (Ca), K. /actis (KI), Y. /ipo/itica (YI) y D.lwlIsellii (Dh). 


Sca Scp Caa Cap Kla Klp YI Dha Dhp °/0 

DEHAOG22088g 

58 46 63 46 57 47 50 lOO 50 Identidad 

74 65 80 65 73 66 65 lOO 70 Similitud 

2 5 3 6 3 3 8 O 2 Gaps 

52 62 47 70 52 61 54 50 lOO Identidad 

DEHAODll132g 
69 76 67 84 70 75 70 70 lOO Similitud 

3 1 2 O 2 2 4 2 O Gaps 

Actividades enzimáticas 

Se estudió el comportamiento de la actividad de la fosfofructocinasa a diferentes 

concentraciones de Mg2 
+-ATP en extractos celulares de D. hansenii, crecida en diferentes 

concentraciones de sal, y de S. cerevisiae, como control , para comparar algunos parámetros 

cinéticos. 

Al aumentar las concentraciones de Mg2+-ATP en los experimentos (Figura 6), la actividad 

de la fosfofructocinasa de D. hansenii presentó un comportamiento hiperbólico en los 

extractos celulares obtenidos de los diferentes medios de cultivo, indicando que en estas 

condiciones no existía la inhibición de la PFK de D. hansenii con respecto a este metabolito 

y que el Mg2+-ATP sólo era utilizado como sustrato. Por otra parte, la PFK de S. cerevisiae 

presentó el patrón esperado de inhibición en su actividad al aumentar las concentraciones 

de Mg2+-ATP, como ya se había descrito en otros trabajos (Kopperschlager el al., 1976; 

Hofmann ., 1976). 
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Figura 6. Acth'idad de la fosfofructocinasa de D. ¡'uflsenii y S. cerevisiue a diferentes 

concentraciones de Mg'+-ATP. Extractos celulares de S. cerevisiae crecida en • YPO y D. 

hallsellii crecida en A YPO, ... YPO con 0.\ M de NaCl, • YPO con 0.5 M de NaCl y <> YPO 

con 1.0 M de NaCl. 
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Tabla 3 

Parámetros cinéticos de la actividad de la fosfofructocinasa de D. "ansen;; y S. cerevisiae a 

diferentes concentraciones de Mg2+_ATP. Extractos celulares de S. ('erev;s;ae crecida en. 

YPO y D. hal1Ienii crecida en . YPO, ... YPO con 0.1 M de NaC!, • YPO con 0.5 M de NaC! 

y O YPO con 1.0 M de NaC!. 

Vrnax Km Ki n 
{nmoles min- I rng ~rotein-l} (mM) (mM)

• 129.70 ± 24.63 0.08 ± 0.0393 0.0237 ± 0.0098 3.83 ± 0.7 

A 105.50 ± 5.89 0.60 ± 0.0974 --------- 1 

... 97.93 ± 4.93 0.40 ± 0.0712 ---------

• 113.00 ± 7.19 0.60 ± 0.1174 --------

O 119.20 ± 2.37 0.14 ± 0.0143 ----------- 1 

El modelo utilizado para ajustar el comportamiento de la actividad de la PFK de D. 

hansenii a diferentes concentraciones de Mg2+_ATP (Tabla 31 fue el de una curva 

Michaeliana (Ecuación 11, en donde vmax es la máxima velocidad de la enzima con 

respecto al sustrato Mg2+_ATP Y Km es la concentración de substrato a la cual la velocidad 

inicial (Vol es la mitad de la velocidad máxima. 

Ecuación 1 

v =Vmax ~ 1M ~2+ -ATPl 
O Km + [Mg +-ATP] 

El comportamiento de la actividad de la PFK de S. cerevisiae a diferentes concentraciones 

de Mg2+_ATP se ajustó a un modelo de inhibición no competitivo (Ecuación 21, en donde 

vmax es la máxima velocidad de la enzima con respecto al sustrato Mg2+_ATP, Km es la 

concentración de substrato a la cual la velocidad inicial (Vol es la mitad de la velocidad 

máxima, Ki es la concentración del inhibidor a la cual la velocidad inicial (Vol es la mitad 

de la velocidad máxima y n es un coeficiente cuyo valor indica la presencia o ausencia de 
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cooperatividad. Si n es igual a uno no hay cooperatividad, pero si n es mayor o menor a uno 

existe cooperatividad positiva o negativa, respectivamente. 

Ecuación 2 

v - Vmax ~ IMg 2+-ATPl " (1 +((6 " [Mg 2+_A TPt) I Ki)) 
O - Km + [Mg2+-A TP] ((1 + [M g2+ -A TP)" ) lKi) 

Los datos obtenidos al variar las concentraciones de Mg1+-ATP se corroboraron utilizando 

una concentración saturante de lTP (1.9 mM) (Figura 7). El ITP es un análogo del A TP que 

no tiene actividad regulatoria sobre las PFKs, ya que sólo actúa como donador de grupos 

fosfatos. Se compararon las concentraciones de Mg1+ -ATP en las cuales se obtienen los 

va lores de Vmax (Figura 6 y Tabla 3) con las actividades enzimáticas medidas en presencia 

de ITP 1.9 mM, observándose que la Vmax de la enzima de D. hansenii a altas 

concentraciones de Mg2+_ATP fue similar a la que presentó con ITP 1.9 mM, mientras que 

para S. cerevisiae la actividad de la enzima en presencia de ITP 1.9 mM fue similar a la 

Vmax que presentó a concentraciones bajas de Mg1+-ATP. Demostrándose así que el A TP 

no tuvo ninguna función regulatoria en la enzima de D. hansenii y que solo actuó como 

donador de grupos fosfato. 

Es importante señalar que la actividad de la PFK de D. hansenii presentó valores de Vmax 

similares en los extractos obtenidos de los diferentes medios de cultivo al aumentar las 

concentraciones de Mi+-ATP. Por otro lado, la Km mostró una modificación en la 

afinidad por el substrato Mg2+ -A TP, únicamente en los extractos celulares obtenidos a 1 M 

de NaCl, mientras que en el resto de las condiciones presentó valores parecidos (Tabla 3 y 

Figura 6). 
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Figura 7. Actividad de la fosfofructocinasa de D. "alisen;; y S. cerevisiae con ITP 1.9 mM. 

Extractos celulares de S. cerevisiae crecida en • YPD Y D. hansenii crecida en • YPD, • 

YPD con 0. \ M de NaCl, =YPD con 0.5 M de NaCl y • YPD con 1.0 M de NaCl. 

Continuando co n la identificación de moléculas que pudieran afectar la actividad de la PFK 

de D. hansenii, se eval uó el comportamiento de esta enzima a una concentración fija de 

M g~+-ATP 3.0 mM con diferentes concentraciones de AMP (Figura 8) y fructosa-2.6

bis fosfato (Figura 9). Ambos mctabolitos presenta ron un patrón de activación para la PFK 

de D. hansenii, aún con la actividad a su velocidad máxima (Vmax). La fructosa -2,6 

bisfosfato resultó ser el activado r más potente. al requerir concentraciones micromolares 

para activar a la enzima. en comparación con las concentraciones milimolares del AMP. 
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Figura 8. Actividad de la fosfofructocinasa de D. hanseni; a diferentes concentraciones de 

AMP y una concentración fija de Mg'+ -ATP 3.0 mM. Extractos celulares de D. hansenii 

crecida en • YPO, .... YPO con 0.1 M de NaCl,. YPO con 0.5 M de NaCl y O YPO con 1.0 

M de NaCl. 

Tabla 4 

Parámetros cinéticos de la actividad de la fosfofrudocinasa de D. /wnsenii a diferentes 

concentraciones de AMP y una concentración fija de Mg'+-ATP 3.0 mM. Extractos celulares 

de D. hansenii crecida en. YPO, .... YPO con 0.1 M de NaCl, . YPO con 0.5 M de NaCl y O 

YPO con 1.0 M de NaCl. 

Vrnax Km 
(% Max. velocidad) (mM)

• 126.4 1 ± 1.627 0.041 ± 0.008 

.... 124.38 ± 0.378 0.046 ± 0.002 

• 129.42 ± 7.193 0.083 ± 0.007 

O 123.82 ± 0.950 0.042 ± 0.005 
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El modelo utilizado para ajusta r el comportamiento de la acti vidad de la PFK de D. 

hansenii a diferentes concentraciones de AMP (Tabla 4) fue el de una curva hiperbólica 

(Ecuación 3), en donde la Vmax es la máxi ma velocidad de la enzima con respecto a una 

concentración tija del sustrato Mg2+ -A TP 3.0 mM Y una concentración elevada de AMP; la 

Km es la concentrac ión dc substrato a la cual la veloc idad inicial (Vo) es la mitad de la 

veloc idad máxima y 100% es la actividad máxima de la enzima a lcanzada a 3.0 mM de 

Mg2+-ATP en ausencia de AMP. 

Ecuación 3 

V = 100 ' Vmax ~ [Mg2 
+ -A TP] 

O Km + [Mg2 
+ -ATP] 
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Fructosa-2,6-bisfosfato "M 

Figura 9. Actividad de la fosfofructocinasa de D. hanselli; a diferentes concentraciones de 

fructosa-2,6-bisfosfato y uoa concentración fija de Mg2+_ATP 3.0m M. Extractos celulares de 

D. Itu"se,,;; crecida en. YPD, • YPD con 0.1 M de NaC! • • YPD con 0.5 M de NaC! y 

YPD con 1.0 M de NaC!. 
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Por último se evaluó el comportamiento de la PFK a diferentes concentraciones de citrato 

manteniendo una concentración fija de Ml +-ATP 1.7 mM en extractos celulares de D. 

hansenii crecida en YPD o YPD suplementado con NaCl (Figura 10, II Y 12) Y una 

concentración fija de ITP 1.67 mM para los ensayos de S cerevisiae crecida en YPD 

(Figura ll y 12). Al aumentar las concentraciones de citrato se observó un patrón de 

inhibición para ambas PFK. 

El modelo utilizado para ajustar el comportamiento de la actividad de la PFK de D. 

hansenii y S cerevisiae a diferentes concentraciones de citrato (Tabla 5, 6 Y 7) fue el de 

inhibi ción simple (Ecuación 4), en donde 100% es la actividad máxima de la enzima 

alcanzada a 1.7 mM de Mg2+-ATP y 1.67 mM de ITP sin citrato para D hansenii y S 

cerevisiae, respectivamente, Ki es la concentración del inhibidor a la cual la velocidad 

inicial (Vo) es la mitad de la velocidad máxima, y n es cooperatividad. 

Ecuación 4 

v = 100 
O (1 + Citrato n ) I Ki 11 ) 
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Figura 10. Actividad de la fosfofructocinasa de D. hOllsenii a diferentes concentraciones de 

citrato y una concentración fija de Mg2+_ATP 1.7 mM·, Extractos celulares de D. honsenii 

crecida en. YPD, ... YPD con 0.1 M de NaCl, • YPD con 0.5 M de NaCl y <> YPD con 1.0 

M de NaCl. 

Tabla 5 

Parámetros cinéticos de la actividad de la fosfofructocinasa de D. hansenii a diferentes 

concentraciones de citrato y una concentración fija de M,r+-ATP 1.7 mM. Extractos celu1ares 

de D. hansenii crecida en. YPD, ... YPD con 0.1 M de NaCl, . YPD con 0.5 M de NaCl y <> 
YPD con 1.0 M de NaCl. 

Ki n 

• 
(mM) 

2.887 ± 0.0319 6.19 ± 0.38 

... 3.056 ± 0.1128 5.04 ± 0.86 

• 2.834 ± 0.0761 5.56 ± 0.72 

<> 3.179 ± 0.0166 8.50 ± 0.37 
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Figura 11. Comportamiento de la actividad de la fosrorructocinasa de D. /tallsell;; y S. 

cerevisiae a diferentes concentraciones de citrato y una concentración fi.ia de Mg2+_ATP 1.7 

mM o ITP 1.67 mM. respectivamente. Extractos celulares de T D. hansenii y • S. cerev;s;ae 

crecidas en YPD. 

Tabla 6 

Parámetros cinéticos de la actividad de la fosfofructocinasa de D. hansenii a diferentes 

concentraciones de citrato y una concentración fija de Mg'·-ATP 1.7 mM o ITP l.67 mM. 

Extractos celulares de Y O. hansenj¡ y. S. cerevisiae crecidas en YPD. 

Ki n 

• 
(mM) 


3.233 :+: 0.4159 7.139 :+: 6.04 


T 2.887 :+: 0.0319 6.196:+: 0.38 

40 



Se sabe que los ácidos orgánicos a altas concentraciones quelan iones metálicos. Para 

evaluar si la inhibición por citrato de la PFK de ambas levaduras tenía un efecto alostérieo 

sobre la actividad cnzimática y no era producto de la perdida en la disponibilidad de iones 

Mg2
+, requeridos como coofactores en la catá lisis de la PFK, se midieron las acti vidades en 

extractos celulares de ambas levaduras con 5 o 50 mM de MgSO, (Figura 12). Se observó 

que el patrón de inhibición de los ensayos para ambas enzimas se mantuvo consta nte en las 

dos condiciones de MgS04 al variar las concentraciones de citrato (Tabla 7). Comprobando 

de esta manera que e l citrato ejerció un efecto inhibitorio sobre la actividad la PFK de 

ambas levaduras. 

140 • 
120 ~ 1 

"C 
ro 

"C 100 
(,J 

O 
Q) 80 
> • 
>< 60ro 

:!: 

o ~ 40 

20 

o 
o 2 3 4 5 

Citrato mM 

Figura 12. Comportamiento de la actividad de la fosfofruetoeinasa de D. hUII.,"II;; y S. 

cerevisiae a diferentes concentraciones de citrato y magnesio. Extractos celulares de D. 

hallsell;; con . 5 mM o O 50 mM de MgSO. y una concentración fija de Mg'+. ATP 1.7 mM , y 

S. cerevis;ae eoo .5 mM o '" 50 mM de MgSO. y una concentración fija de ITP 1.67 mM, 

crecidas en YPO. 
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Tabla 7 

Parámetros cinéticos de la actividad de la fosfofructocinasa de D. hallsellii a diferentes 

concentraciones de citrato y magnesio. Extractos celulares de D. hallsellii con 11 5 mM o O 50 

mM de Mg2+ y una concentración fija de Mg2+-ATP 1.7 mM, y S. cerevisiae con. 5 mM o . 

50 mM Mg2+ y una concentración de ITP 1.67 mM, crecidas en VPD. 

Ki n 

• 
(mM) 

3.232:!: 0.415 7.13 :!: 6.04 

~ 3.003 :!: 0.182 8.88 :!: 6.22 

• 3.179:!: 0.016 8.50 :!: 0.37 

0 2.575:!: 0.019 7.16:!: 2.64 

De los experimentos previamente realizados se generó un esquema, señalando las 

moléculas que regulan la actividad de la PFK de D. hansenii (Figura 13). El AMP Y la 

fructosa-2,6-bisfosfato actuaron como activadores alostéricos, mientras que, el citrato 

funcionó como inhibidor. El Mg2+-ATP sólo fue utilizado como sustrato, ya que no se 

observó el papel inhibitorio reportado en otros organismos sobre la actividad de la PFK. 
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Amplificación de las subunidades alfa y beta de la PFK de D. /wnsenii 

Se diseñaron oligonucleótidos específicos para amplificar la región codificante con su 

tenninador de la subunidad alfa y beta de la PFK de D. hansenii. El tamaño del producto de 

PCR esperado para las subunidades alfa y beta fue de 2900 y 3030 pares de bases, 

respectivamente (Figura 14). Las bandas obtenidas con estos pesos moleculares fueron 

purificadas y clonadas en el vector pCR2.1 de invitrogen. Los plásmidos con la subunidad 

alfa o beta fueron analizados con ensayos de restricción y por secuenciación automática. 

Una vez detenninada la integridad de la secuencia de cada uno de los genes se subclonaron 

en el plásmido de expresión inducible por galactosa pYes. Los vectores generados a partir 

de estas construcciones fueron pYes-DHPFKI y pYes-DHPFK2. 

"!"~ 11- ~ 
Kpb 

J.5 

1.0 

Figura 14. Producto de PCR de la región codificante con su terminador de la subunidad aira 

(a) y beta (P) de la PFK de D. /llInsenii. 

Expresión de las subunidades alfa y beta de la PFK de D./wnsenii. 

Se extrajo ARN total de D. hansenii crecida en YPD o YPD suplementado con NaCI para 

evaluar si los dos genes candidatos de la PFK se expresaban en esta levadura (Figura 16 y 

17). Se utilizó como sonda el producto de la digestión con la enzima de restricción EcoRI 

de los plásmidos pYes-DHPFKI y pYes-DHPFK2 que contienen a la subunidad alfa y beta, 

respectivamente (Figura 15). 
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Figura 15. Patrón de restricción establecido con la enzima EcoJU de los plásmidos 

pYes-DHPFK1 (o.) y pYes-DHPFK2 (Jl). 

Se observó que los genes que codifican para las subunidades alfa y beta de la PFK de D. 

hansenii se expresaron en todas las condiciones de crecimiento (Figura 16 y 17). 
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Figura 16. Northern Blot de la subunidad aira de la PFK de D. IU/IIsellii. ARN obtenidos de 

células crecidas en YPD y VPD con NaCl 
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Figura 17. Northern Blot de la subunidad beta de la PFK de D. IUI/Isellii. ARN obtenidos de 

células crecidas en VPD y YPD con NaCl. 
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Alineamiento múltiple T-Coffee 

Se realizó un alineamiento múltiple T-Coffee entre las secuencias de aminoácidos de las 

proteínas candidatas de D. hansenii junto con las subunidades alfa y beta que componen a 

la PFK de diferentes levaduras. Se marcaron los dominios catalíticos y alostéricos, 

utilizando como referencia los propuestos para la única subunidad de Y. lipolitica (Flores 

CL el al., 2005). Se observó que la subunidad alfa y beta de la PFK de D. hansenii 

conservan estos dominios junto con las demás proteínas de los diferentes ascomicetos 

(Figura 18) y nos confinnó que los dos genes candidatos de D. hansenii codifican para las 

subunidades de la PFK. 

Además, se observó una modificación en el primer dominio de inhibición por ATP de un 

residuo de arginina (R) por uno de fenilalanina (F) (R204F) en la subunidad beta (DHPFK2 

Ó trIQ6BSB2) de D. hansenii. 
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I 
Figura 18. Alineamiento múltiple entre las secuencias de aminoácidos de las subunidades alfa 

y beta que componen a la PFK de diferentes levaduras. Los dominios alostéricos y catalíticos 

fueron marcados usando como referencia los propuestos para la única subunidad de Y. 

/ipo/itica (splP59680). Subunidad alfa y beta de D. /wnsenii (trIQ6BH76, trIQ6BSB2), S. 

cerevisiae (spjPI6861, spjPI6862), K. /actis (sp1Q032 15, sp1Q03216) y C. a/bicalls (spI094201, 

spI094200). 
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Discusión 


La fosfofructocinasa cataliza una de las tres reacciones de la glucólisis que operan fuera del 

equilibrio. Debido a esta propiedad, la reacción que cataliza puede ser un punto de control 

en el flujo de la vía. La aparente gran variedad de mecanismos involucrados en esta 

regulación incluyen cambios conformacionales, asociación de subunidades, ionización de la 

cadena de aminoácidos (Aaronson el al., 1972; Hesterberg el al., 1982; Chatfotte el al., 

1984) y modificaciones postraduccionales (Uyeda el al., 1978; Kitajima el al., 1983; Luther 

el al., 1986). Dependiendo del tipo de célula, la regulación por diferentes moléculas 

efectoras sobre la actividad catalítica de la PFK puede variar. 

Al menos uno de los pasos limitantes de la glucólisis en D. hansenii está dado por la 

actividad de la fosfofructocinasa. Esta aseveración proviene de los valores observados en 

los intermediarios glucolíticos después de agregar un pulso de glucosa y de que su actividad 

comparada con las de otras enzimas de la vía, es de las más bajas (Sánchez el al., 2006). 

Al igual que en otras levaduras, se encontró que D. hansenii posee dos genes que codifican 

para las subunidades alfa y beta de la PFK. Se observó que estos genes se expresan bajo 

diferentes condiciones de crecimiento. Dado que la PFK de S. cerevisiae y algunas otras 

levaduras como K. faclis tiene una estructura heterooctamérica compuesta de cuatro 

subunidades alfa y cuatro subunidades beta, es posible que las subunidades de D. hansenii 

se asocien entre ellas y formen un complejo multiproteíco. 

Las propiedades cinéticas de la PFK de S. cerevisiae dependen de una amplia variedad de 

metabolitos; el ATP actúa como sustrato e inhibidor alostérico, mientras que el AMP y la 

fructosa-2,6-bisfosfato revierten esta inhibición (Mavis el al., 1970; Hers el 01., 1982). Se 

observó que las características cinéticas encontradas para la PFK de D. hansenii fueron 

atípicas. Se inhibió por citrato y no por Mi+ -ATP, cuyo efecto generó una curva 

hiperbólica. El comportamiento establecido por el complejo Mg2+ -A TP sobre la actividad 

de la PFK de D. hansenii se confirmó comparando las actividades de esta enzima medidas 

en presencia de lTP 1.9 mM con las concentraciones de Mg2+-ATP en las cuales se 

obtienen los valores de Vmax, observándose que la Vmax de la enzima de D. hOl1sel1ii a 
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altas concentraciones de Mg21_ATP fue similar a la que presentó con ITP 1.9 mM, mientras 

que para S. cerevisiae la actividad de la enzima en presencia de ITP 1.9 mM fue similar a la 

Vmax que presentó a concentraciones bajas de Mg2+-ATP. Demostrándose así que el A TP 

no tuvo ninguna función regulatoria en la enzima de D. hansenii y que solo actuó como 

donador de grupos fosfato. Además, los metabolitos fructosa-2,6-bisfosfato y AMP 

actuaron como moduladores alostéricos positivos de la PFK de D. hansenii, ya que al 

incrementar sus concentraciones estimulan la actividad de la enzima aún en condiciones 

saturan tes de Mg2+ -A TP. Por otro lado, la capacidad de D. hansenii de sintetizar, acumular 

y almacenar grandes cantidades de Iípidos hace que el citrato pueda convertirse en un fuerte 

inhibidor de la PFK. 

Es importante señalar que la actividad de la PFK de D. hansenii presentó valores de Vmax 

similares en los extractos obtenidos de los diferentes medios de cultivo al aumentar las 

concentraciones de Mg2+-ATP. Por otro lado, la Km mostró una modificación en la 

afinidad por el substrato Mg2+ -ATP, únicamente en los extractos celulares obtenidos a 1 M 

de NaCl, mientras que en el resto de las condiciones presentó valores parecidos. Este 

cambio en la afinidad por el sustrato Mg2+ -A TP podría estar relacionado con el incremento 

en la producción de etanol cuando se crece a D. hansenii en presencia de sales (Calahorra el 

al., 2009). 

El alineamiento múltiple entre las secuencias de aminoácidos dc las subunidades alfa y beta 

que componen la PFK en diferentes ascomicetos mostró que los dominios alostéricos y 

catalíticos de las proteínas de D. hansenii están conservados. Esto nos confirmó que los dos 

genes candidatos de D. hansenii codifican para las subunidades de la PFK. Una de las 

posibles maneras de explicar el efecto no inhibitorio del Mg2+-ATP sobre la actividad de la 

PFK de D. hansenii podría deberse a una modificación en el primer dominio de inhibición 

por ATP de un residuo de arginina (R) por uno de fenilalanina (F) (R204F) en la subunidad 

beta (DHPFK2 Ó trIQ6BSB2). Este cambio podría impedir la entrada del Mg2+-ATP al sitio 

alostérico y de esta manera bloquear el efecto inhibitorio. Otra idea que proponemos se 

refiere a la modificación postraduccional de la enzima. 
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Parece claro que la PFK es una enzima limitante en la glucólisis pero no es posible 

atribuirle una regulación total de la vía, ya que hay muchos factores involucrados en este 

fenómeno. Para esto se tendría que estudiar las nueve enzimas restantes, los transportadores 

involucrados, detenninar qué otras enzimas pat1icipan en el flujo y buscar otras moléculas 

que regulan la actividad de la hexocinasa, fosfofructocinasa y pimvato cinasa. 
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Conclusiones 


• 	 D. hansenii posee dos genes que codifican para la subunidad alfa y beta de la 

fosfofructocinasa. 

• 	 Ambos genes se expresan en diferentes condiciones de crecimiento. 

• 	 La PFK de D. hansenii es inhibida por citrato y no por Mg2+-ATP, cuyo efecto 

genera una curva hiperbólica. 

• 	 Los valores de Vmax permanecieron constantes en los extractos de D. hansenii 

crecida en YPD o YPD suplementado con NaCI. Mientras que la Km mostró una 

modificación en la afinidad por el substrato Mg2+-ATP, solamente en los extractos 

celulares obtenidos a 1 M de NaCI. 

• 	 El AMP Y la fructosa-2,6-bisfosfato actúan como moduladores alostéricos positivos. 

• 	 Los dominios catalíticos y alostéricos están altamente conservados en las 

subunidades alfa y beta de la PFK de D.hansenii. 
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