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RESUMEN

2. RESUMEN

Muchas enzimas tienen potencial farmacologico, sin embargo, esta accion
depende de la correcta entrega a la célula diana y de la integridad de la
conformacion activa de las enzimas. Teniendo esto en consideracion la
nanotecnologia ha desarrollado diversos nano acarreadores que sirven como
soporte, estabilizadores y transportadores enzimaticos. Uno de estos acarreadores
son las Particulas Tipo Virus (VLPs), que son ensambles moleculares de los
componentes estructurales de los virus sin el material genético. Nuestro grupo
tiene amplia experiencia en ensamblar VLPs de parvovirus B19 (B19V). En
nuestro caso, se estudi6 la actividad de una a-glucosidasa quimérica de
Saccharomyces cerevisiae (a-Gl-L6H) expresada en Escherichia coli, poniendo
especial atencion en su actividad catalitica para sustratos como almidén y
glucégeno, antes y después de desnaturalizarla y re-plegarla. Es importante
conocer si esta proteina es capaz de re-plegarse in vitro, ya que al estar fusionada
con la proteina VP2, con la cual se hacen VLPs de B19V, se desea que sea capaz
de recuperar su actividad catalitica en las mismas condiciones en que se pliegan y
ensamblan las VLPs. Se comprobd que la a-GI-L6H presenta actividad catalitica
tanto contra almidon como contra glucdégeno, por lo que podria utilizarse para
tratar enfermedades metabdlicas de la degradacion del glucégeno en el humano.
Sin embargo, la quimera no recuperd su actividad catalitica una vez re-plegada, lo
gue hace suponer que una quimera de esta enzima con VP2 no se plegaria

correctamente para formar VLPs con actividad catalitica.
14
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3. INTRODUCCION

El adecuado funcionamiento celular se debe en gran medida a los catalizadores
biolégicos que aceleran las reacciones quimicas a niveles que hacen posible la
vida. Con excepcion de los RNAs cataliticos, los catalizadores bioldgicos son las
enzimas. Estas son proteinas y sus propiedades funcionales, incluyendo la
catalisis, dependen de la integridad de la conformacion nativa de la proteina.
Cuando la actividad enzimatica es critica para algun proceso celular y se presenta
ausencia total o parcial de la proteina o de su actividad catalitica, resulta en

alteraciones metabdlicas que pueden variar en grado de mortalidad.

Un ejemplo de esto son las enfermedades lisosomales de almacenamiento
(LSDs), que como su nombre lo indica, presentan acumulacion de sustratos de
diferente naturaleza como glucogeno, mucopolisacaridos, esfingolipidos o
glicoproteinas. Estas enfermedades pueden ser tratadas por reemplazamiento de
la enzima defectuosa; lo complicado del tratamiento es llevar a la enzima, integra

y activa, al blanco celular, que en este caso es el lisosoma.

Una ruta de acceso a este sistema es obviamente el sistema de endocitosis
celular que los virus usan como método para acceder al interior de la célula,
haciendo gala de diversos mecanismos que les permiten escapar posteriormente
del lisosoma sin ser degradados. La capacidad de los virus para reconocer
receptores superficiales en las células radica en los componentes superficiales de
los propios virus. Estos mismos receptores pueden conservarse en las particulas

15
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tipo virus (VLPs), que son ensambles de los componentes estructurales de los
virus sin contener material genético, por lo que no son infecciosas y en
consecuencia son mas seguras que los virus. Ademas, en la superficie de las
VLPs se pueden colocar enzimas activas, sirviendo como nano acarreadores que
proporcionan estabilidad a la enzima y como vectores que brindan especificidad

por un tipo celular.

Se sabe también que las isomaltasas (EC 3.2.1.10) hidrolizan los enlaces a-1,6-
glucosidicos en los extremos no reductores del glucdégeno o el almidén. Se puede
usar una de estas enzimas como modelo para explorar si es posible plegarla in
vitro para su posterior presentacion en una VLP. En este trabajo expresamos una
quimera de la a-1,6-glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae en Escherichia coli,
para establecer si en las condiciones de ensamble in vitro de VLPs de B19V, esta
enzima recupera su actividad catalitica y asi sentar las bases para una linea de
investigacion que pudiese en un futuro colaborar con la mejora en la calidad de

vida de pacientes con LSDs.
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4. MARCO TEORICO

4.1 ENZIMAS

La enorme variedad de reacciones bioquimicas que comprende la vida, esta
mediada casi en su totalidad por un conjunto de catalizadores biologicos
denominados “enzimas”. Con la excepcion de un pequefio grupo de RNAs
cataliticos, todas las enzimas son proteinas™?. Sus propiedades funcionales,
incluyendo la actividad catalitica dependen de la integridad de la conformacion
proteica nativa, es decir, si una enzima es desnaturalizada o disociada en sus
subunidades, la actividad catalitica usualmente se pierde. De la misma manera, si
una enzima se despliega hasta su conformacion lineal, la actividad catalitica
siempre desaparece. Por lo tanto, las estructuras proteicas primaria, secundaria,
terciaria, y cuaternaria (cuando la hay) son esenciales para su actividad catalitica.
Existen muchas razones por las que una proteina podria no tener su estructura
nativa. La exposicién ex vivo de las proteinas a condiciones adversas, como pH
extremo, temperaturas altas, detergentes y metales pesados, pueden alterar la
estructura nativa llevandola a un estado inactivo. In vivo, la estructura esta en un
delicado balance entre las proteinas que se sintetizan y las que se degradan. En
ambos casos hay mecanismos que hacen mas eficiente el plegamiento, como es
el caso de las chaperonas, y de la degradacion las proteasas. Sin embargo, la
estructura puede no estar afectada por las condiciones ambientales dentro de la
célula, sino por mutaciones en los genes que codifican dichas proteinas. Estas

mutaciones pueden resultar en un plegamiento anémalo de las proteinas, afectar
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la interaccion de la enzima con su sustrato o reducir draméaticamente su capacidad
catalitica.
Las enzimas poseen propiedades importantes que no todos los catalizadores

quimicos cumplen?:

1. Altas velocidades de reaccion: en general, las velocidades de las
reacciones catalizadas por enzimas se multiplican de 10° a 10% con
respecto a las mismas reacciones no catalizadas por ellas.

2. Condiciones moderadas de reaccidon: las reacciones catalizadas por
enzimas tienen lugar en condiciones relativamente suaves: temperaturas
inferiores a 100 °C, presion atmosférica normal y pH cercano a la
neutralidad.

3. Mayor especificidad de reaccion: las enzimas tienen un grado de
especificidad enorme, es decir, que las reacciones enzimaticas rara vez
tienen productos secundarios en cantidades importantes.

4. Capacidad de regulacion: la actividad catalitica de muchas enzimas varia
en respuesta a las concentraciones de sustancias distintas a sus sustratos
y productos. Entre los mecanismos de estos procesos reguladores se
incluyen el control alostérico, la modificacion covalente de las enzimas y la

variacion de las cantidades de enzimas sintetizadas (expresion genética).

Las fuerzas no covalentes de unidn entre enzimas, sustratos y otras moléculas
implican interacciones de van der Waals, electroestaticas, de puente de hidrégeno

e hidrofobas. En general, la especificidad catalitica de las enzimas esta
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determinada por su sitio activo. Este lugar generalmente se presenta como una
cavidad o hendidura en la superficie de una molécula enzimatica, en cierto modo
esta regidbn es complementaria al sustrato (complementariedad geométrica).
Ademas, los residuos de aminoacidos que forman el sitio de union se disponen
para interactuar de manera especifica con el sustrato por atraccion

(complementariedad electrénica)™?.

Las moléculas que difieren en la forma o en la distribucion del grupo funcional del
sustrato no pueden unirse a la enzima en forma productiva, es decir, no pueden
formar el complejo enzima-sustrato, complejo propuesto por primera vez por
Charles Adolphe Wurtz en 1880, que es el punto de partida para los tratamientos
matematicos que definen el comportamiento cinético de la catélisis enzimatica y
las descripciones teoricas de los mecanismos enzimaticos que llevan a la

formacion de los productos™?.

Existen diferentes clasificaciones para la gran variedad de enzimas que se
conocen. En 1934 en respuesta a la cantidad de enzimas descritas la Comision de
Enzimas (E.C.) de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(IUBMB) organiz6 los nombres de éstas y las clasifico en seis clases. Cada clase
se subdivide a su vez en subgrupos con el propésito de especificar en forma

inequivoca el tipo de reaccién catalizada®.

El codigo numérico de las enzimas es una identificacion numérica derivada de la

clasificacion, contiene cuatro digitos separados por puntos: X.Y.Z.W.
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e X: Denota la clase a la cual pertenece la enzima. Indica el cambio quimico
global que realiza la enzima sobre el sustrato.

e Y: Denota la subclase a la cual pertenece la enzima. Indica el cambio mas
especifico en la transformacion del sustrato.

e Z: Denota la sub-subclase a la cual pertenece la enzima. Indica mayor
especificidad de los cambios sefalados por Y, como por ejemplo, detallar
sobre cuales atomos se realiza la catalisis, o cuales enlaces se forman,
rompen o que atomos se desprenden, etc.

e W: Este ultimo numero corresponde a la identificacion precisa de las
sustancias sobre las cuales actia la enzima y normalmente indica el orden

en el que cada enzima se va agregando a la lista.

Uno de los grandes grupos de esta clasificacion son las hidrolasas. Estas enzimas
pertenecen a la clase 3, catalizan la ruptura de un gran niumero de biomoléculas
usando como co-sustrato a una molécula de agua. Las hidrolasas mas comunes

incluyen a las lipasas, las glucosidasas, las proteinasas y las fosfatasas®.

4.1.1 GLUCOSIDASAS

Las glucosidasas hidrolizan los enlaces glucosidicos de los carbohidratos, que son
los compuestos biolégicos de mayor abundancia en la naturaleza y tienen como
representantes mayoritarios a los polisacaridos, macromoléculas constituidas por
la polimerizacion de unidades moleculares de azucares sencillos (monosacaridos).
Estos polimeros presentan una variacion estereoquimica natural y pueden

ensamblarse en diversos isémeros**°. El principal monosacarido es la glucosa,
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cuya polimerizacion da lugar a dos polisacéaridos de gran importancia para la vida:

la celulosa y el almidén®.

Los organismos vivos adaptdndose a esta gran diversidad de sustratos, utilizan
desde oligosacéaridos hasta polisacéridos para una gran cantidad de funciones
biolégicas como: la obtencidén de energia, la mitosis celular y como antigenos de
reconocimiento de moléculas®. En consecuencia, existe una gran variedad de
glucosidasas. Casi todos los organismos tienen una o0 mas, variando la

especificidad de sustrato entre especies®®.

Dependiendo del sustrato especifico toman diferentes nombres, las glucosil-
hidrolasas (GH) se clasifican como: E.C. 3.2.1.W, donde los tres primeros
nameros indican la propiedad de hidrolizar el enlace O-glucosidico y el cuarto (W)

indica el tipo de sustrato®.

La clasificacion de las GH generé mas de 45 familias en sus primeras ediciones, y
ha ido amplidndose con el transcurso de los afios. En la actualidad se cuenta con

135 familias (disponibles en la base de datos: hitp://www.cazy.org/Glycoside-

Hydrolases.html). Esta clasificacion estad basada en las similitudes de la secuencia

de los aminoacidos que presenta cada enzima. Asi, enzimas con diferente
especificidad de sustrato se pueden encontrar en la misma familia, indicando una
divergencia evolutiva. Esto se puede observar, por ejemplo, en las familias 1, 13y
16. Las enzimas de la familia 13 estan presentes en todo tipo de organismos

vivos®. La familia 13 de las GH incluye a las a-amilasas, a-glucosidasas,
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ciclodextrina-glucanotranferasas, pululanasas, isoamilasas, enzimas ramificantes,

y neopululanasas’.

Ademas, las a-glucosidasas pueden dividirse en tres tipos de acuerdo con sus

especificidades de sustrato®:

e Tipo I: enzimas que hidrolizan sustratos heterogéneos con mayor eficiencia
que la maltosa.

e Tipo Il: enzimas que prefieren maltosa y malto-oligosacaridos, y tienen
poca actividad hacia aril-glucésidos.

e Tipo lll: Enzimas que tiene la misma especificidad que las tipo Il y
muestran elevados niveles de actividad hacia polisacaridos como la amilosa

y el almiddn soluble.

4.2 a-GLUCOSIDASAS DE S. cerevisiae (OLIGO-1,6-GLUCOSIDASAYS)

S. cerevisiae contiene dos a-glucosidasas, nombradas a-1,4-glucosidasa
(maltasa) y oligo-1,6-glucosidasa (isomaltasa). La maltasa preferencialmente
hidroliza maltosa pero no isomaltosa ni metil-a-D-glucopiranésido (a-MG),

mientras que la isomaltasa hidroliza isomaltosa y a-MG, pero no maltosa’.

Las oligo-1,6-glucosidasas (E.C. 3.2.1.10) hidrolizan los enlaces a-1,6-
glucosidicos en los extremos no reductores, manteniendo la configuracion
anomérica de isomalto-oligosacaridos y dextrinas®. Las Isomaltasas pueden ser
clasificadas en la subfamilia 31 de la familia 13 de las glucésido hidrolasas

(GH13-31), sin embargo, a diferencia de las a-1,4-glucosidasas (E.C. 3.2.1.20) las

22



4.2 a-GLUCOSIDASAS DE S. cerevisiae (OLIGO-1,6-GLUCOSIDASAS)

1,6-glucosidasas fallan hidrolizando enlaces a-1,4-glucosidicos de los malto-

sacaridos. Estas distinciones en la especificidad de sustratos de la a-glucosidasa

se deben a las diferencias en la uniéon del sustrato y los dominios cataliticos de las

enzimas’®°.

Cuadro. 4.1. Actividades enzimaticas especificas para diferentes sustratos (100 mM), excepto para
pNPG (5 mM). La Ima1p representa a la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae. Tomada de Deng et

al., 2014.
Sustrato Tipo de enlaces Actividad especifica (umol/min/mg)
Imalp Ima2p Ima3p

a-pNPG 4-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido 5.8 (10) 7.7 (14) 3.9 (54)

B-pNPG 4-Nitrofenil-B-D-glucopiranosido 0 0 0

a-MG a-Metilglucopiranosido 52 (87) 55 (102) 11 (153)

Disacaridos (Glu-Glu)

Trealosa O-a-D-glucosil-(11)-a-D-glucosa 0 0 0

Kojibiosa 0-a-D-glucosil-(1-2)-a-D-glucosa 7.7 (13) 6.9 (13) 0

Nigerosa 0-a-D-glucosil-(1-3)-a-D-glucosa 6.5 (11) 6.8 (13) 2.5 (35)

Maltosa 0-a-D-glucosil-(1-4)-a-D-glucosa 0 0 0

Isomaltosa 0-a-D-glucosil-(1-6)-a-D-glucosa 60 (100) 54 (100) 7.2 (100)

Disacaridos (Glu-Fru)

Sacarosa 0-a-D-glucosil-(1-2)-B-D-fructosa 18.6 (31) 19.7 (36) 10.2 (142)

Turanosa 0-a-D-glucosil-(1-3)-D-fructosa 4.3(7) 3.5(6) 1.8 (25)

Maltulosa O-a-D-glucosil-(1-4)-D-fructosa 0 0.53 (1) 0

Leucrosa O-a-D-glucosil-(1-5)-D-fructosa 8.6 (14) 8.6 (16) 0

Palatinosa O-a-D-glucosil-(1-6)-D-fructosa 52 (87) 76 (137) 5 (69)

Trisacaridos

Maltotriosa 0-a-D-glucosil-(1-4)-a-D-glucosil- 3.5(6) 3.4 (6) 0
(1-4)-D-glucosa

Isomaltotriosa 0-a-D-glucosil-(1-6)-a-D-glucosil- 7.9 (13) 7.6 (14) 0
(1-6)-D-glucosa

Melezitosa (Glu-Sac) O-a-D-glucosil-(1-3)-B-D-fructosil- 0 0 0
(2-1)-D-glucosa

Panosa 0-a-D-glucosil-(1-6)-a-D-glucosil- 3.1(5) 2.9(5) 0

(1-4)-D-glucosa

Deng y colaboradores reportan actividades especificas de la Isomaltasa Imalp

(a-1,6-glucosidasa) para diferentes sustratos (Cuadro 4.1), encontrando que

23



4.2 a-GLUCOSIDASAS DE S. cerevisiae (OLIGO-1,6-GLUCOSIDASAS)

efectivamente, para disacaridos con enlaces a-1,4-glucosidicos (maltosa y
maltulosa) no hay actividad catalitica. En contraste, para trisacaridos como la
maltotriosa (O-a-D-glucosil-1,4-a-D-glucosil-1,4-D-glucosa) y la panosa (O-a-D-

glucosil-1,6-a-D-glucosil-1,4-D-glucosa) si existe actividad catalitica significativa.

Esto podria suponer que, para polisacaridos con enlaces a-1,4-glucosidicos, como
el almidon o el glucégeno, la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae ademas de des-
ramificar los enlaces a-1,6-glucosidicos propios tendria actividad enzimatica para

la cadena lineal siempre y cuando contengan més de dos residuos de glucosa®.

4.2.1 ESTRUCTURA DE LA a-1,6-GLUCOSIDASA DE S. cerevisiae

Todos los miembros de la familia GH13 estan compuestos por tres dominios,
nombrados, A, By C. El dominio A es el dominio catalitico, compuesto de un barril
(B/a)s; el dominio B esta insertado entre la tercera hoja 3 y la hélice del barril (3/a)s
del dominio A; y el dominio C esta compuesto de ocho hojas B en una motivo de

doble llave griega’.

En el caso de la a-glucosidasa de S. cerevisiae el dominio A esta compuesto por
los residuos 1-113 y 190-512, en donde se encuentran los componentes de la
triada catalitica: el Asp215, que actia como nucledfilo, el Glu277, que es el
donador de protones, y el Asp352, parte importante de anclaje del sitio activo,
ademas de tener el residuo N-terminal (Glu). El dominio B esta conformado por los
residuos 114-189 que forman parte del sitio catalitico en unién con el dominio A,
contiene también el sitio de union a iones calcio, ubicado debajo de la primera
hélice del dominio A, con los residuos Asp30, Asn32, Asp34, Asp38, Trp36 y una
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molécula de agua coordinada. El dominio C a diferencia de las glucosidasas de la
familia 13, esta integrado por los residuos 513-589 y consiste de 5 hebras 8 anti
paralelas, de tal modo que solo 4 hebras B del motivo cierran el dominio A (Fig.

4.1)".

Fig. 4.1 Estructura completa de la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae. Dominio A
(residuos 1-113 y 190-512) mostrado en rosa, dominio B (residuos 114-189) mostrado en
cian y dominio C (residuos 513-589) mostrado en lila. Sitio catalitico mostrado en esferas
verdes. Residuo catalitico nucleofilico en magenta Asp215, en purpura residuo donador de
protones Glu277 y residuo catalitico de anclaje Asp352 en azul. En rojo el sitio de union a
iones calcio. (PDB 3AJ7).

A pesar de que muchas a-glucosidasas de mamiferos, plantas y microorganismos,
con diversas especificidades de sustrato han sido purificadas y clonadas, ain no
se ha podido aclarar qué residuos de aminoacidos de las a-glucosidasas

reconocen la diferencia entre enlaces a-1,4 y a-1,6 glucosidicos contenidos en los

25



4.2 a-GLUCOSIDASAS DE S. cerevisiae (OLIGO-1,6-GLUCOSIDASAS)

polisacaridos. Yamamoto y colaboradores sugieren que la Val216 es un residuo

importante para la discriminacion entre estos enlaces®.

4.2.2 TOPOLOGIAS DEL SITIO ACTIVO DE LAS GLUCOSIL HIDROLASAS

Aunque los plegamientos enziméticos pueden clasificarse en 22 familias segun su

estructura tridimensional, la topologia completa de los sitios activos convergen

Unicamente en 3 clases generales® (Fig. 4.2).

Bolsillo o crater: Esta topologia es 6ptima para el reconocimiento de
sacaridos con extremos no reductores y es encontrada en mono-
sacaridasas como la [(-galactosidasa y B-glucosidasa, entre otras, y en
exopoli-sacaridasas como la glucoamilasa y B-amilasas. Estas exopoli-
sacaridasas se han adaptado a los sustratos que tienen un gran nimero de
terminaciones de cadena, como el almidon.

Hendidura o guante: Esta estructura abierta permite la unién azarosa de
varias unidades de azlcares de sustratos poliméricos y es comunmente
encontrada en poli-sacaridasas como la lisozima, endocelulasa, a-amilasas,
etc.

Tanel: Esta topologia es representada por una hendidura en la que la
proteina esta envuelta por muchos bucles que la cubren. Se encuentra en
muchas celobiohidrolasas. El tunel formado permite a las cadenas de

polisacéaridos unirse a través de él.
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Fig. 4.2 Topologia de los
sitios activos de las

glucosil-hidrolasas. (@)
Topologia de bolsillo
(glucoamilasa de

A. awamori). (b) Topologia de
hendidura (endoglucanasa E2
de T. fusca). (c) Topologia de
tinel (celobiohidrolasas Il de
T. reesei). Los residuos
cataliticos  propuestos se
muestran en rojo. Tomado de
Davies, 1995.

La a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae tiene una topologia de bolsillo poco
profundo, que ademas esta delimitado por la Tryl58, la His280 y el asa 310-315
(Fig. 4.3), lo que podria explicar la elevada actividad hacia la isomaltosa y menor

actividad, pero no nula, hacia oligosacaridos mas largos”®.

Fig. 4.3 Topologia del
sitio activo de la a-1,6-
glucosidasa de S.
cerevisiae. En azul
turquesa se muestra la
“tapa’ generada por la
Tryl58, His280 y el asa
310-315. Al fondo se
observa el sitio activo en
verde y los residuos
cataliticos: en rosa la
Asp215, en purpura el
Glu277, y en azul Ila
Asp352. (PDB 3AJ7).
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4.2.3 MECANISMO DE HIDROLISIS

La hidrolisis enzimatica del enlace glucosidico por las distintas variedades de
glucosil-hidrolasas tiene lugar via catélisis acida, y esta mediada por la accion de
dos residuos criticos presentes en el sitio activo. En la mayoria de los casos éstos
son dos residuos carboxilicos, un donador de protones y un nucledfilo/base. Esta
hidrolisis puede ocurrir de dos formas distintas atendiendo a cuél sea la

configuracién del carbono anomérico resultante de la hidrélisis**:

¢ Inversion: en la que la configuracion anomérica cambia.

e Retencion: en la que la configuracion anomérica se mantiene.

En las glucosidasas que operan mediante inversion, la distancia de separacion de
los dos carboxilos cataliticos es de aproximadamente 10 A, mientras que en las

enzimas que retienen la configuracion, la separacion es alrededor de 5 A.

El mecanismo de inversion tiene lugar en una sola etapa mediante un proceso
catalitico acido-base, en donde uno de los dos residuos cataliticos opera como
base, facilitando el atague de una molécula de agua al carbono anomérico y el

otro como &cido, asistiendo la separacién del oxigeno (Fig. 4.4).
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Mecanismo con Inversién
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Fig. 4.4 Mecanismo de accion con inversion de la configuracion anomérica.

El mecanismo de retencién se lleva a cabo mediante un doble desplazamiento. En
este proceso tiene lugar el ataque del residuo nucleofilico al carbono anomérico.
Como resultado se genera la formacion transitoria de un enlace covalente entre la
enzima y el glucosido. Este enlace es lo suficientemente estable como para
permitir la separacion del centro activo de la parte liberada y su reemplazamiento
por una molécula de agua; en este punto la asistencia de un segundo residuo
catalitico acido/base (que actia en la primera etapa como acido, protonando al
oxigeno glucosidico) actia como base en esta etapa, sustrayendo un proton de
una molécula de agua que a su vez ataca al enlace covalente transitorio, lo rompe

y regenera a la enzima (Fig. 4.5)*.
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Mecanismo con Retencidn
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Fig.4.5 Mecanismo de reaccidn con retencion de la configuracién anomérica.

En los dos casos la posicion del donador de protones es la misma. En el
mecanismo de retencion, el nucleofilo se encuentra cerca del carbono anomérico
del sacarido. En el caso del mecanismo por inversion el nucledfilo se encuentra
muy alejado del carbono anomérico, lo que permite la facil intrusibn de una

molécula de agua promoviendo la reaccién.
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En la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae el residuo nucleofilico es el Asp215,

mientras que el donador de protones es el Glu277’. En la figura 2.6 se puede

apreciar que entre el carbono del carbonilo del Asp215 y el carbono del carbonilo

del Glu277 existe una distancia de 4.99 A, lo que sugiere que esta enzima tiene un

mecanismo por retencién’ (Fig. 4.6).
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Fig.4.6. Detalle del los residuos
cataliticos de la a-1,6-glucosidasa
de S. cerevisiae. Residuos cataliticos
Asp215 en color rosa, Glu277 en azul
y en verde residuo no hidrolizado de
Glucosa. Se muestran las distancias
en A entre el carbonilo de la Asp215 y
el carbonilo del Glu277, entre el
carbonilo de la Asp215 y el C1 de la
glucosa y entre el carbonilo del Glu277
y el C1 de la glucosa (PDB 3A4A).



4.3 IMPORTANCIA INDUSTRIAL Y FARMACEUTICA DE LAS GLUCOSIL-HIDROLASAS

4.3 IMPORTANCIA INDUSTRIAL Y FARMACEUTICA DE LAS GLUCOSIL-
HIDROLASAS

Las enzimas se han convertido en moléculas insustituibles para la obtencion
industrial de productos de distinta indole. Las industrias mas beneficiadas son las

de alimentos, quimica y farmacéutica.

En la industria alimenticia la fabricacion de pan y la produccion de cerveza son
ejemplo de procesos fermentativos asistidos por una levadura del género

Saccharomyces *.

Otro ejemplo relevante se encuentra en la industria del almidén, esencial para la
obtencion de oligo y monosacaridos, empleados en la elaboracién de distintos
alimentos y como materia prima para la generacibn de etanol, que como
combustible liquido sustitutivo de la gasolina toma fuerza. El costo del
procesamiento enzimatico de almidon en los Estados Unidos de Norte América es
de aproximadamente $156 millones de délares. El equivalente de las enzimas
usadas en este proceso de licuefaccion, a-amilasa y glucoamilasa principalmente,

representa el 24% del total del costo de todo el proceso™® “.

En el caso de las a-amilasas, la ingenieria de proteinas se ha centrado en
incrementar la estabilidad a la temperatura, en mantener la actividad en un rango
mayor de pH y en mejorar los valores de actividad catalitica o especificidad en el

proceso™®.

Por otra parte, las deficiencias en las glucosil-hidrolasas son las causas mas
frecuentes de intolerancia a la lactosa o de un gran numero de enfermedades
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lisosomales de almacenamiento (LSDs) en el hombre®. Los prospectos para
tratamientos de LSDs abarcan el reemplazamiento enzimatico (ERT), la terapia
génica, o el uso de moléculas pequefias (chaperonas); las dos primeras son
potencialmente exitosas para el tratamiento debido a que la enzima exdégena gana
acceso al lisosoma y logra degradar el sustrato acumulado'***, En el caso de
las moléculas pequefas, estas ayudan a plegar a la enzima y alcanzar su
conformacion activa. Cabe destacar que Unicamente se necesita del 1 al 5% de la
enzima intracelular activa para corregir los defectos metabdlicos causados por
deficiencias enzimaticas. La nocion de que las LSDs pueden ser tratadas por
reemplazamiento de la enzima defectuosa con enzimas exdgenas fue sugerida por
primera vez por Christian de Duve en 19643 Por el momento esta terapia se
aplica s6lo mediante inyecciones de un preparado de la enzima, pero su entrega

no es sitio-especifica.

4.4 NANOACARREADORES

La cooperacion entre enzimas y células es la clave de la eficiencia de los sistemas
bioldgicos. Los farmacos libres presentan ciertas limitantes para su aplicacion,
como su poca solubilidad, su limitada estabilidad, su toxicidad no deseada, o la
incapacidad de atravesar las membranas celulares. Es por ello que, en el campo
de la nanotecnologia, se estdn haciendo esfuerzos para lograr mimetizar la
organizacién natural mediante el desarrollo de dispositivos de liberacion de
farmacos, en forma de polimeros, nano y/o macroparticulas, liposomas y micelas,
entre otros'® . Para la manipulacién de enzimas, el contar con soportes sélidos

(andamios) representa una gran ventaja. Las capsides virales, por ejemplo, son
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un excelente medio para soportar proteinas, ya que poseen una gran variedad de
grupos funcionales en su superficie o que las hace moléculas polivalentes que
pueden acoplarse a multiples ligandos e interaccionar colectivamente con los sitios
celulares especificos logrando atravesar las barreras celulares del huésped,
caracteristica que las hace atractivas para la construccion de ENCs (Enzyme
Nano-Carriers), donde las enzimas son dispuestas dentro o fuera de la capside
viral, confiriéndoles un posicionamiento mas eficiente si se compara con la enzima

libre>18.

4.4.1 VLPs

Claramente no se pueden implementar virus patdogenos para el hombre por lo que
para estos trabajos se han usado virus especificos de plantas, bacteriéfagos y
mas recientemente “particulas tipo virus” (VLPs), que presentan gran
especificidad™. Para la obtencién de estas particulas altamente especificas y no
infecciosas (carentes de material genético) las secuencias de las proteinas
estructurales se insertan en plasmidos y se expresan en células adaptadas para la
sobreexpresion proteica. Las quimeras virales producidas para el transporte de
proteinas son usadas para el estudio terapéutico y estudio de la cinética

enzimatica®>*®1’.
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4.4.2 VLPs DEL ERITROPARVOVIRUS 1 DE PRIMATE (PARVOVIRUS B19)

Dentro de la inmensa variedad de virus existentes, encontramos a los Parvovirus
que se distinguen por ser pequefios (entre los virus), densos y resistentes. Como
grupo, los Parvovirus tienen un diametro que oscila entre los 18 y 28 nm, son de
forma esférica y su material genético consta de una sola cadena de ADN; son
virus que no cuentan con envoltura lipidica y su capside estd compuesta de entre

2y 4 especies de proteinas®®.

El B19V fue por mucho tiempo el Unico miembro de la familia Parvoviridae
reconocido como patdégeno para el hombre. Es el responsable del llamado eritema
infeccioso, infectando células del linaje eritroide en la médula 6sea. También se le
ha relacionado con otros sintomas como las artropatias, fallas criticas en la

produccién de células rojas, hidropesia fetal, aborto, miocarditis o hepatitis*®*°.

Las capsides del B19V estan formadas por 60 subunidades de proteina, tienen un
diametro de 26 nm y ademas de proteger y contener el ADN cumplen con
funciones de reconocimiento, entrada a la célula, transporte intracelular y de
liberacion del ADN para el proceso infeccioso. Estas particulas se distinguen por
ser estables en presencia de solventes organicos, resistir en intervalos de pH de 3
a 9 y tolerar temperaturas de 56 °C durante 60 minutos, confiriéndoles con todo
esto resistencia a la inactivacion. El peso molecular del virion y de las particulas
vacias es de 5.5 a 6.2 x 10°, y 4.2 x 10° g/mol respectivamente. Los viriones tienen
una densidad de 1.30 a 1.32 g/mL, mientras que las VLPs presentan una densidad

de 1.28 g/mL en CsCI*.
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La capside de los virus nativos posee forma icosaédrica con numero T=1y ejes de
simetria de orden 2, 3 y 5; esta formada de dos proteinas: VP1 y VP2 con pesos
moleculares de 83 y 58 kDa respectivamente. Ambas proteinas son muy similares,
VP2 se encuentra formando el 95% de la capsides y difiere de VP1 en que ésta
Gltima posee una llamada regidn Unica de 277 aminoacidos en el extremo amino
terminal. Esta region se localiza principalmente fuera del virion y por lo tanto es

accesible a la unién a anticuerpos'®%,

Las VLPs que contienen VP1 y VP2 o solo VP2, son morfolégica e
inmunolégicamente similares a las particulas infecciosas®. El B19V es un modelo
interesante para estudios de nanotecnologia y biomedicina debido a sus

propiedades?:

e Es posible formar VLPs con una sola proteina (VP2, PDB 1S58).

e Esta proteina puede ser modificada en su extremo N-terminal sin perder su
potencial para formar capsides.

e Tiene gran potencial de aplicacion ya que es un virus que infecta humanos.

e Dada su relativa sencillez estructural es un sistema ideal para desarrollar

modelos de asociacion de capsémeros.

Como antecedentes del uso de VLPs de B19V destaca la produccion en

bacuolovirus de VLPs quiméricas, modificadas en el amino terminal de la proteina

122, También ha

VP2, presentando respuesta inmune y proteccién contra reto vira
sido posible obtener VLPs quiméricas recombinantes que transportan epitopos

especificos del virus del dengue 2 en el extremo amino terminal de VP22, En otro
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estudio se obtuvieron VLPs que portaban epitopos del virus de la cariomeningitis
linfocitica (LCMV) que al ser administradas via intra-nasal inducen una respuesta

de células T cito-toxicas y produccién de anticuerpos IgG e IgA®.

Ademas de epitopos pequefios, se han reportado estudios donde se producen
VLPs de B19V quiméricas fusionando proteinas completas al amino terminal,
como en el caso de Leona Gilbert y colaboradores, que reportan una construccién
colocando la proteina verde fluorescente mejorada (EGFP). Este equipo de trabajo
obtuvo VLPs muy similares en tamafio a las nativas del B19V con un promedio de

9 dominios de EGFP dispuestos en la superficie de estas particulas®.

Otro método de ensamble para la produccién de VLPs es el probado por Sanchez-
Rodriguez y colaboradores, quienes lograron la obtencién de VLPs por ensamble
in vitro de la proteina VP2 purificada en condiciones desnaturalizantes (GndHCI

5 M)*.

Un ejemplo de produccion in vitro de VLPs quiméricas con proteinas completas
ensambladas a la superficie es el caso de Gutiérrez-Landa y colaboradores,
quienes reportaron una construccion de VLPs a partir de proteina VP2 de B19V
modificada en el asa 300-314 (residuo 307) con una lipasa de Bacillus pumillus
(BplA), quedando asi la lipasa expuesta fuera de la cépside y presentando
actividad catalitica. Las particulas obtenidas fueron en tamafio poco mayores a las
VLPs silvestres, como se esperaba por la presencia de la BplA, en ensambles
mixtos con una relacién 4:1 de VP2:VP2Q?. Otro caso de produccién in vitro de

VLPs quiméricas es el reportado por Santillan-Uribe y colaboradores, quienes
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propusieron una modificacion en el asa 62-75 de VP2; esta regidn presenta
ventajas ya que no tiene cargas o interacciones que modifiquen la capacidad de la
proteina de generar VLPs, y ademas esta expuesta en la superficie de la particula,
lo que la hace ideal para la presentacion de péptidos. En este proyecto se insertd
un péptido de 64 residuos de la proteina F del virus sincitial respiratorio humano
(RSV): F215-278. Se obtuvieron particulas de especies mono-dispersas (por DLS) de
21.02 £ 4.12 nm para particulas ensambladas con VP2-F;15.278, ¥ de 18.54 + 3.54

nm para ensambles de VP2:VP2-F;15.575 en proporcion 9:127.

4.5 ENFERMEDADES LISOSOMALES DE ALMACENAMIENTO (LSDs)

Las enfermedades lisosomales de almacenamiento (LSDs) son provocadas por
errores innatos del metabolismo como: deficiencias en enzimas lisosomales
(solubles que residen en el lumen de los lisosomas) o transportadoras, resultando
en la acumulacion de metabolitos dafiinos a la célula. Juntas tienen una incidencia
de un caso en siete mil nacimientos, abarcando alrededor de 50 diferentes

sindromes hereditarios, fueron descritas por primera vez en 1880**2%,

Los lisosomas estan presentes en todas las células nucleadas formando parte de
un complejo intracelular de reciclaje involucrado en la degradacion de
macromoléculas. Las unidades monoméricas liberadas mediante la accién
enzimatica se transportan o difunden fuera de los lisosomas®. Cominmente en
todas las LSDs se acumulan macromoléculas especificas 0 compuestos
monomeéricos dentro de los organulos en el sistema endosoma-autéfago-

lisosoma®. En este proceso de degradacion estan involucradas aproximadamente
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75 diferentes enzimas lisosomales (incluyendo glucosidasas, lipasas, proteasas, y
nucleasas). Las consecuencias de la ausencia total o parcial de estas enzimas
incluyen la degradacion y/o el reciclaje incompletos y la acumulacion de moléculas

intracelulares>?°,

La edad de aparicion y el espectro de sintomas exhibidos varian en las diferentes
LSDs. La presentacion clinica clésica de las LSDs es descrita como: enfermedad
neurodegenerativa en recién nacidos o que aparece durante la infancia. Sin
embargo, puede haber variantes, la severidad usualmente est4 asociada con la

actividad enzimatica residual, los fenotipos se manejan como***;

e Tipo infantil: es el fenotipo més severo. Tipicamente con actividad
enzimética nula.

e Tipo juvenil: fenotipo que presenta poca actividad enzimatica residual y
manifestaciones clinicas atenuadas.

e Tipo de etapa adulta: forma leve con moderada actividad enzimatica

residual.

Usualmente la degradacion de los tejidos es progresiva, lo que abre una ventana
de oportunidades para futuras terapias. Hay varios factores que influyen en la
seleccibn de LSDs candidatas a tratamiento por terapia de reemplazamiento
enzimatico (ERT), estos incluyen: el sitio de la patologia, la probabilidad de revertir
las manifestaciones y la presencia o ausencia de la actividad enzimatica
residual***3. El hecho de que existan fenotipos con gravedad que varia de leve a

mortal dependiendo de la actividad catalitica residual es indicativo de no ser
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necesario el restaurar en totalidad la accion enzimatica, siempre y cuando la

enzima llegue a los sitios apropiados para tratar la patologia®®.

Las LSDs pueden ser agrupadas acorde a las caracteristicas bioquimicas del
sustrato mayormente acumulado, principalmente se encuentran los
mucopolisacéaridos, esfingolipidos, glucégeno o glicoproteinas®. Una cuesti6n
importante es entender como la acumulacion de sustratos en el sistema
endosoma-lisosoma contribuye a la patogénesis, y como la interpolacion de este

conocimiento puede mejorar los tratamientos a pacientes.

4.5.1 FUNCION ENDOSOMA-AUTOFAGO-LISOSOMA Y SU DISFUNCION EN
LSDs

Los lisosomas juegan un papel central en el proceso de eliminacion vy reciclaje de
sustratos celulares mediante multiples rutas incluyendo: el sistema endosoma-
autofago-lisosoma®. Los lisosomas son organelos &cidos presentes en todas las
células nucleadas, contienen enzimas requeridas para la degradacion de
macromoléculas y permeasas, que facilitan la translocacion de pequefas
moléculas generadas por el catabolismo de las macromoléculas®*°. En
comparacion con el endosoma y los auto-fagosomas, el lisosoma, es de tamafio
pequefio, altamente rico en proteinas de trans-membrana (LMPs como LAMP1 y
LAMP2) y en enzimas hidroliticas que presentan una alta densidad y un gran

contenido de iones calcio y protones®.
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Fig. 4.7 Cascada hipotética de eventos en la mayoria de las enfermedades por acumulacion de
sustrato. Los eventos que tienen lugar en los endo/auto-lisosomas se encuentran dentro del recuadro
rosa. Mientras que los eventos ocurridos en el citoplasma y que afectan auto-fagosomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi, peroxisomas y mitocondrias estan colocados en el fondo blanco.

Tomado de Platt, 2012.
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Cuando se acumulan niveles muy elevados de macromoléculas o monémeros en
los endo-autolisosomas, ellos inhiben el catabolismo enzimatico y el flujo de
permeasas que no son genéticamente deficientes, lo que resulta en la
acumulacion secundaria de sustratos. Esta acumulacion de sustratos primarios y
secundarios pone en marcha una cascada de eventos que no solo impactan el
sistema endosoma-autofago-lisosoma, sino también otros organelos vy

generalmente todas las funciones celulares® (Fig. 4.7).

452 ENFERMEDAD DE ACUMULACION DE GLUCOGENO TIPO Il
ENFERMEDAD DE POMPE

La enfermedad de Pompe, también nombrada deficiencia de maltasa acida o
enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo Il (GSP Il), es un desorden
autosémico recesivo. Es una rara enfermedad, progresiva y en ocasiones fatal
debido al avance a nivel muscular. Es causada por la deficiencia de la enzima a-
glucosidasa acida (GAA) encargada de la degradacion del glucégeno lisosomal.
Esta enfermedad tiene manifestaciones clinicas que varian con respecto a la edad
de aparicion, progresion de la enfermedad y grado de avance en los érganos
involucrados. En ella, el glucégeno lisosomal se acumula en diversos tejidos,
abarcando principalmente el hueso, musculo cardiaco y musculo esquelético.
Todos los pacientes con GSP |l cursan con los mismos sintomas generales:

debilitamiento muscular progresivo, fallo organico y/o muerte®.

4.5.2.1 Fenotipos de la enfermedad de Pompe

Actualmente se clasifican los fenotipos de la enfermedad de Pompe como®":
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% Forma infantil: Los pacientes con este fenotipo exhiben un rapido progreso
caracterizado por una prominente cardiomegalia, hepatomegalia, debilidad
muscular e hipotonia y finalmente la muerte causada por una falla
cardiorrespiratoria antes del primer afio de vida.

% Variante forma infantil: Los pacientes exhiben una lenta progresion,
generalmente sin presentar la pronunciada cardiomegalia, aunque pueden
presentar las caracteristicas de la forma tardia durante el primer afio de
vida.

% Forma tardia: Se presenta después de los 3 afios de vida, con
manifestaciones musculares como debilidad e hipotonia, deficiencia en el
desarrollo fisico y generalmente no se presenta cardiomegalia severa. En
muchos casos, la debilidad muscular empeora hasta llevar al paciente al
uso de silla de ruedas y requerir asistencia respiratoria. La falla respiratoria
es usualmente la causante de la morbilidad y mortalidad de este
fenotipo®2.

% Forma adulta: Esta caracterizada por una lenta progresion de la miopatia,

atacando principalmente el musculo esquelético, impactando directamente

el crecimiento. Puede manifestarse a cualquier edad.

La incidencia de todas las formas de la enfermedad de Pompe se estima en

1:40,000 casos a nivel mundial®®.

En general la severidad de la enfermedad esta correlacionada inversamente con la

cantidad residual de a-glucosidasa &cida activa. La edad de muerte varia
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dependiendo de edad de comienzo de la enfermedad, de la tasa de progresion y

de los 6rganos afectados.

4.5.2.2 Diagnoéstico diferencial

El diagndstico de la enfermedad de Pompe plantea un dilema debido a lo raro de
la condicién y la naturaleza no especifica de los fenotipos, lo que suele provocar
un mal diagnostico. Después del diagndstico, el intervalo para el seguimiento

clinico se individualiza dependiendo del paciente y el fenotipo que presente

(Cuadro. 4.2 y Cuadro. 4.3)%,

Cuadro. 4.2 Diagnosticos diferenciales similares a la Enfermedad de Pompe en su forma infantil. Tomado

de Kishnani. et al, 2006.

Diagndstico diferencial

Enfermedad aguda de Werdnig-Hoffman (Atrofia
musculo-espinal I).

Hipotiroidismo.

Fibroelastosis endocardiaca.

Miocarditis.

Distrofia muscular congénita.

Enfermedad de acumulacién de glucégeno tipo llla
(Enfermedad de Cori-Forbes) y Enfermedad de
acumulacion de glucégeno IV (Enfermedad de
Anderson).

Desordenes de cadena respiratoria (mitocondria).

Cardiopatia idiopatica hipertréfica.
Desordenes en peroxisomas.
Enfermedad de Danon

Signos y sintomas compartidos

Hipotonia, miopatia proximal progresiva, ausencia
de reflejos.

Hipotonia, macroglosia

Disnea, dificultades al tragar, cardiomegalia, fallo
cardiaco.

Cardiomegalia.

Hipotonia severa y debilidad muscular.
Cardiomegalia, miopatia, elevaciéon de la creatina
fosfo-cinasa (CK).

Hepatomegalia, debilidad muscular, elevacion de la
creatina fosfo-cinasa (CK).
Hipertrofia biventricular.
Hipotonia, hepatomegalia.
Cardiomegalia, cardiopatia,
lisosomal de glucégeno.

almacenamiento

Una radiografia de pecho y un electrocardiograma (EKG) son buenas opciones en

el diagnéstico para la forma infantil de la enfermedad; y el ecocardiograma para la
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siguiente etapa. En etapas posteriores los pacientes presentan invariablemente

problemas en la funcién cardiaca y progresion de la cardiomiopatia®.

Cuadro. 4.3 Diagnoésticos diferenciales similares a la Enfermedad de Pompe en su forma tardia.
Tomada de Kishnani. et al, 2006.

Diagnéstico diferencial Signos y sintomas compartidos
e Distrofia muscular de cintura pélvica Debilidad muscular progresiva en pelvis, piernas
(LGMD). y hombros.
e Distrofia muscular de Becker (BMD). Debilidad  progresiva de los musculos

proximales, insuficiencia respiratoria, dificultad
al caminar, elevacion de la creatina cinasa (CK).

e Sindromes escapulo-perineales. Debilidad muscular progresiva principalmente
en rodillas y hombros.

e Sindrome de espina rigida. Columna espinal rigida, dolor de espalda baja.

e Polimiositis. Debilidad muscular inexplicable.

e Enfermedad de acumulacién de Hipotonia, hepatomegalia, debilidad muscular,
glucégeno: llla (enfermedad de Cori- elevacion de a creatina cinasa (CK).
Forbes); IV (enfermedad de Anverso);
V (enfermedad de McCardle); y VII
(enfermedad de Tauri).

e Enfermedad de Danon Cardiomiopatia  hipertréfica, miopatia de
musculo esquelético, acumulacion de vacuolas
de glucogeno.

e  Artritis reumatoide Rigidez/dolor al realizar esfuerzos.

e Miopatias mitocondriales Hipotonia, hepatomegalia. Algunas formas
cursan con cardiomiopatia  hipertrdfica,
debilidad muscular, elevacion de la creatina
cinasa (CK).

Dentro de los estudios sanguineos se incluyen la creatinina fosfo-cinasa sérica
(CK); la elevacion de esta enzima es notoria, sin embargo, no es nada especifica
como marcador de la enfermedad de Pompe. Enzimas séricas como la aspartato
amino-transferasa (AST), la alanina amino-transferasa (ALT) o lactato
deshidrogenasa (LDH) se elevan y son reflejo de enzimas liberadas por el musculo

afectado®..
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Existe una creciente evidencia del valor de un tetra-sacéarido especifico de glucosa
en la orina y en suero [Glc4 (Glc a1-6-Glca1-4-Glca1-4Glc)] que representaria una
forma mas especifica en la evaluacion de la enfermedad de Pompe, ya que
aunque este tetra-sacarido puede estar elevado en otras enfermedades de
acumulacion de glucégeno, los niveles mas elevados los presenta la GSD i

(Cuadro. 4.4 y Cuadro 4.5)*" %,

Para las formas tardias de la enfermedad se utilizan estudios para medir la
actividad muscular (estudios de conduccién nerviosa, histoquimica, biopsia para
histologia, etc.). Tanto para la forma infantil como la tardia los estudios de funcién

pulmonar sirven para identificar el compromiso respiratorio®..

El diagndstico clinico es tradicionalmente confirmado por la ausencia virtual (en la
forma infantil) o marcadamente reducida (forma tardia) de la actividad enzimatica
de la GAA en cultivos de fibroblastos tomados de biopsia de piel, masculo,

purificado de linfocitos, células mononucleares o lineas celulares linfaticas™".

Nuevos métodos se han desarrollado para estudiar la actividad de la GAA en
manchas de sangre seca (DBS) por sus siglas en inglés: dried blood spot, método
no invasivo, econdémico y 100% especifico para la corroboracion de la enfermedad

de Pompe en la etapa infantil (Cuadro. 4.6)**.
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Cuadro. 4.4 Niveles en orina del Glc4 en pacientes con LSDs. Tomado de An. Y. et al, 2000.

Estado Edad (afios) Glu,s (mol/mol Rangos
crd) normales
(mol/mol Cr%)
GSDII <1 34.4 8.9+ 8.2
GSDII <1 45,5
GSDII <1 45.6
GSDIII <1 31.5
GSDIII <1 17.6
GSDIII <1 33.1
GSDIII 2 54.7 3.6+3.8
GSDIII 3 52.2
GSDIII 4 27.2
GSDIII 4 92.8
GSDIII 5 73.4 2.0£2.1
GSDIII 11 31.0 0.9+1.0
GSDIII 20 33.0 0.4+ 0.3
GSD Il 31 25.0
GSD Il 40 2.2
GSD Il 45 4.8
GSD Il 45 8.8
GSD Il 61 6.5
GSDI <1 <1 8.9+ 8.2
GSD la 2 4.8 3.6+3.8
GSD1 4 4.0
GSD la 6 4.8 2.0+2.1
GSD la 7 0.7
GSD Ib 19 0.8 0.9+ 1.0
GSDI 47 1.3 0.4+ 0.3
GSD llla 1 33.3 3.6+3.8
GSD llla 2 63.2
GSD llla 4 18.2
GSD 1l 5 97.6
GD lllb 9 23.9 2.0+2.1
GSD llla 28 4.8 0.4+ 0.3
GSD il 29 1.8
GSD llIb 46 2.1
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Cuadro. 4.5 Niveles en suero de Glcs en pacientes con LSDs. Tomado de An. Y. et al, 2000.

Estado Edad Glc, Rango
(afios) (nmol/mL) normal
(nmol/mL)
GSD Il <1 1.1 0.30£0.39
GSD Il <1 1.8
GSD Il <1 1.7
GSD Il <1 7.2
GSD Il <1 3.4
GSDIII <1 3.0
GSD Il 2 1.3 0.22£0.15
GSD Il 2 3.2
GSD Il 3 2.2
GSD Il 4 0.8
GSD Il 4 3.2
GSD Il 5 0.6 0.22+0.16
GSD Il 20 1.3 0.12£0.09
GSD Il 31 1.0
GSD Il 40 0.2
GSD Il 44 1.0
GSD Il 45 0.3
GSD Il 45 0.3
GSD Il 61 0.1
GSDI <1 0.6 0.30+£0.39
GSD la 2 0.3 0.22+0.15
GSD la 3 0.4
GSD1 4 0.3
GSD la 6 0.5 0.22+0.15
GSD la 7 0.5
GSD la 38 0.4 0.12+0.09
GSDI 47 0.3
GSD llla 1 2.5 0.22+0.15
GSD llla 2 0.6
GSD 1l 9 1.8 0.22+0.15
GSD Il 46 1.0 0.12+0.09

El aislamiento de GAA de extractos de DBS por inmuno-captura o la inhibicion

competitiva de la maltasa-glucoamilasa (MGA) usando maltosa o sacarbosa son
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meétodos usados para eliminar la interferencia de la actividad de MGA. Los DBS
son convenientemente colectados por puncién capilar del taléon o dedo y ofrecen la
ventaja de poder ser transportados facilmente por largas distancias sin dafar la
integridad de la muestra®.

Cuadro. 4.6 Actividad de la GAA en manchas de sangre seca de controles, individuos con enfermedad de
Pompe e individuos heterocigotos. Tomado de Umapathysivam. K, 2001.

Desorden Etapa de la vida Concentracion proteica Actividad enzimatica
(ng/L) (umol * h* *L*)
Control: Recién nacido 75.9° (26-196) 3.57 (0.3-10)
(n=96)
Control: Jévenes (n=12) 23.4° (16.6-44.5) 0.8 (0.4-2.5)
Control: Adultos (n= 31.7° (8.1-65) 1.3%(0.3-3.0)
215)
Heterocigoto Adulto® 13.6 0.65
Heterocigoto Adulto® 10.5 0.47
Heterocigoto Adulto® 16.6 0.74
Pompe Infante 36.6 0
Pompe Joven 10.1 0
Pompe Joven 0 0
Pompe Joven 0 0
Pompe Adulto 0.6 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 0.8 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 1.9 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 0 0
Pompe Adulto 0.6 0.04
Pompe Adulto 0.04 0
Pompe Adulto 2.0 0
Pompe Adulto 7.2 0

? Mediana (rango) para poblacién de recién nacidos, jévenes y adultos
® Muestras de sangre tomadas a adultos heterocigotos.
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453 ENFERMEDAD DE ACUMULACION DE GLUCOGENO TIPO lIl/

ENFERMEDAD DE CORI-FORBES

En 1952 Barbara lllingworth y Gerty Cori descubrieron cantidades excesivas de
una estructura anormal de glucégeno en higado y musculo de pacientes que
Gilbert Forbes seguia clinicamente. La enfermedad de acumulacion de glucégeno
tipo Il es una enfermedad rara con manifestaciones clinicas variables. Es causada
por la deficiencia de la enzima des-ramificadora de glucégeno (amilo-1,6-

glucosidasa)®.

Los individuos con GSD tipo Il presentan hepatomegalia, hipoglucemia,
hiperlipidemia y retraso en el crecimiento. Es una enfermedad autosémica
recesiva que se ha encontrado en diferentes grupos étnicos, incluyendo

caucésicos, africanos, hispanos y asiaticos®.

4.5.3.1 Fenotipos de la enfermedad de Cori-Forbes

La enzima des-ramificadora de glucogeno (amilo-1,6-glucosidasa) humana es una
de las pocas proteinas que presentan dos actividades enzimaticas independientes
(transferasa e hidrolasa) que son requeridas para la completa degradacion del
glucogeno. Dependiendo de la funcion faltante y del grado de ausencia de la

actividad catalitica es como se clasifica esta enfermedad®®:

e Tipo llla: Se presenta en la mayoria de los casos reportados de GSD-III
viéndose afectados tanto higado como musculo (esquelético y cardiaco) por

la ausencia parcial o total de ambas acciones cataliticas.

50



4.5 ENFERMEDADES LISOSOMALES DE ALMACENAMIENTO (LSDs)

e Tipo llIb: Aproximadamente el 15% de los pacientes con GSD-III presentan
este fenotipo caracterizado por presentar Unicamente problemas a nivel
hepatico, viendose afectadas ambas actividades enziméticas.

e Tipo lllc: La incidencia de este fenotipo es muy poca, en éste se ve
afectado Unicamente el higado por la deficiencia de la actividad transferasa
de la enzima.

e Tipo llld: Fenotipo en el que se ven afectados tanto higado como musculo

por la deficiencia en la actividad hidrolitica (des-ramificadora) de la enzima.

Durante la infancia y la nifiez las caracteristicas dominantes son hepatomegalia,
hipoglucemia, hiperlipidemia y retraso en el crecimiento. En individuos con los
musculos involucrados, la miopatia y cardiomiopatia es variable. La hepatomegalia
y sintomas hepéticos en algunos casos disminuyen con la edad y usualmente se
resuelven después de la pubertad, probablemente por la reduccion relativa de los
requerimientos de glucosa. Sin embargo, hay casos en el que el decrecimiento en
el tamafo del higado llega a ocultar el progreso de la cirrosis hepética y el fallo
hepatico ocurre. En muchos de los casos se desarrolla la Gltima etapa de cirrosis

hepatica y en otros tantos puede llegar a presentarse carcinomas hepaticos®.

4.5.3.2 Confirmacion diagndstica

La enfermedad de Cori-Forbes presenta sintomas variables dependiendo de los
organos involucrados y de la actividad catalitica residual que presenten los

pacientes. Esto resulta en un extensivo y complicado diagnéstico (Cuadro. 4.7)*.
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Un electromiograma y estudios de conduccion nerviosa son Utiles para detectar
alteraciones musculares y sus grados de avance. Las biopsias de higado y
muasculo ayudan a discernir la causa de la hepatomegalia y/o miopatia, en la
biopsia se encuentran vacuolas saturadas de glucogeno localizadas en el

citoplasma®.

Cuadro. 4.7 Diagnostico diferencial para la enfermedad de Cori-Forbes. Tomado de
Kishnani et al. 2010.

Desorden Similitudes con GSD Il Caracteristicas diferenciales

GSD tipo 0 (Deficiencia de la Rapida hipoglucemia y cetosis Ausencia de hepatomegalia

glucdgeno sientas)

GSD tipo | (Deficiencia de la Severa hipoglucemia e Incremento del acido Urico,

glucosa-6-fosfatasa) hiperlipidemia lactato, carencia de niveles
elevados de cetonas,
nefromegalia, carencia de
sintomas en musculo

GSD Il (Deficiencia de alfa Miopatia, incremento de los Ausencia de sintomas en

glucosidasa acida) niveles de CK, AST y ALT higado, AST usualmente mas
elevada que la ALT,
compromiso del diafragma,
miopatia proximal con
evolucion a la parte distal
conforme avanza la
enfermedad, y lisosomas con
glucdgeno en histologia.

GSD IV (Presentacion Hepatomegalia, incremento Falta de hipoglucemia en la

hepatica; deficiencia de de los niveles de AST y ALT fase final de la enfermedad

enzima ramificadora) hepatica, acumulacién de
poliglucosan en biopsia de
musculo.

GSD IV (Presentacion Incremento de CK, miopatia Hipotonia, inclusiones de

neuromuscular; deficiencia amilopectina, atrofia

de enzima ramificadora) muscular, insuficiencia

respiratoria, y en ocasiones
cardiopatia o neuropatias
involucradas

GSDVY VI Acumulacién de glucdégeno en  Sintomas dindmicos de las
musculo, incremento de CK contracciones musculares

GSD tipo VI (deficiencia de Hepatomegalia, incremento Falta de compromiso

fosforilasa) de los niveles de AST y ALT, muscular, usualmente sin

52



4.5 ENFERMEDADES LISOSOMALES DE ALMACENAMIENTO (LSDs)

GSD tipo IX (deficiencia de
fosforilasa cinasa, forma
hepatica)

Desordenes en el
metabolismo de fructosa
(intolerancia a la fructosa
hereditaria)

GSD tipo Xl (deficiencia de
GlLut-2)

Desordenes de
gluconeogénesis (ej.
Deficiencia de fructosa-1,6-
bifosfatasa)

Enfermedades primarias del
higado (hepatitis, alpha-1-
antitripsina)

Otros desordenes
metabdlicos (enfermedad de
Gaucher o Niemann Pick B)

hipoglucemia
Hepatomegalia, incremento
de niveles de AST y ALT,
hipoglucemia e incremento
de CK

Hepatomegalia, aumento en
los niveles de ASTy ALT

Hepatomegalia, incremento
en los niveles de AST y ALT,
hipoglucemia
Hepatomegalia, incremento
de los niveles de AST y ALT,
hipoglucemia

Hepatomegalia, incremente
de los niveles de AST y ALT

Hepatomegalia, retraso en el
crecimiento e hiperlipidemia

sintomas severos

Esta forma no tiene gran
severidad en comparacion
con otras formas hepaticas
(variante de gamma2 y AR)
que pueden progresar mas
rapido, los sintomas varian
dependiendo de sus formas.
Los sintomas
gastrointestinales se
extienden a higado y rifiones
en poco tiempo,
hipoalbuminemia, incremento
dela bilirrubina, y disfuncidn
del tubulo proximal,
hipoglucemia provocada por
la fructosa intancta
Sintomas gastrointestinales,
renales como la acidosis
tubular

Elevacion del lactato

Ausencia de hipoglucemiay
cetosis

Presencia significante de
esplenomegalia, ausencia de
hipoglucemia, presencia de
acumulacién celular
caracteristicas de estas
enfermedades

El diagnéstico de la GSD Il se realiza demostrando, en biopsias de higado o

musculo, cantidades excesivas y estructuras anormales de glucégeno y una

deficiente actividad enzimatica des-ramificadora o en la identificacion de

mutaciones patogénicas en el gen AGL (codifica para la enzima des-ramificadora)

en ambos alelos®.
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Con lo expuesto anteriormente se planted el siguiente problema de investigacion.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La utilizaciébn de VLPs como nano-acarreadores podria permitir la internalizacion
selectiva de enzimas estabilizadas al sistema endosoma-lisosoma. Sin embargo,
la formacion de los nano-acarreadores requiere de ciertas condiciones de
ensamble, que podrian, no ser compatibles con el plegamiento de las enzimas que
se desea acarrear. Nuestro grupo de trabajo se ha planteado explorar la
presentacion de enzimas en la superficie de VLPs de B19V para utilizarlas como
nano-acarreadores dirigidos al sistema endosoma-lisosoma. En este trabajo
propusimos estudiar una quimera de la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae como
modelo de enzima que podria ser introducida al sistema endosoma-lisosoma para

tratar enfermedades como la de Pompe o Cori-Forbes.

El problema mas importante en este trabajo es que durante el ensamble de las
VLPs, las proteinas participantes se someten a condiciones desnaturalizantes. Por
lo que se exploraron las condiciones de re-plegamiento de la enzima, evaluando si
es posible replegarla en las mismas condiciones en que se ensamblan las VLPs

del B19V.
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6. HIPOTESIS

Si la quimera de la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae, expresada en E. coli,
puede ser re-plegada en las mismas condiciones en que se pliegan y ensamblan
las VLPs de B19V, esto nos permitiria producir VLPs con esta enzima desplegada

en su superficie.

7. OBJETIVOS

7.1 GENERAL

- Estudiar la capacidad de re-plegamiento in vitro de una quimera de la

a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae recombinante.

7.2 PARTICULARES

Transformar células de E. coli BL21(DE3) con el plasmido de la quimera de

la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae.

- Sobre-expresar y purificar la enzima recombinante.

- Caracterizar la cinética de la enzima con un sustrato cromogénico.

- Realizar pruebas de actividad catalitica sobre almidon y glucégeno en
condiciones ex-vivo Yy tipo lisosoma.

- Realizar el re-plegamiento de la enzima después de desnaturalizarla por

completo y comprobar que persiste la actividad catalitica.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1 MATERIAL BIOLOGICO

Células de E. coli cepa BL21(DE3) genotipo BF ompT gal DCM lon HSDS g (r g~
meg ) A (DE3 [ lacl lacUV5 - T7p07 ind1 sam7 nin5]) [ malB * ] k.12 (A °)

Plasmido pET22b(+) con la secuencia de la quimera de la a-1,6-glucosidasa de
S. cerevisiae.

Enzimas de restriccion: Ndel y Xhol

8.2 MEDIOS DE CULTIVO

Medio SOC: 2% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2,5
mM de KCI, 10 mM de MgCl,, 10 mM de MgSO,4 y 20 mM de glucosa)

Agar LB con ampicilina: 100 mg/L ampicilina, 10 g/L peptona de caseina, 5 mg/L
extracto de levadura, 9 g/L NaCl, 1 g/L HNa,PO,4 25 g/L agar. pH 7.2 £ 0.2.

8.3 AMORTIGUADORES

Amortiguador 1 para obtencién de plasmido: 50 mM glucosa, 25 mM Tris-HClI,
pH 8, 10 mM EDTA y 10 mg/mL de lisozima

Amortiguador 2 para obtencién de plasmido: 0.2 M NaOH y 4% SDS
Amortiguador 3 para obtencién de plasmido: 5 M Acetato de Potasio pH 5
Amortiguador TE 10x: 100 mM Tris-Cl, pH 8, 10 mM EDTA

Amortiguador NEB 3.1: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100
pg/mL BSA, pH 7.0




8 MATERIAL Y METODO

Amortiguador TAE: 4.28 g/L Tris-base, 1.14 mL/L Ac. acético glacial, 0.37 g/L

EDTA

Amortiguador LAMELI: 3 g/L Tris-HCI, 14.4 g/L glicina, 0.1% SDS pH 6.8

Amortiguador de lisis: NaH,PO, 50mM, NaCl 0.3M pH 6.3

Amortiguador de elucion: KH,PO4 35 mM, NaCl 0.3 M, Imidazol 5, 75, 130y 275

mM pH 7.0

Amortiguador de Fosfatos: KH,PO4 50 mM, NaCl 0.3 M, pH 7

8.4 REACTIVOS QUIMICOS

Fenol saturado de amortiguador SIGMA
2-Propanol

Geles de Agarosa

Marcador de PM (Prestainer
Ladder)

Dodecil sulfato sédico (SDS 10%)
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
Azul de bromo-fenol

Resina Ni-TED

Urea

Acido bicinconinico (BCA) y CuSO,

Almidon Soluble

Placas cromatogréaficas de silice gel

Protein

Cloroformo
Etanol al 80%

Marcador de PM 2log DNA Ladder
BisLabs

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG)

Mercaptoetanol

Glicerol

Bromuro de etidio

Geles de poliacrilamida

Cloruro de Guanidinio (GndHCI)

Solucién reveladora de azlcares

(Timol y H,SO,)

Glucogeno de ostra

4-nitrofenol
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AlbUumina sérica bovina (BSA)
4-nitofenil-a-glucopiranosido (pNPG) Glucosa

Membrana para dialisis

8.5 EQUIPOS
Electroporador Thermomixer
Incubadora Camaras para electroforesis
Parrilla de calentamiento y agitacion Agitador rotatorio Stewart
Sonicador Centrifuga Eppendorf

Concentrador de vacio Speed Vac S110 Centrifuga Sorvall RC 6+

Trans-iluminador UV

8.6 INSTRUMENTOS

Espectrofotometro (CARY y Libra Potenciémetro
Biochrome)

Fluorometro ISS Balanza analitica
Balanza granataria digital Balanza de dos platos
HPLC
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8.7 MATERIAL
Tubos Falcon Celdas de cuarzo
Tubos Eppendorf Celdas desechables para
espectrofotometro
Tubos de ensayo Vasos precipitados diferentes tamafnos
Probetas Matraz Erlen-Meyer con bafles (50, 100,

500y 1000 mL
Pipetas de transferencia Centricones corte de 50 kDa
Camaras de elucion para cromatografia Filtros millipore 0.45um

en capa fina
Celdas para electroporacion

8.8 . ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Transformacion E. coli Pr_uebgs de activid_ad,
BL21 con plasmido. enzimatica para almidén

y glucégeno de ostra en Desnaturalizacion y re-

plegamiento de la enzima.

fJﬁ

cromatografia en capa
fina.

Extraccién del plasmido
para confirmar la Purificacién en columna Ni- Pruebas actividad
trasfromacion. TED. enzimatica por
cromatografia en capa
) finay HPLC: almidény
I glucdgeno.
) ;.—/
Sobreexpresion de a-1,6- Escalamiento a 500 mL de
glucosidasa quimérica. medio LB+Amp.
(Confirmacis’m con gel de (Confir.ma)ciér? gel de Caracterizacién cinética con
poliacrilamida) poliarilamida) pNPG.
- J
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8.8.1 TRANSFORMACION DE E. coli CEPA BL21(DE3)

El proceso de transformacion incluye la introduccion de ADN o ARN exdgeno en
las células bacterianas, éste pasa entonces a ser parte del material genético de la
bacteria. Para permitir la entrada del plasmido a las células bacterianas, éstas
deben presentar condiciones fisiologicas especiales (con membrana permeable o
libre de iones), estado llamado: competencia. En este estado se alteran la
permeabilidad de la pared celular para permitir la entrada del ADN exdgeno a

través de la membrana.

g I(
Bpu1102 I(s0) ggllf 1"7|g 73
Sac l(190)
EcoR l{192)
BamH I{198)
Nco l(z20
Msc Iﬁ225)
BseR 1(260)
BspM 1(268)
— Nde 1(288)
— Xba 1(326)

Dra IlI(5251)

Bal 11(392)

Sca l(4588)

Pvu 1{4478)
Miu I(1114)

Pst li4355) 5 Bel I(1128)
[=9
[l ’5“‘3‘ | | | BStE 1l(1295)
Bsa I(4169}- | N | l‘ﬁBAmg ||(11§'2?53}
Eam1105 I(4108) || PET-22b(+) ® ‘| Pl
g A (]
T (5493bp) L [/
f BssH 11(1525)
Hpa 1(1620)
AlwN 1(3631)
PshA 1(1959)

BspLU11 1(3215) Pspb 11(2221)
ap 1(3099) _ - Bpu10 1(2321)
Bst1107 1(2986) /
Tth111 12360 | BspG 12741)

Fig 8.1 Vector de clonacion pET22b(+).
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El plasmido utilizado fue el pET22b(+) usado como vector para expresar el gen de
la enzima, localizado entre los sitios de restriccion Ndel y Xhol. Algunas
caracteristicas importantes que tiene este vector de 5,493 pb es que tiene el
promotor del fago T7, un operador lac, una secuencia de union al ribosoma vy el
codon de inicio seguido de un conector, que permite, sin romper el marco de
lectura, insertar la secuencia del gen que se pretende expresar fusionada a la
secuencia que codifica para 6 residuos de histidina en el extremo C-terminal.
Ademas contiene un gen de B-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina.

El plasmido fue comprado ya con las condiciones citadas.

T7 promoter primer #69348-3

Byl T7 promoter > lac operator _Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT AACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA
Ndel BspM | pelB leader Msc | Neol BamH| EcoR1 Sacl
TATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTEGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGECGATGGCCATGGATATCGGAATTAATTCGGATCCGAATTCGAGCTCC
MetLysTyrLeuLeuProThrAlaohAlaAlaGlyLeuLeuleuleuAlahlaGInProAlaMetAlgMetAspl leGlylleAsnSerAspProAsnSerSerSer
. ) )
Sall _ Hind 1 %J%%II_ f}rl;gl_ His-Tag sionalpeplidase Bpu1102 |

GTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC TAACAAAGCCCGAAAGGAAGC TGAGT TGGCTGCTGCCACCGCTGAGE
ValAspLysLeuAloAlaAlaleuGiuHisH i sHisHisHisHisEnd
T7 terminator T7 terminator primer #69337-3

TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

pET-22b(+) cloning/expression region

Fig 8.2 Regidn de clonacidn/expresion del vector pET22b(+)

Protocolo

1. Se disolvio el plasmido (porcién del papel filtro impregnado con plasmido)
en 20 uL de agua desionizada.

2. Se adicionaron 5 pL de esta solucibn a las células competentes.
Posteriormente se colocaron en una celda de electroporacion fria.

3. A continuacién se procedid con el pulso eléctrico, colocando la celda en el
equipo electroporador (Gene pulser I, BIO-RAD) con las siguientes
condiciones: 2.5 Kv en aproximadamente 5 ms.
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4. Auln en la celda se afiadieron 500 uL de medio SOC.

5. Se decanto la solucion de medio a un Eppendorf estéril y se incubaron por
1 ha37°C.

6. Se tomaron 50 pL de las células y se sembraron en cajas Petri con agar LB
+ ampicilina, usando perlas estériles.

7. Seincubaron a 37 °C por 16 h.

8. De las colonias aisladas se tomé una asada para inocular en un tubo con
medio LB + amp liquido. La caja se resguardd a -4 °C para detener el
crecimiento.

9. El tubo inoculado se incub6 16 h a 37 °C. Este tubo inoculado se uso para
el primer punto del procedimiento de purificacion de plasmido.

8.8.2 PURIFICACION DEL PLASMIDO

El gen utilizado estd conformado por la secuencia de la a-1,6-glucosidasa de
S. cerevisiae, seguido por una serie de glicinas y serinas que seran el sitio que
servira como union con la VP2 del B19V. Y finalmente de una etiqueta de seis
histidinas que servirdn para la purificacion por afinidad. A esto llamaremos

a-GI-L6H.
a-1,6-glucosidasa GGSGGSGGSG HHHHHH

Fig 8.3 Representacion del gen disenado para los experimentos (a-Gl-L6H): en

rosa la secuencia de la a-1,6-glucosidasa de S. cerevisiae; en azul el ligando que servira
como sitio de union compuesto de glicinas y serinas y en amarillo la etiqueta de
histidinas.

El plasmido de las colonias transformadas se purificé para corroborar que el gen
de la a-GI-L6H (Fig. 8.3) estuviera presente en las colonias. La purificacion se

llevo a cabo por el método de fenol-cloroformo.

Protocolo

1. Se centrifugaron las células a 5000 rpm/5 min a 20 °C.
2. Se decant6 el medio, el botdn celular se resuspendi6 en 100 uL de
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amortiguador 1.

Se incub6é a 37 °C por aproximadamente 40 min. (Hasta observar una
separacion de fases).

A la mezcla se agregaron 200 pyL de amortiguador 2, se agit6 ligeramente y
se incubo en hielo por 10 min.

Se agregaron 150 uL de amortiguador 3, se agitd y dejo incubar en hielo 10
min.

Se centrifug6 a 14,000 rpm/5 min a 18 °C.

Se recolect6 el sobrenadante en otro Eppendorf al que se agrego la mitad
del volumen total de fenol.

Se adicion6 el mismo volumen de cloroformo.

Se centrifug6 a 14,000 rpm/5 min a 18 °C.

10.Se trasvasé la fase acuosa a otro Eppendorf y se adiciond el mismo

volumen de isopropanol frio.

11.Se centrifugd a 14,000 rpm/15 min a 18 °C.
12.Se realizaron lavados con etanol al 80%, centrifugando entre lavado a

14,000 rpm por 1 min hasta que dejo de oler a fenol o cloroformo.

13.Se decant6 y dej6 secar el boton de plasmido obtenido.

8.8.3 DIGESTION DEL PLASMIDO PURIFICADO

El plasmido se sometid a una digestion con las enzimas Ndel y Xhol debido a que

en el vector (pET22b(+)) el gen de la a-GI-L6H fue clonado entre estos sitios de

restriccion. En el Cuadro 8.1 se muestran las condiciones para la digestion.

Tabla 8.1 Mezcla para la digestion del plasmido purificado.

Reactivos Volumen (uL)
Enzima de restriccion Ndel 15
Enzimas de restriccion Xhol 2.5
Amortiguador 3.1 3
Agua desionizada 24
Albdmina (0.1 mg/mL) 0.3
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Protocolo

Se resuspendié el botén del plasmido en 25 pL de amortiguador TE.

A 1 yL de esta solucion se afiadieron 4 uL de la mezcla de digestion.

Se incubd a 37 °C por 30 min.

Una vez digerido el plasmido, se agregé 1 uL de amortiguador de carga
para electroforesis.

Se corri6 la electroforesis en gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE
para el plasmido completo, plasmido digerido y marcador de peso molecular
(2log DNA Ladder BisLabs).

6. Se tifid el gel con bromuro de etidio y se observo en el trans-iluminador UV.

PowppE

o

8.8.4 EXPRESION DE LA PROTEINA RE-COMBINANTE (a-GI-L6H).

El pldsmido que lleva a la proteina a-GI-L6H es derivado del pET22b(+) y en
consecuencia tiene un promotor de T7 que ademas contiene un operador lac. Esta
caracteristica permite utilizar un inductor no natural como el IPTG, que al unirse al
represor Lacl lo despega del operador lac; esto permite que la RNApol de T7, cuya
expresion también esta regulada por el operador lac, se una al promotor T7 y

transcriba el gen que codifica para la proteina recombinante.
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Protocolo

1. Se inocul6 una asada de colonias transformadas en 10 mL de agar
LB + amp.
2. Seincubd a 37 °C por 16 h.
3. Se trasvaso el tubo de 10 mL a un matraz Erlen-Meyer bafleado, con 200
mL de agar LB + amp.

4. Se incubo a 37 °C durante 4 h.

5. Se trasvas6 el medio a un matraz Erlen-Meyer bafleado, con 500 mL de
medio LB + amp.

6. Se incubd durante 2 h a 37 °C.

7. Por ultimo se agrego IPTG (0.25 mM concentracion final).

8. Se dej6 incubar a 37 °C a 150 rpm por 16 h.

9. Para corroborar la sobre-expresion proteica, se corri6 un gel de

poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

8.8.5 PURIFICACION DE a-GI-L6H

La a-GI-L6H esta provista de una etiqueta de seis residuos de histidina, esta
caracteristica permite su purificacibn mediante cromatografia de afinidad. Las
columnas empleadas para dicho proceso fueron empacadas con una resina que
en su matriz posee iones de niquel, metal que presenta afinidad por los residuos

de histidina presentes en la proteina.

Protocolo para obtener la proteina

1. El cultivo obtenido del punto 8 del protocolo 6.8.4 se centrifugé a 5000 rpm

por 15 mina 4 °C.

2. Se desecho el sobrenadante y se resuspendié el boton celular en 15 mL de
amortiguador de lisis pH 6.3.

3. Se sobnico, en bafio de hielo, 30 min con pulsos de 20 s intercalados con
30 s de descanso (hasta distinguir claramente dos fases).

4. Se centrifugd a 8000 rpm por 15 min a 4 °C.

5. Se coloco el sobrenadante en bafio de hielo.
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Protocolo purificacion en columna de afinidad

Se monto la columna con 10 g de resina Ni-TED.

2. Se lavé la columna con 100 mL de agua destilada.

3. Se equilibré la columna con 30 mL de amortiguador de elucién con 5 mM de
imidazol.

4. Se colocaron 5 mL del extracto celular (se purificé en ciclos de 5 mL).

5. Se corrieron 100 mL de amortiguador de elucion con 5 mM de imidazol. Se
colectaron los primeros 50 mL en una probeta y los 50 mL finales como otra
fraccion.

6. Se corrieron 50 mL de amortiguador de elucién con 75 mM de imidazol. De
igual manera los primeros 25 mL se recolectaron como una fraccion y los
altimos 25 mL como otra diferente.

7. Se corrieron para despegar otras proteinas de la columna 30 mL de
amortiguador de elucion con 275 mM de imidazol.

8. Para lavar la columna se corrieron 100 mL de agua destilada.

9. De cada fraccion se tomaron 200 uL y se dializaron contra amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 por 16 h.

10.Se corrio gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) para apreciar el grado de purificacion de las fracciones
obtenidas.

11.Se juntaron las fracciones con purezas similares (fracciones 2-3 y
fracciones 1-4).

12.Las fracciones se pasaron por centricones con corte de 50 kDa. Con
cambio de amortiguador de columna a amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7.

13. Se guardd la proteina a -4°C.

=

Nota 1: Todos los amortiguadores deben estar frios al momento de correrse en la
columna.

Nota 2: Cada amortiguador se adiciona cuando quedan aproximadamente 2 mL
del amortiguador anterior sobre la resina.

Nota 3: Al terminar cada ciclo, si no se usara la columna se debe mantener la
resina hidratada en etanol al 20%.

8.8.6 DETERMINACION DE LA CONCETRACION PROTEICA DE a-GI-L6H

La concentracion de la a-GI-L6H se determind por el método del acido-
bicinconinico (BCA), método colorimétrico que usa como referencia una curva-

patrén de albumina sérica bovina (BSA).
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Protocolo

1. La curva patron y las muestras se prepararon al mismo tiempo y bajo las
mismas condiciones. Todas las mediciones se realizaron por triplicado
(Cuadro 8.2). Todo se preparé en tubos de ensayo de 6 mL.

2. Cada tubo se agit6 en el vortex y se incub6 a 37 °C durante 30 min.

3. Después del periodo de incubacion todos los tubos se colocaron en bafio
de hielo para detener el progreso de la reaccion.

4. Se determind la absorbancia de las muestras y los puntos de la curva
patron a 562 nm en el espectrofotometro Libra Biochrome.

5. Con los valores obtenidos se construy6 la curva patron y por interpolacion
se determino la concentracion de las muestras.

6. Finalmente para guardar la enzima y proseguir con otros experimentos, al
volumen total de cada purificacion se afiadié un mismo volumen de glicerol
y se resguardaron a -4°C.

Cuadro. 8.2 Disefio experimental para la determinacién de la concentracion proteica por el método del
BCA.

Muestra Volumen en Volumen en pL Volumen BCA (9.8 mL):
ML de de a-GI-L6H de agua CuS0O, 4% (0.2
albamina (1 concentrada (mL) mL)
mg/mLz SmLz
Blanco 0 - 50 1000
BSA 4 - 46 1000
BSA 8 - 42 1000
BSA 16 - 34 1000
BSA 32 - 18 1000
BSA 40 - 10 1000
Proteina - 20 30 1000
Pura
Proteina - 30 20 1000
Pura
Proteina - 40 10 1000
Pura
Proteina - 20 30 1000
Impura
Proteina - 30 20 1000
Impura
Proteina - 40 10 1000

ImEura
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8.8.7 DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
a-Gl-L6H

Sabiendo que la Imalp de S. cerevisiae tiene una alta actividad catalitica para
enlaces a-1,6-glucosidicos y que Deng y su equipo reportan que presenta
actividad residual para enlaces a-1,4-glucosiidicos en triosas, se incubd la
a-GI-L6H con glucégeno y almidon para determinar si tiene actividad enzimatica

para estos sustratos.

Aprovechando que los sacaridos pueden eluir en un soporte sélido con relativa
facilidad, se determin6 que una cromatografia en capa fina, revelada con
timol:H,SO, podria resultar un buen método para identificar si la glucosidasa

purificada presenta actividad catalitica para los sustratos mencionados.

Protocolo

1. Se realizaron soluciones patron para almidon soluble (1% p/V micro-
filtrado), glucégeno (8 mg/mL en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7) y
glucosa (1%).

2. Se tom6 1 mL de la enzima pura en glicerol y se dializé frente a
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 para retirar el glicerol que genera
interferencia en la cromatografia en capa fina.

3. Una vez dializada se montaron las reacciones enziméticas colocando
volumenes iguales de sustrato como de proteina y CaCl, 0.1 mM.

4. Las reacciones se dejaron incubar a 37 °C con agitacion orbital de 400 rpm
por 24 h.

5. Utilizando placas cromatogréaficas de gel de silice se corrieron las muestras
para los controles: glucosa, almidén, glucégeno y para las reacciones
enzimaticas. Utilizando para cada punto 5 pL de solucion.

6. Las placas cromatograficas se eluyeron en camaras especiales usando
como fase mévil EtOH:Butanol:H,O (30:50:20). Cada placa se eluy6 dos
veces en la misma fase.

7. Las placas se dejaron secar y se revelaron dispersando una solucion de
timol:H,SO,4 con posterior calentamiento a 150°C.
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8.8.8 PRUEBAS DE DESNATURALIZACION ENZIMATICA/ RE-PLEGAMIENTO
ENZIMATICO

La estructura tridimensional de una proteina en condiciones fisiolégicas se conoce
como estructura nativa y se considera una de las estructuras mas estables de
entre todas las posibles (G° menor), ademas es la estructura funcionalmente
activa. Si cambiamos radicalmente las condiciones ambientales en que se
encuentra embebida, la estructura nativa se pierde, a este proceso se le denomina
desnaturalizacion. Podemos conseguir la desnaturalizacion de una proteina
mediante: aumento de la temperatura, cambios drasticos de pH, afiadiendo
agentes caotrGpicos, como urea y cloruro de guanidinio (GndHCI), o mediante

disolventes organicos como el etanol.

El proceso de plegamiento, como cualquier otro proceso biolégico, se encuentra
bajo control termodinamico y cinético. Es un proceso que estd claramente

favorecido en condiciones fisiologicas (AG negativo).

Dado que Santillan y colaboradores, en 2015, reportan que las condiciones
optimas de ensamble de las VLPs del B19V requieren ser desnaturalizantes, es
importante, para el propdsito de este trabajo que la a-GI-L6H recupere su

conformacioén nativa después de desnaturalizarla.

8.8.8.1 Protocolo: seguimiento del re-plegamiento enzimatico por
cromatografia en capa fina

1. Se colocaron dos Eppendorf con 150 pL de proteina dializada en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.
2. Se llevo a 1 mL cada Eppendorf con amortiguador de fosfatos 5 mM pH 7
adicionado con el respectivo desnaturalizante (urea 6 M 0 GndHCI 3 M).
3. Se incubaron a 25 °C con agitacion orbital a 400 rpm en el Thermomixer
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durante 72 h.

4. Las muestras se pasaron a tubos Eppendorf con una perforacion en la tapa
para dialisis. Se dializ6 cada muestra contra 50 mL de amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 durante 48 h a 6°C. Se realizaron recambios cada
24 h.

5. Se montaron reacciones enzimaticas para almidén y para glucégeno con
las dos enzimas (desnaturalizadas por urea y por GndHCI). Las reacciones
enzimaticas se dejaron a 37 °C con agitacion orbital a 400 rpm en el
Thermomixer por 24 h.

6. Se realizaron analisis por cromatografia en capa fina para cada reaccion
enzimatica. Condiciones del método 6.8.7.

Ademas de la cromatografia en capa fina, que Unicamente, nos proporciona un
resultado cualitativo de la degradacion del almidon o glucégeno, se realizaron
pruebas en HPLC de las reacciones enzimaticas para ambos sustratos con la
enzima nativa y con la enzima re-plegada, con las que se podra identificar el grado

de hidrdlisis que la enzima alcanza.

8.8.8.2 Protocolo HPLC
1. Se filtraron las muestras por membranas de 0.22 pm.

2. Se inyectaron 20 yL de cada muestra a un equipo de HPLC HP 1100
equipado con una columna Aminex HPX-42A 300 x 7.8 mm. Se utilizé agua
desionizada filtrada a 80 °C como fase mdévil, a un flujo de 0.6 mL/min. Se
uso un detector de indice de refraccion.

En bioguimica, la fluorescencia se utiliza cotidianamente para seguir la cambios
estructurales que modifican la fluorescencia intrinseca de las proteinas, generada

por tres aminoacidos aromaticos: fenilalanina, tirosina y triptéfano. En especial, la
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emision maxima y el rendimiento cuantico del triptéfano varian enormemente entre

proteinas, es decir, cada proteina genera un espectro de fluorescencia unico.

Cuando una proteina se desnaturaliza el espectro de emision asi como el

rendimiento cuantico de los triptéfanos son proporcionales al des-plegamiento de

la proteina. Por lo tanto, las variaciones en la emision de los triptéfanos son

debidas a las modificaciones estructurales de la proteina®’.

8.8.8.3 Protocolo desnaturalizacion de a-Gl-L6H sequido por fluorescencia.

1.

2.

Se realiz6 un patrén de proteina (0.05 mg/mL) en amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.
En tubos Eppendorf se colocdé a desnaturalizar la proteina del patron a
diferentes concentraciones de GndHCI (0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 3y 6 M) ademas
de un control con la misma concentracion de proteina sin GndHCI.
Todas las pruebas de desnaturalizacién se colocaron a 20 °C por 24 h. El
control se colocé a 6 °C para conservar la proteina en estado nativo.
Pasada la incubacion, en el fluorémetro ISS se colocaron las condiciones
de lectura después de dejar calentar la lampara por 45 min y siguiendo las
instrucciones de uso:

e  Sliteycitacion: 0.5 en 200 nm

e  Slitemision: 0.25 en 200 nm

®  Aexcitacion: 290 Nm
e Temperatura: 20 °C
e Espectro desde 300 y hasta 400 nm en lecturas a cada nm.

Se tomod el espectro con el amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 para
poder restarlo a los demas espectros de emision.

Se ley6 el espectro para el control de proteina y posteriormente el de las
desnaturalizaciones en orden creciente de concentracion de GndHCI.
Después de leer todas las muestras, la reaccién con 6 M de GndHCI se
colocaron a dializar en tubos Eppendorf con amortiguador de fosfatos 50
mM pH 7 a 20°C durante 3 dias con cambio de amortiguador cada 24 h.

Se volvié a leer estas muestras en las mismas condiciones de ensayo en el
ISS.
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A pesar de que la estructura primaria de las proteinas contienen la informacién

necesaria para el correcto plegamiento de la misma, muchas proteinas necesitan

la presencia de otras moléculas para lograr su conformacion nativa, y por tanto, su

conformacién funcionalmente activa. Teniendo esto en mente y sabiendo que la

enzima si presenta actividad enzimatica para sustratos como almidén y glucégeno,

se propuso utilizar estos sustratos como coadyuvantes en el correcto re-

plegamiento de la quimera.

8.8.8.4 Protocolo Influencia de sustratos en el plegamiento enzimatico.

1.

Se colocaron reacciones de desnaturalizacion con 3 My 6 M de GndHClI y
concentracion final de proteina de 0.05 mg/mL a 20 °C por 24 h. Por
duplicado.

Un par de muestras se colocaron en membrana de dialisis contra
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 (400 mL para 3 M GndHCI y 500 mL
para 6 M de GndHCI) durante 4 h. A las muestras se les adicion6 glucégeno
(0.18 mg/mL).

El par restante se colocé en membranas de didlisis contra amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 (400 mL para 3 M GndHCI y 500 mL para 6 M de
GndHCI) durante 4 h. Adicionando a las muestras almidén soluble 0.5 % p/v
total.

A todas las muestras se les midio el indice de refraccion, asi como al
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 y al amortiguador con GndHCI para
hacer el calculo de GndHCI contenido aun en las muestras.

Una vez que la concentracion de GndHCI es casi nula, es decir, que no
afecta significativamente el centro de masa espectral (SCM) de la enzima
(obtenido por fluorescencia), cada muestra se utiliz6 para montar
reacciones enzimaticas con almidon y con glucogeno.

A las muestras enzimaticas con almidon y glucégeno después de 24 h se
analizaron por cromatografia en capa fina y se les afiadi6 pPNPG 5 mM para
evaluar la actividad para sustratos pequefos.

Se analizaron cualitativamente estos resultados.
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8.8.9 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS DE a-GI-L6H A
PARTIR DE LAS VELOCIDADES INICIALES (Vo) DE REACCION PARA LA
HIDROLISIS DEL 4-NITROFENIL-a-GLUCOPIRANOSIDO (pNPG)

Para obtener los valores cinéticos de la a-GI-L6H se determinaron
espectrofotométricamente las velocidades iniciales (Vo) de la enzima frente a
diferentes concentraciones de un sustrato cromogénico (pNPG) que Deng y

colaboradores reportan con buena actividad especifica (Cuadro. 8.3)%.

Protocolo

1. Se trabaj6é a una concentracion de 0.40 nM de enzima, partiendo de un
patrén a 20.53 nM de proteina en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.

2. Se prepar6 ademas un patron de pNPG 15 mM en amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.

3. Para cada curva de vp se us6 una concentracion diferente de sustrato (0.39,
0.49, 0.59, 0.69, 0.79, 1.0, 1.5, 2.5, 3.5, 5.0, 7.0 y 10 mM).

4. Antes de usar tanto el patron de enzima como el amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7se incubaron a 25 °C por 25 min.

5. Se blanque6 con el amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.

6. La reaccion se inici6 mediante la adicion de la enzima. Las celdas de
reaccion se leyeron en el espectrofotometro CARY a 30 °C y 405 nm por un
periodo de 5 min.

7. Adicionalmente se realizO una curva-patron con 4-nitrofenol para el
tratamiento de los datos.

8. Se realiz6 el tratamiento estadistico de los datos de V, y la curva patron.
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Cuadro. 8.3 Disefio experimental para determinar Vy de la a-GI-L6H usando pNPG.

Muestra [PNPG] mM Volumen de Volumen de Volumen de

pNPG (Patrén 15 Proteina (Patrén amortiguador

mM) pL 20.53 nM) pL de fosfatos (50

mM pH 7.0) pL
1 0.39 26 19.39 974.61
2 0.49 33 19.39 947.61
3 0.59 39 19.39 941.61
4 0.69 46 19.39 934.61
5 0.79 53 19.39 927.61
6 1.0 67 19.39 913.61
7 1.5 100 19.39 880.61
8 2.5 166.6 19.39 814.01
9 35 233.3 19.39 747.31
10 5 333.3 19.39 647.31
11 7 466.6 19.39 514.01
12 10 666.6 19.39 314.01

8.8.10 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN CONDICIONES EX-VIVO
(25°C, pH 7) Y CONDICIONES LISOSOMALES (37°C, pH 5).

Ya que la a-GI-L6H se pretende usar como un potencial farmaco para
enfermedades de almacenamiento lisosomal (Enfermedad de Cori-Forbes y
Enfermedad de Pompe), es necesario conocer la estabilidad enzimatica en estas
condiciones. Para esto se determinaron las Vo de la enzima contra pNPG (5 mM) a

diferentes intervalos de incubacion (Cuadro. 8.4).
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8.8.10.1 Protocolo: 25°Cy pH7

1. Se prepar6 un patrén de proteina (20.53 nM ) en amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7 que se atemper6 a 25 °C por 10 min antes del ensayo.

2. El pNPG se prepar6é con amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. De tal
manera que la concentracion final de pNPG en el ensayo fuese de 5 mM.

3. En el espectrofotdmetro CARY se blanque6 con amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7 a 405 nmy 25 °C.

4. En cada celda de reaccion se coloc6 el amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7 y la cantidad de enzima necesaria para que la concentracion final
fuese de 0.40 nM y se pre-incubd 5 min a 25 °C en el equipo.

5. Una vez incubada la celda se adicioné el sustrato. Homogenizando e
iniciando inmediatamente la lectura a 405 nm por 5 min.

6. Tomada la primera lectura (tiempo 0) el patron de la enzima se incubé a 25
°C en el Thermomixer.

7. Se tomaron muestras con las mismas condiciones a los tiempos: 10, 20, 50,
90, 120, 150, 210y 270 min.

8.8.10.2 Protocolo 37 °C ypHS

1. Se prepar6 un patron de proteina (20.53 nM) en amortiguador de acetatos
50 mM pH 5 que se atemperd a 37 °C por 10 min antes del ensayo.

2. EI pNPG se prepar6 con amortiguador de acetatos 50 mM pH 5. La
concentracion final del pNPG en el ensayo fue de 5 mM.

3. En el espectrofotdmetro CARY se blanqued con amortiguador de acetatos
50 mM pH5a 405 nmy 37 °C.

4. En cada celda de reacciéon se coloc6 el amortiguador de acetatos 50 mM
pH 5 y la cantidad de enzima necesaria para que la concentracién final
fuese de 0.40 nMy se pre-incub6 5 min a 37 °C en el equipo.

5. Una vez incubada cada celda se adicion6 el sustrato homogenizando e
iniciando inmediatamente la lectura a 405 nm por 5 min.

6. Tomada la primera lectura (tiempo 0) el patrén de la enzima se incub6 a 37
°C en el Thermomixer.

7. Se tomaron muestras en las mismas condiciones a los tiempos: 10, 20, 50,
90, 120, 150, 210y 270 min.
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Cuadro. 8.4 Disefio experimental para los andlisis de estabilidad en condiciones ex-vivo y
lisosomales. Teniendo en cuenta el uso de diferentes amortiguadores para cada prueba.

Tiempo Vol. a-Gl- Vol. Vol. pNPG
incubacion L6H (20.53 Amortiguador (15 mM) en
(min) nM) en pL (ML) ML

0 19.4 647.3 333.3
10 19.4 647.3 333.3
20 19.4 647.3 333.3
50 19.4 647.3 333.3
90 19.4 647.3 333.3
120 19.4 647.3 333.3
150 19.4 647.3 333.3
210 19.4 647.3 333.3
270 19.4 647.3 333.3
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9. RESULTADOS Y ANALISIS

9.1 TRANSFORMACION DE E. coli CEPA BL21(DE3)

La transformacion correcta de las células de E. coli BL21(DE3) implica que la
bacteria logre incorporar el plasmido adquiriendo la resistencia a la ampicilina
contenida en él. Esto nos garantizé, al inocular las células en agar LB + amp, que
Gnicamente crecieran bacterias que tuvieran el plasmido incorporado. De estas
bacterias se escogieron las que estuvieran aisladas para realizar la purificacion del

plasmido.

9.2 PURIFICACION DEL PLASMIDO

El plasmido fue extraido y purificado mediante el método fenol-cloroformo descrito
en la metodologia. A una parte del plasmido purificado se le realiz6 una digestion
con las enzimas de restriccion Xhol y Ndel para verificar la identidad del mismo.
Se corrioé gel de agarosa al 1% para ambas fracciones (completa y digerida) en el
gue se observo una sola banda de aproximadamente 7 kpb para el carril con el
plasmido completo y dos bandas, una de 5.5 kpb y otra de 1.7 kpb, que
corresponden al vector pET22b(+) y al gen de la a-GI-L6H en el carril del plasmido

digerido (Fig. 9.1).
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Masa Kilobases

(ng)

. - 40 10.0
Plasmido 40 80
completo 48 6.0
Vector » et
pET22b(+) 32 4.0
Gen para 1 o
a-GI-L6H 4 2.0

57 15
- 45 12
- 122 1.0
- 124 05

Fig. 9.1 Purificacién del plasmido incorporado a E. coli. Gel de agarosa al 1%.
En el primer carril se observa el pldsmido completo con un valor aproximado de
7 kpb. En el segundo carril se observan dos bandas una de aproximadamente
5.5 kpb caracteristico del vector pET22b(+) y otra de aproximadamente 1.7 kpb,
valor esperado para el gen de la a-GI-L6H. En el ultimo carril estd el marcador de
peso molecular 2log DNA Ladder BisLabs.

9.3 EXPRESION Y PURIFICACION DE a-GI-L6H

Cuando se conjugan una cepa de E. coli como la BL21(DE3) y un plasmido de la
familia pET se tiene un alto control sobre la expresién de la proteina de interés,
debido a que, solamente es producida cuando se afiade al medio de cultivo el
inductor artificial IPTG, capaz de unirse al represor Lacl y desplazarlo del promotor
T7 para ser transcrito por la RNA polimerasa de T7. Siguiendo esta logica, se

comprobd la sobreexpresion de la a-GI-L6H, posteriormente se corrid un gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE) para identificar si la proteina se encontraba en

cuerpos de inclusién o en el sobrenadante de la lisis celular (Fig. 9.2).

\ ! Fig. 9.2 Expresion de la
a-Gl-L6H. SDS-PAGE
kDa e (o] S sobreexpresion de o-GI-L6H.
Primer carrii marcador de
180 — Ph— .
130 peso molecular (Prestainer
100 Protein Ladder). Segundo
70 = .
z 'U e carril  (Cl) cuerpos de
%0 inclusion de la lisis celular.
Tercer carril (S) sobrenadante
de la lisis celular. En ambas
25 7 fracciones se observa la
presencia de una
‘ sobreexpresion proteica
alrededor de 69 kDa.

Comparando los valores teéricos con los obtenidos experimentalmente, se
confirmd que el plasmido se insertd correctamente y ademas que la induccién
proteica fue exitosa (Cuadro 9.1). Aunque se observé que la mayor parte de la
proteina se encuentra en los cuerpos de inclusion, se puede obtener una buena
fraccion del sobrenadante de lisis celular. Por lo que se continué con la

purificacion en condiciones no desnaturalizantes de la fraccion soluble obtenida.

Cuadro 9.1 Comparacion de los valores tedricos y experimentales del peso molecular del gen IMAlp y
del peso molecular de la a-GI-L6H.

Kpb (gen a-GI-L6H) kDa Cuerpos kDa
de inclusion Sobrenadante
Valor teérico 1.767 kpb 70 kDa 70kDa
Valor obtenido Entre 1.5y 2.0 keb Aerox. 69 kDa Aerox. 69 kDa
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Una vez comprobada la sobre-expresion enzimatica se prosiguidé con el
escalamiento a 500 mL de cultivo, de donde se purific6 la enzima por
cromatografia de afinidad en columna de niquel (Ni-TED) en condiciones no
desnaturalizantes, corroborando la purificacion con SDS-PAGE (Fig. 9.3). Se
observd que en las fracciones intermedias se obtuvo la enzima con una buena
pureza, mientras que en las fracciones 1, 4 y 5 hay aun bastante proteina pero
contaminada, probablemente por la presencia de otras proteinas intracelulares con

residuos de histidina que interactian con la resina.

Teniendo esto en cuenta, las fracciones 2 y 3, que presentan una pureza bastante
alta se concentraron juntas. Y debido a que las fracciones 1 y 4 tienen una pureza
similar se procedié a concentrarlas. El proceso de concentracion se llevo a cabo
en centricones con corte de 50 kDa. Durante la concentracion de las fracciones
1-4 y 2-3 se cambié el amortiguador con imidazol por amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7. La fraccibn 5 aunque contiene la proteina de interés esta muy

contaminada por lo que se descarté trabajar con ella.
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Fig. 9.3 Purificacion de la a-GI-L6H.
SDS-PAGE purificacién por
cromatografia de afinidad con niquel. El
primer carril corresponde al marcador de
peso molecular. La fraccién 1 representa
los primeros 50 mL con amortiguador
con 5 mM de imidazol. La fraccion 2
representa a los dltimos 50 mL del
amortiguador con 5 mM de imidazol. La
fracciones 3 y 4 representan los primeros
y ultimos 25 mL del amortiguador con 75
mM de imidazol. La fraccién 5 representa
la elucion del amortiguador con 275 mM
de imidazol.

Los valores fisicoquimicos de la a-GI-L6H se calcularon usando el servidor

PROTPARAM disponible en: http://web.expasy.org/protparam/ (Cuadro 9.2).

Cuadro. 9.2 Propiedades fisicoquimicas para la a-GI-L6H usando PROTPARAM.

Propiedades fisico-quimicas de

la quimera
(PROTPARAM)

Peso molecular
Coeficiente de extincion
NUmero de a. a.

Punto isoeléctrico

o-GI-L6H

Valor

70132,0 g/mol
151970 M*cm™

606
5.52
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9.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA (METODO BCA)

La concentracién de la a-GI-L6H se realizé mediante el método del acido-
bicinconinico (BCA), preparando una curva patron (Fig. 9.4) con albumina sérica
bovina (BSA) para posteriormente interpolar las absorbancias obtenidas de las

muestras de la proteina en cuestion (Cuadro 9.3).

Curva Patrén

Y=0.8489x + 0.0065
r?=0.9991

Absorbancia

| ] || ||
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentracion de Proteina mg/mL

Fig. 9.4 Curva patron de BSA mediante el método del BCA. Lectura a 562 nm.

Se obtuvieron 25 mL de ambas proteinas en solucion concentrada teniendo un
rendimiento por cada 500 mL de medio de cultivo de 3.61 mg de proteina

altamente puray 13.35 mg de proteina parcialmente pura.
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Cuadro. 9.3 Determinacion de la concentracién de la a-GI-L6H por interpolacién con la curva patron de
BSA mediante el método del BCA. Determinaciéon a 562 nm.

Muestra Absorbancia Interpolacion Concentracion real
(mg/mL) (mg/mL)
Proteina pura 0.058 0.0606 0.1515
(20 pL)
Proteina pura 0.076 0.0818 0.1363
(30 pL)
Proteina pura 0.105 0.1160 0.1450
(40 L)
Proteina 0.163 0.1843 0.4608
impura (20 pL)
Proteina 0.319 0.3681 0.6135
impura (30 pL)
Proteina 0.365 0.4223 0.5279
impura 140 pL!
Concentracion promedio proteina 0.1443 mg/mL
pura
Concentracion promedio proteina 0.5341 mg/mL
impura

9.5 DETERMINACION CUALITATIVA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE
a-Gl-L6H

Para la determinacién cualitativa de la actividad enzimatica de la glucosidasa se
realizaron cromatografias en placa fina para seguir el avance de las reacciones
enzimaticas con almidon y glucégeno (Fig. 9.6). Adicionalmente, se realizd
cromatografia en capa fina para los controles de los sustratos, los posibles
productos y la enzima sin sustrato, para corroborar que existe actividad catalitica

(Fig. 9.5).



9 RESULTADOS Y ANALISIS

Fig. 9.5 Cromatografia en capa fina para controles. 1 (Almidon), 2
(Glucégeno), 3 (Glucosa), 4 (Enzima nativa) y 5 (Amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7). Ambas placas eluidas dos veces con fase EtOH:H,O:ButOH
(30:20:50) y reveladas con soluciéon H,SO4 — Timol calentando a 150° C.

En las cromatografias en capa fina de la figura 9.5 se puede observar que el
almidon, el glucogeno, la enzima y el amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 no
presentan manchas moradas que pudiesen representar falsos positivos en estas
pruebas. En el caso del carril nimero 3 en donde se coloco la glucosa, se observa
la mancha caracteristica para este monosacarido por lo que se utiliz6 como patron
de elucién. Lo que garantiz6 que las manchas observadas en las cromatografias
en capa fina de la figura 7.6 son correspondientes a las reacciones enzimaticas

contra almidon y glucogeno.
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Fig. 9.6 Cromatografias en capa fina para las reacciones con almidén y
glucégeno a 24 horas de incubacién. El orden de las muestras es el siguiente:
1 (Almidén), 2 (Reaccion enzimatica: enzima nativa + almidon), 3 (Glucosa), 4
(Glucégeno), 5 (Reaccion enziméatica: enzima nativa + glucégeno), 6 (Glucosa).
Ambas placas eluidas dos veces en fase EtOH:H,O:ButOH (30:20:50) y
reveladas con solucion H,SO4 — Timol y calentando a 150° C.

9.6 PRUEBAS DE RE-PLEGAMIENTO

9.6.1 RE-PLEGAMIENTO ENZIMATICO SEGUIDO POR CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA

Debido a que uno de los objetivos es estudiar si la a-1,6-glucosidasa de
S. cerevisiae logra re-plegarse in vitro correctamente (conservando actividad
enzimatica) para poder lograr su presentacion en la superficie de VLPs del B19V,
se desnaturalizé la enzima con urea y GndHCI, re-plegando y realizando
reacciones de actividad enzimatica para almidon y glucégeno analizadas

mediante cromatografia en capa fina (Fig. 9.7)

85



9 RESULTADOS Y ANALISIS

o

Fig. 9.7 Cromatografia en capa fina para reacciones enzimaticas de 24 horas con
almidon y glucégeno con enzima re-plegada. Después de desnaturalizar con urea
6 My GndHCI 3 M por 72 horas y re-plegando en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7
se analizaron las reacciones mediante cromatografia en capa fina eluyendo dos veces
con fase EtOH:H,O:ButOH (30:20:50) y revelando con solucion H;SO, — Timol
calentando a 150° C. El orden de las muestras es el siguiente: (1) Enzima
desnaturalizada con 3 M GndHCl/re-plegada + almiddn; (2) Enzima nativa + almidon;
(3) Enzima desnaturalizada con 6 M Urea/re-plagada + almidén; (4) Enzima nativa +
glucogeno; (5) Enzima desnaturalizada con 3 M GndHCl/re-plegada + glucogeno;
(7) Enzima desnaturalizada con 6 M Urea/re-plagada + glucégeno.

Estas pruebas muestran que la enzima desnaturalizada con 3 M de GndHCI
(puntos 1y 5) no logra re-plegarse correctamente, o en tal caso, solo se logra re-
plegar una fraccion minima de enzima, debido a que, no se observan manchas
significativas y comparables con las generadas en las reacciones con enzima
nativa para cada sustrato respectivamente: almidon (punto 2) y glucégeno (punto

4). En el caso de las muestras desnaturalizadas con 6 M de urea, los resultados
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sugieren que la enzima logra un mejor re-plegamiento aunque no al 100% ya que

no se obtienen manchas nitidas como las presentadas por la enzima nativa.

9.6.2 REPLEGAMIENTO ENZIMATICO SEGUIDO POR HPLC

Una medida para comprobar la hidrdlisis de los sustratos utilizados fue analizar el
cambio de peso molecular y la aparicion de azlucares mas pequefios por HPLC en
las reacciones enzimaticas realizadas con la enzima en estado nativo y re-plegado

para almidon (Fig. 9.8) y glucégeno (Fig. 9.9).

Reacciones con almidon como sustrato

600001
— Almiddn
— Almidén+Enzima nativa
40000
5 — AImdén+Enzima replegada

20000+

0 L) L) \l 1

1] 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Fig. 9.8 Superposicion de los cromatogramas obtenidos a partir de las reacciones
enzimaticas con almidon como sustrato. Verde: Pico representativo del almidon.
Morado: Pico del producto de la reaccion entre el almidén y la enzima en estado nativo.
Café: Pico generado de la reaccién entre el almidon y la enzima re-plegada, después de
ser desnaturalizada con GndHCI 3 M.

Este resultado proporciond informacion importante que permitid dilucidar la

actividad catalitica de la quimera en ambas situaciones. Como se puede observar
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en las Fig. 9.8 y Fig. 9.9, la enzima en estado nativo genera picos de azUcares
mas pequefios, tanto para la hidrélisis de almidén como para glucégeno
respectivamente, sin embargo, una vez que se desnaturaliza y luego se re-pliega
la enzima ésta pierde casi completamente su actividad enzimatica para ambos
sustratos. Se puede suponer que, como se observd en el experimento de
fluorescencia, solo una fraccibn muy pequefia de la enzima se repliega

correctamente.

Reacciones con glucégeno como sustrato

60000+
— Glucogeno
40000- — Glucégeno+Enzima nativa
=) —— Glucoégeno+Enzima replegada
20000+
0 L) I L] L) )
0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Fig. 9.9 Superposicion de los cromatogramas para las reacciones enziméaticas con
glucégeno como sustrato. Azul: Pico caracteristico del glucdégeno. Morado: Pico
generado de la reaccion de hidrdlisis entre glucégeno y la enzima nativa. Rosa: Pico
obtenido de la reaccion de hidrdlisis entre glucégeno y la enzima re-plegada después de
ser desnaturalizada con GndHCI 3 M.
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9.6.3 RE-PLEGAMIENTO ENZIMATICO SEGUIDO POR FLUORESCENCIA

Una manera de comprobar que la enzima se desnaturaliza completamente y logra

re-plegarse de nuevo hasta llegar a su conformacion original es por medio de sus

espectros de fluorescencia en ambos estados. Para este experimento se probaron

diferentes concentraciones de GndHCI para desnaturalizar la enzima, estimando a

partir de qué punto esta completamente desplegada. Durante el experimento se

observo que la enzima ya no presentaba un espectro de fluorescencia similar al de

la quimera nativa a partir de una concentracion de 0.5 M de GndHCI. Por este

motivo se tomd como Unico punto a dializar en amortiguador de fosfatos 50 mM

pH 7 el punto que contenia 6 M de GndHCI. Los resultados apuntan a que la

enzima no logra re-plegarse correctamente (Fig. 9.10).

Desnaturalizacion de a-GI-L6H a diferentes [GnHCI]

IF

400000+

300000+

200000+

1000004

0 M GnHCI

0.1 M GnHCI

0.5 M GnHCI

1.5 MGnHCI

3 M GnHCI

6 M GnHCI

Dialisis para 6 M GnHCI

L) L) L L) )
320 340 360 380 400
Longitud de onda nm

Fig. 9.10 Espectros de fluorescencia de la a-GI-L6H. Tomando diferentes concentraciones
de cloruro de guanidinio se analiz6 el comportamiento de la a-Gl-L6H mediante fluorescencia
en el fluorémetro ISS a 290 nm de excitaciéon en un rango de 300 a 400 nm. Mediciones

realizadas en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.
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Para poder tener un mejor parametro que correlacione la concentracion de
GndHCI y la desnaturalizacion de la enzima, a partir de los espectros de
fluorescencia obtenidos (Fig. 9.10) se calcul6 el centro de masa espectral (SCM)
para cada concentracion de GndHCI. El resultado indica que, efectivamente, la

enzima se despliega completamente después de 0.5 M de GndHCI (Fig. 9.11).

IF 3% :
SCM = X(IF ) Donde:
XIF,
IFy:  Intensidad de fluorescencia corregida por
concentracion proteica y amortiguador.
A: Longitud de onda de excitacidn.
IFo: Intensidad de fluorescencia.
SCM vs concentracion de GnHCI
360+
o . o
s
355+
=
Q 350+
w
3454
34C T ] J
0 2 4 6

Concentracion GnHCI (M)

Fig. 9.11 Gréafico SCM vs Concentracién de GndHCI. Se puede observar la gran diferencia
en el SCM de la enzima nativa (concentracion 0 de GndHCI) y los puntos de SCM a partir de la
enzima desnaturalizada con 0.5 M de GndHCI. De igual manera se observa que después de
0.5 M de GndHCI ya no hay cambios conformacionales de la enzima.
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Para continuar con los experimentos, se tomaron 2 muestras con 6 M de GndHCI
las cuales se dializaron nuevamente, esta vez tomando en consideracion que no
quedara mas de 0.1 M de GndHCI, para esto se utilizd6 una calculadora digital

(disponible en: http://sosnick.uchicago.edu/gdmcl.html.) la cual utiliza el indice de

refraccion de la muestra antes y durante la dialisis, arrojando la concentracion final
de GndHCI presente en las alicuotas. De esta manera se garantizé que las trazas
de desnaturalizante no siguieran afectando el correcto plegamiento de la enzima.
En vez de obtener los espectros de fluorescencia para estas muestras dializadas
se opto por realizar una prueba enzimética con sustrato cromogénico (pNPG) para
medir la actividad catalitica recuperada, sin embargo, no se obtuvo respuesta

favorable (Fig. 9.12).

Diferencias en la actividad catalitica de la a-GI-L6H nativa y re-plegada

2.5 - Enzima nativa

2.04 — Enzima replegada por didlisis
1.5+

1.04

Absorbancia

0.5+

OC L} ] ] ) L}
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Tiempo (min)

Fig. 9.12 Gréafico de velocidades iniciales para la enzima nativa y re-plegada. Se
compararon las Vo para las reacciones enzimaticas con pNPG para la enzima quimérica nativa
(linea azul) y la enzima desnaturalizada con 6 M de GndHCl y dializada contra amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7, utilizando IR como referencia para detener la didlisis (linea morada).
Ambas utilizando como sustrato pNPG 5 mM a 30 °C y 405 nm.
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Este resultado indica que la enzima aun cuando ya no esta en presencia de
concentraciones de GndHCl que pudieran afectar su correcto plegamiento

(0.040 M) no recupera su estructura activa.

9.6.4 RE-PLEGAMIENTO ASISTIDO POR ALMIDON Y GLUCOGENO

Una vez que se demostr6 que la gran mayoria de la poblacion enzimatica no
regresa a su conformacion nativa mediante dialisis con amortiguador de fosfatos

50 mM pH 7, se intento realizar un re-plegamiento asistido por sustrato (almidén y

glucégeno), lo que pudiera ayudar a re-plegar correctamente el sitio activo.

Fig. 9.13 Reacciones enzimaticas para pNPG (5 mM) re-plegando con dialisis asistida. A) Dialisis
asistida por almidon: (1) Enzima nativa + almidén + pNPG (Control +); (2) Amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7 + almidén + pNPG (Control -); (3 y 4) Enzima desnaturalizada con 3 M de GndHCI y re-plegada en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 con ayuda de almidén + pNPG; (5 y 6) Enzima desnaturalizada con
6 M de GndHCl y re-plegada en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 con ayuda de almidon + pNPG. B)
Didlisis asistida por glucégeno: (1) Enzima nativa + glucégeno + pNPG (Control +); (2) Amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 + glucégeno + pNPG (Control -); (3 y 4) Enzima desnaturalizada con 3 M de GndHCI
y re-plegada en amortiguador de fosfatos 50 mm pH 7 con ayuda de glucégeno + pNPG; (5 y 6) Enzima
desnaturalizada con 6 M de GndHCI y re-plegada en amortiguador de fosfatos 50 mM con ayuda de
glucégeno + pNPG.
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Para este experimento se tomaron duplicado muestras desnaturalizadas con 3y 6
M de GndHCI (condiciones compatibles con el ensamble de VLPs de B19V).
Después de la dialisis en presencia de almidén o glucégeno, se colocaron
reacciones enzimaticas para ambos sustratos. Posteriormente se afiadio pNPG

para verificar la accion enzimatica para sustratos pequefios (Fig. 9.13).

Como se puede observar en la Fig. 9.13 los re-plegamientos asistidos por almidén
y glucégeno presentan actividad para el sustrato cromogénico, ademas de tener
actividad catalitica para ambos sustratos seguidos por cromatografia en capa fina

(Fig. 9.14 y Fig. 9.15).
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Fig. 9.14 Cromatografias en capa fina para las reacciones enzimaticas para
almidén, incubadas con enzima re-plegada por didlisis asistida. Las reacciones se
colocaron 24 horas a 37 °C. Utilizando enzima que fue desnaturalizada y dializada en
presencia de almidon contra amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 (utilizando IR para
seguir la dialisis). (1 y 4) Muestras de enzima desnaturalizada con 3 M de GndHCl y re-
plegada en presencia de almidén + almidén. (2) Enzima nativa + almidéon (Control +).
(3) Almidoén (Control -). (5 y 8) Enzima desnaturalizada con 6 M de GndHCl y re-plegada
en presencia de almidén + almidén. (6) Enzima nativa + almidon (Control +). (7) Almidén
(Control -).
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Cabe destacar que el re-plegamiento asistido por almidon muestra mejores
resultados, lo que resulta conveniente ya que es un sustrato mas econémico y por
tanto accesible. Se puede sefalar que las pruebas que se realizaron dializando la
enzima desnaturalizada Unicamente contra amortiguador de fosfatos 50 mm pH 7
no generaron subproductos visibles por cromatografia en capa fina para las
reacciones enzimaticas con almidon y glucégeno, ni cambio de color para la
catalisis del pNPG. Esto implica que, aunque de manera limitada la presencia del

sustrato ayuda al re-plegamiento de la enzima.

i r.-.i

Fig. 9.15 Cromatografias en capa fina para las reacciones enziméticas para
glucdégeno, incubadas con enzima re-plegada por dialisis asistida. Las
reacciones enzimaticas se colocaron por 24 horas a 37 °C. Utilizando enzima después
de ser desnaturalizada y dializada en presencia de glucégeno contra amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 (utilizando IR para seguir la didlisis). (1 y 4) Muestras de enzima
desnaturalizada con 3 M de GndHCI y re-plegada en presencia de glucogeno +
glucdgeno. (2) Enzima nativa + glucdgeno (Control +). (3) Glucégeno (Control -). (5y
8) Enzima desnaturalizada con 6 M de GndHCI y re-plegada en presencia de
glucogeno + glucégeno. (6) Enzima nativa + glucégeno (Control +). (7) Glucégeno
(Control -).
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9.7 DETERMINACION DE LOS VALORES CINETICOS DE o-GI-L6H

Para determinar los valores cinéticos de la enzima se parti6 de obtener las
velocidades iniciales de reaccion de la a-GI-L6H incubada con un compuesto
cromogénico (pPNPG) que permitiese seguir la reaccion por espectrofotometria. Se
realizaron lecturas a 405 nm utilizando diferentes concentraciones de pNPG, con
una concentracion de enzima de 0.40 nM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7
e incubando a 30 °C. Para poder comparar los resultados de las cinéticas fue
necesario realizar una curva patron del producto de hidrélisis del pNPG:

4-nitrofenol (Fig. 9.16).

Curva Patron

Absorbancia

] L} ) | ]
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Concenfracion de 4-nitrofenol

Fig. 9.16 Curva patron de 4-nitrofenol. Realizada con un patrén de 4-nitrofenol diluido en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 y leida a 405 nm incubando a 30 °C.

El experimento se realiz0 cuatro veces para tener datos estadisticos y los

resultados se trataron de la siguiente manera:
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Ecuacion 1: Velocidad inicial (Vo)

Concentracion de producto mM
vo = : =22 (Ec.1)
Tiempo min

Sustituyendo las pendientes de las curvas obtenidas: curva patron de 4-nitrofenol

(Abs/concentracién) y curvas de cinéticas (Abs/tiempo) se tiene que:

m cinetica Concentracion
Vo = — = - (EC. 2)
m curva patrén tiempo

Se calculé la V, para las diferentes cinéticas realizadas, y graficando contra la
concentracion de sustrato, los promedios, se pueden ajustar a un modelo de
inhibicion por sustrato (Fig. 7.13). Esto se determiné al comparar las desviaciones
estandar y r? para el modelo de Michaelis-Menten y el modelo de inhibicién por

sustrato (Cuadro 9.4).

Vmax [S]

Vo = Km+ [S]

(Ec. 3 Michaelis-Menten)

Vmax [S]

[s]

VO = Teme s1(+0)]

(Ec. 4 Inhibicion por sustrato)
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Cuadro. 9.4. Comparacion entre los posibles modelos de ajuste del grafico de las Vo vs concentracion

de sustrato.

Modelo Vmax (MM/min) R? Km (mM) Ki (mM)

0.0021+0.0436 0.9726  2.402+ 0.1760

Michaelis-

Menten

Inhibicion 0.0033+0.0004 0.9796  4.272+0.7861 17.55+ 6.670

por sustrato

Ajuste al modelo de Inhibiciéon por sustrato

0.0020+
—~ 0.00154
£
£
= -
€ 0.0010

o

>

0.0005+

0.0000 Y i T T !

0 2 £ 6 8 10

Concentracion de pNPG (mM)

Fig. 9.17 Grafico de inhibiciéon por sustrato para la a-Gl-L6H. Obtenido al
graficar las Vo ( mM/min) vs concentracion de pNPG (mM) en PRISMA.

Una vez que se reconoce a qué grafico se ajustan mejor los resultados, se definen

los valores mediante el programa PRISMA para la Vmax con lo que se puede
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calcular la constante de afinidad al sustrato (Kn,) y la constante de inhibicidon a
sustrato (Kj). Con estos datos podemos obtener las demas constantes cinéticas

(Cuadro 9.5).

Para obtener la constante catalitica (kca) se realizo el despeje de la definicion

matematica de Vmax (Ecuacion 5):

Vmax = kcat * [enzima]  (Ec. 5)

Entonces:

Vmax

kcat = (Ec. 6)

[Enzimal]

Ya con estos parametros se puede obtener ademas la eficiencia catalitica

(Ecuacion 7):

kcat

Eficiencia catalitica = (Ec. 7)

Cuadro 9.5 Recopilacion y calculo de las constantes cinéticas para la a-GI-L6H a partir del
modelo de inhibicién por sustrato.

Enzima Vmax kcat kcat Km kcat/Km Ki
(mM)  (MM/min) (minY (s  (MM) (MmM?'sT  (mM)
1

a-Gl- 0.40*10° 0.0033+ 8250 137.5 4.272+ 3218 17.55%
L6H 0.0004 0.786 6.670

Al comparar los valores cataliticos obtenidos de la quimera a-GI-L6H con los
reportados por Deng y colaboradores, observamos que la quimera pierde afinidad
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hacia el sustrato (Kn), sin embargo, aumenta el nimero de recambios por unidad
de tiempo (Kcar) 0 que por consiguiente eleva la medida de eficiencia catalitica

Cuadro 9.6 Comparacion de los valores obtenidos experimentalmente para la a-GI-L6H.
(amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7 y 30°C) y los reportados por Deng et. al. (amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7 a 37°C) para la enzima nativa de S. cerevisiae (IMA1p).

Km (mM) kcat (S- ) I(cat/Km (mM- s’ ) Ki (mM)
a-Gl-L6H 4.2 137.5 32.1 17.55
IMA1p 0.6+0.2 8.7£1.0 15.0+6.0 25.0£15.0

9.8 CINETICA DE INACTIVACION DE a-GI-L6H EN CONDICIONES EX-VIVO Y
LISOSOMALES

Para calcular las constantes de inactivacion enzimaticas se consideré que la
enzima solo presenta dos estados conformacionales: nativo (N) con actividad
catalitica y desnaturalizado (D) carente de actividad enzimética. En donde la

transicion de N a D esté dada por la reaccion:

N->ki—-D
En este proceso la velocidad esta mediada tanto por la constante de inactivacion

como por la concentracién de la enzima en estado nativo (Ecuacion 8):

v=ki[N] (Ec.8)
La velocidad también podemos expresarla en términos de la aparicion de enzima

desnaturalizada en razén del tiempo (Ecuacion 9):
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d[p] .
? =ki [N] (EC 9)

Que de igual manera se puede expresar en funcion de la desaparicion de la

enzima nativa (Ecuacién 10):

Al separar variables en la ecuacion anterior se obtiene (Ecuacion 11):

_dan_
= ledt (Ec.11)

Integrando la ecuacion 11 se tiene (Ecuacion 12):

[-Ti =k [dt  (Ec.12)

Y para los limites 0 y t (Ecuacion 13):

[N]t
—In—= kit (Ec.13
"o ( )
En este caso, la concentracion inicial de la enzima es proporcional a la actividad
enzimatica en el tiempo 0 (Actp), ya que en este punto, la enzima en estado nativo
posee actividad. Bajo esta premisa, la concentracion de la enzima en estado

nativo en cualquier otro tiempo (t) es proporcional a la actividad catalitica en ese

momento (Act;). Por lo tanto se tiene que:
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Act.¢
ACt.O

In

= —kit (Ec.14)

Para poder obtener el valor de k; se graficé In (Act/Acty) contra el tiempo. Por lo
tanto la pendiente de este grafico equivale a -ki. Los tiempos de vida media se

estimaron en base a las k; obtenidas (Ecuacion 15):

In2

Las k;j de la quimera a-G-L6H se realizaron en dos condiciones diferentes: ex vivo

(25 °CypH 7) y lisosomales (37 °C y pH 5).

Para los experimentos se utiliz6 la misma concentracion de enzima que en
experimentos pasados (0.40 x 10°® mM), utilizando una concentracién de pNPG de
5 mM disuelto ya sea en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 o amortiguador de
acetatos 50 mM pH 5, respectivamente y realizando lecturas en el
espectrofotometro a 405 nm. Las mediciones se realizaron en un periodo de 0 a
270 min, obteniendo que en condiciones ex vivo la a-GI-L6H tiene una vida media
de 19 horas y media aproximadamente, ya que no presenta cambios

conformacionales que provoquen que se pierda la actividad catalitica (Fig. 9.18).
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Inactivacién enzimatica a 25°Cy pH 7

0- = v v )
100 200 300
=3 39
=
=, Tiempo
m) -24
£
-3+ y=-0.00056x - 0.0018
r’=0.4558
_4-
ki 0.0006 + 0.0002 min™
Vida media (t1) 1155.25 min

Fig. 9.18 Grafico de Inactivacion enzimatica de la a-GI-L6H en condiciones ex-vivo.
Realizado a 25 °C en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7. Tomando mediciones en el
espectrofotometro CARY a 405 nm a diferentes tiempos de incubacion.

En el caso de la estabilidad conformacional de la quimera en condiciones
lisosomales se puede observar que el aumento de temperatura y la disminucion
del pH si generan cambios que provocan la pérdida de la actividad enzimatica. En

este caso la vida media de la enzima es de 2 horas aproximadamente (Fig. 9.19).

Los resultados apuntan a que la quimera de la isomaltasa de S. cerevisiae si
presenta actividad catalitica en condiciones lisosomales y es capaz de hidrolizar
sustratos grandes como son el almidén y el glucégeno, por lo que sigue siendo
una opcién como propuesta de farmaco para enfermedades de almacenamiento

lisosomal de glucogeno al ser anclada a VLPs del B19V.
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Estabilidad enzimatica a 37°Cy pH 5

300
,
<,
= 2 | .
= tiempo
-3 y=-0.00527x - 0.089
r2=0.7905
-4
Ki 0.005269 + 0.001 min™*
Vida media (t1) 131.55 min

Fig 9.19 Grafico de inactivacion enzimatica de la a-GI-L6H en condiciones lisosomales.
Realizando a 37 °C y en amortiguador de acetatos 50 mM pH 5. Tomando mediciones en el
espectrofotometro CARY a 405 nm a diferentes tiempos de incubacion.

En el caso especifico de la a-GI-L6H, este anclaje no podria ser realizado por los
métodos propuestos por Santillan y colaboradores debido a la casi nula
recuperacion estructural de la enzima después de ser desnaturalizada en las
condiciones de ensamble in vitro de las VLPs del B19V. Sin embargo, el método
propuesto por Santillan et al. no es el Unico descrito para anclaje de péptidos o

proteinas en las superficies de las VLPs.
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10. CONCLUSIONES

Se comprobd que la a-GI-L6H tiene actividad catalitica contra almidon y glucogeno
en condiciones ex vivo y lisosomales, ademas de presentar una buena estabilidad
en estas condiciones. En condiciones lisosomales hay que mencionar que el
tiempo de vida media es menor que en condiciones ex vivo. Sin embargo, el
objetivo de presentar la a-GI-L6H sobre VLPs no solo es para transportarla, sino

también, para otorgarle un mayor tiempo de estabilidad.

Después de la desnaturalizacién de la a-GI-L6H en condiciones 6ptimas para el
ensamble in vitro de VLPs del B19V, el re-plegamiento enzimético no ocurre
correctamente, es decir, que la mayor parte de la enzima replegada mediante
didlisis no presenta actividad catalitica para sustratos de alto peso molecular
(almiddn y glucogeno), ni para sustratos pequefios (pNPG). Sin embargo, también
se demostré que al efectuar un re-plegamiento mediante dialisis en presencia de

almidon se mejora razonablemente la catalisis para todos los sustratos.

Se caracteriz0 cinéticamente a la quimera, encontrando que la adicion de un
péptido espaciador en el extremo C-terminal y la etiqueta de histidinas repercute
ligeramente en los parametros cinéticos, como la constante de afinidad (K,) que
se ve disminuida. Sin embargo, el nimero de recambio (kc5) aumenta, por lo que
la eficiencia enzimatica (kca/Km) aumenta. Esto Ultimo sugiere que esta enzima

podria ser un buen catalizador al estar unida a la superficie de las VLPs.
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10.1 PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta el resultado de un mejor re-plegamiento asistido por almidén,
la idea de realizar la fusion de los plasmidos para generar la quimera entre
a-GI-L6H y VP2, y posteriormente ensamblar in vitro las VLPs podria funcionar
siempre y cuando se logre dializar las VLPs formadas adicionando almidon al

amortiguador sin causar la precipitacion de las particulas.

Comprobando que las condiciones de didlisis asistida por almidén posterior al
ensamble de VLPs no funciona, se propone intentar con otro método para anclar a
la isomaltasa a las VLPs. Este método desarrollado por Brune y colaboradores
describe la produccion de VLPs ligadas a un péptido receptor (SpyCatcher-VLP) y
la enzima de interés modificada con el dominio de reconocimiento del receptor
SpyCatcher (a-Gl-SpyTag)®. Posteriormente, al combinar estas proteinas en
condiciones que a ninguna de las dos afecte, (amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7) se generard la unién mediante un enlace isopeptidico entre el SpyTag y el

SpyCatcher (Fig. 10.1).

Una vez logrado en anclaje de la isomaltasa a las VLPs del B19V, se tendria que
volver a caracterizar la enzima, comprobando que presenta actividad catalitica
para glucégeno y almidén, que sus parametros cinéticos son adecuados, Yy
demostrar que el anclaje mejora considerablemente la estabilidad enzimatica en

condiciones lisosomales.
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Fig 10.1 Anclaje de antigenos a VLPs. Mediante la presentacion de receptores unidos
ala VLP y a la molécula en cuestién. Tomado de Brune et al., 2016.

Ademas, seria necesario probar el modelo en lineas celulares que presenten
acumulacion de glucégeno completo y no des-ramificado, para comprobar que la

enzima puede ser de utilidad para las enfermedades de Pompe y/o de Cori-

Forbes.
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