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Resumen

La giardiasis es una enfermedad intestinal infecciosa, causada por el protista Giardia
lamblia, que presenta altos indices de incidencia, reportdndose hasta 2017 un total de 300
millones de personas infectadas a nivel mundial. G. lamblia es un eucarionte de divergencia
temprana, y que ha sido considerado como parte de la base evolutiva de los eucariontes y
tiene un metabolismo con caracteristicas tanto de organismos eucariontes como de
procariontes. Dentro de las rutas metabdlicas que presenta, se destaca la via de las pentosas
fosfato (PPP), porque a través de ésta se generan moléculas como la Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reducido (NADPH) que es capaz de proporcionale defensa contra el
sistema inmune de sus hospederos y de esta manera garantizar su sobrevivencia, ademas
mediante esta via se generan intermediarios para la sintesis de DNA vy &cidos grasos. En la
via de las pentosas fosfato estan implicadas diversas enzimas, la primera de las cuales es la
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) y tiene un papel muy importante a nivel celular
ya que genera el NADPH. Una caracteristica de la G6PD de G. lamblia es la de presentar
fusién con la segunda enzima de esta via, la 6-fosfogluconolactonasa (6PGL), sugiriendo
que su fusiéon genera una enzima bifuncional que favorece la eficiencia de la via de las
pentosas fosfato. Debido a que actualmente no existen reportes donde se haya caracterizado
la bifuncionalidad de esta enzima, en el presente trabajo se demostré la doble funcion de la
proteina fusionada. Los hallazgos del presente trabajo demostraron que la enzima fusionada
G6PD::6PGL tiene actividad en el dominio 6PGL. Ademas, se determinaron los pardmetros
cinéticos de la enzima fusionada G6PD::6PGL, los cuales fueron comparados con respecto
a los dominios individuales de G6PD y de 6PGL. Se evidencié que la catalisis es mas
eficiente en la enzima fusionada G6PD::6PGL, que en la enzima aislada individualmente,
sugiriendo que esta enzima es una enzima bifuncional. Ademas, se establecio, mediante
ensayos enzimaticos y de espectrometria de masas MALDI-TOF, que el producto de la
reaccion de la enzima fusionada G6PD::6PGL presenta los compuestos; 6-fosfoglucono-o-
lactona y 6-fosfogluconato, productos de los dominios G6PD y 6PGL, respectivamente.
Estos resultados sugieren que en la enzima fusionada G6PD::6PGL primero el dominio
G6PD realiza la catélisis y libera el producto 6-fosfoglucono-d-lactona al medio, y
posteriormente el segundo dominio 6PGL capta su sustrato del medio y realiza la catalisis
para dar como producto final al 6-fosfogluconato.



Abstract

Giardiasis is an infectious intestinal disease, caused by the protista Giardia lamblia, which
has high incidence rates, with a total of 300 million infected people reported worldwide
until 2017. G. lamblia is an early divergent eukaryote, which has been considered as part of
the evolutionary basis of eukaryotes and has a metabolism with characteristics of both
eukaryotic and prokaryotic organisms. Among the metabolic pathways it presents, the
pentose phosphate pathway (PPP) stands out, because through it molecules such as reduced
Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) are generated, which is capable of
providing defense against the immune system of its hosts and thus guarantee their survival,
furthermore through this pathway intermediates are generated for the synthesis of DNA and
fatty acids. Various enzymes are involved in the pentose phosphate pathway, the first of
which is glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) and it has a very important role at the
cellular level as it generates NADPH. A characteristic of G. lamblia G6PD is that it
presents fusion with the second enzyme in this pathway, 6-phosphogluconolactonase
(6PGL), suggesting that its fusion generates a bifunctional enzyme that favors the
efficiency of the pentose phosphate pathway. Since there are currently no reports where the
bifunctionality of this enzyme has been characterized, in the present work the dual function
of the fused protein was demonstrated. The findings of the present work demonstrated that
the fused enzyme G6PD :: 6PGL has activity in the 6PGL domain. In addition, the kinetic
parameters of the fused enzyme G6PD::6PGL were determined, which were compared with
respect to the individual domains of G6PD and 6PGL. It was evidenced that catalysis is
more efficient in the fused enzyme G6PD::6PGL, than in the enzyme isolated individually,
suggesting that this enzyme is a bifunctional enzyme. Furthermore, it was established, by
means of enzymatic assays and MALDI-TOF mass spectrometry, that the reaction product
of the fused enzyme G6PD::6PGL presents the compounds; 6-phosphoglucono-é-lactone
and 6-phosphogluconate, products of the G6PD and 6PGL domains, respectively. These
results suggest that the fused enzyme G6PD::6PGL first the G6PD domain performs
catalysis and releases the 6-phosphoglucono-3-lactone product to the medium, and later the
second domain 6PGL captures its substrate from the medium and performs catalysis to give
as the final product to 6-phosphogluconate.



1.- Introduccidén

1.1. Giardiasis

La giardiasis es una enfermedad gastrointestinal causada por el parasito Giardia lamblia,
se estima que alrededor del 5 al 10% de la poblacion mundial, es decir aproximadamente
300 millones de personas son afectadas por este microorganismo siendo una de las
parasitosis de mayor frecuencia a nivel mundial (Chacén, 2010; Cernikova et al., 2018;
Escobedo et al.,, 2017; Vazquez et al., 2009). Esta enfermedad es de distribucion
cosmopolita, aunque el mayor grado de incidencia se encuentra en paises en vias de
desarrollo debido a que su distribucion se encuentra asociada con malos hébitos de higiene,
la ausencia de medidas sanitarias basicas como: alcantarillado, disposicion de aguas
contaminadas asi como el hacinamiento de la poblacién (Cedillo et al., 1996; Vazquez et
al., 2009).

La giardiasis presenta alto porcentaje de morbilidad en la poblacion infantil, asi como en la
poblacion inmunocomprometida y en habitantes de paises en vias de desarrollo donde la
enfermedad se ha asociado con la pobreza y bajos estandares sanitarios (Escobedo et al.,
2017; Cedillo et al., 1996). Sin embargo, se han reportado casos en los paises
industrializados donde la giardiasis ha sido referida como una enfermedad en
resurgimiento, debido a que cada vez es mayor el nimero de brotes de enfermedades
diarreicas en guarderias y también debido a brotes asociados al agua contaminada
(Thomson et al., 2000). Se estima que en paises en vias de desarrollo aproximadamente el
15% de los nifios de entre 0-24 meses de edad ha contraido la enfermedad, por lo que se ha
asociado con retraso en el desarrollo de los infantes; ademas se ha observado que algunos
nifios pueden presentar pobre funcion cognitiva y en las formas mas severas de la infeccion,
se puede desarrollar el sindrome de malabsorcién y anemia impactando el desarrollo fisico
e intelectual de los nifios que la padecen (Chacdn, 2010; Escobedo et al., 2017; Berkman et
al., 2002; McCormick et al., 2014).



En México se han realizado diversos estudios epidemioldgicos para conocer la incidencia
de la giardiasis. Por ejemplo un estudio realizado a menores de 5 afios entre los afios 2002 y
2005, registrd a la giardiasis como el segundo lugar de prevalencia nacional con 13.8%
después de la amebiasis. Su incidencia es mayor en menores de dos afios, prevalencias
altas se han relacionado con el bajo desarrollo econdmico que se presenta en las
comunidades del pais. Hasta el 2010 se habian reportado alrededor de 37 distintos estudios
sobre la prevalencia de giardiasis en 14 Estados de la Republica Mexicana, se encontrd una
incidencia variable del 2% hasta 39% en la poblacion (Quhui et al., 2010). Ademas, se ha
establecido que la severidad de la infeccion se encuentra relacionada con el genotipo de G.
lamblia al que este asociado la infeccion. Torres-Lindarte et al. (2011) analizaron los
genotipos de G. lamblia presentes en el continente americano (Figura 1), y destaca que de
los 11 genotipos de Giardia existentes, se encuentra la presencia de los genotipos Ay B a
lo largo del continente; donde encontraron que el genotipo A es el mas frecuente y el
genotipo B es de importancia clinica (infeccioso). Es de mencionarse que anteriormente se
ha reportado que de los genotipos descritos los A 'y B son los que afectan directamente a los
seres humanos aunque se han registrado casos de infeccién por genotipos de caninos y
felinos. Es importante destacar que la mayoria de los trabajos de genotipificacion de este
estudio (31.5%) fueron realizados en México, pais donde solo se encontraron los genotipos
A. Sin embargo, se encontré que los genotipos A y B estan ampliamente distribuidos entre

personas de paises de Norte, Centro y Sur América.
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Figura 1. Mapa de distribucion de genotipos de Giardia lamblia. Se muestran los
genotipos encontrados en estudios realizados a lo largo del continente americano donde se
muestran cepas presentes en humanos y en caninos, las cuales pueden ser zoonoticas
(Torres et al., 2011).



Por otro lado, la via mediante la cual se adquiere a este organismo es a traves de la ingesta
de quistes de G. lamblia, los cuales pueden estar presentes en agua y alimentos
contaminados, por ejemplo frutos y vegetales no desinfectados antes de su consumo
(Rivera, 2002). El tiempo entre la ingesta de los quistes y el inicio de las manifestaciones
clinicas es de aproximadamente 2 semanas, aunque en algunos casos es posible que los
sintomas se presenten hasta los 45 dias, la duracion méas extensa de la etapa asintomatica
puede prolongarse por varios meses, durante este tiempo los individuos infectados pueden
ser propagadores de quistes (Chacon, 2010; Soriano, 2002).

La sintomatologia y el grado de duracion de la parasitosis es variada, ya que depende de
factores individuales tales como el estado inmunitario del hospedero, el grado de virulencia
de la cepa, asi como la dosis de quistes ingeridos. Las personas infectadas pueden presentar
sintomas como diarrea aguda, sindrome de colon irritable, sindrome de mala absorcion; el
cual, puede traer diversas enfermedades asociadas tales como anemia, ademas algunas
personas pueden presentar cuadro asintomatico y desconocer el grado de la enfermedad
(Escobedo et al., 2017; Chacon, 2010; Soriano, 2002).

Los tratamientos farmacologicos de la giardiasis mas comunes consisten en la
administracion de nitroimidazoles como el metronidazol, el tinidazol, secnidazol y el
ornidazol que en sus formas reducidas provocan la modificacién en la estructura helicoidal
del DNA del paréasito con ruptura de sus hebras y pérdida de sus funciones (Liu et al,
1996). Se le ha atribuido a los 5-nitroimidazoles actividad contra organismos
microaerdfilos y anaerobios lo que se ha sugerido debido a que estos organismos tienen la
capacidad de transferir electrones al grupo nitro y, por tanto, activar el farmaco
metronidazol a su estado activo. Se ha sugerido que el metronidazol induce la muerte
celular programada en G. lamblia que también incluye fragmentacion de ADN. Ademas,
analisis protedmicos con parésitos tratados con nitroimidazol mostraron que el
metronidazol forma aductos covalentes con un subconjunto de proteinas, entre ellas
tiorredoxina reductasa y proteinas conocidas o que probablemente dependan sobre la
reduccion mediada por tiorredoxina, dando como resultado la eliminacién deficiente de
peréxido de hidrogeno por peroxidasas (Leitsch et al., 2012) Debido a su baja

especificidad estos medicamentos pueden tener efectos adversos muy serios 0 ser



contraindicados bajo ciertas situaciones clinicas como fibrosis quistica, enfermedad celiaca
e hipogammaglobulinemia, donde no pueden ser administrados. Ademas, es comun el
reporte de reinfecciones debido a malas condiciones higiénicas, niveles inadecuados de los
tratamientos (tiempo de tratamiento y dosis) e incluso debido a un estado inmune
comprometido del paciente o resistencia a los medicamentos por parte del parasito (Nash et
al., 2001). Es importante mencionar que se han aislado cepas de G. lamblia resistentes a los
farmacos de prescripcion en pacientes con giardiasis refractaria e incluso se ha logrado
promover su resistencia a los medicamentos en cultivos in vitro (Carter et al., 2017). Por
estas razones es importante el estudio de nuevas dianas terapéuticas que cuenten con mayor
especificidad, por lo que se pueden aprovechar las caracteristicas propias de este
microorganismo con la finalidad de generar conocimiento para desarrollar tratamientos
altamente selectivos y eficientes, ademas de evitar la permanencia de la enfermedad en los
pacientes, asi como prevenir posibles reinfecciones. Por ello se ha sugerido el estudio de
enzimas presentes en el metabolismo de este parasito, ya que se ha demostrado que muchas
de ellas son notablemente diferentes a las de sus hospederos entre ellos los humanos
(Morrison et al., 2007).

1.2. Taxonomia y ciclo de vida de Giardia lamblia

El protista G. lamblia es un parasito, que se encuentra clasificado dentro de la clase
zoomastigophora los cuales presentan flagelos como medio de locomocién, pertenece al
orden diplomonadida que incluye organismos de vida libre y especies parasitarias, ademas
se encuentra ubicado en la familia hexamitidae que caracteriza a los protozoos por
presentar axostilo, dos nucleos y simetria bilateral (Morrison et al., 2007; Vazquez et al.,
2009).

Estudios filogenéticos y moleculares ubican a G. lamblia, en la base de los eucariontes, su
genoma es compacto en estructura y contenido, presenta pocos intrones lo cual lo relaciona
estrechamente con los procariontes, tienen una maquinaria simplificada para la
transcripcion, procesamiento de su RNA y para la replicacién del DNA, asi como para la

mayoria de sus vias metabdlicas (Morrison et al., 2007).



Durante su ciclo de vida presenta dos estadios (Figura 2), el trofozoito que es la fase
vegetativa la cual coloniza el intestino del hospedero, y el quiste o fase infectiva del
organismo. Es un organismo microaerofilico que se reproduce por fision binaria, su habitat
es el epitelio del intestino delgado del hospedero, la transformacion de trofozoito a quiste
sucede en el tubo digestivo siendo eliminados del hospedero en forma de quiste a través de

las evacuaciones (Cruz et al., 2001).

Giardia lamblia
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Figura 2. Estadios de vida de Giardia lamblia. (A) Trofozoito o fase vegetativa. (B).
Quiste o fase infectiva del parasito (Vazquez et al., 2009).

1.2.1. Trofozoito:

Posee simetria bilateral, con forma pereniforme con un tamafio de 12 a 15 um de longitud
por 6 a 8 um de ancho, convexo dorsalmente, presenta dos axostilos centrales. Su region
ventral es concava y posee un disco de succion o adhesivo de gran tamafio el cual le ayuda
a adherirse al epitelio intestinal del hospedero, asi como a tomar los nutrientes necesarios
del medio (Soriano, 2002). EIl disco suctor se encuentra en posicion ventral formado por
microttbulos en espiral que estan constituidos por proteinas como tubulina y giardina.
Presenta dos nucleos ovales con 5 cromosomas en cada uno, los cuales tienen un numero
estimados de 1.2 x 10’ pares de bases de DNA, con cantidad de G/C de 46% (Adam, 2001).



Se ha sugerido que el dafo tisular presente en pacientes y en modelos experimentales
durante la infeccion por G. lamblia, podria deberse al contacto directo que ejerce el parésito
en la mucosa intestinal cuando se adhiere al epitelio intestinal. ElI contacto se realiza
inicialmente mediante el disco suctor (estructura Unica en este parasito, que muestra un
papel importante en la patologia de la giardiasis), esta adhesion de los trofozoitos a la
mucosa intestinal es comparada con la fuerza mecénica ejercida por una ventosa, la cual es
capaz de dejar una huella sobre las vellosidades modificando el borde de cepillo (Céu
Sousa et al., 2001; Scott et al., 2004).

1.2.2. Quiste:

Presenta morfologia elipsoidal con un tamafio de 8-12 um de longitud por 5-8 um de
ancho. Posee un citoplasma granular, fino, el cual se encuentra separado de una pared
quistica de 0.3 um de espesor adosada a la membrana plasmaética. En su citoplasma
presenta ocho axonemas, de los cuales seis se encuentran localizados en el area central y
dos en la periferia (Soriano, 2002). Ademas, presenta vacuolas, ribosomas y fragmentos del
disco ventral. El quiste es circundado por una pared quistica hialina que le confiere
capacidad de resistencia al medio ambiente (Rivera et al., 2002).

El estimulo que induce la exquistacion es el cambio dréastico de pH dentro del sistema
digestivo del hospedero, el cual cambia de un pH &cido a un pH neutro, ademas de los
cambios de temperatura al que es expuesto el quiste en el hospedero. Una vez que el quiste
llega al intestino y se encuentra nuevamente en un ambiente con pH neutro se da

propiamente la liberacion del parésito del quiste (Bingham et al, 1979).

Giardia lamblia posee un ciclo monoxénico; es decir solo presenta un hospedero a lo largo
de su ciclo de vida (Figura 3). El ciclo de vida inicia cuando los hospederos los cuales
pueden ser humanos o animales ya parasitados, eliminan los quistes por medio de sus
heces, los cuales contaminan el suelo y el agua. El hospedero inmunoldgicamente
susceptible adquiere la infeccion al ingerir los quistes. Algunos estudios revelan la
existencia de zoonosis entre los genotipos que parasitan animales domeésticos hacia los
humanos (Rivera, 2002; Vazquez et al., 2009; Cernikova et al., 2018).
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Figura 3. Ciclo de vida de Giardia lamblia. El ciclo comienza cuando el hospedero
consume los quistes presentes en agua o alimentos contaminados, del quiste emergen dos
trofozoitos posteriormente se adhieren en la micro vellosidades del intestino delgado, por
ultimo al desprenderse del epitelio intestinal comienza el proceso de enquistamiento y los
quistes son eliminados en las heces fecales del hospedero (Esch et al., 2013).

1.3. Metabolismo de Giardia lamblia

En cuanto al metabolismo de G. lamblia este posee caracteristicas tanto aerobias como
anaerobias, puede vivir en presencia de bajas concentraciones de oxigeno por lo que se
considera como un organismo microaerofilico. Su metabolismo energético estd basado
principalmente en la glucolisis que conduce a la produccion de moléculas de ATP, NADH,
acetato, etanol, alanina y dioxido de carbono (CO,). El metabolismo de los trofozoitos es
afectado por cambios en la concentracion de oxigeno, en condiciones estrictamente
anaerdbicas, la alanina es el principal producto del metabolismo de los carbohidratos, con
la adicion de minimas cantidades de oxigeno se estimula la produccion de etanol y se
inhibe la produccion de alanina (Adam, 2001).
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El genoma de G. lamblia representa una forma simplificada de muchos procesos celulares,
comparativamente a otros eucariontes, es decir, hay presencia de menor nimero de
subunidades basicas, incorporacion de enzimas de un solo dominio de tipo bacteriano y un
menor nimero de procesos metabolicos; asi como menor cantidad de enzimas con respecto
a lo reportado en otros parasitos. Se ha sugerido que los componentes faltantes dentro de las
diversas rutas metabolicas pueden ser no esenciales o son funcionalmente redundantes
ademéas se ha sugerido que quiza el huésped le proporcione productos metabdlicos
esenciales que complementen una via metabolica “incompleta” (Morrison et al., 2007). La
glucdlisis presente en G. lamblia genera adenosin trifosfato (ATP), esto es debido a una
fosforilacion a nivel de sustrato. Adicionalmente G. lamblia no genera ATP por medio de la
fosforilacion oxidativa debido a la inexistencia de mitocondrias en este organismo, en su
lugar se ha demostrado la presencia de reductos mitocondriales denominados mitosomas,
sin embargo hasta la fecha no se ha demostrado que dichos mitosomas produzcan ATP.
Ademas, la glucosa no se oxida completamente a CO, y H,O como en el metabolismo
aerobico, pero se cataboliza de forma incompleta a acetato, etanol, alanina y CO,. El
equilibrio de la formacion del producto final es sensible a la tension de oxigeno (O,) y a la

concentracion de glucosa en el medio (Adam, 2001).

La glucdlisis y la via de las pentosas fosfato son las principales vias metabdlicas en las que
G. lamblia cataboliza la glucosa y por las cuales se proporciona a la célula moléculas de
ATP y potencial reductor en forma de nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato reducido
(NADPH), respectivamente. La via de las pentosas fosfato desempefia un papel crucial en
el paréasito al generar NADPH, que se utiliza como un donador de electrones en los
procesos biosintéticos, ademas desempefia un papel en la defensa contra el ataque oxidativo
del huésped infectado y proporciona también ribosa 5-fosfato como precursor de los acidos
nucleicos y varios metabolitos intermediarios tales como fructosa-6-fosfato vy
gliceraldehido-3-fosfato (Duffieux et al. 2000).

De manera general la via de las pentosas fosfato se puede dividir en dos fases: oxidativa y
no oxidativa. En la fase oxidativa (Figura 4) por cada molécula de glucosa se generan dos
moléculas de NADPH, una de ribulosa-5-fostato y otra de CO,, con la intervencion de tres

reacciones irreversibles: la oxidacion de la glucosa-6-fosfato a 6-fosfoglucono-3-lactona

11



catalizada por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), la hidrolisis de la
lactona a 6-fosfogluconato catalizada por la enzima 6-fosfogluconolactonasa (6PGL) vy la
descarboxilacién oxidativa cuya reaccion es llevada a cabo por la enzima 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH); en esta ultima reaccion, se obtiene ribulosa-5-fosfato y una
segunda molécula de NADPH. En cuanto a la fase no oxidativa, se transforman tres
azucares fosfatados de cinco carbonos a dos azucares fosfatados de seis carbonos y un
azucar fosfatado de 3 carbonos (Naylor et al., 2001; Ayene et al., 2002; Stover et al.,
2011). Es de resaltar que en G. lamblia, la primera y la segunda reaccion de esta via es
catalizada por una enzima que se presume esta fusionada, reduciendo asi el numero de

pasos presentes en la fase oxidativa (Stover et al. 2011).
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Figura 4. Esquema general de la fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato. La glucosa
es oxidada por tres reacciones irreversibles para producir una ribulosa y otros productos
como NADPH, H,0 y CO; (Stover et al., 2011).
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1.4. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de Giardia lamblia

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima constitutiva presente en todos
los organismos, desde arqueas, protozoos, plantas y animales. Cataliza la primera reaccion
de la via de las pentosas fosfato permitiendo la entrada de glucosa-6-fosfato (G6P) en la
ruta, mediante esta reaccién se produce la oxidacion de la glucosa-6- fosfato a 6-
fosfoglucono-&-lactona, obteniendo una molécula de NADPH. La forma biologica de la
G6PD de humano consiste en dos subunidades idénticas que pueden estar como dimeros
y/o tetrameros, la proporcion de los oligomeros depende del pH. Su sitio catalitico esta
conformado por un sitio de unién a NADP" y un sitio de union a G6P. Ademas, en algunas
enzimas la G6PD se ha reportado un sitio adicional de reconocimiento para la coenzima
NADP™ que al unirse le confiere estabilidad estructural a la enzima nativa (Kirkman et al.,
1962, Fonseca et al., 2005).

La primera estructura cristalografica obtenida de la proteina G6PD fue a partir de la
bacteria Leuconostoc mesenteroides. Esta enzima es un mondmero que consta de 485
aminoacidos y presenta dos dominios: el de unién a la coenzima (residuos 1-177), que
presenta el plegamiento de unién del dinucleétido B-a-f, en el extremo N-terminal y el
dominio B+a en el extremo C-terminal (178-485) formado por una larga hoja antiparalela
(BG-BO) (Rowland et al., 1994; Bastidas et al., 2015). El analisis de su secuencia aminodcil
indica que contiene tres fragmentos conservados los cuales se asocian con la union correcta

del sustrato G6P y la coenzima catalitica NADP™ durante la reaccion enzimatica.

En 2018 Morales-Luna et al., caracterizaron la enzima G6PD de G. lamblia, y
determinaron que tiene una masa molecular relativa de 83 kDa, en dicho trabajo mediante
espectrometria de masas llegaron a la conclusion que intrinsecamente dentro de la
secuencia génica de la G6PD se presenta una secuencia que codifica a otra enzima, la
6PGL, dando asi una enzima fusionada G6PD::6PGL. En dicho trabajo ademas realizaron
el analisis de la secuencia y se logré determinar la presencia de los tres sitios conservados
en las enzimas G6PD, el sitio GxxGDLA el cual se ha descrito como sitio de union a
coenzima NADP", el sitio EKPXG en la posicion 154-158 que contiene a la prolina 156
encargada del posicionamiento correcto de los sustratos G6P y de la coenzima NADP+, por
ultimo el sitio RIDHYLGKE donde se ubica la lisina 189 que junto con la lisina 149, 205 y
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la histidina 185 son responsables de la union del sustrato y de la catalisis, ademas es
importante mencionar que se determinaron 8 aminoacidos triptofano, los cuales sirvieron

para realizar analisis de fluorescencia intrinseca..

También reportaron un modelo tridimensional de la estructura terciaria de la enzima
G6PD::6PGL la cual se obtuvo a partir del servidor Phyre2 (Protein Homology/analogY
Recognition Engine V 2.0) posteriormente fue refinado utilizando el software YASARA
para minimizacion de energia y luego se valido utilizando MolProbity, dicho modelo fue
empleado para modelar la posible posicién de cada uno de las regiones (G6PD, 6PGL)
(Figura 5A) presentes en la proteina fusionada asi como para determinar la posicién de los
sitios activos del domino G6PD (Figura 5B) (Morales-Luna et al., 2018). Ademas es de
mencionar que aun presentando las caracteristicas propias de las enzimas G6PD, la enzima
de G. lamblia tiene un porcentaje de identidad menor al 30% con la enzima G6PD humana.

Figura 5. Modelo tridimensional de la enzima fusionada G6PD::6PGL del protista Giardia
lamblia. A) La region marcada en cian (izquierda) representa la regién del dominio G6PD
ubicada en el extremo amino de la proteina, por otra parte la region roja (derecha)
corresponde a la region de la enzima 6PGL B) Sitio activo de la region G6PD donde se
posicionan los aminoacidos lisina 189. Treonina 18 y prolina 156 necesarios para el
posicionamiento y catalisis de los sustratos (Morales-Luna et al., 2018).
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Ademas, Morales-Luna et al. (2018) reportaron los principales parametros cinéticos
correspondientes al dominio G6PD en la enzima fusionada (G6PD::6PGL) de G. lamblia,

indicando una constante de afinidad (Kr), para los sustratos fisioldgicos de 18.1 uM para

G6P y de 13.9 uM para NADP™; asi como una velocidad maxima (Vmax) de 11.5 pmol-min’

L.mg™. Ademés se determiné que la enzima activa esta constituida por un dimero y que su
pH oOptimo de catalisis es 8.75 (Morales-Luna, et al., 2018), sugiriendo que la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia es diferente a la de otros organismos como el de
Tripanosoma cruzi (lgoillo et al., 2006), debido a que posee una menor actividad.
Adicionalmente, Morales-Luna et al. (2020) reportaron la presencia de un domino NADP”
estructural en el dominio G6PD, el cual posiblemente le da una mayor estabilidad a la

proteina.

Los trabajos realizados hasta ahora, Unicamente se han enfocado en la caracterizacion del
dominio que corresponde a la proteina G6PD, sin embargo a la fecha no se ha podido
establecer con claridad si el dominio 6PGL es activo en la enzima fusionada G6PD::6PGL,
ademas si se encuentra como un solo polipéptido a lo largo del ciclo de vida de G. lamblia,
confirmando su bifuncionalidad, o si esta pudiera sufrir protedlisis durante alguno de los
estadios de desarrollo de G. lamblia, en cuyo escenario se podria pensar en la presencia de
las enzimas G6PD y 6PGL como enzimas individuales.

1.5. Fosfogluconolactonasa (6PGL)

La enzima 6-fosfogluconolactonasa (6PGL) cataliza la segunda reaccion de la via de las
pentosas fosfato, hidrolizando a la 6-fosfoglucono-&-lactona a 6-fosfogluconato (Stover et
al., 2011). Se ha reportado que la 6-fosfogluconolactona existe en dos formas, & y vy, la
forma & es el producto directo de la oxidacion de la glucosa-6-fosfato, posteriormente se
convierte en la forma y por reordenamiento intramolecular. La enzima 6PGL en Homo
sapiens es un mondémero en condiciones fisiologicas y esta compuesto de 258 residuos de
aminoacidos con una masa molecular de ~ 30 kDa (Yuking et al., 2009). Sin embargo,

hasta el momento no existen reportes de la enzima 6PGL de Giardia lamblia.
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1.6. Fusidon de genes g6pd y 6pgl en el parasito Giardia lamblia

Previamente Stover et al. (2011), mediante analisis bioinformético de las secuencias de
aminoacidos de la proteina G6PD de G. lamblia, propuso una posible fusion de los genes
que codifican para las enzimas G6PD y 6PGL en organismos parasitos pertenecientes a los
grupos ampicomplexa y excavata. En estos organismos la fusion de G6PD y 6PGL
posiblemente se origind mediante transferencia horizontal en un ancestro bacteriano comin
y que se dio en eventos evolutivos diferentes. Asi también, proponen que la fusion podria
aportar beneficios a los organismos que la posen, ya que se plantea que al realizarse dos
reacciones por una enzima (Figura 6), posiblemente la via sea mas eficiente en cuanto a la
velocidad para producir moléculas de NADPH. Esto debido al ambiente oxidante al cual se
ven sometidos los parasitos por parte del sistema inmune de sus hospederos; la situacion
anterior terminaria favoreciendo al parasito lo cual le ayudaria a permanecer en su
hospedero. Debido a las incdgnitas mencionadas, seria importante caracterizar la enzima
fusionada G6PD::6PGL y analizar cudl es el evento que se esta llevando a cabo para poder

tener una idea mas clara del proceso metabdlico.

16



- OO0

o
H?«mo»ﬂ

o+

Glucosa- 6-fosfato

NADP* H20 NADPH*H*
,/ “OPO
NADPH*H* o
G6PD-6PGL HRo
H,0 OH o
6-fosfoglucono-(8)-lactona
W
Conversién
T oo Intramolecular
"OLPO - o
o+ OH O
6-fosfogluconato
6PGD NADP* -O,po\_ao:c;o)=
o
T Tonm
CO, NADPH*H* 6-fosfoglucono-(y)-lactona
oH
'O;pOWOH
OoH O

Ribulosa-5-fosfato

Figura 6.- Fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato presente en organismo con
fusién de las enzimas G6PD::6PGL. El paso de la via marcado en rojo (izquierda) indica la
ruta seguida en las enzimas fusionadas donde el producto de la reaccién con el sustrato G6P
es 6-fosfogluconato. En azul (derecha) se muestra la ruta que se presenta en todos los
organismos (Stover et al., 2011).

Diversos estudios que han caracterizado enzimas fusionadas G6PD::6PGL se han llevado a
cabo en organismos como Tripanosoma brucei y Plasmodium falciparum. P. falciparum
que es un organismo perteneciente al phylum Apicomplexa, se ha caracterizado
cataliticamente a los dos dominios de G6PD y 6PGL, incluso se han realizado ensayos de
inhibicidn con compuestos. Jortzik et al. (2011) reportd una actividad catalitica disminuida
en las enzimas G6PD y 6PGL al clonarlas individualmente, lo que podria evidenciar la
posibilidad de que la proteina sea una proteina fusionada y bifuncional (Jorzskin et al.,
2011; Duffieux et al., 2000; Clarcke et al., 2001).
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2. Antecedentes

2.1. Estudios en proteinas bifuncionales

Para realizar el andlisis de la bifuncionalidad de proteinas se han empleado diferentes
técnicas que permiten discernir los componentes presentes dentro del producto de la
reaccion de las enzimas fusionadas. Una de las herramientas utilizadas es la resonancia
magnética nuclear de protén y carbono (RMN'H, RMN™C), mediante la cual es posible
analizar los ndcleos de algunos elementos como *H, *C, que son componentes de las
moléculas organicas. En este sentido, Gdmez Manzo et al. (2015) analizé el producto final
de una enzima participante en la fermentacion oxidativa del etanol en Gluconacetobacter
diazotrophicus, donde se report6 que la bacteria es capaz de convertir el etanol
directamente a acido acético por la enzima alcohol deshidrogenasa membranal (ADHm),
sin la participacion de una segunda enzima, la aldehido deshidrogenasa membranal
(ALDHm), sin producirse el acetaldehido como intermediario. Con estos resultados, se
concluyo que la ADHm de G. diazotrophicus es una enzima bifuncional, demostrando que
esta caracteristica permite mayor eficiencia de la enzima teniendo funcién para catalizar
tanto al sustrato etanol y acetaldehido, y disminuir un paso en la fermentacién oxidativa del

etanol en G. diazotrophicus.

Otra herramienta que se ha empleado para la identificacion de los compuestos presentes en
la mezcla final de la reaccion enzimatica es la espectrometria de masas, la cual se basa en el
estudio de la fragmentacion que presentan los compuestos al ser ionizados, mediante este
proceso la sustancia pierde algunos electrones y se fragmenta dando diferentes iones,
radicales y moléculas neutras las cuales seran caracteristicas de cada compuesto, mismos
que son separados en funcidn de su relacion masa/carga (m/z) y detectados posteriormente
para determinar la composicién de una mezcla problema. Tian et al. (2006) realizaron el
estudio de una proteina de fusion, en el que optimizd la obtencion de un flavonoide que
confiriera a las plantas resistencia enfermedades causadas por el mal clima y a su vez que
favoreciera el nodulacion. En dicho estudio, fusionaron la enzima de la via de las chalconas
con una isoflavona creando la enzima fusionada isoflavona sintasa/chalcona isomerasa. En

su estudio por espectrometria de masas y resonancia magnética nuclear demostraron la
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bifuncionalidad de la enzima de fusion mediante el anlisis del producto final de la reaccion

enzimatica de la isoflavona sintasa/chalcona isomerasa.

Basado en lo anterior, en el presente proyecto se emplearon dos métodos para caracterizar
la enzima fusionada G6PD::6PGL como son: la espectrometria de masas tiempo de vuelo y
la actividad enzimaética; las cuales nos podran ayudar discernir la existencia de
bifuncionalidad en la enzima G6PD::6PGL del protista G. lamblia.
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3. Justificaciéon

Actualmente los tratamientos farmacoldgicos existentes para el tratamiento de la Giardiasis
han sido poco selectivos causando reacciones adversas en el humano, aunado a la
resistencia a dichos farmacos por parte de G. lamblia. Lo anterior hace relevante encontrar
nuevos blancos terapéuticos que permitan tratar la Giardiasis de manera altamente selectiva
y eficiente. Dentro de las dianas propuestas se encuentran enzimas relevantes en el
metabolismo de G. lamblia. Nuestro grupo de trabajo se ha dado a la tarea de evaluar a la
enzima fusionada G6PD::6PGL del parasito, como un candidato a blanco farmacolégico ya
que participa en la via de las pentosas fosfato mediante la cual, el parasito combate el estrés
oxidativo del medio. Ademéas de que estd enzima es la encargada de regular esta via
metabdlica, y debido a que presenta la fusién con la enzima 6PGL planteamos que podria
ser una enzima relevante en el metabolismo de G. lamblia. Por lo que, el conocer las
caracteristicas fisico-quimicas de la enzima G6PD::6PGL nos permitird discernir tanto la
importancia de la enzima en el metabolismo del parasito G. lamblia asi como establecer si
hay diferencias entre esta enzima y las enzimas G6PD y 6PGL de Homo sapiens, lo cual
resulta de importancia al estar en busca de nuevas dianas farmacéuticas que ayuden a
desarrollar compuestos con potencial farmacoldgico anti-G. lamblia y que a su vez sean

inocuos en el humano.

4. Hipotesis

La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa::6-fosfogluconolactonasa (G6PD::6PGL) de
Giardia lamblia al ser una enzima fusionada presentard mejores parametros cinéticos en su
estado fusionado con respecto a las enzimas individuales, asi como la molécula presente en
la reaccion enzimética de la proteina fusionada sera el 6-fosfogluconato con lo que se

determinard a la enzima fusionada como una enzima bifuncional.
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5. Pregunta de Investigacion

¢La

enzima fusionada glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa::6-fosfogluconolactonasa

(G6PD::6PGL) de Giardia lamblia es una enzima bifuncional?

6. Objetivo General

Determinar la bifuncionalidad de la enzima fusionada glucosa-6-fosfato deshidrogenasa::6-

fosfogluconolactonasa (G6PD::6PGL) del parasito Giardia lamblia.

6.1. Objetivos Especificos

1.

21

Clonar en un vector de sobreexpresion las regiones génicas gépd y 6pgl del gen
fusionado g6pd::6pgl del parasito G. lamblia.

Sobreexpresar y purificar los dominios individuales G6PD y 6PGL de la proteina
fusionada G6PD::6PGL del parasito G. lamblia.

Determinar los pardmetros cinéticos del dominio individual G6PD de la enzima
fusionada G6PD::6PGL del paréasito G. lamblia.

Determinar los parametros cinéticos del dominio individual 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL del parasito G. lamblia.

Analizar el producto de la reaccion enzimética de la proteina fusionada
G6PD::6PGL de G. lamblia, mediante métodos enzimaticos (ensayo acoplado) y

espectrometria de masas.



7. Metodologia

7.1. Esquema general de trabajo

. Amplificacion y clonacion
Clonacién de los genes en —_— de las regiones génicas
vectores de sobre-expresion g6pd 'y 6pgl del gen

fusionado g6pd::6pgl.
. J

Determinacion de los
parametros cinéticos de los
Ensayos Enzimaticos -_— dominios individuales
6PD, 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL

. J

/ [ Ensayo acoplado ]
Analisis del producto de proteina

fusionada G6PD::6PGL \

[ Espectrometria de masas ]
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7.2. Disefio de oligonucleotidos y amplificacion de los dominios individuales gépd, 6pgl
del gen fusionado g6pd::6pgl y del gen 6pgdh de Giardia lamblia

A partir de la secuencia génica de G. lamblia depositada la base de datos Gen Bank con
numero de acceso GL50803 8682 se disefiaron oligonucledtidos especificos para
amplificar las regiones individuales de los genes gépd y 6pgl presentes en la secuencia del
gen fusionado g6pd::6pgl. Para la amplificacion del gen 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6pgdh) se utilizo la secuencia depositada en la misma base de datos y con la clave de
acceso GL50803_14759. Es importante mencionar que a cada oligonucleétido sentido se le
adicion0 una secuencia gque reconoce la enzima de restriccion Ndel y a los oligonucleétidos
reversos se le adiciond una secuencia que reconoce la enzima de restriccion BamHI, esto
con la finalidad de clonar los fragmentos resultantes de cada amplificacion a vectores de

expresion (Tabla 1).

La amplificacion de las regiones individuales gépd, 6pgl del gen fusionado g6pd::6pgl y
del gen 6pgdh se llevo a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) punto
final. La amplificacion de las regiones g6pd y 6pgl se llevé acabo utilizando como
templado el plasmido pET3a-HisTEVP/g6pd::6pgl el cual contenia el gen fusionado
g6pd::6pgl de G. lambia (Morales.Luna et al., 2018). Para el gen 6pgdh se utiliz6 DNA

gendmico extraido de trofozoitos de G. lamblia.

La mezcla de reaccién consistié en 200 ng de oligonucleétidos, 200 ng de DNA templado,
10 mM de dNTP, 1X PCR buffer y 1 U de DNA polimerasa Phusion® High Fidelity DNA
Polimerasa (Thermo Scientific, Hudson, NH, USA). Las condiciones de reaccion de PCR
fueron las siguientes: 1 minuto a 98 °C para la desnaturalizacion; 30 ciclos de
amplificacion (30 segundos a 98 °C, 20 segundos a Tm de los oligonucleétidos sentido y
antisentido, 60 segundos a 72 °C de extension) y 5 minutos a 72 °C para la extension final.
La correcta amplificacion de los fragmentos fue corroborada en un gel de agarosa al 1%,
visualizado con GelRed® (Thermo Scientific, Hudson, NH, USA) en luz ultravioleta.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para amplificar las regiones individuales g6pd, 6pgl,

y el gen 6pgdh de Giardia lamblia.

Nombre Secuencia Secuencia N°Pb | Tm°C
g6pd sentido 5 -GCGTCATATGTTCAAGCCTTCCTGC-3 25 69.38
g6pd antisentido 5 -CTGGGGATCCTTAATTGAACACTGG-3 25 68.02
6pgl sentido 5 -GCGCCATATGAATAATAGCTTTGACATA-3’ 28 69.24
6pgl antisentido 5 -GCGGGATCCTTAGTATATGATGGGCTT-3’ 27 65.54
6pgdh sentido 5 -TCTACATATGGACATTGGCATCGTG-3’ 25 66.66
6pgdh antisentido 5-CCTAGGATCCTTATTTCTCAGTCCAGAC-3 28 69.19

Los productos de PCR correspondientes a los fragmentos esperados se purificaron
utilizando el kit GenJET Gel Extraction (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
siguiendo las instrucciones del proveedor. Los productos purificados fueron ligados en el
vector pJET1.2/blunt utilizando el kit de clonacion CloneJET-PCR (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Las construcciones resultantes fueron nombradas: pJET1.2/blunt-
g6pd, pJET1.2/blunt-6pgl y pJET1.2/blunt-6pgdh (Tabla 2).

Posteriormente los vectores se utilizaron para transformar las células competentes
Escherichia coli Top10F . Las colonias transformantes fueron crecidas en 15 mL de medio
Luria Bertani (LB) con 100 pg/mL de ampicilina como antibiotico de seleccion, durante 12
horas a 37 °C. Las células previamente incubadas, se centrifugaron a 12,000 rpm y el botén
celular se utilizé para extraer el DNA plasmidico con el kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit

(Termo Sientific. Waltham, MA, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor.
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7.3. Clonacién al vector de sobreexpresion pET3a-HisTEVP de los dominios
individuales g6pd y 6pgl del gen fusionado g6pd::6pgl y del gen 6pgdh de Giardia
lamblia

Con la finalidad de subclonar los dominios individuales gépd, 6pgl del gen fusionado
g6pd::6pgl y el gen 6pgdh al vector de sobreexpresion pET3a-HisTEVP, los plasmidos
purificados pJET1.2/blunt-g6pd, pJET1.2/blunt-6pgl y pJETL1.2/blunt-6pgdh fueron
digeridos con las enzimas BamHI y Ndel (Termo Sientific. Waltham, MA, USA) durante
30 minutos a 37 °C. Cada producto de digestion se corrid en un gel de agarosa al 1%, y las
bandas correspondientes a los tamarfios relativos esperados de las regiones g6pd, 6pgl vy el
gen 6pgdh se purificaron utilizando el kit GenJET Gel Extraction (Termo Sientific.
Waltham, MA, USA), siguiendo las instrucciones del proveedor. Después el vector pET3a-
HisTEVP (Novagen, Madison, WI, USA) fue digerido con las enzimas BamHI y Ndel (1U)

durante 30 minutos a 37 °C.

Los dominios individuales de los genes gépd y 6pgl del gen fusionado g6pd::6pgl, el gen
6pgdh y el vector pET3a-HiSTEVP previamente digerido fueron ligados con la enzima T4
DNA ligasa (Termo Sientific. Waltham, MA, USA) durante 3 horas a 25 °C. Las
construcciones  resultantes  fueron nombradas pET3a-HisTEVP/gépd, pET3a-
HisTEVP/6pgl, y pET3a-HisTEVP/6pgdh respectivamente (Tabla 2). Con la finalidad de
determinar la correcta insercion de los genes clonados en el vector pET3a-HiSTEVP, asi
como de la fidelidad de los mismos, las construcciones finales se secuenciaron en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM). La
secuencia de nucleodtidos obtenida se compard con las secuencias de nucleétidos de cada
gen depositadas en la base de datos del GenBank utilizando el programa Blast en el

servidor NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Posteriormente verificada la

secuencia de los dominios individuales g6pd, 6pgl del gen fusionado g6pd::6pgl vy el gen
6pgdh, cada uno de los plasmidos se transformo en células E. coli BL21(DE3)Azwf::kan'
las cuales contienen deletado su gen zwf que codifica para la proteina Glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.
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Tabla 2. Cepas y plasmidos empleados en el desarrollo experimental de este trabajo.

Cepas Bacterianas

Cepa Caracteristicas
ToplOF Células Escherichia coli competentes.
BL21(DE3)Azwf::kan" Células Escherichia coli BL21(DE3)Azwf::kan" deficientes del gen
zwf enddgeno.
Plasmidos

Plasmido

Caracteristicas

pJET1.2/blunt-g6pd

pJET1.2/Blunt contiene el dominio individual g6pd del gen
fusionado g6pd::6pgl de Giardia lamblia con resistencia a

ampicilina.

pJET1.2/blunt-6pgl

pJET1.2/Blunt contiene el dominio individual 6pgl del gen
fusionado g6pd::6pgl de Giardia lamblia con resistencia a

ampicilina.

pJET1.2/blunt-6pgdh

pJET1.2/Blunt contiene el gen 6pgdh de Giardia lamblia con

resistencia a ampicilina.

pET3a-
HisTEVP/g6pd::6pgl

pET3a-HisTEVP contiene el gen fusionado gépd::6pgl de Giardia

lamblia con resistencia a ampicilina.

pET3a-HisTEVP/g6pd

pET3a-HiSTEVP contiene el dominio individual gépd del gen
fusionado g6pd::6pgl de Giardia lamblia con resistencia a

ampicilina.

pET3a-HisTEVP/6pgl

pET3a-HiSTEVP contiene el dominio individual 6pgl del gen
fusionado g6pd::6pgl de Giardia lamblia con resistencia a

ampicilina

pET3a-HisTEVP/6pgdh

pET3a-HiSTEVP contiene el gen 6pgdh de Giardia lamblia con

resistencia a ampicilina
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7.4. Sobreexpresion y purificacion de la proteina fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia

Con el objetivo de obtener puras a la enzima fusionada G6PD::6PGL, y los dominios
individuales de G6PD y 6PGL de la proteina fusionada y realizar el analisis de actividad
enzimatica de las proteinas, fue necesario sobre-expresarlas en un sistema heterélogo

bacteriano BL21(DE3)Azwf::kan" para posteriormente purificarlas.

Las cepas de E. coli BL21(DE3)Azwf:kan" con las construcciones pET3a-
HisTEVP/g6pd::6pgl, pET3a-HisTEVP/g6pd, pET3a-HisTEVP/6pgl, se crecieron en 25
mL de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina, durante 12 horas a 37 °C, posteriormente
cada cultivo se inoculd en 2 L de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y 50 pug/mL de
kanamicina, los cultivos se dejaron en incubacion a 37 °C hasta alcanzar densidad Optica
(D.O. 6oonm) de 1.0, posteriormente fueron inducidos con 0.3 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG), y se dejaron en agitacion por 12 horas a 25 °C. Las células se
concentraron por centrifugacion a 4000 x g durante 20 minutos. EI boton celular se lavo
con solucion amortiguadora de fosfatos (K;HPO4 50 mM, glicerol 10%, NaCl 150 mM, pH
7.35) y fue lisado por sonicacion utilizando solucion amortiguadora de lisis (K,HPO4 50
mM, glicerol 10%, NaCl 150 mM, PMSF 0.5 mM, B-mercaptoethanol 0.1%, pH 7.35)
como fue previamente reportado por Morales-Luna et al. (2018, 2020). El lisado fue
centrifugado a 13000 x g durante 30 minutos y se obtuvo el sobrenadante (extracto crudo),

el cual fue utilizado en los procesos de purificacion.

La purificacion de la proteina fusionada G6PD::6PGL se realizo utilizando el método de
cromatografia de afinidad a metales inmovilizados, que en este caso fue el de niquel
(Profinity™ IMAC). La resina fue previamente equilibrada con solucién amortiguadora de
equilibrio (K,HPQ, 50 mM, NaCl 350 mM, glicerol 10%, pH 7.35). En una columna se
cargoé la resina y fue lavada con 5 volumenes de columna con solucion amortiguadora de
equilibrio mas 40 mM de imidazol. Una vez equilibrada, se mezcld con el sobrenadante del
lisado celular dejandose a 4 °C y en agitacion durante 40 minutos. Se realizaron 3 lavados
con amortiguador de equilibrio. Posteriormente y para eluir la proteina, la resina Profinity
IMAC se mezclo con 250 mM de imidazol en solucion de equilibrio. Para la proteina
fusionada G6PD::6PGL, se monitore6 midiendo la actividad de G6PD para cada una de las
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fracciones siguiendo la reduccion espectrofotométrica a 340 nm del NADP™ presente en la
mezcla de reaccion estandar (amortiguador Tris-HCI 0.1 M, MgCl, 0.03 M, glucosa-6-
fosfato 1 mM y NADP* 1 mM, pH 8,0). Las fracciones que mostraron actividad enzimatica
para el dominio G6PD fueron concentradas utilizando un centricon con membrana de paso
de corte de 30 kDa Amicon YM-30 (Milipore, Burlington, MA, U.S.A.), posteriormente el
producto concentrado fue dializado con 15 mL de amortiguador de equilibrio (K;HPO,
50mM, pH 7.35).

7.5. Purificacion del dominio individual G6PD de la proteina fusionada G6PD::6PGL
de Giardia lamblia

Para la purificacion de la region de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) de la
enzima fusionada G6PD::6PGL se emple6 el método de purificacion propuesto por Gomez-
Manzo et al. (2014) donde incluye dos pasos de purificacion por columnas de intercambio
anionico y afinidad a nucleotido. El extracto crudo fue cargado a la columna de intercambio
anionico Q-Sepharose 4B (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) acoplada al sistema
AKTA de cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC).Tanto la columna
como el equipo fueron equilibrados con solucion amortiguadora de equilibrio (K,HPO,4 50
mM, pH 7.35), posteriormente la muestra fue aplicada a la columna y fue lavada con la
misma solucion de equilibrio a un flujo de 2 mL/minuto. Finalmente, la proteina fue eluida
con un gradiente lineal de 0—350 mM NaCl en un periodo de 30 minutos. Las fracciones se
colectaron en volimenes de 2 mL y posteriormente a cada una de las fracciones se les
midio la actividad enzimatica de G6PD siguiendo la reduccion de NADP" a 340 nm como
previamente fue descrito por Morales-Luna et al. (2018). Las fracciones donde se
determino la actividad enzimatica de G6PD, se concentraron utilizando el concentrador de
filtracion Centricon-30 (Millipore, USA), la fraccién concentrada fue aplicada a la columna
de afinidad 2'5'-ADP Sepharose 4B (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) la cual fue
previamente equilibrada con amortiguador de equilibrio (K;HPO4 50 mM, pH 7.35). El
flujo de elusién de todos los pasos en la columna fue de 15 mL por hora. Después de pasar
la muestra, la columna fue lavada con 50 mL de amortiguador de equilibrio (K;HPO,4 50
mM, pH7.35), y finalmente la proteina fue eluida con la misma solucion de equilibrio
conteniendo 100 uM NADP®. Las fracciones se colectaron en volimenes de 5 mL y la

presencia de la enzima en las fracciones se determiné por actividad enzimatica midiendo la
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reduccion de NADP® a 340 nm. Las fracciones con actividad enzimatica fueron
concentradas utilizando centricones con las caracteristicas mencionadas, posteriormente el
producto concentrado fue dializado con 15 mL de amortiguador de equilibrio (K;HPO,
50mM, pH 7.35).

7.6. Purificacion del dominio individual 6PGL de la proteina fusionada G6PD::6PGL
de Giardia lamblia

Para la purificacion del dominio individual 6-fosfogluconolactonasa (6PGL) de la enzima
fusionada G6PD::6PGL se utiliz6 el método de purificacion IMAC. El extracto crudo de la
cepa BL21(DE3)Azwf::kan" conteniendo el plasmido de expresion pET3a-HisTEVP/6pgl se
incubo durante 45 minutos a 25 °C junto con la resina IMAC previamente equilibrada con
amortiguador de equilibrio (K;HPO, 50 mM, NaCl 350 mM, glicerol 10%, pH 7.35).
Posteriormente, la resina fue lavada con 50 mL de la solucion de equilibrio para remover
las proteinas que no se unieron a la resina. Las proteinas unidas se eluyeron con 250 mM de
imidazol en solucién de equilibrio y se colectaron en tubos de ensayo en fracciones de 3
mL. Las 10 primeras fracciones eluidas fueron colectadas usando un centricon con
membrana de corte de 30 kDa Amicon YM-30 (Milipore, Burlington, MA, U.S.A.), por

ultimo el producto concentrado se dializ6 con 15 mL de amortiguador de equilibrio.

7.7. Purificacion de la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de Giardia
lamblia

Debido a que la actividad catalitica de la enzima 6PGL no es detectable directamente de
manera espectrofotométrica, fue necesario utilizar un ensayo acoplado con la enzima 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de G. lamblia; para lo cual se purifico la enzima
6PGDH de G. lamblia se purifico empleando el método de IMAC. El extracto crudo
conteniendo a la enzima 6PGDH se pas6 por la columna de afinidad de niquel Profinity™
IMAC (Biorad, Hercules, CA, USA) previamente equilibrada con 10 volimenes de
solucion amortiguadora de equilibrio (KoHPO4 50 mM, NaCl 250 mM, glicerol 10%, pH
7.35). La proteina unida a la resina se eluy6 utilizando amortiguador de equilibrio con 250
mM de imidazol. El volumen eluido se fracciond en volumenes de 2 mL. A las fracciones
eluidas se les determin actividad enzimatica siguiendo la reduccion de NADP" presente en
la mezcla de reaccién (0.1 mM Tris-HCI, pH 8.0, 3 mM MgCl,, 500 uM G6P, and 500 uM
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NADP™). Las fracciones con actividad enzimatica fueron cargadas en un gel SDS-PAGE al
12%, el cual fue revelado con azul de Coomassie coloidal brillante (Sigma-Aldrich, San
Luis, Misuri, USA) aquellas fracciones con actividad y presencia de la banda de interés

fueron concentradas utilizando un centricon.

7.7.1. Determinacion de la actividad catalitica del dominio 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL

Con la finalidad de determinar la actividad catalitica del dominio 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia se procedié a medir el producto de la reaccién de la
enzima por medio de un ensayo acoplado utilizando la proteina 6-fosfogluconato
deshidrogenasa de G. lamblia (6PGDH). Primero, el sustrato 6-fosfoglucono-5-lactona fue
obtenido por medio de la reaccion enzimética de la enzima G6PD recombinante de
Gluconacetobacter diazotrophicus (Ramirez-Nava et al., 2019) y el producto fue titulado
bajo condiciones estandares. Posteriormente, la enzima G6PD recombinante de G.
diazotrophicus fue separada de la reaccion empleando un Centricon-30 (Millipore, USA) y
se centrifugd a 4000 rpm por 7 minutos. El producto final de la reaccion fue utilizado para
acoplar la reaccion con la enzima 6PGDH previamente purificada. En la reaccion se
colocaron 900 pL del producto de la reaccion enzimatica de la proteina G6PD
recombinante de G. diazotrophicus, 1 pg de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia, 100 uM de NADP" y la reaccion fue iniciada con la adicion de 1 pg total de la
enzima 6PGDH pura. La actividad de la enzima se detectd a través de la produccion de
NADPH a 340 nm en el espectrofotometro Varian Cary 100 UV-VIS (Agilent, Santa Clara,
USA). La velocidad inicial obtenida para cada concentracion se uso para calcular la tasa de
formacion de producto NADPH (umol-min-mg) usando el coeficiente de extinciéon del
NADP reducido (6220 M*-cm™).

7.7.2. Caracterizacion cinética del dominio G6PD de la enzima fusionada
G6PD::6PGL y del dominio individual de la region G6PD

Se determinaron los parametros cinéticos de los dominios glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) y 6-fosfogluconolactonasa (6PGL) de la enzima fusionada G6PD::6PGL y se
compararon con los pardmetros cinéticos obtenidos en las proteinas individuales G6PD y

6PGL de G. lamblia. Las velocidades iniciales para el dominio G6PD de la enzima
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fusionada y de la proteina individual fueron determinadas espectrofotométricamente a 25
°C monitoreando la reduccion de NADP™ a 340 nm, como fue previamente reportado por
(Gomez-Manzo et al., 2014; 2015; 2016; 2017). Las velocidades iniciales se obtuvieron
variando un sustrato glucosa-6-fosfato (G6P) o nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADP") de 2.5 a 200 uM; mientras que el segundo sustrato se fijo a una concentracion de
saturacion (250 uM de NADP™ 6 G6P). Se utiliz6 una concentracion final de 1 pug y 4 pg de
proteina purificada de la enzima fusionada G6PD::6PGL vy de la proteina individual G6PD,
respectivamente. La velocidad inicial obtenida para cada concentracion se usé para calcular
la tasa de formacion de producto NADPH (umol-min-mg) usando el coeficiente de
extincion del NADP reducido (6220 M’l-cm’l). Los parametros cinéticos Km, Keat, ¥ Vimax
se obtuvieron ajustando los datos a la ecuacion de Michaelis—Menten mediante célculos de
regresion no lineal utilizando con el software ORIGIN Lab 8®. Donde una unidad (U) de
actividad G6PD es definida como la cantidad de enzima requerida para producir 1 pmol de
nicotinamida-adenina-dinucleétido fosfato reducido (NADPH) por minuto por mg de

proteina.

7.7.3. Caracterizacion cinética de la regién individual y del dominio 6PGL de la
enzima fusionada G6PD::6PGL de Giardia lamblia

Para evaluar la actividad catalitica del dominio de la 6-fosfogluconolactonasa (6PGL)
presente en la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia se determinaron los
parametros cinéticos. La actividad enzimatica se midio en un volumen final de 1 mL de
reaccion en amortiguador de T (Tris-HCI 0.1 M, MgCl 0.1 M, 1 mM NADP", pH 8).
Debido a que la actividad de la enzima 6PGL no es detectable, se utiliz6 el método
acoplado empleando la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de G. lamblia
como enzima reportera monitoreando la reduccion de NADP™ a 340 nm. Se utiliz6 una
concentracion final de 20 pg de proteina pura 6PGD por cada reaccion estandar. El sustrato
6-fosfoglucono-o-lactona fue obtenido por medio de la reaccion enzimaética de la enzima
G6PD recombinante de Gluconacetobacter diazotrophicus (Ramirez-Nava et al., 2019) y el
producto fue titulado bajo condiciones estandares. Posteriormente, se realiz0 una curva de
saturacion con el sustrato 6-fosfoglucono-o6-lactona de 2.5 a 300 uM. La reaccion fue
iniciada con la adicion de 10 pg de la enzima fusionada G6PD::6PGL. La velocidad inicial
obtenida para cada concentracion se uso para calcular la tasa de formacion de producto
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NADPH (umol-min-mg) usando el coeficiente de extincion de la molécula NADP reducido
a 340 nm (6220 M **cm™). Los pardmetros cinéticos Km, Keat, Y Vimax Se obtuvieron

ajustando los datos a la ecuacion de Michaelis—Menten como ya se menciono.

7.8. Determinacion del producto final de la reaccion de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia.

Para poder determinar la bifuncionalidad de la enzima G6PD::6PGL de Giardia lamblia se
determinaron los productos finales presentes en el reaccion de la enzima fusionada, ya que

con esto es posible determinar la actividad de cada una de las regiones de la proteina.

7.8.1. Determinacion del producto final de la reaccion por método enzimatico

Para determinar el producto final de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia se
procedié a medir el producto final de la reacciéon por medio de un ensayo acoplado con la
enzima 6PGDH (6-fosfogluconato deshidrogenasa de G. lamblia) previamente purificada
(Morales-Luna et al., 2021). Primero, la enzima fusionada G6PD::6PGL purificada se
coloco con G6P (100 uM) y NADP™ (100 pM) en 1 mL de mezcla de reaccion (Tris-HCI
0.1 M, MgCl; 3 mM, pH 8), la catélisis de la enzima G6PD fue seguida mediante la
reaccion de reduccion del NADP™ a 340 nm con el espectrofotometro Varian Cary 100 UV-
VIS (Agilent, Santa Clara, USA). Para asegurar que todo el sustrato G6P en la reaccion
haya sido catalizado a producto se adiciond nuevamente NADP™ hasta que no se detectd
cambios en la absortividad a 340 nm; lo cual indic6 que la mayoria del sustrato G6P fue
convertido a producto. Posteriormente la enzima G6PD::6PGL fue separada de la reaccién;
empleando un Centricon-30 (Millipore, USA) y el producto final de la reaccion fue
utilizado para acoplar la reaccion con la enzima 6PGDH purificada. En la reaccion se
colocaron 900 pL del producto de la reaccion enzimética de la proteina fusionada
G6PD::6PGL de G. lamblia, 100 uM de NADP" y la reaccion fue iniciada con la adicion de
1 pg total de la enzima 6PGDH pura. La actividad de la enzima se detectd a través de la
produccién de NADPH a 340 nm en el espectrofotdbmetro Varian Cary 100 UV-VIS
(Agilent, Santa Clara, USA), y se calculo la actividad especifica.
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7.8.2. Determinacion del producto final de la reaccion enzimatica por
espectrofotometria de masas MALDI-TOF

La técnica de espectrofotometria de masas nos permitié determinar la identidad de los
productos finales de la reaccion de la enzima G6PD::6PGL por sus masas ionicos. Para
obtener el producto final de la reaccion de la enzima G6PD::6PGL, se coloco 1 ug de la
enzima fusionada G6PD::6PGL en presencia de sus sustratos saturantes G6P (50 uM) y
NADP* (150 pM) en un volumen final de 1 mL en amortiguador de 25 mM de fosfatos a
pH 7.35. La actividad fue monitoreada siguiendo la reduccion del NADP* a 340 nm.
Posteriormente, la proteina fue separada utilizando un centricon con membrana de paso de
30 kDa Amicon YM-30 (Milipore, Burlington, MA, U.S.A.). El producto de la reaccion se
analiz6 en el equipo Bruker Microflex MALDI-TOF usando la matrix DHB (2,5-
Dihydroxybenzoic acid). Posteriormente los espectros obtenidos fueron analizados con el
software mMass, y se utilizaron las bases de datos “The Human Metaboloma data base
(www.hmdb.ca) y MassBank of North America (MoNA) (mona.fiehnlab.ucdavis.edu)”2,
para comparar los espectros obtenidos en MALDI-TOF con los espectros ya reportados y
con ello determinar los posibles productos finales de la reaccion de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de G. lamblia.
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8. Resultados

8.1. Amplificacion de los dominios génicos g6épd, 6pgl del gen fusionado g6pd::6pgl

Una de las estrategias empleadas para corroborar si la enzima fusionada G6PD::6PGL de
G. lamblia es bifuncional, fue comparando los pardmetros cinéticos de la enzima fusionada
G6PD::6PGL y de sus dominios individuales de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
y 6-fosfogluconolactonasa (6PGL). Para obtener los dominios de las proteinas individuales
G6PD y 6PGL, cada una de las regiones del gen fusionado g6pd::6pgl, que corresponden a
las secuencias g6pd y 6pgl de forma individual, fueron clonadas a un vector de
sobreexpresion, para posteriormente sobre-expresar las proteinas en un sistema de

sobreexpresion bacteriana.

La amplificacién de las regiones gépd y 6pgl provenientes del gen fusionado g6pd::6pgl se
realizd6 mediante PCR punto final. La Figura 7 muestra el gel de agarosa al 1% de los
productos de la amplificacion de las regiones individuales gépd y 6pgl provenientes del gen
fusionado g6pd::6pgl de G. lamblia. El producto de PCR correspondiente al gen fusionado
g6pd::6pgl de G. lamblia se obtuvo con un tamafio molecular relativo de 2,229 pares de
bases (pb) (Figura 7, carril 1); mientras que el producto de PCR de la region
correspondiente al gen individual gépd se observa un tamafio relativo de 1,512 pb donde la
banda amplificada coincide con el tamafio esperado (Figura 7, carril 2). Finalmente en la
Figura 7 (caril 3) se muestra el producto de PCR perteneciente a la region del gen

individual 6pgl con un tamafio relativo de 618 pb.

8.2. Amplificacion del gen 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6pgdh) de Giardia lamblia
Otro de los objetivos fue evaluar la actividad enzimaética del dominio 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL y del dominio individual 6PGL, por lo que se clond y expreso la
enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa de G. lamblia para realizar un ensayo acoplado.
Esto debido a que la catalisis de la 6PGL no es detectable por métodos
espectrofotométricos ni colorimétricos. Basado en lo anterior, se amplificé el gen 6pgdh de
G. lamblia (clave de acceso GL50803_14759) y se clond en un vector de sobreexpresion
con la finalidad de obtener a la enzima recombinante mediante un sistema de

sobreexpresion bacteriano. En la Figura 7, carril 4 se muestra el producto final de la
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amplificacion del gen 6pgdh donde se observo una Unica banda amplificada con un tamafio

aproximado a 1500 pb, y que corresponde al tamarfio del fragmento esperado.

pb

3000

1500
100

750

Figura 7. Amplificacién del gen fusionado g6pd::6pgl y el gen 6pgdh de G. lamblia, y de
los dominios individuales g6pd, 6pgl provenientes del gen fusionado g6pd::6pgl. Se
muestran los productos de la amplificacion mediante PCR punto final. (M) Marcador de
peso molecular GeneRuler 1Kb Plus DNA (Termo Scientifc®). Carril 1, producto de PCR
del gen fusionado g6pd::6pgl. Carril 2, producto de PCR de la region individual gépd del
gen fusionado g6pd::6pgl. Carril 3, producto de PCR de la region individual 6pgl del gen
fusionado g6pd::6pgl. Carril 4, producto de PCR del gen 6pgdh de G. lamblia.
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Los productos de PCR se clonaron a un vector de clonacion pJET1.2/Blunt y se
transformaron en células competentes E.coli ToplOF". Posteriormente se purifico el DNA
plasmidico de las colonias transformantes, con la finalidad de corroborar que las clonas
transformantes seleccionadas tuvieran la construccion con el gen del tamafio esperado. Los
plasmidos pJET1.2/blunt-g6pd, pJET1.2/blunt-6pgl y pJETL1.2/blunt-6pgdh fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI, y el producto de la digestion se
separd por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. La Figura 8 muestra el gel de agarosa
con el producto de la digestion de los plasmidos pJET1.2/blunt-g6pd, pJET1.2/blunt-6pgl y
pJET1.2/blunt-6pgdh y la digestion del plasmido pJET1.2/blunt-g6pd::6pgl el cual fue

utilizado como referencia del tamafio del gen fusionado.

Como se observa en la Figura 8 (carril 1) la digestion libera dos bandas: una de 3000 pb la
cual corresponde al vector pJET1.2/blunt y otra banda con un peso cercano al tamafio 2229
pb, la cual corresponde al gen fusionado g6pd::6pgl liberado del plasmido; mientras que en
el carril 2, la digestion del plasmido pJET1.2/blunt-g6pd, libera dos bandas como producto
de la digestion las cuales corresponden al vector pJET1.2/blunt (3000 pb ) y al gen g6pd de
1512 pb. Mientras que el plasmido pJET1.2/blunt-6pgl liberé dos bandas: la primera de
3000 pb la cual corresponde al vector pJET1.2/blunt y otra banda con un tamafio 618 pb, la
cual corresponde al gen 6pgl. Finalmente, el carril 4 muestra el producto de la digestidn
enzimatica del plasmido que contenia al gen 6pgdh, donde se observa un fragmento
liberado con tamafio aparente de 1500 pb lo que corresponde con el tamafio esperado para

el gen 6pgdh.
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Figura 8. Digestion de las construcciones pJET1.2/blunt-g6pd::6pgl, pJET1.2/blunt-g6pd,
pJET1.2/blunt-6pgl y pJET1.2/blunt-6pgdh con las enzimas Ndel y BamHI. M: Marcador
de peso molecular GeneRuler 1Kb Plus DNA (Termo Scientifc). Carril 1, construccién
pJET1.2/blunt-g6pd::6pgl. Carril 2, construccion pJET1.2/blunt-g6pd. Carril 3,
construccion pJET1.2/blunt-6pgl. Carril 4, construccion con el gen 6pgdh de Giardia
lamblia. Las flechas rojas indican el fragmento liberado en cada digestion, las flechas
azules indican el plasmido liberado en cada digestion.

Una vez que se corrobord que las construcciones liberaron los fragmentos de tamafio
esperado, los fragmentos liberados correspondientes a las regiones individuales gépd, 6pgl
y al gen 6pgdh se purificaron del gel de agarosa al 1%, y se subclonaron al vector de
sobreexpresion pET3a-HisTEVP, y se generaron las construcciones pET3a-HisTEVP-g6pd,
pET3a-HisTEVP-6pgl y pET3a-HisTEVP-6pgdh. Posteriormente para verificar la
secuencia correcta de los genes clonados en el vector pET-HisTEVP, las construcciones se
secuenciaron en el IBT-UNAM las secuencias obtenidas se analizaron con el programa
EMBOSS Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). La Figura 9A

muestra el electroferograma del plasmido pET3a-HisTEVP-g6pd, donde se observa el

coddn de inicio de la traduccién del gen (subrayado en color rojo) y parte de la secuencia
del gen la cual corresponde al 100% con la secuencia del gen fusionado g6pd::6pgl en su
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region génica gépd. En la Figura 9B se observa el electroferograma de la secuencia del
plasmido pET3a-HisTEVP-6pgl; donde se observa el codon de inicio (subrayado en color
rojo) y de paro de la traduccion de la regiéon 6pgl (subrayado en color azul) del gen
fusionado g6pd::6pgl con 100% de similitud. El gen 6pgdh se evaluod por secuenciacion en
el IBT-UNAM, a partir de la construccion pJET1.2/blunt-6pgdh, el resultado obtenido se
muestra en la Figura 9C, el electroferograma muestra el codon de inicio, el codon de paro,
y se observd un 100% de similitud con gen 6pgdh de G. lamblia (clave de acceso
GL50803_14759).
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Figura 9. Electroferogramas Sanger obtenidos de la secuenciacion de las construcciones
pET3a-HisTEVP-g6pd, pET3a-HisTEVP-6pgl y pJET/1.2/blunt-6pgdh. (A) region
individual g6pd del gen fusionado g6pd::6pgl de G. lamblia. (B) region individual 6pgl del
gen fusionado g6pd::6pgl de G. lamblia. (C) gen 6pgdh de G. lamblia. En subrayado color
naranja se muestra la secuencia correspondiente al plasmido pET3a-HisTEVP que codifica
para la etiqueta de 6-histidinas. En subrayado color verde se muestra la secuencia de
reconocimiento de la proteasa del virus de tabaco presente en el vector pET3a-HiSTEVP.
En subrayado en color rojo se indica la secuencia del coddn de inicio de la traduccion de
cada uno de los genes, y por ultimo subrayado en color azul se muestra el codon de paro de
la traduccion de cada uno de los genes.
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8.3. Purificacion de la proteina fusionada G6PD::6PGL y los dominios individuales
G6PD, 6PGL

8.3.1. Purificacion de la enzima fusionada G6PD::6PGL de Giardia lamblia

La enzima fusionada G6PD::6PGL se purificd para evaluar sus parametros cinéticos de los
dos dominios (G6PD y 6PGL) presentes en la proteina y evaluar el producto final de la
reaccion enzimatica. La enzima fue purificada por el método de IMAC y su integridad y el
grado de pureza se evaluaron por medio de geles SDS-PAGE al 12%. Como se muestra en
la Figura 10, se observa una sola banda con una masa molecular relativa de 83 kDa, que
corresponde al peso molecular esperado para la enzima fusionada (Figura 10, carriles 2 y
3). En la tabla 3, se muestra la tabla de la purificacién, con una cantidad total de proteina
de 2.8 mg, con una actividad especifica de 11.5 pmol-min*-mg®, y un rendimiento de
purificacion de 11%.
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Figura 10. Gel SDS-PAGE al 12% de la enzima fusionada G6PD::6PGL purificada. Carril
1: Marcador de masa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards (Biorad,
Hercules, CA, USA). Carril 2, 10 pg de enzima G6PD::6PGL pura. Carril 3, 20 pg de
enzima G6PD::6PGL pura. El gel fue tefiido con azul de Coomassie coloidal.
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Tabla 3. Tabla de Purificacion de la enzima fusionada G6PD::6PGL de Giardia lamblia.

Pasos de Proteina total Actividad especifica Actividad Rendimiento
. -z 0,
purificacion (mQ) umol.min™mg™ t(?tlja)l (%)
Extracto crudo 432.6 0.68 297.38 100
Profinity IMAC 2.8 11.51 32.22 11

8.3.2. Purificacion de la region individual G6PD de la enzima fusionada G6PD::6PGL
de Giardia lamblia

Para determinar los parametros cinéticos del dominio individual de la G6PD de la enzima
fusionada G6PD::6PGL, se purificd a la proteina mediante cromatografia de intercambio
aniénico y por afinidad a NADP*. Como se observa en la Figura 11, el gel SDS-PAGE al
12% mostré una banda predominante con una masa molecular relativa de 56 kDa con un
grado de pureza de aproximadamente 85%. La tabla 4 se muestra los pasos de purificacion,
donde se obtuvieron 0.8 mg totales de G6PD purificada y un rendimiento de 0.9%. Ademas
se determind la actividad especifica, la cual fue de 0.121 pmol.min™.mg™. Estos resultados
nos indican que la purificacion del dominio individual G6PD de la enzima fusionada
G6PD::6PGL present6 un rendimiento 10 veces menor con respecto a la enzima fusionada
G6PD::6PGL el cual fue del 11% (Morales-Luna et al., 2018). Ademas se observd que la
actividad especifica determinada para el dominio G6PD individual fue 95 veces menor con
respecto a la del dominio G6PD calculado en la enzima fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia (11.51 umol.min“.mg™) (Morales-Luna et al., 2018). El bajo rendimiento asi
como la baja actividad especifica de la regién individual de G6PD, proveniente de la
enzima fusionada G6PD::6PGL, nos sugiere que probablemente cuando esta se encuentra
de manera individual no adquiera su plegamiento correcto para que sea cataliticamente

eficiente como se observa en la enzima fusionada G6PD::6PGL.
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Figura 11. Purificacion del dominio individual G6PD de la proteina fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia. Gel SDS-PAGE al 12% del dominio individual G6PD
purificada. Carril M, Marcador de masa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standards (Biorad, Hercules, CA, USA). Carril 1,10 pg del dominio individual de G6PD
pura. El gel fue tefiido con azul de Coomassie coloidal. El gel es representativo de tres
experimentos individuales.

Tabla 4. Tabla de purificacion del dominio individual G6PD de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia.

Pasos de Proteina total Actividad especifica  Actividad total Rendimiento
purificacion (mg) pmol.mint.mg™ (1U) (%)
Extracto crudo 1638.0 0.00071 1.170 100.0
Q Sepharosa 386.4 0.00072 0.279 23.9
2’5 ADP 0.87 0.1217 0.010 0.9
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8.3.2.1. Caracterizacion cinética del dominio individual G6PD de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia

Se determin0 la eficiencia catalitica del dominio individual G6PD de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de G. lamblia y se compard con los parametros cinéticos obtenidos para el
dominio G6PD en la enzima fusionada G6PD::6PGL. La Figura 12 muestra la curva de
saturacion obtenida para los sustratos G6P y NADP™ (Figura 12A, y 12B, respectivamente),
en las que se observa gque la enzima presenta un comportamiento de tipo Michaelis—Menten
para ambos sustratos. Una vez obtenido las curvas de saturacion con las velocidades
iniciales se calcularon los parametros cinéticos para la region de la G6PD y se compararon
con los previamente reportados para la enzima fusionada G6PD::6PGL. Ademas es
importante mencionar que para lograr las curvas de saturacion de ambos sustratos fue
necesario emplear 3 veces mayor concentracion de proteina (3 g totales) con respecto a lo

usado en las curvas de saturacion para la enzima G6PD::6PGL fusionada.

Los pardmetros cinéticos de estado estacionario se obtuvieron a partir de las graficas de
saturacion ajustando las velocidades iniciales a la ecuacion de Michaelis—Menten (Tabla 5).
Los valores de K, para la enzima fusionada fueron para el sustrato G6P = 18.1uM y para el
sustrato NADP*= 13.9 uM (Figura 12 A y B); mientras que para para el dominio individual
G6PD se determind el valor de K., para el G6P= 94.25 uM y para el NADP*= 26.76 uM
(Figura 12 C y D). Estos valores determinados fueron 5 veces mayor para la afinidad al
sustrato G6P; mientras que la afinidad para el sustrato NADP" se increment6 2 veces con
respecto a la afinidad obtenida para los sustratos fisioldgicos para la enzima fusionada
G6PD::6PGL. Estos resultados nos sugieren que hay una pérdida de afinidad para ambos
sustratos cuando esta presente solo la region individual G6PD; por lo que probablemente la
region individual G6PD al no contar con la region 6PGL en su estructura nativa sufra
cambios estructurales que no le permitan unir adecuadamente sus sustratos fisioldgicos
G6P y NADP” lo cual se ve reflejado en pérdida en la afinidad. Respecto al valor de Key Se
obtuvo un valor de 0.057 s™ el cual comparado con la ke reportada de la enzima fusionada
G6PD::6PGL (31.84 s™), es posible observar que hay una disminucién de 550 veces en la
catalisis de la enzima individual (regiébn G6PD) con respecto a la fusionada G6PD::6PGL,
lo cual nos podria estar indicando la importancia de la fusién con la region 6PGL para

realizar la catalisis mas eficiente.
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Tabla 5. Comparacion de los parametros cinéticos de la enzima fusionada G6PD::6PGL y
el dominio individual G6PD.

Parametros cinéticos G6PD::6PGL G6PD
Km G6P (UM) 18.1 94.25

Km NADP" (UM) 13.9 26.76
Vinax (umol-mg* mg ™) 11.51 0.0318
Keat (55 31.84 0.057

8.3.3. Purificacion de la region individual 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL
de Giardia lamblia

Para determinar los parametros cinéticos del dominio individual 6PGL, se purificd a la
enzima mediante el método IMAC. Como se observa en el gel SDS-PAGE al 12% (Figura
13, carril 2) no se logré purificar al dominio individual de la 6PGL debido a que se
observan una gran cantidad de bandas. Ademas, de que la actividad enzimatica para este
dominio individual no pudo ser detectada como si ocurrié con el dominio 6PGL de la
enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia.

Con base en los resultados previamente obtenidos en el dominio individual de la region
G6PD, consideramos que probablemente la region 6PGL no se pudo purificar debido que al
estar en ausencia del dominio G6PD no logre adoptar su conformacion nativa, lo cual se
pudo observar en el gel SDS de la purificacion de la enzima donde en el extracto crudo no
es posible observar una banda que indique la sobreexpresion de la enzima en la masa
molecular correspondiente a la proteina (figura 13, linea 5), por lo que inferimos que la
enzima no se sobreexpreso. Es importante mencionar que previamente nuestro grupo de
trabajo, realiz6 una dindmica molecular de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia
y observd que cuando se agrego el cofactor NADP™ a dicha dindmica, la enzima fusionada
se estabiliz6 y en general las fluctuaciones o zonas desordenadas disminuyeron, este trabajo
nos permitié sugerir que al estar en presencia del cofactor se genera mayor estabilidad,
particularmente en el dominio 6PGL, aun sin importar que el sitio NADP" estructural se
encuentra presente en el dominio G6PD de la enzima fusionada (Morales-Luna et al.,
2020).
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Figura 13. Purificacion del dominio individual 6PGL de la proteina fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia. Gel SDS-PAGE al 12 del dominio individual 6PGL
purificada. Carril 1: Marcador de masa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standards (Biorad, Hercules, CA, USA). Carril 2, 20 ug dela proteina de la regién 6PGL
pura. Carril 3, 20 pg de fraccion lavado. Carril 4, 20 ug de fraccion de purificacién lo que
paso por la columna. Carril 5, 20 pug de extracto crudo. Carril 6, 20 pg de membrana. En
color naranja se muestra la banda correspondiente a la region 6PGL de la enzima fusionada
G6PD::6PGL. El gel fue tefiido con azul de Coomassie coloidal. El gel es representativo de
tres experimentos individuales.

8.3.3.1. Purificacion de la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de
Giardia lamblia

Para medir la actividad enzimética del dominio 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL
fue necesario realizar un ensayo acoplado utilizando a la enzima 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH) como enzima reportera. Para lo cual se purificd la enzima
6PGDH y se utilizé en la determinacion de los parametros cinéticos del dominio 6PGL de
la enzima fusionada G6PD::6PGL. La 6PGDH se purificé mediante IMAC. La Figura 14A
muestra el perfil de actividad obtenido de las fracciones eluidas de la resina Profinity
IMAC; donde se empleo el producto de la reaccion enzimatica de la proteina fusionada
G6PD::6PGL como sustrato y las fracciones que presentaron actividad (10-21), fueron
analizadas en un gel SDS-PAGE al 12%. En la Figura 14B, se observa una banda cercana a
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los 54 kDa en todas las fracciones la cual corresponde a la masa molecular relativa
esperada para la enzima 6PGDH. Posteriormente se seleccionaron las fracciones 16-21,
debido a que fueron las fracciones donde la enzima se encontraba con mayor grado de

pureza.
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Figura 14. Purificacion de la enzima 6PGDH de G. lamblia. (A) Actividad de 6PGDH de
las fracciones eluidas de la columna 25 ADP. (B) Gel SDS-PAGE 12% donde se
analizaron las fracciones que mostraron actividad enziméatica de 6PGDH. En recuadro rojo
se muestra la banda correspondiente a la enzima 6PGDH. La numeracion superior en cada
carril indica la fraccién de actividad correspondiente. EIl gel es representativo de tres
experimentos individuales.
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8.3.3.2. Caracterizacion cinética del dominio 6PGL de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia

Como se menciond previamente, dado que no fue posible determinar la actividad
enzimatica de la regién individual 6PGL de la proteina fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia, y tampoco se obtuvieron los parametros cinéticos para dicha regién; se opt6 por
utilizar un ensayo acoplado empleando a la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGDH), como enzima reportera. Para el ensayo acoplado se utiliz6 como sustrato el
producto de la reaccion enzimatica de la proteina G6PD de Gluconacetobacter
diazotrophicus lo cual nos asegurd que en la reaccion Unicamente se encontrara el producto
de la enzima, la 6-fosfoglucono-6-lactona. Los parametros cinéticos en el estado
estacionario para el dominio 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL se obtuvieron a
partir de la gréfica de saturacion ajustando las velocidades iniciales a la ecuacion de
Michaelis—Menten (Figura 15). Para el dominio 6PGL de la enzima fusionada
G6PD::6PGL se obtuvieron valores de Ky, de 51.53 uM para el sustrato 6-fosfoglucono-5-
lactona, la Vimax fue de 14.11 pmol.min™.mg™y la ke calculada fue de 31.8 s™* (Tabla 6). Es
importante notar que tanto en el dominio G6PD y 6PGL de la enzima fusionada se
obtuvieron las mismas velocidades maximas y constantes cataliticas (K¢t = 31.8 s‘l) lo cual
nos podria indicar que ambas dominios trabajan en armonia estequiométrica cuando se

encuentran fusionados como complejo G6PD::6PGL.

Debido a que la region 6PGL no se pudo purificar por su probable pérdida de estabilidad,
no fue posible comparar los parametros cataliticos como la Ky, y la key de la region
individual 6PGL con respecto a los parametros cataliticos obtenidos en el dominio 6PGL de
la enzima fusionada G6PD::6PGL. Estos resultados nuevamente estan en concordancia con
lo previamente reportado por Morales-Luna et al. (2020) donde observaron que la region
G6PD conferia estabilidad estructural a la region 6PGL mediante la union de la molécula
NADP™ en el sitio NADP™ estructural.
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Figura 15. Curva de saturacion del dominio 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL.
Los datos de velocidades iniciales fueron obtenidos variando la concentracion del sustrato
6-fosfoglucono-o-lactona indicado en el eje de abscisas. El ensayo fue realizado por

triplicado de muestras independientes.

Tabla 6. Comparacion de los pardmetros cinéticos de la enzima fusionada G6PD::6PGL y

de los dominios individuales G6PD y 6PGL.

Pardmetros cinéticos G6PD::6PGL Dominios individuales
G6PD 6PGL G6PD 6PGL
K G6P (M) 18.1 _ 94.25 Nd
Km NADP* (UM) 13.9 — 26.76 Nd
K, Lactonasa (UM) — 51.53 — Nd
Keat (53 31.8 31.8 0.057 Nd

Nd = no determinada
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8.4 Analisis de producto de la reaccion enzimatica de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia
Una enzima bifuncional es definida como una enzima con dos dominios enzimaticos

distintos cataliticamente activos.

Con la finalidad de determinar el producto final de la reaccion enzimatica de la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia, se determind el producto final de la reaccion
enzimética por dos métodos diferentes como son: 1) acoplamiento del producto final de la
reaccion con un método enzimatico, y 2) espectrometria de masas MALDI-TOF.

8.4.1. Determinacion del producto final de la reaccion por método enzimaético

En trabajos previamente publicados por nuestro grupo de trabajo no ha sido posible
demostrar la actividad del dominio 6-fosfogluconolactonasa (6PGL) presente en la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia. Por lo tanto, para determinar la actividad enzimatica
de la region 6PGL se midid la catalisis mediante un ensayo acoplado utilizando a la enzima
6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) de G. lamblia como una enzima reportera.

Como se observa en la Figura 16, cuando el producto final de la catélisis de la enzima
fusionada G6PD::6PGL, obtenido bajo condiciones saturantes de ambos sustratos
fisiologicos (G6P y NADP™), fue incubada con la enzima purificada 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGDH) de G. lamblia, se observa un incremento en la absortividad a 340
nm, lo cual nos indica que la enzima 6PGDH esta catalizando y en consecuencia
produciendo moléculas de NADPH. Este resultado nos indica que en el producto final de la
reaccion catalizada por la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia se encuentra el 6-

fosfogluconato, el cual es el sustrato de la enzima 6PGDH.
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Figura 16. Determinacién del producto final de la reaccion por método enzimatico. La
linea roja indica la actividad de la enzima G6PDH de G. lamblia. La linea basal indica el
producto final de la reaccion enzimatica de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia junto con el sustrato NADP®. La flecha azul indica la adicion de 0.4 mg/mL la
enzima 6PGDH pura a la celda de reaccion enzimatica. El ensayo fue realizado por
triplicado de muestras independientes.

Ademas, se determind si el dominio 6PGL de la enzima fusionada es capaz de tomar su
sustrato fisiologico 6-fosfoglucono-6-lactona del medio de reaccion y realizar su catalisis.
Como se observa en la Figura 17, un incremento de absortividad fue observado cuando la
proteina fusionada G6PD::6PGL fue incubada con la mezcla de reaccion final obtenida de
la enzima G6PD recombinante de la bacteria gran negativa Gluconacetobacter
diazotrophicus (Ramirez-Nava et al., 2019). Este resultado nos indica que la enzima
fusionada es capaz de tomar el sustrato 6-fosfoglucono-5-lactona del medio de reaccion y

producir 6-fosfogluconato (Figura 18).
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Figura 17. Evaluacion del producto final de la reaccidn enzimatica catalizada por la enzima
G6PD recombinante de la bacteria gran negativa Gluconacetobacter diazotrophicus y
acoplada con la enzima fusionada G6PD::6PGL.

Sin embargo, es importante mencionar que hasta este momento no sabemos si también
existe la presencia del producto de la reaccion catalizada por el dominio G6PD presente en
la enzima fusionada G6PD::6PGL, el cual es la 6-fosfoglucono—é—lactona, o si todas las
moléculas de sustrato glucosa-6-fosfato son convertidas a 6-fosfogluconato por la enzima
fusionada G6PD::6PGL. Para corroborar la presencia de los metabolitos presentes en la
mezcla de reaccion de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia, el producto final de

la reaccion fue determinado por medio de espectrofotometria de masas MALDI-TOF.
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Figura 18. Modelo de acoplamiento de sustratos y productos. El sustrato 6-fosfoglucono-o-
lactona es capturado del medio de reaccidon y la enzima realiza la produccion de 6-
fosfogluconato en el dominio 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia.
Modelo obtenido del servidor phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/ntml/page.cgi?id=index)

8.4.2. Determinacién del producto final de la reaccion enzimatica por
espectrofotometria de masas MALDI-TOF

Otro método empleado para determinar el producto final de la reaccién enzimética
catalizada por la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia fue por medio de
espectrometria de masas; la cual nos permite identificar la masa exacta de los compuestos
presentes en una mezcla con base en su relacion masa/carga. El producto final de la
reaccion de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia se analiz6 en el equipo Bruker
Microflex (MALDI-TOF). Los espectros obtenidos se compararon con los reportados para
los sustratos G6P y NADP™, asi como también con los productos de la reaccion los cuales
son: 6-fosfoglucono-&-lactona, 6-fosfogluconato y NADPH. En la Tabla 7, muestran los

tamafios masa/carga obtenidos para cada uno de los metabolitos de interés.
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Tabla 7. Espectros esperados y obtenidos mediante MALDI-TOF para la reaccion de la
enzima G6PD::6PGL de Giardia lamblia.

Sustrato/producto Masas Esperadas Masas Encontradas

NADP* 122, 164, 194, 223, 246, 260, 194, 246 260, 272, 333.
272, 333, 426, 469, 505, 547,
562, 578, 580, 713, 725.

NADPH 123, 158, 166, 195, 257, 272, 158, 166, 272, 287, 335.
287, 335, 415, 426, 471, 505,
520, 592, 728.
G6P 101, 102, 132, 194, 209, 211, 101, 260.
226, 256, 260.
96, 98, 109, 122, 131, 138, 159, 109, 122, 138, 159, 241,
6-Phosphonoglucono-5- 171, 241, 258, 275. 257.
lactona
104, 114, 125, 131, 137, 144, 137, 211, 227, 274.
6-fosfogluconato 153, 211, 227, 274.

La Figura 19 que muestra los espectros del producto final de la reaccion catalizados por la
enzima G6PD::6PGL, se encontraron sefiales que corresponden a la 6-fosfoglucono-o-
lactona (Figura 19A), asi como para el compuesto 6-fosfogluconato, producto del dominio
6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL (Figura 19B). Ademas, se observaron sefiales
que corresponden a las masas moleculares esperadas para el NADPH (Figura 19C) el cual
es un producto de la reaccién del dominio G6PD. Finalmente, es importante mencionar que
también se encontraron sefiales de masas moleculares que corresponden a los sustratos G6P
y NADP" (Figura 19D, 19E), respectivamente los cuales forman parte de la reaccion

enzimatica y que fueron adicionados a la reaccion de forma saturante.

Estos resultados nos indican que la presencia de sefiales de masas de emision pertenecientes
a 6-fosfoglucono-&-lactona y 6-fosfogluconato es posible dilucidar que ambas dominios
G6PD y 6PGL que conforman a la enzima fusionada G6PD::6PGL son activos. ElI dominio
G6PD cataliza a la G6P y los productos de la reaccion (6-fosfoglucono-o-lactona y
NADPH) son difundidos al medio y posteriormente el dominio 6PGL reconoceria a su
sustrato fisiologico 6-fosfoglucono-o-lactona y lo catalizaria a 6-fosfogluconato, el cual
este ultimo es difundido al medio. Ademas, al identificar el producto 6-fosfoglucono-o-

lactona, es posible inferir que la region catalitica perteneciente a la G6PD no transfiere

54



directamente el producto de su reaccion a la region catalitica 6PGL ya que de producirse la

transferencia directa no deberia identificarse dicho compuesto y Unicamente deberiamos

encontrar al 6-fosfogluconato.
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Figura 19. Determinaciéon del producto final de la reaccion enzimatica por
espectrofotometria de masas MALDI-TOF. (A) Sefiales de presencia de las masas
obtenidas correspondientes al producto 6-fosfoglucono-s-lactona, (B) 6-fosfogluconato,
(C) NADPH. (D), vy al sustrato G6P, y (E) NADP". El nimero colocado sobre cada pico
corresponde a cada una de las masas correspondiente a los productos y sustratos presentes
en la reaccion de la enzima G6PD::6PGL de G. lamblia. El experimento fue realizado por
triplicado.
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9. Discusion

La purificacion del dominio individual G6PD de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G.
lamblia fue posible mediante el uso de columnas de intercambio aniénico y de afinidad a
nucleodtido 2°5ADP; sin embargo el rendimiento final de la purificacion fue bajo (0.9%) y
obteniéndo un total de 0.8 mg/mL de proteina pura a partir de 2 litros de medio de cultivo.

Ademas es importante mencionar que la actividad de la enzima sola fue 500 veces menor
(0.017 pmol.mint.mg™) en comparacién de su contraparte fusionada (11.5 pumol.min™*.mg

1. Estos resultados sugieren alteracion en la estructura en la regién individual G6PD que
probablemente tenga efecto en un mal plegamiento y baja estabilidad, lo cual no le permite
mantenerse estable en todo el proceso de la purificacion ver figura 13. La comparacion de
los parametros cataliticos de la enzima fusionada G6PD::6PGL y de su dominio individual
G6PD mostraron que la proteina denominada como dominio individual G6PD presentd
menor actividad catalitica, pérdida de afinidad por sus sustratos fisioldgicos G6P y NADP”,
todo lo anterior con respecto a la enzima fusionada G6PD::6PGL (figura 12). Esta pérdida
de afinidad para sus sustratos fisiologicos podria deberse a pérdida en la estabilidad
estructural la cual probablemente se deba a que al no contar con la region 6PGL, la region
individual G6PD no adopta la conformacidn nativa necesaria para llevar a cabo la catalisis
correcta y eficiente de sus sustratos. Datos similares fueron reportados por para la region
individual G6PD de la enzima fusionada de Plasmodium falciparum (PfGluPhos) donde el
dominio G6PD en la enzima fusionada, presentdé mejor afinidad para el sustrato G6P (19.2
uM) con respecto a la afinidad de la region individual G6PD purificada (33.2 uM) (Jortzik
et al., 2011). Sin embargo, fue reportada la misma afinidad para el sustrato NADP* en
ambas enzimas (6.5 uM y 6.1 uM, respectivamente). Ademas, la K¢, del dominio G6PD de
la enzima fusionada (8.6 s™), con respecto a la region individual (6.3 s™), fueron similares;
por lo que fue posible determinar que la mejor catalisis de la enzima G6PD se encontraba
en estado fusionado por lo que determinaron que la enzima era una enzima bifuncional. Es
importante mencionar que este ha sido el Unico estudio de enzimas bifuncionales
G6PD::6PGL que ha reportado la actividad enzimatica de la region G6PD y 6PGL de la
enzima fusionado (Jortzik et al., 2011); sin embargo otros estudios solo se han limitado a
reportar la actividad de la region G6PD, como es el caso de Plasmodium vivax (Haeussier
et al.,, 2019) y Giardia lamblia (Morales et al., 2018). La enzima G6PD/6PGL de
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Plasmodium falciparum presenta la fusion de la region G6PD en la parte carboxilo de la
enzima y la region 6PGL en la parte amino de la proteina, a diferencia de la enzima
fusionada de Giardia lamblia que presenta el dominio G6PD en el N-terminal, y en el C-
terminal se encuentra localizado el dominio 6PGL. Es de importancia mencionar que adn
son necesario estudios que nos permitan evaluar la estabilidad de la enzima G6PD
individual y compararla con la enzima fusionada G6PD::6PGL, esto con la finalidad de
poder demostrar que la enzima fusionada presenta mayor estabilidad. También es necesario
realizar analisis estructurales que de igual forma nos permitan determinar la estructura de la

enzima fusionada y evaluar si se observan cambios en la enzima individual.

Ademas, en el presente estudio fue posible determinar la actividad catalitica del dominio
6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL, donde se determinaron los pardmetros
cataliticos para el sustrato 6-fosfoglucono-é-lactona (K, = 51.5 uM, Viax = 14.11). Estos
valores difieren de los datos reportados en las enzimas 6PGL de H. Sapiens (K, = 242 uM,
Vmax =1055), P. falciparum (K, = 172 uM, Vnax =46.6), y Saccharomyces cerevisiae (K, =
43 uM), por lo que es posible determinar que aun cuando se determind la actividad en
enzimas fusionadas P. falciparum y G. lamblia muestran pardmetros distintos, lo cual
podria deberse a los diferentes ambientes que habitan los organismos que poseen las

enzimas.

Mediante los resultados obtenidos de la purificacion y la caracterizacion cinética del
dominio G6PD de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia, es posible inferir que
la region individual G6PD necesita estar fusionada para realizar su eficiente funcion
catalitica. Ademas, de que los datos obtenidos mediante el ensayo enzimatico acoplado y
espectrometria de masas nos indican que el producto final de la enzima fusionada es el 6-
fosfoglucono-5-lactona y el 6-fosfogluconato, por lo que es posible inferir que la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia es una enzima bifuncional debido a que sus dos

dominios presentes en la enzima fusionada son cataliticamente activos.

Asi mismo, la presencia del 6-fosfoglucono-s-lactona y el 6-fosfogluconato en el producto
final de la enzima fusionada G6PD::6PGL, nos permiten llegar a proponer el posible

mecanismo catalitico de la proteina (Figura 20); el cual podria presentarse como una
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primera reaccion catalitica por parte del dominio G6PD liberando el producto 6-
fosfoglucono-4-lactona al medio y posteriormente este es captado por el dominio 6PGL, el
cual podria ser mas favorable a captar su sustrato a diferencia que si se encontrara mas
alejado. Quiza esta seria una posible explicacion a la cercania que presentan ambos sitios
activos de ambas enzimas pero presentando impedimento espacial que no favorece el paso

directo del producto de la enzima G6PD al sitio activo del dominio 6PGL.
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Figura 20. Posible mecanismo enzimaético de la enzima fusionada G6PD::6PGL de Giardia
lamblia. La regién en color azul corresponde al dominio G6PD, la parte negra corresponde
al loop existente entre los dos dominios presentes en la enzima fusionada. La regién
marcada en color naranja corresponde al dominio de la enzima 6PGL. Las flechas amarillas
sefialando al sitio de entrada de los sustratos G6P y NADP™ y su acoplamiento al sitio
activo del dominio G6PD marcado en color rojo. Las flechas en color rojo indican la salida
del producto 6-fosfoglucono-6-lactona al medio de reaccion, y su entrada al sitio activo del
dominio 6PGL marcado en color naranja. Finalmente se indica con una flecha en color rojo
roja la salida del 6-fosfogluconato al medio de reaccion. Modelo obtenido del servidor
phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index)
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10. Conclusiones/ Resumen de resultados y algunas

observaciones

En el presente trabajo se determind la actividad enzimatica del dominio 6PGL de la enzima
fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia, lo cual no se habia podido realizar en trabajos
anteriores debido a que no se podia acoplar la enzima 6PGDH de levadura en el presente
trabajo fue necesario obtener a la enzima 6PGDH de G. lamblia por lo que se amplificé y
clond el gen 6pgdh, ademas se sobreexpreso y purifico la enzima 6PGDH de G. lamblia. La
enzima 6PGDH se utiliz6 para realizar un ensayo acoplado con el cual fue posible
determinar la actividad del dominio 6PGL de la enzima fusionada.

Se clonaron y amplificaron los dominios individuales gépd y 6pgl del gen fusionado
g6pd::6pgl, ademas se purifico la region individual G6PD vy se determinaron los parametros

cinéticos los cuales fueron menores que los reportados para la enzima fusionada.

No se logro purificar la region individual de 6PGL de la enzima fusionada G6PD::6PGL, lo

cual nos indica que el dominio individual 6PGL es inestable.

Se determinaron los productos de la enzima fusionada, mediante ensayo enzimatico
acoplado y espectrometria de masas, donde se identifico la presencia de 6-fosfoglucono-o-
lactona, 6-fosfogluconato, y NADPH. Ademas fue posible dilucidar el posible mecanismo

enzimatico de la enzima fusionada G6PD::6PGL de G. lamblia.

Mediante el presente proyecto se determind la bifuncionalidad de la enzima fusionada
G6PD::6PGL de Giardia lamblia.

60



Perspectivas del estudio

Se contempla analizar el producto final de la reaccion enzimética por resonancia magnética
nuclear (RMN).

Se contempla analizar la estructura del dominio individual GBPD mediante fluorescencia
intrinseca y extrinseca con la finalidad de comparar su estructura terciaria con la enzima
fusionada G6PD::6PGL.

Se contempla analizar la estabilidad del dominio individual G6PD mediante termo
inactivacion seguida por dicroismo circular con la finalidad evaluar y comparar su
estabilidad con la enzima fusionada G6PD::6PGL.
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