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Pridepo

Prologo

Los motivos que llevaron a realizar este wabajo de Tesis fueron por un lado, el
mhecho que las enzimas fosfolipasas poseen un elevado potencial de aplicacion
biotecnologica, a nivel industrial y farmacéutico. y por otro lade, que sdlo se encuentran
comercialmente accesibles cnzimas obtenidas de fuemies animales ¥ microbianas, las
cusles no cumplen con los requenmientos de las actuales normativas alimentarias
mlernacionales. Por otra parte, las fosfolipasas A, (PLA;s) de ambas fuentes son
relativamente pocos especificos dados gue promueven la formacion de producios
secundarios en la hidrdlisis de fosfolipidos.

La bisconversion enzimatica es la dnica via selectiva para la obtencion de sn-2 '
lisofosfolipidos, productos de superior hidrofilicidad v consecuentemente mayor poder
emulsicnanie que los fosfolipidos originales. Esios biocemulsionanies presentan amplio
campo de aplicacion en las industrias alimentaria v farmacéutica,

Las enzimas PLA: sccretonas catalizan la hidrolisis esteroespecifica a nivel del
carbono quiral (se-2) de los glicerofosfolipidos por lo que especialmente en ¢l caso de
PLA; vegetales las conviere en importantes hiocatalizadores industriales. Por ello es que
resulta importante contar con la posibilided de emplear una sPLA; proveniente de plantas
como Biscatalizador en la produccidn de Bsodenvados destinados a la formulacion de
bicemulsificantes.

Como antecedente inmediato, una enzima PLA: de soja (Glveime max), fue
aislada, purificada v caracterizada, a partir de semillas de soja, por el cquipo del Dr,
Ricardo Madoery (Facultad de Ciencias Apropecuarias. UNC). La enzima se obtuvo
parcialmente homogénea v se caraclerizd enzimiticamente quedando pendiente un
estudio mas profundo v detallado donde ésta se encuentre en su forma pura,

Si hien se cuemta con abundante informacion acerca de las PLA;s de origen
animal, poco se sabe sobre las enzimas de fuentes vegetales razdn por [a cual, el trabajo
s¢ tornd interesante va que se cuenta con pocos antéecedentes bibliograficos que informen
acerca de 1a presencia de PLA; en diferentes plantas.

A pesar de las dificultades encontradas en el camino, se pudo cumplir con los

ohjetivos planicados en este trabajo de Tesis v culminar con optimismo. sabiendo que

* En la molécula de glicerol-3-fosfaio del fosfolipido (o glcerofosfolipido) el carbone de la posicion 2 {xa-
2idel gliceral se encuenra esterificado
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Resinien Ceneial

ahora se cuenta con una enzima PLA; que muestra camacteristicas Oplimas para su

utilizacidn como biocatalizador a nivel industrial,
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Resumen General

Resumen General

En el presente trabajo de Tesis se estudian las proteinas GmsPLA-XIA-] ¥
GmsPLA:-X1B-2, sPLA: de sma (Glveiee muy), las cuales catalizen la hidrohsis del
enlace -2 de fosfolipidos dando como producte dcidos grasos v lisoderivados (Capitulo
1

En el grupo de investigacion del Dr. Ricardo Madoery (Facultad de Ciencias
Agropecuarias, UNC) se determind la presencia de actividad PLA; en extracto de
semillas de soja, a partir de la cual la enzima fue parcialmente purificada v caractenzada.
La sPLA; resultd ser una enzima de reducida masa molecular {alrededor 13 kDa), con una
dependencia milimolar de calcio para su actividad, pH optimo ligeramente bisico,
estabilidad elevada frente al calor, estimulacion por suxinas y probable modo catalitico
saltatorio (hopping) de accion en presencia de vesiculas multilamelares ennguecidas
parcialmente por fosfolipidos anionicos provenientes de leciting de soja. Algunas de estas
caracteristicas son compatibles con otras sPLA;s

A pesar de haber sido determinada actividad PLA; en extracto de semillas de soja,
no se pudo determinar la identidad de la enzima punficada, hecho que motivd en este
trabajo de Tesis, una busqueda bioinformatica de los genes probables. a los fines de
aseverar la existencia de este tipo de enzimas en soja ((ffveine max) (Capitulo 3).

Frente a la hipotesis de la existencia de isoformas de PLA; que pudieran tener
masas moleculares proximas que dificultaran la determinacion de la identidad mediante
secuenciamiento de la proteina punificada, se plantes la obtencion de una proleing
recombinante a los fines de poder estudiarla con mayor detalle molecular (Capitule 4],

Para reswmir, inicialmenie s¢ describié la presencia de & isoformas sPLA; en el
genoma de Clveine max, cuvas secuencias fucron analizades encontrandose que las
mismas poseian caracteristicas propias de sPLA:s. Ademas se las clasificd dentro de ia
superfamilia de las sPLA:s de plantas, ubicando tres de ellas en el subgrupo XIA y dos en
¢l subgrupo XIB. Esta subdivision se bast en las caracteristicas halladas en la triada
catalitica, secuencia N- terminal y diferencias en el sitio de unitn a caleio (Capitulo 3.

También s¢ determind la estructura 30 de GmsPLA-X1A-1 mediante modelado

por homologia v dinamica molecular, v se wentificaron fos aminoacidos que estarian
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formando la “i-face” o superficie de reconocimiento interfacial. Se sabe que estos
aminodcidos difieren entre las proteinas. incluso dentro de la misma familia v subgrupo.
Este estudio permitid junto con ofros resultados oblenidos en esta Tesis. avanzar en la
comprension de las propiedades de asociacion interfacial de las sPLA: de soja (Capitulo
3

Dos de las 5 isoformas presentes en el penoma de Glvaine max, llamadas
GmsPLA-XIA-1 y GmsPLA;-XIB-2, fueron seleccionadas en base a diferencias en sus
masas moleculares v secuencia primaria, a los fines de ser caracterizadas a nivel
bioguimico v estructural, avanzando asi con el objetivo de obtener informacion acerca de
aspecios estructurales, moleculares y cinéticos relacionados con las propiedades de
psociacion interfacial de sPLA; de soja (Capitulo 4 y 5).

Durante &l desarrollo de los estudios que se presentan en esta Tesis, una etapa
clave en el proceso de purificacion de PLA» fue la cromatografia en columna de afinidad
por niquel. Asi la afinidad enzima-ligando resultd clave en la purificacion e identificacion
de este tipo de proteinas, las cuales han demostrado ser dificiles de obtener hasta
homogeneidad usando otros sislemas de punficacion.

Para la medicion de actividad se empled un método espectrofotométrico
especifico, sensible v discontinuo, que permitio determinar el progreso de la reaccion de
hidrolisis de fosfolipidos, presentes en micelas mixtas, catalizada por las sPLA;
purificadas. Este método resultd adecuado para el control de actividad enzimitica duranie
lazs distintas etapas de purificacidn de la enzima sPLA; de soja ¥ su posterior
caractenizacion bioguimica (Capitulo 5).

Todos los estudios de caracterizacion empleando la metodologia que se menciona
arriba, resultaron coherentes con las propredades esperadas para una enmima del tpo
sPLA:: reducida masa molecular, requerimiento micromelar de calcio, estabilidad [rente a
la temperatura, pH optimo relativamente peutro.

En este trabajo. a partir de medidas tanto a través de la actividad utilizando
micelas mixtas como I3 espectroscopia de Muorescencia de tripdfano, que brinda idea
sobre la conformacion general, se ha encontrado que el calcio es imporante para la
estabilidad térmica de GmsPLA.-X1A-1, Los resultados obtenidos con estas técnicas
coincidieron con los obtenidos mediante dindmica molecular (Capitulo 3 v 5).

Ademas, el estudio cinético utilizando micelas mixtas reveld un comporiamiento
michaeliano, sugiriendo gue sPLA:s de soja tienden a actuar en modo hopping o

saftatorio de catalisis interfacial (Capitulo 5). Esto, junto a una preferencia por sustrato
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diferente a la observada para otras sPLAs, podria indicar diferencias estructurales a nivel
de la superficie de reconocimiento interfacial la cual seria responsable a su vez de las
diferencias cataliticas observadas. Estas observaciones sustentan la hipdtesis principal gue
guich este trabajo de investigacion con la posibilidad de establecer una correlacion entre la
composicion amino-gcidica de la “ifece” con las propiedades cataliticas interfaciales
(pardgmetros cinéticos aparentes) de las GmsPLA,s.

Mediante la técnica de capas lipidicas monomoleculares, se demosind que la
actividad de estas enzimas depende de la presion lateral de superficie o del
empagquetamiento de los lipidos en interfaces (Capitulo 6). Una de las hipdlesis de este
trabajo de Tesis consistid en determinar si €l efecto de las auxinas, fitchormonas
presentes en plantas, sobre la actividad lipolitica de PLA; es directo sobre la enzima o
més bien un efecto en ¢l cambio de la “calidad imterfacial”, Por ello. se estudid el
comportamiento de auxinds en monocapas de DLPC observindoze que tienen capacidad
de penetrar y permanecer en la interface lipidica, asi como también estimular la actividad
sPLAs. En micelas mixtas, también se observd una estimulacion de la actividad sPLA-
por auxinas (Capitulo 5 v ),

Los resultados citados fueron obtenidos mediante ¢l empleo de un conjunto de
técnicas aplicadas a los diferentes sistemas experimentales entre los cuales es de principal
importancia la utifizacion de sistema de capas monomoleculares sobre interfaces agua-
aire, sistema de micelas mixtas y espectroscopia de fluorescencia de wriptofano,

El trabajo de Tesis que se expone a continuacion ha sido organizado de la
sigutente manera: primero el Capitulo 1. que contiene la Introduceion en la coal se
describen todos los conocimientos y antecedentes que consideramos relevantes en
relacion a las caracteristicas de las sPLAs y se plantean los objetivos de este trabajo de
Tesis. Los detalles metodoldgicos sobre cada téenica ademds de una  breve
fundamentacion en cada caso se encuentran en fa scocion Experimental, ¢n ¢l Capitulo
2. A continuacion se encuentran desarrollados los Capitulos 3 al 7 que contienen
Resultados, Discusion y Conclusion y finalmente el Capitulo 8 donde se exponen las

Conclusiones Generales.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

“Especialista es el que sabe mds y mds . . .,

e MEROS Y menos. . .,

hasta que llega a saber todo, de nada .

Andnimo
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CAPITULD 1. INTRODUCCION
I.1 Las fosfolipasas: Claxificacidn

Las fosfolipasas (PLs) son un grupo complejo e impomante de enzimas que
comparten la propiedad de hidrolizar on sustrato en comun: fosfolipidos, Los fosfolipidos
son moléculas anfifilicas constituyentes de biomembranas, por ko cual se autoagregan en
medio scuose formando diversas estructuras supramoleculares. Es por ello gue estas
enzimas actian sobre susiratos anfipdticos en membranas biologicas v ofras superficies
como emulsiones, micelas, monocapas v bicapas [1, 2). Las caracteristicas de estas
estructuras dependen de la longitud de la cadena hidrofobica v del grupo polar [3] v estan
involucrados en una amplia gama de procesos Tisioldgicos anto en plantas como en
animales.

Las PLs se difcrencian segun el sitio sobre ¢l que actdan en la molécula de
fosfolipido, su funcion, modo de accidn vy regulacion. Las PLs han sido invelucradas en
diversas funciones criticas para la vida, por gjemplo, el remodelado de las membranas
donde se requiere la accidn conjunta de una o mas PLs. Sin embargo, su funcion va mas
alld de la homeostasis de la membrana. También cumplen diversos roles que van desde 1a
digestion de nutrientes a la formacién de  intermediarios. moléculas  bioacuvas
involucradas en la regulacion celular (como el caso de la liberacion de dcido araquiddnico
v diacilgliceroll. En plantas, participan en procesos tales comoe la homeostasis de la
membrana, la biosintesis ¥ el metabolismo de lipidos, respuestas al esirés y la
sefializacion celular [4, 5]. Estos procesos pueden ser mediados, directa o indirectamente,
por los productes de hidrdlisis como lisofosfolipidos, dcidos grasos libres (FFA),
diacilglicerales (DAG), acido fosfatidico (PA) v fosfate de colina (PC).

Dada la vanedad de producios que se obtienen por actividad de PLs, éstas se
clasifican en términos generales sobre la base de su especificidad posicional hacia
sustratos fosfolipidicos (Figura 1.1) y se han delinido con las denominaciones Ay, Az B,
C y D. Las fosfolipasas A (PLAs) son acil hidrolasas clasificadas de acuerdo a si l1a
hidrolisis es sobre el 1-acil ester fon-4) (PLA} o el 2-acil ester (sn-2) (PLA:). Algunas
Fosfolipasas son capaces de hidrolizar ambos grupos acilos por lo gue reciben el nombre
de fosfolipasa B. La Fosfolipasa C (PLC) cataliza s hidrdlisis del enlace éster (P-0) que
se encuentra entre ¢l glicernl v el grupe fosfato situado en la cabeza polar del lipido,
mientras que la fosfolipasa D (PLD) hidroliza el enlace éster (P-0) entre el fosfato v el
grupo variable (indicado en la Figura 1.1 como X)[6].
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Capiteder INTRODLCCION

Las PLAs fueron wna de laz primeras fosfolipasas caracterizadas, Asi, la
identificacion de las acciones liticas de PLs de veneno de vibora se remonta s finales del
siglho XIX. Las planias poseen un complejo v diverso conjunio de enzimas PLAS que
difieren en la secuencia de nucledtidos, estructura de la proteina, propiedades enzimaticas
y funciones celulares [4, 5. 7, §].

En plamas, las PLAs comprenden cuatre subtipos dependiendo de la union sobre
la que actien: PLA; que hidrolizan PC (PLA), PLA, que prefiere PA (PA-PLA,), las
secretonias de bajo peso molecular (sPLAs), ¥ PLAS tipo patatin (PAT-PLA o pPLA}, que
exhiben actividad hacia ambas posiciones {(su-f v sn-2) [8, 9], La fosfolipasa B {PLE) no
s¢ ha identificado en plantas mientras gue PLC ¥ PLD si se encuentran presentes [ 10].
Dentro de cada tipo, existen diferentes familias vio subfamilias de enzimas las cuales se
subdividen de acuerdo a diferencias en las secuencias. propiedades bioquimicas o una
combinacion de ambas v se designan individualmente con letras griegas o nimeros
romanos, Estas enzimas pueden diferir en 1o especificidad por sustrato, requerimiento del
cofactor Ca®" v condiciones de reaccidn. Estas diferencias proveen una percepcion acorca
de la determinacion de las funciones celulares especificas que llevan a cabo en plantas.
Ademas, de acuerdo a su localizacion en el medio biolégico, las PLAS se clasifican en

gxtracelulares o secretorias e intracelulares,

PLA,
FLH “““““““ ‘: E LE RN E RN LR R R
PAT-PLA L 1 P X g
: i1 i :
3 s [ e e : Colina E
i' ' Emmolamina *
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Fipura 1.1 Especiffcidad postclowal de fos fosfolipasas. X0 la cadena de doide grso,
FLA: osfolipasa A: FLE: !'unlirli.]wﬂ H;, FLLC: fosfolpasa O PLID: I"-:mfullpa.'-.u I Lis
flechas indican €l sitio alacade por cada fosfolipasa. Extraido y adapiado de [10]

Recientemente, mediante analisis genéticos v bioguimicos se determind gue

ademds de tener maltiples tpos de fosfolipasas, las plantas poseen miltples isoformas de
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las enzimas PLA, PLC v PLD que difieren en el gen o la estructura de la proteina, los
pamrones de expresion, propiedades cataliticas v el desarrollo o la distribucion especifica
en tejidos. Esto sugiere que poscen diversas funciones fisiologicas, las cuales ain no han

sido completamente dilucidadas,

1.2 Aspectos generales de las fosfolipusas A;

Las fosfolipasas As; (PLA: EC 3.1.1.4) fueron las primeras PLs en ser
reconocidas. Son enrimas solubles en agus que catalizan la hidrolisis de la union ge-2-
acil-éster de fosfolipidos. penerando acidos grasos libres v |-acil-2-liso-fosfolipidos
(Fipural.2). La superfamilia PLA: consiste en un amplio v creciente conjunte de

enzimas, que aungue no estan relacionadas, tienen en comin dicha funcidn,

o, 0 R A
o.o -0 o
P WilH, |, FLAZ B0 - REH)
Oal — " i |
HO
1- palmagil-T-armguidonid-festatidilcolina dcido srsqusdcmica 1-palmitoil-lsofosfatidicodna

Figura 1.1 Eigueéma de o reaccion de Ridrolisiv Seovada o cabo por sPLA; en la

posicldn sp-2 de fofolipldos pars producie ocldo grase ¢ Bw-fosfolipides. Lo enzima
trene un reguenmienio de calcio absoluto, Adapiado de [11]

1.2, 1 Potencial aplicacidn industrial de fas sPLA 5 de plantas

La aplicacion de la biowecnologia ¢n general, v de las enzimas en particular. en
procesos industriales se encuentra en conlinuo crecimiento dado su minimo impacto
ambiental. ya que generalmente utilizan sustancias naturales y no se producen residuos
toxicos. Ademis, generaimente estos procesos industriales consumen poca energia v los
productos de reaccion son biodegradables [12]

Los fosfolipides naturales y modificados han sido extensamente utilizedos en la
industria alimenticia. cosmética, farmacéutica v en agriculmra.

Las PLs, obtenidas mayvormente de microorganismos o mamiferos, han sido
empleadas durante afos por las industrias, ya sea para el refinado de aceites. productos

lacteos, productos de panaderia v otras industrias alimenticias. Las PLAs, demostraron ser
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mtiles para el desgomado de aceites y la sinmesis de triglicéridos enriguecidos en acidos
grasos poli-insaturados [§],

PLA; promueve la hidralisis de fosfolipidos v su conversidn a lisodenvados. La
mayoria de las sPLA»s de pdncreas animal {porcing o bovino) o de veneno {abeja. viboral
se han empleado durante afios con el fin de convertir fosfolipidos en lisofosfolipidos ya
que son enzimas facilmente aisladas a partir de los organos animales en grandes
cantidades a un costo relativamente bajo ¥ se encuentran comercialmente disponibles.
Tienen una larga tradicion en la industria, especialmente en la produccion de alimentos,
industria de la vema de huevo (emulsificacion para mayonesa, salsas, aderezos de salsas v
otras aplicaciones), panaderias v refinamiento de acentes vegetales mediante el
desgomadao [13, 14]. Sin embarge, los productes de fuente animal, son rechazados por
muchos clientes por razones religiosas o riesgo de infecciones virales o de priones. Por
otra parte. la utilizacion de una enzima de ongen animal en procesos destinados a la
obtencien de aditives alimentarios puede resultar incompatible para ciertas normativas
internacionales, por lo quee no es aceptada en algunos campos de aplicacion. Es por ello
que la produccion industrial de PLAss de origen vepetal es deseable.

En la altima década, las investigaciones se han centrado en el estudio de las ain
poco conocidas PLAs de origen vegetal [5]. Importantes avances se han levado a cabo en
la identificacidn, clasificacion, caracterizacion bioguimica y andlisis funcional de las
PLAs de plantas. El progreso reciente en ¢l conocimiento de las propiedades bioquimicas
y funcioniles de PLAs en plantas ha permitido allanar el camino para la aprobacion de la
idoneidad de estas mismas para su uso comercial ¥ diversaz aphcaciones. Varias PLAs
han demostrado un potencial clevado como blance (target) en el campo de la
hiotecnologia vegetal, ¥ la diversidad molecular y catalitica que muestran las PLs de
plantas son de un valor cada vez mayor para la hiotecnologia industrial v las aplicaciones
industriales,

En el caso especifico de sPLA; presente en semillas de soja (Glveine max), ain no
g2 ha profundizado su estudio, sin embargo, la posibilided de wilizar fosfolipasas
vegetales en dichos procesos constituiria una ventaja, desde el punto de vista de las
normativas alimentarias. Es por ello que resulta de gran interés ¢l estudio de las
propiedades de sPLA;s de soja desde el punto de vista tanto agrondmice como
biotecnoldgico [15, 16], si s¢ considera la posicion de Argentina como tercer productor
mundial de s0ja ¥ como primer exportador mundial de aceite de sopa. Por otra parte, cabe

resaliar que como subproducto de la purificacion del aceite de soja se obtienen las
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“pomas”, material nico en fosfolipidos (65 % en base seca), que vsualmente es utilizado
en la alimentacidn animal o, previo secado, comercializado como leciting de soja. Los
productns de reaccion que se obtienen por Ia accidn de sPLA-g, a partir de dicha materia
prima, los lisofosfolipidos (lisolecitina), son ampliamente utilizados como emulsionantes
en comidas, en la indusiria alimentaria o en la industria farmacéutica, dado su alio
balance hidrofilico-lipofilico, con amplia aplicacion en la industria alimenticia v
farmacéutica [17, 18]

Recientemente, las sPLAss han sido probadas como catalizadores para la sintesis
de fosfolipidos con acidos grasos definidos por reesterificacion de lisofosfolipidos [19].
Ademas, las sPLAgs de plantas mostraron diferencias distintivas a las de sanimales en
cuanto a la selectividad por sustrato respecto a la cabeza polar v las cadenas scilo de los
glicerofosfolipidos [20], Las propiedades dnicas que poseen las PLAs de plantas ahora
abren nuevos honzontes a la ingenieria de biocatalizadores. Definitivamente satisfacen
los requerimientos de las regulaciones alimentarias intemacionales como Kosher y
Halal' ¥ por lo tanto los productores s¢ podran ver incitados & emplear estas enzimas.
Como se menciond anteriormente, las PLAs de plantas deberian ser adecuadas para el
desgomado enzimatico en el refinamiento de aceites vegetales v la produccion de biodisel
debido a la adaptacion de las especificidades por sustrato a fosfolipidos gque
preferentemente estin presentes en plantas.

Las ePLA;zs de plantas se espera que lengan venlajas frenie a las provenientes de
amimales respecto al rendimiento o la incorporacién de dcidos grasos poli-insaturados por
gjiemplo acido linoléico en PC de huevo para la produccion de alimentos. Por 1o tanto, el
proceso para la produccion de fosfolipidos con dcidos grasos gue no son comunes v que
cumplen con los requerimientos especiales funcionales es deseable, A menudo, pequenas
diferencias en la estructurs primaria o 3D resultan en diferencias en las propiedades
cataliticas, las cuales pueden ser de gran importancia en aplicaciones biocataliticas. Sin
embargo, a pesar de su enorme potencial, adn no han sido consideradas lag enzimas de
plantas para la aplicacién industrial. Esto podria atribuirse a la limitada disponibilidad de

estas enzimas, recientementie descubiertas v caracterizadas. Ademis estas enzimas son

! La marmativa Kesher s¢ ha claborade de acuerdo con b leves dietéticas judias. Las beves junlizs v las replas se
cotoigt colectivaments somo kashrul
S hietpe i lalaleernafiod coin
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mucho menos abundantes en su ambiente natural que fas enzimas animales ¥ ninguna se

encuenita disponible comercialmente.

122 Clasificactin de lax sIPLA s de plantax deniro de lo superfamilia PLA;

Cuatro criterios han sido tenidos en cuenta para la inclusion de una enzima en la
superfamilia PLA;. El primero es que debe catalizar la hidrdlisis de la unidn éster sn-2 de
un fesfolipido. El segundo es que la secuencia completa de aminodcides de la enzima
debe ser conocida, El tercero es que cada grupo de PLAs deberia incluir todas aquellas
enzimas que sean rapidamente identificables por su secuencia homaloga. El cuarto tene
en cuenta las varantes del sito active del mizsmo gen de PLA; para ser consideradas
proteinas distintas [2].

Un nimero cada vez mayor de PLA3s estan siendo identificadas dentro de esta
superfamilia que s¢ expande. Hasta el momento, se han identificado mas de¢ 13 grupos de
PLAs que difieren en la estructura del gen [2, 21]. De éstos grupos, 10 estan compuestos
de enzimas extracelulares {PLA-s secretoras), mientras gue los otros se encuentran én él
citosol (PLAs citosolicas). Recientemente Six y Dennis han categorizado v ordenado a
las PLAss en dos grandes grupos basado en el mecanismo eatalitico [2]: en un grupo estin
incluidas las enzimas que wtilizan una His catalitica (Tabla 1.1) como el pnmer residuo
catalitico (sPLAz), mientras que ¢l otro grupo involucra una Ser catalitica (son
tipicamente iPLAz y cPLA;) (Tabla 1.2) ¥ normalmente un intermedianio acil-serina [21].

De acuerdo a su localizacidén en el medic bioldgico v a sus propiedades biologicas,
funcionales ¥ estructurales, las PLAz se clasificaron en grupos. cuyo ndmerc se va
ampliando. de acuerdo a la secuencia de aminodeidos, los cuales pueden ser simplificados
en cinco clases: las secretorias de bajo peso molecular (sPLAzs) principalmente presente
en animales v plantas, las citosdlicas (cPLA;) dependientes de Ca’™ en animales y hongos
inferiores (levaduras), las intracelulores independientes de Ca'’ (iPLA2) en protistas,
plantas y animales, las acetilhidrolasas factor activador de plaquetas [5, 22] en animales ¥
las sPLAss lisosomales [23].

Hasta hoy, en plantas solo dos de estas sPLA;s han sido reportadas, basandose en
las secuencias ¥ propiedades hioldgicas: sPLA:s de bajo peso molecular secretoras y
PLA:s del tipe patatin {similar a las independientes de Ca'* pero que muestran actividad
PLA| v PLA;) [23]. La presencia de PLA; citosdlica en plantas no ha sido demostrada

hasta el momento.
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Tabla 1.1 PLA = con 2iite ecetve His caralivies [2] [20]

Grupo Fuentes comunes Tamano (kDa)  Puentes disulfuros
| Veneno de cobra,; pancreas de 13-15 7
mimmi feros
] Flisids sinovial. cerebro. corazdie 1317 -8
ers humeno v de rais
1 Alseja, lagaric, escompion v humano 15-1H 5
W Macrofagos, palmon v corazon de 14 fi
mami feros
X Veneno de serpiente 14 fi
X Lewcocitas, fimo y baen hurmang 14 ]
Xl Plantas | 2-18 f
X Mlusculo, picl. rifdn, corazon de 18,7 7
mamiferos
X1 Parvoviius < 1k 0
LR ]'ll;,lnu:-;:-—j s1mblcgs, eslrepiomices 1319 F.

Tabla 1.2, PLA corr st acthe serima cafalfiien [2] [20],

Grupo | Fuentes comunes Tamaivo (KT Ubicaciin

w Céhilas humanas, plaquesas, &1-114 Citasilica
rifiom de rukn

L1 | Macrofagos, linfcios B K40 Intracelular
hiwmunos, misculo esquelético v
coraesn hunsans

Y1l Masma bovino, porcing, raia v 43 Ingrscelular
Bumaine
Wil Cerebro humano 26 Imracelular

Para deternuinar si las sPLAas de plantas podrian ser incluidas dentro de los grupos
reconocidos para sPLA:: de animales, sus secuencias fueron comparadas con aguellas de
amimales de diferentes grupos. El enterio empleado para distnbuir las sPLA:= animales en

los diferentes grupos fue: (1) similitud ¢n fa secuencia de aminoacidos, (2) nomero de
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pucntes disulfure intremoleculares imponantes para la estabilidad de la enzima, (3)
posicion de residuos de cisteina particulares conectados por puentes disulfuro, v (4)
similitud de las extension de aminoacidos en las posiciones cormespondientes dentro de la
profeina [24].

Las sPLAz& de plantas contienen doce residuns Cvs en su estruciura, por ko tanio,
tienen el potencial de formar seis puentes disulfuros, Esto las asemeja a las enzimas del
Grupe V, sin embargo, comparten mayor similitud con las enzimas del grupo | cuando
solo el sitio de union de Ca™ v los sitios cataliticos son considerados. 81 |a secuencia
entera fuera comparada, las sPLA;s de plantas se asemejarian mas a las del gropo [ v IX
[20]. Por Lo tapto, las sPLA;s de plantas no pueden ser asignadas a ninguno de los grupos
anteriormente mencionados existentes para sPLAzs de animales. De acuerde al criteno
establecido para las sPLAss amimales [2], las sPLA:s de plantas se clasifican como un
grupo separado de sPLA:s, ¢l grupo X1, El alineamiento de las secuencias identificadas
hasta el momento, reveld que el grupo de las sPLAs de plantas puede subdividirse a la
ver en dos subgrupos. debide a diferencias significativas en el peso molecular y
desviaciones ¢n la secuencia especialmente en la regiom -N v -C terminal de la proteing,
[lamados X1A v XIB {Tabla 1.3).

Las sPLAj;s de plantas clasificadas dentro del grupo X1 presenmtan residuo
catalitico His y un residuo Asp: no obstante, conservan varios residuos de PLAz de otros
grupos, incluyende dos residuos Tyr y dos Gly dentro del sitio de unidn a Ca™,
Comparten poca similitud de aminoacidos en sus secuencias (solo aproximadamente un
15%) con las de sPLAS de animales excepto en las regiones cataliticamente imporianies
como son el sitio de union a Ca™ v el motive del sinoe acuvo {alrededor del 35% de
identidad). La presencia de 14 residuos cisteina ¢n la proteina inmadura v 12 en la
proteina madura. distinguen las sPLA:s de plamas de otras conocidas como PLA; His
catalitica [2]. Es evidente que las células de planta, como la mayoria de las células de
mamiferos, contiencn varias sPLA;s, suginiendoe que podnan camplir diferentes funciones

en la célula,

1.2.3 Antecedentes: Desde lox origenes hasta la aparicidn de las sPLA; en plantas

Hace mas de un sigle, Bokay (1877-1878) observé que la fosfatidileolina era
desradada por un componenie gue se encontraba en ¢l Muido pancreatico. A comienzos de
siglo, se encontro que ¢l veneno de cobra poseia actividad hemalitica hacia membranas de

eritrocitos (P, Keves |92). Una década mis tarde se identificd que el compuesio
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producido por la fosfolipasa de veneno era lisociting (mds tarde Namada lisolecitina). Asi,
la sctividad PLA; fue esmdiada por primera vez en la década de 1970 en veneno de
cobra, mas tarde én veneno de serpiente cascabel [22] v de avispa. Durante ese mismo
periodo, se estudid la enzima digestiva pancreatica porcing, que era capaz de hidrolizar
fosfolipidos de mamifero, v también la enzima pancredtica humana. De éstas Gltimas, la
PLA; de pdncreas porcing es la que mejor se ha caracterizado hasta el momento [25]. A
finales de 1980 s reportaron actividades tipo PLA: en células de mamiferos en contraste
con las actividades de las PLA; secretorias extracelulares de veneéno y pdnereas. Un
cambio dramdtico en el campo de las PLA; ocurrid en 1988, cuando se informd fa
purificacion, secuenciacion v clonacidn de la primera PLA: secretoria humana no
pancreatica aislada del fluido smowial de las articulaciones de una rodilla artritica. En
| 92, informaron de forma independiente la puniicacidn, secuenciacion v clomacion de la
primera PLA: citosolica humana (cPLA:). Mis adelante, las enzimas obtenidas conocidas
como extracelulares, fueron purificadas, caractenizadas v definidas mecanistica v
estructuralmente [26].

Hasta hoy, més de 30 enzimas que poseen actividad PLA: o relacionadas han sido
identificadas en mamiferos, pero sélo un tercio de estas enzimas (11) pertenccen a la
familia de las PLA; secreforas (sPLA;) [27]. Cabe destacar gue la mayor pare del
conocimiento sobre PLA:s ha sido obtenido a partir del estudio sobre enzimas de origen
no humano.

En comparacion con las sPLAE de animales, el conocimiento penerado acerca de
laz sPLAzs de plantas es aiun limitado, a pesar.de que en los altimos afics se han
expresado enzimas recombinanies de plantas en E.cofi v levaduras, se han caractenizado,
v alpunos estedios de actividad enzimdtica se han reportado en preparaciones mids o
menos crudas [28-30].

Reciemtemente varias sPLA:s extracelulares han side punficadas: La primera
PLA: secretoria purificada hasta homogeneidad, secuenciada y caracterizada de origen
vepetal, fue la sPLA; de endosperma de semillas de olmo (Uimus glatra) en 1998 [31].
Posteriormente en 1999, se caracterizaron dos sPLAss (sPLA-1 v-11) obtenidas a partir de
brotes de arroz (Orpza sarbve) [32]. Se clonaron dos sSPLA;s obtenidos a partir de ADNc
de Mlores de clavel (Dianifes carvophillus) [33]. Con el progreso en los proyecios de
secuencigmiento de penomas, més sPLA;s han sido identificadas: en tomate [20] v brotes
de ncino (Ricinus communis) [34]. También se han aislado cuatro isoformas de sPLA;s

provenentes de Arabrdopsiy (Aratidopsis thaliana) llamadas ASPLA; o, -, =v v -6 [4,
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35-37]. las cuales han sido expresadas [9, 32], dos isoformas han sido estudiadas en
tabaco (Nicotland kebacun) [38. 39] y citrus (Citrus sinensis) [40], En soja (Glvcine max)
s¢ han obtenide evidencias indirectas de la presencia de sPLA; midiendo la produccion de
lisofoslolipidos marcados [39, 41] v mas adelante se ha purificado parcialmente una
enzima PLA; con actividad [42]. Recientemente, se han obtenido sPLAs de trigo (Durnn
wheat/{43, 44]. En la Tabla 1.3 se resumen las caracteristicas de algunas de estas
sPLA;s.

Tablal3 LA de ortgen vegetal con sies mibreros de goceso, oaracrertstioes de s M-

ferminal § purificecida,
Fueiie Momhie Purificaciin M -terminal Simero de Crrupn Hef,
Accesis X1
e sl LA Yermallas Madura !.1 | |
Ao LA~ Brates de ammor - ARG A
P A1 ALNE Madura AJ238117 [32, 45)
rFLAS-I10 AAKS0]| 22 B
Aradidopsis | AsPLA:-n AN Reconmmanie AlTpdayls ]
ArsPLAS-f ATIE ] PG A
dsPL Ay AR 2046 A
AP LA--& AgdgI04Ti M
clavel Do sFLA: AFOG4732 B
[omate LeslPLA- AJARTRETY
iabdcs BHIPLA, AlNe hladurs AR LGN 7T A, [ 48]
MAPLA- Extracio - ABRIDDITE H
||-I=|1 TdsPLA Extracia de hnju " IX021445 A [-14|
TasPLAI Exracto de haja - R ARES S H [44]
Td=PLAI1 Recombinanie = His=TdsPLAZI FX02 1447 H [43]
4 R Ewiracto de hoja - IROT 1448 i [44]

Meddura: sin amineacidos extras en el Weterminal, Cuandi la ensima se exirze & un Orgares de la plania la
purificacion e parcial. Cusnde sc indica recombinamte s que no 52 sabe si s madura, ya gque na bbo
secuenciamenio, sélo se sabe que no comtizne al pépticdo sefal,

1.2.4 Rol Bioigice de las sPLA;

Un rapido crecimiento s¢ ha penerado durante la década pasada en el
conocimiento acerca de las funciones biclégicas de las PLAs, de las cuales las mas
extensivamente cstudindas han sido las PLA;s. En la naturaleza, fas PLA:s tienen
diferentes funciones como pueden ser digestion (PLA; pancredtica) v defensa (PLA: de
veneno de insectos y viboras) o regulacion celular y sefaleacion [21, 47-491],

Las sPLA:s de animales han sido detalladamente estudiadas v se sabe gque

desempenan un papel fundamental en diversas respuestas celulares, como la defensa del
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huésped, la transduccion de sefiales, la digestion de losfolipidos, ¢l metabolisma [50] v la
peneracion de precursores [49]. A pesar de que en animales como en plantas las PLAs
cumplen lunciones en la transduccidn de sefales v el metabolismo de lipidos, cumplirian
roles bioldeicos en plantas comunes v particulares.

En los dlimos afios, avances significativos se han llevado a cabo para conocer
mas a fondo la actividad de sPLA;= en plantas. La presencia de sPLA; en plantas, ha sido
sugerida desde hace tiempo v su actividad ha estado asociada con diversos procesos
fisiologicos. Los productos denvados de la actividad de sPLA;. deidos prasos y
lisofosfolipidos (LPL), estimulan diversas enzimas de membrana plasmiticas, tales como,
H'-ATPasa. NADH oxidasa y proteina kinasa, y juegan un papel importante va gue son
mensajeres secundarios en sefiales de transduccidn mediando una multined de procesos
celulares de crecimiento v desamollo [4, 36, 51-53], incluvendo elongacion celular,
apertura de estomas, gravitropismo, trafico intracelular, biosintesis de acido jasmanico y
sefiglizacion de defensa [4, 36, 51-53] (Figura 1.3). Ademads, s¢ propuso que la accion
sPLA; puede potencialmente contribuir al dafo en membranas vepetales, va que la
acumulacion de dcidos prasos es un factor causante de dafio Dsioldgico en vepetales [54]
[55].

Las plantas a menudo se encuentran con stress abidtico producido por la alta
salinidad, deshideatacion v bajas temperaturas, que imponen condiciones de crecimiento
adversas, que afectan el desarrollo, longevidad y productividad de la planta (Figura 1.3).
El mecanismo adaptativo involucra la activacion de numerosas vias de transduccion de
sefiales. que conducen a varios cambios moleculares, celulares y hsinldgicos. Ademas,
varias sefiales ambientales disparan la hidrdlisis de los fosfolipidos de membrana, lo que
resulta en la generacion de diferentes vpos de lipidos v mensajeros sefial denvados de
lipidos como el dcido fosfatidico (PA), diacilglicerol (DAG), DAG-fosfato (DGPP),
lisofosfolipidos, acidos grasos libres (FFAs), fosfoinositidos ¢ mositol polifosfate [56,
aTl.

La activacion de las sPLAys en plantas ocurre en respuesta a la luz azul, presencia
de auxinas [4, 58], stress abidtico [5%, 60], stress por hendas e inductores de patdgenos
[4, 54, 58] (Figura 1.3), La informacidn acerca de la sefializacion aguas arnba de la
aclivacion PLA; es limitada, debido a los pocos datos disponibles en cuanto a los genes
PLA; que estin involucrados en respuestas particulares en plantas. El andlisis de las

propiedades bioguimicas v moleculares de las isoformas de las sPLAs podrian proveer

39



Capitado | INTRODLCCION

claves bdsicas de la sedalizacion aguas amba que conducen a su activacion. ¥ sus roles
celulares aguas abajo (Figura 1,3).

Se especuls que las sPLAjs de plantas podrian estar reguladas via proteinn <G, o
partir de que se observd gue un activador de proteina-G heterodimérica era capaz de
estimular la actividad PLA; en plantas [61, 62]. Sin embargo, no hay preebas directas que
confirmen que las PLA;s actan acopladas a proteina-G como en raton [63].

Se ha observado que la concentracion de Ca® dptima para la actividad sPLAzs en
plantas varia con las condiciones de sustrato empleadas [37]. La concentracion de Ca’ en
el espacio extracelular de las células de plantas se estima que ronda entre 1-10 mM [64].
Dependiendo del reguerimiento de Ca’" de cada sPLA,, podremos enconirarla activa o
parcialmente activa en el medio al que es secretada, el cual es modulado en plantas en

respuesta a una variedad de estimulos incluyvendo stress ahiotico v bidtico [64].

Auzinas Luz azul Estreses  Patdgenos

botarcoopbores Cambio spoplasion Hecoptor

Eoperc shicen
de penes Caefphl ligade
APt G
Activacidn de sPLA,
(LPE BLE) TR emasiinds
ackdos gravos
Pyt s kinea Ir\-u:urlﬂ
Pl J
Ml adwaraman
} ATFasa H- di lay semalias
Senevcencia elardads "
; ; *  Cascadade
Aciditeeaibi infiujoae ks iefalizacon
apoplastica

Elongaciin ol At e Do bawcia y
' estormas e b
Respuests pravitropacs ol entris

Figurn 13 Dbograms cugecandtion gue represenia las wies de seftalizectdn flo erelba v
ria whaiie de fos sPLA; de planas, Rio arribn representa la sefinkizacein que conduce a |a
acinacian de la sPLA; que podria veloersr receplores de uside & Proteina-G.
fotoreceptares, pH Wﬂplﬁstim w mivebes de calcio, ¥ expresién de genes de iselormas
eapocifllcas en respuesis o sefabes externas. Rio abajo, los torgets nepulndes por los
|'.|1'|_'-i,l-|.||:t|,:|5 de In hidmilisis flevada a cabo por b sPLA- que pl:rd:ia.n mwvohicrar la pnﬂl."l'lm
guinasa, H--ATPasa v PLDw para mediar procesos de sefializacidn celalar como la
clomgacitn celular, mavilmpi;mu, wepescencia, maduracitn de las semil las, apenura oe
bos estomas, defensa v respeesias &l sress. Basado en [20]
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Como se puede evidenciar en la literatura hasta hoy disponible acerca de sPLAS de
plantas. la mavoria de los trabajos se han realizado en el modelo dicotileddnea de
Arabidopsis v otras especies donde la informacidn disponible s minima. Sin embargo,
muchos trabajos reportaron gue laz enzimas de Arabidopsis estan invelucradas en redes
de sefalizacion v regulacion de procesos celulares, por Io gue es coheremie pensar que en

otras plantas estas enzimas podrian estar involueradas en funciones similares.

12§ Caracteristicas moleerlares de lus fosfolipasas seerdtorius (sPLAZ)
1251 Extructura de lox dominios de protefng

Mediante alincamiento de las secuencias, se determing que las sPLAss de plantas
poseen un dominio conservado |lamado P42¢ (Figura 1.4) que contiene al sitio de unidn
8 Ca*" conservado (FGRKYCGxexxGC) v al motivo del sitio catalitico (PACCxxHDxC)
{patrones PSO018 v PfamO68) que contiene a los residuos enzimaticamente activos
conservados de la diada His/Asp, ambos identificados en sPLAs de animales [36, 37).

1 H 8] 148aa
Féptidn Sitio e Siio uctive
sefal umlina €a ' His
DOMINIO PA2e

Fipurn 1.4 Esguemve representaofiive de lo oosdrucferg O dg :.'PL*I;- sohre la ocaal se
trdicai oy downlnfos de refevancla camlives p presencio ded pdprido seftal,

Estudios en animales revelaron que la His funciona como una base para la
depratonacion de una molécula de agua generando el nucledfilo que luego dara lugar al
ataque sobre el carbono del éster carboxilico del sustrato. v el grupo f-carbonilo del Asp
imeracciona con el cofactor Ca™ [2, 63]. Diros dog residuos conservados, Tyr and Gly,
gue se encuentran en el bucle de umidn a Ca”" en las sPLA.s de plantas [36. 37].
participan en la red de unidn de puente hidrogenos en animales. Ademids. las sPLAgs
difieren en sus secuencias en el tercer aminodcido del sitio de unidn a Ca® qUe S¢ encarga
de Ia coordinecion: en las enzimas del prupo X1A ese aminodcido es una Gly como én
animales, mientras que la Gly es reemplazada por una Leu o una Met en las enzimas del
grupe XIB [66].
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1.2.5.2 Exvrnuctura tridimensional

A pesar de que las secuencias de las sPLA.s difieren significontemente, las
estructuras tridimensionales tienen muchas caracteristicas en comin, Hay mas de 40
entradas de sPLA:s en el banco de datos de proteinas (PDB). Las estructuras nativas v
complejas de sPLA:s con mimetizacion del sustrato, han avedado a identificar los
residuos cataliticamente importanies presentes en el sitio activo.

Mediante cristalografia de ravos X se ha dilumidado la estructura terciaria de
muchas sPLA;s como la de pancreas porcino o veneno de abeja (bv-PLA3) [65, 67) la
cual reveld una arquitecturd tridimensional comin, rigida v con una regidn altamente
conservada. Se observo que el sitio active no se encuentra accesible a la fase acuosa, sino
gue s encuentra & lo large de una superficie plane llamada “i-fece . a lo lange de la coal
la ePLA; interactia con el sustralo presente en la interfaz [68].

El sitio catalitico se caracleriza por la presencia de una diada catalitica His-Asp
[6%] 1a cual junto con una molécula de agua funciona similar a la triada catalitica de las
serina proteasas. El corazon conservado de las sPLAzs consiste en dos a hélices. que
estin conectadas por dos puentes disulfuros v alberga al sitio activo, v un bucle de unidn
a Ca’'. El tercer puente disulfuro, invananie en odas las sPLA-s. conecta una de las o
hélices con ¢l bucle de unisn a Ca®™. Otra caracteristica estructural importante de las
sPLAzs es el canal hidrofobico que estabiliza la union del sustrato mediante un grupo de
aminodcidos hidrofdbicos, como Phe, Leu v Tyr. v el sitio de union interfacial que se
encuentra en la apertura del canal hidrofdbico [6%]. A pesar de poseer baja similitud en
tas secuencias de aminodacidos entre las sPLA:: de plantas v las de amimalées, coando se
comparan las secuencias completas, el corazin de las proteinas s similar.

En plantas, se han resuelio pocas estructuras tridimensionales de sPLAss.
Mediante modelado por homologia se obtuvo la estructura de AtsPLAs-u de Arabidopsis
{PFDB AY136317), donde se demosird que comparativamente a la sPLA; de pancreas
porcime {grupe 1) o de veneno de abeja (grupo 1), la regidn catalfiica con sus dos o
hélices estabilizadas por dos puentes disulfuros v ¢l sitio de unidn a Ca*” son congruentes
[66]. Se observd gue tres de los seis puentes disulfuros estdn conservados tanto en plantas
como animales [66]. Dos de esos puentes disulfuro estabilizan las dos o hélices
antiparalelas centrales, mientras que el tercer puente disulfuro une el sitio de unidn a Ca®
altamente conservado a la « hélice gue conticne & la His catalitica v el Asp que coordina

L 1
el ion Ca™’
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Recientemente. se determind también fa estructura cristalina de la isoforma 1l de
sPLA; de arroz (PDB AJ238117) la cual parece ser bastante diferente a la de sus
homdlogos en animales [45]. La mitsd N-terminal de la secuencia conbiene
principalmente una estructura en bucle. incluyendo el bucle de unidn a Ca® conservado y
también incluve dos hojas f-antiparalelas cortas. La mitad C-terminal se compone de tres
w-hélices antiparalelas, pero sdlo las dos primeras estin presentes en otras sPLAs.

Diferencias sorprendentes s encontraron en el Asp de la diada catalitica His/Asp
{en la sPLA; pancreatica es el AspY9 y en abeja el Aspdd), la cueal no es conservada en
plantas. Este residuo cataliticamente importante ¢s reemplazado por una Ser o una Asn en
las enzimas del grupo XIB ¥ por una His o una Asn en las enzimas del grupe XI1A.
Mediante modelado por homologia se determing gue los residuos Ser, His, Asn pueden
sdoptar el rol cataliticamente importante que cumple el Asp en sPLA;s de animales [66],

Todas las estructuras de las sPLAzs Gienen la misma constelacion de los residuos
cataliticos His-Asp-Ca’” en la arquitectura del sitio catalitico. La caracteristica que difiere
entre las sPLAss son peneralmente los residuos que conforman la Hamada “i-foce” o
“microsuperficie de reconocimienty inferfacial (SR v otros residuocs de superficie que

som parte del sistema de reconocimiento para otras funciones,

1.2.6 Propiedades cataliticas de PLAj secretoriay
I.2.0.0 Forma sin procesar y madurg de hos sPEA s

Asi como en su contraparte en animales, en las ePLA;s de plantazs se predijo
mediante andlisis de las secuencias, la existencia de péptidos sefial putativos en ¢l
extrerno N-terminal, lo que indicaria que por asemejarse a las de animales deberian ser
enzimas secretadas al espacio extracelular [4] (Figura 1.4) en su forma madura, luego de
que su peéptido sefial es removido en el reticulo endoplasmico. A nivel celular, las sPLA:s
podrian funcionar durante la secrecidn (en el compartimento secretorio ¢ en el espacio
extracelular de manera autdoring o pardacrina) ¥ durante la internalizacion [70].

Mediante ensavos de expresion transitona empleando células epidérmicas de
ceholla, se hallo que AisPLA-B v -v son en efecto secretadas al espacio extracelular [36,
37]. Ademas, se observd que tanto AsPLAs-f como sPLAs-l de amoz contienen las
secuencias KTEL v KLEL, respectivamente, en sus extremos C-terminal, que son
similares a las seceencias de retencion en ¢l reticulo endoplasmico KDEL v HDEL [71].

Algpunas sPLAss de plantas con caracteristicas de secretorias tienen secuencias de

retencidn ¥ guedan retenidas en un entomo no optimo (por gjemplo AsPLAL-y), en el
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cual la enzima sc encuentra inactiva. Sin embargo estudios en animales sugieren que la
sPLA; monomérica (imactiva) s¢ convieric en dimérica (activa) con la ayuda de
membranas cargadas nepativamente ¥ por interaccion mediada entre sPLA; v productos
de los lipidos. Por lo tanto se especula que serian scerctadas al espacio intercelular, luego
cambiarian su estructura conformecional para lograr la actividad optima [72]. No
obstante, ¢l control de la funcion de las sPLA;s ocurre a nivel transcripeional, pero
también mediante mecanismos regulatorios durante la secrecidn, por maduracion
protealitica. por propiedades biofisicas de la superficie de la membrana en donde la
enzima opera. v por inhibicién v degradacion debido a la union de la sPLA: a proteinas
de unidn especilicas [117].

En la Tabla 1.4 se encoentra resumida toda la informacion referente a las formas
maduras de las diferentes sPLA3s halladas hasta el momento de Arabidopsis, olmo, arroz,
clavel, lomate, tnigo v tabaco. Se observd que la actividad de AsPLA-Py -y ez 20 v 1.3
veces mas especifica para la hidrolisis del sustrato que la de las formas sin procesar que
contienen el péptido sefial [36, 37). lo cual se sabe que se debe a un rearreglo estructural

de la enzima durante la maduracion.

Tabla 1.4 Wase melecwlor, pante iseeldorrlon v achividad de fos diferenres sPLAx de

plamiars,
Procedencin | Mombre Musa midecular ol Actividad (pmol min mg’ Hed.
de la proteing preina )
muthars (ki)
Arahidapsis. ArsFL A -0 14,2 i, 16,7 (ORI} [0, 73]
AsPLAA 6.3 8.2 .53 [
AssPLAsy 17.5 B3 . [
ArsPLA -G 15,0 77 - [209]
HFFOE rFLA;- 139 7. - [20]
rFLA:-11 13.8 5.5 145 |2tk 45]
rFLA =11 13.5 4.8 - [ 20
clavel DicsPLAS 12.4 6.4 - | 2]
tmate LasPLA: 134 A4 . [2]
ol sPLA 135 - i [ 31]
tabacn MHTFLA 16.2 . .2 T 200, ds]
MEFLA 127 . - [
irkgn TdsPLA-=-111 1345 - L % [43]

F.2.0.2 Propiedades Blogoimicas de sPLA 5
Laz sPLA-% extracelulares de plantas son moléculas pequefias compactas (12-18

k[a), similarcs a las sPLA: de animales que tienen alrededor de 120 aminogcidos en su
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secuencia. Contienen 12 residuos Cys altamente  conservados, como se menciond
previamente, que Lienen el potencial de formar 6 puentes disulfuros (4] Esdios en
sPLA-s de animales indicaron gque los residuos Cyvs juegan un rol critieo en la estabilidad
estructural ¥ la actividad enzimdtica [74]. Notablemente. las posiciones de aminodeidos
de los 7 residwos cisteina estdn altamente conservadas en sPLA:s tanto de veneno como
de plantas [36].

El Ca’" tiene un rol directe en la catalisis llevada cabo por las sPLA-s, cuvo
mecanismo catalitico es diferente al de otras PLAs [2]. Es por ello que las sPLAs son
Ca™’ dependientes para su actividad dptima (Tabla 1.5), con un amplio rango de
requenmientos de CEE'quE va desde el orden mucromolar a milimolar, Ademds. se sabe
que las concentraciones de Ca’' afectan la actividad enzimdtica como se menciond en la
seccion 1.2.4.

Estas enzimas desarrollan actividad optima en un rango de pH entre 6 y 9, son
estables al calor y a los agentes desnaturalizantes, v difieren en las especificidades por
sustrato. En la Tabla 1.5 se¢ muestran las condiciones optimas de pH y Ca™ para varias
sPLA;s de plantas. Como puede observarse, AisPLAz-y v -0 en su localizacion subcelular
{entormo dcido) podrian encontrarse inactivas va gue requeririan de un aumento de pH en

el medio para su activacion. Lo mismo se observd para sPLA;: purificada de olmo [31].

Tabia 1.5 Requerimientos dpifmos para fay proplededes cataliticas de Tz diferenies

SPLA falladas en planies.
Procedencia Nombre pH Requerimiento de T (°C) Ref.
caleio *

Arabidopsis AsPLA-u B-5.5 10 mM 30-40 [20, T3]
AnPLA ] a7 TRY | . [201]
APLA-y 74 p - [20, 37, 73]
AerPLAG-E B g [20]

arroz rPL4;-] -
rPLA:-IT
'L A1 .

clavel [hesPLA 5 =

tomare LesPLA; - - -

olmas sPLA B 14315 mbd . [31}

tuhucn MilFLA, £-10 = | [38. 48]
MiZPLA; - -

trign Td=FLA:II 5549 Imbd [44]

* Para las sPLAx de Arabudopuis - o, <8 % B reporisdo un requesimiento ph sin precisar

CONCEmTEion,
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Tanto AtsPLAz-u como -fi, retienen casi toda la actividad enzimdtica luego de 5
minutos de ser calentadas en agua hirviendo (80-93%), pero pierden entre un 35-65% de
su actividad en presencia de SmM DTT (ditiotreitol), un agente reductor [36],

observindose un comportamiento similar para la sPLA; punificada de olmo [31]

1.2.6.3 Especificidad sn-, preferencia por grupe acile y cabeza polar

A pesar que la especificidad por sustrato estd dada por los valores relativos de
kow/Ko. los estudios de especificidad por sustrato de las enzimas imterfaciales a menudo
se llevan a cabo comparando las velocidades de hidrolisis de los agregados con diferentes
lipidos puros, Esta forma de evaluar la afinidad por diferentes sustratos hace que sean
dificiles de interpretar los resultados, porgue reflejan tanto la especificidad de la enzima
eén la interfaz como las diferenciaz de afinidad de 1a enzima por los diferentes agregados
(E a E*). Esta dltima puede determinarse mediante estudios directos de binding v la
primera dejando que la enzima actie en modo adherido conteniendo  Sustralos que
compitan entre si. Cabe dejar claro gue los estudios Hevados a cabo con un solo sustrato v
luepo midiende la velocidad relativa no es una representacion adecuada de la
especificidad por sustrato,

Las especificidades de las 4esPLAs se han determinado empleando PE y PC. No
se detecto actividad en LPE v LPC, lo cual sugirid que las AisPLA:S catalizan la hidrdlisis
gspecificamente en la posicion sn-2. indicando que son verdaderas enzimas PLAz ¥ no
PLA, [36, 37). Una especificidad sn- similar se observd para las sPLAss purificadas de
semillas de olmo v arroz [31, 32]. Ademas, se ha visto que las sPLA; de Arabidopsis,
tienen preferencia notable hacia sustratos con diferente cabeza polar, mientras gue
variande el largo de las cadenas de los fosfolipidos las diferencias no fueron tan notorias,
Se observo que para un mismo lipide, la actividad disminuye cuando aumenta el lergo de
la cadena (mas de 10 atomos de carbono}, aungue se observa gue cuando las cadenas son
de 5-7 atomos de carbono de largo, la actividad tambrén es reducida [73]

Los fosfolipidos en Arabhidopsis contienen dcidos grasos insaturados con 16 (en la
posicion sa-1) ¥ 18 (en la posicion s»-7) dtomos de carbono. Sin embargo se vio que
AtsPLAs-u desarrolla su mavor sctividad frente a fosfolipidos con acidos grasos de 10
gromos de carbono de largo [73] v prefiere sustraios que tengan alta cantidad de
insaturaciongs en la posicion sn-2. Cabe resaliar gue |as sPLAys de mamiferos tienen

generalmente mavor actividad frente a sustratos anidnicos [75).
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Tabla 1.6 Preferencie por susreeio de fas diferennes s A s

Procedencia Sombre E-upﬂ;iﬁl.'i Preferencia pur Acila Selectivided por Hef.
dad Sn- cabera polar
Arabidopsls APLAf o B Palmitico=lineleico PE [baja) [20]
APLA-y Shp-2 Limgslzico =palmitico- PE ( fueric) [20, 37
oleicn
At PL A< . Palmitsen- olesco=lnaleacn PE (Tuerie) 30
AbPLA 0 - lincleica PC=PE 120
{hasa y=M=P1
i sPLAs Sig- Oileico (CB-C12) s (20, 31
ArriE FPLA--1] Lip-2 - - [ﬂ'i'ﬂ
tabaco il sPLA Su-1784-2 - P [46]
MEXePE A e . . [4&]
tomate lesila; . 2
sPLA- = =
sPL A * - 4
tripn el A 010 Shi-2 Palmitico PFC [43]

En la Tabla L6 se resume la preferencia de las diferentes sPLA:s de plantas
eonocidas hasta el momento por sustratos con diferente grupo de cabeza polar y largo de
cadena. La preferencia por cabeza polar, se piensa que puede deberse a diferencias en la
hahilidad de las sPLAss de unirse a la interfaz de wna vesicula de fosfolipido en
particular.

A pesar que no han mostrado una alta actividad frente a sustratos anionicos, se
pbservd que la presencia de éstos aumenta la velocidad de la reaccion de hidrilisis de
fosfolipides switeridnicos. aunque fa activacion ¢s menor & la que sc obscrva para la
PLA: pancredtica: fa cual es pronunciada [76].

Sc¢ ha reportado gque algunas sPLA;s de plantas exhiben preferencia por
determinados prupos acilos en la posicién sn-2 del fosfolipido empleado como sustrato, a
diferencia de su contrapmte en animales. La sPLA; purificada de semillas de olmo
prefiere cadenas de dcido oleico comparado con las cadenas de dcido palmitico [21], En
¢l caso de APLA.-o. hidroliza mds rdpido cadenas de acido linoléico que palmitico.
mientras que AnPLA-f mostrd una preferencia opuesta [36], En contraste, 4isPLAs-y
[37] v -6 no exhibieron una preferencia por grupe acilo significante. al igual que lo que se
observa en sPLA:: de animales [77]. Por otra pare, se vio que ¢l grupo acilo en la
posicion sn-1 puede influir en la preferencia por grupoe acilo en la posicion sn-2. En tal
sentido, se observd que APLAz-u exhibid una preferencia sn-2 por acido linoléico>
palmitico>oleico cuando en la posicion sn-J habia un dcido palmitico, pero no existe tal

preferencia cuando el dcido oleice esta en la posicion sn-J[73].
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1.2.7 El mecanismo de accidn de fosfolipasa A;
1.2.7.0 El mecanismo de catdlivis interfacial de las PLA

En el dominio del sitio catalitico de las sPLAs, se encuentra presente el residuo
His {His48 en la PLA, pancredtica) el cual es asistido por un residuo Asp (Asp®™ en PLAS
pancredtica) en la polarizacion v activacion de una molécula de agua ligada, en un modo
dependiente de Ca [24, 78], seguido por el atague nucleofilico sobre el enlace sn-2
como s¢ muestra en la Figura 1.5, Se dice que la triada catalitica consiste entonces en la
His48. el Asp49 v una molécula de agua. La hidrdlisis procede o través de la activacion v
orieniacion de fa molécula de agua por puente hidrogeno al sitio activo His, lo cual
determina la dependencia de pH entre T y 9 para todas las PLA; con His catalitica. Esta
molécula de sgua ligada es la responsable del ataque nucleofilico que posteriormente
ocurre sobre el grupo éster del carbonilo [2] v s reaccion hidrolitica es promovida [T9].
El residuo Asp. advacente a la His, junto con los dlomos de oxigpeno de la cadena
carbonilica principal del bucle de unidn a Ca’™ actian como ligando para Ca”™'. E1 Ca™' es
un cofactor esencial para la union del sustrato al sitio activo via el Asp49. Unido al sitio
de union a 'CII.'!I, forma un oxianion carpado positivamente que asiste polarizando el
enlace escindible v estabilizando la carga negative del estado de transicion gue se forma
durante la hidrdlisis del fosfolipido [65]). Este es el origen de la dependencia milimolar de
Ca’ de estas PLA, [2].

Figura 1.5 Hidrdilnis de fosfolipides por accidan de 3PLA 5

Recicntemente se observid que una segunda molécula de sgua wne el apua
catalitica que coording al Ca*"* sl sitio active His. la cual se infiere que estd involucrada en
la catalisis, en el mecanismo de oxianion que coordina Ca®" en sPLA,; [R0-83].

5i bien este mecanismo de reaccion commesponde a una PLA: amimal, se sabe que

las plantas comparten un 13% de la secuencia de aminodcidos con las animales. excepto
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en el bucle gue une Ca™' v el sitio activo, donde se observa un 55% de identidad, por lo

que el mecanismo de catilisis podria pensarse que es basicamente el mismo.

1.2.7.2 El rol de la interfaz

Una de las mayores diferencias entre las PLA; de las diferentes fuentes se
encuentra en la cinética de accidn sobre sustratos organizados en interfaces agua‘aire, lo
cual resulta ldgico dada la diversidad de ambientes naturales en los que estas enzimas
acthan. Lna observacion realizada en los 70°s por De Hass y colaboradores [84] fuc que
al emplear sustratos sintéticos solubles en agua, como sustrato de las PLAss, la enzima
era capaz de hidrolizar fosfolipidos apreciablemente solo cuando se encontraban en
concentraciones significativamente por encima de la CMC del lipido, es decir, la catalisis
sobre sustratos monomericos era muy baja o nula. Ademds. se demostrd que la actividad
aumenta cuando actba sobre interfaces, dependiendo de la estructura, s organizacion y la
dindamica del sustrato.

Durante afios, muchas explicaciones se han formulado para tratar de entender &l
requerimiento de las sPLA:s de sustratos en forma de agregados v la importancia de la
imterfaz, mcluyvendo:

1) Alteracion del estado fisico, como puede ser conformacion, hidratacion, u

orientacion del sustrato lipidico gue pasa de monomero a formar micelas,

i} Lin cambio conformacional v activacidn de la encama como resultado de la
unidm al fosfolipido., s el mismo es monomérico o interfacial,

i)  La activacion de la enzima, resultado de la asociacion con la interfaz
agua/lipido como puede ser la penetracion del corazién hidrofobico de la
micela,

)  Un efecto de¢ concentracion, donde la enzima cxperimenta una
concentracion local mayor del sustrato como resultado de la agregacion del
Sustrato, causando que la enzima se encuentre cercana a la interfaz por: a)
la umidn inicial al fosfolipido interfacial que tiene a la enzima cerca del
sustrato concentrado el cual luego se une en su =itio activo en un paso
subsiguiente, b) una union inicial a la interfaz, seguido de una asociacion
catalitica productiva con ¢l sustrato concentrado.

Es por ello que el aspecto critico en la comprensicn de la accion de las sPLA;s es

el rol de |a interfaz lipido-agua, Para entender la catdlisis imerfacial, es necesario apreciar

la organizacion v la dindmica del agregado lipidico.
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Las propiedades de las dispersiones acuosas de lipidos se entienden mejor en
wrminos de su caricter anfifilico. Estas dispersiones exhiben polimorfismos gue estin
determinados por el tamafio relativo efectivo del grupo de la cabeza polar v las cadenas
hidrocarbonadas apolares. El tamafio, [a forma v la morfologia del agregado v la dinamica
del anfifile dependen no silo de la concentracion, composicion, v estructura de los
anfifilos. sino también de faciores ambientales como la temperatura. pH v Tuerza idnica
{£3]. Mo obstante, cabe resaltar que la actividad de la PLA; es generalmente mayor en

presencia de detergente el cual forma micelas mixtas con el lipido sustrato.

1.2, 7.3 Hidrelisis de agregados fosfolipidicos per PLA: Paradigma cindtico

La gran mayoria de las enzimas lipoliticas son proteinas solubles que actian sobre
sustratos insolubles (membrana, liposomas o micelas). A pesar de que las PLA; son
solubles en agua, han evolucionado pare llevar a cabo la hidrdlisis de sustratos
organizados en la interfase, porque en las dispersiones acuocsas, los fosfolipidos se
organizan espontdneamente formando agregados, La magnitud del efecto hidrofabico es
tan grande, que la concentracion de fosfolipidos monoméricos. en la fase acoosa 5 muy
baja (=104 pM). A pesar que las PLA; obedecen al formalisme de Michaelis-Menten, su
comportamiento cinético difiere de la cinética clisica de und enzima soluble que actoa
sobre sustratos moenoméricos diluidos en solucidn homogénea,

En la catdlisis imerfacial es impomante considerar que “ve” la enzima cuando se
encuentra bajo determinadas condiciones experimentales, en lugar de solo considerar wodo
el fosfolipido que estd masivemente presente en la mezcla de reaccion. El siguiente
esguemna (Figura 1.6}, planteado por Jain v Gelb (1991) [B6]. representa adecusdamente
la catalisis interfacial que involucra a la enzima PLAs, la cual se postulc que actia en dos
Elaps

En una primera etapa de adsorcion (o unidn interfacial a la superficie), la enzima
en la fase acwosa (E) se une a la interfaz del sustrate agregado, v posteriormente la
enzima en la interfaz (E*} se une a la molécula de sustrato para formar el complejo E*S y
llevar a cabo el ciclo catalitico (towrnover) en dicha interfaz dando Iugar a fos productos
de acuerdo con el clisico formalismo de Michaelis-Menten [1]. Esto es coherente con la
descripcion mencionada anteriormente donde se postula que fa unidn de la enzima a la
interfaz v la unidn del sustrato fosfolipidico al sitio activo de |a enzima (E*) para producir

el complejo enzima-sustrato ( E*S) constituyen etapas diferentes [B6].
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La especificidad por sustrato puede resultar de estas dos etapas. Esto quiere decir,
gue primero la sPLA: debe unirse 8 la interfaz v cse paso de union interfacial tiene
efectos profundos en la catdlisis, A menos gue la sPLA; pueda unirse efectivamente a la

superficie del fosfolipido oo poded acceder al sustrate v gjercer su actividad.

E: enzima soluble
B+ 8 g *ES it BF «'ET 4P E*:enzima ligada a la interfaz -

2 sustrato
E*S: enzima unida al sustrato
- SO X E*F: enzima y producio
KE K LU P: pl'l:lductﬂ
" £ -+ PL (fosfolipido)

Figura 1.6 Hepresentacidn de catdlisis imterfacind per PLA ¢

Se ha observado que el rol del Ca** es fundamental para la catilisis de algunas
PLAz& [24], por lo que s¢ lo considera un cofactor esencial [B7] en la reaccion de
hidrilisis de fosfolipidos. Resuliados reportados por Jain y col. [B6], demuesiran que ¢
Ca’’ no es requerido para la union de PLA: a la interfaz (E*E*), es un cofactor
obligatorio  (sungue algunos autores consideran que  probablemente tampoco  sea
indispensable) para la unidn de la molécula de sustrato al sitio catalitico de la enzima en
la interfaz (E*+S-2E*S) v para el paso quimico en el ciclo catalitico. La etapa catalitica y
la etapa de union a la interfaz serian entonces, cinética v funcionalmente diferentes, La
preferencia por unad u otra imerfaz por parte de las sPLAjs estd asociada con la
interaccion a través de un sitio “i-foece:"que es diferente al sitio catalitico,

Por todo lo mencionado anteriormente, la concentracion de sustrato es importante
por dos motivos: 1) la concentracion en solucion (bulk) de encima, expresada en unidades
de moles/litro, controla la fraccidn de enzima en la interfaz, v por otro lado, i) fa fraccidn
molar de sustrato en la interfaz determina la probabilidad de encuentro del sustrato con la
enzima ¢n la interfaz, es decir, es la concentraciom de enzima unida, la efectiva, para
formar ¢l complejo de Michaelis-Menten. Por ello, la velocidad de hidrdlisic efectiva es
determinada no solo por el nimeroe de meléculas de sustrato en la interfaz relacionado a la
fraccion molar de sustrato, sino también por el equilibrio E < E* que depende de la

concentracion en solwcion (bulk) de enzima,
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Por otra parte, el sitio activo de fa sPLA- es funcionalmente v wopoldgicamente
diferente al sitio de reconocimiento interfacial (SR1 o “isface ™) 8 través del cual la
enzima se une al sustrato en la interfaz, La cotilisis es mediada por la His localizada en la
cavidad que es sccesible desde la “i-foce ™, Por lo tanto, la actividad ¥ la unidn de la
aPLA; a través de la “iface” al sustrato interfacial son reguladas por la concentracion de
enzima v sustrate, laz cargas v la hidratacwdn caracieristica determinadas por la
composicion, organizacion v dindmica de la interfaz donde actila. Estas caracteristicas
estan moduladas por ¢l sustrato, la presion lateral v las propiedades de separacion de [ase
y por factores fisicos como la temperatura. pH v la naturaleza y concentracion de ones.

Los lipidos de membrana pueden existir como gel rigido, donde estin muy juntos,
empaguetados, con poco movimiento posible; o bien en un estado de liquido cristaling
donde las moléculas en la bicapa estin mds apartadas, o que permile una mayor
dindmica. La hidrdlisis de fosfolipides, comteniendo  dcidos grasos saturados o
insaturados, catalizada por PLA; estd favorecids a temperaturas proximas a la de
fransicidn. Por debajo o por encima de esa temiperatura, la actividad de la enzimia se
reduce considerablemente. La cocxistencia de regiones ordenadas y desordenadas de
fosfolipidos que ocurre a la temperaturns de transicion puede ser o responsable en la
optimizacidn del prado de hidredlisis. Las irregularidades en el empaquetamiento de la
hicapa lipidica a esta emperatura puede favorecer la insercion de la enzima en la bicapa
[BE].

En investipaciones realizadas utilizando micelas v monocapas, las contribuciones
cinéticas v de equilibrio a la etapa E=*E* no son claramente discermibles. También en el
casp de bicapas fosfolipidicas, muchas de las anomaliss observadas en la cindtica de
PLA; se debe a una significativa y variable contribucion de la etapa E=E* al estado
estacionario del ciclo enzimatico. Asi, un perindo de latencia {fag fime) se visualiza en la
curva que representa el progreso de la reaccion de catdlisis llevada a cabo por PLA: de
pancreas porcino sobre vesiculas de PC, hecho que se explica sobre 12 base de la baja
afinidad hacia vesiculas de fosfolipidos switeriomicos [B9]. Sin embarpo, se une
estrechamente a vesfculas anidnicas donde lleva a cabo la hidrolisis en la imterfaz a una

velocidad relatrvamente mavor con respecto a vesiculas neutras,

1.2.7.4 Activacidn interfacial de PLA;
Los fosfolipidos generalmente se presentan en las células bajo la forma fisica de

membranas. S¢ ha demostrade que las enzimas lipoliticas del tipo sPLA; son
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considerablemente mas activas a nivel interfacial (sustrato agregado} que en solucion
(sustrato soluble) v también gue el comportamiento catalitico plobal de estas enzimas es
modulado por la organizacion v dinamica de las interfaces [26, 90].

Esia activacion interfacial configura un complejo fendmeno biofisico en el que la
etapa de unién a la superficie fosfolipidica regula la concentracion de enzima activa. En
el caso de PLA; actuando sobre fosfolipidos de cadena corta (C6-C3) se observa que
cuando el sustrato estd presente en estado monomérico ([S]=CMC) la actividad de la
enzima ¢s muy reducida, mientras que cuande [S[CMC. se produce un drdstico
incremento en la actividad PLA: [91]. Esta activacion interfacial indica que la superficie
lipido-agua de los agregados constituye un mejor sustrato que la solucidn molecular
(mondmeres). El aumento en la concentracién de mondmeros hasta alcanzar la CMC,
conduce a un cambio cualitativo desde el punto de vista fsicoguimico: la formacidn de
agregados.

Varias hipdtesis se plantearon inicialmente para tratar de explicar el brusco
incremento de la actividad que ocurre cuando una enzima lipolitica se asocia a interfaces.
Algunas  hipotesis se focalizaron en el sustrato miéntras que olfas consideraron

principaimentc a la enzima:

i} Elevada concentracion local de moléculas de sustrato.

i Disminucion de la energia de activacion dada por el estado de apregacion

del sustrato.

i) El estado de hidratacion del sustrato

iv)  Area por molécula de sustrato o presion de superficie (energia libre de la

superficie

vl Orientacion v cambio conformacional de la enzima a nivel de la interfase.

En cualguier caso la calidad de la interfaz actuaria como un potente regulador de
la actividad catalitica porgue las enzimas lipoliticas se asocian a interfaces mediante un
dominio especifico [91] como se menciond antériormente.

En estudios realizados por Kilby y col. (1995) [92] se sugirid que cambios
conformacionales a mivel del sitio sctivo de PLA;s, concretamente en la hélice N-terminal
y en una region rica en residuos Lys se relacionarian con la activacion de la enzima en
presencia de sustratos apregados. Mediante resonancia magnétics nuclear (NMR) se
reveld que ocurren cambios conformacionales en la molécula de PLA; durante la

activacidn interfacial [93]. También se indicd que la ocupacion del sitio de union de la
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enzima por acidos grasos de cadena larga, estimula la actividad catalitica de PLA3 debido
a cambios en la conformacion de la proteina ¥ no por complic un ol de “ancla™
hidrofibico en ln interaccidn con la superficie lipidica [94]. De todos modos, Ia
activacion de la enzima por asociacion a agregados fosfolipidicos es un fendmeno adn no
completamente clarificado.

Se han estudiado los efectos de los aniones en el progreso de la reaccion de
hidrilisis. Se observo que a concentraciones menores a (0.1 M vy en esta sccuencia de
efectividad: sulfato > clomero > tocianato. los aniones en la fase acuosa se unen a la

ENZIMa ¥ estos compiten con la interfaz anidnica para unir la enzima.

1.2.7.5 Teorig del canal hidrofiihice v la superficie de reconacimiento intevfacial

se sabe que el sustrato debe penctrar 15 A desde su posicion en lu interfaz para
unirse al sitio catalitico de la sPLA; unida a la imerfaz (ver esquema en Figura 1.7) La
especificidad aparente por sustrato de s sPLA; es una combinacion de la
intrefae/superficie  de  reconocimiento vy especificidad  por el sitio  catalitico.
Operacionalmente, dos caracteristicas estruciurales de PLA; son de interds funcicnal: el
sitio catalitico v la microsuperficie de reconocimiento interfacial (SRI). Todas las sPLAs
poseen la misma arguitecturs a nivel del sitio catalitico (His-Asp) pero difieren en los
residuos de aminoacidos que conforman la SR [26]. Scott v col. [65), de acuerdo con la
teorig del canal hidrofdbico, postularon que la molécula de fosfolipido que sufre la
redccion de hidrolisis abandona previamente ¢l agrepado v aleanea el sitio catalitico por
difusidn facilitada a través de un canal hidrofdbico cuva apertura se encuentra en la SRL
Sole sustratos que siguen dicha ruta de acceso quedan adecuadamente posicionados para
la candlisis (Figura 1.7). La SRI consiste en un anillo de cadenas laterales positivamente
cargadas rodeando un canal hidrofdbico gue conduce a un sitio active localizade
centralmente [65]. La asociacion a la interfaz mediante la SRI parece involucrar
mteraceiones coulombicas y puente hidrogeno, acopladas con efectos hidrofohicos que
permitirian alejar una gran area superficial plana, de la fase acuosa [26].

Este modo de acceso es requerido para la accidn enzimédtica oplima y puede
ocurrit stlo a nivel de la interfaz. Los fosfolipidos en estado monomérico (no existe
interfaz en ese caso) carecen de a posibilidad de utilizar la via descripta para alcanzar |a
superficie catalitica. Dado que la adsorcién de la enzima a la interfaz de sustrato puede
ser distinguida cinéticamente de la unidn de una molécula de fosfolipido al sitio catalitico,

es posible analizar las cualidades de una interfaz en forma separada del proceso de
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seleccion de sustrato v la guimica de la catalisis. En este sentido, se sabe gue una
superficie discreta de la proteina estd involucrada en el proceso de adsorcidn interfacial.
De Hass v col. [95] mediante la realizaciin de mutaciones v modificaciones guimicas en
PLA- de pancreas bovino, sugirieron gque el dominio de unidn interfacial es una porcidn
de la superficie de la proteina cuyo centro se ubica en la apertura del canal hidrofdbico,
Dicha superficic consiste en un anillo de cadenas laterales positivamente cargadas
rodeando al canal hidrofobico que contiene en el centro al sitio active His [65]. La union,
la permanencia v la orientacion de las PLAs a mivel de la interfaz lipido-agua estaria

gobernada por fuerzas electrostiticas e hidrofdbicas que operan en dicha superficie [659].

PLA?
"

ML

Figura 1.7 Reprresentactdn esguemdiica def canal kdeafdiloo gue lusteg a nreracelds
productiva entre una motecule dePLA; p un fosfolipido gue forma parte del agrepado,

En ese senbido, se reportaron estudios de ravos X de la estructura cnstalina de
PLA; MNava naja napo a los efecios de clarificar la unidn de la enzima a un fosfolipido
componente de una interfaz. Aparentemente, solo 9-10 carbonos de la cadena sw-2
interactian con la encima. mientras que el resto de la cadena presumiblemente permanece

inseria en la interfaz [24].

1.2.7.6 Do modos de catdlisis interfacial extremay de PLA: Saltatorio v, Adherido

Se sabe que la forma soluble de la PLA; sufre un brusco incremento de la
actividad en presencia de interfases lipidicas, fendmeno que se denomina activacion
imerfacial [65, 91]. Primeramente, la enzima se adsorbe a la superficie lipidica v luege
tiene lugar la etapa catalitica desarrollando dos modos caracteristicos de accidn: adheride
{o scooting) [86] o saltatorie (o hoppang) [96]. La enzima actuard de uno u otro modo
dependiendo del tipo de PLA; (pancredtica. de venenos, erc.). de las caracteristicas del

fosfolipido empleado como sustrato, del estado fisicoguimice del mismo (algunas PLA:S
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se adsorben preferentemente &8 PL en estado pel v otras a sustratos en estado lguido
cristaling) y de las condiciones experimentales.

En el modo adherndo {o scooting), PLA; actia adsorbida (Figura 1.8) a la
superficie de los agregados desarrollando numeroses ciclos cataliticos sin abandonar la
superficie (reaccion procesiva) [96] hasta que todo el sustrato en la capa externa de la
vesicula que contiene la enzima es hidrolizado, Debido a que PLA; no se desorbe del
agrepado, solo seran hidrolizados fosfolipidos ubicados en la monocapa externa de la

vesicula,

Figara .8 Repreventocivn de catdfivis inferfacial e medo adlieride n.trr.w.ri'r:lg

Este modo de catalisis adherido, se sabe gue ocurre cuando las PLA; tenen gran
afinidad por agregados constituidos por fostolipidos aniomicos, como es el caso de la
PLAs pancredtica. Sin embargo, si se aumenta la fuerza ionica. los fones positivos sc
aproximarin a la superficie negativa interrumpiendo la imeraccion entre la enzima v el
sustrato. Por esta razdn las enzimas no podrdn actuar de este modo.,

En ¢! modo adherido, la enzima permaneceria asociada a la superficie del
agregado vy la hidrolisis |legaria a un valor maximo cuyo limite estaria dado por la
proporcidn de fostolipide en la monocapa externa de la vesicula. Sin embargo esto seria
viable si existiera una cantidad de moléculas de PLA; eguivalenie al nimero de vesiculas,
PLA; s6lo tiene acceso a la monocapa externa y su adsorcion o5 cuasi imeversible, por lo
que sile hidroliza susirato en dicha monocapa. La ventaja de estudiar 1a catilisis en este
mado, reside en que la etapa de asociacion a la superficie no estd incluida en el estado
estacionario del ciclo catalitico dentro de la interfase. Por lo tanto. la velocidad global de
la reaccidn de hidedlisis no estard influenciada por la adscrcion v la desorcion de PLAS
entre los ciclos caraliticos,

En el demominado modo sallatorio {0 hopping), PLA; se desplaza de una vesicula hacia

otra durante ¢l ciclo catalitico. De esta forma la enzima puede hidrolizar todo el sustrato
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disponible [96]. Al incrementar la fuerza ionica o disminuir ¢l pH, de manera de que
prevalezea la especie no disociada del dcido. o bien conociendo la temperatura de
transicion del sustrato para desfavorecer ln adsorcion de la PLA» a la superficie de la
interfaz, se estard promoviendo este modo de actuar [1]. La figura 1.9 ilustra
esquernidticamente la catihsis interfacinl en el modo saltatono, En el caso de Tostolipidos
zwiteribnicos, prevalece la actividad de la enzima sPLA: en el modo hopping o

saltatorin”

Figurn 1.9 Reprevantacidn de catdlisis imerfacial en mods saltatoris o hopping

En este caso, la velocidad global del ciclo catalitico incluve las velocidades del
proceso de desorcion y adsorcion. complicando el andlisis.

Esios distintos modos de accion de PLA; se ven reflejados en los respectivos
graficos de actividad en funcidn del tiempo. En el caso del modo adherido, se obtendria
un grafico hiperbolico, mientras que en el modo saltatorio se produce un aumento brusco
de In pendiente luego de un comienzo similar al adherido. Esta diferencia tiene que ver
con la capacidad que posee PLA: para desplazarse de una vesicula a otra en determinadas
condiciones expenimentales [1].

En el mode adherido cuando la relacidn vesicula/enzima es =5 hay como maximo
una molécula de enzima por vesicula. Si fa afinidad de PLA2 hacia la vesicula es elevada,
la enzima unida no abandona el agregado ain cuando todo el sustrato en la monocapa
externa es hidrolizado, Entonces, el exceso de agregados no es hidrolizado por la enzima
presente & menos gue las vesiculas puedan fusionarse o que la enzima sea forzada a un
mtercambio intervesicular.

Por otro lado, durante la catdlisis en ¢l modo salatonio, la enzima se desorbe de la
superficie del agregado v asi 1odas las vesiculas son hidrolizadas completamente adn si la

relacion vesicula enzima es >,
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En principio si la relacién vesicula‘enzima es muy grande. la enzima no se
desplaza hacia. ofras  vesiculas. Mo obstante, modificando cienas  condiciones
experimentales en funcion de las caracteristicas del fosfolipide usado como sustrato vio el
tipo de PLA: (pancredtica, bovina, de veneno, de planta. etc), es posible favorecer uno v
otro modo de accion de PLA- [69]. En general, todo squello que favorezea la adsorcion
de la enzima a la superficie del agregado llevard o una secidn en el modo adhendo.

1.3 Auxinas
1.3.1 Definicidn

El términe “auxina™ deriva de lo palabra priega “auxein™ que significa “crecer”.
Es por ello que los compuestos se consideran gencralmente muxinas si pueden ser
caracterizados por su capacidad para inducir la elongacion celular en wallos o se asemejan
al dcido indolacético (la primera auxina aislada) en la actividad fisiolégica Las auxinas
suclen afectar otros procesos, pero esla caracteristica se considera critica para todas las
auxinas v "ayuda" a definir la hormona.

La denominacién genérica “auxina™ abarca 8 un conjunto de hormonas que se
encuentran en plantas ¥ que se¢ asemejan estructural o funcionalmente al triptofano,
Dentro de esta familia de ftohormonas, uno de los principales grupos es ¢l de la clase de
compuestos basados en ¢l anille indol, hidrdfobo, enlazade a la cadena de hidrocarbure
de un acide acétice (IAA) o deido propidnico (IPA), respectivamente (Figura 1.10).

El acido indol acético {LAA) fue la primera auxina natural identificada v hoy ¢s

considerada la principal hormona en plantas.

LB
o]
§ OH
; g
hoido indsl areticn Acido indal propidaico

Figura 1.10 Fitehormonay de Ta familic de los euxinas

1.3.2 Importancia Biolagica

Las suxinas son fitohormonas vegetales producidas por las plantas para acelerar,
inhibir o modificar su crecimiento en respuesta a la gravedad o los estimulos luminosos.
En las planmas, el crecimiento s¢ comtrola durante la division celular, la elongacion celular

y la diferenciacion celular, v estas hormonas pueden afectar a cuslquiera o 4 todos estos
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procesos [97]. va que tienen influencia en el control de las respuestas de crecimiento y
desarrollo en plantas. Desde un punto de vista de toda la planta, la auxina juega un papel
esencial en los procesos fales como la dominencia apical, la formacion de raices
laterales/adventicia, tropismos . desarrollo, diferenciacion vascular, embriogénesis [98],
gametopgénesis, crecimiento de las plintulas. patrdn vascular v desarrollo de las flores [61,
991

El dcido indol-3-acétice (1AA) es la auxina mds abundante v potente de origen
natural activa en las plantas superiores [100], controla una variedad de procesos de
desarrollo v tiene profundos efectos en ¢l crecimiento de plantas [101], Ejerce el control
de muchos procesos de desamollo importantes en plantas, incluyendo la division celular v
la expansion celular, la diferenciacion del tejido vascular, iniciacion de las raices, la
dominancia apical, las respuestas gravitropica v fototropicas, la florscion, la maduracidn
del fruto, senescencia foliar, v caida de hojas v frutos [102-104). 5S¢ sabe gue las
aplicaciones de 1AA 0 auxinas sintéticas a las plantas cauwsan cambios profundos en

crecimiento de la planta y el desarrolio [105].

I.3.3 Antecedentes de estimulaciin de la actividad PLA: por auxinas

Como se comentd anteriormente, las PLA;s ldrolizan glicerofosfolipidos en la
posicion se-2 con la consecuente liberacion de dcidos grasos libres v lisofosfolipidos, La
velocidad de hidrdlisis depende de propiedades fisicoquimicas de la membrana fales
como: curvaturs de  la  membrana, composicion  de  lipidos, alte grado de
empaguetamiento, longimd de la cadena de lipidos, ¥ carga presente en el grupo de la
cabeza polar. Ademas, como se menciond mas arriba, las sPLAjs desempefian un rol
importante en la transduccion de sefiales ya que regulan proteinas v procesos cclulares [4,
106], v probablemente, estin implicados en la sefalizacion de fosTolipidos, ya que hay
datos reportados en otros organismos [107, 108].

Un rapido aumento en la actividad de PLA: se verifico por primera vez al tratar
microsomas aislados v cultivos celulares con auxinas [107-113] v, luego, el trabajo fue
continuado con microsomas aislados de segmentos de hipocotilos [26]. Ademas, se
reportd que la adicion de dcido indol-acético: dcido 2.4-diclorofenoxiacético o acido a-
naftil-acético a células cultivadas de soja (Giveine max) incrementaron la actividad PLA,

[42]. También se estimuld la conversion de fosfolipidos a lisotosfolipidos “m vive”™ e “in

Y Un iropisme es |n lendencin de uma plants pora crecer haces o lepos de alpes v los dos estimulos princpoles que la
cpetean en lap planess som bar v gravedad | goamopems)
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vitre™ en membranas aisladas de calabacin (Cucurbita pepo) [ 106]. Se sabe que PLA; es
un mediador en ¢l crecimiento de elongacion de plantas inducido por auxinas [114].

La comcentracion de suxina fisiologica es entre 20 nM v 1uM v la activacion se
abservo dentro de | min después de la aplicacion de la auxina [107, [15] 0 5 min [115]
dependiendo del méwdo de aplicacion. Se observd que los dcidos grasos liberados v
lisoderivados son potenciales sepundos mensajeros en la accidn de auxinas. Ademds.
mientras que bajas concentraciones de [AA estimulan el crecimiento v desarrollo de la
planta [ 104], las altas concentraciones pucden ser toxicas para la planta [116]. Por lo tanto
un control cuidadoso de la concentracion de IAA es importante para el desammollo
apropiado de [n planta.

5S¢ sabe que en el medio bioldgico, las enzimas actdan (recueniemente en
asociacion hidrofobica vio electrostatica a las membranas [117]. Cerca de la mitad de la
proteina en las células estd asociada a membranas v, especificamente, en el caso de las
fosfolipasas, sctdan frecuentemente asociadas a membranas biologicas [26]. La
interaccion con ligandos puede verse afectada por cambios conformacionales en la
molécula de proteing. comoe una consecuencia de la inmovilizacion [98], Un concepto
comin en la teoria regulatoria del crecimiento en plantas. es la inferaccion proteina-
auxina y ¢n este sentido se ha propuesto que ¢l mecanismo de accidn de las auxinas
implica una aspcigcion a proteinas [100]). Ademas, se ho estudiado una PLA; activada por
auxing v los resultados mostraron gue la presencia de una glicoproteina unida a la
membrana participaria en la activacion. Sin embarge. ningdn mecanismo por ¢l cual las
auxinas producen activacion sPLA:z sc ha establecido firmemente hasta hoy.

Al presentar estas fitohormonas un comportamiento hidrofabico, pueden penetrar
en monocapas [levando a cabo cambios en las propiedades de la misma, va que se unen al
hidrocarburo v regiones del grupo presente en Ian cabeza de los fosfolipidos. Hay
antecedentes que muestran que IAA penetra en la monocapa de DPPC causando su

expansion [118].

1.3.4 Receptores de auxinas

Hay mucha literature gue reportan acerca de la existencia de receptores para
auxinas. Scherer basa su teoria de auxina ¥ PLA: en dog receptores. Uno denominado
ABPI (Auxin Binding Protein 1), extracelular, que ha sido sugendo como uno de los
receptores de auxinas [ 119, 120] e intracelutar, como TIR1, que se encuentra en el nicleo

[121] {Figura 1.11), Sin embrago, hasta hoy, poco se sabe sobre el mecanismo v el efecto



Capitulo | INTRODUCCION

de las auxinas en su refacion con la activacion sPLAss v una investigacion mas profunda
25 NECesara.

Parece muy posible gue los metabolitos generados por sPLAsn, acidos grasos
libres (AGL) v / o lisofosfolipidos, gjercen efectos en las funciones relacionadas con el
transporte de vesiculas de membrana, gue son la base para el ransporie de auxinas. Por
olro lado, es dificil imaginar como las enzimas sPLA;s pueden ser activadas por un
receptor en el lado extracitosdlico de las membranas de Golgi en dictiosomas [52]. A
pesar de que ABPI también se encuentra en el lado extracitosolico de ER vy de la
membrana plasmdtica, no existe un paradipma de transmision de sefial conocida para
sugerir la activacion post-traduccional de una enzima extracitosolica. En resumen,
mientras que po s¢ puedan sefialar receptores, la transeripeion ! traduccion parece ser el
mecanisma de activacion de sPLA;[122].

ABPI lue una de las pnmeras profeinas caracterizadas que s¢ unen a auxina y se
la vio implicada como un receptor para un nimero de respuestas de auxina. Se propuso
que ABPI actha en la superficie celular para activar la sefializacion citoplasmatica. Su
principal actividad aparentemente se basa en influir en los acontecimientos gue ocurren
en la membrana plasmaética. 51 embargo, ain después de casi 40 afios del descubrimiento
de ABP1, su funciom molecular sigue siendo poco clara [123]

Es una proteina que reside en el RE (esta siempre dentro del lumen de las
vesiculas secretoras) ¥ que es secretada (en pequefias cantidades) a la matriz extracelular.
Tras la secrecion. se convierte en extracelular. donde el pH dcido permite la unidn a
auxina con una alta atinidad. Es por eso que el pH ez un parimetro ¢ritico para la afinidad
de ABP1 por las auxinas. A un pH cercano a 7.0 (como es el pH del RE) la afimdad por
auxinas es muy haja, mientras que una afinidad alta se encontrd a un pH de 3.5, el cual es
un pH tipico de la matriz extracelular ( Figura 1.11) [123].

Por otro lado, TIRI es un regulador de genes inducido por auxina bien conocido.
Se sabe que la regulacidn ranseripeional iniciada por TIR1 de los genes inducidos por
auxinas depende de cambios en la concentracion de auxing.

Las proteinas PIN situadas en membrana plasmdtica son importantes en la
regulacion de la concentracién de auxina citosélica (participan del eflujo de auxinas)

[122], mientras que las proteinas AUX estdn involucradas en el influjo de auxinas.

- 5.1
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Flgura 1.11 Muodebo de funciones de fosfolipasas en las sefiales de transduccion de
muakines ¥ receptores de auxinas. TIR] (abajo en el ndcleo} vy ABPI (mitad superior. en
membrana). ARF, FACTOR de RESPUESTA a ALNXIM; Aux / [AA auxing | profeinas
de agde ndelacEicn: CRDPK, prnlzinn qui:nm-:q ::Il:m-dep&rﬂ'il:ﬂl.:-; K2, caseina
quinasad; CPRY, quinasad dependicntes de caleio; LPX. lisolipido; PA. deido fosfatidico:
FDK 1, quinasaldependiente de fosfolipidos; PIN, transportador de eflupo de auxing;
PINGID, prodeina quinasa; PPLA, patatina-fosfolipasa &; FPLA-], patating relacionada
fosfolipasa A-1; PLD, |a fosfolipasa D sPLA;. fosfolipasa A secretonia; Adapado de
[122].
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1.4 Hipdresis

En proyectes anteriores en el grupo del Dr. Ricardo Madoery (Facultad de
Crencias Agropecuarias, UNC) se ha investigado la catdlisis de PLA.g de venenos en
forma soluble e inmovilizada en soportes sélidos [124-127). Reécientemnente, ha sido
aislada, purificada parcialmente v caracterizada bioguimicamente una nueva enzima
PLA; presente en semilla de soja (Glueine max) [42, 128], La enzima desarrollé elevada
actividad catalitica hacia vesiculas multilaminares (VML) anidnicas de fosfolipidos de
lecitina de soja. El estudio cinético con VML reveld un comportamiento michaeliano,
indicando que PLA; soja podria actuar en modo hopping de catilisis interfacial [42],
Estos comportamientos interfaciales diferentes, por cjemple con respecto a PLA;
pancredtica, podrian relacionarse con diferencias estructurales entre las SRI de sPLAS
Cilveine max v aguella fosfolipasa, paradipma de las sPLA>. En ésta dltima. un callar
catidmico gue rodea el acceso al sitio activo, interactia fuertemente con superficies
lipidicas anionicas,

Se plantes la hipotesis: “La actividad interfacial de PLA: de soja (Glycine max)
estd relacionada con la presencia de isoespecies de PLA; con sitio catalitico His, v las
caracteristicas estructurales y cataliticas son compatibles con PLA:s scerctoras de

animales v venenos™,

1.5 Objetivas

Los lisofosfolipidos, productos de reaccidn en Ia hidrdlisis de fosfolipidos. son
bioemulsionantes de gran interds para lags industrias alimentaria v farmacéutica. La
reaccidn catalizada por PLA; es la dnica forma de obtener sn-2 lisoderivados ya que la
hioconversion es estereoespecifica.

Las PLAy% de distintas fuentes difieren en la denominada microsuperficie de
reconocimiento interfacial, la cual define las propiedades cataliticas interfaciales. El
objetivo general en este proyecto es estudiar las propiedades de asociacion interfacial de
una PLA; de soja (Glveine max) de tipo secretorio (sPLA:), a los efectos de generar un
conocimiento fundamental para optimizar ¢l potencial catalitico de esta enzima.

El objetive especifico es obtener informacion acerca de aspectos estructurales v cinéticos
relacionados con las propiedades de asociacion interfacial de sPLA: soja (Glycine max)

que controlan el potencial catalitico de dicha sPLA; en la bioconversion de fosfolipidos.
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En rasgos generales, a los fines de cumplir con el objetive especifico, en este trabajo de

Tesis s¢ plantearon los siguientes objetivos, a los fines de contribuir al conocimiento de

las sPL A= presentes en (rlveing max;

iy

Determinar las secuencia’s de la’s sPLA; presenies en Glyvcine max tanto
nucleotidica como protéica.

Determinar la existencia de dominios funcionales conservados entre las enzimas
Ubicar a la's sSPLA./s de soja en el contexto de la superfamilia de las sPLAzs
Determinar las condiciones optimas para la catalisis en la bioconversion de
fosfolipidos a lisoderivados.

Determunar la estructura 3D de sPLA; de Glyeine max.

Definir los residucs que estdn implicados en el reconocimiento interfacial de la
sPLA: Crlveine mrax.

Obtener las proteinas recombinantes activas v sin aminoacidos extra en el extremao
N-terminal.

Estudiar propiedades de catilisis de las sPLA:s de Glycine max utilizando
sistemas micelas de membrana

Evaluar la afinidad de sPLA; Glveine max por sustratos con diferente grupo de
cabeza polar.

Estudiar ¢l efecto estimulador de las auxinas sobre la actividad de las GmsPLAs.
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"Tode lugar estd a distancia de ir caminando. . .,

5i Henes el tiempo necesario”

Steven Wright
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CAPITULO 2. EXPERIMENTAL

2.1, Materiales: reactives y soluciones

Dentro de los reactivos empleados se encuentran: Triton X-100 fue adguindo a
Sigma Chem. Co, (81, Lowis, MO, EE UL, isopropil-l-tio-f-D-galactopirandsido (IFTG)
v ampiciling de Promega (Madison, W1, EE.ULL). Ni-NTA sefarosa se adquing a GE
Healthcare, EE.UL, El acido indol-3-acético ([AA) se adquind a Research Organics, Inc.
(Cleveland, Ohio, EE.ULL) v el indol-3-il-propiénico (IPA) se adquirid a BDH division
quimica de laboratorio (Londres, Inglaterra). Todos los reactivos fueron de la mas alta
calidad para andlisis. Los solventes organicos ufilizados fueron cloroformo (CHCI),
metanol (CH-OH) v etanol, todos de Merck (Argentina) de calidad HPLC. La enzima
empleada como control fue PLA; de pancreas porcino de Sigma- Aldrich (51, Louis, MO,
EE.LL)). Los lipidos (Figura 2.1} de cadena definida empleados fueron todes adquiridos
de Avanti Polar-Lipids { Birmingham. AL EE.LULT).

DLPC (1, 2-dilauroil-sn-glicero-2-fosfocoling o dilauroilfosfatidileolina)

Muw-g T

i
W o g~
o
DLPG (1. 2-dilauroil-sn-glicero-3-fosfo.{ 1 -pac-glicerol) {=al de sodio)

dilauroil fosfatidilgliceral}

Www.rrd” i . ¢

DLPE {1 2-dilauroil-sn-glicero-3-tosfoetanolaming o dilauroilfosfatidiletanolamina )

M j
i o

DLPA (1, 2-dilauroil-sie-glicero-3-fosfote (sal de sodio) o dilauroilfosfatidico)
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Figura 2.1 Estructuras v fdennulas de los ipides erpleades,
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Todas las soluciones empleadas s¢ realizaron con agua Mili Q) (tension superficial
72.8 mN.m”, resistividad de 18,2 M£2).

2.2 Métodas y Fundamenrtacion Tedrica
2.2.1 Andlivis Bininformuitico: estudios in silico
2.2.1.1 Badsqueda de genes sPLA; putativos en el genoma de Glycine max

Los métodos de bisqueda de secuencias en bases de datos se basan en el
alincamiento ¥ smulitud significativia entre lo secuencia problema ( "guery”) ¥ las
secuencias deposiladas en las bases de daws. El algoritmoe mis utilizado de bosqueda de
secuencias &8 ol BLAST (Basic Local Alignment Search Toof), que permie la
identificacion de dominios v secuencias homélogas entré distintas especics. Una de las
aplicaciones de BLAST mas hahituales es |a bisqueda bioinformatica (in sifico) de genes
de fos que solo se conoce la funcion de la proteina, utilizando como sondas genes o
profeinas homdlogas de otros organismos. Hay que tener én cuenta gue la secuencia de
aminodcidos esld mds conservada que la de nucledudoes, por eso e usa generalmente
comao sonda la secuencia de aminodcidos.

En este trabajo de Tesis, s¢ creo una base de datos local con “formardh ™ [129] en
la cual se realizd una bisqueda TBLASTM, la cual busca secuencias de nucleotidos
utilizando secuencias de proteinags como molde o templado, en 1o base de dawos de ARNm
de Glhycine max (hipfwww plantgdb orgGmGDEB) con el objeto de  hallar los penes
probables que codifican para lalas sPLA;/s. Como templados se utilizaron secuencias de
sPLALs reportados previamente para Arahidopsiv, [as cuales fueron descargadas de la

base de datoz UniProtKB (http:/Svww uniprot orghelpiuniprotkh).

2.2 1.2 Anilisis de secuencias

Una vez halladas las secuencias de nucledtidos putativos de sPLAqs de Glyane
max {s0jal, las mismas fueron descargadas de la base de datos de Glyveine max disponible
(hetp:/'www . plantgdborg/GmGDB/). Las secuencias de las proteinas para las cuales
codifican los genes hallados (CDS), =¢ identificaron deduciendo los ORFz (marco de
lectura abierto) de las mismas en sus 3 marcos de lectura uvsando el servidor
hope/Swewews ncbi. nlm.nihgovigorfgorf html, - Finalmente 1as secuencias se sometieron a
analisis funcional de proteinas utilizando PFAM [130] v FROSTE [131] para determinar
la existencia de motivos conservados, Las modificaciones postraduccionales se analizaron

mediante ¢l use de: signalf® para la prediccion de la topologia [132], ProtParam [131]
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con el objeto de determinar los puntos isoeléctiricos. Las secuencias de ADN completas y
la informacion referente a los genes (cantidad de exones. intrones, en que Cromosoma se

encuentra cada 1soespecie) fueron hallados en htipz fweww . phyvtoseme.net,

2.2.1.3 Comparacicn y andlisis de secucncias
Para poder comparar secoencias, se debe proceder siempre primero a realizar su
alineamiento, va gue se debe asepurar de que se estan realizando comparaciones entre
homéloges, es decir, que proceden de un ancestro comin. Debe de quedar elaro que
similitud v homologia son cosas diferentes. Similitud es parecido, v se suele medir en
porcentaje (cantidad de aminodcidos “parecidos”. no idénticos, ya que cuando son
idénticos estamos hablando de “identidad™). El concepto de homalogia es evolutivo, ¢
implica descendencia a pantir de un ancestro comin. La homologia no se mide de forma
cuantitativa, como la similitud: o se ¢s homdlogo o no e es.
Los metodos para comparar dos secuencias se pueden agrupar en dos grandes grupos:
o Global: comparacion de dos secuencias en toda su lengitud. tratandoe de obtener el
mejor alincamiento posible. En general son aplicables a secuencias mas o menos
parecidas v de longitudes similares,
* Local: comparacion de pequefios fragmentos (“palabras®) de las dos secuencias en
toda su longitud, ratando de obtener ¢l mejor alineamiento posible. Son aplicables
a secuencias con grados diferentes de similitud o con longinedes diferentes. La

mayoria de los bidlogos utilizan este tipo de métodos.

Las secuencias de las proteinas maduras fueron alineados utilizando Clusral X
[133] mediante un alineamiento maltiple de secuencias (alineamiento de mas de dos
secuencias). El método de alineamiento fue global, al fgual que el método empleado para
analizar ¢l grado de similitudes ¢ identidades utilizando el software MatGAT 2,0 [134)
También se realizaron alineamientos locales por ejemplo al realizar ¢l andlisis de estas

secuencias usando el servidor en linea SeguenceLOGO | 135].

2.2. 1.4 Andfixis filogenético
2.2.1.4.1 Secuencias empleaday para armar ¢l drbol filogenético

Para ¢l andlisis de flogenia se emplearon las secuencias ya conocidas de sPLAs
de plantas, las cuales fueron previemente alincadas empleando el programa Clustal X
(version 1.64b} [133]. Las secuencias v sus respectivos nimmeros de accesos (1) de

Genbank de proteinas son los siguientes: clavel (AFO64732), maiz (EU968759), isoforma
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1 {AJ2IET16) v -11 (AJ238117) de amoe e isofvrmas -0 (AY136317), -f (AF541915), -
{AY 1483460 v -6 (AY 148447 de Arubidopsis v tabaco (AB190177). mientras que para
las soformas de Glveine maxy som: GmsPLA-X1A-1 (ACUIGS2300, GmsPLA-XIA-2
(ACU18951), OmsPLA-XIB-1  (ACUI9400), GmsPLA-XIB-2 (ACUI5282),
CrmsP LAR-XIB-3 {ACL2434 1),

2.2.1.4.2 Programa PHYLIP

El arbel filogenético se construvd mediante andlisis de parsimonia’ utilizando €
paquete del software PHYLIP V3i63a [136). Se empled una PLA: de rata (Q90QZT3)
como raiz (o grupo control: en inglés: outgroup) que es una secuenci de ls que se sabe
que solamente estd relacionada de lorma distante con las sccuencias de interés a
mvestigar. Ademas, permite lograr mejores resultados en el andlisis ya que solo
secuencias dentro de la misma especie pero con una relacion filogenética lejana puedan,
51 correspondicse, ser introducidas dentro del mismo grupo. La distribucion de las sPLAzs
se obtuvo mediante la realizacion de 1000 replicaciones boatstrap.

Para exportar el documento que se genera como “tree” al emplear el programa
PHYLIP v poder obscrvar graficamente el arbol filogenético, sc empled el programa
Figrree vi.4.2 (Rambau A-2003) que ¢ una aplicacion que se puede emplear en linea

i hitp:tree. bioced ac.uk/software figiree!)

2.1 1.5 Modelado por homologiu y dindmica molecular

Esta parte del trabajo de Tesis se desarrolld en colaboracion con ef Dr, Marcos
Villareal (Departamento de Matematica v Fisica de la Facultad de Ciencias Quimicas,
UNC). gquien posee los conocimientos de las 1éenicas v los equipamientos necesarios para

realizar los andlisis computacionales que se mencionan en esta seccion.

2.2 LA T Constroceiin de da extroctira iridimensional de GrisPLA=XTA-]

Se construvd un modelo inicial para la GmsPLA;-XIA-1 empleando el servidor de
I-TASSER, que comhina el threading v ¢l modelado ab initio para la prediccion de la
estructura [137, 138]. Este servidor ha sido clasificado como el servidor nimeroe uno, eén
las Gltimas competiciones de prediccion de estructura CASP [139], El templado principal
que se ufilizo para ¢l modelado de la estructura fue el reportado para la 1soforma 11 de

5

1] meftode de mdExima porsimone en lo reconstmacesin fikopenoien lene como abscting o basgueda ¢ adentificacion
ey un porssbli debal Dilapenites gque wgogrs <0 rmdnor e d eventos eyvolulevos (s de cambois evolunosi
mara dar explhicacian o os progeses o femdmendas ol noades,
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sPLA; de arroz (Ovyea safiva) (AP ID: 2ZWGT). El templado, tiene una idemidad del 40%
en la secuencia ¥ una cobertura de 0,97 (definida como el nimero de residuos alineados
dividido la longitud de |a proteina “guery™). El modelo creado tiene un C-score de 1.29
El C-seore evalia la calidad del modelo, v por lo general estd en un rango [140], en el que
una puntuaciin mas alta refleja un modelo de mejor cahidad. En general, los modelos con
un C-score > - 1,5 tienen un plegamiento correcto [137]), El C-score obtenido indica que
el modele es de alta calidad, con una desviacion estimada (RMSD) de la estructura
expenmental de (1,18 = 0,15 nm. La superposicion del modelo generado con la estructura
cristalina de la sPLA: de armoz muestra un RMSD de 0,07 nm (ver Capitulo 3, Figura.
1.6).

2.2 1.5.2 La dindmica mlecular

Los campos de fuerza que se emplearon para el modelado de la proteina fueron
GROMOS56a3 [141) v AMBERS9SB [142]. El modelo de agua empleado fue SPCE
[143] para las simulaciones con campo de fuerza GROMOS y TIP3[144) para las
simulaciones con AMBER, Los parametros pars los iones Ca™* en la simulacién con el
campo de fuerza GROMOS fueron los propuestos por Project v col.[145] mientras que
los pardmetros para Ca'’ por defecto se utilizaron en el campo de fuerza AMBER. Las
cadenas laterales de los aminodcidos fueron cargadas de acuerdo con el pKa de cada
aminoacido libre en solucion acupsa, Considerando un pH de 7, la carga total de la
proteing fue 0, Para wdos los cases se considerd la presencia de un 1on Ca®* v dos ones
Cl" para obtener un sistema eléctricamente neutro. Las interacciones electrostdticas se
manejaron con la version SPME de las sumas de Ewald [146, 147). Los seteos para el
método SPME fueron los sipuientes: un espacio real de corte de 0.9 nm., un mtervalo de
rejilla {grid spacing) de 0,12 nm v una interpolacion cobica. En todas las simulaciones, se
asumits una permitivided dieléctrica de | ¥ las interacciones de van der Waals fueron
separgdas 1.2 nm. Las simulaciones se llevaron a cabo en el conjunto TNF utilizando el
alportmo de reescala de velocidad para el termostato [148] y el bardstato de Berendsen
[149]. La proteina v el disolvente se acoplaron por separado a un bafio de temperatura con
una temperatura de referencia de 310K v una constante de relajacion de 0.3 picosegundos.
La presidn se mantuvo constante mediante ¢l acoplanmento a la presion de referencia de |
bir con una constante de relajacion de 2.0 picosegundos. Las uniones en la proteina se
limitaron utilizando el algoritmo LINCS [150]; para laz uniones y uniones de dngulo de
las moléculas de agua = utilizd el algoritmo SETTLE [151]. El paso de tiempo para la
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integracion de la ecuncion de movimiento fue 2 de femtosegundos con el campo de fuerza
AMBER y 5 femtosegundos con €l campo de fuerza GROMOS debido al uso de sitios
virtuales (implicitos) en los itomos de hidrogeno polares de la proteina [152]. En total se
realizaron siete simulaciones diferentes, con un tiempo acumulado de mas de 700
nanosepundos. La histe de no umdos fue actualizada cada 20 femtosegundos. Para liberar
enfrentamientos  estéricos  (clashes) hemos realizado 1000 ciclos de gradiente
descendente antes de la simulacion. Antes de cada corrida de produccion, se realizaron
una serie de 4 pasos de equilibrado de 500 picosegundos cada uno, aplicando
restricciones de posicion a todos los atomos en la proteina. Las fuerzas de restriccion
fueron 1.000, GO0, 200, v 75k)/nm’ en cads paso de equilibrado, respectivamente. Cada
cormida, va sea de equilibrio o de produccion. se inicio con un conjunio diferente de
velocidades iniciales con ¢l in de producir diferentes travectorias, Se analizo ¢l contenido
de estructura secundaria de la proteina wilizande el programa DSSP reportado por kabsh
v Bander [153]). El comacto entre dos dtomos esta definido si los mismos se encuentran
separados por (1.4 nm o menos. Con esta definicion, no hay moléculas de agua que puedan
ser colocadas entre el par de dtomos que estan interaccionando. Las simulaciones y parte
del andlisis de las trayectorias se realizaron utilizando el paguete del software de
GROMACS 4.0.7 [154, 155).

2.2.2, Congtruccidn de fas proveings recombinamies: GmsPLA-XTA-1 y -XIB-2
2.2.2.1 Sistema de elonado y expresidn de profeinas en procariotas

La forma madura de las proteinas GmsPLA-X1A-1 v -X1B-2 se obtuvoe mediante
amplificacion de la region del gen que codifica para la comrespondiente proteina madura,
sin gl fragmento que comresponde al péptido sefial. El gen amplificado mediante PCR
{rcaccion cn cadena de la polimerasa) fue insertado en el vector pGEMTeasy (Figura
2.2A), a partir del cual loego se logrd exitosamente la obtencion de gran cantidad de
copias en el sistemna hospedador Ecofi, Luego s procedid a la digestion del vector con
las enzimas de restriccion para liberar ¢l gen v subclonarlo en el sistema de expresion
PHUE el cual fue previamente digendo con las mismas enzimas de restriccion (Figura

2.2B).
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Figura 2.2 Fecfor de clomade plGEM Teasy v veclor de expresion pHUE, A) Dibupo
esquamatico del vector pGEM Teasy. B) Mapa del plasmide pHUE mosirando |a regibn
cadificanie de ubiquitina (L'h) {caja blarcal, promoter Tpolimerasa (iridngulo negro) ¥
alras regiones {cajas sombreadas) Las flechas ndican la direccitn de la tramseripeion.
Los sitios de bas enzimas de restriceidm demtro ded sitio de matiple clonado (MSC) se
encuentran listados ¥ oS siftos de recomocimieno Gtiles en el wector también se
mucstran. En la pane inferior se muesira la secuencia de ADMN v proteinag codificada del
extremos 5'v 37 de ln regidon codificonie de ubiquiting mostrundo el sitie Sacll disefado
(swbrayado) conteniendo a los codones Lea 73, Arg T4 v Gliv T3 v el polilinker 3°.

S¢ eligit cste sistema de expresion procariota, ya gue el mismo, como cualguier
sistema de expresion procariota, es facil de wansformar. crece ripidamente en un medio
de cultive con requerimientos simples v tiene la ventaja de ser barato y requiere de
equipamiento simple come el gue se dispone en cualquier laboratorio estdndar. Ademds.
este sistema ha sido ampliamente utilizado para sobreexpresar sPLA:5 provenientes de
diferentes fuentes. No obstante, laz bacterias no son capaces de llevar a cabo
modificaciones post-traslacionales. por lo que muchas proteinas. se producen de mancra
insoluble e inactiva siendo almacenadas por las células de E.coli como cuerpos de

inclusicm, Este es el caso de las sPLA;s, las cuales no pueden ser expresadas en £.coli con
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el plegamiento correclo debido al alto nimers de puentes disulfuro en su estructura. Este
problema se soluciona expresando la proteina de imends fusionada a olras proteinas que
aumentan su solubilidad, como es ¢l caso de la ubiquitina (LUh) que se encuentra presente
en el sistema pHUE a emplearse en este trabajo de Tesis. Este sistemna permite que la
proteina se exprese fusionada con colas de histidina-ubiquitina (His (6)-Ub), ¥ se ha visto
previgmente que es una (écnica muy buena para aumentar significativamente el

rendimiento de proteinas expresadas v que son inestables [156]

2.2.2.2 PCR y obtencidn de plasmidos de olonado y expresiin

La estrategia utibzada para producir la profeing recombinante His(6)-Lb-
GmsPLA:-XIA-1 v XIB-2, consistid en fusionar la prodeina de interés con la fraccion del
gen gue codifica para ubiguiting (Ub) la cual se encuentra subclonada en el vector de
expresion pHUE construido y donado por Ann-Maree Catanzariti ¥ col, [156]. La fusion
de las proteinas de interés a Ub se puede generar utihizando el sito Sacll, que ha sido
generado en el extremo 3 del fragmento de ADN de la misma. Para ello, el frngmento de
DNA a ligar debe codificar para los residuos Gly75-Gly76 de Ub (Figura 2.2B), que son
esenciales para ¢l clivaje. Las secuencias maduras se obtuvieron mediante amplificacion
por PCR de los genes de interdés wsando cebadores disefindos como se recomienda en
[156], con la extension §CTC-CGC-GGT-GGT, que codifica para Leu73, ArgT4, Glv7s,
Gly76, que contiene el sitio Sacll v usando como templado o molde ¢f ADNe de los
clones donpdos por el Plant Genomics, J. Craig Venter Institut (ICVI) {Clon "ICVI-
FlgM-10D19",Genbank BT092274, para GmsPLA-XIA-1 v el clon "ICVI-FlgM-708",
CenBank BTO91171 para GmsPLAz-X1B-2}. En ambos casos, la PCR se lHevd a cabo
utilizando 50 ng de molde ¥y GoTag ADN polimernsa (Promega, W1, EEULL). Para
OmsPLA--X1A- 1. el porerama wtilizado en el Termociclador fue de 33 ciclos que costan

de: 10 minuos a 95°C para la  desnaturalizacion  inicial, *9°C 40s para la
desnaturalizacion, 40s con gradiente de temperaturas de “annealing” gue consta de [0
ciclos o 45°C, 8 ciclos a 48°C v 15 ciclos a 53°C, bagado en el valor de la Tm de los
cehadores v 60 s & 72°C para la polimerizacion, wtilizando un cebador delantere 5 -
eeCCGOGGTGOATCCGATCAGGCAAACTGCAGCACC- 37 v un cebadoer inverso 5
MaAAGCTTAATGAGGAACGGAGTC- 3', Para GmsPLA.-XIB-2, el programa

empleado en el termociclador fue de: 33 ciclos de 5 minulos a 95°C para la

desnaturalizacion inicial, 94°C  durante | min para la desnaturalizacion, 1 min de

pradiente de temperaturas de “annealing” gue consta de 10 ciclos a 48°C v 25 ciclos &
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55%C, de acuerdo al valor de Tm de los cebadores v | min a 72°C para la polimerizacion.
utilizando un cebador directo 5" -ecCCGCGGTOGAGCGAACATAGGAGCTGAAACC
- 3" que contiene una Ala en lugar de una leucina aguas abajo de la profeina Lib (Figura
238 SeCUcncia inferior) ¥ un cehador inverso 5-
1aaAAGCTTCTATGGCTTGTGGAGAACTCTT- 3. Los productos amplificados se
analizaron y se separaron empleando gel de agarosa al 1%, se escindieron y se eluyeron
empleando Promega Wizard 8V Gel v PCR Clean-UpSystem (Promega, W1 EEUL.
Finalmente estos fragmentos se clonaron en vector pGEM-Teasy (Promega, WL EE.ULY,
v s¢ ansformaron bactenas E.codi XL1 Blue. Los clones positivos se seleccionaron de
acuerdo con el protocolo del fabricante, El ADN del plismido se purificd a partir de
clones posmivos con el kit de Purificacion de ADN plasmidico de The Wizard ® Sistema
S8V 06 (Promega. W1, EEULLYL. El plismido construido fue digendo con enzimas de
restriccion Sacll (Promega, W1, EEULL.) v Hind 111 (Promega. W1, EEUUL v el
fragmento que codifica para la Ub-GmsPLA-X1A-1 v -XIB-2 fueron postenormente
purificados a partir de gel de agarosa al 1% como se menciond anleriormente ¥ se
subclonaron en el vector de expresion pHUE. Los plasmidos resuliantes se transformaron
en £.coli BL21 (DE). El ADN del plasmido se purificd después de seleccionar los clones
positivos utilizando ZR plismido MiniprepTM-Classic (£ymo INVESTIGACION, CA,

EE.ULT} para ser enviados a secuenciar.

2.2.3 Secuenciacidn de nucledvidos

La exactitud de las secuencias de nucledtidos de las construcciones fue venficada
mediante  secuenciacidn de ADN de los plismidos construides empleando un
secuencigdor de ADMN automatizado 3730XL (Applied Biosystems, Umiversidad de
Chicagao). Para ello se emplearon diferentes set de primers. Los primers empleados para el
secuenciagmiento del plismido pGemTeasy conteniendo al gen de interés fueron: MI3F v
MI13R, Los pimers empleados para el secuenciamiento del plasmide pHUE en el que se
encuentra ¢l gen de interés fusionado a Ub fueron: T7short F v B La secuencia de estos
primers estd contenida dentro de la secuencia de los vectores aguas arriba v abajo del
MCS (sitio de maltple clonado), permitiendo conocer los nucledtidos presentes aguas
arriba y aguas abajo del producto de PCR o fragmento clonado.

Las secuencias completas de los constructos secuenciados se muestran en las
Fignras 23 A v 23 B
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CGmsPLA-X1A-1-pGemTeasy (355 nt)
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OmaPLA-XIB-2-pGem Teasy (396 ni)
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His (6)-Ub-GmsPLA-X1A-1-PHUE {373 mt =196 a4)
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His (6)-Ub-GmsPLA;-XIB-2-PHLUE (615 nt -210 aa)
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Figura 2.3, A} Secnencta de AN de lox constractos G PLA ~pGEM Teasy. En rojo se

muesnn las secuencias nueeleotidicas de las GmsPLASS que han sado elonadas dentro del

vector paEM T Teasy. B) Secuencia de ADN de los constrnctos Ub-GunsPLA-pHUE. En

la. parie supenor se encuendra grficada In secuencin para Ub-GmisPLA - X1A-1-pHLUIE,

La regidn que codifica parn uhiguitina muestra el sitio de restriccién parn Sacll, el cual se

muestra en gns. Enogris clare se muestra la secuencia de ADMN que codifica para la

proteina madum GmsPLA=XIA-1 con ¢l codién de stop v el sitio de resiriceion parm

Hirsdlll. Los sitios de restriccion estdn. subravados v en letra negrita. Con un tidnguio se

malestra el sithe domde comienzs |a secuencia de GmsPLA-X1A-1. En la pare inferior s=

encuentrd la weceencia del constructo que eontieng la proleing recombinante -

GrsPLA-XIB-2-pHUE. En 1a secuencia de ADM, la regidn que codifica para whiquitina

fverde] muestra el sitio de restriccitn Sacll, En naronps ze muestrn |2 secuencin gue

codificn para la protedng madurs GmsPLAS-XIB-2. con el coddn de tefminacibn v el silio

Hirsd 11
2.2.4 Expresidn de protefnas recombinantes GrmsPLAgs

Los genes  ensamblados  (Ub-GmsPLA:-XIA-1 v Ub-GmsPLA:-XIB-2)
subclonados en el vector de expresion pHUE, fueron transformados electroguimicamente
en la cepa de Ecoli BL21 (DE3) empleando medio LB (Luria Bertani) fresco como
medio de cultivo v colocado a crecer en un agitador a 37°C durante 30 minutos. Luego las
hacterias trasformadas con los respectivos plasmidos, se dispusieron en placas de petri
conteniendo medio de cultive LB slido con ampicilina (100 mg/mL) e incubadas 24 hs a
37°C. Luepo una colonia fue seleccionada para inocular un cultivo madre en 3 mL de
LB/ampicilina { 100 mg/mL} toda la noche a 37°C.

Previamente a realizar la purificacién de las proteinas, se realizd un chequeo para
determinar si las mismas se hallaban en la fraccion soluble o en la fraccién que
corresponde a los cuerpos de inclusion, va que de este doto depende la metodologia a
emplear para obtener las proteinas solubles. Para ello, se largan dos cultivos de 1mL de
LB con ampicilina {100 mg/mL) a pantir de 200 pL del cultivo madre que se dejo toda la
nioche hasta una DO (densidad dptica) de 0.6-0.8 (600 nm) se womaron 800 pl. de cada
uno de los cultivos v se centrifugaron a 3000 rpm, guardando el pellet que es donde se
encuentran las proteinas. El otre cultivo se indujo con 1mM de IPTG, se dejo 3 hsa 37°C,
luego se centrifugd a 3000 rpm v se guardd el pellet, Ambos pellets, comrespondientes a la
fraccion sin inducir ¥ con induccion, fueron resuspendidos en PBS1X y centrifugados a
3000 rpm. De esta forma, se obtuvieron dos fracciones: la fraccion soluble v la fraccion
que corresponde a los cuerpos de inclusion, La Figora 2.4 muestra una comida
electroforética en un gel de SDS-PAGE las fracciones de sobrenadante (soluble) v del
pellet (cuerpos de inclusion). Como se pucde observar las proteinas GmsPLAs se

encuentran reclutadas en los cuerpos de inclusion,
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L] Fratoatn iokstle

LGP LAs. =

Figura 24 Eo fo porfe superior se pucestran fa farcolbn sobrenadaiiie oor i sin
indwectin v en fo parte fnfevior, la froccidn pellet con p vin indwccion. Linea 1= Ub-
GrePLA-XIA-1 en cuerpos de inelusion con mduccion, Linea 2- Ub-GmisPLA - X1A-]
en cuerpos de inclusidn sin induceidn, Ling 3- Ub-GmsPLA-XIA-L en fraceitn soluble
con induceidn. Linea 4- Uh-GmsPLA-X1A-1 en Fraceion seluble an mdaccidn

Por lo tanto, con estos datos, se procedid a obtener las proteinas de inmterés fuera de
los cuerpos de inclusion. Para ello, un alicuota (1 mL) del cultive que se de)d toda la
noche s¢ inoculd en 100 mL de medio de cultive LB ampicilina (100 mg'ml.), el cual se
eodocd en un agitador a 37°C, Cuando la densidad optica o 600 nm alcanzd un valor entre
0,6-0.8, la expresion de la proteing se indujo mediante la adicion de IPTG (isopropil-1-
tio-fi-D-palactopirandsido) a una concentracion Ninal de 1| mM v se incubd durante 4 h a
370 Las células bacterianas se recogeron por centrifugacion a SN rpm a 4°C. Dado
gue las proteinas de fusidn se encuentran presentes en los cuerpos de inelusion, se elimina
el sobrenadante quedando el precipitado (pellet) donde se encuentra la proteina agregada.
El primer paso para obtener la proteina soluble, se basd en resuspender el precipitado en
solucion de lisis conteniendo 2 mL de sucrosa 25% en Tris'HCl 50 mM pH 8, 45.6 pL
EDTA 0.44 M, 40 pL Lizosima (10 mg'mL), 1.4 pl. p-mercaptoetanol, 50 ul. NaCl 4M y
sc deja 30 min en hielo para que setie la lizosima. Luego se realizaron 4 ciclos de
friovcalor colocando la mezcla en nitrdgeno liquido durante 5 minutos ¥ luego 5 minutos a
hafo maria a 37°C. De esta forma la solucidn adguind una consistencia gomosa debido a
la hiberacion del ADM. Be procede a agregar 4 pL DMAsa (5 pg/pLl), 4 pl RMAsza (5
pgiul), 8.6 ul MgCl: 1M, se dejd actuar 30 min a temperatura ambiente y se centrifugd a
L0080 rpm durante 20 min. Se elimind el sobrenadante v el pellet se resuspendid en 2 mL
de solucién de lavado 1, compuesta de 1 mL de solucion buffer 2X (Trizma base 100
mM, f-mercaptoetanol 20 mM y 10 mM EDTA en agua MiliQ) v 1| mL de aguaMih(). 5e
homogenizd v se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. S¢ nuevamente el sobrenadante
v el pellet se trato con 4 mL de solucion de lavado 2 compuesta por 2 mL bufter 2X, 0,48
g de wrea, 0,08 mL de Triton X-100 ¥ 1.4 mL de agua MiliQ). Se homogenizo v se
centrifugo a 10000 rpm durante |0 min, eliminindose ¢l sobrenadante v el pellet obtenido
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finalmente tratado con 2 mL de solucion de solubilizacion de cuerpos de inclusion {BM
Cidn HCl (Cloruro de Guanidinmio), 200 pM -meércapioetanol) y colocado a 4°C en
heladera durante 24hs, dado que con los pasos antenores se eliminaron muchas proteinas
bacterianas solubles v debris celular, pero aun fa proteina de interés se encuentra en los

cuerpos de inclusion.

2.3.5 Metodalogfu de purificacian de proteinas: Cromatografia de afinidad por niguel
2.3.5.1 Fundamento de la técnica

La cromatografia de afinidad es una técnica gue se basa en €l retraso de la elucion
de alguna macromolécula en particular, debido a la interaccion, especifica v reversible,
que s¢ presenta entre csa maolécula de interés con alguna molécula particular que es
mmaovilizada en un soporte solido (a esta particula se le conoce como “ligando™),
permitiendo asi la separacion de moléculas diferentes presentes én una misma muestra.
La eolumna de afinidad absorbe Gnicamente de la muestra los componentes que presentan
afinidad por los ligandos acoplados al soporte cromatografico. La interaccion de estas dos
moléculas es similar a la que se presenta entre una enzima ¥ su sustralo, Durante finales
de los 602 v principios de los T0s se escribieron los primercs trabajos que tomaban en
cuenta esta interaccion para separar proteinas especificas, La cromatografia de afinidad ha
sido una hemramienta de ecnomme importancia para el aislamiento, purificacion v
caracterizacion de diversas macromoléculas ya que ofrece la mavor selectividad v
especilicidad. Cuando el compuesto retenide es eluido, se consiguen niveles de pureza
considerables, gracias a la clevada selectividad de estas interacciones de afinidad. Las
resinas poliméricas son quimica y fisicamente estables, siendo resistentes a los alagues
microbianos, dimensionalmente estables frente a los cambios de pH v compatibles con
muchos disolvenes organicos. Ademas. se ha usado amplinmente para determinar
diferentes pardmetros que rigen la interaccidon de dos macromoléculas: constantes de
asociacidn, de disociacion, concentracion méximas vy minimas de susiratos, entre otras
[157, 158]. Esta técnica permite obtener la proteina de interés concentrada en una
determinada fraccion/es.

Posiblemente el uso mis comin de |z cromatografiz de afinidad es para ln
purificacion de proteinas recombinantes. En este caso, las proteinas (llamadas proteina de
fusion) son modificadas genéticamente con el fin de permitir que sea seleccionada por la

alimdad por el ligando de unidm.
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En este trabajo de Tesis doctoral 2 utilizd la propiedad de la hexahistidina, la cual
se encuentra fusionada a las proteinas de fusion. Las etiquetas de His tienen una elevada
afinidad por niguel o cobalw, los coales se encuentran inmovilizados mediante la
formacion de enlaces covalentes coordinados con un guelante {sephadex ) incorporado en
la fase estacionaria en la columna. Para la elucion, se emplea una cantidad en exceso de
un compuesto capaz de actuar como un ligande de ion metdlico, tal como el imidazol.

El sistema de expresidn gque se empled en este trabajo de Tesis, consta de un
vector de expresion ¢l cual asegura una mayor cantidad de proteina madura que luego de
la escision con LSP2ec ne contiene aminodcidos extra en su extremo N-terminal, Este
vector ademds de ofrecer el gen que codifica para Ub, el cual asegura que no haya ningin
aminodeido extra en el N-terminal de la proteina madura, adiciona 6 residuos de His en el
extremo N-terminal de la Ub, permitiendo su postérior recuperacion €n columna de
niguel. Esta metodologia explota le gran afinidad que presenta el niguel por los residuos
de His (v de Cys).

2.3.5.2 Purificacidin de proteinas GresPLAx

Las proteinas recombinantes His (6FUb-GmsPLAss s purificaron mediante
cromatografia de afimidad por niquel, valiéndose de la atinidad de las His presentes en la
protelna recombinante por el metal inmovilizado, que en este caso es niguel, bajo
condiciones desnaturalizantes.

La columna fue preparada con 0.5 mL de resina sepharosa {Chelating Sepharose
™ GE Healthcare, EE.UU) la cual se lavé con | mL de agua MiliQ, luego se le adiciond
ImL de NiSy 0,2 M v se deji 30 minwos en vuelia al mundo girando para permitir gue
miés maléculas de niguel interactien con la resina. Luego se lavé con 2.5 mL de agua
miliQ), 2,5 mL de solucidn conteniendn NaCl 0.2 M v 0,02 M de deido acético y
finalmente se equilibrd con 1.5 mL de bulfer de unidn (Gdn HCl 6 M), Luego se hizo
pasar 1.5 mL de sobrenadante obienido de la solubilizacion de los cuerpos de inclusion.
Para recuperar las proteinas presentes en la muestra, [as mismas se eluyen de la resina en
fracoiones de 0,5 mL de solucidn conteniendo Tris-HCI 50 mM pH 8, 6 M Gdn. HCI con
gradiente conteniendo entre 50-250 mM de imidazol. Las proteinas de interés quedan
retenidas en la fraccion de 250 mM imidazol.

Las fracciones seleccionadas se reunieron v diluyeron 1:10 para llevar la
concentracion de GdnHCl a una concentracion de 0.6 M, Luego se digirieron las

muestras con enzima USP2ee deubiquitinasa a 37°C durante toda la noche (relacion
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molar peptidasa‘enzima 1:100), La escision se produce después de que el residuo de
glicing final en <l -términal carboxilo de Ub independientemente del aminodcido
inmediatamente siguiente en la secuencia cambie. La proteasa permite la escision de |a
Ub de la promeing deseada. asi como su eliminacion selectiva de la reaccion de escision,
junto con cualquier proteina de fusidn no escindida, v cualquier contaminante
copurificado, dejando la proteina deseada como el dnico producto soluble que eluve en la
fraccidn sin retener en la columna, dado que no contiene las His para ser retenida en la
columna, Muevamente se realizd un paso final de purificacion para aislar el producto
escindido de la mezcla de reaccion de escision mediante el use de resina de niguel bajo
las mizmas condiciones que se menciond anteriormente, excepio que ahora el buffer de
unién contiene 0,6 M Gdn HCI. En Ia Figura 2.5 se puede observar un esquema de los
pasos de purificacion. Cabe destacar que a veces la proteina permanece adherida al niquel
de la columna mediante sus cisteinas. eluvendo en fracciones como puede ser la que
contiene 50 mM de imidazol, Las fracciones donde se encuentra la proteina recombinante

son agrupadas vy se dializan durante 4 dias a 4°C frente 8 un tampon que contiene Tris-
HC1 50 mM pH 8. cisteina 10 mM ¥ 1 mM de CaCly (buffer de renaturalizacion).
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Figura 3.5 Esquenta ce bos pasos seguidos para ba purificaciin por cromatografia de
afinidad por niguel

Luego las muestras se concentraron hasta una concentracion de aproximadamente
Img‘'ml empleande una bomba de vacio. La pureza final de las GmsPLA:s fue
aproximadamentie del 95% seglin lo determinado por electroforesis SDS-PAGE (ver
Capitulo 4).

El
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La enzima dehubiquitilante, USP2ee. fue disefiada por Ann-Maree Catanzariti y
col. a pantir de una DUB {enzima deubiquitinasa) proveniente de raton, la cual también se
coloed en el vector pHUE. se expresd y se purificd como Poli-His-DUE, La peptidasa
6H-USP2ce se expresd en cultives de Ecoli BL21 (DE3) transformados con el constructo
pHUsp2ec donado amablemente por Ann-Maree Catanzariti v se purificd adicionalmente

mediante €l use de cromatografia de afinidad de niquel (ver ref. [156]).

2.3.6 Electroforesis SDS-PAGE

Se realizd clectroforesis en gel de poliscrilamida al 15% en condiciones
reductoras, sipuiendo el métode de Laemmli [159], con ¢l fin de determinar la presencia
de las proteinas de interés en las fracciones eluidas de la columna de afinidad v [levar a
cabo un seguimiento de las mismas en los pasos tanto de purificacion como de
solubilizacion de ceerpos de inclusion a partir de les masas moleculares esperadas para
las proteinas presentes en la mezela, Las condiciones de corrida electroforética fueron 50
minutos a 160 mA, Las proteinas se visualizaron con tincion brillante de azul de
Coomassie R-250,

2.3.7 Semi-Cuanrificacidn de priveinas

Los geles obtenidos de las corridas electroforéticas fueron escaneados v las
imagencs digitales fueron importadas. Las bandas comespondientes a las GmsPLAzs
purificadas fueron semi-cuantificadas empleando el software PhotoshopCSs  (Adobe
Photoshop), midiendo las imensidades de las mismas, ¥ comparindaolas, de acuerdo con
su escala de grises, con albimina de suero bovine (BSA) empleada como estandar de

acuerde  con  hitp) Tukenlber oreindes_php 200001 1 anal veing - pels-and-westerin-blots-

with-image-j. De esta forma se pudo conocer la masa aproximada de proteina presenie en
la muestra y calcular las concentraciones aproximadas de proteina a emplear en cada
ensiyo. Cabe destacar, gue a pesar de que los mélodos de purificacion se siguieron paso a
paso, no siempre se recuperd la misma cantidad de proteing soluble activa en cada
proceso completo. ya que la cantidad de proteina gue se obtiene correctamente plegada es
dificil de controlar. Sim embarge, en los ensayos donde se establecieron comparaciones
empleando diferentes condiciones para una misma enzima, se empled ¢l mismo lote de

profeina,
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2.3.8 Especirometria de Masa y Secuenciocidn de profefna

La masa molecular correcta se determing medianie espectrometria de masa
MALDI-TOF-TOF 4800 Plus (Applied Biosystems), Previamente se realizd una
purificacidn de la muestra mediante cromatografia de HPLC semipreparativa a los fines
de conocer ¢l grado de pureza de la muestra.

La secucncia correcta del N-terminal se determind mediante degradacion de
FEdman's automatizads empleando un secuenciador automatico de proteina 477A
{Applied Biosystems) equipado con un sistema en linea de HPLC [130A. Estos estudios
fueron realizados por el Laboratorio Wacional de Servicios en Péptidos v Proteinas
{LAMNAIS PROEM) de la UBA. CONICET, Buenos Aires, Argentina.

24. Estrategias para el estudin cinético de sPLA =

En el dizefio de experimentos con PLA.S deben considerarse basicamente tres
aspectos: 1) sustrato (clase de fosfolipido). ii) estado fisicoguimice del mismo v iii)
método de deteccion compatible con las caracteristicas anteriores [3].

Se emplean diacil-fosfolipidos, gue son derivados del L-gheerol 3- fosfato v
contienen dos acidos prasos con grupos hidroxilos esterificados en las posiciones sn-f
{predominantemente saturado) v sn-2 (generalmente insaturado). Los fosfolipidos se
clasificen & su vez de acuerdo & las caracteristicas de los grupos gue conforman |a cabeza
polar, Dicha zona polar estd compuests de un grupo fosfato esterificado 8 un esqueleto
glicerol ¥ a uno de los siguientes restos polares (X): colina, etanolaming, inositol, senina o
glicerol. Los fosfolipidos que presemtan una sola cadena de acido graso se denominan
lisnfostolipidos ¥ son metabolitos producidos en la hidrdlisis de aquellos.

La cabeza polar influye notoriamente sobre las propiedades fisicas de los
fosfolipidos. Fosfatidileolina (PC) v fosfatidiletanolaming (PE) son zwiterionicos a pH
neutro. mientras que el dcido fosfatidico (PA), fosfatidilserina (PS), fosfatdilglicerol
{PG) y fosfatidilinesitel (P1) son anidnices [3].

En este wrabajo de Tesis se emplearon como sustrato lipidos de cadena media
{Figura 1.1). como el di-lauroil (C12). que no se encuentran en el medio natural y son
obienidos por via sinlética.

Los fosfolipidos, compuestos anfipdticos. existen en diversos estados de
agregacion en medio acuoso. La clase de agregado depende de la estructura molecular del
lipido, de la temperatura, proporcion de agua y presencia de ctros solventes. En la Figura

2.6 s¢ muesiran de manera esquemdtica algunas de las formas de apregados que pueden
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adoptar los fosfolipidos en agun v que fueron empleados como sustrato en diversos

experimentos ¢n este trabajo de Tesis,

i A

pua

Momocapa
Kcela

Figura Lo Diversos estndos fisicogqoimicos de fosfolipidos empleados cono sustrata.

En las secciones que siguen 8 continuacion se describe ¢l empleo de un métndo
hidrolitico indirecto clasico para screening ¥ un sistena mas simple v controlado coma
pueden ser las monocapas ¢ las micelas para lo deferminacion de la aclividad sPLA; con
sus caracteristicas cinéticas,

El sistema de micelas mixtas fosfolipido-Triton X-100 ha sido extensamente
estudiado [ 160]. v es en principio. el mis adecuado de los sistemas experimentales para el
estudio cinético de sPLA;s debido a la mayor regularidad en el tamaiio de los agregados.
Se ha demostrado, ademas, que el intercambio de fosfolipido en la micela mixta es rapido
v que el contenido de fosfolipido no constituye un Tactor limitante de la velocidad en la
hidralisis de fosfolipidos [161]

2 0 Métados de determinacion de la actividad sPLA ;
2400 Determinacian indirecta de la acrividad sPLA:

Con el objeto de chequear en las etapas miciales de la purificacion tanto la
presencia como la renaturalizacidén (o correcto plegamiento) de las GmsPLAgs, la
actividad se determing indirectamente mediante andlisis directo de la actividad
hemolitica. Este ensayvo consta de una placa de Petnn contemendo una mezcla de agarPC
de huevo:sangre preparado siguiendo las indicaciones como s describe en [ 162)], Para la
preparacion de las placas se tomaron 1,2 ml de eritrocitos humanos (donados por el
Banco de Sangre de la Universidad Nacional de Cérdoba, Cordoba, Argentina) los cuales
se lavaron cuatro veces con solucion salina ( PBS1IX pH 7.4), 1.2 mL de solucion de PC
de yema de huevo diluidal:3 en solucidn salina (PBS1X pH 7.41 ¥ 1 mL de solucidn 0,01
M de CaCl;, los cuales se adicionaron a 100 ml. de agar 1% (P/V) disuelto en tampon
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PBS I X pH 7.4, previamente calentado a 30°C, v se adiciond azida sddica. La mezcla se
disperso en placas de Petri (20 mL en cada una) de plastico v se dejd gelificar. Lucgo, sc
realizaron huecos cilindricos de 3 mm de diametro en los cuales se colocaron 15ul. de
cada muestra a ser analizada. Después de 18 b de incubacidn a 37 C, se observan
visualmente los didmetros de los halos hemoliticos. El halo formado es indicativo de
hidrilisis indirecta de los fosfolipidos que se encuentran en la yema (v por ende de
sctividad sPLA:) ya que los lisofosfolipidos liberados actian como  detergentes
produciends ln hidrolisis de la membrana de los plébulos rojos. El tampdn de
renaturalizacion se utilizd como control negativo asi como la proteina de fusidn, mientras

que como contrel positive se utilizd sPLA: pancreatica,

2.4. 1.2 Ensayo colorimétrico: caantificaciin de doidos grasos libres

La actividad sPLA; se determind utilizando micelas mixtas de DLPC/ Triton X-
| O (relacion molar |:4) v se cuantifico la cantidad de acidos grasos hberados a partir de
DLPC de scuerdo con [163] mediante el empleo del Kit NEFA-HRE (2) adapiado (WARKO
Pure Chemical Industries, Japon). La mezcla de ensayo se compuso de DLPC § mM,
Tritén X-100 20 mM, CaCly 10 mM v Trs-HCl 10 mM pH 8 en un volumen total de
reaccion de 30 pl., Todos los ensayos se realizaron a 37°C y a un tiempo de 5 minutos. La
preparacion del sustrato se llevd a cabo disolviendo cantidades apropiadas de DLPC en |
ml de cloroformo/metanol (2:1, V/V), secando con gas Nz y posteriormente colocando en
campana de vacio durante toda la noche. La pelicula de lipido luego se disolvic en 10
mM Tris-HCI pH 8 conteniendo 20 mM, Triwdn X-100 y CaCl: 10 mM por agitacidn
durante 15 min a 40°C. La reaccidn se inicié mediante la adicién de enzima purificada a
partir de una solucién madre. La reaccion se detiene por adicion de & pl. de EDTA {acido
etildiaminotetraacético) 0.5 M. La actividad se determind a partir de los acidos grasos
liberados como se ha descrito anteriormenie, de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
con una relacion alterada de reactivos/muestra (36 pl. de muestra, 125 pl de reactivo A y
62 pL de reactivo B, La absorbancia del complejo que se forma (Figura 2.7) se midid a
550 nm utihzando acido oleico como estandar. La actividad se expresd como pmol de
aeido praso liberado por minuto por mg de proteing (pmolmin’.mg'). Todos los
expenmentos se realizaron al menos por duplicado v los resultados informados como la
media £ SD.
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2.4.2 Determinacidn de las condiciones dptimas de actividad
2420 Medicidn de la velocidad inicial

Con el fin de definir el intervalo de velocidad inicial (Vg), la enzima se incubd
durante 1-40 minutos a 37°C con la micela mixta de DLPC-Trton X-104). Se¢ retiraron
alicuotas de 30 pL después del tiempo de incubacion deseado y los dcidos grasos
liberados se cuantificaron como se menciond anteriormente, Se determind que hasta 10
minutos se esta trabajando en condiciones de velocidad inicial, selecciondndose un
tiempo de 5 minutos para la determinacion de las caracteristicas bioguimicas de las
GmsPLAss. La actividad de la enzima mostrd una dependencia lineal con la
concentracion de 0.13 pM v 023 uM para OmsPLA,-XIA-1 v GmsPLA,-XIB-2,

respectivamente, Todos los experimentos se realizaron al menos por duplicado.

2.4.2.2 Determinacian de los condiciones dptimas para fo cotalisis
2.4.2.2.1 pH dptimos

Para definir el rango de pH optimo para la actividad de las GinsPLAs, se
utilizaron diferentes buflers a una concentracion final de 25 mM para preparar las micelas
mixtas de DLPC Triten X-100 (1:4); tampin MES (pH 3 y 6), tampdn Trizma hase (pH 7
y B) v tampdn de plicina-NaOH (pH 9}, Las enzimas (2,66 pg/ml de GmsPLAs-XIA-]1 ¥
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1.07 pg/mL de GmsPLA;-XIB-2, respectivamente) se incubaron con las micelas mixtas
en las soluciones tampdn comespondientes contemendoe CaCl: 10 mM durante 5 minutos
a 37°C v luego se ensayaron como se menciona arriba. Con fos datos obtenidos se graficd
actividad vs. pH,

2.4.2.2.2 Temperatura dptima

Con la idea de determinar la temperatura optima, las enzimas se incubaron con
micelas mixtas de DLPC/ Triton X-100 en tampon Tris-HCl 10mM pH 8. conteniendo
CaCl: 10mM durante 5 mineios, vanando la temperatura entre 20°C y 90°C, Se
determind la cantidad de acidos grasos generades como se describio anteriormente. Con

los datos ohtenidos se graficd actividad vy, temperatura (°C).

24.2.2.3 Efecra de calcie en fa preservacian o Ta esfructura frenfe a la fem perafiirg
Para determinar |a estabilidad de la estructura de ln enzima GmsPLA:-X1A-1
{1.75 pg/ml) al calentar la misma a 60°C, s¢ ensayaron tres condiciones diferentes,
siempre incubadas con micelas mixtas de DLPC/Triton X-100 en tampon Tris-HC1 10
mM pH & v : 1) con CaCl; 10 mM para determinar la actividad normal de la enzima
{como comrol); i) com EDTA 10 mM para quelar los iones de Ca” presentes en la
muestra durante | minuto a temperatura ambiente previamente a la incubacion con las
micelas mixtas v, iii) a la enzimas pretratadas con EDTA 10 mM (punto 1i), se adiciona
nuevaments un exceso de CaCly 10 mM v se dejo actuar durante 5 minutos con la idea de
recuperir la actividad. Pam cada condiciom ensavada se determind la cantidad de acidos

grascs hberados como se menciona mas arriba,

1.4.2.2.4 Regquerimiento de caleio dptima

Para |a determinacion del requerimiento optimo de ealeio. las enzimas se
incubaron con las micelas mixtas de DLPC/Tritdn X-100 en tampdén Tris-HC1 10 mM pH
8,0, conteniendo concentraciones crecientes de CaCl: que van de 0,1 a 4 mM, durante 5
min & 37°C. Los acides grasos liberados se cuantificaron utilizando el kit NEFA-HR
como se describe més armba. Con los datos obtenidos se graficd Actividad ws.

concentracidn de caleio.

2.4.2.3 Determinacidn de los Pardmertros cinéricos
Para la determinacion de las constantes cineticas, las velocidades tmciales (Vi) de

reaccion s¢ determinaron como sc describe anteriormente empleando concentraciones de
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sustrato en el rango de D a 6 mM vde O e 18 mM para GmsPLA:-X1A-1 (1.5 pg/mL) en
DLPC y DLPG, respectivamente, v de 0 a 4 mM para GmsPLA-XIB-2 (2,66 pg/ml.}
tanto en DLPC como DLPG, wilizandoe buffer Tris-HCI 10 mM pH 8. conteniendo NaCl
100 mM y CaCly 10 mM durante 5 minutos a 37°C. Cabe aclarar que una concentracion
de 3 mM de CaClz (bien por encima del dptime hallado para nuestras enzimas, ver Figura
5.1D) en vez de 10 mM empleado rutinariamente, se utilizd para prevenir turbidez en las
muestras conteniendo altas concentraciones de DLPG.

El procesamiento de los datos experimentales v |o determinacion de los
parametros cinélicos aparentes: Ky (Constante de Michaelis-Menten) y Vi (Velocidad
Mixima) fueron llevados a cabo a partir de los datos obtenidos de las curvas de sustrato
(velocidades miciales vs. Concentracién de sustrato] vy posterior analisis mediante
regresion no lineal wtilizando el formalismo de Michaelis-Menten mediante €1 uso del
programa Sigma Plot 10,0, La eficiencia catalitica de cada enzima se determind mediante

la refacion entre Vi v Ku[87].

2.4. 2.4 Determinacion de la preferencia de sustrato que difieren en su cabeza polar

Para dilucidar la preferencia por sustrato de ambas GmsPLA-s, se utilizaron
sustratos con la misma longitud de cadena pero con diferentes grupos en la cabeza polar
(DLPE, DLPC, DLPG y DLPA) para preparar las micelas mixtas de sustrato/Tritdn X-
100 en bufTer Tris-HCl pHE conteniendo CaCl 10 mM. En el caso de los lipidos DLPC,
DLPG v DLPA la relacion sustrato/Tritdn X-104 fue de 1:4, mieniras que para la mezcla
de DLPE Tritdn X-100, dado que mostrd turbidez con esa relacion, hubo que disminuir la
relacion lipido/detergente a 1:8. Se ensavaron dos condiciones: en presencia de NaCl 104
mM v en ausencia de NaCl. Las concentraciones de las enzimas fueron las mismas que
las empleadas para la determinacion de las constantes cinéticas. Para ¢l cilculo de los
valores mostrados en la Tabla 5.3, los resultados obtenidos o los 5 minuios de reaccion
fueron normalizados respecto al valor mas alto eblenido con DLPC.

A los fines de dilucidar mediante otre enfoque la preferencia de las GmsPLA:s
por susiralos aniénicos o zwiterionicos, s¢ realizd un ensayo variando el porcentaje de
DLPG (de 5 a 40%) adicionado & micclas mixtes de DLPC/ Tritén X-100 {1:4) hasta
lograr una concentracién final de lipidos total de |mM en buffer Tns-HCI pH E en
presencia de CaCly 10 mM. Se determiné la cantidad de deidos grasos liberados a los 5
minutos de reaccion. Con los datos obtenidos se realizaron las graficas de Actividad vs, %

de DLPG afadido. Se utilizd la sPLA; pancredtica (1.5 pe/ml), paradigma de las sPLA;,
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para establecer una comparacion con los resultados observados para las GmsPLAs. Las
concentraciones de las enzimas fueron 1.5 pg/mL v 177 pg'mL para GmsPLA2-XIA-1 v
GmsPLA-XIB-2, respectivamente.

2.4.2.5 Determinacion del modo interfacial de accidn

Con el objeto de determinar el modo en que estas enzimas llevan a cabo la
catalisis en la interfase, la actividad de GmsPLA:-X1A-1 (1,75 pg'ml concentracion
fimal} se evalud usando dos concentraciones diferentes de sustrato DLPC en las micelas
mixlas de una manera secuencial, El experimento se basd en determinar basicamente 51 la
enzima gue esta actuando sobre micelas es capaz de reconocer el nuevo agregado micelar,
Esto permitiria sugerir que la enzima actia en modo saltatorio o adherido, Para ello s
preparan micelas mixtas que contienen 0.25 mM del sustrato DLPC v por otro lado
micelas comteniendo | mM de DLPC, v se procede a enzavar el comportamiento de la
enzima en las mismas por separado. Luepo ona reaccion del tipo inicial, 2 una
concentracion de 0,25 mM de DLPC (micelas mixtas), se siguid hasta los dicz minutos; a
continuacion, se afadio una alicuota de micelas mixtas conteniendo 0,75 mM de DLPC
para llegar a una concentracion final de sustrato de 1 mM en el wbo de reaccion v
postenormente @ l0s 5 minutos s¢ midid la actividad. El buffer empleado en este ensayo
fue Tns-HC 10 mM pH 8, conteniendo CaCls 10 mM, La relacidon molar aproximada de

enzima'micela calculada a una concentracion de sustrato final de | mM fue de 1:232,

2.4.2.6 Cadlcwlo de la relacian micelu/enzima

Para conocer la relacion existente entre la micela mixta v GmsPLA-XIA-]
empleados en los experimentos. se debe proseguir como s€ Menciona & conlinuacion.
teniendo en cuenta algunas aproximaciones, Se debe asumir que la micela es un ensamble
multimolecular con una masa molecular equivalente a la suma de las masas moleculares
individuales del DLPC v Tritdn. Una micela de PC/Tritén X-100 en una refacion molar
|:4, posee un radio de Stokes del orden de 70 A v una masa micelar molecular
aproximada de 100 kDa equivalente a un total de 140 moléculas de fosfolipido ¥ Tritén
X-100 [164). La masa molar promedio para los componentes de la micela-mixta se toma
entonces de 650 g, sabiendo gue ka micela contiene una relacion DLPC v Tritén de 1:4, o
scdl, para una concentracion de 1 mM v 4 mM respectivamente equivale a 650 pg/mL de
DLPC v 2600 ppiml de Tritén X-100. 5i en el experimenio se emplean 30 ul. de micela
para la reaccion, quedan conformando dicha nmucela; 19,5 pg de DLPC v 78 g de Tritdn.

gue suman un todal de 97,5 pg de micela en los 30 pl. de medio de reaceion. Ahora bien,
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asumiendo que el PM de una micela es 100,000, significa que 97.5 pg de micela
guivalen a 0000975 pmol de micelas en el medio,

Para el caso de GmsPLAZ-XIA-1, la concentracion empleada en el ensayo fue 0,0175
pg/pl ¥ se colocd a reaccionar 3 pl., lo que significa que en el medio de reaccion se
eolocd (L5253 pg en un volumen final de reaccion de 30 pl. Dado que la masa molecular
de GmsPLA-XIA-1 es 12374 g/mol, 00525 pg es equivalente a D,0000042 pmol de
sPLA en el medio de reacecion.

Finalmente, dividiendo 0000975 pmol / 00000042 pmol, se obtiene la relacion

micela'enzima que resulta ser en este caso de: 232/1.

2.4.2.7 Efecto de las auxinas sobre la actividad GmsPLA; en micelas mixtas.

La infleencia de las auxinas {IAA e IPA) sobre la sctividad sPLAzs se investigo
mediante incubacion de las sPLAs (311 pg/mL. 111 pa'mL v 9.5 pe'ml para
CGmsPLA-XIA-1, GmsPLA-XIB-2 v sPLA: pancreatica, respectivamente) durante |
minuie  con  la o auxing  correspondiente & lemperafura  ambiente a  dilerentes
concentraciones (entre 0,1 mM v | mM) para proporcionar el tiempo necesario para la
interaccion entre ambas, LUna muestra control sin adicion de la hormona se evaluo con el
fin de calcular la tasa de estimulacion. Como control negativo se empled etanol en lugar
de auxinas en la micela mixta. La solucion medre de las auxinas (10 mM) se preparo por
disolucion de las mismas en etanol absoluto (Merck). Con el fin de realizar el ensavo
enzimatico, la enzima v la auxina, se afadieron a la micela mixte en presencia de
agitaciom & 60 rpm en un mezclador a 37°C. Despuds de 3 minuwos de incubacitn, la
hidrélisis del sustrato se llevd a cabo y se retiraron alicuotas de 30 pl. La reaccidn se
detuvo por adicién de 6 pl. de EDTA 0.5 M. S¢ calcularon los micromoles liberados de

acidos grasos coma se describid anteriormente.

2.5 Espectroscopia de Fluorescencia de iriptdfune para profeinas
251 Fandamento de o téenica

La fluorescencia es la emisidn de fotones debido a transiciones electrinicas entre
un estedo excitado de la molécula ¥ su estado basal. Esta téenica es ampliamente utilizada
para estudiar cambios en la estructura terciaria de profeinas asi como SU asoCiacion a
ligandos, membranas v otras macromoléculas [165], Los daos de fluorescencia son
normialmente presentados como un espectro de emision. Un espectro de emision es un

grifico de intensidad de fluorescencia emitida en funcion de la longitud de onda.
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Las sustancias que presentan fluorescencia generalmente poseen electrones
deslocalizados, normalmente presentes ¢n dobles enlaces conjugados. La emision de
algunos fluordforos es sensible a la polaridad del entorno. Por lo general se observa gue el
espectro de emision se desplaza o longitudes de onda mis corta (cormimiento hacia el
azul) por disminucion de la polaridad del medic, Por el contrario, la exposicion a un
ambiente mas polar, resulta, generalmente, en un corrimiento del espectro de emisidn
hacta mayores longiudes de onda (commiento hacia el rojo) (Figura 21.8). Con
frecuencia los corrimientos hacia el rojo son acompafados por una disminucidn de la
intensidad de fluorescencia [165]. La interpretacion mis sencilla de este fendmeno se
basa en que, por lo general, los estados electronicos excitados de compuestos aromaticos
poseen momentos dipolares que son mavores que en el estado basal. Como resultado, la
absorcion de un fotén indece la formacidén de un dipole €l cual perturba el ambiente
circundante. Luepo de la excitacion, el solvente responde reorganmizando la caja de
solvatacion alrededor del fluoroforo [165]. Si estos cambios en el ambiente tienden &
estabilizar el dipole excitado, su valor de energin disminuye v se observa el corrimiento
hacia el rojo. Por el contrarie. en un ambiente apolar, el dipele excitado se ve
desestabilizado, aumentando su nivel de energia y. en consecuencia, s¢ observa un

corrimicnto hacia ¢l azul.

Intensidad

i .xh"u IS T T Py R |
0 &0
Lengitud de onda [nm)
Azul « rojo

Figura 2.8 Efecto del amblente del iriptdfane (Tep) en el especire de-emisidn, El Trp
mestra ung relativaments baja ocumrencia £n [n secuensia de prodeings, lo cund faciina Ts
imterpretacion de los datos especirales, ¥ posee una Muorescencia intrinseca onginada por
In presencia en el grupo indal de dos transiciones Boenerpélicas cercanas por 10 gque los
cambios en los espectros de emalsssn a menuds se producen en respuesta o las transiciones
conformacionabes, 13 umidn al sustrate, o de desnaneralizacion, ya gue son inleRecones
que pueden afectar el entorno local que rodea al antllo indel. Adaplade de |[165],
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2.5.2 Medicidin de la Tuorescencia de triptafane de GmsPLA-X14-1

En este trabajo de Tesis s¢ empled la espectroscopia de fluorescencia intrinseca de
la proteina GmsPLA3-X1A-1. como medicion indirecta de la compactacion de la
estructura terciaria de la misma, va que posee ¢n su secuencia un unico Trp (Muordforo
intrinseco) el cual brinda informacion acerca de lo que ocurme en la estructura nativa v la
dindmica de la proteina, v por ende con su funcion. Asi mismoe, mediante el empleo de
esta metedologia se estudid la influencia de la presencia del calcio para la estabilidad
conformacional de la proteina.

Los espectros de emision de GmsPLA:-XIA-1 en estado estacionario fueron
realizados en un espectrofluordmetro Varian Cary Eclipse. La longitud de onda de
excitacion del triptéfano se establecio en 290 nm, va que aqui se obtiene la mejor refacion
entree |a excitacidn de este aminodcido ¥ minima excitacion de las tirosinas (Tyr) v
fenilalaninas (Phe), los otros aminoacides fluorescentes presentes en la secuencia
primaria de las proteinas. El monocromador de excitacion y emision se fijo en 10 nm de
ancho de banda. La emision se recogid en el rango de 300 a 400 nm. El maximo de
emision de Trp en agua se produce cerca de 350 om v es altamente dependiente de la
polaridad del entorno. Para cada condicidn cnsayada, diez espectros de emision fueron
promediados v suavisados (smoothing) de scverdo a la rutina interma del software
proporcionado por ¢l fabricante,

La condicitm de ensayo con la enzima plegada y activa se logrd disolviendo la
enzima purd en buffer contentendo Tris-HCI 50 mM pH 8. cisteina 10 mM y CaCl; 1
mM. La condicion de ensavo sin calcio se logrd mediante la adicidn a la solucidn
conteniendo 1a enzima, de EDTA a una concentracion final de 10 mM, La condicion de
desnaturalizacion se logrd mediante el agregado de EDTA 10 mM v Gdn.HCI pH 8.5
concentracion final 4 M en la cubeta. Antes de cada medicidn, las muestras se dejan
equilibrar por 10 minutos con agitacion magnética suave constante. El volumen final en la

cuba de cuarzo fue de 50 pl. (pasc dptico 10 mm),

2.6 Téenicd de capas monomolecitlares

La mayoria de los anfifilos forman monocapas en la interfaz agua/aire. Las
monocapas ofrecen la posibilidad de variar la presidn de superficie con la densidad de
lipidos en la superficie. Con fosfolipidos de cadena media, la velocidad de las reacciones

catalizadas por enzimas interfaciales puede ser monitoremda dade que los productos son

o2



Capifuln 2 EXPERIMENTAL

sojubles y abandonan la mterfaz [%1]. Sin embargo, el sistema de monocapas es
problematico en algunos aspectos. Por ejemplo, es dificil establecer la fraccion total de
encama adsorbida en la interfaz, la cual se espera que sea pequetia, va gue el volumen de
la fase acuosa comparado con el drea superficial en la monocapa, y la adsorciém de la
enzima eén las paredes de la cuba puede ser significante.

Es ampliamente conocido que la actividad de las sPLAss estd influenciada por los
pardmetros fisico-quimicos de los lipidos que forman la interfaz, por lo tanto es
importante tener un control continue, ¥ un conocimiento preciso de la organizacion
intermolecular del sustrato, lo coal es posible por medio de este sistema de estudio, Estos
sistemas, ademds permiten conocer de manera precisa la actividad de las enzimas en

tiempo real,

2.6.1 Estwdio de las membranas lipidicas en monocapas

Las fucrzas de interaccion intermoleculares de un solvente como el agua quedan
deshalanceadas en una interface agua‘sire. Con la finalidad de evitar el contacto con el
aire ¥ de aumentar las interacciones de tipo puente de hidrogeno, las moléculas de agua
de la superficie “tiran” hacia ¢l seno de la solucion. La magnitud de esta fuerza ejercida
por e agua superficial es reflejada en su tension superficial (72,35 mN.m" a 24°C), la
cual es relativamente estable y varia menos del 3% entre 5°C y 30°C.

Cuando los lipidos de membrana son disueltos en un solvente insoluble en agua ¥
depositados en una superficie acuosa, el solvente se evapora v los lipidos se expanden
ripidamente hasta ocupar toda el drea disponible. Los lipidos se disponen de manera de
minimizar ¢l contacto de sus regiones no polares con el agua ¥ maximizar ¢l contacto de
sus cabezas polares con la musma disminuyendo asi la tension superficial. El film
monomolecular resultante, con un espesor equivalente a una molécula de lipido, se
denomina “monocapa” v provee un modelo simple v 0til para estudiar lag interacciones
laterales de los lipidos en cada hemicapa de las biomembranas. Este sistema experimental
demostrd ser muy Gtil al permitir a Gortel v Grendel proponer la estructura de bicapa para
las membranas bioldgicas [166]. Cambios en la tension superficial pueden ocurrir como
consecuencia de la adicion de anfifilos comoe los fosfolipidos (u otra molécula anfipética)
en la interface agua‘aire. o por cambios de empaquetamiente que pueden modular la
accidn bioldgica de enzimas lipoliticas. El presente modelo de estudio es dtil para proveer
informacion acerca de las condiciones optimas de superficie para la lipdlisis. Ademds es

posible estudiar la influencia de los grupos polares de log fosfolipidos o la incorporacidn
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de suxinas sobre la actividad de las enzimas en condiciones controladas de
empagquetamiento ¥ sistema de membrana.

Cuando el drea superficial disponible para la monoeapa es reducida por la accion
de barreras moviles (Figura 2.9), las moléculas anfipaticas comienzan a mostrar efectos

repulsivos entre si.

Figura £9 Exgieema ae ti equips de miovacapas ¥ formacion de oma monocem
lipidicn.

Este andlogoe en dos dimensiones de |z presion es llamado presidn de superficie (=)
¥ s¢ expresa mediante la sipmente relacion: ®#=Y-Y donde Y ¢s la tension de superficie
en ausencia de la monocapa v 1 es la tension superficial en presencia de la misma [ 166],

A medida que se varia el drea interfacial (acercando las barreras maviles) cambia
la concentracion superficial de lipido v por lo tanto existe un cambio en Y {y por ende de
m). Una grifica de @ en funcidn del drea molecular promedio se lama isoterma de
presion lateral—irea molecular (o isoferma de compresion o isoterma n-A) (Figura
2.10).

Figura 210 Esguema de won Isoverarvr oe presidn lteral—drea molecalar promedin.

Este tipo de graficas proveen informacion acerca del area superficial de las
moléculas en la monocapa v como son afectadas por la naturaleza de la subfase v la

presion lateral aplicada [167].
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Las moléculas que forman la monocapa pueden existir en diferentes estados.
andlogos a los estados liguido, solido v gaseoso en las tres dimensiones, las cuales en
monocapas se designan de la siguiente manera! liguido-condensada (LC). lguido-
expandida (LE) y gaseoso. Cada estado se caracteriza por un cierto grado de orden de los
lipidos, resultante de las fuerzas intermoleculares del flm v entre el film y la subfase
[168].

Cuando la monocapa es comprimida lateralmente, la presion lateral o de superficie
aumenta y la monocapa puede sufrir o no cambios de estado inducidos por la presion,
dependiendo del lipido que se trate. 81 s¢ continda comprimiendo, la presion llegara a un
punto maximo llamado “presidn de colapso™ la cual constituye la mayor presion a la cual
puede ser sometida la monocapa sin que exista expulsion de las moléculas para formar

una nueva fase.

2.6.2 Equipos de monocapas empleados
Los experimentos en monocapas planas en interfaz agua-sire realizados en el

presente trabajo fucron llevados a cabo con dos de los equipos existentes en el laboratonio
del Dr. Maggio del CIQUIBIC,

2.6.2.1 Egquipo de monocapas circular

Para los experimentos de actividad sPLA., se empled el equipo de monocapas
circular el cual es un eguipo Monofilmeter {Mayver Feintechnik, Gottingen, Alemania)
incluide en wna jaula de Faraday (Figura 2.11). Posce una cuba de teflon circular
especialmente discfiada (Maggio, 1994) y dividida en compartimentos gue ofrecen
diferente dreas superficiales. con una profundidad de 0.5 c¢m separadas entre si por
tabiques radiales de 0,5 cm de espesor.

A su vez, estos compartimentos pueden conectarse entre si mediante pequefias
hendiduras en los tabiques que los separan ¥ que permiten una conexion fluida entre las
supetficies de los compartimentos adyacentes sin intercambio de subfase. Posee dos
barreras de teflon que son manejadas mecdnicamente a velocidad controlada v permiten
variar el drea de la superficie (Figura 2.9). Medianie ¢l uso de este equipo se puede medir
en forma simulténea la presion de superficie v la diferencia de potencial de superficie en

funeidn de drea y del tiempo.
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Figura.2.11 Equipe de menecapas circular

2.6.2.2 Equipo de monocapay K5V

Es un eguipo Minitrough (K5Y NIMA Biolin Scientific AB, Vista Frolunda,
Sweden) computanzado. Se utilizd wuna cuba de tefldn rectangzular de un solo
compartimento con un drea total de compresion de 215 em’ (180 mL de subfase). El drea
de la interfaz puede ser regulada por dos barreras moviles de teflon hidmofobicas a
velocidad controlada, Este equipo puede medir la presion de superficie ya sea en funcion
del drea promedio por molécula en una monocapa o del tiempo. v puede realizar esias
imediciones de forma conlinw,

La presion de superficie (n) en ambos equipes se determind por el mismo métedo
de Wilhelmy [169] utilizando una placa de platino platinizada de 1 ¢m de ancho. que se
limpid por calentamiento a la llama de un mechero tipo Bunsen entre expenmentos. La
precision de las mediciones fue de £0,5 mN.m™.

En ambos equipos, para las determinaciones realizadas, se utilizd como subfase
unad selucidn de; Trs-HCI 10 mM, CaCl; 20 mM., MNaCl 1) mM, pH 5 Todos los

ensayos sereabzaron g I3 £ 190

2.3 Ivorerma de adsorcion de Gibbs! Ivotermi de penetracion
Las isotermas de adsorcidn de Gibbe (fsofermur de pereiracidn) de las auxinas a
una interfaz agua-aire limpia o cubierta con fosfolipidos, se realizo en una cuba de 35 cm®

v una de 18 cm” de superficie (53 mL de volumen de subfase total) en el equipo de

i
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monocapas circular. Se myectd el volumen de hormona necesario para lograr la
concentracion requerida en la subfase, empleando una jeringa Hamilton, Todas las
isotermas s¢ realizaron en las mismas condiciones v con agitacidn magnética constante.
Previamente a la inyeccion de la hormona en la subfase para obtener las 1sotermas de
penetracion en lipidos, la monocapa fue acondicionada con el fosfolipido de interés
colocando la cantidad necesaria hasta alcanzar una 7 deseada de 13 mN.m™'. Previo a la
iyeccion de la hormona, se comenzaron a registrar los parametros requendos. Adn
cuindo ambas auxmas, IAA ¢ IPA (Figura 1.9) particionan a la interfaz de lipidos, las
mismas no muestran actividad superficial hacia superficie libre de lipidos (datos no
mostrados).

Cuando se¢ realiza este tipo de experimentos llevados a cabo empleando
MONOCApas & area constante, un aumento en la presion de superficie tras la adicion de un
anfifilo a la subfase, en este caso una hormona, es interpretado en témminos de penetracion
fisica de al menos parte de molécula del anfifilo en la monocapa. A partir de los
resultados de las graficas de o en funcion del tiempo para diferentes concentraciones de
auxina adicionada a la subfase se obticnen los datos para graficar An en funcidn de la

concentracion,

2.6.4 Isoterma de compresion de Langmuir

Las msofermas de compresion (n/A) se obtuvieron mediante compresion de las
monocapas de DLPC puro o mezcla DLPC/auxina (relacion molar 8:2), ambas preparadas
a una concentracion final de 1 mmol/pl en solucidn de cloroformoimetanol (2:1), usando
¢l equipo de monocapas KSV Microtrough. Para la formacién de la monocapa lipidica se
inyectan pequefias potas de la solucion stock de lipido o de la mezcla lipido-hormona a
estudiar, sobre diferentes zonas de la interfaz agua-aire limpia de manera de conocer el
volumen exacto de solucion empleads (soluto). Este proceso se conoce como “siembra™ v
&5 importante que el solvente empleado para preparar la solucidn stock de lipidos, sea
voldti] ¢ insoluble en agua, para gue se favorezca la dispersion de soluto en la imterfaz
aruA- aire y se evapore rapidamente del sistema. La siembra (10 pl), se realiza sobre la
cuba de 215 cm® (180 mL), la cual estd fabricada de un material hidrofébico {por
gjemplo: polnetrafluometileno PTFE), empleando una jennga Hamilton de vidrio y metal,
con la cual se forma una pequefia gota (no mas de 5 pl) en el extremo de la aguja v luego
€5l se apoya suavemente sobre la superhcie scuosa. La monocapa se deja relajar durante

5 mina 0 mN.m' pard permitir que se evapore el solvente organico empleado v que se

g7



Capifula 2 EXPERIMENTAL

estabilicen las moléculas en la superficie. El drea de 1a interfar sembrada, se puede vanar
moviendo unas barreras, las cuales son del mismo material que las cubas. De esta menira
se puede modificar el drea promedio de cada mobécula lipidica modificindose también la
presion lateral o de superficie, En cste cazo, la monocapa es comprimida a una velocidad
de compresion isométrica constante de 521 A" molec” min” hasta la presion de colapso.
La presion de superficie v el drea de la monocapa fueron medidas continuamente y los
datos registrados automdticamente en el eguipo K8V (KSV, Helsinski, Finlandia) en
funciton del tiempao.

Las isotermas de las diferentes mezclas lipidicas v lipido puro utilizadas fueron
desarrolladas con el ohjeto de conocer el area que ocupan los lipidos a las diferentes x,
dato necesario para luego poder realizer el cilculo de la actividad de la enzima en la

HNOCARE.

2t dd Cilewlo de MMA corregido.

Las auxinas son moléculas anfipdticas (ver Figura 1.9) pequefias que no son
capaces de formar moncapas coherentes por si solas, por lo que no se observa una
isoterma. Por lo tanto, para el caleulo del drea molecular promedio del lipido (MMA®). la
proporcion de auxinas en la mezela no se tuvo en cuenta. Si aplicamos la comeccidn en el
caleulo, va que verdaderamente se esparcieron 0.8 nmol de DLPC, wiilizando la siguiente
firmula, podremos obtener el drea que realmente estd ocupando el lipido en la mezcla en

presencia de las diferentes auxinas:

MMA corregida: Afem®)x 1x10" .
Vol invectado x 00000000008 x 6,022 x 107

2.6.5 Medicidn de la actividad sPLA %

Para medir la actividad sPLA;, se utilizd la téenica de monocapas, la cual permie
monitorear la depradacidn de sustrato manteniendo la organizacion de la monocapa
controlada a una presion de superficie determinada y constante [170]. Para ello se trabaja
con un sistema de compensacion de drea, en el cunl a partir de un reservoro de sustrato,
se suminmstran moeléculas al reservorio de reaccion en la medida que ¢l fosfalipido va
siendo degradado, de forma de mantener la misma cantidad de moléculas de sustrato en la
interfiz donde ocurre la reaccidn, y por lo tanto la misma presion de superficie de la

MAOmOCEE,
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Para realizar s medicidn de la actividad sPLA; empleando el equipo de
monocapas circular monofilmmeter, ¢l mismo s¢ acondiciond para trabajar manteniendo
la @ del sistema constante con compensacion de drea mediante ol empleo de las barreras
mecanicas, Para ello el pilén circular original se sustituvd por uno especialmente
disefiade. El seguimiento se realizo con una grabadora de XYY doble canal {(Yokogawa
Corp.Japan). La enzima sPLA; hidroliza ¢] sustrato DLPC dando como producto lisoPC v
acidos grasos de cadena corta (10 dtomos de carbono). Estos productos de la catdlisie son
solubles en agua y se desorben ripidamente de la superficie cuando son penerados,
desplazandose & la subfase donde no imterfieren en la degradaciin del sustrale ¥ no
perturban la medicion de actividad completandose la misma al 100% [137], perminendo
asi considerar una cinética de orden cero para esta reaccion,

La medicion de la actividad enzimatica se realizd empleando  dos
compartimentos, como ¢ menciond anteriormente, uno de 18 cm” y otro de 35 em” de
superficie (total 53 mL de subfase), conectados entre si mediante una pequenia hendidura.
En ambos reservorios se coloca la solucion de subfase para la enzima, mientras que en el
compartimente de resccion, se siembra (1-10 pl de solucidn | nM) la monocapa de
lipidos puro (o mezela de lipide-hormona) hasta alcanzar la = deseada , en este caso de 13
mMN.m’", la cual se mantiene constante mediante compresion mediada por las barreras,
Dado que la siembra del lipido o lipido-hormona se prepara em una soluciom
cloroformo/metanol (2:1), se deja transcumir 5 min para permitir la evaporacion del

disolvente. En la Figura 2.10, s¢ mucsira un csquema del equipo/metodologia empleada.
Cuba da
L, reaccion Reservorio

Susbrato l
/ \‘- Compensacitn
| o T | —

dearca

Figura 2,11, Exquema de smecdicidn de aotividod sFEA 3 en eguipo de moinocapas
circufar,
Le cantidad deseada de enzima (no mas de 50 pl) se inyecta en la subfase del

compartimento de reaccion (18 a 35 mL) bajo agitacion magnética continua a 25 £ |°C.

Un compartimiento advacente (conectado al compartimiento de reaccion a través de una
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rendija estrechs v poco profunda) sirve como un depdsito de sustrate con el fin de
mantener la presion de superficie constante durante la regccion enzimitica.

El drea que se compensa es |luege referida al nimero de moléculas de sustrato
hidrolizadas considerando el drea que cupa cada una de elles. Es decir, la actividad
enzimiitica de 1as sPLAzs en monocapas de DLPC o DLPC/auxina se determina midiendo
continuamente la disminucion del drea de la superficie ocupada por el sustralo con el
transcurso de tiempo de la reaccion [34. 35] a una presion de superficie constante (i)
usando un bardstato de superficie.

La scoividad de las enzimas se calcula como el nimere de moléculas de lipidos
degradados por minuto por unidad de drea de superficie (Formula 2.1) v se expresa como
moléculasicm’min, y corresponden a la pendiente de la parcion lineal de las curvas de

tiempo (Figura 2.11).

Aa (e, 1,0 % 10 "{maolec/em’)
T [min). A” 1 [crv). A cuba (emY]

(LA R R E T IR RN LR R R P AN R PR R R RPN R PR R PR R P R R RN U R P RPN R Ty § )
i En donde :
W ooy In veborided de hidrobizes imodec. o gin="1 a0 '
Ah es ¢l cambio de arez en oes” durenie fa Teaccion. emimatcs 5
| e @l hemgpes v min E
LA & 10, e o Tachr i Gdtiecnon. pard s de area de cm”™ a A E
L
.
'

AC A femT ] es el anea supasta por o lipsks o une presion de superiion dada
A euha (o) es el e e feene la culea 8l e & Bresccuim

e T T R T T e TR L]

Férmula 3.1 Ecwacids def cdlewlo de ecrividod en monocapas,

En |a Fignra 2.11 s¢ observa un esquema représentative de la medida de actividad
sPLA; en sistema de monocapas. En estos experimentos, también se determind el periodo
de latencia o lag mme, que es anterior a la etapa catalitica v es el tiempo requerido por el
sistemya para fograr un estado miximo de actividad en la interfaz e incluye una serie de
eventos pre cataliticos,

El lag sime o periodo de latencia se obtiene experimentalmente del punto de
interseccion (Necha verde, Figura 2.11) entre una recta originada por extrapolacion en el
eje del tiempo, a cero porcentaje de degradacidn, v una recta correspondiente a la
pendicnte de la curva de actividad enzimdtica a velocided constante de degradacian
{region lineal), en referencia al tiempo cero en ¢l que se inyecta la enzima (flecha negra,
Figura 2.11}. El porceniaje de maoléculas degradadas entre el comienzo v declinacion de
la actividad se define como extent ¥ representa ¢l porcentaje de sustrato disponible para

su degradacion. Los ensavos de periodo de latencia “lag #ime” v la dependencia de la
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actividad de la enzima con la concentracion empleada de la misma, se desarrollaron a una

presion constante de la superficie lateral de 13 mNam,

% de degradacion _

g

Tiempo (min.)

Frgura 211 Esgueenra de medicidir de actbilded fosfolipese er equipo momocaprs.

Las concentraciones de enzima utilizadas en el ensayvo para detérminar la presion
superficial Optima fueron (.12 mg/mL ¥y 0.145 mg'ml para GmsPLA-XIA-1 ¥
GmsPLA;-XIB-2, respectivamente. Para la curva de la actividad frente a la concentracion
de sustrato, las concentraciones de enzima utilizadas fueron entre 0,026 mg'ml a 2,5
mg/mL para GmsPLA»-X1A-1 v entre 0,073 mg/mL a 0,145 mg/mL para GmsPLA:-XIB-
2, Toddos los experimentos se realizaron por duplicado y los resultedos foeron los valores
medios + 5[,

2.6.6 Efecto de auxinas sobre la actividad sPLA .

Para estudiar el efecto estimulador de las auxinas sobre la hidrolisis de lipidos
llevada a cabo con diferentes sPLAss. so empled la técnica de monocapas de Langmur.
Como sustrato se utilizté DLPC, que es un lipido de cadena media. que permite medir |a
actividad en tiempo real con una cinética de orden cero [169, 171], va que la disminucion
del drca de la monocapa a presion de superficie constante, se produce gracias a una ripida
desorcion de los productos de cadena media en 1o subfase acuosa despuds de la hidrdlisis
del sustrato,

Las monocapas de DLPC y DLPC/auxima {(8:2) se obluvieron de manera similar a
lo mencionado mas amba, empleando como subfase tampdn Tris-HC1 10 mM pH E

conteniendo NaCl 100 mM vy CaCly 20 mM). Imcialmente, la monocapa se comprime
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hasta que se alcanza una presion de superficie constante de 13 mN.m’'. En este punto, la
compresion se detiene v la monocapa se deja estabilizar hasta que el drea moeleculsr
alcanza un valor constante, lo que significa que no hay fuga de lipido o lipido/auxina.
Luego de la inyeccion de la enzima {0,085 pg/ml de GmsPLA-XIA-1 v 0,148 jg/'mL de
GmsPLA-XIB-2 v 0,027 pg/mL de PLA; de pincreas) en la subfase del compartimiento
de resccion, se registran los cambios en el drea otal de la monocapa con el Hempo & una
presion de superlicie constante. Mediante un ajuste por cuadrados minimos lineal
apropiade de los datos de la grafica de Area vs. Tiempo registrado se determind la
actividad expresada como: mulécula-cml.min".mg"- Dado que no conocemos la cantidad
exacts de enzima activa presente en la muestra directamente involucrada en la catilisis,
ni |lamaremos a la actividad como actvidad especifica sino como actividad enzimatica
aparente. Todos los expenmentos se realizaron por duplicado v los resultados fueron los

valores medios = S,

2.7 Extimacidn de lipofificidad de auxinay en bave a fo extruciura guimica.

Log P es una herramienta del programa ACDVChemSketch versidn 1401 [de
ACD. Advanced Chemistry Development Inc., ACDVLabs, Toronto, ON, Canadd. 2013)
el cual es un servidor on line (www.acdlabs.com) que s¢ empled para realizar la
prediccion de la lipofilicidad de moléculas no ionizadas,

P o Kow, es el Coeliciente de particion octanol/agua. Kow es una constante que
provee una medida de la naturaleza lipofilica de compuestos orginicos v estd basada en la
distribucion de un compuesto neuiro entre dos solventes o fases inmiscibles, La particidn
en octanol/agua es uno de los sistemas de solventes més usados para comparar
lipofilicidad ya guec aporta una aproximacion acerca de la particion de determinados
compuestos entre biomembranas v el Muido intra v extracelolar. Ex usado generalmente
en forma logaritmica (Log P o Log Kow) como descriptor cuantitative de ipofilicidad.

Lin valor de Log Kow superior a 1 indica una retativa hidrofobicidad, mientras que

por debajo de | indica relativa hidrofilicidad.
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ANALISIS IN SILICO
DE PLA,s DE GLYCINE
MAX

(1]

"Todo lo que hacen los seres vivos
,’.'.![J_'{.'I{' s eitendido o Waves de los

sollos v contarsiones de lox aronos”

Richard Fevnman [ 1963
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CAPITULO 3. ESTUDIOS IN SILICO DE PLA,
3.1 Marco General

Al inicio de este trabajo de Tesis ninguna proteina sPLA; de Glveine max habia
sido investigada ¢n detalle a nivel bioguimico v estructural. 51 bien en estudios previos
reahizados en el laborawono del Dre. Riwcardo Madoery (Facultad de Ciencias
Agropecuarias) se deteetd sctividad PLA; en extracto de semillas de soja, la misma no
pudo ser obtenida en su Torma “pura” a los fines de determinar su identidad. Estos datos,
sumados a que no se habia descifrado hasta ese momento el genoma de soja, llevaron a la
realizacidn de un andlisis bicinformatico exhaustive con el objeto de determinar las
posibles secuencias de genes que codifican para sPLA2s en soja. Esto permitiria en un
futuro poder contar con las proteinas recombinantes, las cuales serian objeto de estudio
miis adelante en esta Tesis.

En este capitulo, se describe la realizacion de la busgueda de posibles genes que
codifiquen para sPLAas empleando herramientas bioinformdticas “tn sifice ™ y el andlisis
de las secuencias con ¢l objeto de hallar las diferencias v similitudes 2 nivel de dominios
asi como Hevar a cabo un andlisis comparativo para dar respuesta a algunas de las
hipotesis planieadas.

Ademds se realizaron estudios mediante dindmica molecular a los fines de
determinar la estructura 3D de una de las GmsPLA;s, la influencia del calcio en la
estabilidad estructural, los aminoicidos que estan involucrados en el reconocimiento
interfacial { “f-firce *) y preferencia por interfases.

La busqueda bicinformdtica llevada a cabo, ¥ que dio lugar al hallazgo de 5 penes
putatives que codificarian para sPLA; funcionales, fue esencial para el uso de la resccidn
de PCR (reaccion cn cadena de la polimerasa) a los fines de poder amplificar los genes
que codifican para las sPLA; de Glycime max, en vectores de clonado y expresidn, con el
ohjete de obtener las proteinas para luego caracterizarlas en detalle, como se verd mas

adelante en los capitulo 4, 5, 6 y 7 de este trabajo de Tesis.

3.2 Resultados v Discusion
3.2.1 Busqueda e ldentificacidn de genes putativox para sPLA; de Glycine max

Se realizd una bisgueda en una base local TBLASTN conteniendo la base de
datos de ARNm de Glyvcine max y se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de las

sPLA; putativas (sPLAys). Para realizar Ia bisqueda, se empled como templado a las
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secuencias publicadas previamente para Arabidopsiy, AsPLA-a v AtsPLAz-[ (Uniprot
[D: QRSENG v OBGZB4A, respectivamente), va que es la planta modelo mas simple de
estudiar dado que fue la pnmera en conocerse su genoma, v por ende de la que mayor
imformacion se conoce hasta el momente. La bisqueda permitid identificar cinco
isoformas de sPLA;s en sma, Ias cuales fueron denoiadas como GmsPLAS-XIA-1.
GmsPLA;-X1A-2, GmsPLA;-XIB-1, GmsPLA;-XIB-2 v GmsPLA;-X1B-3 (GenBank 1D:
BTO92274, BT094641, BTOR5220, BTORI1TI v BTO99163, respectivamente). En la
Tabla 3.1 se observa la lista con los nombres ¥ nimeros de acceso a los que corresponde

cada transcripto en la base de datos de hupe S www plantgdb. org' GmG DB

Tabla X1 Revaleadey arrafedas por ia isgueda de secaemcias mecleanidioms,

ComadL A Nrruers de ereesn

GmsPLAAXIA-1 | PUT-16%-Glycine_may-2 54404 PlantGDB-assembled Unigue Transcripn
GmsPLA-XTA-2 | PUT-16%a-Glycine mav-223767PlantG D B-assembled Unigse Transcripe
GmsPLAXTB-1 | PUT-16%9-Glycine max-27 1058 PlaneGD B-gysembled Unigue Transcrips
ComvP L A XTH-2 BT HSa-telpeine may-206 7108 Plaa (D B-axsembled Lwigne Transerips

el A-NTH-3 LT M %e-lpeine max-51 532 P8 Mt D B-pvsemded Dnlgue Transeeips

Cabe aclarar gque los genes hallados coincidieron, 3 meses mas tarde, con ARNm
puiativos hallados en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), ingresados por investigadores del JCVT (Insututo 1. Craig Venter) guienes
participaron, entre otros, en ¢l secuenciamiento del genoma de soja, por lo que los

nameros de acceso son los que corresponden a cada secuencia anotada.

3.2.2 Andlisis de fas secuencias sPLAp de Glycine max.

La longitud completa de las secuencias de ADNe halladas para cada uno de los
cinco genes sPLA:s putativos de soja se encontrd que fue de; 789 (GmsPLA;-X1A-1), 875
(GmsPLA;-X1A-2), 826 (GmsPLA-XIB-1). 762 (GmsPLAL-XIB-2), 821 (GmsPLAs-
KIB-3) nucledtidos, con marcos de leciurn abierios (ORF) que consistian en 417, 417
474, 471, ¥ 477 nuclestidos que codifican proteinas de 138, 138, 157, 156, v 138
aminoacidos para GmePLA-XIA-1,-2 v GmsPLA-XIB-1, -2, v -3, respectivamente,
{incluyendo ¢l péptido sefial). Se observo gue los genes que codifican para GmsPLAs-
XlA-1 ¥ GmsPLA;-XIB-1 se encuentran en el cromosoma |, GmsPLA;-XIA-2 v
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CmsPLAX-XIB-2 se localizan en el cromosoma VI v el gen de GmsPLA2-XIB-3 en ¢l
cromosoma VIIT (Figura 3.1} Aunque GmsPLA;-XIB-1., -2 vy -3 tienen 3 intrones v 4
exones, los penes de GmsPLAR-XIA-]1 ¥ -2 tienen 2 intrones v 3 exones, respectivamente
{Figura 3.1). Estos hechos indican que durame el curse de los acontecimientos gue se

sucedieron en la evolucion podria haber ocurrido divergencia v duplicacion.

Localizacion
cromosomal
amafLd,-Kla-1 - E—- 3 |
Gy LA -0 -2 [ -1 -_= Vil
GmsELA.-K1E-1 [ - |
GEmAPLA,-KIE-F [ -_— L
GmafLa - Mg W 4 i s vin

Figura 3.1. Represemtacidn de los genes de GmsPlLAy Las cafay indican lox cxoney p

las fineas lov lnrrones,

La comparacion entre las secuencias de aminoacidos de estas nuevas GmsPLA;s
con otras sPLA& de plantas conocidas hasta el momento, indico la presencia de motivos
conservados de aminoacidos entre ellas. Todas las secuencias de GmsPLA:s que se
encontraron en soja tiencn un dominie £42¢ (Figura 1.4 v 3.2A) que conticne ¢l sitio de
union a Ca’™ y el motivo del sitio active que contiene el par His/Asp altamente
copservado |172] ¥y que corresponden a la posicion 49 v 50 en GmsPLA;-XIA-1 v
GmsPLA-XIB-2, respectivamente.

din embargo, hay una diferencia que sigue siendo poco clara en el caso de la diada
catalitica His/Asp de sPLA:s de plantas en comparacion a lo que se conoce en sPLA,s de
amimales [66]. i bien se ha propuesto que moléculas de agua asisten en la coordinacion
del Ca'' en el sitio activo compuesto por His48 v Asp49 en la sPLA: pancredtica bovina
[173], ¥ que el papel de Asp99 en esta sPLA; [174, 175] v Asp6d en la sPLA: de veneno
de abeja podria participar en el modelo catalitico lamado “hidrexilo-imidazol-
carboxilato™ [176], esto no parece estar conservado en las sPLA; de plantas. Este residuo
catalitico importante se encuentra sustituido por un residuo His o Asn en las enzimas del
grupo X1A y por una Ser o Asp en enzimas que pertenecen al grupo de X1B [66] como se
muesita en el alineamiento (Figura 3.2A). Mansfeld v col. demostraron que Ser, Asn o

His en sPLA:s de plantas podrian adopiar el rol catalitico asignado a Asp en sPLAss de
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anunales [66]. A pesar que al comparar las secuencias de aminodcidos se observa una
baja homoloegia, anto el sitio catalitico como el sitio de unidn a Ca™" estan conservados
(Figura 3.2B). Otros residuos relevantes dentro def sitio de union a Ca* son dos Tyr ¥
dos Gly que participan en la red de enlaces de ldrogeno y que se sabe estdn conservados

ya sea en SPLAsx de animales como de plantas [20].
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Fipura 3.2, Alincamicnts de fox secpencias de amino doides de fax P s de ploefox
reportadins frcliyemda lnx secencias kalledas co Glyeine ma (A) El alincamicno se
realizd utlizando el programa Clustal X (version |.64b) y editide con el programa
Jalview. Los tridgngulos derotan Tos residuos de amino dcikdos inveluersdos en la unidn de
calcio v las estrellas denodan los residuos de aminoacidos posiblememe involucrados en In
catilisis. En amanllo esidn marcados los . residuos de cisteings. (H) Sequence Iopo
{biepweblogo brekedev.edu) de Jos motives conservados de sPLA ¢ de plantas, La alwrs
de cada letra es proporcional o su frecuencia. La allers de la pila de aminpdcides (s2ack)
endera (eje ¥} se ajustd para gue signifique of contenide de informaciin de las secuencias
e | posicidn (medida en biis). El gje x representa o las 41 posiciones {correspoiidieiles
desde las posiciones en el alineamiente del 31 ak 41) de los dominies mds conservados
{sitie nctive Flis, sitio de uniona Ca* ).

Las proteinas maduras contienen |2 residuos cisieina conservados que manlicnen
las mismas posiciones en todas las sPLA;s de plantas [66] (Figura 3.2A) v pueden
formar seis puentes disulfure estructurales. La His (posicion 49 tante para GmsPLA-
X1A-l como para GmsPLA:-XIB-2 (Figura 3.24) se sugirid que podria desempefiar un
papel crucial en el ataque nucleofilico del enlace sn-2 del glicerofosfolipide como se ha

observado para ofras sPLAss conocidas hasta el momento [2, 26, 78],
La existencia de péptidos sefial en el extremo N-terminal de estas proteinos

refuerza la naturaleza secretora de estas enzimas, como se sugirid para otras sPLAqs de
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plamtas [20, 38, 66]. La posible existencia v potenciales posiciones de escision de los
peptidos sefial del N-terminal en las sPLAss putativas presenies en Glyefme max se
predijeron mediante el use de la herramienta SignallP disponible online en la web, El
andlisis informatico sugirio que la secucncia sefial que precede los aminoacidos M-
terminal de la enzima madura contienen 24, 25, 29, 28 y 30 residuos de largo, dando lugar
a una proteina madura de 114, 115 128, 128, v 128 aminodcidos, ¥ Cuyas masas
moleculares deducidos son 12,3 kDa, 12,6 kDa, 13,9 kDa, 13,9 kDa, 14 kDda, para
GmsPLA:XIA-1, GmsPLA:-XIA-2, GmsPLA:-XIB-1, GmsPLA;-XIB-2 v GmsPLA,-
X1B-3, respectivamente.

El punto isoeléctrico estimado (pf) para cada ensmima putativa se ha calculado con
la herramienta ProfParam. Los valores obtenidos fueron 6,93, 7.42, 5,76, 5.76 v 6,78 para
GmsPLA:-XIA-1 ¥ -2, GmsPLA:-XIB-1, -2 v -3, respectivamente. Como se puede
ohaervar, custro de las sPLAzs putativas son mas bien acidas o neutras {GmsPLA-XT A-
1, GmsPLA-XIB-1, -2 ¥ -3}, como es el caso reportado para la sPLA: aislada de veneno
de Bothrops diporus (ex-neowiedii) [177-179], algunas sPLA:s de la subfamilia
Crotafinge [180] ¥ sPLA:s de arvoz (isoforma Iy I11) [20]. Por otro lado, el pf observado
para GmsPLA;-X1A-2 es liperamente alcalino, similar al de todas las sPLAgs halladas en
Arabidopsis [20]. Las sPLA;s de clavel v tomate [20] mostraron también tener un pf casi

neutro, El papel funcional de los pls en las diferentes sPLAss claramenie no ha sido
dilueidade todavia.

3.2.3. El andlisis filogenédtica y la clasificacion de las ivoformas GmsPLA;

Con la idea de conocer la clasificacidon de las nuevas soespecies halladas en
Giveine max dentro de la superfamilia de las sPLA»s de plantas, todas las secuencias de
sPLAss de plantas conocidas hasta el momento fueron alineadas utilizando el programa
Clustal X con el fin de determinar el grado de similitud e identidad. Al comparar los
datos, se observd una estrecha relacion evolutiva entre las sPLA:s provemientes de
diferentes plantas. Las Figuras 3.2A vy 3.28B muestran las partes mas importantes del
alineamiento de las secuencias seleccionadas reportadas para plantas. Para determinar s1
las sPLA:s de Glvoine max pueden asignarse a los grupos XIA u XIB existentes, se
analizd ¢l alineamiento basado en similitudes de las catorce secuencias de aminodcidos de
proteinas identificadas recientemente como sPLA:s en seis especies de plantas, con el fin
de proponer e arbol filogenético. Tales secuencias fueron seleccionadas manualmente a
partir de la hibliografia {véase Experimental, seccion 2.2.1.4.1).
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El analisis mostré que las enzimas sPLA2s de Glveine may se clasificaron en dos
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Figura 3.3 Arbal Filogendtice de la superfomilia sPLA; fncluyends @ loy aiievas
CemnPLA  de Glpcine amav, Se observa la distribucion de todas las sPLAGs de planfas
dentro de lo superfamilia. Las secuencins v sus respectivos nomeros de sccesos (DY) de
CGienbank de proteings =on los sigusentes: clavel (AFO84732), malz (EUSGETSY), isoformn
S AT2ABLIE) v -1 (AJZ3R11T) de arroz, isoformas -a (AY136307), - (AFS1915), -y
(AY I4R346) v =6 (AY 14B8447) de Arafidopziv v tabaco (AB190177) Pasa las isoformas
de Glveise sray sen: GmsPLA-XIA-] (ACLUG5250) GmsPLA»XIA-Z (AULITRIS1),
GmsPLA-XIB-1 (ACL93%,  GesPLA-XIB-2 (ACUIS282),  GmsPLA-XIB-3
(ACLI2434 1), Como ralz se empled uma PLA: de mta (00T,

Como fue descrito por Mansfeld v col. [66]. las enzimas de estos subgrupos
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grupos distintos, sezin fa clasificaciom realizada por Six v Dennis [2]. De acuerdo con ¢l
sistema de numeracidn de la superfamilia PLA; [2. 23, 7E] esfas categorias se
comesponden a los subgrupos XIA y XIB. GmsPLA:-XIB-1, -2 v -3 perienccen al grupo
XIB, junto con AtsPLA:-n, isoforma 11 de la PLA; de amoz, clavel, tabaco v maiz. Por
otrg fado, GmsPLA; X1A-1 ¥ -2 se encuentran formando pare del grupa XA, que
incluve AtsPLA;-y, AtsPLA =B, AtsPLA;-6 e isoforma | de amroz (Figura 3.3).

b eGsEEEEmmEEmEE

difieren en el tercer aminodcido que coording al Ca’", siendo un residuo Gly en esa
posiciom para las enzimas del subgrepo X1A v un residuo Leu parn las enzimas del

subgrupe X1B (Figura 3.2A). Como se menciond anteriormente, la diada catalitica
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His/Asp que se¢ encuentra en sPLA)s de animales no s¢ encuentra en plantas. En lugar del
residuc Asp adicional de la diada situado aguas arriba del par conservade His/Asp, las
enzimas de las plantas que pertenecen al grupo de X1A contienen un residuo His o Asn, y
las enzimas de grupo XIB contienen un residuo Ser o Asn [66], como se menciond
anteriormente, El rol biologico/funcional de estas diferencias halladas sobre las
propicdades cataliticas concemientes o la especificidad por lipidos (va sea por diferencias
sutiles en la afinidad por un lipide con una cabeza polar o cadena hidréfobica de la
posicion sr-2) o empatia especial para un estado fisico en particular en el sustrato de
lipidos organizado, en comparacion con lo informado para sPLA:s de animales, aun no ha
sido dilucidado en plantas.

Al comparar el grado de identidad entre las secuencias de aminodeidos completa
de las sSPLA-S dentro de cada prupo, se observd que el mismo es de aproximadamente
47.6% v 37.3% para el grupo XI1A v XIB, respectivaments; miemiras que la identidad
entre los dos subgrupos es de alrededor del 29, lo cual justifica la subdivision en estos
dos grupos. El grado de similitud entre las secuencias de aminodcidos mas alia se observd
al comparar GmsPLA;-XIA-1 ¥ GmsPLA-XIA-2, siendo del 94.%%. Entre GmsPLAz-
XIB-1 v GmsPLA--XIB-2 ¢l grado de similitud fue de aproximadamente 93.6%. En la
Tabla 3.2, sc pucde observar el grado de identidad entre las diferentes isoformas de
sPLAss presentes en Glecime max. Todos los calewlos de identidad se realizaron

empleando las secuencias de las proteinas maduras.

Tabla 3.2 Grade de identidod evivterte emire las oformas sPLA; halladay en Glypcine
sy expresado en M.

GmePLA-XIB-1 | GeaFLa;-XIB-T | CGoeFLA-XIE-] GinsPLARXIA-I | GmsPLASXIA-D

Crres LA - X -1
e e—
G LA - X181

e
G LA X B3

Gims ML -K1A-1

Crres LA = X122

3.2.4 Modelado por homologia de GmsPLA=XTA-1
La secuencia de aminodacidos de una proteina (estructura primaria), determina
umicamente una estructura de la proteina en su ambiente native. El conocimiento de esta

estructura ¢s vital para entender la funcion de la misma. Las estructuras de las proteinas
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centienen mas informacion que las secuencias v estin mds conservadas a lo largo de la
evolucidn. Es decir, dos proteinas que tienen secuencias similares no necesariamente
comparten la misma funcidn, pero si esas proteinas tienen la misma estructura
seguramente tendrdn la misma funcidn (o similar). En Lo téenica denominada modelado
por homologia, la informacion procedente de las estructuras conocidas se usa para
reconstruir modelos aproximados de secuencias similares, es decir, para predecir la
estructura de una proteina una ver conocida [a estructura de una proteing homdlopa. Esta
s, actualmente, la Gnica via para predecir estructuras de proteinas de una manera fiable
cuando se ve dificultada su cristalizacion. como ¢s ¢l caso de las sPLAss.

Con gl fin de conpcer la estructura 2D de GmsPLA,-XLA-1 v oblener informacion
adiciopal referente a la importancia del calcio para mantener la estabilidad de la
estructura, la preferencia por una determina interfaz v conocer los aminoacidos que

conforman la “i-face”. se recurric al modelado por homologia y la dinamica molecular.

GuusPLA-XIA-] 15 & POANTETTC AEQUITY- Gl KIGEWGYGY  WECAGERFCD
Tug A ? SICTHLL = A KOGGUSRTTE ST TIAFLL BVGENOGHLY SGUPGERPCD
G LA ~XT1A-7 5 L S EY

Mg ' Vs 558

GmsPLA-XIA-] 65 BLDACCMAIG  DOVORE--GM THVKCHKKLK  SCLTRELKSG — KVGFS - KECT
el | a8 ALBACCRMYIE  NCVETHNBDY LNTRICNERLE SCTHRYS - -« GATFPOGNECN
CrmaPLA - T Ihihiklshhklsh hlkhhik Ikl hilikilh lehik

Jug A hhikkhhhblsh  Bhihhb lilskhlibbli b

GusPLACXLAL] 112 VERAAFTMIR  GMDLAILLSQ L ----

FupA P VGOTASYVIRG  VIETAVFALK 1LHEED

i LA = NiA=T hhtiklhhhish Wbl b

2w 7A khhhlhhhilsh  hishhhislhbl o il

Figura 3.4 Afincamiame de GusPLA-XTA-T g isoforma I de le sPLA; de arroe. Con
“h” se indica bos aminodcidos que sepuramente formaran hélices v con " ks que

formanin estmiciuras o =TT [

Al carecer nuestro laboratorio de los conocimienios acerca del mangjo de las
técnicas ¥ del equipamiento requerido, los experimenmos de las secciones que se
mencionan a continuacion se realizaron en colaboracion con el Dr. Marcos Villareal
( Departamento de Matemdtica y Fisica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC), quien
cuenia con los conocimientos, la expenencia v los equipos necesarios para poder realizar

los andlisis pertinentes.
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Para conocer la estructura 3D de GmsPLA;-X1A-1 se empled como templado la
estructura de sPLA3S de arroz “Onza saifve™ (ID: 2weTA), va que al compararlazs la
identidad de secuencia que comparten es del 34% con un e-value de 6.40 e-40, En la
Figura 3.4 s¢ muestra ¢l alinesamiento,

Como se puede observar en la Figura 3.5, la superposicion de las estructuras
tercianias de las sPLA,, de armoz y GmsPLA-XIA-]1 obtemada mediante modelado por
homologia estd muy bien conservada en las regiones que son esenciales para la actividad

catalitica.

Fipura 3.8 Comparacidr ewire ef femplado v lo extrucfora modeleds, Lax nstas. de
freste v de perfil de las proteinas de arroz (modelada en azul PDB ID; 2wgTA) v saoja
GiarsPLAXIAT (modeladz en rafo).  Este modelado es la estreciura de combenzo para
las simubsciones de Dindmica Molecular.

Cabe aclarar que solo se ha realizado el Modelado por Homologia ¥ la Dinamica
Muolecular para GmsPLA:-X1A-1, por lo gque no se [levaran a cabo andlisis comparativos
de las estructuras, los aminodcidos que conforman la “i-face ™, ni estabilidad por calcio ni

preferencia por interfaz para ambas enzimas

3.2.4 1 Dindmica molecular de GmsPLA-XIA-len agua

Con ¢l fin de refinar ¢l modelo obtenido mediante el modelado por homologia y
tener una ides de la dinamica estructural de la proteina, se realizaron simulaciones de
dingmica molecular de la secuencia madura completa de la proteina GmsPLA;-X1A-1. La
estrategia gque s¢ empled consistio en realizar simulaciones aplicando dos campos de
fuerza diferentes. Cada comida con cada campo de fuerza se inicid con un set de

velocidades iniciales diferentes. Esta estrategia no es comuanmente empleada, por lo que
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s¢ dard una breve explicacion del por qué su aplicacion en este trabajo de Tesis. Como no
existe un estindar de oro en los campos de luerza. se decidio utilizar dos opciones
diferentes ¥ obtener una imagen consenso a partic de las simulaciones, La repeticion
empleando diferentes “semillas™ nos ayuda a explorar el espacio conformacional
alrededor de la estructura inicial de forma mds eficiente que lo que se lograria con una
sola comrida larga con el mismo tiempo adicionado [181].

El promedio en Iz desviacion media de la raiz coadrada (RMSD) para las coatro
simulaciones del C,, de¢ la éstructura inicial se muestra en ln Figura 3.6. Las curvas para
las comridas individuales se muestran en la Figura 3.7, En tres de las cuatro simulaciones,
la protging permanece dentro de los 0.22 - 0,29 nm de a estructura micial. Estos valores
s¢ obiienen por lo general cuando se simulan las proteinas derivadas de datos
experimentales de RMN o rayos X. Teniendo en cuenta estos resultados se puede decir
gque el modelo obtenido es un buen modelo de la proteina.

En la Figura 3.7 se obgerva gue una de las simulaciones realizadas con el campo
de fucrza AMBER, comicnza a aumentar la RMSD cerea de 50 ns y alcanza un valor de
casi 0,44 nm. Una observacion mis fina de esta trayvectoria muestra gue en este punto el
Ca"™ se pierde de la proteing. Esto indicaria que el Ca™ juega un papel fundamental en el
mantenimiento de fa proteina en estado plegado en su estructura nativa. Por esta razon sc
decidio estudiar mas a fondo el efecto del Ca™. Teniendo en cuenta que el Ca' se pierde,
en los cdleulos que subsiguieron silo se tuvo en cuenta los primeros 30 ns de esta
simulacidn.

La Figura 3.8 muestra la fluctuacion media de la raiz cundrada (RMSF) de los C,,
que es un indicador de la flexibilidad del esgueleto de la proteina. La curva muestra la
media ponderada de las cuatro simulaciones de la holo proteina, e indica que l1as regiones
mas maviles son ¢l N- y C-terminal, seguido de los bucles en los residuns 74-85, 53-62,
34-37 de GmsPLA;-XIA-1. Estos bucles conectan las dos Gltimas a-hélices. la primera
con ba segunda hélice, v la tltima hoja-f con la primera hélice. En la Figura 3.9 se
muestran fas curvas individuales de RMSF. Los datos demuestran que no hay prandes
diferencias entre las comdas v los campos de fuerza, lo que indica gue la flexibilidad que

se infiric es robusta y muy probable.
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Figura 3,6 Desviacion de ln raiz cundrnda media (RMSID) del CF de I estroctura
inicial de GmsPLA-XIA-1. La curva negra es e promedio de las custro comidas de la
proteina con Ca’', mientras que [a curva roje corresponde & la media de las dos corridas
de la proteina sin el Cat,
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Figara X7 Desviacian de lo raiz cuadrads medio (RWED) para fas simaslaeiones
individuales con fones Ca™ (lzguierda) v sin elles (o la derecha) en ef sitle acoiva, Las
curvas marcadas con la leira & som simulaciones con el campo de fuerza Amberd95E,
mieriras que la etiguets G son para las simulaciones con el campo de fuerza Gromoes53ab,
Cabe mencionar que |a segunda repeticidn con el campo de fuerza Amber {curva A2 en

rojo) perdié el Ca™ a 50 ns.
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Figura 3.8 Raiz cuaavada media de las Tuctiaciones de lox € (RMSFL La curva en
nepre €5 lo media ponderada de las cuatre corridas de la GmsPLA-XIA-T on presencia de
Ca”, mientras que la curva roja corresponde @ la media ponderada de las dos cormidas de
la proteina sin iones Ca™. Las curvas rmsf individuales se muestzan en la Figura 3.9,
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Figuras 3.9 Bz cnodrade mredic de lox fuctuaciones de los O (RMSFL RMEF para
Hox wimadacioney individuales con foires E‘nl"'.n':q'uklm'uj ¥ vl elle (o la devecha) en of
sitfe acrhee. Las curvas marcadas con la letra A son smualaciones con el campo de fuerza
AmberdOSE, mientras que la etiqueta G son para las simuelaciones con el campo de foerza
Gromosi Jab, S6lo se comsidemn bos primenos 50 ns de samulacsin

La Tabla 3.3 muestra el promedio ponderado de la estructura secundaria de la
proteina GmsPLA-X1A-1. Al igual que otras sPLA;s de plantas, la estructura secundaria
es principalmente a-hélice. con sdlo una pequella porcion en hoja-p. También hay
sbundantes regiones donde se observan giros-f v curvas, En este agpecto estruciural se
ohservaron diferencias entre los resultados obtenidos por los diferentes campos de fuerza
empleados. El campo de Tuerza AMBER da consistenteimente un mayor contenido de a-

hélice. mientras que para GROMOS hay menos residuos con estructuras secundarias v se
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incrementa el nimero de curvas. La diferencia en el nimero de residuos en a-hélice entre
los dos campos de fuerza se centra principalmente en la hélice terminal, en la que el
campo de fuerza AMBER retiene mis la estructura inicial que es completamente
helicoidal. Dado el bajo nimero de contactos con el resto de la proteina v la alta
exposicion al agua de esta hélice terminal, es posible plantear que esta hélice no sea tan
estable como las otras ¥ sufra mas transiciones a las estructuras tipo ovillo. Por lo tanto,
los resultados obtenidos con el campo de fuerza GROMOS son mis prometedores, Sin
embargo, consistentemente, estas diferencias entre los campos de fucrza son pequeiias ya

que representan sdlo el 5%.

Tabla 3.3 Espructura secundaria” de fa proteing GmsPLA ~XT4-F en presencie (+Ca™")
3 ausencia (-Ca'*) de caleio en ol sitio active.

+Ca? Cx ¥
Helix [Hélica) 47 9
Tum [Girn) 13 16
Bend iDoblez) 20 18
Brta bridge [Puente B) 3 2
Beta sheet  [Hoja B) 4 &
Coil [Dvibla) 27 28

*la estructura secundania fue caloulade con el programa DESP,

Con el fin de analizar la estructura terciaria de la proteina GmsPLAR-X1A-1 se
realizd un reclutamiento de las estructuras muestreadas en todas las trayectonas [182]. En
este andlisis. las estructuras fueron agrupadas por similitud medida por el rmsd. el cual se
establecio en 0.2 nm para este caso, El centro de los cuatro primeros grupos s¢ muestra en
la Figura 3.10. Juntos, estos custro grupos representan el 97% de las estructuras
muestreadas. Las principales diferencias que se observaron entre fos centros de los grupos
sg encontraron principalmente en los residuos 9% a 114 (altimos residuos de la tercera o-
hélice) v los residuos 74-B5 (el bucle que une las dos Ghimas a-hélices). El prupo
principal que incluye a un 42% de la peblacidn tiene los (ltimos 7 residuos en ovillo al
azar. Estos residuos estdn en a-hélice completa en la estructura inicial. asi como en la
estructura cristalina de la sPLA; de amoz. El segundo grupo, con un 29% de la poblacidn,
también ha perdido la a-hélice en el mismo segmento de la Gltima w-hélice, v muestra un
punio de quiebre en esta o-hélice que ocurre en el residuo 99. Este quiebre puede deberse
a la presencia de un residuo Gly en la posicidn 98, que es conocido por su baja helicidad

intrinseca (o alta flexibilidad conformacional). En el tercer grupo (con una poblacion del

117



Capinda 3 ANALIRNS TV STLICE

16%) la w-hélice terminal se forma completamente. El coarto grupo tiene los residuos
terminales en una conformacion similar a la del primer grupo, pero tliene una
conformacion diferente que comprende los residuos 74-85. Esta observacion indica que la
a-hélice terminal es mds bien una regidn dindmica v tiene tres conformaciones
prncipales, una totalmente helicoidal, otra con los Gltimos siete residuos en oville al azar
v la tercera com un quichre mads un ovillo al azar. Como se sefald anteriormente, este
comportamiento pucde atribuirse al nimero bajo de contactos de esta region, su gran drea

expuesta al solvente, v la presencia del residuo flexible Gly9E,

29%

\
z G?a
5 s L '1

L5
— —_—

16% 10%

Figura 3,10 Centros de fox grigpoy gue s cicnetivan afilizondo we Mmille de carte de
0.2 RMYD nm. Las p-helioes se muesitan en magenta, las h-:_::'iu.-q-fl en amanlla, los |.|;in:|.=:
cn celesie, v los residucs en la ovillo son de color blanco, Las figuras se han generada
mediante ¢l uso del programa de WM, Los percentaies representan b distribucion de las

posibles conformaciones en |a dindmica de b poblicion muestreada.

El sitie active de la proteina contiene um i Ca®' que cominmente S encuenir
presente en otras sPLAss de plantas [45, 66]. El ion Ca es un cofactor esencial
en el mecanismo de catilisis llevado a cabo por estas enzimas ¥ s un preregquisiio
para la actividad de la misma. En GmsPLA-XIA-1, el ion Ca™ es coordinado por
los carbonilos del esgueleto de Tyr25, Gly27 v Tywr30 (Figura 3.11). El carboxilo
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de la cadena lateral del Asp50 junto con tres moléculas de agua completa la
coordinacion del ion Ca™, Una de las moléculas de agua hace un puente entre ¢l
ion Ca™ v la His49, El residuo His49 es conocido por ser panie del sitio catalitico
de todas las sPLAs conocidas independicntemente si son provenientes de
animales o de plantas, v se localiza en una cavidad que es accesible desde 1a “-
Juce”, mediando desde alli 1a hidrdlisis del sustrato. El par His/Asp constituye el
centro activo ¥ el bucle de umbdn al calcio es esencial para el funcionamiento
apropiado de la enzima [65]). Todas las sPLAzs catalizan la hidrdlisis a ravés del
mismo mecanismo de donacion de un proton de una molécula de agua seguido del
ataque nucledfilo sobre el entace sn-2 del glicerofosfolipido. Una molécula de
apua se activa por la presencia de la disda His'Asp con dependencia absoluta de la
coordinacion del iom Ca™" [78, 183]. Esto se correlaciona con el mecanismo
catalitico propuesto llamado “mecanismo de Ca™ coordinado por un oxianion”

[184]. en donde estin implicadas dos moléculas de agua. Estas dos moléculas de

3

agua presentes en la estructura rodeando el sitio de unidn de Ca ™=, sugieren que es
esencial gue una molécula de agua pueda unirse al sitio activo His a traves de la
reorientacion y la activacion en el mecanismo catalitico. La sepundes molécula de
agua parece estar implicada en el mecanismo catalitico. conectande el agua que
coording el Ca®" con la His del sitio active. En la Figura 3.12 se muestra el
nimero de contactos entre el ion Ca™ v la cadena lateral de la proteina para las

simulaciones ndividuzles.
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Figura 3.11 Sitic active de lo GasPLA XL, Bl esqueleto de la proteing se muestra en
dibujos animados. E1 bon de calcio estd en verde, v los residoos 35-31 v 46 -51 estin en
palos, También hay tres moléculas de agua que coordinan al jon Ca™°.
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Figura 3,12 Mamern de cortacios euire el ldn anfolo p b restdies de cailenas nferales,
Ui comtacto se define 38 un dtomo de la cadena laieral se halla a ura distancia por debajo
de 0.5 min del jon de Ca™, El nimerso en cada barra indica el mimero de residuos,

3.2.4.2 Dimdmica Molecwlar en ausencia de ion calcio

Con ¢l fin de evaluar el efecto del jon Ca™ en la estabilidad de la estructura de la
proteina, se realizaron simulaciones de la GmsPLA;-XIA-1 en ausencia de este cation en
el sitio active, ohservandose una desviacién de la estructura con respecto al modelo
micial, como s muestra claramente en la Figura 3.6, Ademas, se observo que las
fluctuaciones de los C,, son mas pronunciadas (Figura 3.8). Este aumento en la
flexibilidad es mas evidente en la o-hélice terminal y los bucles que conectan las a-hélice.
La proteina estid estrechamente conectada por una red de puentes disulfuro. va que
conticne seis puentes disulfuros que conectan las cisteinas 6-33, 10-39, 15-86, 26-46, 45-
Ty 52-63. La posicidn y el namero de residuos de cisteina s¢ observo que estin
conservadas tanto para las sPLA-s de plantas (Figura 3.3A) como pera las de animales.
Luepga de esta observacion, s¢ podria concluir diciendo que las cisteinas son importantes
tanto para la estabilidad estructural de la enzima como para la actividad. Como la mayoria
de los residuos que participan en estos puentes disulfure estin entre los primeros 50
aminodcidos de la secuencia de la proteina, esta region s¢ ve menos afectada por la
ausencia de Ca™ (Figura 3.8), siendo la estructura secundaria la que se ve ligeramente
afectada por la eliminacion de Ca™ (Tabla 3.3). Que la proteina retenga una porcion
mayor de la estructura secundaria después de la eliminacion de los fones de Ca™ puede
ser debido al alte nimero de puentes disulfuro que estabilizan la estructura nativa como
va se ha mencicnado, o también se podria simplemente pensar que el iempo que dura la

simulacion no fue lo suficientemente largo como para observar un desplegamiento
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completo, Teniendo en cuenta todos los datos, los resultados de las simulaciones
indicarian que el ion Ca’' juega un rol importante no sélo en el ciclo catalitico, sino
también en la flexibilidad general de la estructura nativa, Este hallazgo esta sostenido por
la necesidad de la presencia de fon Ca®” para lograr el plegamiento correcto (indicado por
su actividad enzimidtica) observado en la proteina recombinante expresada (véase mas

abajo ¥ Capitulo 4).

3.2.4.3 Fluorescencia infrinseca de triptdfano de GmsPLA-XTA-T

Con el fin de demostrar adn mds la importancia de la presencia del ion Ca™ en la
estructura de la proteina, se investigd el efecto de este cation empleando la fluorescencia
intrinseca de la proteina como una medida indirecta de la compactacion de la estructura
terciaria de la misma. Se aprovecho la panicularidad de que GmsPLA:-XIA-1 tiene un
tnico residuo Trp en el dominio de union a Ca® en la posicion 31 de su secuencia
{Figura 3.14). La emision de fluorescencia intrinseca del estado estacionario ya se ha
utilizado para determinar los dominios més expuestas de las enzimas lipoliticas donde <l
Trp esta involucrado [185]. Tanto la posicion del espectro de emision de fluorescencia de
Trp como su intensidad son muy sensibles a las condictones de entommo, como la
exposicion al solvente, presencia de atenuadores solubles o grupos vecinos [165]. El
espectro de la enzima nativa indica que el residue Trp se encuentra en un ambiente
moderadamente hidrofdbico. Con la enzima en una conformacidn enzimdtica active en
presencia de 1 mM de Ca'', el mdximo de emision estd centrado en 335 nm lo cual es
indicativo de un entorno bastante menos expuesto al solvente acwoso del dominio en el
que el Trp se encuentra localizado, Cuando se secuestra el caleio presente en el medio
mediante la adicion de EDTA, el maximo de emision muestra un corrimiento a 337 nm y
g¢ observa uma reduccidn de la intensidad de fluorescencia. En  condiciones
desnaturalizantes en presencia de una alta concentracion de GdnHCI, el perfil de
flucrescencia muestra el tipico comportamiento del Trp en agua con un maximo de
emision 4 352 nm (Figura 3.13).

El desplazamiento bawocrdmico del miaximo de emision de Trp sugiere un
aumento de exposicidn de diche residuo a un ambiente mas polar. Ademds, se observd
una disminucién en la intensidad de la sefial la cual puede estar causada por un
decaimiento de la energia de transferencia desde los residuos Tyr al Trp (Figura 3.14).

En conclusidn. se sugirid que el cambio de fluorescencia refleja la exposicion de

la prateing a un entorno mds acuoso, Los datos de fluorescencia son indicativos de que el
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o [P a - £l
Ca” induce un aumento en la compactacion de la proteina como se demostrd con el

madelo obtenido mediante dinamica molecular en la seccidn anterior.
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Figura 3.13 Efecto del Ca®" sobre o esperirn de emisiin de eorescencia del anico
reshiduo iripréfame de GmsPLA;-XIA-1, Linen negra, GmsPLA-XIA-1 activa v plegodn
con 1 mM Ca’', Linea roja, GmsPLA:-XIA-1 eguilibrada con 10 mM EDTA. Linea azul,
CGinsPLA=-X1A-1 & condiciones desnaturalizamies en presencia de 10 mM EDTA v 4M

Cuin HC| pH &5,

Figura 304 Represeniacidn de las Tyvre 22, 25, 30 v 88, presentes en la estructura de
In prodeing GmsPLA;XTA- v so cercania sl Tep 31,

3.2.4.4 Dingmica Molecular en disolvente mixto
Con la finalidad de obtener una perspectiva putativa de la cara de la membrana de
la proteina (la lamada “i-face ), se realizaron simulaciones de dindmica molecular de la

proteina GmsPLA;-XIA-1 en un disolvenie que es una mezcla de agua con 3% de
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alcohol isopropilico empleando el campo de fuerza GROMOS. La idea central del
método es que las regiones de la proteina que se ponen en contacte con la membrana
necesitan perder, total o parcialmente, la solvatacion de las moléculas de agua con el fin
de interactuar con una superficie mas hidréfoba, ! como la interfaz de la membrana. Las
regiones con una alta tendencia a desolvatarse pueden determinarse (spotted out) por el
aumento en la copcentracidn local de las moléculas de aleohol isopropllico en
comparacion con la mayor parte de disolvente en el seno de la solucidn. Este
razonamiento es similar al utilizado en la deteccién de puntos calientes para la union de
farmacos a superficies de proteinas [186]. Con esto en mente, s2 realizd una simulacién
de 60 ns de la proteina en la mezela de disolventes. Antes de calcular la densidad del
isopropilo, la estahilidad de la proteina se controld mediante la medicion de los RMSD, el
RMSF, y el contenido de estructura secundaria. Todes estos parametros mostraron que |a
estructura simulada en disolvente mixto se comporta de manera similar a la estructura en

agua (Figura 3.15).
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Figura 3.15 RMED (izquiferda) ¥y RMSF (derecha) para la siadacide de lr protedine en
miemcha de aleohol isopropifior-aguae.

La Figura 3.16 muestra una isosuperficie de densidad igual a 10 veces la densidad
media del alcohol isopropilico en el seno de la solucion. En esta figura, se pueden
distinguir dos parches diferentes, un parche delgado que esta principalmente en la parte
superior de la primera a-hélice v se come hacia abajo del bucle ¢n los residuns 74-85, v
un parche grueso gue rodes la n-hélice C-termimal. Este dltimo parche directaments
contacta con la His49 catalitica por lo que se lo propuso como la “i-face * de la membrana
de la enzima. Los residuos que se encuentran en csta cara de la membrana son FALJS,
GLYID, VAL2S, HIS4Y, HiSod, LEUIOI, ALAIO2, ILEIO3, LEUIO4, LEUIOS y

LEUIO8. Hay que tener en cuenta que la mayoria de estos residuos son hidrofobicos
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come s¢ esperaba que sea para una superficie de unidn a la membrana, por lo que esie
constituiria un entorno hidrofdbico que rodearia al sitio activo. Las cadenas laterales
hidrofohicas de los residuos que putativamente estin formando la "i-face " serfan capaces
de particionar al corazdn hidrofébico, lo que permite la unidn interfacial de la enzima,
excluvendo las moléculas de agua de la regidn que rodea al sitio activo lo que permitiria
la difusion del sustrato al bolsillo del sitio activo para ser hidrolizado, Como se sabe, las
sPLA;s deben penctrar la interfaz de fosfolipido para poder ejercer su accién. Por lo
tanto, la union exitosn a la superficic agregada donde se ubica ¢l sustrato €5 un requisito
previo en el ciclo catalitico, v esta propiedad también puede determinar algunas
caracteristicas especificas de la actividad enzimitica. 5in embarpo. hay un nimero
limitade de residwos cargados en la topografia plana de la “i<face” que podria modular
adicionalmente la interaccion con la interface del sustrato de una forma en la que ain no

ha sido totalmente dilucidada [187].

Figura 3. 16 Fisie superior y laterad de e Sosapedficie de denisidad gue equivale o diez

veces @f valor de fa deasidad del aloohol Bopropifice, La proteira GmsPLA=XIA-1 s

miuestra en s dibwos animades con el mismo codigo de color que se empled en la

Fipura 3.10. El ion calcio es de color verde v los residups en 2l sitio catolitico se

observan como palos.
2.3 Conclusiones

Loz resultados de la bisgueda TBLASTHN demostraron claramente la exisiencia de
genes codificantes para cinco isoformas de sPLA;s dentro del genoma de Glyeine max. A

pesar de poseer un mivel de identidad relativementes bajo entre las secuencias, el analisis
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realizado comparando las mismas demostrd que poscen residuos de aminodcidos
conservados, al igual que las secuencias informadas para otras sPLA;s de plantas. El
motivo catalitico, el sitio de unidn a Ca®™ v el dominio del sitio active se mostraron
conservados, Ademas, los estudios de alineamiento de secuencias mostraron la existencia
de resideos conservados en las enzimas de plantas gue estin ausentes en sPLAss de
animales. Sin embargo, la relacidn entre la estructura de la proteina y la modulacidn de la
"calidad interfacial de la interfaz™ en la actividad catalitica atn queda por ser dilucidada
para las enzimas de plantas.,

Las cinco sPLAys identificadas en Glycine max se agruparon consistentemente en
dos categorias mediante andlisis filogenético, €l cual mosird claramente que se las puede
agrupar junio a oiras sPLA2s de planias en dos subgrupos llamados X1A v XIB basado en
las diferencias en sus pesos moleculares ¥y cambios en la secuencia primaria,
especialmente en las regiones -N v -C terminal. Por otra parte, existen diferencias
marcadas en los aminodcidos que son esenciales para la catdlisis. El papel del residuo Asp
en la diada His'Asp en sPLA:s de animales que es responsable de la actividad catalitica.
ha sido reemplazado por un residue His o Asn en las GmsPLA:-XIA-1 v -2, ¥ por Ser o
Asnoen las GmsPLA-XIB-1, -2 v -3: la cual es una caracteristica distintiva de las sPL A5
procedentes de plantas,

Se¢ construyd un modelo de la proteina GmsPLA2-X1A-1 basado en homologia a
partir de la estructura conocida para la isoforma 11 de arroz (Orvza sativa), con el fin de
dilucidar su estructura. Las simulaciones de dindmica, que llevaron un tiempo total de
mas de 700 ns, se llevaron a cabo en agua pura (en presencia o ausencia de Ca’" en el
sitio activa), ¥ en una mezcla de alcohel isopropilico-agua, El plegamiento inicial se
mantuve globalmente, lo que sugiere gue, efectivamente, la estruciura de GmsPLA-XIA-
1 s muy similar a la de la isoforma 11 de arroz. Mo obstante, se observd una flexibilidad
conformacional en los altimos residuos de la hélice C-terminal. Es posible gue tras la
interacciom con las membranas, se recupere el estado completamenta helicoidal.

A pesar de estar altamente conectados por una red de seis puentes disulfuro, los
datos de la dindmica molecular sugieren que la eliminacion del on Ca™ del sitia de union
desestabiliza la estructura. La apoproteina es mas flexible. pero sdlo hay una ligera
pirdida de la estructura secundana,

Los dates de fluorescencia son indicativos de que el Ca’' induce un aumento en la
compactaciin de la proteina como S¢ demostrd mediante el modela obtemdo por

dindmica molecular.
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Las simulaciones realizadas empleando el disolvente mixto permiticron identificar
los aminodcidos putativos de la “i-face ™, la cual comprende los residuos MALIE, GLY19,
FamAL28, HIS49, HIS64, LEUIOL, ALAIG2, ILENZ, LEUIN, LEUTOS vy LEUIOS v
contacta directamente con la His49 del sitic catalitico.
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CAPITULQ 4. PROTEINAS RECOMBINANTES: Clonado, expresidn y
purificacion de sPLA ;s de Glycine max

4.1 Introduccion

En el grupo de investigacion del Dr. Madoery del Departamento de
Fundamentacién Bioldgica de la Facultad de Ciencias Agropecuarias (UNC), se
realizaron purificaciones de extracios de semilla de soja encontrindose actividad de
PLA;, compatible con las caracteristicas de secretoria, Luego de numerosos intentos en
obtener la proteina pura haste homogencidad empleando  diferentes  métodos
cromatograficos con el objeto de determinar su identidad, sumado a secuenciaciones de
profeinas que no diercn resuliados alentadores, se postuld la posible existencia de
isoespecies con las mismas masas moleculares que estarian impidiendo su secuenciacion.
En ¢l capitulo 3 s¢ menciona ¢l hallazgo de 5 isoformas para sPLA: en soja, lo cual se
correlaciona perfectamente con dicha suposicidn.

Estos hechos han sido en este trabajo de Tesis el motive por el que se planted
obtener la proteina pure en forma “recombinanie”™ mediante técnicas de biclogla
molecular. Con el fin de obténer informacion funciomal v estructural de estas nuevas
fosfolipasas, seleccionamos GmsPLA;-XIA-] v GmsPLA,-XIB-2 como representante de
las isoformas identificadas va que las mismas presentan sutiles diferencias en sus
secuencias lo que podria llegar a traducirse en diferencias a nivel catalitico y de
preferencia por Sustrato.

En este capitulo se abordard el clonado, la expresidn, la purificacidn v la
secuenciacion de estas dos proteinas recombinantes que serdn mas adelante estudiadas en
detalle a nivel estructural v funcional en este trabajo de Tesis, con el objeto de

caracterizarlas cinéticamente v determinar diferencias v similitudes a nivel funcional.

4.2 Resultados y discusion

En las sipuientes secciones se describirin vy discutirdn los resultados de
experimentos que fueron realizados con el objele de obtener las enzimas OmsPLAs
recombinantes funcionales, empleando téenicas de biologia molecular (sistemas de
clonado v expresion). expresion de proteinas en sistemas bacterianos v purificacion de las

mismas empleando cromatografia de afinidad por niquel.
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4,21 Clonadn de fas profeinas recombinanies
4201 Clonade de GmsPLARXTA-T p GmsPLA-XTB-2

Las isoformas de sPLA;s presentes en el penoma de soja presentan similitudes
unias con otras a nivel nucleotidico. Esta caracteristica complica la amplificacion de los
genes a partir de ARNm obtenido a partir de semillas de soja. Por Io tanto, para poder
proseguir con €l clonado de las secuencias a los fines de obtener las proteinas correctas,
en vez de usar ARNm como molde, se emplearon clones de los genes, los cuales han sido
obienidos v donados por investigadores del J. Craigh Yenter Institute (JOVI) La
estrategie empleada para subclonar los productos en los vectores de clonado v de
expresion s¢ muestra en el Capitulo 2 Experimental seccion 2.2.3,

Cabe destacar que la presencia de un residuo adicional en el extremo N-terminal
de este tipo de enzimas puede modificar o incluso inhabir la sctivadad de la misma, por lo
que un M-terminal nativo es necesario [ 145, 148, 188]). No obstante, si el residuo Met no
es removido podrian observarse efectos de desorden de la estructura [189, 190] con
perdida de hasta el 90% de la actividad [142]. Asi mismo. la aminopeptidasa de £.coli
reduce su eficiencia para clivar la Met si el residuo advacente a la metioning inicial es
voluminoso, tal como ocurre con el Asn, Para sPLAss de plantas, se carece de esta
informacion.

Para superar este potencial problema, se fusiond la enzima GmsPLAz-XIA-1 ¥ -
XIB-2 con ubiguitina en ¢l sistema de expresion PHUE. Este sistema estd disefiado
principalmente para obtener una proteina recombinante sin un residuo adicional en el
extremo N-terminal v con un altio rendimiento de expresion, ¢omo se observd para
algunas proteinas [156]. En nuestro caso a su ver permitio un alto rendimiento de
expresion en ceerpos de mclusidn Por ko tante, la secuencia de los genes que codifican
para las proteinas maduras GmsPLA:-X1A-1 v -XIB-2 ze fusiond a la secuencia que
codifica para uhiguitina en los sitios Sacll v Hindll] presentes en el vector PHUE (ver
Expenmental seccién 2.2.3.1) Este motive ubigquiting &5 fuego removido eficientemente
por una peptidasa que reconoce ubiguiting,

La peptidasa deuhiquitinaza esta fusionada también a una colita de 6 His (dxHis-
USP2cc), la cual permite que la misma sea removida de la muestra mediante
cromatografia de afinidad por niguel luepo de ser empleada, de manera que solo

ohtengamos en 18 fraccion eluida la proteina de imerés.
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4.2, 1.2 Secuenclacidn de mucledridos

La secuenciacion de los nucledtidos, permitién corroborar que los productos de
PCR insertados en ambos vectores, de clonado y expresion, se encuentran en la
orientacion ciomecta, es decir, gue se insertaron con sus secuencias completas sin pérdida
o agregado de nueledtidos ¥ que no ocurrieron eventos de mutacion.

La exacitud de las secuencias de nucledtidos de las construcoiones: GmePLA-
HIA-l-pGemTeasy, GmsPLA;-XIB-2-pGemTeasy, Ub-GmsPLA;-X1A-1-PHUE v Ub-
GmsPLA>-XIB-2-PHUE se verificd mediante secuenciacion de ADN (servicio contratado
al centro de secuenciacion de ADN de la Universidad de Chicago). Las secuencias se

cormresponden con las esperadas.

4.2.2 Expresion v purificacion de GmsPLA:x

Para obtener las proeinas recombinantes Ub-GmsPLAs-XIA-1-PHUE v Ub-
OmePLA;-XIB-2-PHUE se transformaron bacterias Eceli BL2E {DE3) con dichos
constructos. La expresion de la proteing recombinante se lognd induciendo mediante ¢l
agregado al medio de cultivo de PTG, Las proteinas acumuladas en los cuerpos de
inclusicn se aislaron mediante solubilizacidn en cloruro de guanidinio BM (Gdn.HC1). En
la Figura 4.1 se puede observar en un gel de SDS-PAGE las profeinas obtenidas en los
diferentes pasos de purificacion hasta la liberacion de las GmsPLA:s de los cuerpos de
inclusion. Los geles mostraron bandas similares para ambas proteinas (GmsPLA-X1A-1
19 aa y GmsPLA:-X1B-2 210 aa).

15k

15 EDw
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Figura 4.1 Gel SD8PAGE 15% representafiee de Ao clecide de GruPLAs de
cuerpas de inclusidn. Proteinas likeradas en los sucesivos pases de lavado realizados para
obtener la enzima de kos cusrpos de inclusidn. Linca PM marcador de pese molecular, |
(primer pasa), 2 (lavado 1) v 3 {lavado 2) muestran proteinas liberadas en los sucesivos
pases de lavado, Lines 4 banda cormespondienie a la proteina liberada de los cuerpos de
inclusidn leego del cratamdento con Gdn HC
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A pesar de observarse que la proteina es liberada de los cuerpos de inclusion casi
pura, se requiere una primera etapa de purificacion de las proteinas de fusion mediante
cromatografia de afinidad por niquel en condiciones desnaturalizantes. Como se muestra
en la Figura 432A (linca 1), & modo de ejemplo, se defectd una banda de
aproximadamente 24 kDa en la mezcla la cual se asignd a las proteinas de fusion. La
proteina madura se obluvo casi purn (95%), luego de una segunda etapa de purificacion
por cromatografia de afinidad por niguel, previa digestion con USP2ce (ver seccion
2.3.5.2). En la Figura 4.2A (linea 2) ¥ 4.3A (linea 1) se muestran las 3 bandas principales
que se obtienen luego de la escisidn con USPZec. La banda de 24 kDa corresponde a la
proteina de fusion, la banda de aproximadamente 13 kDa a la proteina recombinante v

odra banda de aproximadamente 10 kDa a la ubiquitina (ver seccion 2,3.5.2).
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Figura 4.1 Purificacidn de GmsPLAXIA-1, Andlisis de A) SDS-PAGE de ha
purificaciin de I enzima GmsPLA-X1A-1. La primera linea de PM de |2 izguierda
mipesdra los patrones de peso molecular del marcador de proteinas emplende; linen |
macstra B3 prodeina  recombinante Poli-Histag ubiguitina-GmsPLA-XIA=l eluda de
cuerpos de inclesion ¥ sin tratamiento con peptidasa USPIec; linea 2 muestra las
proteinas liberadas (GmsPLA; X1A-L (PR 118 kDa) v la vhiquitina (PM 10 kDa}) al
tratar la proteina recombinarde (PM 24 kDa) con pephdasa USFlec. B) SDS-PAGE que
messtra b fraccion correspondiente a la proteing recombinaime que se purificd y eluyd
por cromatoprafia de afinidad de ndguel on ks lines 1.
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Figura 4.3 Purificacién de GorsPLA#XIB-2. A} La primera linea corresponde al
mpreador de peso malecular v lisea 1 bandas de proteings obienidas luego de la digestién
con LISP2ec. BY Lincal banda de aproximadamente 13 EDa cormespondiente a la proteinn
purificada a partic de cromotografia de afimcdsl ¥ linea 2 cormesponde al marcador de peso
miolelar,

Las etapas de purificacion se siguicron mediante un ensaya de medicion indirecta
de la actividad sPLA; por la aparicion de halos en placas de PC de huevo-agar-sangre
{ver seccidn 2.4.1), wsando el buffer de renaturalizacion como control negative. PLA;
pancredtica como control positive v la proteina de fusion para demostrar que las proleinas
son inactivas cuando la ubiguitina se encuentra presente delante del N-terminal de la
sPLA; de interés (Figura 4.4). Las proiginas de fusion no mostraron actividad en ninguno
de los sistemas ensavados, va que la presencia de la Ub delante del N-terminal de |a
proteina hace que la misma pierda su actividad.

Para asegurar un comecto plegamiento de la proteina GmsPLA:-XIB-2, el
aminodcido Leu inmediatamente después del residuo final Glv situado en el extremo
carboxi-terminal de LUh se mutd por una Ala. de acuerdo a lo gue describid Othman y col.
[188].

La renaturalizacion es dependiente de la composicion del sistema redox que se
utilice. El plegamiento dptimo se consiguid mediante didlisis de la proteina en buffer de
renaturalizacion conteniendo Tris-HCL, cisteina v CaCly, La presencia de Ca™ en todas
las etapas de purificacion fue completamente necesaria para el plegamiento comecto de la

proteina con actividad enziméatica.
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Figura 4.4 Fusgpe de Apar-Hueve (PC)-Sengre. 1- Buffer (contsol negativa), 2-50 pl,
de sPLA: KIA-1, 3= 15 pL de sPLA; pancreatica, 4-15 pL de sPLA-X1A-], 5- Ub-sPLA,
MlA-lproteina de fusida).

4.2.2.1 Elecrroforesis SDS-PAGE

Mediante comida electroforética de geles de poliacrilamida al 15% en condiciones
desnaturalizantes, se pudo sproximar la masa molecular de las cnzimas v emplear esia
wcnica para sepuir a las enzimas en los pasos de purificacion por su masa molecular
esperada. En las figuras 4.2B v 4.3B se puede observar que las GmsPLA:s recombinantes
purificadas (GmsPLA:-X1A-1 v -XIB-2) mostraron bandas Gnicas de aproximadamente
14kDa ¥ que se ohtuvieron con un grado de pureza de aproximadamente el 95%

La proteina va purificada v acliva s¢ envio 4 Secuenciar.

4.2.2.2 MASA y Secuenciacicn del N-termifnal de GmsPLA2-XIA-1 y -XIB-2

Previo a la secuenciacion del N-terminal de las proteings GmsPLA;s
recombinantes, se determind la masa molecular de las mismas como se menciona en
Experimental (seccién 2.3.8} mediante HPLC semi-preparativa para confirmar que las
muestras realmente presentan una Gnica entidad.

El analisis de espectrometria de masas indicd que las mismas lienen una masa
molecular de 12.363.7 Da (GmsPLA;-X1A-1) v 13.852,1 Da (GmsPLA:-X1B-2). Estos
datos =on consistentes con la masa molecular tedrice calculada a partir de la secucncia
que fue de 12,374 Da v 13,859 Da, para GmsPLA-X1A-1 y -XIB-2 respectivamente. Por
o tamo, Ios datos de espectrometria de masas comnciden con las masas moleculares
esperadas.

Luego se realizd degradacion de EDMAN con ¢l objeto de conocer los primeros
| 0 aminodcidos del N-terminal de Ia proteina madura. La secuenciacion N-terminal de los

diez primeros residuos de las enzimas puras GmsPLA;-XIA-1 v GmePLA;-XIB-2
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permitio verificar que no hay aminodcidos extras en dicha regidn, lo que hubiese podido
afectar la actividad enzimatica segin lo informade para algunas sPLAs recombinantes
[1EE, 191]. La Figura 4.4 muestra [as porciones M-lermunal en la secuencia completa para

ambas GmsPLA:s, donde subravados se muestran los 10 primeros aminodcidos

secuenciados.
GmsPLA;-X1A-1
¥ O & A N B T T E£C-0 A EQ C D T WV G| £Y & K ¥ &
a ¥ @ Y W G cC A G E K P C D DL DDA EC M A M DB
O C VD KPF 8T HVH € HKEKLKNELT A/EL
K 4 8 M W 4 F 4 K E ECPF Y B R A A P T MI R G W D
L A [ L L 34 L & O ¥ ¥ P H ©
GmsPLA,-XIB-2
!_!l'ﬂ_ﬁ_lilirl'l'l'ﬂ'ﬁﬁll:llDEEIIFI:I'H
P PLLRY S EKEYC ECLILY O CPGSCEGRBP CDGLDBD ATE
tHHHDUEVIIKHHH‘FLlDEEIH‘T‘FIH#HH
WFK W8 KAPTEFKGNTCDOVYDONVIEY I HY Y MER
ALLASGRVYLHEP"

Figurs 44 Secuencle de fas provelnas saduras de loy GeoPLAm. Las letras
subrayadas son b primeros [0 aminoacidos que fueron secoenciados.

4.3 Conclusidn

En este Capitulo, dos de las GmsPLAs, GmsPLA-XIA-1 v GmsPLA-XIB-2. se
han clonado, expresado en sus formas maduras v punficado  exitosamente,
ohteniéndoselas con un 95% de pureza.

Ambas enrimas mostraron tener las masas moleculares v las  secuencias
aminoacidicas esperadas. Se corrobord que ambas enzimas no poseen aminodcidos extras
en ¢l extremo N-terminal que puedan disminuir o anular su actividad, por lo que las

proteinas obtenidas seran cmpleadas para estodiar v caracterizar sus propiedades

cataliticas. comao se describe en los capitulos siguientes,

135



CAPITULO 5 —

CARACTERIZACION
BIOQUIMICA DE
GI‘IlSPLAgS

Comprender la diversidad no es complicado,
&5 panerle ganas Vv entusiasmo, . es entender
e ceadar wne de LR TN LN CYLIFTT e .'.gi'll:'l.lll:'-'.‘.'
somoes diferentes v eso noy hace

wnicas, respetables, humanos e irvepetibles ™.

Marien

137



Capitulo 5 Caracterizacian hioguimica de fa actividad sPLA s

CAPITULQ 5. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA
ACTIVIDAD sPLA,.

5.1 Introduccidn

En los ultimos afios muchas sPLAzs de plantas han sido purificadas, caractenizadas
[20, 73], su estructura dilucidada [45, 66] v sus funciones celulares esmdiadas [4, 36, 40]
Mo obsztante, mas informacion se requiere ¢n comparacion a lodo lo que se sabe acerca de
sPLAss de origen animal. Hasta ¢l momento ninguna sPLA: de soja (Glveine max) ha
sido estudiada detalladamente, por lo que ¢5 necesaria una caracterizacion completa de
sus propiedades cataliticas.

El interés en cstas sPLA2s radica en su potencial uso biotecnologico como va se ha
mencionado, como biocatalizadores, ya que los lisoderivados producto de la hidrolisis son
poderosos bioemulsificantes, mias potentes que la lecitina, Seria importante contar con
una e¢nzima de ongen vegetal como la soja, va que tanto la enzima como ¢l sustrato
industrial (fosfolipidos de lecitina de soja) tendrian la misma procedencia. No obstanie, a
pesar de que estas nuevas enzimas podrian satusfacer 108 requerimientos que exigen las
regulaciones de los alimentos conocidas como Kosher v Halal, al presente no hay reportes
de sPLA:s de plantas gue puedan ser empleadas para tal aplicacion. Las sPLA» de
microbios siguen siendo aceptadas para tal fin, a pesar de que carecen de selectividad al
promover la formacion de productos secundarios (poseen actividad PLA, v lipasa). Sin
embargo, cabe pensar gue contar con una enzima de origen vegetal v altamente especifica
seria Gplimo.

En este capitulo se abordard la caracterizacion de dos isoformas de sPLAss de
Cilycine max. Las caracteristicas cinéticas de las GmsPLAss (XIA-1 vy XIB-2), dado gue
éstas actian en interfaces, se llevard a cabo empleando sistema de micelas mixtas. El
objetivo se hasd en determinar lag condiciones dptimas para la catilisis, los pardmetros
cinéticos vy establecer una relacion entre las diferencias halladas en la actividad catalitica
con las diferencias estructurales y secuenciales halladas, va que podrian estar afectando
de alguna mancra esas condiciones optimas o la preferencia para actuar sobre un sustrato
u otre, Por otro lado, se determind el modo de accidn interfacial de la enzima sobre el
sustrato & hidrolizar y el efecto del ion Ca™" sobre la estabilidad 1érmica.
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5.2 Rexuftados v discusion
3.L1 Propiedades caraliiicas de los GmsPLA s recombinantes

Las propiedades de las micelas dependen del largo de la cadena hidrocarbonada v
grupo polar del fosfolipido, las condiciones de temperatura, pH v la presencia de otros
solutos. EI progreso de la reaccidn cuando se trabaja con fosfolipidos de cadena corta v en
presencia de detergente es de pseudo orden cero.

Se utilizaron sistemas de micelas mixtas Tritbn X-1:DLPC a los fines de
wuni formizar 1a forma de presentar al sustrato (ver seccion 2.4).

Las propiedades cataliticas de GmsPLA:-XIA-1 y -XIB-2 s¢ investigaron con
respecto al tiempo, pH, temperatura y reguerimiento de calcio, con el fin de caracterizar

las condiciones optimas para la catalisis [levada a cabo por las enzimas.

5200 Determinuacivn de la condicidn de velocidad inicial.
La Figura 5.1A muestra la curva de dcidos grasos libres liberados vs. tiempo, A
partir de estas curvas se estimaron |as condiciones de velocidad imicial, verificindose que

se¢ cumplen tales condiciones hasta los 5 minutos del progreso de la ideblisis.

5212 Determinaciaon de pH dpimo

Las sPLA: vegetales han sido clasificadas como grupo His catalitico [2]. Por esta
razon, como tal residuo debe contener ¢l nitrdgens con su par de electrones libres para
formar el oxianion del estado de transicidn es que ¢l pH de la solucidn tampdn del medio
de resceion debe ser neutro o ligeramente bdsico,

Mediante el empleo de micelas mixtas de DLPC:Triton X-100 en presencia de
calcio 10 mM como sustrato se determing que el pH oplimo se encuentra entre 6 ¥ 8 para
GmsPLA:-XIA-1 y entre 6 ¥ 7 para GmsPLA;-XIB-2, ambos con un dptimo alrededor de
pH 7 (Figura 5.1 B). Esios resultados son muy similares & los encontrados para otras
sPLA;s provenientes de vegetales. Las sPLA:s de tabaco ¥ olmo tienen pH dptimos en el
intervalo de £-10 y 8-9, respectivamente [25, 31, 32, 37, 38, 72, 74, 192-195]. En
Arahidopsis los rangos de pH dptimos para las sctividades son de 6-11. 6-7, 7-9, y 89
para AtsPLAG-u.-f. -y, ¥ -8 respectivamente [20]. Una situacion similar se encontrd para
casi todos los sPLAss de animales. El pH dptimo para sPLA; de pancreas es de B [196,
197] similar al reportado para veneno de abeja [198]. Para PLA: no pancredtica humana
gl pH dptimo estd entre 8-10 [199]. Cabe mencionar gque diferentes sustratos se han
utilizado para determinar el valor de pH éptimo de las diferentes sPLA:s reporiadas en la

hiermiura.
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Figura 5.1 Pardmetros cindticos de fus profeinas recombinantes sPLAw de Giycine
ariee, A) Curva de tiempo de Fa hidedlisis de micelas mixtas de DLPC: Trigdn X-100
llevada a cabo por GmsFLA=~XIA-1 ¥ -XIB-2. By Dependencea de I sctividad enzimética
con &l pH de ambas engimas, C) Temperatur optima para la catdlisis de las GmsPLA
D} Actividad hidrolitica de Bas enzlmas GmaPLA-s en funcidon de B concenraciin de

o™, Circulos rellenos (@) comesporden 8 GmsPLA-XIB-2 v circulos vacios (o) &
GmaPLA-X1A-].

5.2.1.3 Temperatura dptima

Ambas enzimas demostraron poscéer una clevada estabilidad térmica, con valores
optimoes de alrededor de 60°C (Figura 5.1C). Esto demuestra que €stas enzimas son
altamente resistentes a la desnaturalizacion con la temperamura, condicidn atribuible
posiblemente a los 7 puentes disulfuro presentes en sus Secuencias y que se postula que
intervienen en la estabilidad de las sSPLA;s [200, 201]. La dependencia con la temperatura
fue mayor para GmsPLA;-XIB-2 en comparacion con GmsPLA2-X1A-1.

5.2.1.4 Concentracidn de fdn calcio dprima
Las enzimas clasificadas dentro del grupo con residuo His en el sitio activo, son

= . e 1= ! i
PLA: extracelulares, peguefias con requenimicento milimolar de Ca™ . Estas enzimas tienen
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advacente al grupo His un residuo Asp que es el ligando del i6n Ca™", el cual forma el
oxianidn positivamente cargado que estabiliza el estado de transicidn negativamente
cargado de la reaccidn de hidedlisis catalizada por PLA;. Esia es la causa de la
dependencia milimolar de calcio de estas sPLA;s [2].

Para cormeborar este hecho. se  realizaron ensayvos con  agregado  de
concentraciones crecientes de Ca®*, La concentracion dptima requerida de Ca™ para la
actividad de GmsPLA-XIA-1 v GmsPLA-XIB-2 se encuentra en ¢l orden micromaolar
Cmvereor 8 | mM) alcanzando un médximo de actividad con 0,5 mM de Ca”', concentracion
a la que =e encuenira saturada (Figura 3.1, Este requenmiento de calcwo micromaolar es
mas hien inusual para las enzimas sPLAS que en su mavoria poseen un regquerimiento en
el rango milimolar {de mayor concentracion, entre 5-10 mM) [2]. El mismo
comportamiento s¢ observh para sPLAs de Arabidopsis AtsPLAs-B, v-.-6 [20]. Es
imporiante destacar gue estas GmsPLAss no exhibieron actividad en ausencia de Ca™'.
cuando a las muestras conteniendo la enzima se le adiciond EDTA en exceso, a fin de
eliminar posibles trazas del mismo en ¢l sistema de incubacion. En contraste, para
AlsPLA-u se observd gue la actividad se ve incrementada con la concentracion de calcio
hasta alcanzar un plateau a 10 mM de ClCa; v la sPLA; de olmo exhibid una sctividad
aptima entre 10-15 mM [20, 31, 73]. Sin embargo, para alcanzar el 50% de la actividad
maxima fue suficiente con 0.5 mM de ClCas, para cstas dos enzimas. La actividad
mixima para la s$PLA: de tabaco se detectd por encima de una concentracion de caleio |
mM. Este comportamiento es similar al observado para la mavoria de las sPLAs
animales, que requieren concentraciones milimolares de Ca®' v o Lenen actividad en su
ausencia [ 20, 197].

5.2 1.5 Efecto de idn calcio en fa extabifidad termica de GmsPLA=~XTA-1

Ya se menciond en el Capitulo 3 la importancia de la presencia del ion Ca™ para
la estabilidad térmica de las sPLA; de Glyeine max, En esta seccidn se demuesira que si la
enzima es sometida & calor en ausencia de Ca™ o en presencia de EDTA, se pierde Ia
sctividad a una temperatura de 60°C. incluso cuando el ion de Ca™' se reincorpora ol
medio después del calentanuento (Tabla 5.1). Como se sugirid antériormente & partir de
la realizacion de experimentos de dindimica molecular y de fluorescencia (Capitulo 3), la
presencia de ion Ca®’ tiene un rol clave en la preservacion del plegamiento global nativo

de GmsPLA:-X1A-1 y por lo tanto para la conformacicn correcta pars la lipalisis
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GmsPLA-XIB-2 también demostrd ser resistente a las altas temperaturas (datos
no mosmados) v mantener su actividad adn después de 5 minutos de ser calentada a 60°C.
Sin embargo, no pudo corroborarse la imporancia del calcio en la estabilidad de la misma
empleando ¢l método de fluorescencia como en el caso de GmsPLA;-XIA-1, va gue
carece de riptdfanos en su secuencia. No obstante, deberiamos ésperar que ambas tengan

el migmo comportamiento debido al alto porcentaje de similited entre sus secuencias.,

Tabln 5.0 Efecio deof idn fﬂ:‘ en fa exiabifidad termmica de e PA =XTA- ],

Conadicidn de Actividad residual
Incubacidn { ol muin.mg)
Ca'' 5 mM TEFEE]
Ca’ 0 mM 0
EDTA 10 mM + Ca’ ' 10 mM 0

5.2 1.6 Mado de la catdlisis de GmsPLA-XTA-1

Para determinar si GmsPLA;-XIA-1 acta en micelas mixtas en el modo “hopping
o saltatorio”™ o “scooting o adhenidoe”, se investipd el efecto de la concentracion de
sustrate (DLPC) sobre la actividad lipolitica como se observa en la grifica de nmol de
dcidos grasos liberados (Figura 5.2) v, diferentes concentraciones del susirato DLPC en
micelas mixtas. Se registrd un notorio aumento de actividad cuando a los quince minutos
de wranscurrida la reaccidn se observd en micelas mixtas que contenian 0,25 mM de
DLPC después de que a los [0 minutos se adiciond 0,75 mM de sustrato DLPC (para
lograr 1 mM de concentracion final), lo que indica de manera inequivoca que la enzima
fue copaz de "ver" el incremento de lo concentracion de sustrato. Este comportamiento es
compatible con un mode de accidn de catdlisis saltatorio. La relacidn molar
micelas/enzima es 23271, condicion que se vie que favorece un modo de catalisis adherida
para sPLAs pancreatica [1]. sin embargo, en las condiciones ensayadas para la enzima de
Clypeing max se observd que tiende n actuar en el modo de catdlisis saltatorio. La
diferencia observada podria deberse a la cepacidad de la enzima para saltar de una micela
a otra bajo condiciones expenmentales adecuadas como se menciona en [1].

Se sabe que cuando la relacion de micelas/enzima es alia, la enzima que trabaja en
modo adheride no es capaz de “ver” el sustrato recién agregado. Sin embargo, en tales
condiciones experimentales v dependiendo del fosfolipido wtilizado como sestrato, la

calidad de los agregados lipidicos utilizados para el ensayo, el tipo de PLA; empleada y la
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relacion enzima'agregado, uno v otro modo de catdlisis podria verse favorecido [69], En
general, las condiciones que favorecen la adsorcidn de la enzima a la micela’agregado
llevardn a que la enzima actéc cn cl modo adhendo, como es el caso de la sPLA; de
pancreas actuando adsorbida sobre los agregados constituidos por fosfolipidos anidnicos,
Contrariamente, si las condiciones experimentales se manipulan para interrumpar, de
alguna manera, la interaccion superficial entre la enzima y el sustratofagrepgado, la

hidrdlisis tendrd lugar en el modo de "saltatorio” [1].
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Figura 5.2 Esnualo del mrodo de oondlisdy o Gaes LA =XTA=1. La flecha muesina el salio
en la medicion de |a actividad a kos 15 min, después de la adicidn a la micela gue contiens

0,25 mM de DLPC de mds micelas (0,73 mM de DLPC) para completar | mbd DLPC
miceld 3 los 10 min de tiempe de reccion

Dade gue entre ambas enzimas existe alio grado de homelogia, es de esperar que

ambas tengan el mismo comportamiento, tendiendo ambas a trabajar bajo el modo

saliatorio bajo las condiciones experimentales empleadas.

5.2.2 Los pavdmetros cindticos de las GmsPLAx recombinantes.

Se estudio el efecto de la concentracidn de DLPC v DLPG sobre la velocidad de la
reaccion de hidrolisis levada a cabo por GmsPLA-XIA-1 v -XIB-2, con el fin de oblener
los parametros cinéticos aparentes. En condiciones experimentales de velocidad inicial
(consumo de susirato inferior a 5 %), empleando solucion tampdn Tris-HCI (pH £.5)
conteniendo 5 mM CaCly and 100 mbM MaCl, los datos de velocidad inicial en funcion de
la concentracion para ambas isoformas GmsPLAss produjeron graficas hiperbdlicas

compatibles con una cinética de tipo michaeliana (Figura 5.3).
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La actividad de GmsPLA;-XIA-1 v -XIB-2 hacia micelas mixias de DLPC/ Tritdn
X=100 {relacion molarl:4). mostrd una Ky aparente de 0.23 mM v 0,07 mM v una Vi
de 10,2 pmnl_min"-mg" y 197 umnl.min"-mg", respectivamente, (Figura 5.3 y Tabla
5.2). Cuando ¢l sustrato presente en las micelas mixtas fue DLPG, la Ky aparente v Vigax
para ambas enzimas fueron 13.9 mM v 1,86 pmolmin' .mg ' para GmsPLA:-XIA-1 ¥
1,1 mM vy 6,69 umol.min' mg ~ para GmsPLA:-XIB-2.
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Figura 5.3 Parduetros cinfticons de GusPLA-XTA-T p -XIB-2 on miceles mivias de
Niptatos; Telida-X 00 frelacidn 1240 Dependencia de la velocidad inicial de hidedlisis con
ls concendracidn inicinl de sustrato en presencie de MaCl 1nM. A, B) Velacidad inscial
frente a la contentracidn de sustrato para GrsPLA,-XTB-2 v C, D) Velocidad inicial v,
Copgentracion & sustrate para GmsPLA-XIA-T, Circelos rellenos {®) cormesponden a
GmsPLA,-XIB-2 v circulos vacios (o) a GmsPLA-XIA-L,

Tabla 5.2 Constantes aparentes de ombas sPLAw recombinantes de Glycine max
cutarnds o sustrate os DLPC p DLPG en micelas micias en presencia de JO0 s NaOl

Coms P LA-NIA-1 G PLA-XIB-2
Sustrato ,Ii'ﬁ Viay vm.f HH [-i'._,q Viaax Vouxl K
DLPC 0232 0.0% 10,20 = 0,06 14795 G0T=008 19T =140 9.376,3
DLEG 17,96 +4.20 {387 = 1.7 233 LE3=035F 469+ 089 1975

Umits: Ky, mM; Viax. pmolmin™ .mg™; Ve Ka, min” mg.
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Los valores de Ky aparentes obtenidos para las GmsPLAss utilizando fosfolipidos
de cadena cora como sustrato no fueron marcadamenie diterentes al compararios con los
ohlenidos para sPLAs de animales [202] o para otras plantas [73], sungue se emplearon
diferentes sistemas de sustrato. Los valores de Ky para las sPLAss animales caen entre
018 a 3.2 mM cuando se utilizd 1,2-dioctanoil-sn-glicero-3-fosfocoling v 0,12 mM para
la sPLAz-u de Arabidopsis 73]

Las eficiencias cataliticas [0 constante de especificidad o tambicn Ilamada
perfomance catalitica) para ambas soformas se caleularon  comao la relacion de Vyax
respecto a Kug (VB , ver ref[203]). Los valores obtenidos se muestran en la Tabla
3.1, Estrictamente, la efciencia caialitica es key/'Kw, pero asumicndo que estamos
comparando enzimas a igual concentracion [E], comoe Vioc=koo|E], se puede usar

directamente Vygax para calcular la eficiencia catalitica como Vi aw/Ka.

5.2.3 Especificidad per fosfolipidos con diferenie cabeza polar de GmsPLA s

Para realizar este estudio, se seleccionaron cualro sustralos gue poseen la misma
composicion en la cadena hidrocarbonada pero que difieren en la estructura del grupo
polar de la cabeza. Se sabe que cambios en la cabeza polar de fosfolipidos pueden
producir cambios significativos en las ceracleristicas de 3 interfaz v afeciar
consecuentemente la actividad de a enzima. Diferencias notables en la actividad de la
enzima para hidrolizar diferentes fosfolipidos pedrian deberse a una diferencia especifica
(a nivel de secuencia o estructura). © més bien 8 cambios que pueden operar en las
caracteristicas biofisicas de la interfaz. El uso de detergente no idnico para la preparacion
de tas micelas mixtas empleadas como sistemas de membrana organizados, ofrece la
ventaja de presentar el sustrato de fosfolipido en una matriz uniforme y homogénea [ 204],
Los efectos de carga sobre el grupo presenie en la cabeza polar del fosfolipide sustrato de
la hidralisis de GmsPLA:-XI1A-1 v -XIB-2 se examind midiendo la velocidad imicial, Los
sustratos empleados fueron DLPC, DLPG, DLPE v DLPA (Figura 5.4) en micelas
mixtas con Tritom X-100,

Las mediciones se realizaron en presencia v ausencia de NaCl 100 mM, La
actividad de GmsPLA:-XIA-1 en ausencia de sal mostrd una preferencia por lipidos
zwitcrionicos como PC y PE en comparacidn con fos fosfolipidos anionicos tles como
PG v PA (Figura 5.5 A v Tabla 8.3). En presencia de NaCl 100 mM se observd una clara

preferencia de s enzima por PC, pero PE ¥ PG también mostraron reactividad (Figura
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4.9B), aungue menoer. Casi ¢l mismo comportamiento se observd para GmsPLA;-X1B-2,

v que s¢ ohservd que esta enzima preficre PC, va sea en presencia o ausencia de sal.

IVLPC 11 3 d B ol 50 gliorrn- 3= frafiscesboms & o [ wes o] Fivi i 5 8l v |

= L]
]
e e e e '1;-"1{ B+ o - RS
- ur
=R o S
1
]

e S

DL {1 2 -dlanmad neghica 5 fostosd ey -pherennd b Orald de sesdio) o dilyonal Sosfasdilghonod)
o

£ o
.-'-“H.\,.-'-“-..-"‘-\..-‘_"H.,-‘"'H..-'.'“n"-'“—.""'-;ﬂ T J = N
e T e e T Ty s b
5]

DILPE {1 3-dlurnl o flone§ Sofaaasdani o dilaseil ol e i

mw a
ey -‘"-\..-"'-\_-J'\-L:"‘-\,i‘_ = Ir' = il
B e T e [ '

o T S

o
DLPA T - dEwmail-saflieme 1 Fafae ol de wodal o dlnendfocimdon
o [n]
.-"“-\_,-"“V"h_a‘_u.,-i_u.__.-j‘h.oﬁi\g- F 4]
o o
ha

"'\-\_-"‘"\-_-"""-\_-"""'-_-""1-\_-""1-!--
O

Figura .4 Esquema de fosfolipides empleados en lox ensayos de actividad Esruciuras
 formadas.

;‘
m

P4

S

-
=3

Al B giass [
-
riml oD grasn Eoermoks

(1% | . xg 4 ¥ 5
L]
| ] - L N G i "
(£} & . - [ t u H &
[ 1] l o fi L ‘I L] (LR . L] " :
._-J_- £ -I : l l.: o L] L] d L] P T =
Tiamga {mn| T {mén}

Figura 5.5 Evelucion femporal de o hideolivs de susfrates con diferenies grapas de
curfreza en gaseictoe A) o B) presencia de fo sal, por GmsPLA-XTA-T (simbolos llenos) ¥
GmsPLA--XIB-2 (simbolos wacios) utilizando micelas mixtas, (& o) DLPC, (4 #) DLPE.
{m o) DLPG ¥ { ¥ A} DLFA

En presencia de una concentracion de sal elevada (Figura 5.5B), GmsPLA,-XIB-
2 mostrd una ligera preferencia por PE sobre PG, pero esta preferencia no se observa en

ausencia de NaCl. Cuando el sustrato es PA, en todos los cases, la actividad fue muy
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pobre o cercana a cero. El comportamiento de actividad en presencia de Nall para
GmsPLA;-XIB-2 fue similar al reportado para AtsPLA»-o [73]. Por otra parte, la
eficiencia catalitica fue mavor cuando el sustrato wiilizado en el ensayvo fue DLPC (Tabla
5.3).

Tabla 5.3 fafluwenche de sal en la actividad sPLA; de Glvelne s Prodivcm Terads
expresade en il @ fox §omimwos de regccion caedo se wtilizan diferenies sestraios o
presencia v ausencia de NaCl.

m™ Mall 10 M MaCl
CrmsPLA-X1A-1 GmsPLA-XIB-2  GosPLA-XIA-1 GmsPLA-XIE-2
Spstrate  amol liberads % nmol likerada % wied liberacke %% ool liberado %
DLPC |43 =[0G 1TH] T.50 = {4 100 3262 0,05 IEF ID44 =045 10D
DLPE 138 = {L,03 ar 5 4,95 = 1,01 67,5 1,59 0,07 488 6,53 & 01,64 fl.h
DLIMG ] ] 3,202 (1,68 5,1 1,23 0,08 iy 345+ 0,05 13,1
DA 013 =000 51 ] 45,1 03830 14k 1 0,13 & 0,03 I,2

Las percentajes eslan relacionados con cada méxima de productos penerados pars ambas enzimas en cada
condeciin ensayada,

Independientementeé de la presencia o no de sal en el medio, ambas enzimas,
GimsPLAz-X1A-1 ¥ -XIB-2, mostraron una marcada preferencia por PC, lo gue indica que
este grupo de enzimas tene un comportamiento distinte al descripto para la sPLA,
pancredtica [#6, 205-207]. Esta alta selectividad por PC podria estar relacionada con la
funcion bicldgica de estas enzimas, ya que PC es uno de los lipidos mas abundantes en
las membranas plasmaticas de las plantas junto con PE [73]. Estos resullados son
comparables con log obtenidos para otras sPLA; de plantas: tabaco mosted preferencia por
PC mas que por PG y PE en micelas mixtas en presencia de colato de sodio [38];
Avabidopsiz, AtsPLAz-u y-fi también prefieren sustratos zwiteridnicos como PC v PE,
observandose una ligera preferencia de PE sobre PC, utilizando micelas mixias con
Triton-X100 [20]. Por otro lado, AsPLA-y hidroliza en un 0% PE v en un 1084 PC, lo
que indica una fuene preferencia por PE sobre PC como sustrato, observandose un
comportamiento similar pars AtsPLA-6 [37],

En un experimento realizado mediante simulacion llevado & cabo por el Dr
Marcos Villareal, se evalud la preferencia de binding de GmsPLA;-X1A-1 por POPG en
relacicn a POPC. La misma mostrd una afimidad marcada hacia superficies anidnicas
(Figura 5.6), Este resultado ¢coincidid con lo observado para sPLA; pancreatica, la cual
actia mds eficientemente sobre superficies anidnicas. Mo obstante, este resultado se

contradice con lo observado para las GmsPLA;s y dado que todo dato obtenido mediante
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simulacion debe corroborarse experimenialmente, s¢ realizaron estudics para determinar
51 bajo clertas condiciones experimentales s¢ lograba desviar la preferencia hacia PG.
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Figura 56 Porenclal de fuerce media para e imeevecciin de lo prefeing con

membromes sadleridaicas ¥ asiveiogs. La imesaccion con membranas amonkcas aparece

s favarable con respecto A las neutras

Mansfeld y col. reportaron  gue la adicion de tosfolipidos anidnicos aumentan |la
velocidad inicial de la reaccion de las sPLA. de plantas contra fosfolipidos zwiteridnicos
[73]. Asi. se evalud el comportamiento de la actividad de GmsPLA3-XIA-1 v -XIB-2 al
adicionar porcentajes crecientes de DLPG & micelas mixtas de DLPC. Por el contrario, se
observdd una disminucion en la sctividad a medida gue la proporcion de DLPG en la
micela mixta aumentd (Figura 5.7). Como control, se compard ¢l efecto de la sPLA: de
pancreas hacia lipidos anionicos, la cual mostro ser mas activa en micelas mixtas ricas en
PG (Figura 5.7) [205]. De acuerdo con el comportamiento general observado,
comparativamente, sPLA; de pincreas es mds activa contra fosfolipidos anidnicos en
comparacion con sPLA;s de plantas de acuerdo a los resultados reportados por otros
autores [86, 206, 207].
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Figura 5.7 Micefay anicias de DLEPCTritdn X-F08 con porceintafes crecientes de DLPG
Comportamiento de la PLA, pancreitica (), GmsPLA-X1A-1 {2 ¥ GomsPLA-XIB-2
(@5 en micelas mixias de DLPC,

5.3 Conclusion

El presente estudio s¢ centrd en la bisgueda de las similitudes y diferencias en la
actividad enzimdtica de las GmsPLAS recombinantes purificadas al compararlas entre
ellas ¥ con las demas sPLAss de plantas ¥y ammales. Las enzimas recombinantes
GmsPLA-X1A-1 v -XIB-2 purificadas, resultaron ser enzimas funcionales wva que
hidrolizaron fosfolipidos cusndo se ofrecid el sustrsto en forma de micelas mixtas
(lipida/Tritén X-100).

Las PLAss con residuo His en el sitio active tienen pH dptimo liperamente bdsico.
Esto es asi porque el nitrogeno de la His debe tener ¢l par de electrones libres para formar
el oxianidn del estedo de transicidn de la reaccidn de hidralisis. Por otra parte, el oxianion
formado se estabiliza con la carpa positiva del calcio. Asi. un pH dptimo de actividad
ligeramente basico v una dependencia de caleio menor a 1 mM son lag caracteristicas a
resaltar para estas sPLAgs de Glycine max, No obstante, a pesar de que las condiciones
optimas determinadas para la actividad de estas nuevas enzimas descniptas de Glyeime
max resultaron ser similares a las observadas para otras sPLAzs de plantas ¢ animales.
Demostraron poseer una lemperatura ptima alta de 60°C,

Desde que las sPLA;s de animales y plantas actidan sobre sustratos similares pero
en diferentes entornos de membrana v con diferentes consecuencias biclégicas, notables
diferencias en la especificidad por sustrato podrian esperarse al momento de establecer
una comparacion. Es asi que. segun los resultados obtenidos, las velocidades de hidrolisis
para ambas enzimas resultaron ser mds altas cuando el sustrato presente en la micela

mixta fise zwiteridnico y disminuyé cuando en fa misma se encontraban fosfolipidos
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cargados negalivamente (anidnico). Este hecho podria ser funcionalmente imporiante, va
gue estas enzimas som secretadas al espacio extracelular en donde actian sobre las
membranas enrigquecidas en PC/PE. los cuales son 05 componentes mayorilanos
presentes en casi la misma proporcion en membrana de plantas [208]. Otra fuente podria
ser las membranas ricas en PE de los microorganismos como las bactenias o los hongos
[209], los cuales invaden ¢l espacio extracelular.

Todos estos resultados sugieren que el fosfolipide neutro aumenta la afinidad de
GmsPLA-5 en micelas mixtas de sustratoTritdn va que ambas mostraron un valor de K.,
aparente pequefic para PC en comparacion con los obtenidos para micelas mixtas de PG.
También s¢ observd un aumento en la Vi aparente, lo que demuestra que el tipo de
grupo que s¢ encuentra en la cabera del lipido afecta la elapa catalitica, Todas estas
propiedades cataliticas son consistentes con enzimas sPLAzs, Por otra parte, se comprobd
que el PG se comporta como un inhibidor cuando se mezcla con PC va que se observid
una disminucion en la velocidad de hideolisis de la enzima hacia micelas mixtas,
contranamente al comportamiento bien defimdo que se observo para la PLA; pancredtica
que es mas activa cusndo el sustrato dcidico o anfifilico cargado negativamente estd
presente en la interfaz [1, 86].

Oira caracteristica nueva v cinéticamente importante es gue éstas son las primeras
sPLA:s de plantas recombinantes reportadas que muestran una tendencia a actuar en ¢
modo de hidrdlisis saliatorio.
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ESTUDIO DE LA
ACTIVIDAD sPLA; EN
MONOCAPAS

“Tambien es una paradoja gue la rierra se mueva
alrededor del sol, v gue el agua se componga de dos
gases altamente inflamables. La verdad cientifica
resulta siempre paraddjica, si la juzgamos por
nuestra experiencia cofidiana, que solo capta el

cardeter Husorio de las cosas ™

Kot Marx
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CAPITULQ 6, ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD sPLA; EN MONOCAPAS

6. I fmtroduccidn

Los sustratos lipidicos organizados en sistemas de membrana modelo bien
controlados v simples son de eleccidn para estudiar la actividad lipolitica en relacidn a las
propiedades biofisicas del sustrato lipidico. En particular, las monocapas de lipidos
constituyen un modelo aceptado en el cual se puede demostrar que 1a actividad sPLA; es
afectada por ¢l estado fisico y la organizacion de la interfaz lipidica. Por ello, la actividad
enzimatica de cicrtas enzimas anfitropicas gue actian en interfaces, es sensible a cambios
fisicos que experimenta la membrana relacionadas a la organizacion del sustrato en la
interfaz como, empaguelamiento o la curvatura de Ia superficie del agregado donde actia
la enzima [138-141]. Mo obstante, es importante considerar ¢l sitio catalitico de la
molécula de sustrato sobre ¢l cual estas enzimas actGan, yva que la profundidad a que se
encuentra dicho sitio es determinante para su accesibilidad.

La presente Tesis es el primer reporte donde se estudia la actividad sPLA, de
plantas empleando monocapas de Langmuir. Se sabe que para prevenir cualquier cambio
fisicoguimico que pudiese ocurrir en el agregado lipidico durante el curso de la hidrolisis,
lo cual puede perturbar la interaccion proteina-lipido, la téenica de monocapas resulta
adecuada para estudiar 1a actividad catalitica en interfaces agus-aire cuando la presion de
superficie s¢ mantiene constante durante la reaccidn.

El propdsite del trabajo desarrollado en este capitulo fue explorar 51 existe una
relacidn entre la secucncia-cstructura de las sPLAjs de soja v su habildad para sensar
diferencias de empaquetamiento lateral de la membrana. Para este fin empleamos la
técnica de monocapas de DLPC para realizar ensayos de actividad a diferentes presiones

laterales de la superficic.

6.2 Resultades y Discusion
6.2.1 Ensayo de actividad sPLA; en interfaces aguasaire
6.2.1.1 Dependencia de la actividad con la concentracidn de enzima.

La actividad de las GmsPLA2s versus la concentracion de la enzima wtilizando
monocapas de DLPC a una presion lateral constante de 13 mN.m". mostrd una
dependencia lineal de la actividad con la concentracidn para ambas enzimas (Figura 6.3

A v B). El periodo de latencia “lag time * para cada una de las GmsPLAs sigue la misma
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tendencia v. como era de esperarse, e menor cuanto mavor es la concentracion de la
enzima, lo que sugiere una mayor cantidad de moléculas de enzima que particionan a la
interfaz para hidrolizar el sustrate a medida que la concentracion aumenta en la subfase
| Figura 6.4 Ay B).
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Figure 63 Dependencia de las actividodes GmsPLA s v perfode de fatencle “lag tlares”
con da preside bereral de la superficie v o concentracidn de enzima on o swbfase de
monocapay de Lagmudy de NPT on wna resccidn de oorden cera, A} sctividad
GmePLAzE v, concenfracion de enzima usada en ¢l ensayoe, B) Periodos de latencia “fag
fimes” dbe las actvicdades de sPLA: v concentracicn de ereima. Circalos rellemsass (#)
corresponden a GmaPLA;-XIB-2 v circulos vacios (2] a GmsPLA X141

6.2.1.2 Dependencia de la aetividad sPLA; con Ta presidn de superficie.

Para analizar el perfil interfacial de las GmsPLA:s en monocapas de DLPC, la
actividad se determing a diversas presiones de superficie (11, 12, 16y 18 mN.m"') usando
¢l bardstato para manterer la calidad interfacial constante duranie la reaccion. El perfil de
dependencia de la presion lateral de superficie ensayada a diferentes presiones
superficiales () muestra un valor optimo para la actividad a 16 mN.m™’ v13 mN.m! para

GmsPLA:-X1A-1 y -XIB-2. respectivamente (Figura 6.4A). La actividad catalitica de
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GmsPLA:-XIA-1 es muy reducida a presiones superficiales mds bajas v/o mds altas que
las empleadas en el estudio (datos no mostrados), Esta disminucion de la actividad a nivel
de presiones de superficie extremas es indicativa de una modulacion inducida para este
tipe de enzimas lipoliticas con el empaguetamienio de los lipidos. Los resultados
observados fueron similares a los observados para otras sPLAzs de animales [49] o para la
sPLA: de pancreas, ¥ muestran claramente que el potencial catalitico de estas enzimas
depende de la organizacion del sustrato y la calidad de la interfaz. Los periodos de
latencia “fagr fimex™ en funcion de la presidn de superficie mostraron la misma tendencia

para ambas enzimas, siendo minimos a 13 mN.m™ (Figura 6.4 B).
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Figara 6.4 Medwiocion de fe octivided GimsPLA; en mowocapas, Ad Variacion de la
actiadad GmsPLAs v, presidn lateral de superficie (x). B} Lag times de GmsPLA; v,
presidi lateral de superficie. Circulos rellenos (#) comesponden o GmsPLA-XIB-2 ¥
circulos vacios (o) g GmsPLA=XTA<1.

6.3 Conclusiones

En la presente Tesis es la primera vez que se estudid el comportamienio de

sPLAss de ongen vegetal mediante el uwso de sustratos orgamzados en monocapas de
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Langmuir. De la suma de los resuliados expuestos en este capitulo se puede decir que
ambas enzimas, GmsPLA;-XIA-1 y -XIB-2, mostraron capacidad para hidrofizar
monocapas de lipido v sensibilidad al empaquetamiento lateral. Los diferentes perfiles de
presion de superficie observados para la actividad, confirmaron que ¢l comportamiento en
la catilisis depende de la organizacion lateral de la interfaz lipidica.
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AUXINAS

" La educacion no es un entrenamiento para algo,
sino el proceso gue te confiere la capacidad de

estimularte a ti mismo o a wn amigo con ung idea "

Join Evarr Wallace Sterling
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CAPITULO 7. ESTUDIO DEL EFECTO DE AUXINAS SOBRE 1A
ACTIVIDAD sPLA

A Intraducelin

Las sPLAss. al ipual que otras enzimas lipoliticas. son enzimas interfaciales. va
que acceden al sustrato organizade en biomembranas para llevar a cabo la reaccion
catalitica. De esta manera, la actividad de las enzimas que “atacan” superficies de lipidos
organizados, es modulada directamente por la imterfaz dada por la organizacion
supramolecular del sustrato. Este efecto se resume en el concepto de "calidad imterfacial
de la membrana” (por ejemplo: el estade fisico de los lipidos, empaguetamiento lateral
adecuado, la modulacidn de lipidos no sustratos, ¢l "defecto lateral de membrana, véase:
[187. 210-215]).

Muchos esmedios han demostrado que los defectos laterales de membrana llevan a
un gumento de la actividad enzimdtica de diferentes PLAs [216-219], pero los detalles a
nivel molecular de porgué esto ocurre oo han sido adn dilucidados. Debe indicarse que
para sustratos agregados la actividad enzimatica estd cambiando la composicion lipidica
mediante la formacién de productos & alguna velocidad relativa hasta que se alcanza un
punto critico de composicion, por encima del cual se reorganiza la topologia de la
superficie de acuerdo a la miscibilidad del sustrato'producto. La idea de que los defectos
laterales de membrana (defectos de empaquetamiento, coexistencia de fase) regulan las
enzimas lipoliticas ha sido muey bien aceptada en la literatura.

De acuerde a los antecedentes, se espern que la actividad GmsPLA; se encuentre
estimulada por la presencia de auxinas en el medio de reaccion, Por esto es que como
parte de este trabajo de Tesis, en este Capitulo v dentro del marco del andlisis de los
cfectos de las auxinas sobre la actividad sPLA;, se propuse estudiar la interaccidn enire
proteina/auxina ¥ auxina/lipide v correlacionar estos resultados con las diferencias
estructurales ¢ hidrofobicidad relativa de estas hormonas vepetales.

En el presente Capitulo se deseribiran v discutirin los resultados de expenimentos
de interaccion entre las enzimas GmsPLA s vy las auxinas, especificamente dcido indol-3-
propidnico (IPA) ¢ indol-3-acético (IAA), los cuales se comparan con el comportamiento

ohservado para la PLA; pancredtica gue se emplea como control. va gue la misma es ¢l
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paradigma de las sPLA; de origen animal, ¥ dado que no es de erigen vegetal, se esperaria
que noe hubiera efecto estimulante por auxinas sobre la acuvidad de la misima

El objeto de estos experimentos es estudiar el efecto estimulador de las auxinas
sobre las sPLA;s v determinar si este se correlaciona con un efecto directo sobre la
enzima o a nivel de la organizacion lipidica mterfacial. Para ello, se emplearon sisicmas
en solucion “bulk” (micelas mixtas) v la iécnica de monocapa de Langmuir. Los estudios
en monocapas de Langmuir son ideales para lo comprensiin de las interacciones entre la
auxing ¥ la membrana, va que las monocapas lipidicas constituyen modelos simples para
estudiar las interacciones intermoleculares [220-222] y la interfaz puede ser ficilmente
modulada por cambios en la composicion interfacial o empagquetamiento lateral [213],
Ademas, esta téenica nos permite monitoresr no solo s consecuencia termodinamica de
la penetracidn de auxinas en la membrana, sino mbién sus propiedades cinéticas. De
esta manera, el efecto biofisico de la adsorcidn de la auxina y la penetracion en la
monocapa de lipidos, las propiedades de la monocapa mixta v la actividad de diferentes
sPLAs se analizaron a través de cambios en las presiones superficiales ¢ isotermas de

adsorcion y de compresion.

7.2 Resultados
721 Estudie del efecto extimulante de las auxinas sobre lo actividad sPLA; en mivelas
IMEXTas.

Se estudid el efecto de la estimulacion #n vitro de la actividad sPLA; empleando
micelas mixtas de DLPC-Tritén (refacidn 1:4) a las cuales se le adiciond diferentes
concentraciones de 3-IPA o 3-1AA (Figura 1.9). Luego de 5 minutos de incubacién con
ambas auxinas, se observd un aumento de la sctividad de las GmsPLAs v como se
muestra en la Figura 7.1, se obwuvieron curvas similares de actividad vy, [DLPC] tanto
para las GmsPLAzs como para PLA: pancredtica empleada como control,

El perfil de estimulacion llevado a cabo por la auxina 3-1AA muestra un méximo
alrededor de una concentracion de 100 pM para ambas enzimas GmsPLA:s (Figara
T.1A). Este efecto claramente se ve disminuido a concentraciones superiores a 100 ph,
donde la actividad de la enzima alcanza un nivel de saturacion, lo que sugiere que una
interaccidon no efectiva de la auxina con la sPLA; 0 gue un efecto contrario debido a la
saturacion local podrian estar ocurriendo. La misma tendencia se observa para 3-1PA,
pero con una mayor actividad de la PLA; 4 una concentracion de 100 pM de auxina

(Figura 7.1B). Esto indica que un nivel maximo de estimulacion de la actividad sPLA; se
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lograria mediante la adicion de 100 pM para ambas suxinas para las sPLAas,
independientemente del ongen. va que el mismo efecto ocumre tanto para la sPLA
pancredtica porcina (origen animal) como para las GmsPLAzs. Estos resultados coinciden
con lo observado en el medio bioldgico donde las concentraciones de ambas auxinas se
encuentran en el orden micromolar. A un nivel de auxina milimolar, se observa una

atenuacicn del efecto de estimulacion (Tabla 7.1).

E A E‘ B
E I R B { f E l i o
!i L] ¥ 1] 3 5 } = E J.-' j :’
'2 i ¥ 4 L] i I ¥ i L]
g S _ # i - - % 2]
: Z
" Conceniacien AA (mM) " Conosiracion IPA (mb)

Figura 7.1 Efecto dela exlimlacidn de los auvines sobfee o ectividad sPLA; en milcelas
milvtay e DEPCTritdn X-108 frelacidn FA4) Interaccidn de GmsPLASINA-T, (2],
CimsP LA XIB-2 ﬂ'}}' E'i..-’;: de pancreds (#) con A 3-laA ¥ B} 3-IPA.

Tabla 7.1 Porcemgle de estimnlociin de lo actividad de la PLA; per efecte de fa
adicidn de aweines ol medin de reoeciim,

e Estimulacion

Auxina OGmsPLA;- GmsPLA;-  Pancreatic  Pancreatic  GmsPLA;-  GmsPLA;-
fmM)  XIA-1/IPA  XIA-1VIAA PLAYIPA  PLAJIAA  XIB-2IPA  XIB-2/71AA

0 7 0 i ] i 0

o1 78.7 53,0 286,7 1553 2711 170,7
0,2 73.7 47,5 240,0 151,1 240,1 1579
0,4 71,8 329 255.6 131,9 192.7 186,2
i, 6 (6,5 322 246.7 102,1 132.% 1744
0,8 64,5 242 18849 103,00 18,1 194.9
1,0 56,5 198 2578 119,] 112,09 10,3

La enzima sPLA; de pancreas utilizada agui, ademas de ser una PLAs
paradigmética, presenta baja homologia con las sPLA:s de plantas conocidas, por lo
tanto, sirve como modelo aceptable para el presente estudio ya que las auxinas son
fitohormonas que se encuentran unicamente cn plantas, Al estudiar las interacciones de
las auxinas com las sPLA;, el mismo comportamiento se observd tanto para la sPLA:

pancreatica, como para las GmsPLA:s, suginendo que ks estimulacidn de la actividad
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sPLA: no se debe a una intéraceidn directa de las sPLA; con dichas auxinas, sine por un

cambio en la calidad imterfacial

7.2.2 Interaccion de fax auxings con interfaces lpidicas, Estabilidad de firokhormonas
en una membrana comeo medio ambiente.
7220 Isevermay de Compresion de DEPC puro y sis mezolas con auxina.

Dado que también se estudia la influencia de auxinas sobre la actividad de las
diferentes sPLA:s mediante el uso de monocapas de lipidos como sistema modelo de
membrang, en primer lugar fue necesario evaluar la interaccion v la capoacidad de
penetracion de LAA e [PA en las monocapas de lipidos a ser empleadas. Las auxinas [AA
g IPA son moléculas anfifilicas (Figura 1.9) v ambas mostraron actividad superficial en
presencia de la inverfaz agualaire cubierta de lipidos. Los indices de hidrofobicidad
{calculados como el COEF.de PARTICION OCTANOL-AGUA como Log Kow) (ver
seccion 2.7) de estas moléculas fueron: 1.76 £ 0,22 para IPA v 143 2 0,23 pama [AA.
Estos datos estan indicando que ambas fitohormonas son anfifilicas con probabilidad
termodingmica favorable de particionar a inferfaces hidrofdbicas.

Se estudio la estabilidad de las interfaces mixtas de fosfolipidos/auxinas mediame
la dispersion directa de la solucidn pre-mezclada compuesta de lipidos v auxinas sobre la
superficie aire/apua. Todas las 1sotermas de compresion de Langmuir de v, area de
monocapas mexcla de lipidos/auxina imdicaron que son capaces de formar peliculas
cobierentes y reproducibles v pueden ser comprimidas hasta una presion lateral de 20
mN.m" sin producirse una desorcién apreciable durante el transcurso de tiempo gue dura
el experimento. Como se muestra en la Figura 7.2 ambas auxinas (IAA ¢ IPA) pre-
mezcladas con DLPC tenen la capacidad de permanecer en la monocaps mixia de
lipido/auxing, es decir, ante sucesivos ciclos de compresion vy descompresion, ambas
auxings siempre lNegan al mismo valor de & a igual valor de A (datos no mostrados), o
gue indica que ¢l nimere de moléculas que s¢ encuentran en la interfaz se mantiene
constante, concluyéndose que presentan alta estabilidad. A su vez. ambas auxinas
mostraron capacidad para modificar las caracteristicas interfaciales del DLPC, causando
la expansion de la monocapa en comparacidn con el lipide puro.

En otras palabms, las auxinas tienen la capacidad de permanccer en la interfaz
constituida por una mezcla de Hpidos/auxing aumentando o Muide: de la monocapa, v
provocando un desplazamiento de la isoterma hacia arcas moleculares mas grandes. Este

estudio es necesario. como un control, previo a la realizacidn del ensavo de actividad de

164



{‘apr'rmfr} " g Arovimas

lag sPLA; en monocapa de Langmuir a los fines de estudiar el efecto de las auxinas sobre

la fisicoguimica del agregado.
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Figura 7.2 [sorermay de comprevion de DLPC y DLEPChmdna. Penciraciin de la
monecipn misi (DLPC fauxing §:2) v DLPC puro e buffer PLA; & 25°C.

7.2 2.2 Isotermus de Penetracion de auxinas

Los experimentos de penetracion v adsorcion de las auxinas en interfoces mezclas
s¢ realizaron previamente a considerar su influencia en la actividad sPLA; como se
MEnCIanG anterionmmente.

La capacidad de ambas auxinas de interactuar con la monocapa de lipido
zwiteridmico DLPC se estudic con el fin de determinar la viabilidad termodindmica de
penetracion de las fitchormonas estudiadas, Para este propdsito, se registraron las
isotermas de penetracion realizadas a una presion de superficie constante de 13,5 mN.m’
{presion de superficie donde se encuentra el miximo de actividad de las sPLA: en
cuestion y que fue informado en el Capitule 6) ¥ se obtuvieron los perfiles de presion
superficial en funcion del ticmpo.

Como se puede observar en la Fipura 73A, un aumento de la presion de
supetficie se obtiene rdpidamente tras la adicion de Jas suxinas a la subfase y
practicamente el 90% de la interaccion se consigue dentro de los pnmeros 2-3 minutos.
La interaccion que muestra IPA es mayor que la observada para LAA, lo cual resulta
coherente con la mayor lipofilicidad que se determing para la primera. En términos de
actividad superficial, un incremento en la presion en la superficie (An) se interpreta como

una penetracion de el menos una parte de la molécula anfifilica en la pelicula
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monomolecular causando su expansién {aumeno de la presidn en la superficie) [223].
Los experimentos de penetracion, inequivocamente indican que las auxinas se estabilizan
en la imterfar en presencia de fosfolipidos (particion favorable del TPA y el [AA desde la
subfase a la interfaz de lipides). Lin fendmeno parecido fue reportado para las hormonas

tirpideas en su intergecion con membranas [224],
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Figura 7.3 Peretraclin de anxings en srvrocgpas o 13 m, AY Curva de Hemps de |a
interaccion de [AA (linea negrnl e 1PA (linea mja) en monocapas de DLPC & una 2 fija de
12,5 mM.m'"_ B} lsoterma de adesecidn de suxinas en monocapa de DLPC a una a de 13
mbim () IAA v (0] [PA,

Para estudiar la cinética de adsorcidn de las suxinas. se realizaron isolermaes de

Gibbs. Como las auxinas son anflipaticas v solubles en lipidos, las isoiermas de

penetracion de m en funcion del tiempo (Figura 7.3A) muestran gue cuando una molécula
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de lipido como el DLPC estd presente en la interfaz organizada, un perfil de penetracidn
se puede observar debido a cambios en las propiedades de monocapa del lipido, como
puede ser la presién superficial. en contraste con la interfaz agua‘aire donde no penetran
(datos no mostrados). Esto indica que las auxinas IPA e |AA se estabilizan
termodindmicamente ¢n un ambicnte basado en lipido organizado supramolecularmente.
Las propiedades de superficie de las auxinas se estudiaron en presencia de una
monocapa de DLPC a una presion de superficie constante de 13 mN.m™" y las isotermas
de adsorcion de Am en funcidn de la concentracién de ambas auxinas fuercn analizadas
(Figura 7.3B). Es notable que para IPA, que es el mds hidrdfobo, un efecto de saturacion
se alcanza a una concentracion de 10 pM y posee una mayor capacidad para penetrar en
la monocapa lipidica que TAA, que alcanza el efecto de saturacion a 2 pM, pero con un

grado de interaccion mucho menor.

7.2.3 Exrudios de Actividad sPLA; en monocapas mixtas DLPClanxina: efecto de lax
auxinas sobre la getividad PLA ;.

La actividad de las sPLA;s, GmsPLA2:s y sPLA; pancredtica, fue estudiada
usando monocapas de Langmuir de DLPC en presencia v ausencia de auxinas, con ¢l fin
de determinar el efecto directo de las fitohormonas sobre la actividad sPLA2 En una
resccion de cinética dé orden cero, la cantidad de drea desplazada en la cuba desde el
reservorio a una presion de superficie constante (bardstato de superficie) es equivalente a
la cantidad de sustrato degradado [214, 225]. La Figura 7.4 muestra ¢l perfil de actividad
de la sPLA; pancredtica {drea vs. iempo) obtenido a partir de monocapas de DLPC puro
v DLPC/auxina (mezcla), Los cambios en ¢l drea molecular a una presidn lateral
constante de 13 mN.m™ permiten calcular la sctividad de las enzimas en cada condicion
del enzavo (ver Experimental seccion 2.6.5) Después de |a inveccion de la enzima en el
compartimiento de reaccion, la velocidad de degradacién sigue siendo practicamente
lincal después de un periodo de latencia “lag time™ inicial de unos minutos,

En la Tabla 7.2 se muestran las actividades especificas obtenidas para cada una de
las enzimas en cada condicién ensayada. Como se puede observar la presencia de las
auxings en la monocapa mixia sigue la musma tendencia que la que se describe en micelas
mixtas. Las auxinas muestran un efecto estimulatorio que se traduce en un aumento de la
actividad de laz sPLA;s cuando las mismas se disponen directamente sobre la superficie
del sustrato DLPC mezclado con auxina, independicntemente de la fuente de la enzima v

el tipo de la auxina. Sin embargo. a pesar de ser mas hidrofoba, [PA mostrd un efecto
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estimulador menos marcado sobre la actividad sPLA; que el observado para TAA. Este

efecto podria ser debido a las condiciones de ¢nsayo.

1 T
160 LET] bl g0
TRmpo {Seg)

Figura 74 Esguema representotive del experimento de octivided PLA, de pdnereay
pereing o dempe real. Hidrolisis de onn monecapa lipidica de DLPC puro {curva 13,
DLPCAP A (82 deura 2) v DLPC / TAA (5:2) (curva 3) a una presion saperficinl
constanie de 13 mM. Las flechas represeman la inveccion de la enzima en la subfase:

Tubla 7.2 Aegion de auxing / DLPC (relocidn 8220 en mionecapa mibvie sobre
actividad sPLAs Lo sctivided se expresa como {(moléculas. em“omin ') 530" /mg

enzima,
Efeeto de monocapas mixta auxina'DLPC en la actividad sPLA;
ENZIMA DLPC DLPCIPA DLPCTAA
PLA; Pancredticn 157,89 = (.05 HEA2 4 0,03 026,32 =035
GmsPLAXIA-] 71424019 (40,26 = 0,08 159.74 009
CmsPLA-XIB-2 3B63 = 0,02 [B4.00 = 0,11 3863 =0,12
7.3 Discusion

En este trabajo de Tesis, se comprobé por primera vez que el efecto de
estimulacion de las auxinas (LAA e IPA) sobre las sPLA;s recombinantes de soja (Glveine
max) constituve bdsicamente un efecte interfacial. La actividad sPLA: se estudid

mediante experimentos @n vitrg utilizando micelas mixtas y monocapas de Langmuir, En
los ensayos en solucidn “bulk™ utlizando micelas mixtas se determing que la
estimulacion de las sPLA3s por estas auxinas es dependiente de la concentracion de las
fitohormonas empleadas con un valor dplimo que ronda alrededor de 0.1 mM, en las

condiciones experimentales ensavadas (Figura 7.1 v Tabla 7.1). Este comportamiento
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podria interpretarse como una accion directa sobre la molécula de cnzima sPLA;
{hipitesiz de la “enzima”) o un efecto perturbador sobre la superficie de la micela que
hace mas favorable la mterfaz para la lipdlisis Chipdtesis del “sustrato™), El hecho de que
el efecto de las auxinas favorezea la actividad de sPLAss procedentes de diferentes
fuentes junto con el concepto de "calidad de superficie” actusndo sobre las enzimas
lipaliticas, hace mas probable lo que se plantea en la segunda hipOtesis. La tendencia del
efecto de la concentracion de ambas fitohormonas resultd similar hacia ambas GmsPLAs
de plamtas v para la sPLA; pancreitica, lo que sugiere gue no estan involucradas
interacciones especificas (reconocimiento molecular) directas entre enzima-fitochormona.

Para comprobar la hipotesis interfacial, se estudid la particion de las fitohormonas
en interfaces de lipidos. ain cuando ambas fitchormonas, 1AA e IPA (Figura 1.9}, no
muestran actividad superficial hacia superficies libres de lipidos. No obstante, claramente
s¢ obhservd que interaccionan con DLPC cuando se midio la penetracion en monocapa de
lipides (Figura 7.1) v son estables en la superficie de monocapas mixtas cuando una
solucion mezcla adecuada de lipidos/fitohormona se extiende en la interface aire/agua,
Por lo tanto. se puede concluir de manera inequivoca que las auxinas son capaces de
interactuar con agregados lipidicos v pueden establecer interfaces mixtas estables. Los
resultados mostraron que la auxina 1PA gque es ligeramente mas hidrofobica, puede
penetrar mds efectivamente en la monocapa de lipidos gue [AA (mayor An véase la
Figura 7.3A) v que se corresponde con una mayor expansion de la monocapa al observar
las isotermas de a-Area de las monocapas mixtas, Cabe destacar que la estabilidad lateral
ohservada a partir de las isolermas =-Area de monocapas mezclas de |ipidos/auxina s un
detalle importante para log lectores que no son especialistas en quimica de superficie, ya
que en ¢l ajuste experimental para medir la actividad sPLA; en monocapas mixtas de
lipidos la cantidad total de auxina sembrada que permanece en la interfaz son pocos
nanomoles que forman una monocapa inseluble lipido/hormona. La interfaz mezcla se
mantiene estable durante el tiempo en gue transcurre la lipdlisis. mientras que el DLPC
que va sicndo degradado en el compartimiento de reaccidn se sustituye por nuevas
moléculas de DLPC desde el compartimiento de depdsito {para una discusidn de reaccidn
de lipdlisis de orden cero en monocapas mixta de lipidos ver seceion 2.6.5 y [226]),

Una vez que fue claramente determinada la estabilidad de la interlaz mezcla
lipido/auxina se realizaron experimentos ulilizando monocapas mixtas para eswdiar la
influencia de auxinas en la actividad de la sPLA;. La cantidad de auxina relativa a la

cantidad de sustrato necesario para una estimulacion dptima fue de aproximadamente una
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fraccion molar de 0.2 de awxina en las monocapas muxtas, lo cual sugiere que el
mecanismoe no es impulsado cataliticamente sobre la enzima pero en lugar se produciria a
través de la interfaz (Tabla 7.2). Estos resultados son consistentes con los obtenidos en
micelas mixtas donde, a concentraciones de auxina por encima de 0,1 mM (Tabla 7.1), se
puede observar gue la estimulacion no es sipruficativa. Este es el electo perturbador
médxima v, en consecuencia, el incremento maximo en la estimulacion de [n PLA: que se
puede ohservar en nuestros sistemas cxpenimentales. Estos resultados, sumados a la
naturaleza inespecifica de la estimulacidn, demuesiran que el efecto es claramente sobre
la colidad interfacial del sustrato organizado v no un efecto directe sobre la enzima. Una
interpretacion directa os que esie estado probablemente mas "desordenado™ podria ser
producido por la presencia de las suxinas cuando interactan con fosfolipidos, pero
tampoco ¢s tan lineal, va gue el efecto estimulante de auxinas estd presente va sca ¢n
micelas mixtas de TrntonDLPC como en el sistema mas organizado que constituven las
monocapas de lipidos. Los detalles moleculares por los que las imterfaces mixias
particulares formadas por auxinas/fosfolipidos son mas sutiles & ser degradadas por una

sPLAg, independientemente del origen de la enzima. atn necesita de ensayos adicionales.

7.4 Conclusion
Como conclusién general de estas observaciones, se podria decir que las auxinas
naturales mas abundames. dcido 1AA ¢ IPA, son compuestos anfifilicos que pueden
sutopenetrar monocapas de lipidos @ incorporarse o las membranas formando una interfaz
mixta organizada v estable. A partir de los cambios favorables inducidos por lag auxinas a
mivel de la interfaz de membrana, lo cual permite descartar una aceidn directa sobre las
enzimas, se determind gue estos auxings ejercen un efecto estimulante sobre las sPLARs
recombinantes de soja (Gleeine max), Los resultados se compararon con aguellos
obtenidoz empleando una sPLA; de fuente animal. La estimulacion ejercida por las
auxinas sobre la actividad lipolitica fue efectiva. independientemente de la fuente de las
sPLA: (planta o animal) ¥ del modele de membrana ensavada, lo gue indica que ocurre
un efecto mds bien general impuesto por las auxinas a nivel mterfacial.
Mo obstante, dada la evidencia experimental gue ha surgide de esie trabajo de
Tesis sumado a la controversia existente en la bibliografia acerca de la presencia‘ausencia
de receptores de membrana que unan auxinas, se podria concluir gue no siempre es
necesarin o presencia de un receptor para que las auxinas puedan estimular la actividad

de las sPLAzs o eventualmente entrar al interior de la célula, como se ha observado en los
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ensavos reahizados empleando micelas mixtas v monocapas. Se podria sugerir por
ejermnplo que la funcion de las auxinas en el RE no necesitaria de la presencia de un
receptor para que ésta pueda gjercer su funcion en dicha organela.

Como indica Sauer y col. la accion de las auxinas es compleja y varias acciones no
son mediadas por ABPL [123]. Por lo tanto, la particion a membrana de estas auxinas
(independientemente de su efecio sobre las sPLA;S) pedrid ser relevanie en la sinergia
con su efecto nuclear o citoplismico (efecto no-gendmico) como esta postulade que
sucede con las hormonas tiroideas [224], de modo que la accidn mediada por membranas
no suena ilogica ¥ se sustenta en principios basicos de factibilidad termodinamica de la

particion de auxinas a biomembranas.
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CONCLUSION
GENERAL

“5i he aprendido algo a la largo de los aflos,
es que el camino para comvertirse en un
maestro  tiene  muche que ver con el
dgprendizaje, ¥y muy poco con la perfeccion”.

Josh Waiizkin §Campean Mundial de Ajedrez)
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Capifilo & Caveclusion General
CAPITULO 8. CONCLUSION GENERAL

Los aportes de este trabajo de Tesis tendientes a hallar una enzima de origen
vepetal v lograr un mejor entendimiento del funcionamiento de Ia misma a partir de los
conocimientos generados son de relevancia, teniendo e cuenta sus  aplicaciones
bictecnologicas v a nivel industrial. En este trabajo de Tesis se abordd el estudio de dos
sPLAz de soja (Gilyeine max) las cuales demostraron capacidad para hidrolizar los enlaces
sn-2 de glicerofosfolipidos, haciendo hincapié en la caracterizacion  estructural,
bioquimica y cinética de las mismas,

La caracterizacion bioquimica molecular y estudios de preferencia por sustrato,
son de relevancia va Que aportan conocimientos acerca de cudles son las condiciones
Optimas para la catdlisis llevada a cabo por 1as mismas. Este conocimiento previo es vital
para su posible aplicacion a nivel industrial. Asi misma, el estudio del efecte que ¢jercen
las auxinas sobre la actividad GmsPLAs en la hidrolisis de fosfolipidos resultd relevante,

La especificidad por el grupo de la cabera polar del fosfolipido. podria estar
ligado a la funcidn biologica de las sPLA:s v la preferencia marcada por PC podria
deherse a que éste ¢s el mas abundante fosfolipido en biomembranas de plantas. Por ello,
la activacion interfacial v la eficiencia catalitica presuntamente se postula que se adaplo a
las funciones de las plantas,

A partir de los resultados presentados en los capitulos ameriores se arribo a las
siguientes conclusiones;

< Se idemtificaron cinco genes putatives gue codifican para PLAw secretoras
(&PLA b en sofa (Ghelne max),

G Se demostrd que dos PLAy secretoras obtenidos a través oe  expresion
recambinante, Henen actividod sPLA;

& Mediamre andlisis filogendrico se imcluye estas nuevas GmsPLAx dentro de la
superfamilia de las sPLA s de plansas, hallandose gue dox de ellay perfenecen al
gripo X1 v tres al prupo XI8,

2 Mediante modelade por Homologia v Dmamica Molecular se deteérming la
estructra 30 de GmsPLA=XIA-1 v que su estabilidad es imfluenciada por el
Ca' - Tambieén se dererminaron los aminodcidos presentes en lo “i-face .

< Se hallaron las condiciones optimas para fa catdlisis. S¢ encontrd que ambas
enzimas de Glycing max poseen yna lemperatura dptima de 60°C a la cual son

extables, requieren wn pH emtre 7-8 para su activided v concentraciones
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&

micromolares de colcto: jodas caracteristicas claramente compaiibles con wma
PLA; secretora, A pesqr de gue sPLA: de plantay y animales comparten muchas
caracieristicas comunes, los reguerimientos de caleio v temperatira dptina
maogtraron afgunas diferencias.

Las enzimas recombinantes demostraron una clara preferencia por PC.

2 A partir extudios de activided empleando monocapas de Langmuir, se evidencio

un dptimo de presion de superficie intermedio enive 13 v 16 mN.m™ para la
actividad de estas GmsPLA 5 récombinantes.

Lay auxinas (44 e [PA son moléculay anfifficay copaces de auwle penetrar
monocapas de lipidos organizades. La Insercion de las auxinas en interfaz mixia
de fosfolipida/auxing en sistemas de membrana controladay indwce la activacion
de fa sPLy; proveniente tanto de planfas (enzimas funcionales de (lycine max)
coma de animales fde pancreas porcing). Ex evidente gue of efecto no se debe o
ung fmleraceion divecta de las auximas sobre la emsima, siwo o wn efecto

relacionade con la orpanizacion interfacial sobre la gue éxtas activan,
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Perspectivas

Acmualmente, se ha generado una gran cantidad de informacion bisica acerca del
funcionamiento de dos nuevas sPLA:s halladas en soja ( Glveime max), la cual contnibuye
al conocimiento de la diversidad funcional de las sPLAs. Sin embargo. su funcion celular
queda sin por ser dilucidada asi como su posible participacion en la cascada de
sefalizacidn aguas abajo responsable de mediar el crecimiento, el desarrollo v respuestas
al stress v de defensa en la planta, asi como las interacciones aguas abajo a través de las
multiples redes de sefializacion en la que estan involucrados los productos de hidrolisis.

Ademas, se definieron las condiciones Gptimas para la cotalisis llevada a cabo por
extas GmsPLAs v las propiedades cataliticas. las cuales indican que estamos frente a una
enzima con un alto poder catalitico. El problema que hasta hoy representa la obtencion de
la misma en bajas concentraciones, debido al bajo rendimiento en la purificacidn
mediante el uso del sistema de expresion que se empled en este trabajo de Tesis, scria
satisfactorio contar con una metodelogia que luego sea adaptable o una escala mayor para
COMWENZAT B PENSAr en una proveccion tecnologica de la misma.

Por otro lado, en base al estudio del efecto que ejercen las fuohormonas,
especificamente TAA e IPA, sobre la actividad sPLA;, se estudié su componamiento en
sistemas de membranas, mediante el empleo de monocapas v micelas mixtas, a los fines
de determinar si el efecto estimulador es producto de 1a interaccidn hormona-ensima o un
efecto mas bien interfacial. Dade que hasta el momento ne se conoce por completo el
mecanismo por ¢f cual estas fitochormonas estimulan la actividad sPLA:, resulia

importante estudiar a fondo la interaccion de estas hormonas con la membrana.
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