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Resumen 

RESUMEN 

En mamíferos la biosíntesis de novo de glucógeno comienza con la acción de una 

enzima llamada glucogenina, que es capaz de incorporar sobre sí misma, de manera 

autocatalítica, una molécula de glucosa, a través de la formación de un enlace O-

glicosídico entre un residuo tirosina y el extremo reductor de la glucosa (a-1-0-Tyr). 

Además, puede catalizar un segundo proceso químicamente diferente, la incorporación 

sucesiva de glucosas mediante la formación de enlaces a-(1 -.4), formando así un 

oligoglucano lineal sobre el que actúan las enzimas glucógeno sintasa (GS) y 

ramificante (GBE) para dar lugar a una nueva molécula de proteoglucó geno. Aquí se 

presentan los resultados obtenidos a partir de estudios relacionados con la estructura y 

función de glucogenina y GBE, dos de los tres actores principales en la biosíntesis de 

novo del glucógeno. 

En particular, en este trabajo de tesis doctoral se profundizó en el conocimiento 

acerca del mecanismo por el cual la autoglucosilación de glucogenina genera el 

oligoglucano necesario para que se inicie la biosíntesis de novo del glucógeno. Hace 

unos años se había demostrado que el dímero de glucogenina tiene la capacidad de 

autoglucosilarse mediante un mecanismo de glucosilación intersubunidad, y nuestro 

lb 

	

	 grupo había aportado evidencias de que el monómero era capaz de autoglucosilarse, 

sugiriendo que el dímero podía glucosilarse por un mecanismo intrasubunidad. A través 

del diseño de experimentos que incluyeron la mezcla de mutantes de glucogenina 

inactivas para la catálisis o incapaces de funcionar como sustrato aceptor de glucosa, en 

este trabajo de tesis doctoral se pudo revelar que ambos mecanismos, intra- e 

intersubunidad, se complementan en el dímero para alcanzar el máximo grado de 

autoglucosilación. También se analizó la posibilidad de que el monómero de 

$ 
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Resumen 

glucogenina sea capaz de generar un oligoglucano que pueda ser utilizado como sustrato 

por las enzimas GS y GBE para dar lugar a una nueva molécula de glucógeno madura. 

En el caso de la enzima ramificante del glucógeno es menor la cantidad de datos de 

que se dispone acerca de su mecanismo de acción, y muchos de los informes al respecto 

corresponden a enzimas de la familia de glicosil hidrolasas GH13, a la que pertenece 

GBE, tales como a-amilasas e isoamilasas. Los estudios bioquímicos y cinéticos de 

GBE publicados hasta el momento fueron realizados con enzimas de origen bacteriano, 

y algunos de origen vegetal para el caso de la enzima ramificante del almidón (SBE). En 

el segundo capítulo se presentan los primeros resultados de la caracterización de GBE 

humana, que incluyen el perfil de la longitud de las ramas que genera y un estudio 

cinético de la reacción que cataliza. 

Por último, se abordó un enfoque bioinformático para tratar de develar el 

interrogante acerca de cuál es la estructura que glucogenina debe adoptar para superar la 

distancia de 12-20 A que separa a la tirosina aceptora del UDP-glucosa, y así lograr la 

incorporación de la primera glucosa que da comienzo a la reacción de 

autoglucosilación. Para llevar a cabo esto se utilizaron simulaciones de dinámica 

molecular guiada, con lo que se consiguió obtener detalles a nivel atómico de las 

interacciones que podrían ser responsables para que el cambio conformacional tenga 

lugar. 
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Acrónimos y abreviaturas 

ANDS: 	ácido 7-amino naftalen-1 ,3-disulfónico 

ANTS: 	ácido 8-amino naftalen-1 , 3,6-trisulfónico 

APMSF: 	4-amidinofenilmetanosulfonilo flúor clorhidrato 

ARN: 	 ácido ribonucleico 

Ci: 	 Curie (Unidad de radioactividad; cantidad de material en la que 

se desintegran 3,7 x 1010  átomos por segundo) 

NaCNBH3 	cianoborohidruro de sodio 

cpm: 	 cuentas por minuto 

csp: 	 cantidad suficiente para 

Da: 	 Daltons 

DMSO: 	dimetilsulfóxido 

EDTA: 	ácido etilendiaminotetraacético 

EMAE: 	extensión máxima de autoglucosilación específica 

ESI-MS: 	espectrometría de masas con ionización por electrospray 

g: 	 fuerza gravitatoria (9.80665 m/s') 

GBE: 	 enzima ramificante de glucógeno 

GPU: 	 unidad de procesamiento gráfico 

GS: 	 glucógeno sintasa 

Hisotag: 	secuencia de 6 histidinas 

IPTG: 	 isopropil-3-D- 1-tiogalactopiranósido 

kDa: 	 kilodaltons 

Leupeptina: 	N-acetil-L -leucil-L-leucil-L -argininal 

MES: 	 ácido 2-(N-morfolino) etano sulfónico 

MS: 	 espectrometría de masas 

OD: 	 densidad óptica 

pb: 	 pares de bases 

PEG: 	 polietilenglicol 

PTA: 	 ácido fosfotúngtico 

PVDF: 	difluoruro de polivinilideno 

RMSD: 	raíz de la desviación cuadrática media 

rpm: 	 revoluciones por minuto 

SB: 	 buffer de muestra 
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SDS: 	 dodecil sulfato de sodio 

SDS-PAGE: 	electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil 

sulfato de sodio 

SMD: 	Steered molecular dynamics (dinámica molecular guiada) 

CMD: 	Conventional molecular dynamics (dinámica molecular 

convencional) 

SFB: 	 Suero fetal bovino 

TCA: 	 ácido tricloroacético 

UDP: 	 uridina df osf ato 

UDPG: 	uridina difosfato glucosa 
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Introducción 

1 

El Glucógeno 

La glucosa es la principal fuente de energía de las células. La glucólisis (degradación 

de glucosa a piruvato y lactato) es la forma más rápida en que una célula puede 

conseguir energía, obteniéndose de dos a tres moles de adenosina trifosfato (ATP) por 

cada mol de glucosa. La manera en que las células logran almacenar glucosa como 

reserva de energía de manera muy eficiente, es mediante la polimerización de la 

glucosa. En plantas dicho polímero es llamado almidón, mientras que en mamíferos, 

bacterias y hongos se denomina glucógeno. El almidón está compuesto por una mezcla 

de dos tipos de polisacáridos: amilosa que es un polímero lineal en el que los residuos 

de glucosa están unidos mediante uniones glucosídicas de tipo a-(1--4), y amilopectina 

que es un polímero ramificado en el que además de los enlaces ct-(1----*4) se encuentran 

enlaces de tipo ct-(1-6), en los llamados puntos de ramificación. El glucógeno es un 

homopolisacárido ramificado que posee una estructura similar a la de la amilopectina, 

pero con mayor frecuencia de ramificaciones, y con cadenas que tienen entre 10 y  14 

glucosas de longitud. Se cree que la estructura altamente ramificada del glucógeno es 

consecuencia de una optimización evolutiva, ya que de este modo la molécula logra 

almacenar una mayor cantidad de glucosa en el mínimo espacio posible, aumentando 

además la proporción de glucosa que puede ser liberada antes de que ocurra una 

1 

	

	 desramificación, y la velocidad de liberación de glucosa debida a la gran cantidad de 

extremos no reductores, a partir de los cuales se puede degradar el glucano (1-4). 

En mamíferos el glucógeno se encuentra principalmente en hígado, músculo y 

cerebro. En el hígado representa la reserva de glucosa que el organismo necesita para 

mantener la homeostasis de glucosa en sangre. En músculo el glucógeno constituye la 

fuente de energía inmediata necesaria para que el proceso de contracción muscular se 

lleve a cabo. En cerebro, fundamentalmente tendría un rol imprescindible como reserva 

energética ante situaciones de estrés como hipoxia e isquemia. 
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Cuando la célula (o el organismo) necesita glucosa, puede obtenerla degradando el 

glucógeno (glucogenólisis). La enzima glucógeno fosforilasa (5, 6) hidroliza los enlaces 

a-(1----*4) liberando glucosa-1-fosfato, que la enzima fosfoglucomutasa transforma en 

glucosa-6-fosfato, intermediario en la vía de la glucólisis. La enzima glucógeno 

1 
	 fosforilasa puede degradar una cadena lineal hasta que quedan 4 unidades de glucosa. 

En este punto es donde interviene la enzima desramificante de glucógeno (7), 

catalizando primero la transferencia de maltotriosa hacia el extremo no reductor de una 

cadena lineal, y posteriormente hidrolizando el enlace a-(1---6) liberando la glucosa 

remanente (8-12). 

Por otra parte, la síntesis de glucógeno (glucogenogénesis) es llevada a cabo 

fundamentalmente por dos enzimas, la glucógeno sintasa (13) que elonga las cadenas 

lineales incorporando glucosa utilizando como sustrato dador uridina difosfato glucosa 

(UDPG), y la enzima ramificante de glucógeno (14) que escinde una cadena terminal 

mediante la hidrólisis de un enlace ct-(1--*4), para luego transferirla sobre una cadena 

lineal, catalizando la formación de un enlace a-(1-6) (15, 16). 

No obstante, estas enzimas sólo pueden ejercer su actividad sobre un oligosacárido 

ya existente. Algunos autores analizaron diversos oligosacáridos pequeños como 

posibles aceptores de la glucógeno sintasa, aunque las bajas afinidades obtenidas 

descartaron que realmente sean utilizados in vivo (17, 18). Entre 1972 y  1984 se 

realizaron numerosos estudios en los que se demostró que el sustrato inicial utilizado 

por la enzima ramificante y la glucógeno sintasa para producir una molécula de 

glucógeno madura, lo constituye una cadena lineal de glucosas unida a través de su 

extremo reductor a una enzima (19-28). A esta enzima se la llamó glucogenina (29), y 

es ella misma quien cataliza la polimerización de la cadena de glucosas a la que se 

encuentra unida (30, 31). Glucogenina permanece unida al homopolisacárido, razón por 

la cual se lo denominó proteoglucógeno (28), mientras que la cantidad de moléculas de 

1 
	 proteoglucógeno que una célula puede sintetizar depende de la cantidad de glucogenina 

disponible y de su actividad. 

En la Figura 1 se muestra un esquema del mecanismo propuesto por la Dra. Soledad 

Bazán durante el desarrollo de su trabajo de tesis doctoral para la biosíntesis de novo del 

proteoglucógeno, basándose en resultados que advierten que en la molécula de 

proteoglucógeno maduro la rama más interna (unida a glucogenina) tiene de 6 a 7 

glucosas (32) y  no 10-14 como el resto de las ramas, pudiendo admitir sólo una 

ramificación en lugar de 2 como se creía anteriormente (4). 

10 
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Figura 1: (A) Mecanismo propuesto para la biosíntesis de novo de proteoglucógeno por Bazán y col. 
BE, enzima ramificante; G, glucogenina; GS, glucógeno sintasa. (B) Esquema de una molécula de 
proteoglucógeno con una rama en la cadena más interna del polisacárido. Imagen extraída de Bazán y col 
2005 (32) 

La glucogenina 

La primera vez que se postuló que una proteína podría estar unida covalentemente al 

glucógeno fue en el año 1934, aunque esa hipótesis fue desacreditada por otros autores 

que atribuyeron dichos resultados a fallas metodológicas (34), o a que se trataba de 

enzimas ligadas no covalentemente al glucógeno (35). En 1972 se presentaron nuevos 

datos que indicaban que el glucógeno podría estar unido covalentemente a una proteína 

(19, 20), proponiendo que esta proteína funcionaría como aceptora, con múltiples sitios 

de glucosilación, y que de este modo actuaría como intermediario en la biosíntesis de 

novo del glucógeno (21). A raíz de esto, otros autores, trabajando con preparados 

enzimáticos de diferentes orígenes obtuvieron resultados que apoyaban la idea de que la 

biosíntesis de novo del glucógeno comenzaría a partir de un oligosacárido unido a una 

proteína (22-27). En 1984 se confirmó la naturaleza covalente de la unión entre el 

glucógeno y una proteína, identificando la porción proteica mediante tinción con azul de 

11 
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Coomassie y marcación con 131j  (28), y  en 1985 se logró liberarla mediante amilólisis, 

identificando una proteína de 37 kDa. (36) a la que llamaron glucogenina (29). En ese 

mismo año se logró caracterizar el tipo de unión entre glucogenina y el glucógeno, 

identificándose que la unión se llevaba a cabo entre una tirosina y la primer glucosa 

(37), siendo ésta la primera evidencia de que ese residuo se encuentre involucrado en la 

unión entre una proteína y un carbohidrato. Más tarde, se comprobó que en la 

glucogenina sólo un residuo tirosina es glucosilado, y a través de la determinación de la 

estructura primaria de glucogenina de músculo de conejo se identificó al aminoácido 

aceptor, siendo para este caso la tirosina 194 (37, 38). 

En los estudios iniciales en que se purificaba glucógeno sintasa a partir preparados de 

músculo de conejo, se la encontró asociada con una proteína de 38 kDa, que según se 

demostró más tarde era la glucogenina (40). Luego de aislar la glucogenina de estos 

preparados, estos y otros autores establecieron que es la misma glucogenina la que 

cataliza la incorporación de glucosas sobre sí misma (30, 31). Además, se demostró que 

utiliza UDP-glucosa como sustrato dador, al igual que la glucógeno sintasa, pero que a 

diferencia de ésta es dependiente de un catión divalente como Mn 2+  o Mg".  Quedó 

entonces comprobado que la glucogenina es la responsable de sintetizar sobre si misma 

una cadena lineal de glucosas a través de la formación de enlaces a-1-4, y que a 

medida que aumenta el grado de glucopolimerización del oligoglucano unido a ella, se 

convierte en mejor sustrato para la glucógeno sintasa (41). 

Un importante aporte al estudio de la glucogenina fue el donado del ADNc que 

codifica para la enzima de conejo (42), que hizo posible su expresión recombinante 

tanto en bacterias como en células de mamífero (41, 43, 44). Esto también permitió 

resolver el interrogante acerca de cómo se lleva a cabo la incorporación de la primera 

glucosa, que se une a la proteína mediante un enlace glucosa- 1 -0-tirosina, diferente a 

los enlaces a-1--*4 con que se unen el resto de las glucosas. Inicialmente las dos 

posibilidades que se consideraban eran, que otra glucosiltransferasa incorporara la 

primera glucosa sobre glucogenina, o que ella misma fuera capaz de catalizar la unión 

de la primera glucosa sobre su tirosina. Varios fueron los estudios que trataron de 

responder esta incógnita (42, 45), pero el resultado más contundente lo aportó la 

expresión de la proteína recombinante en una cepa de Escherichia coli carente de 

actividad UDP-glucosa pirofosforilasa (46). Dicha enzima cataliza la formación de 

UDP-glucosa a partir de UTP y glucosa-1-fosfato, lo que permitió obtener una 

glucogenina libre de glucosas (apo-glucogenina). De esta manera, la capacidad de apo- 
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glucogenina de generar un oligoglucano a partir de UDP-glucosa demostró que la 

enzima cataliza la formación de los dos tipos de enlace, primero glucosa- l-O-tirosina y 

luego los siguientes de tipo a-1—*4 entre glucosas. Otro dato importante obtenido del 

análisis de la secuencia de glucogenina, es que muestra una alta conservación entre las 

especies, con un 86-96 % de identidad de secuencia reportado para un alineamiento 

parcial (160 aminoácidos) realizado entre las enzimas de conejo, rata y vaca (42). 

Posteriormente, con el donado del ADNc de glucogenina de músculo humano se 

determinó que ésta tiene un 93 % de identidad de secuencia con su homóloga de conejo 

(47, 48). 

La mayoría de los estudios desarrollados con el fin de comprender el mecanismo de 

catálisis de glucogenina, se realizaron con la enzima de conejo recombinante, por lo que 

a partir de aquí la numeración de los aminoácidos utilizada es la correspondiente a esta 

enzima. Como se dijo anteriormente, la enzima de conejo tiene un peso molecular 

aproximado de 38 kDa (333 aminoácidos). Ya sea que la glucogenina se obtenga a 

partir de la amilólisis completa de proteoglucógeno purificado de múculo de conejo o 

por la expresión heteróloga de la enzima, la especie de 38 kDa resulta ser susceptible a 

perder un segmento de 7 kDa de su extremo carboxilo terminal, probablemente debido a 

alguna actividad proteolítica resistente a los inhibidores leupeptina, pepstatina y 

APMSF (49, 50). La proteína truncada de 31 kDa es estable y muestra una actividad 

similar a la de la enzima entera (51, 55), y es debido a esto que se la ha utilizado 

ampliamente por muchos autores para llevar a cabo estudios cinéticos, bioquímicos y 

estructurales. 

Glucogenina pertenece a la familia GT8 de glicosiltransferasas que retienen la 

configuración del carbono anomérico del glúcido que es transferido (52-44). La primera 

estructura tridimensional de una glucogenina en ser resuelta fue la de la proteína de 

conejo, utilizando para tal fin la técnica de cristalografia de rayos X (55). La enzima 

posee un plegamiento GT-A, compuesto por dos dominios tipo Rossman Í3/ci./P 

estrechamente contiguos, y además tiene el motivo DXD (residuos 101-103) que 

coordina un catión divalente (altamente conservado en las estructuras GT-A), el cual 

interacciona con los fosfatos del sustrato dador, actuando como base de Lewis y 

facilitando la salida del grupo saliente (UDP). A partir del análisis de la estructura 

tridimensional de algunos miembros de esta familia (55-58), se propuso un mecanismo 

de reacción para este tipo de enzimas que comprende dos pasos. El primero es un ataque 

nucleofihico tipo Sn2 por parte de un residuo de la enzima, que resulta en la formación 
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de un intermediario enzima-sustrato unido covalentemente en el que se invierte la 

configuración del carbono anomérico, y el segundo es otro ataque Sn2 del sustrato 

aceptor al intermediario, con una nueva inversión de la configuración, haciendo que el 

producto final retenga la estereoquímica inicial de la glucosa. Sin embargo, estos 

P, 

	

	 resultados carecen de fortaleza para confirmar la hipótesis planteada. Incluso existen 

reportes de estudios realizados en lipopolisacaril-a- 1 ,4-galactosiltransferasa (LgtC) y a-

1 ,3-galactosiltransferasa (a-3GT), otras glicosiltransferasas que retienen la 

configuración del carbono anomérico del carbohidrato transferido, aportan datos que 

apoyan la existencia de un mecanismo diferente para la catálisis (59, 60), que involucra 

un único ataque nucleofilico frontal de tipo Sni por parte del sustrato aceptor, y donde 

no tiene lugar la formación de un intermediario covalente. Con el fin de tratar de 

esclarecer cuál es el mecanismo por el que este grupo de enzimas ejercen su actividad, 

se realizó un análisis por cristalografia de rayos X de mutantes de glucogenina de 

conejo (51). La selección de los aminoácidos a ser sustituidos se realizó basándose en 

los datos cristalográficos previos (55-60), y  en estudios de conservación de secuencia 

(61). En el estudio de las mutantes de glucogenina de conejo para los residuos aspartato 

159 y 162, se encontró que la sustitución de cualquiera de estos aminoácidos por seria 

o asparragina derivó en la pérdida de actividad, sin producir cambios en la estructura 

general de la proteína (51). Estos aminoácidos son parte de un motivo DXXD, muy 

conservado en glucogeninas de diferentes orígenes (62). Si bien los autores no lograron 

resolver el dilema de cuál es el mecanismo que utilizan este tipo de enzimas para 

catalizar la transferencia de glúcidos, sugirieron el rol que podrían cumplir estos dos 

aminoácidos en cada uno de los mecanismos propuestos. Los aspartatos 162 y  159 se 

encuentran a 6 y 6,5 A del carbono 1 de la glucosa, respectivamente, convirtiéndolos en 

posibles nucleófilos. En el caso en que la reacción procediese a traves de una doble 

sustitución nucleofilica de tipo Sn2, primero el aspartato-162 atacaría al carbono 1 de la 

glucosa unida al sustrado dador. Luego, la transferencia se completaría mediante un 

segundo ataque Sn2 con el aceptor final actuando como nucleófilo, el que puede ser la 

tirosina-194 (38), una molécula de glucosa previamente incorporada, un aceptor 

exógeno (63-65), o agua en el caso de la reacción secundaria de hidrólisis (49, 51). Por 

otro lado, si la transferencia ocurriese a través de un ataque nucleofilico frontal de tipo 

Sin, el aspartato-162 podría facilitar la ruptura del enlace entre el carbono anomérico de 

la glucosa y el oxígeno del grupo fosfato, estabilizando electrostáticamente la formación 

de un intermediario oxocarbenio. En los dos mecanismos propuestos el aspartato-159 
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tendría una participación muy importante en la unión y activación del sustrato aceptor. 

En la Figura II se muestra un esquema donde se representan los dos mecanismos 

propuestos. 

Figura II: Posibles mecanismos para la reacción catalizada por glucogenina (55). Las flechas 
delgadas representan el movimiento de un par de electrones. La numeración de los 
aminoácidos es la correspondiente a la enzima de conejo. (A) Mecanismo sugerido si la 
reacción transcurre a traves de un doble ataque Sn2. (B) Mecanismo sugerido si la reacción 
ocurre por un único ataque de tipo Sni, donde el sustrato aceptor se acerca con la misma 
orientación que se encuentra el grupo saliente. 

La enzima ramificante 

En 1943 se logró determinar por primera vez que la naturaleza ramificada del 

glucógeno y de la amilopectina era el resultado de la acción catalítica de dos enzimas 

diferentes, una elongando la cadena de glucosas, y la segunda generando las 

ramificaciones (14). Luego, en 1953, se describió a la enzima encargada de generar los 

puntos de ramificación (enzima ramificante) como una amilo-( 1 ,4—* 1,6)-

transglucosidasa. Trabajando con preparados enzimáticos de papa y de hígado y 

músculo de rata (15), los autores determinaron la naturaleza de las reacciones que esta 

1 
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enzima cataliza para poder generar las ramificaciones (hidrólisis de enlace a-1,4 y la 

formación de enlace a-1,6), sometiendo a glucógeno de conejo previamente digerido 

con la enzima glucógeno fosforilasa, a la incorporación de ['4C]-glucosa en sus ramas 

externas, para luego ser incubado con el preparado de enzima ramificante. La 

generación de nuevas ramificaciones fue confirmada detectando la liberación de [14C]_ 

glucosa. Como ya se ha mencionado anteriormente, la primera glucosa de la 

ramificación, aquella que se encuentra formando un enlace a-1,6 con la cadena 

principal, es liberada como glucosa libre por acción de la enzima desramificante de 

glucógeno. Algunos años más tarde, en 1966, otros autores demostraron que la mínima 

porción glucosídica que puede transferir la enzima ramificante de hígado de rata es de 6 

glucosas, teniendo preferencia por cadenas de 7 glucosas (16). Otra confirmación de su 

capacidad transglucosidasa se obtuvo midiendo la estimulación producida por la enzima 

ramificante en la incorporación de glucosas sobre glucógeno por acción de la enzima 

fosforilasa utilizando glucosa- 1-fosfato como sutrato dador (66). La única forma de 

explicar la mencionada estimulación en la incorporación de glucosas, es que la enzima 

ramificante haya generado nuevos extremos no reductores capaces de aceptar esas 

glucosas. Vale aclarar que la enzima glucógeno fosforilasa es capaz de catalizar la 

reacción inversa, e incorporar glucosas sobre un oligoglucano existente, cuando se 

encuentra en presencia de un exceso de glucosa-1 -fosfato. 

En 1986 se clonó el ADNc que codifica para la enzima ramificante de Escherichia 

col¡, y se determinó su secuencia primaria de aminoácidos, deducida a partir de su 

secuencia nucleotídica (67). Simplemente con el conocimiento de la estructura primaria, 

se logró obtener información muy valiosa acerca de este tipo de enzimas desde el punto 

de vista mecanístico y estructural. De esta manera, a partir del análisis de alineamiento 

de secuencias, predicción de estructura secundaria y de "clusters" hidrofóbicos, se 

postuló que la enzima ramificante de Escherichia coli posee un dominio de tipo barril 

(13/u)8 (68), dentro del cual se encuentran cuatro regiones altamente conservadas que 

contienen tres residuos aminoacídicos que han sido propuestos como responsables de la 

actividad catalítica de la enzima, así como también aquellos involucrados en la unión 

del sustrato al sitio activo (69, 70) (Figura III). 
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n-Pmy1ase 	 Aspergillus oryzae 
CGTase 	 Bacillus macerans 
Pullulanase 	 Klebsiella aerogenes 
Isoamylase 	 Pseudomonas amyloderamosa 
Branching enzyine 	Esoherichia col¡ 
Neopullulanase 	Bacillus stearothermophílus 
n-Amylase 	 Clostridium therrnohydrosulfulcum 
n-Glucosidase 	 Saccharomyces carisbergenesis 
Clyclodextrinase 	Therrnoanaerobacter ethanoiicus 
Oligo-1,6-glucosidase Bacillus cereus 
Dextran glucosidase 	Streptococcus mutans 
Pmylomaltase 	 Streptococcus pneumoniae 
Glycogen debranching enzyme 	Human 
Glycogen Branching Enzyine 	Human 

Región 1 Región 2 Región 3 	Región 4 

117 DWAI1H 202 GLRIDTVKH 230 EVLD 292 FVENHD 
135 DFAPNH 225 GIRFDAVKH 258 EWFL 324 FIDNHD 
600 DVVYNH 671 GFRFDLMGY 704 EGWD 827 YVSKHD 
292 DVVYNH 371 GFRFDLASV 435 EPWA 505 FIDVHD 
335 DWVPGH 401 M.RVVAS 458 EEST 521 LPLSHD 
242 DAVFNH 324 GWRLDVANE 357 EIWH 419 LLGSHD 
488 DGVFNH 594 GWRLDVANE 627 ENWN 699 LLGSHD 
106 DLVINH 210 GFRIDTAGL 276 EVAH 344 YIENHD 
238 DAVFNH 321 GWRLDVANE 354 EVWH 416 LIGSHD 

98 DLVVNH 195 GFRMDVINF 255 EMPG 324 YWNNHD 
98 DLVVNH 190 GFRMDVIDM 236 ETWG 308 FWNNHD 

224 DMWAND 291 IVRIDHFRG 332 EELG 391 YTGTHD 
298 DVVYNH 504 G\TRLDNCHS 534 ELFT 605 MDITHD 
286 DVVHSH 353 GFRFDGVTS 412 EDVS 476 YP.ESHD 

Figura III: Alineamiento de secuencias en las cuatro regiones altamente conservadas para algunas 
enzimas pertenecientes de diferente origen a la familia de las a-amilasas (88). 

Estas conclusiones se originaron a partir del estudio de conservación de secuencia de 

la enzima a-amilasa (1,4-a-D-glucano glucanohidrolasa) en diferentes organismos (69, 

71, 72), donde se identificaron por primera vez las cuatro regiones mencionadas, y del 

análisis estructural de la primer a-amilasa en ser estudiada por cristalografia de rayos X, 

la Taka-amilasa A de Aspergillus oryzae (73), a partir del cual se identificaron los 

aminoácidos involucrados en la catálisis y en la unión de sustratos. Luego, se descubrió 

que estas cuatro regiones altamente conservadas se encontraban también en isoamilasas 

(74), ciclodextrina-glucanotransferasas (75) y  enzimas ramificantes (68), entre otras. 

Todas las enzimas que presentan la conservación de las cuatro regiones descriptas, 

actúan sobre enlaces glucosídicos de tipo a-1,4 o a-1,6 ya sea hidrolizándolos o 

catalizando su formación por transglucosilación. El hecho de que los aminoácidos 

involucrados en la acción catalítica de este grupo de enzimas se encuentran 

perfectamente conservados, sumado al descubrimiento de una enzima llamada 

neopululanasa (de Bacillus subtilis), que es capaz que catalizar cualquiera de las cuatro 

reacciones mencionadas, llevó a proponer la definición de una familia que incluía a 

estas enzimas a la que llamaron "familia de las a-amilasas". Los autores propusieron 

que las cuatro reacciones catalizadas por la neopululanasa son llevadas a cabo por un 

mismo mecanismo catalítico. Para demostrarlo, estudiaron los productos de 

transglucosilación por resonancia magnética nuclear, y el impacto sobre la actividad 
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hidrolítica producido por el cambio de aminoácidos involucrados en la actividad 

catalítica y en la unión del sustrato mediante el uso de mutagénesis sitio dirigida (76, 

77). 

De esta manera, a partir de 1992 (77) quedó definido que una enzima pertenece a la 

familia de las a-amilasas si cumple con las siguientes características: a) debe ejercer su 

actividad sobre enlaces ct-glucosídicos, b) debe producir mono- u oligosacáridos a-

anoméricos por hidrólisis, o formar enlaces a-glucosídicos por transglucosilación, c) 

debe tener conservadas las cuatro regiones mencionadas anteriormente (Figura III), d) 

debe poseer los tres aminoácidos catalíticos, correspondientes a los residuos Asp-206, 

Glu-230 y Asp-297 de Taka-amilasa A (73). Casi simultáneamente otros autores 

realizaron una clasificación para las glicosil hidrolasas (enzimas que hidrolizan enlaces 

O-glicosídicos), valiéndose de herramientas bioinformáticas para la identificación de 

regiones hidrofóbicas, alineamientos de secuencias, etc (78). El criterio utilizado para 

definir una familia fue que al menos dos secuencias manifiesten una significativa 

similitud de aminoácidos, y que no presenten una similitud significativa con otras 

familias. Así, se definieron 35 familias de glicosil hidrolasas (GH), y esta clasificación 

fue evolucionando hasta dar origen a la base de datos CAZY (Carbohydrate-Active 

enZYmes; http://www.cazy.org/),  en la cual se conoce a la familia de las ct-amilasas 

como GH13. 

Se considera que la función que cumplen los aminoácidos catalíticos propuesta para 

el caso de Taka-amilasa A es común a todas las enzimas que forman parte de esta 

familia, y por lo tanto que todas ellas siguen el mismo mecanismo de reacción, el cual 

involucra la formación de un intermediario con unión covalente entre la enzima y el 

sustrato. En la Figura IV se representa este mecanismo de reacción donde, utilizando la 

numeración correspondiente a Taka-amilasa A de Aspergillus olyzae, el Asp-206 actúa 

como nucleófilo atacando al carbono-] de un residuo glucosídico del sustrato mediante 

un ataque tipo Sn2, resultando en la formación de un enlace covalente 1 .-f3-O-

glicosídico. Para que la formación de este intermediario covalente enzima-sustrato sea 

posible, primero Glu-230 actúa como catalizador ácido-base, protonando el oxígeno 

glicosídico de un enlace a-1,4 o a-1,6 facilitando su ruptura, con la consiguiente 

formación de la estructura tipo oxocarbenio en el estado de transición. La carga negativa 

del aminoácido Asp-297 estabiliza el estado de transición, y debido a su proximidad a 

Glu-230 contribuye al incremento del pKa del mismo. Además, interacciona a traves de 

enlaces puente de hidrógeno con los grupos -OH de los carbonos 2 y 3 del residuo de 
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glucosa sobre el que se forma el ión oxocarbenio, promoviendo la formación de la 

estructura planar en el ángulo de torsión entre C2-C1-05-05, y disminuyendo la 

electronegatividad del grupo -OH unido al carbono-2 lo cual favorece la formación de 

un estado de transición cargado positivamente. Luego, Glu-230 en su forma carboxilato 

1 

	

	 activa al aceptor desprotonándolo (y por lo tanto haciéndolo un mejor nucleófilo), 

preparándolo para el ataque nucleofílico (de tipo Sn2) sobre en carbono anomérico, con 

una nueva inversión en la configuración que da como resultado un producto u-

anomérico. 

Figura W: Mecanismo propuesto para la acción catalítica de las enzimas ramificantes. La numeración 

de los aminoácidos catalíticos corresponde a aquellos de la taka-amilasa A, pero se colocó como sustrato 
aceptor el grupo hidroxilo del carbono 6 de un oligosacárido para representar la reacción que catáliza la 
enzima ramificante. 

En un estudio cristalográfico realizado con ciclodextrina glucanotransferasa 

(CGTasa) de Bacillus circulans se logró atrapar el intermediario covalente, y a un 

sustrato natural intacto unido al sitio activo de la enzima (79). Este estudio representa la 

evidencia más contundente de que el mecanismo de acción de las enzimas de la familia 

GHI3 procede a través de una doble sustitución nucleofílica, y aportó detalles 

relacionados con el rol que cumplen cada uno de los aminoácidos catalíticos, así como 

el de algunos de los involucrados en la unión del sustrato. 

Además del dominio catalítico central, la enzima ramificante posee otros dos 

1 

	

	
dominios de aproximadamente unos 20 kDa, uno en el extremo N-terminal y el otro 

hacia el extremo C-terminal, ambos con una estructura secundaria formada por láminas 

13 antiparalelas (80). En la figura y se muestra la estructura cristalina de la GBE de 

Escherichia coli, donde se pueden identificar los tres dominios descriptos, y la 

ubicación de los aminoácidos catalíticos en el dominio central. 

e 
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Figura V: Estructura cristalina de la GBE de Escherichia coli truncada en su aminoácido 113. La 
cadena principal se encuentra representada con cintas, coloreando en azul los dominios N- y C-terminal, y 
el dominio central según su estructura secundaria (rojo para las láminas 13  y amarillo para las hélices a). 
Además se representan mediante esferas y palos los aminoácidos catalíticos, ubicados en el dominio 
catalítico. 

Se han realizado algunos estudios sobre las enzimas ramificantes de maíz y 

Escherichia col¡ con el fin de determinar el rol que cumplen los dominios N- y C-

terminal, mediante la construcción de enzimas quiméricas (81, 82). De esta manera, se 

llegó a la conclusión de que el dominio N-terminal está íntimamente relacionado con la 

preferencia en la longitud del oligosacárido a ser transferido, mientras que el extremo C-

terminal estaría relacionado con el reconocimiento y preferencia del sustrato sobre el 

que la enzima ejerce su acción catalítica (81). En el estudio concerniente al dominio N-

terminal, se observó que mientras mayor es la cantidad de aminoácidos que se 

delecionan a partir del extremo N-terminal de la enzima de Escherichia col¡, disminuye 

gradualmente la especificidad de la longitud de la cadena de glucosas que es transferida 

(82). Por otra parte, la función que cumple el dominio C-terminal se estudió empleando 

las isoformas 1 y II de la enzima ramificante de endosperma de maíz (mBE 1 y  II), 

donde la informa 1 presenta mayor afinidad por actuar sobre amilosa y transferir 

cadenas de 11-12 glucosas, mientras que la isoforma II tiene mayor afinidad por la 

amilopectina y transfiere oligosacáridos de 6-7 glucosas de longitud. Al intercambiar los 

dominios C-terminal de mBEI y mBEII se observó que se invierte la preferencia por el 
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sustrato sobre el que las enzimas actúan, manteniendo la especificidad de la longitud del 

oligosacarido transferido (82). 
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OBJETIVO GENERAL 

La finalidad del presente estudio es profundizar los conocimientos existentes acerca 

del mecanismo por el cual trabajan las enzimas glucogenina y la ramificante del 

glucógeno, empleando para tal fin enfoques desde el punto de vista bioquímico, cinético 

y estructural. 

En la introducción general se presentó el tema en estudio y sus protagonistas. En el 

desarrollo de cada capítulo se encontrará una introducción más detallada referente al 

objetivo específico que se aborda en el mismo. 
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CAPÍTULO 1 

ELUCIDACIÓN DEL ROL QUE CUMPLEN LOS MECANISMOS INTER- E 

INTRASUBUNIDAD EN LA AUTOGLUCOSILACIÓN DE LA GLUCOGENINA 
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Capítulo 1: Mecanismos de autoglucosilación de la glucogenina 

1.1 - INTRODUCCIÓN 

Hasta el presente sólo se ha logrado resolver la estructura cristalina de la especie 

truncada de glucogenina (residuos 1 a 260), en su forma dimérica (55, 89). Este dato 

sumado a resultados obtenidos de análisis por SDS-PAGE, en los que se detecta [14q_ 

autoglucosilación intersubunidad entre especies de glucogenina con diferentes pesos 

moleculares, y de la cinética de la reacción de autoglucosilación (41, 90), condujeron a 

la interpretación de que el dímero es la especie activa, sin considerar que pudiese existir 

actividad en la especie monomérica. En uno de los estudios cinéticos (90) los autores 

reportaron que la incorporación de glucosa disminuye por debajo de la constante de 

disociación calculada (2 1.iM), y que sigue una cinética de primer orden por encima de 

ella. Todos estos resultados condujeron a presentar la hipótesis de que la 

autoglucosilación es llevada a cabo a través de un mecanismo de tipo intersubunidad. 

Para fortalecer esta conclusión, los autores estudiaron un sistema que consiste en la 

mezcla de dos mutantes de glucogenina inactivas para la reacción de autoglucosilación, 

la primera, en la que lisina-85 fue reemplazada por glutamina (K85Q) carece de 

actividad catalítica pero puede funcionar como sustrato, y la segunda donde tirosina-194 

fue mutada por fenilalanina (Y194F) que posee actividad catalítica pero es incapaz de 

funcionar como sustrato aceptor en una reacción de autoglucosilación. Es así que, al 

analizar la autoglucosilación en la mezcla de estas dos mutantes, la incorporación de 

glucosas observada sobre el residuo tirosina-194 de la mutante K85Q sólo podía 

explicarse por la formación de un heterodímero, en el cual la mutante Y19417 es la 

responsable de catalizar la transferencia de glucosas, y confirmando de esta manera la 

existencia de un mecanismo intersubunidad en el dímero. No obstante, no se demostró 

que mediante este mecanismo glucogenina fuera capaz generar un oligoglucano con una 
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Capítulo 1: Mecanismos de autoglucosilación de la glucogenina 

elongación máxima promedio de 12-13 glucosas como la reportada para el dímero wild 

lype (51). 

Más tarde, en nuestro laboratorio se exploró con mayor detalle el comportamiento de 

glucogenina a concentraciones submicromolares (91), descubriendo que el monómero 

existe de manera estable, y demostrando por primera vez que esta especie tiene la 

capacidad de autoglucosilarse (Figura 1.1-A). La cinética de primer orden observada a 

bajas concentraciones revelaba que la reacción procedía a través de un mecanismo de 

glucosilación intramonómerico (Figura 1 .1 -B), aunque no se demostró que esta especie 

consiguiera generar un oligoglucano con la elongación máxima de 12-13 glucosas 

alcanzada por el dímero. 

Figura 1.1: (A) Filtración molecular para glucogenina 20 pM (--) y 0.1 pM (-o-),  cargadas en una 

columna de exclusión molecular, habiendo sido previamente sometidas a auto[ 14C]glucosiiación. (B) 
Velocidad de auto glucosilación específica para glucogenina de conejo sin glucosilar (apo-31) en función 

de la concentración de enzima. Ambas imágenes fueron extraídas de Bazán et al. 2008 (91). 

Recientemente se ha reportado la existencia de una enfermedad vinculada a una 

deficiencia de glucógeno causada por una heterocigocidad dada por la combinación de 

una mutación sin sentido con otra con cambio de sentido sobre glucogenina-1 humana 

(92), siendo éste el único informe de una glucogenosis causada por una falla en la 

actividad de esta enzima. La mutación con cambio de sentido treonina-82 por metionina 

(T82M) da como resultado una especie inactiva, convirtiéndose en un buen candidato 

para un estudio mecanístico que arroje luz a la comprensión de las bases moleculares 

que generan dicha inactividad. Consecuentemente, en nuestro laboratorio se realizó un 

estudio estructural y cinético de la mutante T82M (93). A través del análisis 

comparativo entre las estructuras cristalinas de la mutante y la especie salvaje, pudo 
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advertirse que la mutación T82M produce la pérdida de un enlace puente hidrógeno 

formado entre el grupo hidroxilo de la cadena lateral de treonina-82 y el aspartato-162, 

siendo éste último un aminoácido esencial para la actividad de glucogenina, como ya se 

mencionó anteriormente (51). Esta interacción podría ser importante en la estabilización 

de la posición del residuo aspartato-162, permitiendo que cumpla normalmente con su 

función. Con el fin de corroborar dicha conclusión, se construyeron mutantes donde se 

cambió treonina-82 por seria o valina. Cuando el cambio fue por seria, la mutante 

presentó actividades casi normales de autoglucosilación, transglucosilación e hidrolítica 

de UDP-glucosa. En cambio, cuando la sustitución se hizo por valina, se perdieron por 

completo las tres actividades, de manera análoga a lo que sucede en la variante natural 

T82M. 
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Capítulo 1: Mecanismos de autoglucosilación de la glucogenina 

1.2 - OBJETIVOS 

El objetivo desarrollado en este capítulo está centrado por un lado en la 

determinación de la capacidad del monómero de la glucogenina para generar un 

oligoglucano de similar longitud al reportado para el dímero. 

Por otra parte, basándose en el hecho de que el monómero de la glucogenina es capaz 

de autoglucosilarse a través de una reacción intramolecular, se desarrollaron estrategias 

experimentales que permiten el estudio individual de las reacciones intra- e 

intersubunidad en el dímero de glucogenina. De esta manera se busca confirmar si el 

mecanismo intrasubunidad tiene lugar en el dímero. 
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Capítulo 1: Mecanismos de autoglucosilación de la glucogenina 

1.3 - RESULTADOS 

1.3.1 - Máxima extensión de autoglucopolimerización del monómero de 

glucogenina 

La actividad autocatalítica de glucogenina fue ensayada a dos concentraciones, 0,04 

y 4 pM. En estas condiciones la enzima se encuentra en las formas monomérica y 

dimérica respectivamente, tomando como referencia una constante de disociación de 

0,85 pM que fuera calculada previamente (91). Con el fin de comparar la incorporación 

de glucosas sobre glucogenina en sus dos estados oligoméricos (0,04 y  4 PM), se 

cuantificó la incorporación de ['4C]-glucosa  en apo-A270 a 5, 20, 60, y  120 minutos 

(Figura 1.2-A). Se tomó como referencia el tiempo mínimo de reacción en el que la 

velocidad de incorporación de glucosas tiende a ser nula. De esta manera, se definió la 

extensión máxima de autoglucosilación específica (EMAE) como el número de pmoles 

de glucosa incorporada por pmol de glucogenina, producido por la incubación con 320 

pM de UDP-[14C]-glucosa  durante 60 minutos (Figura 1.2-A). Previamente se 

determinó que 320 pM UDP-['4C]-  glucosa aseguraba la saturación con el sustrato 

donor para la mayor concentración de enzima utilizada en los ensayos (Figura 1.2-B). 

La EMAE registrada fue de 13.3 ± 1.9 unidades de glucosa para el monómero y el 12,5 

± 1.4 unidades de glucosa para el dímero. Mediante el análisis por MS de una muestra 

de glucogenina dimérica en su máximo grado de glucopolimerización, pudo 

corroborarse el valor obtenido por EMAE. A partir de la interpretación del espectro 

deconvolucionado pudo determinarse que glucogenina estaba unida a glucanos de 10, 

12, 13, 14, y  16 unidades de glucosa. Considerando la abundancia relativa de cada 

especie glucosilada (7.2, 21.4, 37.5, 25.0 y  8.8%, respectivamente), se puede decir que 

el grado de polimerización promedio fue de 13 glucosas (Figura 1.3), siendo este 
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resultado coherente si es comparado con la longitud media de cadena de 12 glucosas 

que fuera descripta previamente (94). La baja concentración a la que existe la enzima 

como monómero representó un obstáculo para determinar del grado 

autoglucopolimerización utilizando ESI-MS. De todas maneras, la concordancia entre la 

máxima capacidad de autoglucosilación específica medida para el dímero y el valor 

promedio determinado por análisis de MS sustenta la validez del EMAE determinado 

para la forma monomérica de glucogenina. 

Figura 1.2: (A) Autoglucosilación específica en función del tiempo para glucogenina monomérica a 
0,04 pM (D) y dimérica a 4 pM (.). (B) EMAE en función de la concentración de UDP-glucosa. 

A 

13 B 

12 
14 

Figura 1.3: La especie apo-t270 autoglucosilada en su máxima capacidad fué analizada por ESI-MS. 
Espectro deconvolucionado de apo-A270 antes (A) y depués (B) de ser incubada con UDP-glucosa 
durante 60 minutos. Los números 0, 10, 12, 13, 14, y  16 ubicados sobre cada pico corresponden a la 
cantidad de glucosas que forman la cadena unida a cada población de enzima glucosilada. 
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Capítulo 1: Mecanismos de autoglucosilación de la glucogenina 

1.3.2 - Máxima extensión de autoglucopolimerización intra- e intersubunidad 

del dímero de glucogenina 

La mezcla de dos mutantes de glucogenina inactivas para la autoglucosilación, una 

por carecer de capacidad para transferir glucosas pero con su tirosina aceptora intacta, y 

la otra por no poder funcionar como sustrato aceptor por carecer de la tirosina 

glucosilable, da como resultado la formación de un heterodímero que presenta una 

cinética de autoglucosilación coherente con un mecanismo de glucosilación 

intersubunidad (90). Sin embargo, no se ha demostrado que mediante este mecanismo se 

logre reproducir el máximo grado de glucopolimerización reportado para el dímero de 

glucogenina. Además, teniendo en cuenta el reporte de la existencia de un mecanismo 

de autoglucosilación intramonomérico (91), en este trabajo se diseñó un sistema que 

permite medir de manera independiente la autoglucosilación en el dímero por los dos 

mecanismos posibles de reacción: intersubunidad e intrasubunidad. Para medir la 

EMAE intersubunidad se construyó un heterodímero formado entre Y194F-A270 

(activa para glucosilar pero inactiva como sustrato) y T82M-A270 (que es activa como 

sustrato pero inactiva para glucosilar) (Esquema iB). La elección de la mutante T82M 

se basó en el hecho de que dicha modificación fue recientemente descripta como la 

causante de una deficiencia en la síntesis de glucógeno en humanos (92), como se 

mencionó anteriormente. Para el caso de la medición de EMAE sólo mediante el 

mecanismo intrasubunidad, se formó un heterodímero con la doble mutante 

D159S/Y194F-A270 (inactiva tanto para glucosilar como para incorporar glucosa) y la 

especie activa apo-A270 (activa para glucosilar y como sustrato) (Esquema 1C). El 

propósito del diseño experimental, es obtener un sistema en el que una de las especies se 

encuentre totalmente formando heterodímeros, y expresar la EMAE en función de la 

cantidad de esta especie. Para lograr esto, se mezcló y se dejó equilibrar una especie en 

estado monomérico (0,04 tM) con la otra especie en su forma dimérica (3,96 p.M). Con 

esto se pretende que la diferencia de concentración de 2 órdenes de magnitud favorezca 

un desplazamiento en el equilibrio hacia la conversión en heterodímero de la especie 

que se encontraba como monómero. 
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A 
	

B 
	

C 

Esquema 1: Diagrama de monómero y dímeros de glucogenina. Las flechas indican la transferencia de 
glucosa desde el UDP-glucosa unido en el sitio activo (G) hacia la Tirosina-194 (Y), en el monómero (A), 
heterodímeros sólo con capacidad de glucosilación intersubunidad (B) o intrasubunidad (C), y dímeros 
con capacidad de glucosilación tanto intrasubunidad como intersubunidad (D y E). 

1.3.2.1 - Reacción intersubunidad en el dímero de glucogenina 

La autoglucosilación específica en función del tiempo, de heterodímeros formados con 

subunidades de glucogenina, con capacidades complementarias de glucosilación y de 

sustrato aceptor, se muestra en la Figura 1.4. El heterodímero obtenido mediante la 

mezcla de Y194F-A270 0,04 iM con T82M-A270 3,96 liM (Esquema IB) mostró un 

aumento lineal autoglucosilación sin alcanzar una meseta (Figura 1.4-A). El grado de 

autoglucosilación a los 60 minutos de reacción fue de 34 moles de glucosa por cada mol 

de heterodímero. Esto es aproximadamente 3 veces mayor que la EMAE 

correspondiente a la enzima dimérica apo-A270 (Figura L2-A). El aumento constante 

observado en la autoglucosilación específica, mostraba un intercambio dinámico entre 

las subunidades del heterodímero durante el transcurso de la reacción, con la sustitución 

de la subunidad T82M-A270 glucosilada por otra T82M-A270 no glucosilada. Al 

invertir las proporciones de las mutantes mezclando T82M-A270 0,04 MM COfl Y194F-

A270 3,96 MM, era de esperar que ocurriera un intercambio similar entre las 

subunidades, dando como resultado la autoglucosilación máxima de la subunidad 

T82M-A270 del heterodímero. En estas condiciones, la autoglucosilación medida fue de 

6,3 moles de glucosa por mol de heterodímero en 60 minutos de reacción, alcanzando 

un valor máximo de 7,5 unidades de glucosa a los 120 minutos de reacción (Figura 1.4-

B). Tanto la velocidad de incorporación como el grado máximo de glucopolimerización 
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u• 	¡ ILNLIAS QUt 
de este heterodímero resultaron ser más bajos que los determinados en la enzima 

dimérica de tipo salvaje (Figura 1.2-A). También se incubó durante 60 y  120 minutos 

una mezcla de Y194F-A270 0,04 pM y T82M-A270 0,04 pM (ambas como monómero), 

en la que no se registró incorporación alguna (Figura 1 .4-B). Este último dato reforzaba 

la existencia del monómero de glucogenina en concentraciones submicromolares (91), y 

descartaba la posibilidad de que en esas condiciones ocurriese autoglucosilación 

intersubunidad debida a la formación transitoria de dímeros, no detectables por 

cromatografía de exclusión molecular. 
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Figura 1.4: Autoglucosilación en función del tiempo para heterodímeros de glucogenina, formados a 
partir de la mezcla de Y194F-A270 0.04 pM con T82M-A270 3.96 pM (A), T82M-i270 0.04 pM con 
Y194F-A270 3.96 pM (.) y T82M-A270 0.04 pM con Y194F-A270 0.04 pM () (B). La incorporación 
de [14Cjj-glucosa se representa como pmoles/pmol de heterodímero. 

1.3.2.2 - Reacción intrasubunidad en el dímero de glucogenina 

Dado que se ha descripto que el monómero de glucogenina es capaz de 

autoglucosilarse (91), se procedió a estudiar la posibilidad de que la reacción 

intrasubunidad pudiese ocurrir en el dímero de la enzima. La primer evidencia se obtuvo 

por análisis en SDS-PAGE de heterodímeros [14C]-autoglucosilados, formados con 

especies de glucogenina truncada (31 kDa) y completa (38 kDa). Al mezclar el 

monómero de la especie activa parcialmente glucosilada WT-38 (0,04 MM) con el 

dímero de la mutante T82M-A270 (3,96 MM) que sólo posee capacidad aceptora 

(Esquema lE), se observó que ocurrían simultáneamente incorporación intra e 

intersubunidad (Figura 1 .5, carril 2). La glucosilación intrasubunidad de la especie WT-

38 en el heterodímero fue ligeramente inhibida por la subunidad T82M-A270, si se la 
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compara con la incorporación observada cuando se encuentra como monómero (Figura 

1.5, carril 3). De manera similar, una leve inhibición de la glucosilación intrasubunidad 

de WT-38 se produjo cuando se la hace formar heterodímeros con la doble mutante 

13159S/Y194F-270 (Figura 1.5, carril 4). Por otro lado, cuando la especie activa no 

glucosilada apo-A270 fue sometida a la dimerización con la doble mutante 

D159S/Y194F-i270 (Esquema 1C), su autoglucosilación se vio fuertemente inhibida 

(Figura 1.5, carriles 5 y 6). 

43- 

29- 

38- 

31- 

1 	2 	3 	4 	5 	6 

Figura 1.5: Electroforesis en gel de poliacrilamida en el que se demuestra que en el proceso de 
autoglucosilación conviven ambos mecanismos, intra- e intersubunidad. La especies monoméricas (0,04 
pM) WT-38 (carriles 2 a 4) y  apo-A270 (carriles 5 y  6) fueron sometidas a [14C]-autoglucosilación  antes 
(carriles 3 y 5) o después de ser mezcladas y equilibradas con dímeros (3,96 pM) de T82M-A270 (carril 
2) y D159S/Y194F-A270 (carriles 4 y  6). Luego, alícuotas fueron sometidas a SDS-PAGE y posterior 
autogradiografía. En el panel superior se muestra la tinción con azul de Coomassie, donde se marca el 
peso molecular correspondiente a los estándares sembrados en el carril 1. En el panel inferior se muestra 
la autorradiografía correspondiente, en la que se marca el peso molecular de las especies de glucogenina 
utilizadas. 

Con el propósito de cuantificar el grado de inhibición observado en la reacción 

intrasubunidad en el dímero de glucogenina durante la incorporación de los primeros 

residuos de glucosa, se midió la autoglucosilación específica de 0,04 VLM apo-A270 

antes y después de formar un heterodímero con la doble mutante Dl 59S1Y 1 94F-A270 

(3.96 j.tM). De manera análoga, se cuantificó el efecto en la capacidad de glucosilación 

intrasubunidad de una especie que se encuentra parcialmente glucosilada (WT-A270). 

La Figura 1.6 muestra que la EMAE de la especie no glucosilada apo-A270 en su forma 
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monomérica, se ve reducida — P5 veces cuando se encuentra formando el heterodímero. 

Por otra parte, la EMAE de la especie parcialmente glucosilada WT-A270 fue sólo 

ligeramente inhibida bajo la forma de subunidad del heterodímero, como ya se podía 

apreciar anteriormente en la Figura 1.5, ensayo donde se utilizó la especie WT-38. 
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Figura 1.6: Autoglucosilación intrasubunidad en heterodímeros formados entre la doble mutante 
D159S/Y194F-A270 y las especies activas apo-A270 y WT-A270. Se midió la incorporación de [14C]-
glucosa en monómeros (0,04 pM) de apo-A270 y WT-A270 antes (barras negras) o después (barras 
blancas) de ser mezcladas y equilibradas con dímeros (3,96 pM) de la doble mutante D159S/Y194F-
A270. 

1.3.2.3 - Control estructural de las mutantes de glucogenina 

Con el objetivo de corroborar que las mutaciones introducidas en apo-A270 no 

afectaron a su estructura tridimensional, se obtuvieron las estructuras de las mutantes 

Y194F-A270 y D159S/Y19417-A270 por cristalografía de rayos X, que mostraron una 

gran similitud estructural global con respecto a la estructura correspondiente a la enzima 

de tipo salvaje apo-A270, con un RMSD para los átomos de la cadena principal de 0,22 

y 0,31 A, respectivamente. Los cristales de las mutantes Y194F-i270 y D159S1Y194F-

A270 pertenecen al grupo espacial 1222, con una suburndad en la unidad asimétrica. La 

superposición de estas estructuras con la estructura tridimensional de T82M-A270 (93) 

resalta la similitud entre las mismas, a pesar de la pérdida de actividad (Figura 1.7). 
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Set de datos 
Gru po espacial 
a (A)  
b (A) 
c  
Ran:o de resolución (A) 
Reflexiones observadas 
Reflexiones independientes 
Rmerge (%) 
l/cj 8.8 
Exhaustividad 

Refinamiento 

Reflexiones en el refinamiento 	 20342 	 13710 
Rcryst. (%)h 	 19,62 	11 	 21,28 
Rfree(%)(set de prueba 5%)C 	 23,94 	 25,92 
RMSD sobre longitud de enlace (A) 	JO,009 	 0,011 
IRMSD sobre ángulos de enlace (°) 	11,178 	1,307 
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Figura 1.7: Superposición de las estructuras cristalográficas de Y194F-270 (verde), T82M-270 
(rojo) y D159S/Y194F-A270 (púrpura). En el sitio de unión de cada subunidad se representa el UDP-
glucosa y el ión Mn2+. 

A continuación se presenta una tabla con las estadísticas del análisis de los conjuntos 

de datos de difracción seleccionados para la resolución de las estructuras de Y194F-

A270 y D 1 59S/Y 1 94F-A270. 

Tabla 1.1: Estadísticas de los datos obtenidos y del refinamiento del modelo. Los valores entre 
paréntesis se refieren a las capas de más alta resolución. 

Rmerge = LhZi 1 Iih - <Ih> 11 EhEi <Ih> donde <Ih> es la intensidad promedio de las ¡ observaciones de la reflexión h. 
bRC,ySt = E 11 Fobs 1 - 1 Fcalc  II / E 1 Fobs  1. Donde  1 Fobs  1 y  1 Fcalc 1 son las amplitudes de los factores de estructuras observados y 

calculados, respectivamente. La sumatoria incluye todas las reflexiones utilizadas en el refinamiento. 
cRfree = E 11 Fobs 1 - 1 Fcalc  1 1 / E 1 Fobs 1. Misma fórmula que en Rcryst, pero el cálculo se hace para un conjunto de datos 

elegidos al azar, que representan un 5% de los datos de difracción que no fueron incluidos en el refinamiento. 
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1.3.2.4 - Control de la formación (le heterodímeros 

Para verificar la formación de los heterodímeros se utilizó la cromatografía de 

exclusión molecular (Figura 1.8), ya que se conoce el perfil de elución que presentan las 

formas monomérica y dimérica de glucogenina en este tipo de ensayo (91). Cuando se 

mezcló glucogenina monomérica apo-A270 0,1 jiM, marcada parcialmente por 

autoglucosilación, con la doble mutante D159S/Y194F-A270 dimérica 20 PM, y se 

eluyó a través de una columna de exclusión molecular Superdex 75, se observó un 

desplazamiento absoluto de la marca radioactiva recuperada, hacia un volumen de 

elución inferior (correspondiente a la elución de glucogenina dimérica). Un cambio 

similar en el perfil de elución fue detectado cuando se hicieron mezclas entre apo-A270 

0,1 j.tM y las proteínas mutantes Y 1 94F-A270 o T82M-A270 en una concentración 20 

tM (Figura 1.8). Este resultado es consistente con la conversión de la glucogenina 

marcada con 14C-glucosa desde un estado monomérico hacia la formación de un 

heterodímero, con cualquiera de las especies mutantes con las que se la ha combinado. 

Para corroborar que el cambio en el perfil de elución de apo-A270 es debido a la 

especificidad de la formación de heterodímeros, se hizo una mezcla de la misma 

proporción de glucogenina monomérica 14C-glucosilada y albúmina, que no produjo 

ningún cambio en la elución de la enzima marcada (Figura 1.8). 

10 	11 	12 	13 
	

14 
Volumen de elución (mi) 

Figura 1.8: Control de formación de heterodímeros por cromatografía de exclusión molecular. 
Glucogenina en su estado monomérico fué sometida a autoglucosilación con UDP-[14C]-glucosa, y se 
sembró en la columna Superdex-75 antes (-o-) o después de ser mezclada con dímeros (20 PM) de 

T82M-A270 (-u-), Y194F-i270 (- A -), D159S/Y194F-i\270 (-.-) o albúmina (-a-). También se sembró 

glucogenina dimérica (2011M; -El-) autoglucosilada con UDP-glucosa 10 pM durante 5 minutos. 
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1.4 - DISCUSIÓN 

Los antecedentes demuestran que la glucogenina puede autoglucosilarse tanto en su 

forma monomérica como dimérica, y por lo tanto cualquiera de estos estados 

oligoméricos son potenciales candidatos para dar inicio la biosíntesis de novo del 

glucógeno. En el caso del monómero de glucogenina se había descripto que podía 

autoglucosilarse a través de un mecanismo intramolecular, aunque no se había 

determinado el grado de elongación máximo que podría alcanzar la cadena de glucosas 

en estas condiciones. Por otro lado, se había comprobado que el dímero de glucogenina 

era capaz de sintetizar un oligoglucano de hasta 12 unidades de glucosa, pero no había 

sido demostrado que esto ocurriera exclusivamente por mecanismo de glucosilación 

intersubunidad, como fuera propuesto. Por lo tanto, en este trabajo se determinó la 

extensión máxima de autoglucosilación específica (EMAE) del monómero y el dímero 

de glucogenina, y se cuantificó de manera individual la participación que pudiesen tener 

los mecanismos inter- e intrasubunidad en la glucogenina dimérica. 

El valor de la EMAE producida por el monómero de glucogenina fue de 13,3 ± 1,9 

unidades de glucosa, muy semejante a la EMAE de 12,5 ± 1,4 unidades de glucosa 

obtenida para el dímero. Este resultado pone de manifiesto la capacidad que tiene el 

monómero de glucogenina de llevar a cabo una autoglucopolimerización de la misma 

magnitud que la encontrada en el dímero, colocando al monómero en un rol funcional 

con capacidad de satisfacer la necesidad de la célula de contar con el sustrato necesario 

para que la GBE y la GS puedan generar una nueva molécula de proteoglucógeno. 

Además, la gran similitud que presentan las cinéticas de autoglucosilación del 

monómero y el dímero fortalecen dicha conclusión (Figura 1.2-A). Por lo tanto, in vivo 

glucogenina podría autoglucosilarse y dar cominezo a la biosíntesis de novo de 
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proteoglucógeno, inmediatamente después de ser expresada, sin necesidad de alcanzar 

la concentración necesaria para formar un dímero. 

Por otra parte, se analizó la capacidad de glucopolimerización en el dímero, a través 

de los mecanismos intra e intersubunidad de manera independiente. Para lograr esto, se 

utilizaron dos mutantes simples, Y194F-A270 y T82M-A270, y la doble mutante 

13159S/Y194F-A270, todas inactivas para llevar a cabo el proceso de autoglucosilación 

por sí mismas. Se verificó mediante cristalografía de rayos X que en cada una de las 

mutantes la estructura tridimensional no se encontrase afectada por la sustitución de los 

diferentes aminoácidos (Figura 1.7). Asimismo, haciendo uso de la posibilidad de 

identificar los diferentes estados oligoméricos de glucogenina a través cromatografia de 

exclusión molecular, se confirmó que cada una de las mutantes fuese capaz de formar 

heterodírneros cuando se las mezclaba con la enzima sin modificar apo-A270 (Figura 

1.8). 

Como se puede apreciar en la Figura 1 .4, la medición de autoglucos ilación específica 

por mecanismo intersubunidad en función del tiempo, referente a heterodímeros 

formados con las mutantes Y194F-A270 y T82M-A270 (Esquema 1B), arroja dos datos 

importantes. Primero, en la Figura 1.4-A se pone en evidencia el dinamismo con que se 

intercambian las subunidades en el heterodímero, proceso que bien podría ocurrir de la 

misma manera durante la incorporación de las primeras unidades de glucosa en un 

homodímero de la especie salvaje de glucogenina. Segundo, y posiblemente 

consecuencia de dicho dinamismo, la Figura 1 .4-B revela la incapacidad del mecanismo 

intersubunidad para reproducir tanto la velocidad de incorporación, como la longitud 

máxima de glucopolimerización que se observa en el homodímero de glucogenina de la 

especie salvaje. Como la velocidad de incorporación disminuye a medida que aumenta 

la longitud del oligoglucano unido a glucogenina (Figura 1.2-A), lo que probablemente 

ocurre en el heterodímero es que se llega a un punto en donde la velocidad de 

glucopolimerización intersubunidad se vuelve tan baja, que resulta ser menor a la 

velocidad con que se produce el intercambio entre las subunidades. La mezcla de las 

mutantes Y194F-A270 y T82M-A270 a concentración 0,04 jtM (ambas en estado 

monomérico) no mostró incorporación alguna (Fig. 1.4-B). Este resultado apoya la 

presencia de monómeros estables a las concentraciones submicromolares en las que se 

midió la EMAE, sin la formación detectable de dímeros transitorios autoglucosilables, 

siendo por lo tanto un nuevo dato que fortalece el concepto del monómero de 
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glucogenina valiéndose de un mecanismo intramolecular de reacción para 

autoglucosilarse. 

En el intento de demostrar la posibilidad de que la reacción intramonomérica tuviese 

lugar cuando la glucogenina se encuentra formando dímeros (Esquema IC), se llevó a 

cabo la heterodimerización de las especies activas apo-A270 y WT-38 con la doble 

mutante inactiva D159S/Y194F-A270. Se encontró que la reacción intrasubunidad se ve 

fuertemente disminuida cuando se trata de la incorporación de las primeras glucosas 

(Figura 1 .6), pero que sólo afecta ligeramente la elongación de una cadena ya formada 

(Figura 1.6). La determinación del grado de autoglucosilación mostró que las EMAE de 

las formas monoméricas WT-A270 y apo-A270 se redujeron en un 16 y  84 %, 

respectivamente, después de formar heterodímeros con la doble mutante D159S/Y194F-

A270 (Figura 1.6). La pequeña disminución en el valor de EMAE obtenido para WT-

A270 luego de heterodirnerizar, podría deberse a que, si bien la expresión de la proteína 

recombinante en la cepa E. coli Rosetta (DE3) produce una especie parcialmente 

glucosilada, también existe una población de enzima sin glucosilar (41). Según los 

resultados presentados, esa población no podría glucosilarse una vez formado el 

heterodímero, dando así la ligera diferencia observada. Por otra parte, el bajo nivel de 

incorporación encontrada cuando apo-A270 forma dímeros con la doble mutante 

D159S/Y194F-A270, podría explicarse teniendo en cuenta que en solución, el dímero se 

encuentra en equilibrio con una población de monómero, que es menor a medida que la 

concentración total se aleja del valor de la constante de disociación. Así, la especie 

activa apo-A270 que se encuentra formando heterodímeros transitaría en algún 

momento por su estado monomérico, permitiendo que algún residuo de glucosa sea 

incorporado. En conclusión, el análisis de estos resultados indican que en el dímero la 

autoglucosilación intrasubunidad no sería capaz de iniciar la glucopolimerización de la 

tirosina-194, pero sí tiene la facultad de completar la elongación de la cadena de 

oligoglucano después de que la tirosina ha adquirido algunas unidades de glucosa (por 

ejemplo a través de glucosilación intersubunidad). Una posible interpretación de este 

fenómeno, es que una vez formado el dímero podrían generarse restricciones 

estructurales en cuanto a los movimientos permitidos de la proteína, afectando el acceso 

que tiene la tirosina hacia el UDP-glucosa ubicado en el centro de reacción de la misma 

subunidad, pero no hacia el correspondiente de la otra subunidad, derivando en la 

imposibilidad del dímero de adquirir las primeras unidades de glucosa mediante un 

mecanismo de autoglucosi ]ación intrasubunidad. 
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El examen de la estructura cristalina de la glucogenina (55, 89) muestra que el grupo 

hidroxilo de la tirosina-l94 se encuentra a una distancia de 12 a 15 A del UDP-glucosa 

unido a cualquiera de los sitios activos, dependiendo de la orientación de la cadena 

lateral. En virtud de estas grandes distancias, parece imposible que la primera 

incorporación tenga lugar, a menos que ocurra un cambio conformacional que acerque a 

la tirosina hacia el sitio activo. El hecho de que las hélices a que contienen los residuos 

de tirosina-194 se encuentren íntimamente relacionadas con la superficie de contacto 

entre las subunidades (55), fortalece la hipótesis de que la restricción planteada se 

genere como consecuencia de la dimerización de la enzima. Una vez que se han 

incorporado 2 o 3 unidades de glucosa, quedaría superado el obstáculo que impone la 

distancia que separa al sustrato aceptor de cualquiera de los centros reactivos, y por lo 

tanto el cambio conformacional ya no es requerido. Entonces, una vez que la 

glucogenina se encuentra parcialmente glucosilada por la reacción intersubunidad, el 

oligoglucano unido a la tirosina se vuelve accesible para ser glucosilado a través de la 

reacción intrasubunidad. 

Los resultados presentados revelan que el mecanismo de autoglucosilación 

intramonómero de la glucogenina no sólo es eficiente para producir la máxima 

elongación del oligoglucano sino que es necesario para que dicha elongación máxima 

pueda también ser alcanzada en el dímero. En este caso, ambos mecanismos (intra- e 

intersubunidad) necesitan actuar acoplados para lograr la elongación máxima del 

oligoglucano. Ciertamente el mecanismo intrasubunidad es imprescindible para que la 

glucogenina monomérica logre autoglucosilarse, pero la evidencia de que mediante este 

camino pueda adquirir la máxima glucopolimerización reportada, ubica al monómero 

como protagonista ineludible en la biosíntesis de novo de proteoglucógeno. 
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1.5 - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

1.5.1 - Materiales 

• Medio de cultivo LB: 	Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, 

NaC1 5 g/L. 

• Medio de cultivo LB-amp: 	medio LB con ampicilina 0,1 g/L. 

• Medio de cultivo LB-agar: 	medio LB con agar 15 g/L. 

• Medio de cultivo LB-agar-amp: medio LB-agar con ampicilina 0,1 g/L. 

• SB 3X: 	 buffer Tris-HC1 150 mM (pH 6,8), SDS 4,5 %, 

glicerol 30 %, 13-mercaptoetanol 9 % y azul de 

bromofenol 0,01 %. 

• Solución de azul de Coornassie: Etanol 25 %, ácido acético 5 %, Coornassie 

Brillant Blue R 0,25 %. 

• Solución desteñidora: Etanol 25 %, ácido acético 5 %. 

• Buffer A: buffer Tris-HC1 20 mM (pH 7,5), NaC1 0,5 M, 

Imidazol 10 mM. 

• Buffer B: buffer Tris-HC1 20 mM (pH 7,5), NaCl 0,5 M, 

Imidazol 500 mM. 

• Solución de centelleo líquido Optiphase HiSafe 3 (Perkin-Elmer). 

• Cepa de Escherichia coli Rosetta (DE3) (Novagen). 

• Vector pET15b (Novagen). 

• La cepa de Escherichia coli CGSC 4997, cepa que carece de actividad de UDP-

glucosa pirofosforilasa (por lo tanto incapaz de producir UDP-glucosa), se 

obtuvo del "E. coli Genetic Stock Center of the Department of Molecular, 

Cellular, and Developmental Biology at Yale University". 
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• El clon de glucogenina de músculo de conejo de fue cedido por el doctor P. J. 

Roach (Facultad de Medicina de la Universidad de Indiana). 

• UDP-[14C]-glucosa (320 mCi/mmol) (Instituto de Investigaciones Bioquímicas 

Fundación Leloir, Buenos Aires, Argentina). 

• Columnas de afinidad HisTrap FF, y de exclusión molecular Superdex 75 

(General Electric Healthcare). 

• Excepto donde se indica, todos los demás reactivos fueron adquiridos en Sigma-

Aldrich. 

1.5.2 - Glucogeninas mutantes y de tipo salvaje utilizadas 

En este trabajo de tesis se emplearon tres versiones de la glucogenina de conejo de 

tipo salvaje, la especie de 38 kDa parcialmente glucosilada (WT-38), y las especies 

truncadas en el residuo 270 no glucosilada (apo-A270) y parcialmente glucosilada (WT-

A270). La interrupción de la secuencia de glucogenina en el residuo 270 da lugar a una 

proteína de 31 kDa más estable, sin pérdida de actividad (51, 90). También se utilizaron 

las siguientes mutantes inactivas para la autoglucosilación: la mutante simple Y19417-

A270 que carece de capacidad aceptora, la doble mutante D159S/Y19417-A270 que 

carece tanto de la actividad glucosilante como de capacidad aceptora, y la mutante 

T82M-A270. La mutación T82M ha sido descripta como causante de una enfermedad 

humana provocada por una deficiencia en la actividad de glucogenina, lo que la hace 

incapaz de generar sustrato inicial que da comienzo a la biosíntesis de novo de 

proteoglucógeno (92). Recientemente se determinó que la mutante recombinante T82M-

A270 carece de actividad autoglucosilante, transglucosilante e hidrolizante de UDP-

glucosa, y que muestra una estructura tridimensional similar a la de apo-A270 (93). 

También ha sido demostrado que la sustitución del aminoácido Tirosina-194 por 

Fenilalanina elimina su capacidad de actuar como sustrato aceptor, y que el reemplazo 

del Aspártico-159 por Seria elimina su actividad autoglucosilante (90), sin afectarse en 

esta última la estructura tridimensional (51). 
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1.5.3 - Expresión y purificación de glucogeninas 

En nuestro laboratorio ya se contaba con la construcción necesaria para la expresión 

de la forma truncada en el residuo 270 de la glucogenina de conejo, preparada como se 

ha descripto anteriormente (91). El cDNA se encuentra inserto en el vector pET15b 

(Figura 1.9), próximo a una secuencia que codifica para 6 residuos de Histidina que 

quedan unidas al extremo amino terminal de la proteína recombinante, y permiten su 

posterior purificación. El plásmido resultante (pET15b-RGN31) se utilizó como molde 

para generar todas las mutantes por mutagénesis sitio dirigida, utilizando el kit 

QuikChange (Stratagene). Para la sustitución de los diferentes aminoácidos en la 

generación de las mutantes se diseñaron los siguientes oligonucleótidos, denotando los 

codones originales en verde y los cambios en rojo: 

Y194F-A270 

Secuencia original (directa) 5' GCATTTCTATATACTCCTACCTCCC 3' 

Directo 5' GCA'TTTCTATATI7CTCCTACCTCCC 3' 

Reverso 5' GGGAGGTAGGAGAATATAGAAATGC 3' 

D 159 S-i\270 

Secuencia original (directa) 5' GCAAGGCAG 1111 GATGGTGGGGACCAGGG 3' 

Directo 5' GCAAGGCAGIITIAGCGGTGGGGACCAGGG 3' 

Reverso 5' CCCTGGTCCCCACCGCTAAAACTGCC'TTGC 3' 
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Figura 1.9: el plásmido pET15b tiene la región promotora del fago T7, y el gen que codifica para el 
represor lac 1. Además confiere resistencia al antibiótico ampicilina que permite la selección de las 
bacterias que lo contienen. 

Para producir la doble mutante D159S/Y194F-A270 se utilizó como molde el 

plásmido que contiene la mutación D159S-A270 con los primers para Y194F-A270. El 

protocolo utilizado en la PCR para la mutagénesis sitio dirigida fue el siguiente: 

1.  Desnaturalización inicial del ADN: 950 C durante 1 minuto. 

2.  Desnaturalización del AND: 950 C durante 30 segundos. 

3.  Hibridación de los oligonucleótidos: 550 C durante 1 minuto. 

4.  Extensión de la cadena de ADN: 68° C durante 14 minutos. 
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Se hicieron 18 ciclos entre las etapas 2 y  4,  y  se utilizó la ADN polimerasa Pfu. En 

todos los casos, una alícuota del producto de PCR se incubó con la enzima Dpn 1 para 

eliminar el ADN metilado (secuencia molde, proveniente de la bacteria), que luego se 

empleó para transformar células de la cepa XL1B1ue de E. coli para aumentar la 

cantidad de plásmido, que luego fue purificado. Como se observa en la Figura 1.9 el 

plásmido pET15b posee un promotor reconocido por la ARN polimerasa T7. Por esto, 

ara la preparación de la especie truncada no glucosilada (apo-A270) el plásmido 

pET15b-RGN31 se transformó en la cepa de E. coli CGSC 4997, previamente 

lisogenizada para la incorporación sitio específica del gen que codifica para la ARN 

polimerasa T7, utilizando para ello el kit de lisogenización XDE3 (Novagen). Para la 

obtención de la especie glucosilada WT-A270 y las mutantes se repitió el procedimiento 

con el plásmido correspondiente empleando la cepa de E. coli Rosetta (DE3). Las 

transformaciones se llevaron cabo agregando 5 ng del plásmido correspondiente a 100 

iii de bacterias competentes. Primero se incubó la mezcla durante 30 minutos en hielo, a 

continuación se la llevó a 42°C durante 70 segundos, e inmediatamente después se la 

colocó nuevamente en hielo durante 5 minutos. Luego se le agregaron 200 ii de medio 

LB y se la incubó por 1 hora a 37°C. Por último se plaquearon las bacterias 

transformadas en cápsulas de petri con medio LB-agar que fueron incubadas a 37°C 

durante 18 horas. 

Para la obtención de las proteínas típicamente, se cultivó 1 litro de medio LB a 37°C 

hasta alcanzar una OD de 0,8 -1,0 para luego inducir la expresión de la enzima 

recombinante con IPTG csp 0,15 mM, e incubando a 20° C durante 18 horas. Las 

células se recogieron por centrifugación a 3500 x g durante 10 minutos, se 

resuspendieron en buffer A, y se lisaron utilizando el dispositivo EmulsiFlex-C3 

(Avestin, Inc., Ottawa, Canadá). Para la purificación de las glucogeninas-His6tag, el 

lisado fue centrifugado a 10000 x g, y se pasó el sobrenadante a un flujo de 1 ml/min a 

través de una columna de afinidad HisTrap FF (1 mi), previamente equilibrada en buffer 

A. Luego de la siembra se conectó la columna al equipo AKTA Purifier (GE 

Healthcare), y se la lavó con buffer A hasta obtener un registro de absorbancia a 280 nm 

estable. Las proteínas se eluyeron haciendo un gradiente de 20 ml entre el buffer A y 

buffer B, recolectando alícuotas de 1 ml. Se analizaron las fracciones por SDS-PAGE 

discontinuo con 15% de acrilamida en el gel separador y 3% en el gel concentrador, 

según el método descripto por Laemmli (95), utilizando el equipo Miniprotean III Dual 

Slab Ceil Electrophoresis System (BioRad) para la preparación de los geles. Para 
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realizar la corrida se agregó a cada muestra SB 3X (csp 1X) y luego se las calentó a 

1000 C durante 3 minutos. La electroforesis se realizó a 200 V durante 50 minutos. Para 

la visualización de las proteínas se sumergieron los geles en una solución de azul de 

Coomasie durante 30 minutos, y luego se realizaron sucesivos lavados con solución 

desteñidora. La identificación a partir de la estimación de sus pesos moleculares se hizo 

posible mediante el uso de proteínas estándar. A partir del análisis del SDS-PAGE se 

seleccionaron y juntaron aquellas fracciones que contenían sólo la enzima recombinante 

de interés, las que fueron concentradas y desaladas utilizando unidades de filtración 

para centrífuga Amicon Ultra-4 y Ultra-15 con un límite de peso molecular nominal de 

10,000 Da, a 1500 x g y buffer Tris-HC1 20 mM (pH 7,5) conteniendo sacarosa 0,24 M. 

Finalmente se almacenaron a -20° C. 

1.5.4 - Cristalización y determinación de estructuras tridimensionales 

Las mutantes de glucogenina Y194F-A270 y D159S/Y194F-A270 en una 

concentración de 10 mg/ml se emplearon para obtener cristales en presencia de PEG 

monometiléter 5000 12%, MES 0,1 M (pH 6,5), y sulfato de amonio 0,2 M utilizando el 

método de difusión de vapor en gota colgante a 4° C, como se describió previamente 

(51). Previo a las mediciones de difracción los cristales fueron sumergidos en una 

solución crioprotectora que contenía 70 % de la solución de cristalización y 30 % de 

glicerol, e inmediatamente congelados en nitrógeno líquido. Los datos de difracción 

fueron medidos en la línea de cristalografía de proteínas D03B-MX1 (longitud de onda 

1,430 A) del Laboratorio Nacional de Luz Sincrotrón (LNLS, Campinas, Brasil) a 100 

K usando un detector CCD Marresearch. Los datos fueron procesados y escalados 

utilizando los programas MOSFLM (96) y  Scala (97). El subsecuente análisis de los 

datos cristal ográficos fue realizado utilizando el paquete de programas CCP4 (98). Las 

estadísticas de los datos de difracción del conjunto de datos seleccionado se resumen en 

la Tabla 1.1. Dado que los cristales de ambas mutantes de glucogenina son isomorfos 

con respecto a los de la proteína sin modificar, se utilizó la estructura refinada de apo-

A270 (sin moléculas de solvente) (93) como modelo de partida para el refinamiento de 

las estructuras de Y194F-A270 y D159S/Y194F-A270, usando el programa REFMAC5 

(99). Después de ubicar las cadenas laterales de los aminoácidos Ser-159 y Phe-194, los 

modelos fueron sometidos a sucesivos ciclos del refinamiento, alternados con 

inspección manual y la construcción del modelo con los programas de REFMAC5 y 
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Coot (100). En las etapas finales de refinamiento se añadieron moléculas de solvente a 

los modelos, basándose en el análisis de los mapas de densidad electrónica. 

1.5.5 - Ensayos de autoglucosilación 

Los ensayos de auto glucosilación de glucogenina en su forma monomérica (0,04 

pM), dimérica (4 pM) y de los distintos heterodímeros con las mutantes, obtenidos 

como se detalla en cada caso, se llevaron a cabo incubando la cantidad correspondiente 

de proteína con 320 pM de UDP-[14C]-glucosa  (20 mCi/mmol) en presencia de 0,1 M 

MES (pH 7,0), 5 mM MnSO4 y BSA 1 mg/ml a 30° C, en un volumen final de 10 pl 

para el dímero y 100 pi para el monómero y los heterodímeros. A menos que se indique 

lo contrario, el tiempo de incubación fue de 60 minutos. Como se describiera 

anteriormente (101), la cantidad de [14C]-glucosa  incorporada se cuantificó mediante la 

precipitación de la proteína con 200 pl de una solución fría de TCA/PTA 5%/0,5% 

después de la adición de 6 pl de albúmina sérica bovina 10%. La mezcla se enfrió en 

hielo durante 5 minutos y se centrifugó a 13.000 xg durante 5 minutos a 4° C. El 

precipitado se lavó dos veces, por centrifugación y resuspensión por sonicación 

(Sonifier B12, Branson Sonic Power Company) en 0,4 ml de la misma solución de 

TCAIPTA. Luego, el precipitado se solubilizó por sonicación en 0,2 ml de SDS 20% y 

20 pl de Tris 0,1 M. Luego se mezcló con 1 ml de solución de centelleo y se midió la 

radiactividad incorporada en un contador de centelleo líquido (RackBeta modelo 1214, 

Pharmacia) para determinar la cantidad de [14C]-glucosa  unida covalentemente a la 

glucogenina. A menos que se indique lo contrario, los resultados representan el valor 

promedio de tres experimentos independientes, y las barras de error muestran la 

desviación estándar. 

1.5.6 - Cromatografía de Exclusión Molecular 

La cromatografía de filtración en gel se llevó a cabo en una columna Superdex 75 

(24 ml) como se ha descrito previamente (91) equilibrada en buffer fosfato 0,1 M (pH 

7,4) y 0,1 M de NaC1. La columna se calibró utilizando como marcadores de peso 

molecular azul de dextrano (para determinar el volumen vacío), albúmina de sérica 

bovina (67 kDa), ovoalbúmina (43 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa) y quimotripsina 
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(25 kDa). La especie apo-A270 a una concentración monomérica de 0,1 pM se sometió 

a autoglucosilación incubando con 10 pM UDP-[14C]-glucosa en buffer MES 0,1 M y 

Mn2SO4 5 mM durante 5 minutos, y se sembró en la columna antes, o después de 

mezclar y equilibrar durante 20 minutos con albúmina o con las mutantes T82M-A270, 

Y194F-A270 y D159S/Y194F-A270 a una concentración de 20 pM. También se sembró 

una muestra del dímero de apo-A270 a una concentración de 20 pM, previamente 14C-

autoglucosilada en las mismas condiciones descriptas más arriba. La columna se hizo 

funcionar con un flujo de 0,5 ml/min y se recogieron fracciones de 0,2 ml. A cada 

fracción se agregó 1 ml de solución de centelleo y se midió la radiactividad incorporada 

como se ha descripto en el apartado anterior. 

1.5.7 - Autorradiografías 

El monómero de glucogenina y los heterodímeros con las distintas mutantes fueron 

autoglucosilados utilizando como sustrato dador UDP-['4C]-glucosa,  como se describió 

anteriormente. Luego las muestras se corrieron en SDS-PAGE con 12% de acrilamida 

en le gel separador y  3% en le gel concentrador, siguiendo la misma metodología del 

apartado 1.4.3. Posteriormente los geles se tiñeron con azul de Coomassie y se secaron 

durante 1 hora a 80°C en secador de geles BioRad (modelo 583). Posteriormente fueron 

expuestos durante 4 días a una placa de imagen FUJIFLM, que acumula y almacena la 

energía radioactiva emitida. Finalmente se obtuvo la imagen que reveló la existencia de 

señales radiactivas en un analizador de imágenes fluorescentes FLA-3000 (FUJIFILM). 

1.5.8 - Espectrometría de Masas 

La espectrometría de masas con ionización por electrospray (MS-ESI) se llevó a 

cabo en un espectrómetro Micromass Q-TOF (Waters, Milford, Massachusetts) en el 

Laboratorio de Recursos Biotecnológicos W.M. Keck de la Universidad de Yale. Se 

analizaron dos muestras, una sin autoglucosilar y otra en su grado máximo de 

autoglucosilación. Las muestras se prepararon con apo-A270 4,0 pM (320 pmoles) sin o 

con la presencia de 320 pM UDP-glucosa, en 0,1 M MES y  5 mM MnSO4, incubando a 

30° C durante 60 minutos. Ambas muestras se precipitaron y lavaron dos veces con 

acetona fría. Para la inyección de las muestras en el espectrómetro de masas, el material 
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seco se resuspendió en 10 pl de una solución compuesta por acetonitrilo 60% y  ácido 

fórmico 0,1%. 
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2.1 - INTRODUCCIÓN 

La deficiencia en actividad de la enzima ramificante humana (HBE) es causante de 

una afección llamada Glucogenosis tipo IV (GSD-IV, por sus siglas en inglés de 

Glycogen Storage Disease type IV), o enfermedad de Andersen (83). GSD-IV es una 

enfermedad autosomal recesiva, que presenta acumulación de glucógeno pobremente 

ramificado y con cadenas externas más largas, que lleva a la formación de un 

polisacárido con estructura similar a la amilopectina (razón por la cual también se la 

denomina "amilopectinosis"). Clínicamente es un trastorno muy variable y con una 

notable heterogeneidad, presentándose comúnmente con cirrosis progresiva en los 

primeros 18 meses de vida, hepatoesplenomegalia y falla en el desarrollo, conduciendo 

generalmente a la muerte antes de los 5 años de vida (84,85). También se han reportado 

casos en los que se ha detectado una forma neuromuscular de la enfermedad, 

manifestándose con diferentes grados de severidad, que puede ir desde hipotonía y 

atrofia muscular severas e implicancias neuronales que pueden llevar a la muerte en el 

período neonatal (86), hasta miopatía y cardiopatía en jóvenes (87), o disfunciones en el 

sistema nervioso central y periférico con acúmulo de cuerpos poliglucosanos en el 

sistema nervioso en adultos (87). 

Por otra parte, la actividad de HBE en su estado nativo podría estar regulada por 

modificaciones post-traducción como acetilación y fosforilación. En un reporte donde 

se realizó un acetiloma en tres líneas celulares tumorales (Jurkat, A549 y MV4-11) se 

identificó a HBE como una de las 1750 proteínas que se encontraron acetiladas (102). 

La modificación ocurriría sobre el aminoácido Lisina-86, cambiando drásticamente la 

carga neta de la cadena lateral, lo cual afecta de diversas maneras la función de algunas 

proteínas (103, 104). La evidencia que señala que HBE puede ser fosforilada se obtuvo 

en un estudio similar, en el que se realizó un fosfoproteoma en tres líneas tumorales 
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(Jurkat, Karpas 299 y  SU-DHL-1). El aminoácido identificado como aceptor de esta 

modificación fue la Tirosina-173 (105). Hasta el momento no se ha publicado ningún 

estudio que confirme si alguna de esas modificaciones modula la actividad de HBE. Se 

ha demostrado para otras enzimas involucradas en el metabolismo del glucógeno que 

sus actividades se ven reguladas por fosforilación y/o acetilación. Un buen ejemplo lo 

constituye la enzima fosforilasa de glucógeno, que es activadalinactivada por 

fosforilación reversible (106, 107), mientras que la acetilación la inactiva de dos 

maneras, disminuyendo directamente su actividad y promoviendo su defosforilación 

(108). Otro ejemplo es la glucógeno sintasa, cuya actividad catalítica se encuentra 

regulada a través de múltiples sitios de fosforilación (109). 

Hasta el momento ninguna enzima ramificante de glucógeno (GBE) de mamífero ha 

sido producida de manera recombinante. Sólo existen reportes de estudios bioquimicos 

y biofísicos en los que se utilizan GBEs recombinantes de origen bacteriano (110-114), 

y otros realizados con enzimas de origen vegetal como la de maíz (115) o arroz (116), 

denominadas en este caso enzimas ramificantes del almidón (SBE). Consecuentemente, 

sólo se ha resuelto la estructura cristalina de 3 GBEs de origen bacteriano (80, 117, 118) 

y una SBE de arroz (119, 120). Muy recientemente, se ha depositado en la base de datos 

de estructuras tridimensionales Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/)  la estructura 

cristalina de la enzima ramificante del glucógeno humana (PDB ID: 4BZY), aunque no 

se ha publicado ningún trabajo al respecto, posiblemente debido a que la resolución y 

los parámetros estadísticos que dan cuenta de la calidad de la estructura no son muy 

buenos. 

Existen tres ensayos ampliamente utilizados para medir la actividad de enzimas 

ramificantes de glucógeno y almidón. Uno utiliza el estímulo de la actividad de la 

enzima glucógeno fosforilasa. Esta enzima es conocida por su actividad en la 

degradación del glucógeno, liberando glucosa-1-fosfato y utilizando para ello iones 

fosfato. En presencia de un exceso de glucosa-1-fosfato, el equilibrio se desplaza y la 

enzima cataliza la reacción inversa, incorporando glucosa en el extremo no reductor de 

una cadena lineal preexistente, formando enlaces ci-1,4. Por lo tanto si se incuba un 

sustrato como la amilosa con la enzima ramificante, se generará una mayor cantidad de 

extremos no reductores, aumentando así la cantidad de sustratos aceptores sobre los que 

la fosforilasa puede actuar (66). Otro ensayo consiste en el uso de la enzima isoamilasa, 

que hidroliza enlaces a-1,6 y libera las cadenas que en una etapa anterior fueron 

transferidas por la enzima ramificante, generando nuevos extremos reductores. Luego se 
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cuantifican las cadenas liberadas comparando el poder reductor del sustrato antes y 

después de haber sido sometido a la acción de estas dos enzimas (121, 122). El tercer 

ensayo utiliza la propiedad que tienen los a-glucanos de formar un complejo coloreado 

cuando se los mezcla con una solución de 12/1 (123). El complejo formado tiene un pico 

de absorbancia que depende de la longitud de la cadena del oligosacárido (124), que va 

desde los 490 nm (cadenas de 12-14 glucosas) hasta los 645 nm (cadenas de más de 550 

glucosas). La amilosa forma un complejo de color azul intenso, la amilopectina uno 

rojo-púrpura y el glucógeno uno rojo-pardo. Cuando un glucano como amilosa o 

amilopectina, es sometido a la acción de la enzima ramificante, disminuye la longitud 

de onda del pico de absorción característico del complejo con 12/1-, debido a la 

disminución de la longitud promedio de las cadenas. Este corrimiento de máxima 

absorbancia no es específico de la acción de la enzima ramificante ya que una enzima 

que hidroliza enlaces a-1,4 como la a-amilasa, produce similar corrimiento debido a la 

disminución de la longitud promedio de las cadenas. Cuando el ensayo de enzima 

ramificante de glucógeno (o de almidón) es realizado utilizando amilosa, la actividad se 

determina monitoreando la disminución de la absorbancia a 660 nm, mientras que si se 

usa como sustrato amilopectina las mediciones se realizan a 530 nm (125). 
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2.2 - OBJETIVOS 

El objetivo perseguido en este capítulo fue intentar obtener la enzima ramificante de 

glucógeno humana (HBE) soluble y funcionalmente activa, para su estudio estructural, 

bioquímico y cinético. Para llevar a cabo esto, se planeó expresar la enzima de manera 

recombinante en células de insecto Sf9, utilizando el sistema baculovirus. 

Para los estudios bioquímicos y cinéticos se se procurará adaptar la técnica de 

electroforesis de carbohidratos asistida por fluoróforo (FACE o PAGEFS; ref. 35), que 

permita analizar el perfil del tamaño de las cadenas transferidas por HBE. 

También se realizarán ensayos destinados a analizar la posibilidad de que HBE 

pueda utilizar la cadena lineal de glucosas unida covalentemente a glucogenina, 

generada por autoglucosilación, como sustrato para la introducción de la primera 

ramificación del proteoglucógeno. 
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2.3 - RESULTADOS 

2.3.1 - Expresión y purificación de la enzima ramificante de glucógeno humana 

(HBE) 

Para la producción heteróloga de la enzima ramificante de glucógeno humana (HBE) 

se utilizó el kit comercial Baculodirect®  (Invitrogen) para la expresión de proteínas en 

células de insecto. El sistema hace uso de la tecnología Gateway®  (126, 127) para la 

introducción del gen de interés en el genoma viral, colocándolo bajo el control del 

promotor de la polihedrina, una proteína que tiene altos niveles de expresión en estadíos 

muy avanzados de infección. Con el virus recombinante se infecta la línea celular Sf9 

derivada de tejido de insecto (Spodoptera frugiperda), y la proteína de interés es 

expresada durante el ciclo vital del baculovirus. 

Se logró introducir con éxito el gen que codifica para HBE en el genoma viral 

linealizado (noinfectivo), contiguo a una secuencia de 6 histidinas (His6tag) ubicadas en 

su extremo N-terminal. Esto produce la circularización del baculovirus, que luego es 

transfectado en las células Sf9, donde comienza por primera vez su ciclo de vida. El 

stock viral se obtiene a partir del medio de cultivo resultante, centrifugado para eliminar 

residuos sólidos, y es almacenado a 4 °C. Posteriormente se realizan sucesivas 

infecciones para amplificar el título del virus, utilizando una alícuota del medio de 

cultivo recuperado de una infección para infectar el siguiente cultivo celular fresco. 

Durante estas etapas se realizaron pruebas de expresión de HBE en células Sf9 para 

cada stock viral con el fin de determinar que el título fuese suficiente para la producción 

de la proteína a gran escala. Los ensayos fueron hechos en placas de poliestireno de 6 

pocillos, y por lo general en cada placa se analizaron dos cantidades diferentes de stock, 

a tres tiempos post infección. La presencia de HBE fue examinada por SDS-PAGE, 
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posterior electrotransferencia a una membrana de PVDF e inmunodetección con los 

anticuerpos primarios anti-GBE1 (policlonal, Proteintech Group) que reconoce a la 

enzima ramificante de glucógeno humana, y anti-His6tag que reconoce la secuencia de 

6 histidinas unida al extremo amino terminal de HBE. En la Figura 2.1 se muestra el 

análisis de una prueba de expresión realizada con el stock viral final, durante 5, 6 y  7 

días post infección, utilizándose el anticuerpo anti-GBE1 para la identificación de HBE. 

Para controlar la expresión de la enzima se sembraron alícuotas del usado total de cada 

muestra (Figura 2.1 A y B, carriles impares), y para verificar cual es la proporción de 

enzima expresada en forma soluble, se sembraron alícuotas del sobrenadante producto 

de la centrifugación del lisado celular (Figura 2.1 A y B, carriles pares). Como puede 

apreciarse, con el stock viral utilizado, a partir del quinto día post infección la cantidad 

de HBE recuperada comienza a disminuir. Por otro lado, en los sobrenadantes (Figura 

2.1-B, carriles pares) el anticuerpo anti-GBE1 reconoció dos bandas, una de 40 kDa y 

otra con una movilidad esperada para la enzima intacta (el peso molecular teórico es de 

80 kDa). 
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Figura 2.1: Ensayo de expresión de HBE en células Sf9 en función del tiempo y de la cantidad de 
baculovirus recombinante utilizada en la infección. Alícuotas del lisado total (carriles impares) y del 
sobrenadante (carriles pares) fueron sometidas a SDS-PAGE y posterior electrotransferencia a una 

membrana de PVDF. El material proteico remanente en el gel de poliacrilamida fue visualizado mediante 
tinción con azul de Coomassie (A), y la presencia de HBE en membrana de PVDF fue analizada mediante 
inmunodetección con un anticuerpo anti-GBE1 (B). En este caso se presentan pruebas realizadas en 

placas de 3,5 cm, con 50 y 100 pl  de stock viral (carriles 1 a 6, y 7 a 12, respectivamente), durante 5 
(carriles 1, 2, 7 y 8), 6 (carriles 3, 4, 9 y 10) y 7 días post infección (carriles 5, 6, 11 y 12). 

En la Figura 2.2 se muestra una prueba de expresión a 3, 4 y 5 días post infección, 

donde se utilizó el anticuerpo anti-His6tag para la identificación de HBE. Este análisis 

no cuenta con un control de carga que permita una correcta determinación del nivel 

máximo de expresión de HBE en función del tiempo de infección. Sin embargo, en base 
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a las señales registradas para las bandas correspondientes a HBE de la Figura 2.2, y 

teniendo en cuenta el nivel de infección observado a través de la morfología de las 

células Sf9, se consideró que la máxima expresión de la enzima recombinante se obtuvo 

al quinto día post infección. El anticuerpo anti-His6tag generó una señal más intensa 

con una banda de 30 kDa (Figura 2.2). Por otro lado, con el anticuerpo anti-GBE1 la 

señal más intensa registrada había sido la de la banda que se corresponde con un peso 

molecular de 40 kDa (Figura 2.1 A). El patrón de bandas de mayor movilidad que la 

correspondiente a HBE reconocido por los anticuerpos podía ser el resultado de algún 

tipo de actividad proteolítica. Para confirmarlo, y buscando prevenirla, se llevaron a 

cabo pruebas de protección contra la degradación mediante el agregado de los 

inhibidores Leupeptina (inhibidor de cisteína, seria y treonina peptidasas), Pepstatina-

A (aspartil proteasa), Cloroquina (inhibidor a nivel lisosomal), MG132 y Lactacistina 

(ambos inhibidores proteosomales). En la Figura 2.3 se puede visualizar que Leupeptina 

podría ofrecer un cierto grado de protección frente a la proteólisis. A 5 días post 

infección se alcanzó a diferenciar un leve aumento en la cantidad de HBE recuperada 

con la concentración de Leupeptina más elevada (48 pg/ml) (Figura 2.4). Por 

consiguiente Leupeptina a esa concentración fue utilizada en todas las posteriores 

expresiones de HBE. El resto de los inhibidores no presentaron diferencias 

significativas en las cantidades de HBE que se registraron en las pruebas de expresión. 
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Figura 2.2: Inmunodetección de HBE en un 
análisis de la expresión en función del tiempo de 
células Sf9 cosechadas a 3, 4 y  5 días post 
infección (carriles 1, 2 y 3 respectivamente; sólo 
fracciones solubles). Para la visualización de las 
bandas se utilizó el anticuerpo anti-Hisstag. 

Figura 2.3: Inmunodetección de HBE en un 
ensayo de inhibición de proteólisis en células Sf9 
infectadas con baculovirus recombinante durante 
5 días, utilizando Pepstatina A (carril 2), 
Leupeptina (carril 3), MG132 (carril 4), 
Lactacistina (carril 5) y Cloroquina (carril 6). En 
el carril 1 se sembró un control sin inhibidor. 
Para la visualización de las bandas se utilizó el 
anticuerpo anti-His6tag. Sólo se sembraron las 
fracciones solubles del lisado celular. 
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Figura 2.4: Inmunodetección de HBE en un ensayo de inhibición de proteólisis en células Sf9 
infectadas con baculovirus recombinante durante 3 días (carriles 1 a 5), 4 días (carriles 6 a 10) y  5 días 
(carriles 11 a 15), utilizando Leupeptina en concentración 6 pg/ml (carriles 2, 7 y 12), 12 pg/ml (carriles 
3, 8 y 13), 24 pg/ml (carriles 4, 9 y 14) y 48 pg/ml (carriles 5, 10 y  15). En los carriles 1, 6 y 11 se 
sembraron controles sin inhibidor. En cada carril se sembraron 15 pl  de la fracción soluble del lisado 
celular. Para la visualización de las bandas se utilizó el anticuerpo anti-His6tag. 

La HBE se encuentra fusionada en su extremo amino terminal a una secuencia de 6 

histidinas que permitió su purificación por cromatografía de afinidad con metal 

inmobilizado (IMAC) en la columna HisTrap FF, cargada con iones Ni` (128). Para la 

producir la HBE en cantidad conveniente se infectaron células Sf9, utilizando la 

concentración de stock viral suficiente para que se genere un pico en la expresión de 

HBE a los 5 días post infección. El volumen de sobrenadante conteniendo baculovirus 

recombinante utilizado fue diferente dependiendo del stock viral empleado, variando 

entre 0,03 y  0,05 ml/ml de medio de cultivo. De esta manera, para obtener una buena 

cantidad de HBE, se infectaron no menos de 6 placas de 10 cm de diámetro conteniendo 

5 x 106  células por placa. Pasados 5 días de infección se usaron las células y se purificó 

HBE en la columna de afinidad, como se indica en los procedimientos experimentales. 

Para la cromatografía de afinidad en la citada columna se empleó el equipo Ákta 

Purifier que permitió hacer un gradiente de concentración de imidazol entre 10 mM y 

250 mM, monitorear la elución de proteínas a 280 nm, recolectando el eluato en 

fracciones de 0,5 ml. 

En la Figura 2.5 se muestra el cromatograma correspondiente a una purificación de 

HBE realizada a partir de la infección de 6 placas de 10 cm de células Sf9 (60 ml de 

medio de cultivo). En el cromatograma pueden identificarse 2 picos de absorbancia 
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correspondientes a material proteico eluido con diferentes concentraciones de imidazol. 

La identidad del eluato fue examinada por SDS-PAGE, analizando alícuotas de 20 jil de 

cada fracción. En la Figura 2.6 se muestra el gel de poliacrilamida correspondiente al 

análisis de las fracciones 5 a 18 del ensayo presentado en la Figura 2.5. Se reunieron las 

fracciones 10 a 18, obteniendo un rendimiento aproximado de 0,8 mg de HBE/100 ml 

de medio de cultivo. Una vez purificada, la enzima se mantuvo estructural y 

funcionalmente estable al menos por 6 meses, almacenada a 4° C en buffer Tris-HC1 20 

mM, conteniendo glicerol 10 %. 
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Figura 2.5: Cromatograma de una purificación de HBE en columna de afinidad HisTrap FF. Los 
colores del registro corresponden a la absorbancia relativa medida a 280 nm (azul), el avance del 
gradiente entre el buffer B y el buffer C (verde) y el número de la fracción recolectada (rojo). En el eje de 
las abscisas se representa el volumen de elución, y en el de las ordenadas el valor de la absorbancia. 
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Figura 2.6: SDS-PAGE con alícuotas de 20 pl  de las fracciones 5 a 18 (carriles 2 a 15) de la elución de 
la Figura 2.5. En el carril 1 se sembró una alícuota de estándares proteicos preteñidos. La visualización de 
las bandas se realizó mediante tinción con azul de Coomassie. 
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2.3.2 - Medición de actividad a través del complejo amilosa-iodo 

A continuación se describen los resultados obtenidos al medir la actividad de HBE 

expresada en células Sf9, utilizando la disminución de la absorbancia del complejo 

amilosa-iodo (125). Inicialmente se obtuvieron las curvas espectrales del complejo 

amilosa-iodo, registradas entre 400 y  700 nm, luego de incubar la amilosa con HBE 

durante diferentes tiempos, observándose tanto el corrimiento del pico de máxima 

absorbancia (Figura 2.7-A), como la disminución de absorbancia a 660 nm en función 

del tiempo de incubación (Figura 2.7-B). Existe una amplia variedad de enzimas que 

degradan oligoglucanos como la amilosa, disminuyendo así la longitud promedio de sus 

cadenas. En la Figura 2.8 se muestra la similitud que los resultados obtenidos con HBE 

presentan con las curvas espectrales y la disminución de la absorbancia a 660 nm en 

función del tiempo, producidos al incubar amilosa con a-amilasa. Esta comparación 

pone de manifiesto el carácter inespecífico que posee la medición de la actividad de 

HBE a través de la absorbancia del complejo amilosa-iodo. 

A medida que avanza el tiempo de reacción, la longitud de onda correspondiente a la 

absorbancia máxima va acercándose al valor característico del complejo que forma el 

reactivo de jodo con amilopectina (530 nm). Los valores de la longitud de onda 

correspondientes a la absorbnacia máxima a 0, 2, 4, 10 y 30 minutos de incubado con 

HBE fueron 618, 609, 600, 590 y  580 nm, respectivamente. Basado en datos 

bibliográficos que relacionan el grado de polimerización de la cadena con la longitud de 

onda de máxima absorbancia (124), en el experimento de la Figura 2.7-A se habría 

producido el acortamiento de cadenas con una extensión promedio no menor de 200 

glucosas, alcanzando 55 glucosas en 30 minutos de incubación. La disminución de 

absorbancia a 660 nm en función del tiempo fue lineal hasta los 10 minutos. Del valor 

de la pendiente en la regresión lineal aplicada para los datos comprendidos entre O y 10 

minutos, se obtuvo la disminución de la absorbancia a 660 nm por minuto. La unidad de 

actividad enzimática es definida como la disminución en una unidad de la absorbancia 

por minuto a 660 nm y en condiciones de velocidad inicial (8 minutos de incubación). 

En el ensayo que se describe, la actividad medida fue 0,025 ± 0,003 unidades y la 

actividad específica 31,295 ± 3,445 unidades/mg de HBE. 
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Figura 2.7: (A) Curvas espectrales del complejo que forma el reactivo de jodo con la amilosa (SO pg) 
luego de ser incubada con HBE (0,8 lag) en un volumen final de 50 pl, durante los tiempos indicados. 
Cada valor representa el promedio de 3 experimentos independientes, y las barras la desviación estándar. 
(B) Disminución de la absorbancia a 660 nm, calculada tomando los valores de absorbancia presentados 
en (A). En el extremo superior izquierdo se muestran los parámetros de una regresión lineal realizada 
sobre los datos comprendidos entre O y  10 minutos. En este caso la magnitud de las barras es el producto 
de la aplicación de propagación de errores sobre la desviación estándar de los datos utilizados para 
obtener el cambio en la absorbancia. 
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Figura 1.8: (A) Curvas espectrales del complejo que forma el reactivo de iodo con la amilosa (50 pg) 
luego de ser incubada con a-amilasa (1,5 pg) en un volumen final de 50 pl, durante los tiempos 

indicados. Las longitudes de onda de máxima absorbancia, en orden ascendente de tiempo de incubado, 
fueron 615, 597, 592, 582 y  579 nm. (B) Disminución de la absorbancia a 660 nm, calculada tomando los 

valores de absorbancia presentados en (A). 
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La determinación del rango lineal de actividad en función de la cantidad de enzima se 

muestra en la Figura 2.9. Se ensayaron entre 2,5 y 40 pmoles de HBE, obteniéndose 

linealidad hasta 12,5 pmoles. Si bien la cantidad más baja de HBE a la que pudo ser 

medida su actividad en las condiciones del ensayo fue 2,5 pmoles, el error asociado a 

dicha medición es muy grande (disminución de absorbancia a 660 nm 0,0327 ± 0,0271), 

por lo que se tomó como límite de cuantificación la siguiente cantidad de HBE 

analizada, o sea 5 pmoles (0,4 j.ig, tomando un peso molecular teórico de 80445,8 Da), 

que genera una disminución en la absorbancia de 0,103 ± 0,020. Expresada la actividad 

en unidades, el límite de cuantificación fue de 0,0129 U, siguiendo una relación lineal 

hasta 0,0305 U, rango donde la actividad específica de HBE es constante. 

30 0 	10 	20 
0,06 	 1 1 1  

40 	50 	60 	70 

- 0,05 

0,05 

—0,04 

0,03 

-0,02 

—0,01 

0,05 - 

0,04 
- 
- 
- 

0,03 - 

0,02 - 
- 

0,01 - 

1 1111 1 1111 1 11 	IIIIIlI 	lIIll 	1 

0 	5 	10 	15 	20 	25 	30 	35 	40 	45 
HBE (pinoles) 

Figura 2.9: Actividad de HBE sobre amilosa en función de la concentración de enzima, medida a partir 

de la desaparición de sustrato. 

En la Tabla 2.1 se presenta el valor la concentración de HBE correspondiente a cada 

cantidad analizada en la Figura 2.9, así como el cálculo de actividad específica para 

cada una. 
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LIBE (pg/ml) HBE (pmoles) HBE (x 10 mg) Actividad específica (unidades/mg) 

4 2,5 0,2 20,44 ± 16,93 
8 5,0 0,4 32,17± 6,23 
12 7,5 0,6 28,47 ± 6,21 
16 10,0 0,8 29,99 ± 2,33 
20 12,5 1,0 30,53 ±4,18 
32 20,0 1,6 25,01 ± 1,04 
64 40,0 3,2 17,25±0,44 

Tabla 2.1: Cálculo de la actividad específica para cada punto del gráfico de la Figura 2.9. Con 
sombreado se denota el rango de concentraciones en el que se mantiene una linealidad entre la 
disminución de la absorbancia a 660 nm y la concentración de HBE. La primera columna representa la 
concentración de HBE en la mezcla de reacción (de 50 pl de volumen final), y será de utilidad en análisis 
posteriores. 

Se determinaron las condiciones óptimas de pH y temperatura (Figura 2.10), 

obteniéndose un resultado muy similar a los reportados por otros autores en estudios 

realizados con enzimas ramificantes de diferentes orígenes, como Mycobacterium 

tuberculosis, Escherichia col¡, Synechocystis sp. y Bacillus stearothermophilus, (15-18). 
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Figura 2.10: Actividad específica de HBE medida a 30° C en función del pH (A) y a pH 7,5 en función 

de la temperatura (B). La unidad de actividad representa una disminución de 1.0 en absorbancia por 

minuto. Las barras de error representan la desviación estándar de 3 medidas de absorbancia 

independientes. 

2.3.3 - Identificación y cuantificación de las ramas generadas en amilosa por la 

HBE 

Un método alternativo para la determinación de la actividad de la HBE la 

electroforesis de carbohidratos asistida por fluoróforo (FACE) mediante la que se 

pueden identificar y cuantificar las ramas generadas por la enzima sobre amilosa. La 
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derivatización de oligosacáridos con un fluoróforo, en este caso ANDS, necesita de los 

extremos reductores libres con los que el fluoróforo forma una base de Schiff (ver en 

Procedimientos Experimentales, Figura 2.22). Por lo tanto, luego de someter a la 

amilosa a la acción de HBE, se liberaron las cadenas transferidas mediante el uso de la 

enzima isoamilasa que hidroliza los enlaces a-1,6, las que fueron derivatizadas con 

ANDS y analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida sin SDS. Inmediatamente 

después de finalizada la corrida, el gel fue expuesto a una fuente UV-B (280-320 nm) y 

se tomaron imágenes con una cámara digital para identificar y cuantificar las bandas 

fluorescentes correspondientes a las cadenas liberadas, como se describe en 

Procedimientos Experimentales. 

Con el fin de establecer las condiciones necesarias para cuantificar sólo los 

oligosacáridos originados por la acción conjunta de HBE e isoamilasa, se realizaron los 

controles pertinentes incubando amilosa, con y sin las mencionadas enzimas. Como 

puede observarse en la Figura 2.12-A, carril 2, el incubado de amilosa en ausencia de 

ambas enzimas no presentó niveles detectables de oligosacáridos de bajo peso 

molecular. Igual resultado se obtuvo al incubar amilosa con HBE sin la posterior 

isoamilólisis (Figura 2.12-A carril 3), mientras que en el incubado con isoamilasa sin la 

previa acción de la HBE, mostró bandas muy tenuemente visibles de oligosacáridos, 

posiblemente liberados por isoamilasa de alguna mínima impureza de amilopectina 

presente en la amilosa comercial utilizada como sustrato (Figura 2.12-A carril 4). 

Generalmente las corridas electroforéticas se realizaron hasta que el frente de corrida 

saliera del gel, logrando de esta manera eliminar el excedente de ANDS que origina una 

fuerte señal cuando se toma la fotografía. En el caso de los resultados presentados en la 

Figura 2.12, se dejó correr la electroforesis unos 5 minutos extra luego de la salida del 

frente de corrida, con el objeto de poder resolver mejor aquellos oligosacáridos de peso 

molecular mayor que maltoheptaosa. La movilidad de los azúcares está relacionada con 

el peso molecular, disminuyendo a medida que aumenta su masa, aunque se ha 

reportado que la estructura química también afecta la migración electroforética, 

pudiendo distinguirse entre isómeros de posición y algunos epímeros (129). 
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Figura 2.12: (A) Fotografía de un gel de 
poliacrilamida donde puede visualizarse la 
fluorescencia emitida por ANDS unido a los 
extremos reductores de los oligosacáridos 
obtenidos por acción conjunta de HBE e 
isoamilasa (carril 5). En los carriles 2, 3 y  4 se 
sembró el producto de incubados de amilosa 1 

mg/ml sola, o sometida únicamente a la acción de 
HBE o isoamilasa, respectivamente. En el carril 1 
se sembró una mezcla equimolar de los 

oligosacáridos maltoheptaosa, maltohexaosa y 
maltopentosa para utilizarlos como marcadores de 
peso molecular. Para más detalles referirse a 
Procedimientos 	Experimentales. 	(B) 
Electroferograma de los carriles 2 a 5 (en orden 
descendente). De izquierda a derecha está 
representada la fluorescencia obtenida para los 
oligosacáridos en orden de migración ascendente. 

Los números en el cuadrante inferior indican la 
cantidad de glucosas que forman el oligosacárido 
identificado. 

Carril 2 

B 

í 
Carril 3 

- 

Carril 4 

Carril  

>12 12 1110 9 8 7 

2.3.3.1 - Cinética de formación de ramificaciones 

En la Figura 2.13-A se muestra la fotografía correspondiente al análisis por FACE de 

reacciones donde amilosa fue sometida a la acción de HBE durante 0, 4, 10, 30 y  60 

minutos. Como ya pudo advertirse de manera cualitativa en la Figura 2.12, la banda con 

mayor intensidad de fluorescencia corresponde a maltoheptaosa, indicando que HBE 

tiene preferencia por generar ramas de 7 glucosas (gel superior en la Figura 2.13-A). 

Además, el procedimiento desarrollado permitió determinar que maltohexaosa es la 

mínima porción oligoglucano que esta enzima es capaz de transferir. 
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Figura 2.13: Identificación y cuantificación de los 
productos de reacción en función del tiempo para la acción 
de HBE sobre amilosa. (A) Fotografía correspondiente a 
los geles en los que se analizaron las reacciones (gel 
superior) y en el que se sembraron cantidades conocidas de 
maltoheptaosa para la construcción de la curva de 
calibración (gel inferior). En el primer carril del gel 
superior se sembró una mezcla de maltotetraosa, 
maltopentaosa, maltohexaosa y maltoheptaosa. En los 
carriles 2, 4, 6, 8 y  10 se sembró amilosa incubada durante 
0, 4, 10, 30 y  60 minutos con HBE, con posterior 
isoamilólisis. Todas las muestras fueron derivatizadas con 
ANDS. (B) Curva de calibración construida empleando 
maltoheptaosa (12,5 a 250 pmoles), donde se observa que 
en este rango la fluorescencia total corregida (FTC) 
mantiene una relación lineal con la masa del oligosacándo. 
(C) Cuantificación de las primeras 5 bandas que se logran 
resolver por electroforesis, correspondiente a la medición 
de actividad de HBE en función del tiempo. La leyenda 
indica el tiempo de incubado. La intensidad registrada a O 
minutos de incubado con HBE fue descontada a la 
correspondiente a cada tiempo. 
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La densitometría de las bandas se realizó como se describe en los Procedimientos 

Experimentales, obteniendo para cada una un valor de fluorescencia total corregida 

(FTC). Debido a que la intensidad registrada es proporcional a la cantidad de extremos 

reductores, que en este caso se corresponden con los moles de oligosacárido, es posible 

construir la curva de calibración para la cuantificación con cantidades conocidas de un 

único oligosacárido. Generalmente las curvas de calibración se realizaron con 

maltoheptaosa, en el rango de 12,5 a 250 pmoles (gel inferior de la Figura 2.13-A), 

graficando la FTC en función de la masa del oligosacárido (Figura 2.13-B). En los 4 

paneles verticales de la Figura 2.13-C se representa la quantificación en pmoles para las 

bandas correspondientes a oligosacáridos de 6, 7, 8, 9, y  10 glucosas que la 

electroforesis logró resolver, indicándose en la leyenda de cada panel a qué tiempo de 

incubación con HBE corresponde. Las intensidades correspondientes a O minutos de 

incubación no se grafican debido a que fueron descontadas en cada uno de los tiempos 

ensayados. 

La Figura 2.14-A muestra la cuantificación de maltoheptaosa en función del tiempo. 

También se midió la fluorescencia total de cada carril. De esta manera se fueron 

cuantificadas la totalidad de cadenas transferidas por la HBE en función del tiempo de 

incubación, sin discriminación de tamaño (Figura 2.14-B). El 33 % del total de las 

cadenas transferidas correspondieron a 6 o 7 glucosas (13 y 20 % respectivamente), y 

sólo las cadenas que se logran resolver en la electroforesis (6, 7, 8, 9, y 10 glucosas) 

representaron el 45 % del total de las cadenas transferidas. 
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70 
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Figura 2.14: Formación de ramificaciones de 7 unidades de glucosa (A) y ramificaciones totales (B) 
sobre amilosa por acción de HBE en función del tiempo de incubado. Los datos utilizados provienen de la 
cuantificación presentada en la fugura 2.13. En la leyenda de cada gráfica se indican los parámetros 
resultantes de una regresión lineal realizada con los valores comprendidos en el rango de tiempo en el que 
se mantienen las condiciones lineales (0 a 30 minutos). 
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Si se compara la formación de ramas de 7 glucosas con las ramificaciones totales 

generadas por HBE, puede apreciarse que ocurren con la misma cinética, siendo en 

ambos casos lineal hasta los 30 minutos de incubación. 

Establecido el rango lineal en la cinética de formación de ramificaciones, se procedió 

a estudiar la cinética de la actividad de la HBE en función de su concentración, en 

condiciones de velocidad inicial (8 minutos de incubación). Nuevamente, se realizó el 

análisis cuantitativo para maltoheptaosa y para la totalidad de los oligosacáridos 

presentes en cada carril de la electroforesis. Las concentraciones de HBE ensayadas 

fueron 8, 16, 32, 64 y  128 pg/ml (correspondientes a 2, 4, 6, 8, 16 y 32 pmoles en el 

volumen de reacción), siendo 16 jig/ml la concentración utilizada en los estudios 

presentados anteriormente (Figuras 2.12 a 2.14). Notar que el rango de concentraciones 

de HBE analizado es muy similar a aquel empleado en las mediciones de actividad 

mediante el uso de la absorbancia del complejo amilosa-iodo (Tabla 2.1), y que en este 

caso en todo el rango se mantiene una relación lineal. A la concentración más baja 

analizada no se generaron ramificaciones suficientes que pudiesen ser detectadas por 

esta metodología, mientras que tanto la cantidad de maltoheptaosa como de 

oligosacáridos totales que se registró en el resto de las concentraciones presentaron un 

aumento lineal (Figura 2.15). 
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Figura 2.15: Velocidades iniciales (pmollmin) para la formación de ramificaciones en anilosa en 

función de la concentración de HBE. La cuantificación fue realizada para la transferencia de 

maltoheptaosa (A) y para la totalidad de las ramificaciones generadas (B). 
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4Ç2 1% 
íi  Ut.uw 

La ecuación general para una reacción simple catalizada por una enzima, en la 

conversión de un sustrato en un producto es: 

k 1 	k2 

E + S 	ES 	E + p 
	

(1) 

k 1 	k-2 

donde E es la enzima, 5 el sustrato, ES es el complejo enzima-sustrato, P es el producto 

y k1, k1, k2 y k 2  son las constantes cinéticas para las reacciones directa e inversa para el 

primer y segundo equilibrio. Como el ensayo fue realizado en condiciones de velocidad 

inicial (yo), se considera que la cantidad de producto formado es despreciable frente a la 

cantidad de sustrato, y la reacción inversa del segundo equilibrio es despreciable 

(eliminando k 2  de la ecuación 1). Independientemente de que HBE tenga o no un 

comportamiento Michaeliano (130, 131), en condiciones de saturación todos los sitios 

activos están ocupados, y toda la enzima se encuentra formando el complejo ES. En esta 

situación la velocidad inicial toma su valor máximo (Vmax), y su relación con la 

concentración de enzima responde a la siguiente ecuación: 

Vmx 	k cat * [E] 
	

(2) 

donde k2  es la misma de la ecuación 1 y  es denominada constante catalítica (kcat), y [El 

es la concentración total de la enzima. 

Por lo tanto, en la representación de yo (en pmoles/minuto) en función de la cantidad 

de HBE (Figura 2.15), la pendiente obtenida en la regresión lineal correspondiente a 

cada una de las gráficas arrojan el valor de la kcat para la transferencia de maltoheptaosa 

(Figura 2.15-A), y de la kcat para la transferencia de un oligosacárido sin distinción de la 

longitud del mismo (Figura 2.15-13). En la leyenda de cada gráfico se encuentran los 

datos de la regresión lineal, donde la pendiente en el gráfico para maltoheptaosa es 

0,7100 ± 0,0271 min 1  y para el total de las cadenas transferidas es 5,2658 ± 0,1004 min* 

La kcat suele expresarse como la cantidad de moléculas que son convertidas a producto 

por molécula de enzima por segundo. Por lo tanto, la kcat de HBE para la transferencia 

de maltoheptaosa y para la transferencia de cadenas en general, utilizando amilosa como 

sustrato es: 
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Capítulo 2: Enzima ramificante del glucógeno 

kcat maltoheptaosa = 0,012 ± 0,001 s 1  

kcat total = 0,088 ± 0,017 51 

Analizando la formación de ramificaciones en función de la concentración de 

amilosa, se realizaron incubados de 25 minutos con HBE 0,016 mg/ml (0,32 jig en el 

volumen de ensayo) y amilosa a diferentes concentraciones (entre 0,1 y 1 mg/mi). Se 

cuantificaron maltoheptaosa y oligosacáridos totales, y se graficó la velocidad de 

aparición de productos en función de la concentración de amilosa (Figura 2.16). Como 

se puede apreciar los datos obtenidos generaron una curva de tipo sigmoidea. 

A 0 	0,2 
	

0,4 	 ftp 
	

1.2 
	B 0 	0,2 
	

0,4 
	

0,6 
	

0.0 
	

1.2 

amilosa (mg/ml) 	 amilosa (mg/mi) 

Figura 2.16: Curvas de saturación para la fotmación de cadenas (pmol/min) por acción de HBE en 
condiciones de velocidad inicial, en función de la concentración de amilosa (mg/mi). Se cuantificó la 

transferencia de maltoheptaosa (A y B), así como la totalidad de ramificaciones generadas (C y D). Las 
líneas continuas en rojo corresponden al ajuste de los datos utilizando la ecuación de Hill (A y C; 
ecuación 3), y  de Michaelis-Menten (B y D; ecuación 4). 
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La ecuación que mejor se ajusta a estos datos es aquella que fuese definida en 1910 

por A. V. Hill (132) para explicar la unión cooperativa del sustrato en enzimas que 

poseen más de un sitio de unión (Figuras 2.16 A y C). Las enzimas que presentan un 

comportamiento cinético de este tipo son también conocidas como "enzimas 

alostéricas". Esto significa que la unión de una molécula de sustrato altera la unión 

subsiguiente de otras moléculas de sustrato. La ecuación que describe este 

comportamiento es: 

VIllax  íe1 
TT 

K1'[SI 

muy similar a la ecuación de Michaelis-Menten: 

Vmax [S]  vo = 
KM[ 

donde yo es la velocidad inicial, Vmax la velocidad máxima, [SI la concentración de 

sustrato, KM y KH representan la concentración de sustrato a la cual V0  = 0,5 * Vmax, y 

"n" es el coeficiente de Hill, el cual da cuenta de la cooperatividad de la unión del 

sustrato a la enzima. Cuando "n" es menor a 1 la cooperatividad es negativa, mientras 

que un valor mayor a 1 indica una cooperatividad positiva. 

El coeficiente de Hill que arrojó el ajuste de los datos experimentales fue igual a 2,14 

para los datos correspondientes a la cuantificación de maltoheptaosa (Figura 2.16-A), y 

3,41 en el análisis de todas las cadenas transferidas por HBE (Figura 2.16-C), señalando 

una cooperatividad positiva entre los diferentes sitios de unión a sustrato. A modo 

comparativo, se realizó el ajuste de los datos con la ecuación de Michaelis-Menten 

(ecuación 4; Figuras 2.16 B y D). Los valores de KH (o KM según corresponda), Vmax y 

kcat obtenidos para cada uno de los ajustes se resumen en la Tabla 2.2. Los valores de 

kcat obtenidos mediante el ajuste con la ecuación de Hill (ecuación 3) concuerdan con 

aquellos obtenidos en el análisis de las cadenas transferidas en función de la 

concentración de HBE (Figura 2.15), mientras que el ajuste con la ecuación de 

Michaelis-Menten arroja valores de kcat muy diferentes. El valor de KH representa la 

afinidad que tiene la enzima por el sustrato, por lo que es lógico que se haya obtenido 

(3)  

(4)  
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un valor muy similar cuando se calcula este parámetro a partir de la cuantificación de la 

totalidad de las cadenas transferidas o sólo mediante la cantidad de maltoheptaosa 

transferida. Por otra parte, era de esperarse que la cantidad de moléculas de 

maltoheptaosa transferidas por molécula de enzima por segundo (kcat maltoheptaosa) sea 

menor a la cantidad de cadenas totales transferidas en la misma unidad de tiempo (kcat 

total), ya que el primer producto de reacción mencionado representa una fracción del 

segundo. 

Hill Recíproca de Hill Michaelis-Menten Lineweaver-Burk 

Maltoheptaosa 

Vmax (pmol/min) 3,623 3,425 10,71 1,09 x 106  

kcat (1)  0,015 0,014 0,045 4581,6 
KH (mg/mi) 0,450 0,429 - - 

KM (mg/mi) - - 2,41 5,5 x 10 
R2  0,99596 0,99975 0,97048 0,87886 
Cadenas totales 

Vmax (pmoi/min) 23,88 35,71 101,04 -16,01 
kcat (51)  0,100 0,150 4,231 -0,07 
KH (mg/mi) 0,448 0,749 - - 

KM (mg/mi) - - 3,52 -1,21 
R2  0,95751 0,98642 0,91314 0,96637 

Tabla 2.2: Cálculo de los parámetros cinéticos obtenidos a través la cuantifcación de las cadenas 

transferidas por HBE utilizando amiiosa como sustrato. También se indica el coeficiente de correlación 

correspondiente a cada uno de los ajustes (R2). 

También se graficó la inversa de la velocidad inicial (yo) en función de la inversa de 

la concentración de amilosa (Figura 2.17). Al recíproco de la ecuación de Michaelis-

Menten (que describe el comportamiento de enzimas que no presentan cooperatividad 

en la unión del sustrato) se lo conoce como diagrama de Lineweaver-Burk, que se 

describe con la siguiente fórmula: 

1KAJ  

- 0 [Sr 	VO 

mientras que el recíproco de la ecuación de Hill queda de la siguiente manera: 

1 Kn,  1 1 

V0 	y0 *[8Ifl+VO 

(5)  

(6)  
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Capítulo 2: Enzima ramificante del glucógeno 

Cuando la enzima tiene un comportamiento Michaeliano, el gráfico de doble 

recíproco da como resultado una recta, mientras que si estamos en presencia de una 

enzima alostérica dicho gráfico presentará una desviación de dicha linealidad (133). En 

la Figura 2.17 se presenta el análisis de los recíprocos correspondiente a los resultados 

de la Figura 2.16, incluyendo el ajuste de los datos utilizando las ecuaciones 5 y  6. 

Como puede apreciarse, los datos no están bien representados por un ajuste lineal. Los 

parámetros cinéticos obtenidos mediante este tipo de representación gráfica también se 

detallan en la Tabla 2.2. 

Figura 2.17: Gráfico de doble recíproco para la velocidad inicial de la transferencia de cadenas por 
acción de HBE a distintas concentraciones de amilosa. Los datos experimentales utilizafos son los 

mismos que fuesen presentados en la Figura 2.16. La línea contínua en rojo representa el ajuste utilizando 
la ecuación 6 (recíproca deHill), mientras que la línea punteada corresponde al ajuste utulizando la 

ecuación 5 (recíproca de Michaelis-Menten). El análisis fue realizado sobre los datos obtenidos para la 
cuantificación de malttoheptaosa (A) y las cadenas totales transferidas (B). 

2.3.4 - Glucogenina autoglucosilada como sustrato de la HBE 

Con el fin de analizar si HBE puede utilizar al maltooligosacárido generado por la 

glucogenina en su máximo grado de autoglucosilación para generar la primera 

ramificación, se realizaron ensayos con ambas enzimas en diferentes condiciones. Para 

identificar las ramificaciones que pudiesen generarse se emplearon dos estrategias 

diferentes. Una consistió en la incubación de HBE con glucogenina en su máximo 

estado de auto glucosilación (utilizando UDP-{14C}glucosa como sustrato dador), y 

posterior isoamilólisis para escindir la posible rama formada, lo que sería determinado 
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Capítulo 2: Enzima ramificante del glucógeno 

en 	forma indirecta por una disminución de glucogenina auto [14C]glucosilada 

precipitable con ácido tricloroacético (TCA). En el segundo diseño experimental se 

midió el cambio producido por la HBE en el límite de í3-amilólisis (134) del 

[14C]oligosacárido unido a glucogenina (también en su máximo grado de 

ti'4C]autoglucosilación), como consecuencia de su ramificación. La enzima 13-amilasa 

actúa sobre extremos no reductores de cadenas lineales de glucosa, liberando maltosa a 

partir de la hidrólisis de enlaces e[-(1 -. 4)glucosídicos. En la Figura 2.18 se muestran 

esquemas que describen los dos planteos experimentales. Como en el ensayo anterior, 

después de la f3-amilólisis se cuantificó la [14C]glucosa  que permanece unida a 

glucogenina luego de precipitar con TCA. 

A 

	

(1) 	 (3) 

• • • HBE  • 
Gn 	•Gn 	'Gn 

UIZ 

(2) 
	

(4) 
	

(2) 	 (4) 

$  = ["C]-GIc 

Figura 2.18: Esquemas que representan el resultado del incubado de glucogenina en su máximo estado 

de autoglucosilación con isoamilasa (A) o 13-amilasa (B), con (3, 4) o sin (1, 2) el incubado previo con 

HBE, en caso de que ésta última fuese capaz de generar la primera ramificación, sin la intervención de la 

enzima glucógeno sintasa. 

Se ensayó a glucogenina en diferentes condiciones, que incluyeron a la enzima en su 

estado dimérico (3 pM) y monomérico (0,03 pM), tanto la versión truncada de la 

glucogenina de conejo en sus formas no glucosilada y parcialmente glucosilada 

(RGNapo3l, RGNwt31), como la completa parcialmente glucosilada (RGNwt38). Si 

bien la glucogenina de conejo tiene un 93 % de identidad de secuencia con la isoespecie 

1 de la glucogenina humana, se incluyó también en el análisis la versión truncada de 

esta última, sin glucosilar y parcialmente glucosilada (HGNapo3l y HGNwt31). En el 
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caso donde se utilizó isoamilasa para liberar las cadenas transferidas, no se observó 

ninguna diferencia en la cuantificación de la ['4C]glucosa  unida a glucogenina entre las 

muestras que no fueron sometidas a la acción de ninguna de las enzimas y aquellas que 

fueron sometidas sólo a una de ellas o a ambas. Lo mismo sucedió cuando la estrategia 

utilizada fue la medición del cambio en el límite de 13-amilólisis. A modo representativo, 

en la Figura 2.19-A se muestra el resultado obtenido cuando las pruebas fueron 

realizadas con HBE y HGNapo3l a una concentración 3 pM, con posterior 

isoamilólisis. De la misma manera, en la Figura 2.19-B se presenta el resultado obtenido 

en un estudio donde se incubó HBE con RGNapo3l con posterior 3-amilólisis. 

A 16 	 B 
16 

14- 

12 

lo 

.E.- 6- 

4 

2- 

o	 
HGNapo3l + 	+ 	+ 	+ 
HBE 	- 	- 	+ 	+ 
Isoamilasa - + - + 

Figura 2.19: Cuantificación de la [14C]glucosa  asociada covalentemente a glucogenina luego de ser 
sometida al incubado con HBE, isoamilasa y 3-amilasa, según se describe en las situaciones del esquema 
de la Figura 2.18, numeradas de 1 a 4. Los valores obtenidos en cada experimento representan el 
promedio de tres reacciones independientes, y las barras de error la desviación estándar. 
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2.4 - DISCUSIÓN 

Sin duda el cambio en el espectro de absorción del complejo amilosa-iodo provocado 

por la acción de la enzima ramificante de glucógeno/almidón (123), es la técnica que 

más se ha utilizado en la medición de la actividad de esta enzima (81, 110-116, 118, 

125, 135-137). La principal virtud de esta metodología radica en la sencillez y rapidez 

del procedimiento experimental. Incluso se la ha llegado a utilizar recientemente para 

obtener los parámetros cinéticos KM y Vmax de la enzima ramificante de glucógeno de 

Rhodothermus obamensis (137). Sin embargo, si se comparan las curvas espectrales de 

los complejos amilosa-iodo obtenidas luego de someter a dicho glucano a la acción de 

HBE (Figura 2.7) con aquellas obtenidas cuando se incuba el sustrato con a-amilasa 

(Figura 2.8), puede notarse la gran similitud del cambio que provoca la actividad de 

cada una de ellas sobre la absorción del complejo amilosa-iodo. Más aún, la actividad 

de a-amilasa es capaz de causar un cambio en la longitud de onda de máxima 

absorbancia similar al observado para HBE. En el presente trabajo se utilizó la enzima 

a-amilasa para poner de manifiesto que el uso de esta técnica no permite discriminar 

entre las actividades de dichas enzimas y de alguna otra enzima amilolítica que pudiese 

estar presente como impureza en la muestra que se está analizando. En este caso se 

obtendría un error por exceso en la determinación de la actividad, haciéndose este error 

más importante mientras menor sea la actividad específica real de la enzima analizada. 

Además, la probabilidad de cometer dicho error será mayor cuando la muestra que 

contiene la enzima ramificante provenga de un extracto celular, incluso si se encontrara 

parcialmente purificada. Por lo tanto, el uso del cambio en el espectro de absorción del 

complejo amilosa-iodo para la medición in vivo de la actividad de la enzima ramificante 

en diferentes tipos celulares (o en diferentes condiciones), puede que no sea la 

metodología más recomendable. Como ya se ha mencionado más arriba, la rapidez y 
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sencillez de esta metodología la colocó como primera opción cuando se comenzó con 

las mediciones de actividad de HBE en el estudio aquí presentado, incluyendo la 

determinación de la temperatura y pH óptimos de trabajo. A pesar de la limitación de 

esta técnica para detectar la presencia de alguna enzima amilolítica en la muestra que 

contiene la enzima ramificante, el grado de pureza alcanzado tras la columna de 

afinidad y el cambio en el espectro de absorción causado por la cantidades de HBE 

utilizadas en los ensayos (Figuras 2.7 y 2.9), constituyeron una fuerte evidencia para 

concluir que se había conseguido expresar HBE recombinante activa en células Sf9, lo 

que definitivamente fue luego confirmado por FACE. Cabe destacar que hasta la fecha 

no se ha publicado ningún trabajo en el que se informe la obtención de una enzima 

ramificante de glucógeno de mamíferos activa. 

Una vez lograda la expresión y purificación de HBE recombinante, se procedió con la 

identificación y cuantificación de los productos de reacción, es decir, de las cadenas 

transferidas por HBE sobre amilosa. Son numerosas las técnicas cromatográficas que se 

han utilizado en la purificación, caracterización y cuantificación de carbohidratos, como 

la cromatografía gaseosa, cromatografía en capa delgada (TLC) y cromatografía líquida 

de alta presión (HPLC) con columnas de exclusión molecular, intercambio aniónico o 

fase reversa. Con el fin de aumentar el límite de detección, se comenzó a emplear la 

derivatización de los carbohidratos con cromóforos y fluoróforos, o marcándolos 

radioactivamente. Algunos de los métodos más utilizados en los últimos años en la 

caracterización de carbohidratos son la cromatografía de exclusión molecular (SEC), la 

cromatografía de intercambio aniónico de alta resolución con detección amperométrica 

de pulsos (HPAEC-PAD) y la electroforesis en geles de poliacrilamida de carbohidratos 

marcados con fluoróforo (PAGEFS o FACE). Los más populares en la literatura son 

SEC y HPAEC-PAD, aunque dependiendo del tipo de estudio que se necesite realizar, 

tienen sus ventajas o desventajas. El detector más comunmente utilizado en SEC es el 

de índice de refracción diferencial, el cual genera una señal que es proporcional al peso 

molecular de los analitos (cuando se trata de oligosacáridos lineales), otorgándole un 

límite de detección considerablemente bajo cuando se trata de carbohidratos de bajo 

peso molecular, aunque permite identificar pequeñas cantidades de oligoglucanos de 

gran peso molecular. La desventaja de SEC es que las bandas sufren un ensanchamiento 

que no permite una buena resolución de las cadenas individuales (82). Por otra parte, 

HPAEC-PAD provee una muy buena resolución de picos, y con el detector de pulsos 

amperométricos (PAD) se reportaron límites de detección tan bajos como 0,6-10 pmoles 
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de carbohidratos (138). El problema de este tipo de detector, es que da una señal 

diferente para cadenas de carbohidratos lineales de diferente longitud, haciendo que la 

cuantificación sea semicuantitativa (139). 

En el presente trabajo se utilizó FACE para la cuantificación de las ramificaciones 

formadas por HBE sobre amilosa, en el que, al igual que con HPAEC-PAD, se obtienen 

buenas resoluciones para cada pico en una mezcla de oligosacáridos, y se ha llegado a 

detectar hasta 0,2 pmoles de glúcidos (129). La gran ventaja de esta metodología es que 

la intensidad de la señal depende del número de extremos reductores libres, y no de la 

longitud de la cadena de los oligosacáridos. Por lo tanto en el análisis de una mezcla de 

oligoglucanos lineales, la intensidad de cada pico con respecto al resto es proporcional a 

su abundancia relativa. Consecuentemente, permite la cuantificación directa de todas las 

bandas identificadas, mediante el uso de una curva de calibración construida con único 

glúcido, ya que la intensidad registrada es proporcional al número de moles y no a la 

masa de las especies. Además, el equipamiento necesario para llevar a cabo este tipo de 

análisis es menos sofisticado y costoso que el requerido en HPAEC-PAD. 

Las dimensiones de los geles que se emplearon para la electroforesis (5 cm de alto) 

permitió resolver oligosacáridos de entre 4 y  10 glucosas. Los resultados indican que el 

mínimo tamaño de la porción glucosídica que HBE puede transferir es de 6 glucosas, 

teniendo preferencia por la generación de ramas de 7 glucosas de longitud (Figura 2.13). 

El límite de detección de actividad de HBE registrada mediante FACE, queda 

establecido por el límite de cuantificación de los oligosacáridos por este método, siendo 

la menor cantidad de maltoheptaosa utilizada en la construcción de las curvas de 

calibración de 12,5 pmoles, por lo que cualquier señal fluorescente que origine una FTC 

menor a la correspondiente a esa cantidad de maltoheptaosa no es considerada. Cuando 

se analizó la formación de ramificaciones en función de la cantidad de HBE (Figura 

2.15) en condiciones de velocidad inicial (8 minutos), la mínima cantidad de HBE a la 

que se pudo medir actividad fue 4 pmoles. En términos de unidades de actividad 

(pmoles de oligosacárido/min), la mínima cantidad de maltoheptaosa detectada fue 2 

pmoles/min, y 25 pmoles/min para la cuantificación de todas las ramificaciones 

generadas. Teniendo en cuenta que las condiciones de velocidad inicial en esta 

metodología se extienden hasta los 30 minutos de reacción, llevando el tiempo de 

incubación con HBE a los 30 minutos, permitiría llegar a un límite de cuantificación 

cercano a 1,0 pmol de enzima (0,08 jag). Obviamente, el límite de cuantificación 

expresado como cantidad de enzima está directamente ligado a la actividad específica 

1 
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de la misma. A los fines comparativos, dada una muestra con una actividad específica 

determinada, la medición de actividad de la enzima ramificante en condiciones de 

velocidad inicial por FACE ofrece un límite de cuantificación 5 veces menor que 

cuando se utiliza la disminución de absorbancia a 660 nm del complejo amilosa-iodo 

(Figura 2.9). Cabe destacar además que, con el uso de esta técnica, la formación de 

oligosacáridos debida a la presencia de algún tipo de enzima amilolítica contaminante, 

puede ser identificada y cuantificada omitiendo en el ensayo la isoamilólisis. Esto no 

sería posible utilizado el cambio en el espectro de absorbancia del complejo amilosa-

iodo. 

Al cuantificar la fluorescencia detectada en la totalidad del área correspondiente a 

cada carril de una electroforesis, en el que se sembró el producto resultante de incubar 

amilosa con HBE y posterior isoamilólisis (Figura 2.13), lo que se está determinando es 

la cantidad de nuevos extremos reductores que se formaron luego de la acción conjunta 

de estas dos enzimas. Este procedimiento es análogo al descripto en 1948 por Park y 

colaboradores (122), en el cual las cadenas glucosídicas liberadas por isoamilasa (que 

fuesen previamente introducidas en unión a-1,6 por la enzima ramificante) son 

cuantificadas a partir de la determinación del poder reductor. Dicha metodología ha sido 

utilizada por diferentes autores para obtener parámetros cinéticos (KM y Vmax) para 

algunas enzimas ramificantes de glucógeno (112, 118, 136) y almidón (115, 81). 

Entonces, se realizaron curvas de saturación utilizando amilosa como sustrato, para la 

transferencia de maltoheptaosa y de las cadenas totales transferidas por HBE (Figura 

2.16). Los resultados obtenidos por FACE se ajustaron a la cinética correspondiente a la 

de una enzima alostérica (Figuras 2.16 A y C). Hasta el momento todos los informes 

publicados acerca de enzimas ramificantes asumen que la cinética de actividad es 

Michaeliana (81, 112, 115, 118, 136). Sólo ha sido publicado un trabajo en el que se 

presentan las curvas de saturación correspondientes, donde la mínima concentración de 

amilosa analizada corresponde a 0,3 mg/ml (112). En el rango de concentraciones de 

sustrato aquí ensayadas por FACE, se demuestra que el segmento comprendido entre 

0,1 y  0,3 mg/ml es muy importante en la identificación de la forma sigmoidea de la 

curva de saturación, característica de las enzimas alostéricas (Figura 2.16). Los 

resultados son más claros cuando sólo es cuantificada la fluorescencia correspondiente a 

la maltoheptaosa, en lugar de la totalidad de ramificaciones formadas, teniendo esta 

última una mayor dispersión en los datos. Probablemente esto ocurre porque la 

cuantificación de la fluorescencia distribuida en un área muy amplia podría tener un 

el 
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mayor error asociado, debido a la difusión de los oligosacáridos durante la 

electroforesis. 

A partir del análisis de la velocidad inicial de formación de ramificaciones de 7 

glucosas y las totales en función de la cantidad de HBE, fue posible obtener la kcat 

correspondiente para cada proceso (Figura 2.15). Los resultados obtenidos mediante 

esta representación son concordantes con los valores de kcat que entregó el ajuste de los 

datos de las curvas de saturación utilizando la ecuación de Hill (ecuación 3, Tabla 2.2). 

Por el contrario, si se las comparan con las kcat resultantes del ajuste realizado con la 

ecuación de Michaelis-Menten (ecuación 4), los valores son muy diferentes (Tabla 2.2). 

El gráfico de dobles recíprocos (ecuaciones 5 y 6; Figura 2.17) permite confirmar el 

comportamiento alostérico de la HBE. En esta manera de representar los datos se 

obtiene una recta cuando se trata de una enzima Michaeliana, o una curva cuando 

estamos en presencia de una enzima alostérica (133, 140, 141). El límite de 

cuantificación que ofrece la técnica FACE permitió realizar curvas de saturación a 

concentraciones de amilosa lo suficientemente bajas como para que se pudiese poner en 

evidencia el perfil sigmoideo de las curvas. En este trabajo no se empleó la medición del 

poder reductor de las ramificaciones liberadas por isoamilólsis (121, 122) para medir la 

actividad de HBE, y por lo tanto no se pueden comparar límites de cuantificación entre 

dicha técnica y FACE. Aún así, la medición a través del poder reductor de los 

oligosacáridos mide la aparición de un producto que absorbe radiación en el rango 

visible del espectro electromagnético, lo que hace suponer que el empleo de la 

fluorescencia (como en FACE) podría permitir tener límites de cuantificación menores. 

Desde el punto de vista molecular, existen evidencias muy claras que podrían apoyar 

la hipótesis de que HBE sea una enzima alostérica. Las enzimas ramificantes cuentan 

con tres dominios, el dominio catalítico central que tiene una estructura tipo barril 

(í3/a)8, un dominio amino-terminal compuesto por láminas í3, y un dominio carboxilo-

terminal también compuesto por láminas í3  (80). Se ha descripto que la degradación 

progresiva a partir del extremo amino-terminal, conduce a una pérdida en la preferencia 

de la longitud de la cadena transferida, con una concomitante disminución de la 

actividad catalítica de la enzima (82, 138). Además, mediante el alineamiento de 

secuencias, se ha identificado en este dominio la presencia de un "módulo de unión a 

carbohidratos", ampliamente distribuido entre enzimas involucradas en el metabolismo 

de glicanos (139). Con respecto al dominio carboxilo-terminal, se lo ha vinculado con el 

reconocimiento del sustrato, y se ha reportado que la ausencia parcial de este dominio 
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provoca una significativa disminución en la actividad de la enzima (81). Este análisis 

podría ser ampliado a todas las enzimas que forman parte de la familia de las a-amilasas 

(o GH13), o al menos a todas aquellas en las que se encuentren descriptos la presencia 

de dominios que posean módulos de unión a carbohidratos (139). 

Por lo tanto, en la literatura existen evidencias de la presencia de sitios de unión a 

cadenas lineales de glucosa en los tres dominios estructurales de las enzimas 

ramificantes. Esto resulta consistente la idea de un comportamiento alostérico, ya que 

existe más de un sitio de unión de sustrato, con la posibilidad de que la unión del 

sustrato a uno de estos sitios pudiese modificar significativamente la unión a los demás 

sitios. En los modelos que encontramos habitualmente en la literatura para enzimas 

alostéricas, la unión del sustrato a un sitio induce un cambio conformacional en la 

estructura de la proteína, que modifica la afinidad por el sustrato en el resto de los sitios 

(133, 142). En este caso en particular, la unión del sustrato al sitio de unión de uno de 

los dominios de la enzima podría estar aumentando considerablemente la probabilidad 

de que el sustrato encuentre un segundo sitio ubicado en otro dominio, a través de la 

restricción de los grados de libertad de la misma molécula de sustrato ya unida al 

primero. En el esquema de la Figura 2.20 se plantea una hipótesis acerca de cuál podría 

ser el mecanismo de reconocimiento del sustrato. Como se ha descripto al dominio 

amino-terminal como encargado del reconocimiento del sustrato, éste podría ser el que 

presente mayor afinidad, y por lo tanto el primero en ocuparse (Figura 2.20, B). En 

segundo lugar, posiblemente intervenga el dominio carboxilo-terminal en el 

reconocimiento del extremo no reductor (Figura 2.20, C), para que finalmente el 

sustrato interaccione con los sitios de unión del dominio central, aquellos inmediatos a 

los aminoácidos encargados de llevar a cabo la catálisis (Figura 2.20, D). El orden 

propuesto está basado en la idea de que una vez que el sustrato sea reconocido por el 

dominio catalítico la reacción de transferencia se llevará a cabo (Figura 2.20, E), por lo 

que si la unión del extremo no reductor ocurre antes de la unión al dominio central, será 

más probable que la cadena transferida posea una longitud determinada. En cambio, en 

el caso de que el sustrato se una antes al dominio central, la reacción de transferencia 

podría proceder sin que alcance a unirse al dominio carboxilo-terminal, disminuyendo la 

probabilidad de que la ramificación generada tenga la longitud preferida, de manera 

análoga a lo que sucede cuando falta parte del domino carboxilo-terminal (81). 
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D 

E 

Figura 2.20: Hipótesis propuesta para la unión del sustrato a la enzima ramificante, basada en los 

resultados cinéticos presentados en este trabajo de tesis doctoral, que indican que esta enzima tendría un 
comportamiento propio de una enzima alostérica. También se tuvieron en consideración resultados 
publicados por otros autores que describen la función que cumplen los dominios amino- y carboxilo-

terminal (representados en color verde, con las letras N y C en su interior). En color naranja se representa 
el domino catalítico, y con hexágonos amarillos las moléculas de glucosa. 
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En el mecanismo propuesto en la Figura 2.20, se coloca a la cadena sobre la que se 

ejerce la actividad hidrolítica actuando también como aceptora de la ramificación. Para 

que se pueda llevar a cabo este proceso, se asume que la cadena de glucosas adopta la 

estructura helicoidal ya descripta para las ramas del glucógeno (1, 3, 148, 149). Se hizo 

e 

	

	 esta suposición tomando como referencia el mecanismo de catálisis descripto para la 

enzima ciclodextrina glucano transferasa de Bacillus circulans (perteneciente a la 

familia de las a-amilasas), en la cual el dominio catalítico es capaz de acomodar una 

cadena de 7 glucosas en forma de anillo para llevar a cabo su actividad catalítica (79, 

143). 

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos diseñados para evaluar la posibilidad de que 

HBE fuese capaz de utilizar como sustrato a una cadena de glucosa unida a 

glucogenina, con la máxima extensión adquirida mediante autoglucosilación, y así 

generar la primera ramificación del proteoglucógeno. Con ninguna de las estrategias 

utilizadas se pudo determinar que este evento ocurriera. Este constituye el primer 

ensayo en el que el producto de autoglucosilación de la glucogenina es probado como 

sustrato de la enzima ramificante. El resultado negativo permite descartar esa 

posibilidad, indicando que para la formación de la primera ramificación, la cadena de 12 

a 13 glucosas es insuficiente, requiriendo mayor grado de polimerización para 

convertirse en sustrato de la enzima ramificante. La determinación de dicho grado de 

polimerización, que deberá ser alcanzado por acción de la glucógeno sintasa, es un 

aspecto pendiente aún por dilucidar. 

e 
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2.5 - PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

2.5.1 - Medios y reactivos 

Buffer TE: 	 Tris-HC1 10 mM (pH 8.0) y  EDTA 1 mM. 

Solución de 

Transfección A: 	5 tl del producto de la recombinación en 100 pi de medio 

Grace (sin suplementos ni antibióticos). 

Solución de 

Transfección B: 	6 pl de Celifectin en 100 p1 de medio Grace (sin 

suplementos ni antibióticos). 

Ceilfectin: 	 Formulación liposómica 1:1,5 (M/M) del lípido cationico 

N,N',N",N"-tetrametil-N,N', N",N"- 

tetrapalmitilespermina 	(TM-TPS) 
	

y 

Ganciclovir: 

Grace: 

dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), utilizada para la 

transfección mediada por lípidos. 

Es un análogo de nucleósido, y se utiliza para seleccionar 

el virus recombinante. Se intercala en la doble hebra de 

ADN impidiendo su replicación (144) sólo cuando se 

encuentra fosforilado por la timidina quinasa HSV1 

(HSV1tk). El ADN viral contiene el gen que codifica para 

HSV1tk, el cual se pierde durante el proceso de 

recombinación. 

Medio de cultivo utilizado para el cultivo de células de 

insecto y la producción de proteína recombinante. Es 

empleado principalmente en la etapa de transfección de las 
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células. A continuación se describe la formulación del 

mismo: 

Componentes Concentración (mg/L) 

Aminoácidos 

Glicina 650.0 

L-Alanina 225.0 

L-Arginina (hidrocloruro) 700.0 

L-Asparagina 350.0 

Ácido L-Aspártico 350.0 

L-Cisteína 22.0 

Ácido L-Glutámico 600.0 

L-Glutamina 600.0 

L-Histidina 2500.0 

L-Isoleucina 50.0 

L-Leucina 75.0 

L-Lysina (hidrocloruro) 625.0 

L-Fenilalanina 150.0 

L-Prolina 350.0 

L-Serina 550.0 

L-Treonina 175.0 

L-Triptofano 100.0 

L-Tirosina 50.0 

L-Valina 100.0 

Beta-Alanina 200.0 

Vitaminas 

Biotina 0.01 

Cloruro de Colina 0.2 

D-Pantotenato de calcio 0.02 

Ácido fálico 0.02 

Ácido nicotínico (Niacina) 0.02 

Ácido para-aminobenzoico 0.02 

Hidrocloruro de piridoxina 0.02 

Riboflavina 0.02 

Hidrocloruro de tiamina 0.02 

i-Inositol 0.02 

Sales inorgánicas 

Cloruro de calcio (CaC12) (anhidro) 750.0 

Cloruro de magnesio (MgC12-6H20) 2280.0 
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Sulfato de magnesio (MgSO4-7H20) 2780.0 

Cloruro de potasio (KC1) 4100.0 

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 350.0 

Fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4-H20) 1013.0 

Otros componentes 

Ácido alfa-cetoglutárico 370.0 

D-Fructosa 400.0 

D-Glucosa 700.0 

Ácido fumarico 55.0 

Ácido malico 670.0 

Ácido succínico 60.0 

Sucrosa 26680.0 

SF-900 II: 	 Medio de cultivo libre de suero y proteínas, optimizado 

para el cultivo prolongado y de alta densidad de líneas 

celulares de Spodoptera frugiperda (Sf9 y Sf21), así como 

para la producción de proteínas recombinantes en gran 

escala. La formulación de este medio de cultivo no se 

encuentra disponible. 

Solución de amilosa: 	La solución madre de amilosa (tipo III de papa; 

escencialmente libre de amilopectina; Sigma) se preparó a 

5 mg/ml en DMSO a 900  C para lograr la solubilización. 

Reactivo de jodo: 	Se prepara fresco en cada reacción, mezclando 1 parte de 

una solución stock de I2/KI, con 1 parte de HC1 1 N, y  24 

partes de H20. 

Solución stock de 12/KI: 2,6 g de 12 y 26 g de Kl en 100 ml de H20. 

Buffer A: 	 Buffer Tris-HC1 (pH 7,5) 20 mM, NaC1 0,5 M, Imidazol 

10 mM, Tritón X100 0,1 %. 

Buffer B: 	 Buffer Tris-HC1 (pH 7,5) 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 

10 mM. 

Buffer C: 	 Buffer Tris-HC1 (pH 7,5) 20 mM, NaC1 0,5 M, Imidazol 

200 mM. 

Buffer de transferencia: Tris-Glicina (pH 8,3) 0,01 M, Metanol 20 %. 

Solución de ANDS: 	ANDS 0,15 M en ácido acético 15 % (estable hasta 2 

meses a -80° C). 

Solución de NaCNBH3: NaCNBH3  1 M en DMSO (estable 2 meses a -80° C). 
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SB 5X: 	 Glicerol 50 %, azul de bromofenol 0,01 %. 

Buffer TBS: 
	

Buffer Tris-HC1 pH 7,5 50 mM, NaC1 0,15 M. 

2.5.2 - Materiales 

El ADNc de la enzima ramificante humana donado en el vector pOTB7 fue adquirido 

en RZPD (Deutsches Ressourcenzentrum für Genomforschung GMBH, Alemania). 

Células de insecto Sf9 (Spodoptera frugiperda) fueron gentilmente donadas por el Dr. 

Fernando Irazoqui (Departamento de Química Biológica, Facultad de Ciencias 

Químicas, UNC - CIQUIBIC, CONICET). 

Para la expresión de proteínas recombinantes en células Sf9 se adquirieron los 

siguientes productos de Invitrogen: ADN Baculodirect linealizado con la enzima Bsu36 

1; Ceilfectin; Ganciclovir; mezcla enzimática Clonasa LR II; vector de donado 

pENTR/D-TOPO; medios de cultivo Grace y SF-900 II. 

Para los medios Grace y SF-900 II con antibióticos se utilizó streptomicina 100 

jg/ml, arifotericina 0,25 pg/ml y penicilina 100 U/ml. 

Maltotetraosa, maltopentatosa, maltohexaosa y maltoheptaosa fueron adquiridos de 

SUPELCO Analitical (números de catálogo 47877, 47876. 47873, 47872) 

Inhibidores MG132 y Lactacistina fueron un regalo de la Dra. Marta Hailak, y la 

Cloroquina del Dr. Hugo Maccioni. Leupeptina y Pepstatina fueron adquiridos de 

Sigma. 

2.5.3 - Inserción de la secuencia que codifica para HBE en el genoma viral 

El sistema de expresión con baculovirus utilizado es el Baculodirect®  de Invitrogen. 

Este sistema emplea la tecnología Gateway®  para introducir el gen de interés en el ADN 

del virus de la poliedrosis nuclear múltiple Autographa californica (AcMNPV), 

basándose en las propiedades del bacteriófago lambda para integrarse en el genoma de 

Escherichia col¡, a través de un proceso de recombinación molecular sitio específica 

(126, 127). El intercambio ocurre en un segmento de 15 ph, pero necesita de secuencias 

flanqueantes específicas (sitios att R y L) que son reconocidas por un complejo 

enzimático (provisto por la mezcla enzimática LR Clonase®  II). 

La secuencia que codifica para HBE fue introducida en el vector de donado 

pENTRID/DOPO (Invitrogen) utilizando las enzimas de restricción KpnI y XhoI. 
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2.5.4 - Transfección de células Sf9 con el baculovirus recombinante 

Para la transfección se utilizó medio de cultivo sin suplementos ni antibióticos (a 

menos que se indique lo contrario). Se sembraron 8 x 10 células Sf9 en placas de petri 

de 3,5 cm con 2 ml de medio Grace, y se incubaron durante 1 hora a 27° C para permitir 

que se unan a la placa. En un tubo de 1,5 ml estéril se mezclaron las soluciones de 

transfección A y B, se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente, y luego se 

adicionaron a la mezcla 0,8 ml de medio Grace. Se reemplazó el medio de cultivo de las 

células por la mezcla de transfección y se las incubó a 27° C durante 5 horas. A 

continuación se retiró la mezcla de transfección de la placa y se le agregaron 2 ml de 

medio Grace con antibióticos y Ganciclovir, colocando una toalla de papel húmeda en la 

base de la placa para evitar la evaporación del medio, cubierta de papel aluminio para 

protegerla de la luz, y se la mantuvo en estufa a 27° C durante 96 horas. Luego se 

recolectó el medio de cultivo en un tubo estéril, se lo centrifugó a 3000 x g durante 5 

minutos para eliminar los restos sólidos, y se pasó el sobrenadante a otro tubo estéril. 

Este constituye el primer stock viral, denominado "Pl". 

2.5.5 - Amplificación del título del baculovirus recombinante 

Se sembraron 8 x 10 células Sf9 en placas de petri de 3,5 cm con 2 ml de medio SF-

900 II suplementado con SFB 4 %, antibióticos y Ganciclovir 0,1 mM, y se incubaron 

durante 1 hora a 27° C para permitir que se unan a la placa. Luego se agregaron 5 }Il de 

stock viral Pl, colocando una toalla de papel húmeda en la base de la placa para evitar 

la evaporación del medio, se cubrió en papel aluminio para proteger de la luz, y se llevó 

a estufa a 27° C. A las 72 horas se recolectó el medio en un tubo estéril, se centrifugó a 

10000 x g para eliminar restos sólidos y se almacenó a 4° C (para almacenamiento por 

períodos prolongados se colocó a -70° C). Este procedimiento se repitió cuantas veces 

fue necesario hasta que se obtuvo un título viral lo suficientemente alto para producir 

enzima recombinante con buenos niveles de expresión. Con frecuencia es necesario 

reamplificar el baculovirus recombinante, debido a que en cualquiera de las condiciones 

de almacenamiento, con el paso del tiempo se produce una disminución del título viral. 
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C1JOJECA DE CIENCIAS O(J- 
2.5.6 - Pruebas de expresión de HBE 

Para analizar la cantidad de stock viral necesario para la producción de proteína 

recombinante, se realizaron infecciones con diferentes volúmenes de stock viral, y se 

analizó la expresión de HBE a diferentes días post infección. Típicamente, se sembraron 

1,5 x 106  células Sf9 en placas de poliestireno de 6 pocillos, con 2 ml de medio SF-900 

II suplementado con SFB 4 % y antibióticos, y se incubaron durante 1 hora a 27° C para 

permitir que se unan a la placa. Luego se infectó con dos cantidades diferentes de stock 

viral en cada fila (1X y 2X), y se analizó a 3 tiempos diferentes de infección en cada 

columna (generalmente entre 3 y  7 días post infección). 

Pasados los días correspondientes de infección, las células se recuperaron con el 

mismo medio de cultivo y se centrifugaron a 1500 x g. Se descartó el sobrenadante y se 

resuspendieron las células en 200 pl de buffer Tris-HC1 20 mM, NaC1 0,5 M, Tritón 

X100 0,1 %, y se sonicaron brevemente (2 veces durante 5 segundos; Sonifier B12, 

Branson Sonic Power Company). Para analizar los niveles de expresión de HBE y la 

cantidad que se obtiene en forma soluble, se tomaron alícuotas de 15 pl  de los extractos 

totales y el mismo volumen de los sobrenadantes luego de que fueran centrifugados a 

12000 x g durante 5 minutos, y se agregó 7,5 pl  de SB 3X. Las muestras se sometieron 

a SDS-PAGE con 12% de acrilamida en el gel separador y 3% en el gel concentrador en 

las mismas condiciones descriptas en el apartado 1.5.3 (página 40), sin aplicar ningún 

tipo de tinción. El control del peso molecular de la proteína recombinante se hizo 

posible mediante la siembra de 3 pl  de un kit de estándares de peso molecular 

preteñidos. Posteriormente se realizó la transferencia del material proteico a una 

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando un sistema de 

transferencia semi-seco, donde el gel y la membrana de PVDF se disponen de manera 

horizontal entre dos placas de grafito de 12 x 17 cm que funcionan como electrodos, 

como se muestra en la Figura 2.21 (145). 

Se sumergió la membrana de PVDF en metanol (Carlo Erba Reagents) hasta que 

quedó totalmente húmeda, y luego se incubó durante 10 minutos en buffer de 

transferencia. Los trozos de papel Whatman y los paños de esponja se humedecieron en 

buffer de transferencia. Como el SDS proveniente del PAGE interfiere con la 

transferencia a este tipo de membranas, para eliminarlo se lavó el gel de poliacrilamida 

3 veces durante 5 minutos con buffer de transferencia. La electroforesis se llevó a cabo 

durante 1 hora a 16 Volts. Luego, se lavó la membrana de PVDF 3 veces durante 5 
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minutos con buffer TBS y se incubó 1 hora con solución de bloqueo conteniendo buffer 

TBS con 1 % de leche descremada comercial. Posteriormente la membrana fue 

incubada con el anticuerpo policlonal anti-GBE1 (Proteintech Group, número de 

catálogo 20313-1-AP) en una dilución 1/2000 en la misma solución de bloqueo a 40  C 

durante 14 horas. En el caso donde el reconocimiento de la HBE se realizó a través del 

His6tag, se utilizó una dilución 1/1000 del anticuerpo policlonal His-probe SC-803 

(Santa Mónica Biotechnology). Después de la incubación con el anticuerpo la 

membrana fue lavada 3 veces durante 5 minutos con buffer TBS, y posteriormente 

incubada con el anticuerpo secundario JRDye 800GW Goat anti-Rabbit IgG (LI-COR 

Biosciences; número de catálogo 926-32211) en una dilución 1/25000 en buffer de 

bloqueo durante 1 hora. La membrana fue nuevamente lavada 3 veces con buffer TBS, y 

se registró la fluorescencia correspondiente al anticuerpo secundario en el equipo 

Odyssey Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences; modelo número 9120). 

Cátodo (-) 

Figura 2.21: Esquema que representa el equipamiento utilizado en las transferencias en semi-seco del 

material proteico contenido en los geles de poliacrilamida hacia las membranas de PVDF. 

2.5.7 - Pruebas de inhibición de proteólisis durante la expresión de HBE 

Para comprobar si existe algún tipo de actividad proteolítica que pudiese disminuír el 

rendimiento en la producción de enzima recombinante, se realizaron pruebas con los 

inhibidores Leupeptina, Pepstatina-A, Cloroquina, MG 132 y Lactacistina. Las máximas 

concentraciones utilizadas fueron 100 pM, 15 pM, 5 pM, 1 pM y 5 pM, 

respectivamente. Los ensayos fueron realizados en placas de poliestireno de 12 pocillos, 

sembrando 3,2 x 10 células Sf9 con 0,8 ml de medio SF-900 II suplementado con SFB 
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4 % y antibióticos. Luego de haber sido incubadas durante 1 hora a 27° C para permitir 

que se unan a la placa, se les agregaron 20 pl de stock viral, se las envolvió en papel 

aluminio para protegerlas de la luz, y se las llevó a estufa a 27° C. A las 24 horas se 

agregó el inhibidor correspondiente a cada ensayo. Generalmente la expresión de HBE 

fue analizada a 3, 4, 5 y 6 días post infección, incluyendo siempre un control sin 

inhibidor para cada tiempo estudiado. Las células fueron procesadas como se describe 

en el apartado anterior, resuspendiendo el contenido de cada pocillo de las placas en 100 

pl de buffer Tris-HC1 20 mM, NaC1 0,5 M, Tritón X100 0,1 % y tomando alícuotas de 

20 p1 para el análisis por SDS-PAGE, con posterior electrotransferencia e 

inmunodetección. 

2.5.8 - Expresión y purificación de HBE en células de insecto Sf9 

Se sembraron 5 x 106  células Sf9 en cápsulas de petri de 10 cm de diámetro con 10 

ml de medio SF-900 II suplementado con SFB 4 % y antibióticos, y se incubaron 

durante 1 hora a 27° C para permitir que se unan a la placa. Luego se les agregaron 0,5 

ml de stock viral, se cubrió con papel aluminio para protegerlas de la luz, y se las llevó a 

estufa a 27° C. Pasados 5 días de infección las células se resuspendieron 

cuidadosamente utilizando el mismo medio en el que se encontraban, fueron 

centrifugadas durante 10 minutos a 1500 x g y se descartó el sobrenadante. Las células 

recolectadas fueron resuspendidas con 0,5 ml de Buffer A por cada placa infectada y 

sonicadas 3 veces durante 15 segundos (todo el procedimiento se realiza en hielo). El 

material lisado fue luego centrifugado a 10.000 x g durante 20 minutos y se hizo pasar 

el sobrenadante por una columna de afinidad HisTrap FF previamente equilibrada en 

Buffer A, utlilizando un flujo de 0,6 ml/minuto. Posteriormente se colocó la columna en 

el equipo de FPLC Ákta Purifier, y se procedió con la elución de la misma manera que 

se describe en el apartado 1.5.3. El eluato fue recolectado en alícuotas de 0,5 ml, y en 

función del cromatograma obtenido (Figura 2.5) se analizaron 20 pl de cada fracción 

por SDS-PAGE con 15% de acrilamida para la resolución y  3% para la siembra, 

realizando la electroforesis según los lineamientos también descriptos en el apartado 

1.5.3. Se reunieron las fracciones en las que HBE se encontró con mayor grado de 

pureza (Figura 2.6), se concentraron y dializaron utilizando unidades de filtración para 

centrífuga Amicon Ultra-4, con un límite de peso molecular nominal de 30,000 Da 

(Merck Millipore), a 1500 x g frente a buffer Tris-HC1 20 mM (pH 7,5) con glicerol 10 

92 



Capítulo 2: Enzima ramificante del glucógeno 

%, y se almacenó a 4° C. En estas condiciones la enzima se mantiene activa y 

estructuralmente estable durante varios meses. 

2.5.9 - Actividad medida por disminución de la absorbancia del complejo 

amilosa-iodo 

2.5.9.1 - Actividad en función del tiempo 

Se prepararon mezclas de reacción con lmg/ml de amilosa, buffer fosfato 50 mM 

(pH 7,5) y  0,8 pg de HBE (0,016 pg/pl final) en un volumen final de 50 p1, que fueron 

incubadas a 30° C durante 0, 2, 4, 10 y  30 minutos. Al finalizar las incubaciones, se 

agregaron a las mezclas 950 pl de reactivo de jodo, y se hizo una curva espectral entre 

400 y 700 nm. El mismo procedimiento fue llevado a cabo sobre muestras de reacción 

conteniendo 1,5 pg de a-amilasa (Sigma, de páncreas porcino; número de catálogo A-

6255) en lugar de HBE. 

2.5.9.2 - Actividad en función del pH 

Mezclas de reacción conteniendo lmg/ml de amilosa, 0,8 pg de HBE, y buffer 50 

mM del pH que corresponda en un volumen final de 50 pl,  fueron incubadas a 30° C 

durante 8 minutos. Como en el apartado anterior, se agregaron 950 pl de reactivo de 

iodo a las mezclas, y finalmente se midió la absorbancia a 660 nm. Los buffers 

utilizados en este ensayo fueron: citrato de sodio para el rango de pH 3 a 6, buffer 

fosfato de sodio para el rango de pH de 6 a 8, y buffer Tris-HC1 para el rango de pH de 

8a9. 

2.5.9.3 - Actividad en función de la temperatura 

Mezclas de reacción preparadas de la misma manera que en el apartado 2.5.9.1 

fueron incubadas durante 8 minutos a 15, 25, 30 37 y 45° C. Nuevamente, se agregaron 

950 pl  de reactivo de iodo a las mezclas y se midió la absorbancia a 660 nm. 
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2.5.9.4 - Actividad en función de la concentración de HBE 

En este caso las mezclas de reacción contenían lmg/ml de amilosa, buffer fosfato 50 

mM (pH 7,5) y  0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,6 y  3,2 pg de HBE en un volumen final de 50 pl.  Las 

mismas fueron incubadas a 30° C durante 8 minutos, y luego se les agregaron 950 pl de 

reactivo de jodo y se midió la absorbancia a 660 nm. 

2.5.10 - Identificación de las ramificaciones generadas por HBE por 

electroforesis en gel de poliacrilamida asistida por fluoróforo (FACE) 

La técnica FACE consiste en derivatizar carbohidratos a partir de su extremo 

reductor libre, con un fluoróforo que tenga un grupo amino primario, dando como 

resultado una base de Schiff. En los ensayos aquí descriptos se utilizó el fluoróforo 

ANDS (Figura 2.22). Luego del tratamiento se hace una corrida electroforética en geles 

de poliacrilamida de alta densidad donde los carbohidratos son separados 

principalmente en función de su peso molecular, aunque la conformación del glúcido 

también influye en su movilidad. Por ejemplo, pueden ser separados celobiosa de 

maltosa, o glucosa de galactosa (129). Finalmente los geles son iluminados con luz de 

una determinada longitud de onda (entre 300 y 420 nm, dependiendo de la longitud de 

onda de excitación del fluoróforo), luego son fotografiados con una cámara digital, y la 

intensidad de las bandas correspondientes a los carbohidratos derivatizados con el 

fluoróforo puede ser cuantificada mediante densitometría. 
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Glucosa derivatizada (base de Sch!fl) 

Figura 2.22: Estructura del ANDS, y reacción en la que se forma una base de Schiff con una molécula 

de glucosa. El producto fluorescente es la forma reducida de la base de Schiff, que se genera mediante el 

agregado de NaCNBH3. 
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2.5.10.1 - Obtención de productos de reacción 

Se diseñaron experimentos para analizar la generación de ramificaciones sobre 

amilosa por acción de HBE en función del tiempo y de la concentración de enzima. Para 

el caso de la curva de tiempo, en un volumen final de 20 pl  se colocó amilosa 1 mg/mi, 

buffer fosfato 20 mM (pH 7,5) y  0,32 pg de HBE (0,016 pg/pl final) a 300  C durante 0, 

4, 10, 30 y  60 minutos. La reacción fue detenida incubando las muestras a 1000  C 

durante 5 minutos. Una vez que las muestras se enfriaron, se reguló el pH con buffer 

acetato de sodio pH 6 (concentración final 100 mM), y luego del agregado de 8000 

unidades de isoamilasa (Sigma, de Pseudomonas sp.), se incubaron nuevamente durante 

4 horas a 37° C (en un volumen final de 25 pl).  Para la derivatización con el fluoróforo 

de los productos de las reacciones, se adicionó a cada muestra 5 pl  de ANDS 0,15 M y 

5 pl  de NaCNBH3  1 M, y se las incubó durante 18 horas a 37° C. Por último, los 

incubados fueron llevados sequedad en evaporador centrífugo de vacío (Jouan, modelo 

RC 10.09), resuspendidos en 10 pl de agua destilada, y después de agregarles 2,5 pl  de 

SB 5X se llevó a cabo la electroforesis (como se detalla en el apartado siguiente). 

Para la identificación de productos en función de la concentración de enzima, se 

incubaron durante 8 minutos diferentes cantidades de HBE (0,08 0,16 0,32 0,64 y 1,28 

pg) con amilosa 1 mg/mi, mientras que para las curvas saturación, los incubados fueron 

de 25 minutos y se utilizaron concentraciones de amilosa entre 0,1 y  1 mg/ml con 0,16 

pg de HBE. 

Para la cuantificación de los productos de reacción, paralelamente a cada experimento 

se realizó una curva de calibración con cantidades conocidas de maltoheptaosa. 

Generalmente, se incubaron 20 pl  de maltoheptaosa 1 mg/ml (4 pg) con 10 pl de ANDS 

0,15 mM y 10 pl de NaCNBH3  1 M, a 37° C durante 18 horas. Luego se realizaron 

diluciones seriadas, de manera tal que se obtuvieran alícuotas de 10 pl  con 12,5, 25, 50, 

100, 150, 200 y 250 pmoles de maltoheptaosa, a las que se agregó 2,5 pl  de SB 5X para 

realizar la electroforesis. 

Los controles de identificación de oligosacáridos en incubados de amilosa sin HBE, 

sólo con HBE y sólo con isoamilasa, se realizaron como se detalla en la siguiente tabla: 
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-HBE / -isoamilasa +HBE / -isoamilasa -HBE / +jsoamilasa +HBE / +jsoamjlasa 

Amilosa 1 mg/ml SI SI SI SI 

Buffer fosfato (pH 7,5) 20 
MM 

SI SI SI SI 

HBE (0,32 pg) NO SI NO SI 

Buffer HBE* SI NO SI NO 

2 horas a 30 oc 

Isoamilasa (8000 unidades) NO NO SI SI 

Buffer isoamilasa** SI SI SI SI 

4 horas a 25 oc 

* Es el buffer en el que se encuentra HBE purificada (buffer Tris-1-10 20 mM pH 7,5 con 10 % de glicerol). 
** Buffer acetato de sodio pH 6 (csp 100 mM). 

2.5.10.2 - Electroforesis, adquisición de imágenes y densitometría 

Se prepararon geles de poliacrilamida según el método descripto por Laemmli (95), 

pero obviando el uso de SDS. Para la construcción de los geles y para la corrida 

electroforética se utilizó el equipo Miniprotean III Dual Slab Cell Electrophoresis 

System (BioRad). El gel separador contenía 19 % de acrilamida y  3% el gel 

concentrador, y sus dimensiones eran 5 cm de alto por 8 cm de ancho, y un espesor de 1 

mm. En todas las corridas electroforéticas las muestras fueron sembradas en carriles 

alternados. Las corridas se realizaron a 10 mA durante 30 minutos y a 16 mA durante 3 

horas aproximadamente (o hasta el momento en que el frente de corrida indicado por el 

azul de bromofenol sale del gel). 

Inmediatamente después que termina la electroforesis se expusieron los geles a la 

irradiación con luz UV-B (280-320 nm) y se tomaron imágenes con una cámara digital 

y el filtro fotográfico Amplex Gold (Molecular Probes, número de catálogo A24772) 

para seleccionar sólo la radiación emitida comprendida entre 485-655 nm. La selección 

de la fuente lumínica y del filtro se realizó teniendo en cuenta las longitudes de onda 

máximas de absorción (310 nm) y de emisión (450 nm) del fluoróforo. El tiempo de 

exposición fue de 0,5 segundos, y en todos los casos se tomó una única fotografía 

abarcando tanto los geles de los productos de reacción como los de la curva de 

calibración correspondiente. Para la cuantificación de la fluorescencia se utilizó el 

programa ImajeJ (146, 147), en el que se pueden utilizar dos métodos. Uno consiste en 

la medición del área de cada pico correspondiente al electroferograma de cada carril 

(Figura 2.23-B), analizando la intensidad total dentro del área del gel seleccionada en 

función de un sólo eje, en este caso el eje vertical. La intensidad correspondiente a cada 
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banda se determina trazando una línea de base uniendo los valles adyacentes a cada 

pico, y midiendo el área bajo la curva. El otro método es el utilizado para cuantificar la 

fluorescencia en ensayos de biología celular. En este procedimiento se selecciona el 

área específica donde se desea medir la fluorescencia (en este caso se seleccionaron 

bandas). Luego, a la intensidad registrada se descuenta una fluorescencia de fondo, 

obtenida del promedio de la intensidades provenientes de 3 o más mediciones realizadas 

en diferentes campos del gel donde no hay ninguna banda. En las Figuras 2.23 A y B se 

muestra un ejemplo realizado sobre el carril 5 de la Figura 2.23 A, donde puede 

observarse la manera en que se realizan las selecciones en ambas metodologías. 

Si bien las dos formas de medir la fluorescencia arrojan resultados muy similares, se 

optó por utilizar aquella en la que se seleccionan las bandas individuales (Figura 2.23-

B) debido a que en muchas de las corridas electroforéticas algunas bandas sufren una 

deformación en sus extremos, impidiendo que en la cuantificación de la intensidad en 

función del eje vertical se logren límites bien definidos entre las bandas (notar la 

intensidad del valle entre las bandas de maltoheptaosa y maltooctaosa en la Figura 2.23-

B). Siguiendo los lineamientos descriptos por los desarrolladores, se midió la 

fluorescencia de cada banda. Para corregir la señal de fondo se realizaron mediciones en 

3 o más regiones cercanas a cada banda y realizando un promedio de dichas medidas 

(intensidad media de fondo). En cada medición el programa nos da los valores del área 

seleccionada, la intensidad media (por unidad de área), y la densidad integrada (total), 

entre otras cosas. De esta manera, la fluorescencia total corregida (FTC) para cada 

banda se calculó de la siguiente manera: 

FTC = densidad integrada - (área de la banda * intensidad media de fondo) 
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Figura 2.23: Cuantificación de las bandas obtenidas a partir de la electroforesis del producto de la 

acción conjunta de HBE e isoamilasa, derivatizados con ANDS. (A) Selección del área que contiene la 

fluorescencia total de un carril. (B) Selección de las áreas cuando se realiza la cuantificación individual de 

las bandas. También se realizan mediciones de la intensidad fuera de las bandas, que luego se promedian 

y se utilizan para descontar la fluorescencia de fondo (selecciones pequeñas a ambos lados de las bandas). 

(C) Carril sin selección. 

2.5.11 - Actividad de HBE sobre la cadena glucosídica unida a glucogenina 

2.5.11.1 - Liberación de la cadena transferida mediante isoamilólisis 

Glucogenina humana truncada y parcialmente glucosilada (HGNwt31) en su estado 

dimérico (3 pM) fue autogiucosilada en su máxima capacidad, incubando a 300  C con 

320 jjM de UDP-['4C]-glucosa  (20 mCi/mmol) en presencia de 0,1 M MES (pH 7,0), 

Mn504  5 mM y BSA 1 mg/mi, en un volumen final de 5 pl. Luego de detener la 

reacción con EDTA 10 mM, se agregaron 0,7 j.ig de HBE en buffer fosfato de sodio (pH 

7,5) 100 mM y se incubó durante 2 horas a 30° C. Por último, se agregaron 8000 

unidades de isoamilasa, y se incubó durante 4 horas a 37° C. La cantidad de [14C]-

glucosa unida covalentemente a glucogenina fue cuantificada de la misma manera que 

se ha descripto en el apartado 1.5.5 del Capítulo 1 (página 42). Los controles con los 

que se comparó el resultado de este ensayo comprenden a glucogenina ['4C]-

autoglucosilada en su máxima capacidad sin y con el agregado de HBE o solamente con 

isoamilasa (Figura 2.17-A). 
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2.5.11.2 - Cambio en el límite de 3-ami1ólisis sobre la cadena glucosídica unida a 

glucogenina 

Glucogenina de conejo sin glucosilar (RGNapo3l) fue sometida a [14C]-

autoglucosilación siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado anterior. Luego 

se adicionaron a la mezcla 0,8 pg de HBE en buffer fosfato de sodio (pH 7,5) 100 mM y 

EDTA 10 mM, y se la incubó 2 horas a 300  C. Posteriormente se complementó la 

mezcla con 5 jig de 13-amilasa (Boehringer Mannheim Gmbh) en buffer citrato de sodio 

(pH 5) 100 mM, se incubó a 30° C durante 1 hora, y finalmente se cuantificó la cantidad 

de [14C]-glucosa  unida covalentemente a glucogenina. Los controles con los que se 

comparó el resultado de este ensayo comprenden a glucogenina [14C1-autoglucosilada 

en su máxima capacidad sin y con el agregado de HBE o con 3-amilasa  solamente (ver 

Figura 2.18). 

99 



CAPITULO 3 

SIMULACIONES DE DINÁMICA MOLECULAR DEL CAMBIO 

CONFORMACIONAL REQUERIDO PARA LA TRANSFERENCIA DE LA 

PRIMERA GLUCOSA DE LA GLUCOGENINA 

100 



Capítulo 3: Primera glucosilación de la glucogenina 

3.1 - INTRODUCCIÓN 

El último estudio cristalográfico de la glucogenina publicado (89) fue realizado con 

la isoforma 1 de la enzima humana truncada en su residuo 262 (HGNIA). Dicho trabajo 

es el primero en que se logra resolver la estructura de la enzima humana, obteniendo 

cristales en 11 condiciones diferentes, comprendiendo especies no glucosiladas y 

parcialmente glucosiladas, y dos mutantes una inactiva para la catálisis y la otra inactiva 

como aceptor de glucosas (descriptas en el capítulo 1 como T82M y Y 19417, según la 

numeración correspondiente a la enzima de conejo). El dato más revelador del estudio, 

fue la presentación de la estructura de la enzima en una nueva conformación, en la cual 

un segmento de 30 aminoácidos (residuos 60 a 90) se desplaza hacia una posición en la 

que el sitio activo queda encerrado (Figura 3.1). 

Este cambio estructural inducido por la unión del sustrato al sitio catalítico ya había 

sido descripto para otras enzimas con actividad glicosiltransferasa (150), y se lo 

denomina "conformación cerrada" de la enzima. Se considera que la conformación 

cerrada es la forma activa de la enzima, mientras que la abierta sería inactiva. En el caso 

de la glucogenina, cuando la especie cristalizada fue aquella que se encuentra 

parcialmente glucosilada, no fue posible visualizar la cadena de glucosas unida a 

tirosina- 195 cuando se encuentra en su conformación abierta. En cambio, cuando logró 

ser cristalizada en su conformación cerrada, se observaron cadenas de 4 y  6 glucosas 

ordenadas en el dominio con plegamiento Rossmann atribuido a la interacción con el 

sustrato aceptor (54), permitiendo su visualización por cristalografia de rayos X. Una 

posible explicación sería que en la conformación cerrada, las interacciones entre los 

residuos metionina-75 y arginina-77 (pertenecientes al segmento de 30 aminoácidos que 

se desplaza sobre el sitio activo) con las glucosas unidas a la tirosina, serían 

imprescindibles para su correcto posicionamiento, posibilitando la transferencia de la 
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siguiente glucosa. Si esta hipótesis basada en la observación de datos experimentales es 

correcta, también podría ser válida para el caso en que tirosina-195 (equivalente a la 

tirosina-194 de la proteína de conejo) es la que actúa como sustrato aceptor para la 

incorporación de la primera glucosa. Sin embargo, en todas las estructuras 

cristal ográficas resueltas de glucogenina, la tirosina-195 se encuentra a una distancia del 

UDP-glucosa demasiado grande como para que ocurra la glucosilación, siendo 12 A la 

mínima distancia a la que se la ha encontrado (55). Resulta entonces evidente la 

necesidad de un segundo cambio conformacional que acerque a tiro sina- 195 al sitio 

activo, aunque dicha estructura aún no ha sido revelada mediante el uso de herramientas 

experimentales. Para el caso del dímero de glucogenina, en el Capítulo 1 se presentaron 

evidencias que indican que la incorporación de la primera glucosa ocurriría a través de 

un mecanismo intersubunidad, por lo que el movimiento de la tirosina-195 

correspondiente a una subunidad se llevaría a cabo hacia el sitio de unión del UDP-

glucosa situada en la otra subunidad. 

Figura 3.1: Superposición de estructuras de glucogenina en su conformación cerrada y abierta. Se 
representa el dímero de la conformación cerrada cristalizado con UDP-glucosa (PDB ID: 3T70), donde 
una de las subunidades se coloreó según su estructura secundaria, y la otra en color gris. Para la estructura 
de la glucogenina en conformación cerrada (PDB ID: 3U2T) se representa el monómero, también 
coloreado según su estructura secundaria como la subunidad del dímero con la que se realizó la 
superposición. El segmento de 30 aminoácidos que cambia de posición para funcionar como "tapa" del 
sitio activo se coloreó en verde para el caso de la conformación abierta, y en rojo para la cerrada. 
También se representaron las moléculas de UDP-glucosa en cada sitio activo, y la tirosina-195 de cada 
subunidad, siendo coloreada en gris sólo la tirosina perteneciente a la subunidad que lleva el mismo color. 
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Es muy común encontrar en muchas proteínas que su estructura necesita adoptar 

diferentes estados conf ormacionales para poder cumplir con su función. El 

conocimiento de la variedad de configuraciones accesibles para una proteína, así como 

el detalle a nivel atómico de ciertos movimientos que pueden llevar a cabo, resulta 

fundamental para una completa interpretación de las bases moleculares que gobiernan la 

función que cumplen. En los últimos años, el gran crecimiento de la cantidad de 

estructuras de proteínas obtenidas experimentalmente, y el aumento del poder 

computacional disponible, han colocado a las simulaciones moleculares como una 

poderosa herramienta que logra conectar la estructura de las proteínas con su dinámica. 

Las simulaciones moleculares utilizan métodos computacionales para tratar de 

reproducir las interacciones entre los átomos y así comprender las propiedades de las 

moléculas y materiales. Dichos métodos abarcan desde cálculos de mecánica cuántica 

para un pequeño grupo de átomos, hasta las simulaciones de dinámica clásica "de grano 

grueso", en la cual el modelo en estudio es simplificado, representando en una única 

partícula un grupo de átomos (151). 

Las simulaciones de dinámica molecular han demostrado ser un valioso instrumento 

para investigar el comportamiento dinámico de macromoléculas estables a temperaturas 

fijas. Sin embargo, generalmente las transiciones entre diferentes estados 

conf orrnacionales no tienen lugar durante los tiempos de una simulación convencional, 

u ocurren sólo de manera accidental o a temperaturas excepcionalmente altas. Las 

simulaciones de dinámica molecular guiadas (SMD, por sus siglas en inglés de "steered 

molecular dynamics") representan una extensión de este tipo de metodología, en la cual 

se aplica una fuerza externa a un grupo de átomos para obligarlos a desplazarse a una 

determinada posición. Este tipo de procedimiento es ampliamente utilizado, por 

ejemplo, en el estudio de las interacciones responsables de la unión de un ligando a una 

proteína, donde se analiza la respuesta del sistema frente a la aplicación de una fuerza 

sobre el ligando, con el propósito producir la disociación. También se ha utilizado en el 

estudio a nivel atómico de grandes estiramientos reversibles que puede sufrir la 

estructura de algunas proteínas, imitando lo que sucede cuando se utiliza la técnica 

experimental de microscopía de fuerza atómica para analizar dicho proceso. En esta 

metodología la ecuación que describe a la fuerza aplicada es la siguiente: 

¡-4—* \ 	1  F=k*[v*t_(r_ro)*n —*j (7) 
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donde k es la constante de fuerza, y es la velocidad, ñ es la dirección y 	es la 

diferencia entre la posición del átomo (o grupo de átomos) al tiempo t con respecto a la 

posición inicial. Si el cambio en la posición (-) a tiempo t no acompaña a 

desplazamiento determinado por y * t, entonces la fuerza ejercida será mayor. De esta 

manera, se puede representar la fuerza realizada en función del tiempo, o en función de 

la posición del átomo o molécula donde se aplica la fuerza, y así obtener un perfil de la 

fuerza necesaria para llevar a cabo el movimiento deseado. 
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3.2 - OBJETIVOS 

En vista de que hasta el momento no se ha logrado obtener de manera experimental 

la estructura tridimensional que describe a la conformación que la glucogenina necesita 

adoptar para ubicar en posición de ataque a la tirosina aceptora de la primera glucosa, 

este capítulo está enfocado a la obtención de dicha estructura a través del uso de 

simulaciones de dinámica molecular guiadas, empleando las coordenadas 

tridimensionales correspondientes al dímero de la enzima humana en su conformación 

cerrada. Además, el estudio es complementado con simulaciones de dinámica molecular 

convencionales para evaluar la estabilidad de la estructura final obtenida. Tanto en las 

simulaciones guiadas como en las convencionales se analizará la aparición de nuevas 

interacciones que pudiesen favorecer la estabilización de la conformación de ataque. 
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3.3 - RESULTADOS 

3.3.1 - Búsqueda del camino para el acercamiento de la tirosina-195 al centro 

activo 

El estudio aborda la autoglucosilación inter-subunidades intradímero de la 

glucogenina ya que los únicos datos estructurales existentes provienen de estudios de 

difracción de rayos X de su forma dimérica. Para acercar la tirosina-195 de una 

subunidad hacia el UDP-glucosa situado en el sitio activo de la otra subunidad se 

emplearon simulaciones de dinámica molecular guiadas (SMD), para las que es 

necesario definir una coordenada de reacción, tal como el cambio en la distancia entre 

los centros de masa de átomos o moléculas, o el cambio en el valor de un ángulo 

determinado. En el sistema que aquí se estudió, fue seleccionada como coordenada de 

reacción la distancia entre el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo perteneciente al 

residuo tirosina-195 de la subunidad a del dímero de glucogenina (HH-Y195a), y el 

oxígeno anomérico de la porción glucosa del UDP-glucosa de la subunidad b (03b-

UDPGb). La elección se basó en los resultados publicados por Chaikuad et al. en 2011, 

donde se presentan fuertes evidencias que apuntan a que la autoglucosilación de 

glucogenina seguiría un mecanismo tipo Sni (89). El primer paso de este mecanismo 

involucra la formación de un ión oxocarbenio como intermediario, facilitado por la 

protonación de 03b-UDPGb por parte del sustrato aceptor, con el posterior ataque 

nucleofílico del grupo hidroxilo deprotonado del sustrato aceptor hacia el carbono 

anomérico de la molécula de glucosa que será transferida (Figura 3.2). En las 

simulaciones de dinámica molecular no se realizan cálculos referidos a redistribución de 

cargas, ruptura y formación de enlaces, etc., imposibilitando la visualización de 

reacciones químicas. Sin embargo, se puede analizar la ocurrencia de estructuras que 
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más se asemejen al estado de transición de la reacción en estudio, denominadas 

"confórmeros de ataque cercano", o NACs, por sus siglas en inglés de "near attack 

conformers" (152). Ya en 1946 Linus Pauling propuso un concepto ampliamente 

aceptado en la actualidad, según el cual la base de la catálisis enzimática radica en la 

mayor afinidad que poseen los sitios activos de las enzimas por la estructura inicial del 

sustrato en el estado de transición, con respecto a la afinidad por la estructura del 

sustrato (153). En el caso de la reacción de la glucosilación de tirosina-195, el primer 

evento que se llevaría a cabo es la protonación de 03b-UDPGb por parte del hidroxilo 

de la tirosina, por lo que se definirá como NACs en este sistema a las estructuras en las 

que se encuentra formado el enlace puente de hidrógeno entre HH-Y195a y 03b-

UDPGb, siendo ésta la coordenada de reacción que se eligió para las simulaciones 

SMD, como se mencionó anteriormente. Además, se tomó un valor para el ángulo 

óptimo del puente de hidrógeno de entre 1500 y 180° (154). En la Figura 3.3 se 

esquematiza la estructura definida como NAC en el sistema que aquí se estudia. 

-1- ww 

Figura 2.2: Mecanismo propuesto por Chaikuad et al. (89) para el mecanismo de auto glucosilación de 
glucogenina. Las líneas punteadas representan enlaces en formación o ruptura. 

Figura 3.3: Esquema que representa los requerimientos de distancia y ángulo de acercamiento para el 
puente de hidrógeno formado entre HH-Yl 95a y 03b-UDPGb que describen la estructura del NAC. 
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Cuando la dirección en la que se realizó el movimiento de aproximación fue 

directamente hacia el 03b-UDPGb (Figura 3.4, flecha azul), no se observó una 

disminución de la fuerza aplicada al llevar a tirosina-195 hasta la posición del UDP-

glucosa (Figura 3.5-A, marcado con **). La trayectoria que resultó conveniente para 

llevar a cabo el movimiento de tirosina-195, fue en cambio aquella en la que se dirige a 

HH-Y195 hacia el centro de dicha cavidad (Figura 3.4, flecha roja), observándose una 

disminución total de la fuerza aplicada una vez que se alcanzó la mínima distancia entre 

el HH-Y195a y el 03b-UDPGb (Figura 3.5-A, marcado con *). En la Figura 3.5 se 

comparan las distancias entre HH-Y195 y 03b-UDPGb en función del tiempo para las 

SMD realizadas en las 2 direcciones mencionadas, y sus correspondientes perfiles de la 

fuerza aplicada. Si bien cuando se utilizó la dirección hacia 03b-UDPGb la distancia 

entre HH-Y195a y 03b-UDPGb alcanzada fue menor (Figura 3.5-B), la disminución en 

la fuerza aplicada fue, en cambio, claramente mayor cuando la orientación empleada fue 

hacia el centro de la cavidad (Figura 3.5-A, marcado con *), indicando que algún evento 

ocurrido durante la simulación provocó que no sea necesaria la aplicación de una fuerza 

para que el HH-Y195a permanezca en el lugar al que ha llegado. En el apartado 

siguiente (3.3.2) se analizarán las bases moleculares determinantes de la diferencia 

observada en estos perfiles de fuerza. En base a estos resultados, se prosiguió con el 

estudio utilizando la orientación que dirige a tirosina-195 hacia el centro de la cavidad 

(Figura 3.4, flecha roja). 

Figura 3.4: Direcciones utilizadas en la búsqueda del camino para que tirosina-195 logre colocarse en 
posición de ataque para la incorporación de la primera glucosa. La flecha color azul indica la dirección 
hacia el 03b-UDPG, y la flecha roja hacia el carbono a del residuo lisina-85b (no representado en la 
imagen). (A) La cadena principal de la subunidad donde se encuentra la molécula de UDP-glucosa se 
representa con cintas, con una coloración correspondiente a su estructura secundaria (hélice a en amarillo 
y láminas 0 en azul). La hélice-a de la subunidad que contiene la tirosina-195a sobre la que se aplica la 
fuerza se encuentra coloreada en naranja. (B) La imagen presentada en (A), con el agregado de una 
representación de la superficie (color gris con transparencia) de la subunidad hacia la que se dirige HH-
Y195a, donde puede visualizarse cómo queda definida la cavidad por la que tirosina-195a puede acceder 
al UDP-glucosa. 
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Figura 3.5: Perfil de fuerza aplicada (A) y distancia entre HH-Y195a y 03b-UDPGb (B) en función del 
tiempo de simulación, para las dos direcciones empleadas para realizar el desplazamiento. Con línea roja 
se presentan los resultados cuando se dirigió a HH-Y195a directamente hacia 03b-UDPGb, y con línea 
negra los correspondientes al movimiento realizado hacia el centro de la cavidad. Para ambas 
simulaciones SMD se utilizó una k = 10 kcal . mol-1  nm 2. 

En la Figura 3.6-A se encuentran representadas las fuerzas ejercidas sobre HH-

Y195a en función del tiempo de simulación para dos constantes de fuerza diferentes (2 

y 10 kcal mol-1  nm 2 ), y en la Figura 3.6-B la variación en la distancia entre HH-

Y195a y 03b-UDPGb correspondiente. Como puede apreciarse, la mínima distancia 
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entre HH-Y195a y 03b-UDPGb alcanzada en cada simulación SMD coincide con una 

disminución en la fuerza aplicada. Sin embargo, sólo en la SMD donde se empleó el 

menor valor de k, la distancia entre HH-Y195a y 03b-UDPGb llegó a tomar un valor 

cercano a 2 A, en el que se considera que el enlace puente de hidrógeno se ha formado, 

mientras que cuando se usó k = 10 kcal mol-1  nm 2  no se logró alcanzar una distancia 

propia para un enlace de este tipo. 

Figura 3.6: Perfil de fuerza aplicada (A) y distancia entre HH-Y195a y 03b-UDPGb (B) en función del 
tiempo de simulación, utilizando una k = 2 (línea roja) o 10 (línea negra) kcal mol` nm 2. 
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El hecho de que cuando menor fue la magnitud de la k utilizada, se registraran 

valores menores para la distancia mínima entre HH-Y195a y 03b-UDPGb puede 

deberse a que HH-Y195a tendría más libertad para explorar diferentes posiciones 

cuando la k es más pequeña, permitiendo que pueda encontrarse con 03b-UDPGb y 

formar un enlace puente de hidrógeno con éste. Precisamente, en el perfil 

correspondiente a k = 2 kcal mol-1  nm 2  la fuerza no disminuye a los valores 

obtenidos cuando k = 10 kcal mol' nm 2, ya que la presencia del enlace puente de 

hidrógeno entre HH-Y195a y 03b-UDPGb mantendría alejado a HH-Y195a de la 

posición a la que se le está forzando a llegar. En la Figura 3.6 también puede advertirse 

que mientras menor es el valor de k empleado, mayor es el tiempo necesario para que se 

alcance la mínima distancia entre HH-Y195a y 03b-UDPGb, debido a que HH-Y195a 

demora más tiempo en alcanzar la posición de referencia determinada por y * t 

(ecuación 7). Vale la pena aclarar que todas las simulaciones SMD presentadas en las 

Figuras 3.5 y  3.6 fueron más largas que lo representado. Sólo se graficó hasta el tiempo 

de simulación en que se alcanzó la mínima distancia entre HH-Y195a y 03b-UDPGb 

para una visualización más clara de los resultados. En los tiempos posteriores (no 

graficados) la posición de HH-Y195a sobrepasa la posición que ocupa el UDP-glucosa, 

alejándose del mismo. 

3.3.2 - Interacciones estabilizantes de la conformación final 

Cuando se analizaron las trayectorias correspondientes a cada SMD donde se aplicó 

la orientación que dirigió a tirosina-195 directamente hacia el centro de la cavidad, se 

identificó la formación de interacciones que acompañaron la disminución de la fuerza 

aplicada. De este modo, se encontró que el grupo carboxilo del residuo aspartato-125b 

forma un puente de hidrógeno con el hidroxilo de la serina-196a, inmediatamente 

adyacente a la tirosina-195a sobre la que se aplica la fuerza (Figura 3.7, A). El 

aspartato-125 fue previamente identificado por cristalografía de rayos X, como un 

aminoácido importante en la unión del extremo no reductor de una cadena de glucosas 

al sitio de unión del sustrato aceptor (Figura 3.8). Lo mismo sucede con las 

interacciones hidrofóbicas encontradas entre tirosina-195a y los aminoácidos leucina-

214b y metionina-75b (Figura 3.7-B), que también están presentes cuando el sustrato 

aceptor es un oligosacárido (89). Por otra parte, el aminoácido arginina-77b, 

perteneciente al segmento que actúa como "tapa" del sitio activo, muy importante en la 
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estabilización de la conformación cerrada por su interacción con los grupos fosfato del 

UDP-glucosa, podría participar facilitando la llegada de tirosina-195a a través de la 

formación de enlaces puente de hidrógeno entre alguno de los átomos de hidrógeno de 

los grupos amino de la cadena lateral y el grupo hidroxilo de tirosina-195a (Figura 3.7-

A). 

rí- 1 	1B 

Figura 3.7: Detalle de las interacciones 
generadas cuando tirosina-195 alcanza una 
posición de ataque para la incorporación de la 
primera glucosa (B). Con línea punteada se 
indican los enlaces puente de hidrógeno formados 
entre HH-Y195 y 03b-UDPG, así como también 
aquellos encontrados entre serina-196a y 
aspartato-125b, tirosina-195a y arginina-75b, y los 
grupos fosfato del UDP-glucosa y arginina-77b. 
Los números en gris indican las distancias en A. 
También puede observarse la disposición paralela 
de los anillos aromáticos de tirosina-197a y 
triptofano-128b. En (A) se representa la 
disposición de los aminoácidos antes de efectuar el movimiento. En (C) se muestra la misma situación 
que en (B), pero desde un ángulo que favorece la visualización de las posiciones de leucina-214b y 
metionina-75b con respecto a la de tirosina-195a. En el extremo superior izquierdo se colocó un indicador 
de la orientación de los ejes x, y, z. 

Una diferencia importante con respecto a los datos experimentales en los que se 

encuentra una cadena de glucosas como sustrato aceptor (89) en lugar de tirosina, es que 

en los resultados aquí presentados tirosina-197a no interacciona con el sustrato aceptor, 

sino que cambió su posición dirigiéndose hacia el interior de la hélice-a que la contiene, 

generando una interacción hidrofóbica importante con el triptofano-128b (Figura 3.7). 

Incluso, cuando se utilizó una k = 10 kcal mol-1  nm 2, tirosina-197b continúa su 

movimiento ubicándose aún más adentro de la hélice-a que la contiene, en una zona 

muy rica en aminoácidos hidrofóbicos, como leucina-189a, leucina-198a, fenilalanina-

201a y fenilalanina-245a (Figura 3.9). 
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Figura 3.8: Interacciones descriptas por 
cristalografía de rayos X entre los aminoácidos del 
sitio activo y una cadena de glucosas que acaba de 
actuar como aceptora de una molécula de glucosa 
("Glc O"). "Glc 1" es el extremo reductor del 
oligosacárido que sirvió como sustrato aceptor en 
una reacción de sustitución nucleofílica interna 
(Sni). Imagen tomada de Chaikuad et al. (89). 

Figura 3.9: Disposición de tirosina-197a dentro 
de la hélice-a que la contiene. Con líneas y esferas 
se representan tirosina-195a y tirosina-197a, 
mientras que leucina-189a, leucina-198a, 
fenilalanina-201a y fenilalanina-245a se 
representan sólo con líneas 

En la Figura 3.10 se presenta la evolución en función del tiempo de las distancias que 

definen las interacciones mencionadas, donde se puede apreciar la coincidente 

disminución de la fuerza aplicada con la aparición de cada una de esas interacciones. 

Notar que la interacción de tirosina-195a con arginina-77b es inmediatamente anterior a 

la formación del puente de hidrógeno que caracteriza a la estructura del NAC. El 

movimiento de la cadena lateral de tirosina-197 también pudo seguirse a través del 

cambio en el valor de los ángulos dihedros psi y phi de tirosina-197 (Figura 3.11). De 

esta manera es posible evidenciar el movimiento más pronunciado de la tirosina-197 

cuando se utilizó una k = 10 kcal mol-1  nm 2, observándose un mayor cambio en el 

ángulo psi (Figura 3.11-A), mientras que cuando se toma en cuenta la distancia entre los 

centros de masa de los anillos aromáticos de la tirosina-197a y el triptofano-128b, lo 

que se observa es que en los últimos ps de cada simulación las cadenas laterales se 

alejan un poco (Figura 3.10-C). Cabe destacar que las interacciones hidrofóbicas (como 

las que describen en los gráficos C y D de la Figura 3.10) se hacen importantes cuando 

la distancia entre los grupos es menor a 6 A, siendo muy fuertes cuando se encuentran 

a una longitud de 4 A (155). 

Cuando se analizó la trayectoria correspondiente a la SMD en que se direccionó a 

HH-Y195a hacia el 03b-UDPGb (Figura 3.3, flecha azul) y se utilizó una k = 10 kcal 

mol' nm 2, se observó que tirosina-197a no cambió su posición hacia la región donde 

se encuentra el triptofano-128b. Tampoco se alcanzó a formar el enlace puente de 

hidrógeno entre la serina-196a y el aspartato-125b. La única similitud con respecto a lo 
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observado en la otra orientación utilizada, es la interacción hidrofóbica de tirosina-195a 

con leucina-214b (resultados no mostrados). 
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Figura 3.10: Distancias que describen las interacciones encontradas de manera concomitante con una reducción 
significativa de la fuerza aplicada para los 2 valores de k utilizados, 2 (línea negra) y 10 (línea roja) kcal . mol' nm 
2• Se registraron las distancias entre el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo de serina-196a y uno de los oxígenos 
del carbonilo de aspartato-125b (B), el centro de masa de los anillos aromáticos de tirosina-197a y triptofano-128b 
(C), los centros de masa de las cadenas laterales de metionina-75b (línea punteada) y leucina-214b (línea continua), 
con el centro de masa de tirosina-195a (D), el átomo de oxígeno del grupo hidroxilo de tirosina-195a y uno de los 
átomos de hidrógeno de uno de los dos grupos amino de arginina-77b (E). En (A) se presentan los perfiles de fuerza 
aplicada correspondientes. 
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Figura 3.11: Evolución en función del tiempo de los ángulos dihedros psi (A) y phi (B) de tirosina-
197a para las simulaciones SMD a 2 y  10 kcal mol' nm 2. 

3.3.3 - Conformaciones de ataque 

Con la finalidad de evaluar la formación, estructura y tiempo de permanencia de los 

NACs luego de las simulaciones SMD, se realizaron simulaciones de dinámica 

molecular convencionales (CMD), tomando como punto de partida estructuras 

correspondientes a tiempos de simulación en los que hubo una marcada disminución de 

la fuerza. Se eligió como punto de partida para llevar a cabo una simulación CMD de 25 

ns, una conformación correspondiente al tiempo de simulación de 21 ns de la SMD 

donde se utilizó una k = 2 kcal mol-1  nm 2, ya que en este punto se observó la 

formación del puente de hidrógeno que describe al NAC (Figura 3.7 B y C). En esta 

simulación pudo observarse que el puente de hidrógeno entre HH-Y195a y 03b-

UDPGb se mantuvo durante más de 15 ns, incluso con una convergencia hacia valores 

menores en la distancia del enlace, así como del ángulo óptimo del enlace (Figura 3.12), 

hasta que aproximadamente a los 16 ns se pierde. La representación de la longitud del 

enlace en función del ángulo donor—H . aceptor constituye una buena manera de 

visualizar la coexistencia de distancias y ángulos en los enlaces puentes de hidrógeno 

formados (Figura 3.13). En la Figura 3.14 puede observarse que previo a la pérdida de 

la estructura NAC (aproximadamente a los 12 ns), se rompe tanto el enlace puente de 
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hidrógeno entre el aspartato-125b y la serina-196a, como la interacción hidrofóbica 

establecida por el apilamiento de los anillos aromáticos de tirosina-197a y triptof ano-

128b, evidenciable mediante el análisis de la distancia entre los centros de masa de los 

anillos aromáticos en función del tiempo. 

Figura 3.12: Variación de la distancia (A) y el ángulo (B) en función del tiempo para el enlace puente 
de hidrógeno formado entre HH-195a y 03b-UDPG durante la simulación SMD. 

• 1 

o 
40 60 80 100 120 140 160 180 
Ángulo TIr-(O-H-.-03b)-UDP-glucosa (grados) 

40 60 60 80 100 120 140 160 18 
Ángulo Tir-(O-H.-.03b)-UDP-glucosa (grados) 

Figura 3.13: Representación de los NACs a través de la gráfica de la distancia en función del ángulo de 
acercamiento para el puente de hidrógeno formado entre HH-Y195a y 03b-UDPGb en la simulación 
CMD. El recuadro demarcado por las líneas rojas indica la distancia y el rango óptimo del ángulo para la 
formación del enlace. 
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Figura 3.14: Distancia en función del tiempo para el puente de hidrógeno formado entre serina-196a y 
aspartato-125b (A), y entre los anillos aromáticos de tirosina-197a y de triptofano-128b (B), en la 
simulación CMD. En las leyendas los dos oxígenos carbonílicos del aspartato-125b fueron nombrados 
como OD1 y 0D2, y "Ar" representa los anillos aromáticos de los aminoácidos tirosina-197a y 
triptofano-128b. 
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3.4 - DISCUSIÓN 

Hasta el momento no se ha logrado obtener experimentalmente la estructura 

correspondiente a la conformación requerida para la incorporación de la primera 

glucosa en la reacción de autoglucosilación de glucogenina. En este capítulo se 

emplearon las simulaciones de dinámica molecular guiada (SMD) para tratar de develar 

que conformación podría dar cuenta de dicha reacción. Las estructuras de glucogenina 

disponibles para realizar este análisis han sido obtenidas por cristalografía de rayos X, 

en las que se la encuentra formando un dímero, y con tirosina-195 a una distancia de 12 

a 20 A de la molécula de UDP-glucosa de cualquiera de las subunidades (55, 89). En el 

dímero, las primeras unidades de glucosa son transferidas mediante un mecanismo 

intersubunidad (156), por lo que para que ocurra la glucosilación de tirosina-195 debiera 

haber un acercamiento de este aminoácido perteneciente a una subunidad hacia el sitio 

activo de la otra subunidad donde se encuentra la molécula de UDP-glucosa. 

Se han descripto experimentalmente dos estados conf ormacionales para glucogenina, 

uno abierto e inactivo, y otra cerrado y activo (89), siendo la estructura cerrada la 

elegida para comenzar con este estudio. La estrategia del uso de SMD involucró la 

aplicación de una fuerza sobre el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo de la tirosina-

195 de una subunidad (HH-Y195a), con dirección hacia la molécula de UDP-glucosa de 

la otra subunidad, a una velocidad de 1 A/ns. La estructura del confórmero de ataque 

cercano (NAC) que se buscó en este trabajo, comprende la formación del puente de 

hidrógeno entre HH-Y195a del aceptor y el átomo de oxígeno anomérico de la porción 

glucosa del sustrato dador (03b-UDPGb). Con el fin de lograr la formación de esta 

interacción, primero se utilizó una orientación que dirigió a HH-Y195a directamente 

hacia el 03b-UDPGb, aunque no se obtuvieron resultados positivos. Por esto, se optó 

por una orientación cuya trayectoria hace pasar a tirosina-195 por el centro de la 

1 

118 



Capítulo 3: Primera glucosilación de la glucogenina 

cavidad que se forma cuando la glucogenina adopta la conformación cerrada (Figura 

3.4). En este caso, se evidenció una significativa disminución de la fuerza aplicada, 

necesaria para trasladar a HH-Y195a a una posición cercana a la de 03b-UDPGb como 

para permitir la formación del puente hidrógeno (Figura 3.6). El análisis de las 

trayectorias de las SMD arrojó información acerca de las interacciones responsables de 

la mencionada caída en la fuerza necesaria para mantener a HH-Y195a en la posición 

requerida (Figuras 3.7 y  3.10). En algunas de las interacciones encontradas participaron 

los mismos aminoácidos que fueran descriptos cuando el sustrato aceptor es el extremo 

reductor de una cadena de glucosas (Figura 3.8), como es el caso de las interacciones 

hidrofóbicas de tirosina-195a con metionina-75b y con leucina-214b. En el caso de la 

arginina-77b, cuando el sustrato aceptor es una glucosa, su cadena lateral forma puente 

de hidrógeno con la molécula de glucosa situada en el sitio "Glc-2" (Figura 3.8), 

mientras que cuando el sustrato aceptor es tirosina-195, la arginina-77b podría participar 

en la instancia inmediatamente previa a la formación de la estructura NAC. Por otra 

parte, la serina-196a y el aspartato-125b participan en la formación de puentes de 

hidrógeno con el sustrato aceptor cuando éste es un oligoglucano, pero formarían un 

importante puente de hidrógeno entre ellos cuando la reacción es la incorporación de la 

primera glucosa sobre tirosina-195. El rol del aspartato-125b es el que permanecería 

invariable, siendo en ambos casos muy importante en la estabilización del sustrato 

aceptor. El rol de tirosina-197a también es importante cualquiera sea el sustrato aceptor, 

ya sea interaccionando con la molécula de glucosa terminal de un oligoglucano, o 

cambiando su posición para establecer una fuerte interacción hidrofóbica con el 

triptofano-128b que permite la estabilización de la estructura en la que tirosina-195 

forma parte del NAC. 

Cuando se llevaron a cabo simulaciones convencionales (CMD) a partir de la 

estructura obtenida luego de la simulación SMD, el puente de hidrógeno que define al 

NAC se mantuvo durante un tiempo considerable (más de 15 ns). Además, durante el 

período de tiempo en que se mantuvo el NAC, los valores de distancia y ángulo del 

puente de hidrógeno entre HH-Y195a y 03b-UDPGb convergieron hacia valores 

óptimos (Figura 3.12 y 3.13). La subsistencia de la estructura NAC durante un tiempo 

considerable en la simulación CMD haría suponer que se ha encontrado la estructura 

que se buscaba, y consecuentemente las interacciones determinantes de que esta 

conformación exista. 
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En el presente estudio no se encontraron nuevos residuos aminoacídicos responsables 

de la estabilización de tirosina-195 como sustrato aceptor, sino que se describen 

diferentes interacciones para algunos de los aminoácidos que ya se ha demostrado 

experimentalmente que participan en la unión del sustrato aceptor al sitio activo de 

glucogenina, cuando éste es un oligoglucano (Figura 3.8). En este contexto resulta 

lógico pensar que los mismos residuos estén involucrados en la interacción con el 

sustrato aceptor, independientemente de que se trate de la tirosina-195 o el extremo no 

reductor de una cadena de glucosas. 

Los resultados obtenidos representan la primera noción estructural acerca del cambio 

conformacional requerido para la incorporación de la primera glucosa sobre tirosina-195 

para dar inicio a la formación del oligoglucano generado por la autoglucosilación de 

glucogenina. El conocimiento de las interacciones responsables de la presencia de este 

cambio estructural podría ser tomado como referencia para el diseño de experimentos 

que corroboren lo observado mediante este enfoque teórico. 
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3.5 - Procedimientos Experimentales 

3.5.1 - Herramientas y software 

Para la preparación del sistema se utilizó el programa LEO (157, 158), y  para la 

minimización de energía, equilibrado del sistema con un arreglo microcanónico (NVE) 

e isotérmco-isobárico (NPT), y las simulaciones de producción, se utilizó el programa 

ACEMD (159), especialmente desarrollado para el uso de unidades de procesamiento 

gráfico (GPU) en la producción de simulaciones de biomoléculas. El GPU utilizado fue 

el NVIDIA GeForce GTX 570. Para el análisis de las trayectorias se usaron los 

programas ptraj y cpptraj (160), y  para la visualización de las estructuras y preparación 

de imágenes el programa VMD (161). 

3.5.2 - Preparación del sistema 

Las coordenadas atómicas del dímero de glucogenina humana utilizadas fueron 

aquellas correspondientes a la enzima en su conformación cerrada, cristalizada con 

UDP-glucosa y Mn 21  (89; PDB ID: 3T70). Las moléculas de agua cristalográficas 

fueron eliminadas, y se creó una caja de solvatación utilizando el modelo de agua 

SPCIE (162), dejando una distancia mínima de 16,5 nm entre cualquier átomo de la 

proteína y el borde de la caja. El campo de fuerza utilizado para describir los parámetros 

de la proteína fue el ff03 de AMBER (163), mientras que para el UDP-glucosa se utilizó 

el GLYCAM-06 (164) con la introducción algunos parámetros descriptos especialmente 

para ésta molécula por Petrová et al. (165). Las cargas fueron neutralizadas con iones 

Na, y se agregaron iones Na y C1 necesarios para una concentración 0,15 M. El 

resultado final es un sistema consistente de 29373 moléculas de agua, con un total de 
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96531 átomos. Para todos los enlaces covalentes en los que se encuentran involucrados 

átomos de hidrógeno, se aplicó el algoritmo SHAKE (166) para restringir su longitud al 

valor de equilibrio. Las interacciones electrostáticas de largo alcance fueron manejadas 

con una implementación para GPU (167) del algoritmo PME (168). Para las 

interacciones de Van der Waals entre átomos no enlazados, se utilizó una distancia 

límite de 9 A, con una distancia de intercambio de 7,5 A. La temperatura se mantuvo a 

293 K mediante el uso del termostato de Langevin, con una constante de amortiguación 

de 0,1 ps-1. El tiempo de integración empleado fue de 2 fs. 

Se realizó una minimización de la energía durante 10000 pasos, seguida de un 

equilibrado de 1 ns con un arreglo microcanónico (NVE), donde la posición de los 

átomos que componen la cadena principal de la proteína fue restringida utilizando una 

constante elástica de 1 kcal mol' . nm* Finalmente se llevó a cabo un equilibrado 

isotérmico-isobárico durante 6 ns, sin restricción en las posiciones, y utilizando el 

baróstato de Berendsen para mantener la presión a 1 atmósfera. Luego, para todas las 

simulaciones de producción, se utilizó un arreglo canonico (NVT). 

3.5.3 - Simulaciones de dinámica molecular guiada 

Se aplicó una fuerza externa sobre el átomo de hidrógeno del grupo hidroxilo de la 

tirosina-195 (HH-Y195) de una de las subunidades del dímero de glucogenina, en 

dirección al centro de la cavidad ubicada entre dicho aminoácido y el UDP-glucosa. La 

referencia que se tomó para dirigir al HH-Y195 hacia el centro de la cavidad fue el 

carbono a del residuo lisina-85. La conducción de HH-Y195 fue realizada a diferentes 

velocidades constantes (1, 2, 4 y  25 AJns). También se aplicaron fuerzas de variada 

intensidad, a través del uso de distintas magnitudes para la constante de fuerza k (2 y  10 

kcal mol' nm 2). Para todas las simulaciones se utilizó el equilibrado NPT como 

punto de partida, por lo que en todas ellas la posición inicial de tirosina-195 fue la 

misma. Luego de las diferentes SMD realizadas se llevaron a cabo sendas simulaciones 

de dinámica molecular convencionales (CMD), tomando como punto de partida el 

tiempo indicado para cada simulación SMD. En todas las simulaciones de producción se 

registraron las coordenadas cada 10 ps. En el caso de las simulaciones SMD las fuerzas 

ejercidas sobre HH-Y195 y la distancia entre HH-Y195 y 03b-UDPG fueron 

registradas cada 2 Ps. 
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Capítulo 1 

• El monómero de glucogenina exhibió la capacidad de generar por autoglucosilación un 

oligoglucano con la misma longitud con la que lo hace el dímero. Esto implica que 

glucogenina puede iniciar in vivo la biosíntesis de novo del glucógeno inmediatamente 

después que la enzima ha sido sintetizada, sin necesidad de que se alcance la concentración 

requerida para su dimerización. 

• Se demostró que el mecanismo de glucosilación intrasubunidad interviene en la 

autoglucosilación del dímero de glucogenina. Más aún, se comprobó que dicha 

glucosilación intrasubunidad es imprescindible para que el dímero consiga producir una 

cadena de glucosas con la longitud máxima reportada. 

Estos resultados dieron lugar a la siguiente publicación: 

"Mechanisms of monomeric and dimeric glycogenin autoglucosylation." 

Issoglio, F. M., Carrizo, M. E., Romero, J. M., & Curtino, J. A. (2012). 

Journal of Biological Chemistry, 287(3), 1955-1961. 

Capítulo 2 

• Se logró obtener de manera recombinante la enzima ramificante de glucógeno humana 

(HBE) activa, expresándola en células de insecto Sf9. Esta es la primera vez que se reporta 

la expresión heteróloga de una enzima ramificante de glucógeno de mamífero. 

• Mediante el uso de electroforesis de carbohidratos asistida por fluoróf oro (FACE) se realizó 

un análisis del perfil de la longitud de las ramificaciones generadas por la HBE sobre 

amilosa, manifestándose su preferencia por transferir maltoheptaosa. 

• También se utilizó FACE en los estudios cinéticos que llevaron a proponer que la HBE se 

comportaría como una enzima alostérica. Esto resulta particularmente novedoso puesto que 

en los estudios cinéticos de otras enzimas ramificantes publicados hasta el momento se 

asume que tendrían un comportamiento Michaeliano. Esta hipótesis podría además hacerse 

extensiva a gran parte de las enzimas que pertenecen a la familia G1-113, o al menos a 

aquellas que presenten dominios que posean módulos de unión a carbohidratos. 
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• El oligoglucano de la glucogenina en su máximo grado de autoglucosilación, no fue 

utilizado por la HBE para generar la primera ramificación de la iniciación del glucógeno, 

indicando que para ello glucogenina debe alcanzar un grado de glucopolimerización mayor a 

13 glucosas. 

Capítulo 3 

• Mediante el uso de simulaciones de dinámica molecular guiada (SMD), se encontró un 

posible camino para el acercamiento de la tirosina-195 de una subunidad del dímero de 

glucogenina hacia el sitio de unión del UDP-glucosa correspondiente a la otra subunidad, 

que explicaría de qué manera la conformación de la enzima podría moverse, a fin de reducir 

la distancia que los separa para permitir la auto glucosilación. 

• La estructura del confórmero de ataque cercano (NAC) encontrado por SMD para la 

incorporación del primer residuo glucosídico a la tirosina, tuvo un tiempo de vida 

considerablemente bueno al realizar una dinámica molecular convencional (CMD) a partir 

de dicho conf órmero. 

• En las interacciones halladas que podrían ser responsables de la estabilización del aceptor 

tirosina-195 en la estructura del NAC, participan los mismos aminoácidos que han sido 

descriptos en estudios cristalográficos previos, correspondientes al caso en el que el aceptor 

era el extremo no reductor de un oligoglucano unido a la tirosina. 

• Los resultados presentados en este capítulo representan el primer estudio en el que podría 

ser descripto el estado conformacional requerido para la transferencia de la primera glucosa 

en la auto glucosilación de glucogenina dimérica, así como los aminoácidos involucrados en 

la estabilización de dicha estructura. 
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