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RESUMEN

La deficiencia de la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la enzimopatia
mas frecuente en el humano y el quinto defecto congénito mas comun a nivel mundial,
afectando a mas de 400 millones de personas en el mundo. La prevalencia global de la
deficiencia de G6PD es de 4.9 % correlacionada geograficamente con areas habitadas
por poblaciones histéricamente expuestas a la malaria endémica, incluidos Africa,
Mediterraneo Europeo, Asia Sur-Oriental y Latinoamérica. En México, la deficiencia de
la enzima se ha estimado con una frecuencia de 0.75 %. Esta deficiencia es una
enfermedad hereditaria ligada al cromosoma X, defecto causado por mutaciones en el
gen de la g6pd, lo que resulta en mutantes de proteinas con diferentes niveles de
actividad de la enzima y que se asocian con una amplia gama de fenotipos clinicos. Las
manifestaciones clinicas mas frecuentes son: ictericia neonatal, episodios de anemia
hemolitica aguda que en la mayoria de los pacientes se activa por un agente exégeno y
anemia hemolitica crénica. La G6PD cataliza el primer paso de la via de las pentosas
fosfato, que convierte a la glucosa 6 fosfato en gluconolactona 6 fosfato con la
formacién de NADPH. La coenzima NADPH es la donante de electrones fundamental
para un nimero importante de reacciones enzimaticas reductoras como la reaccion
catalizada por la enzima glutatién reductasa (GR), esencial en la protecciéon de la
célula contra el estrés oxidativo. Dado que las células rojas de la sangre no contienen
mitocondrias, la via de las pentosa fosfato es su unica fuente de NADPH para
mantener los niveles intracelulares de glutation reducido; por lo tanto, la defensa

contra el dafio oxidativo es dependiente G6PD.

En la actualidad, el analisis genético de la poblacion mexicana ha permitido describir
18 mutantes de la G6PD de las 186 que existen en el mundo. De las mutantes
reportadas en México, algunas han sido identificadas a nivel mundial o s6lo se han
descrito en pacientes mexicanos. Sin embargo, no se han realizado estudios
bioquimicos o biofisicos de ninguna de ellas en nuestro pais que expliquen la relacion

de la estructura y funcién con la manifestacién clinica.




Este proyecto se centr6 en caracterizar funcional y estructuralmente dos mutantes de
la G6PD que han sido descritas en la poblacién mexicana y que corresponden a las
mutantes Durham (K238R) de clase [ y A+ (N126D) de clase IV. Este estudio permiti6
conocer los parametros cinéticos que caracterizan cada una de las mutantes;
encontrando que ambas mutantes tienen afectada su catalisis enzimatica para los dos
sustratos. La diferencia radica en que la mutante Durham (K238R) de clase I presenta
inestabilidad en la proteina lo que pudiera afectar su plegamiento, mientras que la A+
(N126D) de clase IV presenta una estabilidad normal respecto a la enzima silvestre lo
cual podria compensar la baja actividad enzimatica, por lo que no presenta

manifestaciones clinicas.

\



1. INTRODUCCION

Los errores innatos del metabolismo son enfermedades monogénicas de herencia
autosémica recesiva en su mayoria. Son un producto de la mutaciéon de un gen que
produce un defecto enzimatico (Colombo, 2005). La naturaleza basica del defecto es
conocida en algunos casos y puede representar la sintesis de una enzima
estructuralmente alterada con propiedades cataliticas diferentes. En otros casos, se
produce una proteina inestable y/o rapidamente degradada en los tejidos, incluso

una reduccidn parcial o completa de la sintesis de la enzima.

Los defectos enzimaticos en el metabolismo del eritrocito son llamados
eritroenzimopatias hereditarias e involucran a las siguientes vias: a) via de Embden-
Meyerhof, b) via de las pentosa fosfato, c) biosintesis del glutatién y d) metabolismo
nucleotidico (Lisker, 1976). Estas deficiencias enzimaticas especificas pueden dar
como resultado una disminucién en la capacidad de sintetizar ATP o una falla
para mantener niveles adecuados de NADPH y de glutation reducido. Se han descrito
alrededor de 20 deficiencias hereditarias en enzimas, de las cuales 14 de ellas estan

asociadas con hemolisis aguda o crénica (Vaca, 1984).

De las eritroenzimopatias mas comunes en humanos se encuentran la deficiencia de la
piruvato cinasa (PK) y la glucosa fosfato isomerasa (GPI) ambas de la via glucolitica y
la deficiencia de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) que participa en la via de

las pentosas fosfato.

1.1 Epidemiologia de la deficiencia de la G6PD

La deficiencia de la G6PD es la enzimopatia mas frecuente, con una incidencia
promedio a nivel mundial de alrededor del 1 % y una prevalencia de 4.9 %, estando
afectados por ésta deficiencia mas de 400 millones de personas (90 % hombres)
(Wajcman y Galacteros, 2004). La prevalencia global de deficiencia de la G6PD se

encuentra geograficamente relacionada con las zonas habitadas por poblaciones




histéricamente expuestas a la malaria endémica, y tienen una proporcion de afectados
que van de 5 % hasta un 30 % incluyendo Africa, el Mediterrdneo europeo, Asia Sur
Oriental y Latinodmerica (Figura 1). Los principales afectados en Estados Unidos, son
los varones negros, poblacion en la que un tipo de deficiencia de la G6PD alcanza una

prevalencia de 10 % (Nkhoma, 2009).

Figura 1. Distribucion de la deficiencia de la enzima G6PD en porcentaje en todos los paises de
los estudios incluidos (Imagen adaptada a partir de Nckhoma, 2009).

En Latinoamérica se han descrito algunas mutantes de la enzima. En Cuba por
ejemplo, la mutante A (-) presenta una prevalencia del 4.9 % y del 7 % para la
mutante A (+) (Estrada, 1995). En Colombia, la frecuencia calculada por Ia
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para las mutantes fenotipicamente asociadas

con la deficiencia, es entre el 3y 7 % (Ramirez, 2009).




En México hay una prevalencia del 0.71 % (Vaca, 2002) y la frecuencia de la
deficiencia de la G6PD varia de 0.39 % a 4.09 %. Las tasas de prevalencia mas altas se
producen en los mestizos de la Costa del Pacifico (estado de Guerrero, 4,09 %) y el
Golfo de México (Estado de Tabasco, 3.75 %). Las frecuencias mas bajas se presentan
en varios grupos indigenas (0.57 %), en los mestizos del noreste (0.66%) y el

noroeste de México (0.39%) (Medina, 1997).

1.2 Manifestaciones clinicas de la deficiencia de 1a G6PD

La deficiencia de la G6PD presenta un amplio espectro clinico que incluye desde
sujetos asintomaticos hasta estados hemoliticos agudos o crénicos. La mayoria de los
sujetos que presentan las mutantes con niveles moderados de deficiencia, se
encuentran asintomaticos a través de su vida e inclusive se desconoce el estatus de su
enfermedad. En los sujetos con las mutantes deficientes graves, las manifestaciones
clinicas pueden dividirse en tres grandes grupos: hemdlisis aguda, anemia hemolitica

cronica no esferocitica e ictericia neonatal.
1.2.1 Anemia hemolitica aguda

La enfermedad se manifiesta comunmente como hemolisis aguda, que generalmente
se presenta cuando los glébulos rojos se someten a estrés oxidativo provocado por
agentes tales como: a) farmacos, b) infecciones o c) la ingestion de habas. La
deficiencia de la G6PD no parece afectar a la esperanza de vida, la calidad de vida o la

actividad de los individuos afectados (Cappellini y Fiorelli, 2008).

a) Hemdlisis inducida por farmacos

La deficiencia de la G6PD fue descubierta por primera vez en pacientes que habian
recibido un farmaco antimalarico como la primaquina. Posteriormente, varios
farmacos se han relacionado con la hemdlisis aguda en personas con deficiencia de la

G6PD (Tabla 1). Ademas de que los farmacos con efectos potencialmente oxidantes a




veces se administran a pacientes con una condicién clinica subyacente tal como
infeccion, lo que puede conducir a la hemdlisis y que los pacientes suelen tomar mas
de un tipo de medicamento. También debe considerarse que la hemdlisis en la
deficiencia de la G6PD es un proceso autolimitado y, por lo tanto, no siempre produce
anemia clinicamente significativa o reticulocitosis (Cappellini, 2008). La hemdlisis
clinicamente detectable e ictericia suele surgir dentro de 24-72 horas de la
administraciéon de medicamentos. La anemia empeora hasta los dias 7-8. Los cuerpos
de Heinz (hemoglobina desnaturalizada y precipitada) en sangre periférica de células
rojas, son detectados mediante tincion con violeta de metilo (Cappellini, 2008).
Después de dejar los farmacos, las concentraciones de hemoglobina empiezan a

recuperarse después de 8-10 dias.

Tabla 1. Agentes que inducen anemia hemolitica en las personas deficientes de

la G6PD.
Antimalaricos Primaquina
Pamaquina
Sulfonamidas Sulfanilamida
Sulfacetamida
Sulfapiridina
Sulfametoxazola
Nitrofuranos Nitrofurantoina
Analgésicos y Antipiréticos Acetanilida
Otras drogas Acido Nalidixico
Niridazola
Fenazopiridina

*Tabla adaptada y modificada de Cappellini y Fiorelli, 2008.




b) Hemolisis inducida por infeccion

La infeccion es quiza la causa mas comtn en quienes sufren deficiencia de la G6PD. El
mecanismo de hemdlisis inducida por infecciones no es del todo conocida; una
explicacion puede ser que la generacion de H202 por los neutroéfilos
polimorfonucleares puede provocar una disminuciéon en la cantidad de glutation
reducido, cuya funcion es eliminar del glébulo rojo la acumulacién de metabolitos que
oxidan a los grupos sulfhidrilos formados por el estrés oxidativo, por lo que disminuye
la capacidad protectora de la célula. Por otra parte, la activaciéon de los neutroéfilos
interviene directamente en la peroxidacion de los lipidos de la membrana y provoca
de forma directa la destruccion de la célula. La severidad y las consecuencias clinicas
estan influenciadas por muchos factores que incluyen la administracién simultanea
de: medicamentos oxidantes, los niveles de hemoglobina previos, la funciéon hepatica

y la edad (Bonilla, 2007).
c) Favismo

La relacion de la deficiencia de la G6PD con el consumo de habas ha sido descrita
desde mucho tiempo atras; los pacientes presentan un cuadro clinico similar al
inducido por farmacos, que se desencadena dentro de las 24 y 48 horas siguientes a la
ingesta de habas. Se caracteriza por la presencia de un cuadro de hemdlisis aguda
luego de ingerir habas, sin embargo, no todos los individuos con deficiencia de la
G6PD presentan hemdlisis cuando comen habas. Los sintomas del favismo se
desarrollan pocas horas después de la ingestion. Los mas comunes son nduseas,
vOmitos, malestar y vértigo. A estos sintomas les sigue una hemolisis aguda donde, a
menudo, el recuento de eritrocitos cae por debajo de 1x1012/L. En la mayoria de los
glébulos rojos aparecen cuerpos de Heinz. Estan presentes la hemoglobinemia y la

hemoglobinuria. Los sintomas por lo general cesan luego de 2 a 6 dias (Bonilla, 2007).




1.2.2 Anemia hemolitica congénita no esferocitica

En algunos pacientes, las mutantes de la deficiencia de la G6PD causan hemdlisis
cronica, lo que lleva a la llamada anemia hemolitica congénita no esferocitica. Estas
mutantes se han agrupado como clase 1 de acuerdo a los criterios de clasificacidn de
la OMS (Tabla 2). Las mutantes de la G6PD que causan anemia hemolitica congénita
no esferocitica son esporadicas, y casi todos se derivan de mutaciones independientes.
El diagnostico de esta complicacién se basa en hallazgos clinicos, el trastorno
generalmente se sospecha durante la infancia o la nifiez. Muchos pacientes con anemia
hemolitica congénita no esferocitica causada por la deficiencia de la G6PD tienen una
historia de ictericia neonatal severa dada por la anemia crénica exacerbada por el
estrés oxidativo, que por lo general requiere transfusiones de sangre. Las
concentraciones de bilirrubina y lactosa deshidrogenasa se elevan, y a diferencia de la
anemia hemolitica aguda, la hemdlisis es principalmente extravascular (Cappellini y

Fiorelli, 2008)

1.2.3 Ictericia neonatal

La ictericia neonatal causada por deficiencia de la G6PD, que lleva a la rapida lisis de
los eritrocitos, tiene un pico de presentacion entre el segundo y el tercer dia de vida.
Puede ser subclinica o llevar al kernicterus, que consiste en dafio cerebral y de los
nervios auditivos por niveles elevados de bilirrubinemia neonatal no conjugada; lo
cual puede llevar a discapacidad intelectual, paralisis cerebral, sordera y muerte. La
prevalencia varia segin el genotipo; los varones hemicigotos y las mujeres
homocigotas presentan el doble de riesgo que la poblacién general, mientras que esta

condicion es rara en las mujeres heterocigotas (Ramirez y Zarante, 2009).

Las consecuencias de padecer hiperbilirrubinemia secundaria por déficit de la G6PD
pueden ser graves, implican mayor riesgo de necesidad de fototerapia, transfusion o
ambas, y mayor riesgo de kernicterus y muerte. No obstante, esto depende de las
mutaciones génicas especificas. Se considera que el kernicterus representa un riesgo

significativo para nifios afectados en paises de ingresos medianos y bajos, donde los




servicios para la deteccién y el tratamiento de la ictericia neonatal son limitados

(Bonilla, 2007).

1.3 Funcion de la G6PD y el equilibrio redox en el eritrocito

La G6PD participa en la primera reaccion de la fase oxidativa de la via de las pentosas
fosfato. La G6PD cataliza la conversiéon de Glucosa-6-fosfato (G6P) a 6-
fosfogluconolactona con la produccién concomitante de una molécula de NADPH.
Cuando el 6-fosfogluconato se convierte en ribulosa-5-fosfato por la 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD), se produce una segunda molécula de NADPH (Figura 2). La
importancia de la G6PD radica en la trascendencia de los procesos celulares en los que
participa, como es la formacién de NADPH efectuada a partir de los dos primeros

pasos de la via de las pentosas fosfato mencionados anteriormente.
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Figura 2. Funcién de la enzima G6PD y el equilibrio redox en el eritrocito EIl NADPH sirve como
donador de protones para la generacién de glutatiéon reducido el cual sirve como ligando de la cat=
catalasa. GPx= glutation peroxidasa. GR= Glutatién reductasa. GGPD= Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.




6PGD= 6-fosfogluconato deshidrogenasa. GSH= Glutatiéon reducido. GSSG= Glutatiéon oxidado (Imagen
adaptada y modificada de Masson, 2007).

El NADPH participa en la biosintesis reductora del colesterol y de los 4cidos grasos, asi
como también en la sintesis del 6xido nitrico (NO). Por otra parte, interviene en el
equilibrio de 6xido reduccidon para eliminar los radicales libres que causan dafio
oxidativo en la célula, ya que el NADPH se encarga de regenerar el glutation (GSH)
por la glutation reductasa (GR). Los electrones del NADPH se donan durante la
reaccion catalizada por la GR, en el que el glutatién oxidado (GSSG) se reduce para
liberar dos moléculas de GSH. En el eritrocito, el GSH es esencial para la reduccién del
perdxido de hidrégeno y los radicales libres (Mason, 2007). Por otra parte, la glutatiéon
peroxidasa (GPX) elimina el peroxido de los eritrocitos, el GSH sirve como sustrato de
esta enzima mientras que el NADPH se requiere para reducir el GSSG y los grupos
sulfhidricos oxidados de algunas proteinas. NADPH y GSH son los responsables del
potencial redox efectivo para proteger del estrés oxidativo tanto a los grupos
sulfidrilo, como a las enzimas y a la hemoglobina que compromete la supervivencia
del eritrocito (Bonilla, 2007). Dado que las células rojas de la sangre no contienen
mitocondrias, la via del fosfato de pentosa es su Unica fuente de NADPH, por lo tanto,

la defensa contra el dafio oxidativo es dependiente de la G6PD.

1.4 Deficiencia de la G6PD

La deficiencia de la G6PD ha sido el prototipo de estudio, dentro de las anemias
hemoliticas, debido a que es una enzimopatia con una anormalidad primaria en el
eritrocito. De igual manera es un ejemplo de anemia hemolitica debido a una
interaccidon entre causas extracelulares e intracelulares; ya que la hemdlisis en la
mayoria de los casos es disparada por agentes exogenos. La hemdlisis de los hematies
deficientes ocurre como consecuencia del aumento en la susceptibilidad al dafio
oxidativo, debido a la incapacidad de las células para reducir de forma normal el

NADP+a NADPH (Bonilla, 2007).




Diversos mecanismos genéticos producen la deficiencia de la G6PD como deleciones,
mutaciones puntuales y sustituciones que afectan la transcripciéon (Figura 3),
procesamiento o estructura primaria de la enzima, lo que funcionalmente lleva a una
disminucién de la actividad enzimatica o pérdida de afinidad por el sustrato (Metha,
2000). La G6PD Sunderland es una mutacidn consistente en la delecion de 3 pares de
bases que lleva a la pérdida de un residuo de isoleucina. Con excepcion de la anterior,
todas las mutaciones encontradas son puntuales asociadas a la sustitucion del

aminoAacido.
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Figura 3. Tipos de mutaciones reportadas en la G6PD (Figura adaptada de Minucci, 2012).

1.4.1 Mutantes enzimaticas de la G6PD

En 1967, el comité de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso la
estandarizacién de los procedimientos bioquimicos para caracterizar las mutantes de
la G6PD, teniendo como pardmetros de evaluaciéon: la actividad enzimatica, la
constante de Michaelis -Menten (km) para el sustrato y la coenzima NADP*,
estabilidad al calor, eficiencia de utilizacién de glucosa 6 fosfato (G6P), movilidad
electroforética y pH dptimo. Gracias a esto aproximadamente 186 mutantes de la

G6PD han sido descritas (Minucci, 2012 ). Existen dos mutantes de la G6PD que han
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sido identificadas por movilidad electroforética, la tipo silvestre o enzima comun
denominada B (lenta) y la mutante A (rdpida). Los hombres hemicigotos con tipo Ay
deficientes de la enzima se les denominan A-; a los tipos B y deficientes de la enzima
se les denomina B-. Las mutantes mas comunes de G6PD son tipo A+, A- y la tipo
Mediterraneo. La diferencia molecular entre la mutante B y A se debe a la sustitucion
de un aminoacido asparagina en B y aspartato en A. La diferencia clinica de la mutante
A- reside en que es producida en igual grado que la enzima normal pero se inactiva
mas rapidamente que la enzima silvestre; asi los eritrocitos jévenes y nucleados que
pueden sintetizar nuevas moléculas enzimaticas tienen actividad normal, pero ésta
disminuye rapidamente a medida que el eritrocito madura (Travis, 1982). De igual
forma, la OMS clasifico a cada una de las mutantes de acuerdo a su nivel de deficiencia

y a los niveles de actividad enzimatica como se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Clases de deficiencias de Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

Clase Nivel de Actividad enzimatica Manifestaciones
deficiencia eritrocitaria clinicas
I Severa No detectable Anemia hemolitica

cronica no esferocitica

II Severa Menos del 10 % de lo Hemolisis aguda
normal.

II Moderada Del 10 al 60 % de lo normal. Hemolisis aguda

ocasional

IV Leve o ausente Del 60 al 100 % de lo Sin manifestaciones
normal.

\% Ninguna Mayor del 100 % de lo Sin manifestaciones
normal.

*Tabla adaptada de WHO Working group, 1989.

Las mutantes clase I, que implican la mayor gravedad clinica, suelen ser producto de
mutaciones en el extremo carboxilo entre la regién de los aminoacidos 362 al 446 en
donde se encuentran los sitios de unién a NADP+* y el sitio de unién a la glucosa 6-

fosfato, ejemplo de mutantes clase [ son Durham, Nashville y Sumaré (Fonseca, 2005).
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En la Clase II con una deficiencia enzimatica severa (menor del 10 %) estdn las
mutantes Mediterranea y Unién. En la Clase III con deficiencia moderada (10-60 %);
estdn las mutantes Africana o A-, Canton y Seattle (Fonseca, 2005). La Clase IV con
actividad enzimatica normal o ligeramente disminuida (60-100 % de actividad); tiene
las mutantes A+ e Insuli. Mientras que la Clase V con un aumento en la actividad
enzimatica (>100 %) se tiene a la mutante Verona (Beutler, 1988).

A pesar de que las mutaciones se extienden por toda la region de codificacion del gen,
hay un grupo de mutaciones que causan la deficiencia de clase I en el ex6n 10.
Diversas mutantes de esta region tienen movilidades electroforéticas anémalas y son
particularmente inestables a bajas concentraciones de NADP*; por lo tanto, se
propuso que ésta era la ubicacién del dominio de unién a NADP+. Sin embargo, cuando
la estructura tridimensional de la G6PD de Leuconostoc mesenteroides fue descifrada;
modelo en el que la enzima humana se basa, se estableci6 que el dominio catalitico
que produce la uniéon del NADP+ estaba codificada en el ex6n 2 limite con el exén 3
(Figura 4); y que los aminoacidos codificados en el exdn 10 representaban el dominio
donde se encuentra el NADP+ estructural implicados en la formaciéon del dimero

activo de la G6PD (Mehta, 2000).
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Figura 4. Mutaciones en los exones del gen de la gépd. Los exones son presentados como cuadros

abiertos. Circulos abiertos representan a las mutaciones que causan las mutantes de clase II y III.
Circulos llenos representan mutaciones esporadicas de la mutante severa clase I. Elipses abiertos son
mutaciones que causan las mutantes clase IV. Cuadros llenos representan pequefias mutaciones
(Imagen adaptada Cappellini y Fiorelli, 2008).
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1.4.2 Deficiencia de 1a G6PD en México

En México, la investigacion sobre la deficiencia de la enzima G6PD se inicié en la
década de los 60’s con estudios clinicos, hematolégicos, genéticos y poblacionales
(Lisker, 1963). A partir de la década de los 90’s y con la disponibilidad de las técnicas
de biologia molecular se hizo posible realizar el diagnostico con certeza que permitio
reconocer algunas de las mutaciones presentes en la poblacién mexicana asociadas
con la enfermedad (Beutler, 1992; Medina, 1997).

La Deficiencia de G6PD en México es muy heterogéneo, en la tabla 3 se muestran las
18 mutantes que se han reportado. Entre las mas frecuentes en sujetos mexicanos se
ha reportado que el 80% de los casos corresponden a la mutacién A- 202A/376G y A-
376G/968C (Vulliamy, 1991; Beutler y Kuhl, 1990). El origen de estas mutantes es
también de comun aparicién en otras regiones como el continente Africano, el sur de

Europa y el Sureste Asiatico

Tabla 3. Mutantes reportadas en la poblacion mexicana.

Mutante Nucledtido substituido Aminoacido substituido
A- 202 G-A/376 A—G 68Val->Met /126Asn—Asp
A- 376 A—»G/968 T-C 126Asn—Asp/323Leu—Pro
Santamaria 376 A—>G/542 A-T 126Asn—Asp/181Asp—Val
A+ 376 A-G 126Asn—Asp

San Luis Potosi 376 A-T 126Asn—-Tyr

Vanua Lava 383 T-C 128Leu—Pro

Valladolid 406 C-T 136Arg—Cys

Tsukui 561-563del Ser188del
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México City 680 G—A 227Arg—Gln
Durham 713 A-G 238Lys—Arg
Zacatecas 770 G-T 257Arg—Leu
Seattle 844 G-C 282Asp—His
Viangchan 871 G—A 291Val->Met
Veracruz 1094 G-A 365Arg—His
Guadalajara 1159 C-T 387Arg—Cys
Nashville 1178 G—A 393Arg—His
Yucatan 1285 A-G 429Lys—Glu
Unién 1360 C-T 454Arg—Cys

* Las mutantes resaltadas en negritas son las que se estudiaran en el presente trabajo. (Tabla adaptada
y modificada de Vaca, 2003).

1.5 Caracteristicas moleculares del gen g6pd

El gen fue secuenciado y clonado por dos grupos independientes, Pérsico y Takizawa
en 1986. La secuencia completa del gen de la g6pd presenta un tamafio de 18.5 Kb y
estd conformado por 12 intrones y 13 exones que codifican para un producto de 1545
bp (Fiorelli, 2000). Los 13 exones tienen una longitud de alrededor de 20 kb y tienen
tamafios que varian entre 38 y 236 bp; el primer exén tiene una secuencia no
codificante y los intrones son pequenos, excepto el intréon 2 (11 kb). La longitud total
del gen es de 2.4 kb y el RNAm consta de 2269 nucleotidos (Tabla 4). En el extremo 5’
del gen existe una isla rica en CpG (dinucleétidos citocina-guanina). La desmetilacion
diferencial de algunos CpG se asocia con la expresion del gen en el cromosoma X

activo (Beutler, 1994).
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Tabla 4. Caracteristicas moleculares de la G6PD

DNA Localizaciéon Xq2.8
Tamafio del gen (kb) 18.5
Numero de exones 13
Numero de intrones 12

RNAmM Tamaifio en nucledtidos 2269

Proteina Numero de aminoacidos 515
Masa molecular (Da) 59265

*Tabla adaptada de Fiorelli, 2000.

1.6 Estructura de la G6PD

La enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49; D-glucosa-6-fosfato: NADP
oxidoreductasa) es una enzima citosélica presente en todas las células. En los
eritrocitos de humano se ha reportado que se encuentra en forma dimérica o
tetramérica. Se sabe poco sobre la importancia fisiolégica de la interconversion, sin
embargo ensayos in vitro demuestran que a pH>8 y gran fuerza idénica cambia el
equilibrio hacia el dimero, mientras que las condiciones de pH<6 provoca un
desplazamiento hacia el tetrdmero; mondmeros inactivos también pueden estar
formados a pH>8. Estudios han demostrado que los tetrameros predominan por
debajo de pH 6 y dimeros predominan por encima de pH 8. Ademas el EDTA, NADPH
y G6P favorecen la formacién del dimero, mientras que el NADP+* o ciertos iones

metalicos favorecen el tetramero (Au, 2000).

El monémero tiene una masa molecular de 59,256 daltons y consta de 515
aminodcidos. La estructura secundaria de esta proteina se forma por un total de 15
regiones a-hélices y 15 hebras-f3 que se arreglan en un dominio de unién de coenzima
con un plegamiento tipo Rossmann y una extensa region de interfase formada por la
asociacion de dominios B+a pertenecientes al extremo C-terminal de cada subunidad
(Figura 5) (Kotaka, 2005). La actividad catalitica s6lo se inicia cuando se establece una
asociacion en estado de equilibrio entre las formas dimérica y tetramérica (Kirkmany
Hendrickson, 1963). Tal asociacién requiere de la presencia de NADP*, unido

fuertemente ala enzima, lo que hace que el NADP+ desempefie un papel dual, tanto de
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componente estructural como de coenzima. En 1967, Luzzatto postulé por lo menos
dos sitios de unién del NADP+* a la enzima; con un estado de transicién de baja a alta
afinidad cuando aumenta la concentraciéon de NADP+, lo que significa que existen dos
posibles formas de la enzima, de acuerdo con su afinidad por el NADP*. Estas
condiciones podrian variar en caso de aparicién de un inhibidor competitivo como el
NADPH. La baja constante de disociacién para el NADPH sugiere que la reaccion puede
ser un controlador muy eficiente, a manera de retro-alimentador, que regularia la
actividad enzimatica (Bonilla, 2007). Estos hechos permitieron establecer que la
relacion de concentracion NADP*/ NADPH es un mecanismo regulador de la actividad

de la G6PD y por tanto de la via de las pentosas fosfato en el eritrocito.

Un alineamiento multiple de las 35 secuencias de aminoacidos de la G6PD conocidas
en la actualidad muestra mas de un 30% de identidad entre la secuencia humana y los
de otras especies. Se encontraron dos secuencias en el alineamiento completamente
conservadas; de ocho residuos RIDHYLGK (residuos 198-205) que corresponde al
sitio de union al sustrato, la lisina 205 es esencial para la catdlisis (Bhadbhade, 1987)
y la huella digital de unidén al dinucledtido GxxGDLx (residuos 38-44) contiene a la
Pro 172 la cual esta involucrada en el posicionamiento correcto de los sitios de union
del sustrato y la coenzima (Kotaka, 2005). El analisis tridimensional de la estructura,
los estudios cinéticosy la mutagénesis sitio dirigida de la G6PD de Leuconostoc
mesenteroides se han utilizado para elucidar el sustrato y sitios de uniéon a la

coenzima.
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Figura 5. Estructura del dimero de la enzima G6PD humana. En esta figura se observa del dominio
del sitio activo y la posicién de la molécula de NADP+. Una subunidad esta en verde mientras que la otra
esta en rojo (Imagen adaptada del Mason, 2007).

1.7 Antecedentes de las mutantes de la G6PD: Durham (K238R) y A+ (N126D)
1.7.1 Mutante Durham (K238R)

La mutante Durham (K238R) perteneciente a la clase I, es una mutacién que implica la
sustitucion de adenina por guanina (A — G) en el nucledtido 713 (exdén 7), con un
cambio resultante en el aminoacido 238 de lisina a arginina (K—R) (Zimmerman,
1997). Las mutaciones en el gen de la gé6pd se producen en toda la region de
codificacion, pero las mutaciones que originan mutantes de clase I, la mayoria se
agrupan en torno a los sitios de union para G6P (nucleétidos 613-615) y NADP+/
NADPH (nucleétidos 1156-1161) (Beutler, 1994). Durham presenta la mutacion en el
nucleétidos 713, cerca del nucledtido de uniéon a G6P. Sin embargo a nivel de
conformacién cuaternaria, el fosfato de 2' del NADP* estructural forma puentes de

hidrégeno con Arg487, Arg357, Lys366 y Lys238 (Figura 6). El cambio de arginina
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por lisina en la posiciéon 238 en la mutante Durham (K238R) crea un contacto menos

favorable con la 2"fosfato del NADP+* estructural (Au, 2000).

364 (W - PK)

366 (PK)
370 (PK)

(™M)
_ﬁ— 393 (PL)
e Qe

Figura 6. El NADP+ estructural de la mutante Durham (K238R).(a) La molécula de NADP+ se
muestra en color naranja en el modo de bola y palo. Los elementos de estructura secundaria se
etiquetan. El esquema de colores es subunidad A del dimero son hélice color morado y hebras 3 son de
color azul; en la subunidad B los cordones son de color verde. (b) Anillo de apilamiento y enlaces de

hidrégeno que interaccionan con la molécula de NADP*. Los puentes de hidrégeno se muestran como
lineas de puntos verdes. Los residuos estan coloreados por tipo de atomo: el carbono en gris; el oxigeno
en rojo; nitrégeno azul. Con el fin de mostrar el NADP+ claramente, sus atomos de carbono son atomos
en amarillo y el fésforo son en pirpura. La orientacién es la misma que en (a). (Figura adaptada de Au,
2000).
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1.7.2 Mutante A+ (N126D)

La mutante A+ (N126D), implica la sustituciéon de adenina por guanina (A — G) en el
nucleétido 376 (exén 5), con un cambio resultante en el aminoacido 126 de
asparagina a acido aspartico (N—D) (Beutler y Vulliamy, 2002). El resultado es una
mutante con termoestabilidad normal y niveles de actividad enzimatica, entre 60 y
100 %. Segun la clasificaciéon de la OMS es una mutante clase IV, no asociada con la
anemia hemolitica aguda (WHO, 1989). Un estudio publicado en el 2002 por Vaca y
colaboradores, dice que la poblacion mexicana presenta una prevalencia de esta
mutaciéon de 1.64%. Sugiere que algunas de las mutantes de la G6PD probablemente
fueron importados a México a través de un flujo poblacional del sur de Europa, Africa
y el sudeste de Asia (Vaca, 2002). No se han realizado estudios de esta mutante desde

un enfoque funcional y estructural (Figura 7).

Interfase

Figura 7. Estructura de la mutante A+ (N126D). En azul y gris se muestra cada uno de los
monoémeros de la G6PD. En color verde y naranja en el modo de bolay palo se encuentran los sustratos

y en rojo la mutacion de la mutante N126D. La figura se disefid utilizando el programa PyMol.
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2. JUSTIFICACION

La deficiencia de la enzima G6PD es la enzimopatia mas frecuente y es el quinto
defecto congénito a nivel mundial, esta presente en mas de 400 millones de personas
en el mundo. En México, la deficiencia de la G6PD esta presente hasta en un 4.09% y
se han reportado 18 mutantes responsables de la alta frecuencia de la deficiencia de la
G6PD. A pesar de los amplios estudios clinicos, epidemioldgicos y genéticos que sobre
ésta enfermedad se han realizado a nivel mundial, pocos proyectos se han enfocado en
entender las bases moleculares de la enfermedad a nivel de la proteina codificada.
Este proyecto se enfoca en el estudio molecular tanto de la funcionalidad como la
estructura de las dos enzima mutantes de la G6PD, empezando por el estudio de la
enzima de clase IV, la A+ (N126D) cuya deficiencia no presenta manifestaciones
clinicas y la enzima de clase I llamada Durham (K238R), cuya deficiencia provoca las
manifestaciones mas severas; buscando de esta manera encontrar la etiopatologia de

las mutantes y poderla correlacionar con la manifestacién clinica.
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3. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar funcional y estructuralmente las mutantes de la enzima glucosa 6 fosfato

deshidrogenasa (G6PD): Durham (K238R) y A+ (N126D) a partir de una construccion

recombinante, para su posterior comparacion con la enzima silvestre.

3.1 Objetivos particulares

1.

Mutar el gen de la g6pd mediante mutagénesis mediada por PCR para generar

las mutantes N126D (A+) y K238R (Durham).

Estandarizar las condiciones de sobreexpresion de la proteina soluble de las
mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D), considerando tiempo de incubacion,

temperatura y concentracion del inductor.
Purificar las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D).
Caracterizar funcionalmente a las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D).

Caracterizar estructuralmente a las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D).
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4. METODOLOGIA

4.1 Diseiio de oligonucle6tidos mutagénicos

Se disefiaron los oligonucled6tidos mutagénicos especificos para crear las 2 mutantes
del gen de la g6pd de humano a partir del GenBank (N ¢ de acceso NM_001042351).
En la tabla 5 se muestran los oligonucleétidos mutagénicos que constan de 17-21

aminodcidos, para la obtencion de las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D).

Tabla 5. Oligonucledtidos mutagénicos para la obtencion de las mutantes

Durham (K238R) y A+ (N126D).

Residuo mutado Oligonucledtido mutagénico Tm (°C)

Oligonucleotido sentido

5°CCTCACCTTCAGGGACC3’
K238R 63
Oligonucleotido antisentido

5'GGTCCCTGAAGGTGAGG 3’

Oligonucleotido sentido

5’AGCCACATGGATGCCCTCCAC 3’
N126D 62
Oligonucleotido antisentido

5'GTGGAGGGCATCCATGTGGCT 3’

* El nucle6tido mutado se marca en negritas.
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De igual forma se utiliz6 un par de oligonucle6tidos externos para amplificar el gen
completo y que ademas contienen las secuencias especificas que sirven de blanco
para la digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Bpul1021, los cuales se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleodtidos externos para la amplificacion del gen completo de la

gépd.

Sitio de restriccion  Oligonucleétido mutagénico Tm (°C)

Oligonucleotido sentido
Ndel 60
5’CGACAGCC/ATATGGCAGAG3’

Bpul102 Oligonucleotido antisentido
60
5' TGCGCTGAGCT/CAGAGCTT 3'

* El sitio de restriccidén se encuentra marcado con una linea.

4.2 Mutagénesis mediada por PCR

Para la introduccién de las respectivas mutaciones dentro del gen estructural, se
empled el método de mutagénesis dirigida por PCR mediante extensién de fragmentos
que se solapan. Este método se basé en la utilizacién de cuatro oligonucledtidos, dos
de los cuales contenian la mutaciéon que se deseaba introducir (oligonucledtidos
mutagénicos mencionados anteriormente) y dos con los oligonucleétidos externos,
que ademads contenian las secuencias especificas que sirven de blanco para la
digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Bpul1021. Este método que se ilustra
en la figura 8, se realizd mediante tres reacciones de PCR tomando como templado el
DNA del gen de la g6pd silvestre. En la primera reaccion de PCR, llamado PCR 1 se
amplific6 un primer fragmento con el oligonucledtido externo (Ndel) y con el

oligonucleotido antisentido mutagénico, en la segunda reaccion llamada PCR 2 se
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amplifica con el oligonucleétido externo antisentido (Bpul11021)y el oligonucleétido
sentido mutagénico. Finalmente se llev6 a cabo una tercera reaccién de PCR en la que
se amplifica el gen completo, utilizando los productos de PCR 1 Y PCR 2 como

templados y ambos oligonucleétidos externos Ndel y Bpu11021.

5 3
3 DRX 5
5 I "
PCR1 3 &
—
PCR2 73 DNA g
—N_
‘ producto de
PCRI1
producto de
5 n
3 " PCR2
n 5
‘ desnaturalizacién
R
PCR3 n 3
alineamiento
P — y extensién
LB B n
h— - -
—_—
‘ productode
PCR y
extension final

Figura 8. Mutagénesis mediada por PCR. En la primera reacciéon de PCR 1 se amplifica un primer
fragmento con el oligonucleétido externo (Ndel) y con el oligonucleétido antisentido mutagénico, en la
segunda reaccion llamada PCR 2 se amplifica con el oligonucleétido externo antisentido (Bpul1021)y
el oligonucleétido sentido mutagénico. Finalmente se lleva a cabo una tercera reaccién de PCR en la que
se amplifica el gen completo, utilizando los productos de PCR 1 y PCR 2 como templados y ambos
oligonucleétidos externos Ndel y Bpul11021.
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Para cada reacciéon de PCR se utilizaron las concentraciones que se detallan en la

tabla 7, llevando a un volumen final de 25 pL con agua bidestilada libre de nucleasas.

Tabla 7. Concentraciones de la reaccion de PCR.

REACTIVOS PCR 1 PCR 2 PCR 3
DNTP’S 20 nM 20 nM 20 nM
Templado 200 ng 200 ng
Solucion
amortiguadora 1X 1X 1X
DNA pol lu lu lu
Ndel 200 ng 200 ng
Bpu11021 200 ng 200 ng

* Se utilizo una DNA polimerasa de alta fidelidad (Phusion®).

La reacciones de PCR se llevaron a cabo en un Termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf®) que consistié6 en 25 ciclos de reacciéon en las condiciones que se
describen en la figura 9, con un tiempo inicial de desnaturalizacién de 3 mina 98 °C y

un tiempo de extension final de 10 min a 72 °C.

I 25 ciclos I

98°C | 98°C |
| 72°C 72°C
| |
| L

3min | 30s Tme 1:0 min | 10 min

i |
: 30s :

Figura 9. Condiciones de PCR para la amplificacién de las mutantes Durham (K238R) y A+
(N126D)
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Para corroborar los productos de PCR 1, PCR 2 y PCR 3 se cargaron en un gel de
agarosa al 1 % preparado en TBE 1X (50 mM de TRIS, 2.5 mM de EDTA-Na, 50 mM
de H2BO3; pH 8.2), como revelador se agregé bromuro de etidio. La corrida fue de
100V durante 30 min. El tamafio del producto se determiné incluyendo un marcador
de masa molecular (Fermentas®). Los productos de PCR se visualizaron utilizando
un transiluminador (UVP®). Los fragmentos de DNA de las mutantes Durham
(K238R) y A+ (N126D) fueron purificados del gel, utilizando el kit de extraccion
(QIAGEN®) y cuantificados en el espectrofotometro (NanoDrop®).

4.3 Ligacion a un vector de expresion pET-3a

La ligacion del fragmento de DNA correspondiente a cada mutante y el vector de
expresion pET-3a se realizé usando una relacién molecular de 1:3 de vector: inserto.
En un tubo de 0.5 mL, se agregd 200 ng de producto de PCR seguido de 1 U T4 DNA
ligasa, 70 ng vector pET-3a y solucién amortiguadora de ligasa 1X ajustado a 10 pL
con agua bidestilada libre de nucleasas. La reaccion de ligacion se incub6 a 16 °C por

16 horas.

4.4 Clonacion en células de Escherichia coli TOP 10

En condiciones de esterilidad en un tubo de 0.5 mL se agregé 30 pL de células
competentes de E. coli TOP 10 con 5 pL de producto de ligacion, incubandose durante
1 hora a 4°C al término de la cual se hizo el choque térmico a 37°C por 3 min. Se
transfirié a un tubo de 1.5 mL adicionando 500 pL de medio LB (Luria Bertani). Se
crecieron las células incubandolas a 37°C durante 1 hora. El paquete celular se
obtuvo centrifugando 1 minuto a 13,000 rpm, se estrié en una placa de agar LB solido
con antibiético ampicilina 100 ng/pL incubandose durante 12 horas a 37°C. Se
seleccionaron 3 colonias positivas y se crecieron en 5 mL de medio LB con ampicilina
100 pg/mL. Se llevé a cabo PCR en cultivo para verificar que la transformacién en las

colonias seleccionadas se hubiera realizado. Una vez confirmadas las colonias
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transformadas, se aislé una colonia y se sembré en placa LB s6lido un masivo de la
colonia positiva la cual se incubo durante 12 horas a 37°C, para la posterior
purificacion del plasmido, utilizando la columna GENEJET plasmid miniprep kit

(QIAGEN®).

4.5 Secuenciacion

Para confirmar que no se hubiese insertado otra mutacién ademas de la deseada se
realiz6 la secuenciacién de las respectivas mutantes en el Instituto de Biotecnologia
(IBT) de la UNAM en Cuernavaca, Morelos. Las reacciones de secuenciacién se
llevaron a cabo mediante el equipo automatizado ABI PRISM 3700 Genetic Analyzer®.
La determinacién de la secuencia se realiz6 usando el sistema de terminadores
marcados con fluorocromos. Se realizaron 3 reacciones de secuenciacion para incluir
todo el gen utilizando un oligonucleo6tido sentido interno R136C; un oligonucleétido
antisentido interno R257L y el oligonucleétido sentido interno V291M. La mezcla de
reaccion contenia de la secuencia mutagénica 750 ng y oligonucleétido 10 pmol,

ajustado con agua bidestilada libre de nucleasas a 16 pL.

4.6 Transformacion en células de expresion de E. coli BL21DEpLisS& G6PD

Las células competentes de E. coli BL21DEpLisS& G6PD guardadas a -70°C se
descongelaron y posteriormente en un tubo de 0.5 mL se les agreg6 100 ng de
plasmido pET-3a que contenia los fragmentos de las respectivas mutantes ya
secuenciadas. Se incub6 1 hora a 4 °C al término del cual se le hizo el choque térmico
a 37 °C por 3 minutos. Se transfiri6é a un tubo de 1.5 mL adicionando 500 pL de medio
LB. Las células fueron incubadas a 37 °C durante 1 hora. El paquete celular se obtuvo
centrifugando 1 minuto a 13000 rpm, se estri6 en una placa de agar LB solido con
antibiético ampicilina 100 pg/pL incubandose durante 12 horas a 37 °C. Se
seleccionaron 3 colonias positivas y se crecieron en 5 mL de medio LB con ampicilina

100 pg/mL. Se llevé a cabo PCR en cultivo para verificar que la transformacion en las
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colonias seleccionadas se hubiera realizado. Una vez confirmadas las colonias
transformadas, se creci6 una colonia positiva en 5 mL de medio LB con ampicilina

100 pg/mL. Se guardaron las células en tubos de 1.5 mL a -70 °C con glicerol al 10 %.

4.7 Ensayos de sobreexpresion en la proteina soluble de las mutantes Durham
(K238R) y A+ (N126D)

Se realiz6 un precultivo de cada una de las mutantes en un tubo Falcén de 50 mL con
15 mL de medio LB liquido con ampicilina 100 ug/mL. Se incub6 durante 12 horas a
37°C. Del precultivo de cada mutante, se tomé 0.5 mL y se inocularon16 tubos Falcén
de 50 mL con 15 mL de medio LB con ampicilina 100 pg/mL. Al llegar a una densidad
optica (D.0) cercana a 1 se separaron en 4 lotes, un lote control y los otros 3 se
indujeron con isopropiltio-f-galactosida (IPTG) a una concentraciéon 0.1, 0.5 y 1ImM
los cuales se incubaron durante 2, 6, 12 y 18 horas, variando la temperatura de
incubacion de 25 y 37°C. Se centrifugaron las células de cada condicién a 7,000 rpm
durante 10 minutos en la centrifuga (Hettich®). Se deseché el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en 5 mL de solucién amortiguadora de lisis con 100 mM
de TRIS, 0.1 %de B-mercaptoetanol, 0.5 mM de PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo)
disuelto en 0.1 %DMSO (Dimetil sulfoxido), 0.15 M de NaCl, 3 mM de MgCl,y 1 uM de
NADP+. Se lisaron las células de cada mutante con 3 ciclos de 20 segundos de
sonicacion con un descanso de 1.4 minutos. El lisado se centrifug6 a 22,000 rpm
durante 30 minutos en la ultracentrifuga (Beckman Coulter®). Se desecho el
precipitado y al extracto crudo se le midi6 la actividad enzimatica en el
espectrofotometro (Cary 50 Bio®) utilizando una mezcla de reacciéon de sustratos

que contenia 100 mM de TRIS, 2 mM de MgClz, 1ImM G6P y 1 mM de NADP+, pH 8.

4.8 Purificacion de las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R)

Se realizé un precultivo para cada una de las respectivas mutantes en medio LB que

contenia ampicilina 100 pg/mL, incubandose toda la noche a 37°C. Se inocularon 2L
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de LB con 25 mL de precultivo para obtener una densidad éptica (D.0O) inicial de 0.5 y
se incubé a 37°C hasta llegar a una D.O de 1, posteriormente se indujeron con 0.05
mM de IPTG para la mutante Durham (K238R) y 0.1 mM de IPTG para la mutante A+
(N126D); la temperatura de sobreexpresion fue a 25 °C. Se lisaron las células de cada
mutante con 7 ciclos de 45 segundos sonicacion y con un descanso de 1.15 minutos. El
lisado se centrifugd a 22,000 rpm durante 30 minutos en la ultracentrifuga (Beckman
Coulter®), el precipitado se desech6 y los extractos crudos de cada mutante se
precipitaron con (NH4)2S04 de 0-25 %, durante 2 horas a 4 °C. Se centrifug6 a 22,000
rpm, 30 minutos. Se desechd el sedimento, y posteriormente el sobrenadante se
precipito con (NH4):SOs4 de 25-55 % durante 2 horas a 4 °C, se elimin6 el
sobrenadante y el precipitado fue resuspendido en solucién amortiguadora de

equilibrio (150 mM de NaCl y 50 mM de NazPO4, pH 7.35).

4.8.1 Purificacion de la proteina mutante A+ (N126D) por la columna Q-
sepharose

El sedimento que contiene proteina mutante A+ (N126D) se resuspendié en 30 mL de
solucién amortiguadora de equilibrio que contiene NaCl 150 mM y Na;PO4 50 mM, pH
7.35. Después se carg6 a la columna de afinidad a nucleétido 2’5 ADP Sepharose 4B
(GE Healtercare®) previamente equilibrada con la misma solucién amortiguadora, se
lavé con 200 mL de la misma solucion amortiguadora y se eluy6 con 30 mL de
solucion amortiguadora mas 100 uM de NADP*. Se recolectaron fracciones de 3 mL
en tubos de ensaye. La enzima se monitoreé midiendo la actividad enzimatica de cada
una de las fracciones. Con el objetivo de visualizar la pureza de la proteina y
concentrar las fracciones con menor contaminacion de otras proteinas se corrié un
SDS-PAGE discontinuo al 12% con las fracciones que presentaron actividad
enzimatica. Se concentraron por ultrafiltracion hasta 200 pL en centricones

(Millipore®) con paso de corte de 30 kDa.

Posteriormente se diluyo en 5 mL en solucién amortiguadora de fosfatos 25 mM, pH
7.35 (solucion amortiguadora A) y se carg6 en la columna de intercambio catiénico Q-

sepharose previamente equilibrada con solucién amortiguadora A. La proteina se lavd
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con 200 mL de soluciéon amortiguadora A y se eluy6 con un gradiente lineal de 0-350
mM NaCl en solucién amortiguadora A, en un sistema acoplado a FPLC (Cromatografia
liquida rapida de proteinas). Se recolectaron fracciones de 3 mL con un flujo de 2 mL
por minuto. La enzima se monitore6 midiendo la actividad enzimatica y se corrié un
gel SDS-PAGE al 12%; de esta manera las fracciones con mayor concentracion de
proteina y menor cantidad de contaminantes se concentraron hasta 200 pL en

centricones (Millipore®) con paso de corte de 30 kDa.

4.8.2 Purificacion de la proteina mutante Durham (K238R) por la columna
2’5 ADP sepharose 4B

El sedimento de la mutante Durham (K238R) se resuspendié en 10 mL de solucion
amortiguadora con 50 mM de K;HPO4, 1ImM EDTA y 1 mM DTT; pH 7.35 (soluciéon
amortiguadora de equilibrio). Posteriormente se carg6 en la columna de afinidad a
nucleétido 25 ADP sepharose 4B (GE Healtercare®) previamente equilibrada. Se lavd
con 150 mL de soluciéon amortiguadora de equilibrio mas KCl 80 mM. Después se
eluy6 con 20 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos que contenia 80mM de KzPOa,
1 mM de EDTA, 80 mM de KCl y 0.1 mM de NADP+* (solucion amortiguadora de
elucion), se continuo eluyendo con la misma solucién amortiguadora de elucién pero
sin NADP+ hasta que la fraccién recolectada dejo de tener actividad enzimatica. Cabe
mencionar que se recolectaron en fracciones de 3mL en tubos de ensaye desde el
momento que se cargd la proteina a la columna de afinidad 2°5’ADP Sepharose 4B.
Después de la elucion, las fracciones con actividad se cargaron en un gel SDS-PAGE

discontinuo al 12 %.

4.9 SDS-PAGE discontinuo al 12 % de los pasos de purificacion de las proteinas
mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D)

Se realiz6 en un SDS-PAGE discontinuo al 12 % para corroborar la pureza de cada
mutante, con 10ug de cada uno de los pasos de purificacion, utilizando como control
de masa molecular la enzima TIM (Triosa fosfato isomerasa Humana) calibrada. El

tiempo de corrida fue de 30 minutos a 80 volts y después durante 4 horas a 120 V. Al
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terminar la electroforesis, los geles se sumergieron en una solucién 41 % v/v metanol,
7 % v/v acido acético glacial y 0.016 % p/v azul brillante de comassie (R-250) para el

revelado de las bandas de las proteinas.

4.10 Caracterizacion funcional de las enzimas recombinantes A+ (N126D)y
Durham (K238R)

4.10.1 Determinacién de los parametros cinéticos

La actividad enzimatica de las proteinas mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R) se
determin6 midiendo espectrofotométricamente la reducciéon del NADP+ a una longitud
de onda de 340 nm y 25°C. La mezcla de reacciéon estandar contenia solucion
amortiguadora de 100 mM de Tris-HCl, 3 mM de MgCl; a pH 8, ademas de 1 mM del
sustrato glucosa 6 fosfato (Sigma®) o 1 mM de NADP+* que actuaron como el sustrato
saturante y se varié las concentraciones de ambos sustratos G6P y NADP+ (2.5 a 200
uM). La reaccién se inici6 con la adiciéon de 1 uL de la preparacién de la enzima, con
una concentracién final de proteina en la mezcla de reaccién de 200 ng/mL. Los
parametros cinéticos fueron obtenidos por ajuste no lineal de la ecuacion de
Michaelis-Menten de los datos de velocidad inicial. La Km (constante de afinidad de la
enzima por el sustrato) se obtuvo a partir de la cinética de cada una de las mutantes
Durham (K238R) y A+ (N126D). Los datos fueron procesados con la férmula (V-x)/
(K+x) por andlisis no lineal, donde V= ordenada al origen, K=pendiente y x=
concentracion del sustrato. La grafica se ajusté a una hipérbola con la velocidad
maxima (Vmax de actividad expresada en pmol-min-1-mg-1) y la Km (que represento %
de Vmax en pmol-min-1-mg1). La Kcat (constante catalitica) se expres6 en s'1-M-1. A

partir de la férmula: (Vmax)/ [(masa molecular de la enzima) (umol-mg-1)].
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4.11 Caracterizacion mediante ensayos de estabilidad de las proteinas mutantes
Durham (K238R) y A+ (N126D) seguido por inactivacion por temperatura

Para realizar este ensayo se prepard una concentracion estandar para cada una de las
enzimas recombinantes A+ y Durham a 200pg/uL. En tubos de PCR se incubé durante
20 minutos en un rango de temperatura de 37 a 61 °Cy se enfri6 durante 5 min. La
actividad enzimatica fue medida tomando 1uL de cada tubo incubado a diferente
temperatura y se llev6 a un volumen final de 1mL de reaccién estandar que contenia
soluciéon amortiguadora de 100mM Tris-HCl y 3mM de MgClz; pH 8, ademas de 1 mM
de sustrato glucosa 6 fosfato (Sigma®) y 1 mM de NADP+*. La actividad enzimatica

residual se expresé como un porcentaje de la actividad de la misma enzima.

4.12 Caracterizacion mediante ensayos estructurales de las proteinas mutantes
Durham (K238R) y A+ (N126D)

4.12.1 Analisis de la estructura secundaria seguido por Dicroismo circular (DC)

El contenido de estructura secundaria se determiné por medio de analisis por
dicroismo circular (DC) en un espectropolarimetro (Jasco J- 810®) equipado con un
soporte de celda Peltier termostatizado. Se usé una celda de cuarzo de paso de luz de
0.1 cm. La elipticidad molar [0] se midi6 en el UV-lejano (260-190 nm). Las mutantes
fueron dializadas en solucién amortiguadora de fosfatos 25mM; pH 7.35. Los
espectros se realizaron con tres repeticiones utilizando una concentracion de 800
pg/mL a 25 °C. Para calcular los valores de elipticidad molar, se determiné la

concentracion de proteina a 280 nm.

4.12.2 Anadlisis de la estructura terciaria seguida por fluorescencia intrinseca

Para determinar la estructura terciaria se realizaron experimentos de fluorescencia
intrinseca en un espectrofluorémetro (Perkin-Elmer L45®) excitando a 280 y 295 no

respectivamente y midiendo la emisién de fluorescencia entre 300 y 400 nm. Los
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experimentos se llevaron a cabo con enzimas dializadas en 25 mM de amortiguador
de fosfatos a pH 7.35 y 25 °C con una concentracion de proteina de 100 pg/mL. A los
valores de los espectros de emisién de cada muestra se le sustrajo el blanco (solucién

amortiguadora).

4.13 Estabilidad de las proteinas mutantes (K238R) y A+ (N126D) frente ala
desnaturalizacion térmica por Dicroismo Circular (DC)

La estabilidad de las enzimas recombinantes A+ y Durham se siguié por dicroismo
circular (DC) utilizando el espectropolarimetro (Jasco ]J- 810®) vy las condiciones
antes mencionadas. Se siguié el cambid de la elipticidad a 222 nm, en un intervalo de
temperatura de 20 a 90°C. El increment6 de temperatura (ATemp) de las muestras fue
de 1 °C por 2.5 minutos. El proceso de desnaturalizaciéon fue irreversible en todas las
muestras. Cada muestra fue corregida por sustracciéon del blanco (amortiguador),
corrido bajo la misma condicién. Los datos obtenidos se ajustaron a la suma de la

ecuacion sigmoidea de Boltzman.
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5. RESULTADOS

5.1 Mutagénesis de sitio dirigido por PCR

Se realiz6 la mutagénesis empleando oligonucledtidos mutagénicos especificos para
obtener las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R). Mediante PCR’S solapados se
obtuvo el gen mutado en el nucleétido deseado. Los fragmentos obtenidos de cada
PCR se visualizaron en un gel de agarosa 1 %. Como se observa en la figura 10 en el
carril 1 y 6 se encuentran los marcadores de masa molecular de 1 kb. Los productos
de PCR 3, PCR 2, y PCR 1 se encuentran en el carril 3, 4 y 5 respectivamente para la
mutante Durham (K238R). En el carril 7, 8 y 9 se encuentran los productos de PCR 1,
PCR 2 y PCR 3 de la mutante A+ (N126D). El producto de PCR 3 de ambas mutantes
coincide con el tamafio esperado de 1545 bp del gen de la gépd control que se

encuentra en el carril 10.
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Figura 10. Productos de PCR 1, PCR 2 Y PCR 3 de las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D)
en gel de agarosa al 1 %. En la imagen se muestra en el carril 1 y en carril 6 el marcador de masa
molecular, en el carril 3, 4 y 5 los productos de PCR 3, PCR 2 y PCR 1 respectivamente de la mutante
Durham (K238R). En el carril 7, 8 y 9 los productos de PCR 1, PCR 2 y PCR 3 respectivamente de la
mutante A+ (N126D). Como control se utilizé el gen de la gépd con una masa molecular de 1545 bp
que se encuentra en el carril 10.
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Los productos de PCR3 de las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D) fueron
purificados del gel utilizando el kit de extraccion (QIAGEN®) y se ligaron al plasmido
de expresion pET-3a, posteriormente se transformé a las células competentes de E.
coli TOP 10 de acuerdo al procedimiento descrito. Para corroborar la transformacion
se realizo PCR en cultivo como se observa, se tomaron dos clonas de cada mutante y
se corrieron en un gel de agarosa al 1 %, comprobando asi que se hubiese realizado

las transformacién en las clonas seleccionadas (Figura 11).
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Figura 11. Productos de PCR en cultivo de las clonas seleccionadas de las células de E. coli TOP
10 para las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D). En la imagen se observa en el carril 1 el
marcador de masa molecular, en el carril 2 y 3 las clonas seleccionadas para la mutante Durham
(K238R) yenelcarril4y5 las clonas seleccionadas para la mutante A+ (N126D) . Las flechas indican
las clonas seleccionadas para la secuenciacion.

5.2 Secuenciacion de las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D)

Para corroborar que las mutaciones puntuales correspondientes a cada mutante

estuvieran presentes, se purifico el DNA plasmidico a partir de las células
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transformadas en células de E. coli TOP 10 usando el kit de purificacion Miniprep
(QIAGEN®) y se secuencié en la Unidad de Secuenciaciéon del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, confirmandose la presencia de las respectivas mutaciones.
En la figura 12 se muestra el electroferograma de la mutante A+ (N126D) y en la
figura 13 se muestra el electroferograma de la mutante Durham (K238R). Sélo se
muestra una parte del electroferograma donde aparecen las los codones con la
mutacidon subrayada y resaltada. Sin embargo, el gen fue secuenciado completamente
y se encontr6 que no existia otra mutacién ademas de la introducida con los

oligonucle6tidos mutagénicos.

e e s L R L 11 H A L I
CTTCTGCCCGnAAAC CCTT ATCGTGGGCTATGCC TCCCGCC C GTGGCTG C TCCGCnnnC G A
810

Lu.nmmuhLum.nm.numnummmlmu.mhlmhmnh

qR e N e R e R e et e e e
GnGCCCTTCTTCnnGGCC CCCCnGnGGnGnnGCTCnnGCTGG GGnCTTCTTTGCCCGCnnCTCCT TGTGGCT
Too 710

R

aascosdaca st u o O N o A A S e e e e N s
GGCCAGTA CG TGATGCA GCCTCCT CC GCGCCTCnnC GCCACA TG CCCTCCACCTGGGGTCACAGGC CA
TEO 200 210

AhlluhﬂhﬂlIhhmlﬂmhllu“muhulhm‘dlhmmhhhu
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nCCGCCTCTTCTnCCTGGCCTTGCCCCCGnCCGTCTnCG GGCCGTC CCAAGAACATTCACGAGTCCTGCA TGn
a7T0 880

vttt bt

Figural2. Electroferograma de la secuenciacion de la mutante A+ (N126D). En la imagen se
encuentra subrayado el codén y resaltado en azul la mutacién introducida de una guanina (G) por una
adenida (A) en el nucledtido A376G.
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Figura 13. Electroferograma de la secuenciacién de la mutante Durham (K238R). En la imagen
se encuentra subrayado el codén y resaltado en azul la mutacién introducida de una guanina (G) por
una adenida (A) en el nucledtido A713G.

5.3 Transformacion en células de expresion de E. coli Bl21 (DE3) pLysS AG6PD

Una vez corroborada la secuencia de las mutantes A+ y Durham se procedié a la
transformacidén en células de expresion de E. coli B121 (DE3) pLysS. En la Figura 14 se
muestra el producto de PCR en cultivo de tres clonas seleccionadas para cada
mutante. En el carril 1 se encuentra el marcador de masa molecular, mientras que en
el carril 2, 3 y 4 las clonas pertenecientes a la mutante Durham (K238R), en el carril 5,
6 y 7 se encuentran las clonas pertenecientes a la mutante A+(N126D). Las clonas
seleccionadas para los posteriores ensayos se encuentran seflaladas con las flechas

respectivamente.
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Figura 14. Productos de PCR en cultivo de las clonas seleccionadas de la trasformacion en
células de expresion de E. coli Bl21 (DE3) pLysS AG6PD para las mutantes Durham (K238R)y
A+ (N126D). En el carril 1 corresponde al marcador de masa molecular, en el carril 2, 3 y 4 se
encuentran las clonas pertenecientes a la mutante Durham (K238R) y en el carril 5, 6 y 7 las clonas
pertenecientes a la mutante A+ (N126D). Las flechas sefialan las clonas seleccionadas para posteriores
€nsayos.

5.4 Ensayos de sobreexpresion de proteina soluble

A partir de las clonas transformadas en células de expresion de E. coli Bl21 (DE3)
pLysS AG6PD de las respectivas mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D), se procedi6
a realizar los ensayos para encontrar las condiciones éptimas de expresion. Primero
se incubaron las mutantes a 37 °C y 25 °C con concentraciones del inductor IPTG de
0.1, 0.5y 1 mM; dejando un control (sin IPTG) para cada condicién e incubandose por
un tiempo de 2, 6, 12 y 18 horas, al término de cada tiempo, se midio6 la actividad
enzimatica. Como se observa en la grafica 15a no se encontraron diferencias
significativas en la actividad especifica para la mutante A+ (N126D) a 37 °C. En la
figura 15b la mejor condicion de sobreexpresion presento una actividad especifica de

0.5 U/mg a una concentracion de 1 mM a un tiempo de incubaciéon de 18 horas a 25 °C.
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Sin embargo, se considerd la concentraciéon de 0.1 mM con un tiempo de incubacién de
18 horas y 25 °C, puesto que era similar en un 80 % en su actividad especifica con la

condiciéon de 1 mM.
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Figura 15. Ensayos de sobreexpresion de proteina soluble de la mutante A+ (N126D). a) Curva
de expresion de la mutante a 37 °C, se observa que la mayor actividad especifica que presenta es a las
16 horas con una concentracién de 0.1 mM de IPTG, apenas la mitad de la observada en las células
crecidas a 25 °C. b) Curva de expresion a 25 °C, se observa que la mayor actividad especifica es de casi
0.5, el doble de la observada a 37 °C. Se grafic6 tiempo contra actividad especifica, encontrandose una
mejor sobreexpresion a 1mM de concentracion del inductor IPTG a 25 °C.

Para la mutante Durham (K238R), como se muestra en la figura 15a la actividad
especifica fue muy baja a la temperatura de 25 °C. En la figura 16b la mejor condicion
de sobreexpresion presenté una actividad especifica de 0.4 U/mg a un tiempo de
incubaciéon de 18 horas con una concentracién de 0.5 mM de IPTG y 25 °C. Esta
diferencia tan significativa es debido a que se favoreci6 la expresion evitando que la

proteina se fuera a cuerpos de inclusion a la temperatura de 25 °C.
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Figura 16. Ensayos de sobreexpresion de proteina soluble de la mutante Durham (K238R). a)
Curva de expresion de la mutante a 37 °C, se observa que presenta la mayor actividad especifica a las
18 horas con una concentraciéon de 1 mM de IPTG. b) Curva de expresidon a 25°C, se observa que la
mayor actividad especifica fue de 0.5 mM de IPTG a las 18 horas. Se grafic6 tiempo contra actividad
especifica.

5.5 Purificacion de las proteinas mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R)

La purificacion de las enzimas recombinantes mutadas, se llevé a cabo mediante 2
métodos de purificacion, primero se muestran los resultados obtenidos por el método
de purificacion segun Huang, 2008 utilizado para la mutante A+ (N126D) y después
los resultados para la mutante Durham (K238R) obtenidos por el método de

purificacion segun Sevki y Mehmet, 2012.

5.5.1 Purificacion de la proteina mutante A+ (N126D) por la columna de
intercambio catidnico Q-sepharose

Para la purificacion de la mutante A+ (N126D) se partié de células guardadas a -70 °C
a las cuales se les di6 el tratamiento indicado, posteriormente el extracto se pasé por

una columna de afinidad a nucle6tido 2°5 ADP sepharose 4B, a la cual se unen las
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enzimas que usan NADP* como coenzima. Se recolectaron las fracciones que
presentaron actividad y se corrieron en un gel SDS-PAGE discontinuo al 12 % (Figura
17), como se puede observar en el procedimiento se logré eliminar la mayoria de las
proteinas contaminantes, puesto que solo se concentraron las fracciones donde se
encontraba en mayor cantidad la proteina, EIl concentrado de proteina se cargo
posteriormente a la columna de intercambio catiénico Q-sepharosa y se eluy6 con un
gradiente de NaCl de 0-350 mM en solucion amortiguadora de 50 mM de fosfatos en
un sistema acoplado a FPLC. Se midi6 actividad a las fracciones recolectadas. El
primer pico observado en el cromatograma (Figura 18) no presento actividad sin
embargo la actividad fue encontrada en el segundo pico (17-25), las fracciones se
analizaron por SDS-PAGE discontinuo al 12 % que se muestra en la figura 19,
corroborando asi que se tenia a la proteina de interés. Las fracciones se concentraron
por ultrafiltraciéon en centricones con paso de corte de 30 KDa y se dializaron con

solucion amortiguadora de fosfatos 25 mM; pH 7.35.

M(Da) 31 32 33 34 35 36 37

200,000 =
116,000

97,400 W 1 1
66,200
45,000

31,000
21,500

14,400

6.500

Figura 17. SDS-PAGE discontinuo al 12 % con las fracciones de elucion de la columna de afinidad
2’5" ADP sepharose 4B de la mutante A+ (N126D). Se concentraron las fracciones 34 y 35. En cada
pozo se cargaron 15 pL. de cada fraccién.
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Figura 18. Cromatograma de elucion en Q- sepharose (linea azul). Se cargé a la columna un volumen
de 2 mL de proteina. Los primeros 24 min de la corrida corresponden al lavado de la columna y a
partir del minuto 28 se recolectaron fracciones de 3 mL un gradiente de 0-350mM de NaCl.

- 5 |

Figura 19. SDS-PAGE discontinuo al 12 % del cromatograma de la Q-sepharose de la mutante

A+ (N126D). Se cargd 15 pL. dela fraccidn 17 ala 25 que corresponden al segundo pico de elucién de
la columna de Q-sepharose.
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Una vez obtenida la fraccién concentrada se dializé con soluciéon amortiguadora de
fosfatos 25 mM concentricon (Millipore®) de paso de corte de 30 kDa. Se midi6 la
concentracion por absorbancia a 280 nm de la mutante A+ (N126D), obteniendo una

concentracion de 1.8 mg totales.

Con la finalidad de monitorear la pureza de la mutante A+ (N126D) en cada uno de
los pasos de purificacion se realizé un SDS-PAGE discontinuo al 12 % como se observa
en la figura 20, el gel reveld que la proteina tenia un grado de pureza por arriba del

90%.

EC PP PP 2’5 Q-SEPHA CTRL

200,000 0-25% 25-55% ADP 10 pug

116,000
97,400
66,200

1

45,000

31,000

21,500

14,400

6.500 .

Figura 20. SDS-PAGE discontinuo al 12 % de los pasos de purificacion de la mutante A+
(N126D). Se cargaron 10pg de proteina en cada pozo utilizando como control de masa molecular a la
proteina BSA calibrada 10 pg. M =marcador de masa molecular, EC = extracto crudo, PP= precipitado,
2’5 ADP= columna de afinidad a nucleétido 2°5 ADP sepharose 4B, Q- sepha = columna de intercambio

cationico Q-sepharose, CTRL= control.

Para dar seguimiento a la mutante A+ (N126D) y conocer en que paso de purificacion
se perdia proteina se realiz6 una tabla de purificaciéon (Tabla 8) donde se describe

paso a paso el rendimiento obtenido durante la purificacién. Se encontr6 que la mayor
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parte de proteina (aproximadamente un 50%) se perdia en los ultimos dos pasos de
purificaciéon obteniendo un rendimiento del 43.03 %. En vista de que el dltimo paso no
representaba una diferencia sustancial en la purificacién como se observo en el SDS-
PAGE discontinuo al 12 % de la figura 21, se excluy6 este paso para la purificacion de

la mutante Durham (K238R).

Tabla 8. Tabla de purificacion de la mutante A+ (N126D).

Pasos de Proteina Act. Especifica Actividad total Rendimiento
purificacion total (umol.min-t.mg-1) ) (%)
(mg) (umol.min-1.mg-1)
Extracto 203.4 2.81 571.55 100
crudo
Precipitado 84 6.19 520.65 91.09
25-55%
2’5 ADP 25.3 13.89 351.41 61.48
Sepharose 4B
Q-sepharosa 1.8 136.65 245.97 43.03

* La actividad total de la mutante A+ (N126D) en el extracto crudo refleja tanto el nivel de expresion
como la actividad especifica. Después de la purificacién la actividad especifica refleja las verdaderas
propiedades cataliticas de la mutante, en cambio la actividad total es un reflejo de la magnitud de la

pérdida de proteina durante purificacién.

5.2.2 Purificacion por la columna de afinidad a nucleétido 2°5°ADP sepharose
4B de la proteina mutante Durham (K238R)

La mutante Durham (K238R) so6lo se pasé por la columna de afinidad a nucleétido
2’5'ADP sepharose 4B, para evitar de esta forma que la enzima fuera perdiendo
actividad durante los pasos de purificaciéon debido a que es una mutante clase . Para
la purificacion de la mutante Durham (K238R) se partié de células guardadas a -70 °C.

El extracto se carg6 a la columna de afinidad a nucleétido siguiendo la metodologia
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del Sevki y Mehmet (2012). Las fracciones de elucién se recolectaron en tubos de
ensaye a un flujo de elucién de 2 mL por minuto. En la figura 21 se muestra el SDS-
PAGE discontinuo al 12 % donde se cargaron las fracciones que presentaron actividad
enzimatica (31-39). Las fracciones en las que se observo una mayor cantidad de
proteina (36 y 37) se concentraron por ultrapurificaciéon en centricones con paso de

corte de 30 KDa.

M(Da) 31 32 33 34 35 36 37 38 39

200,000
116,000
9
66,200
45,000
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6,500 —s

Figura 21. SDS-PAGE discontinuo al 12 % con las fracciones de elucion de la columna de afinidad
2’5" ADP sepharose 4B de la mutante K238R. Se cargaron en cada pozo 15 pL de las fracciones
recolectadas (31-39). Solo se concentré las fracciones 35 y 36.

Una vez obtenida la fracciéon concentrada pura se midié la concentracion de la
proteina y se obtuvo una concentracidon de 1.158 mg totales. Como se observa en el

SDS-PAGE (figura 22) en la mutante Durham no fue necesario utilizar la columna Q-
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sepharose, siendo la columna de afinidad a nucleétido suficiente para obtenerla con

una pureza de x90% y de esta manera evitar la pérdida de actividad de la mutante.

M(Da) EC PP PP 25 CTRL

0-25% 25-55% ADP 10pg
200,000

116,000
97,400 =
66,200 Sum—

45,000 o

31,000

21,500 -

14,400 -_—

6,500 -

Figura 22. SDS-PAGE discontinuo al 12% de los pasos de purificacion de la mutante Durham
(K238R). Se cargaron 10pug de proteina en cada pozo utilizando como control de masa molecular la
proteina TIM calibrada. M =marcador de masa molecular, EC = extracto crudo, PP= precipitado, 2’5
ADP= columna de afinidad a nucleétido 2°5 ADP sepharose 4B, Q- sepha = columna de intercambio

cationico Q-sepharose, CTRL= control.

Al igual que como se hizo con la mutante A+ (N126D), para dar seguimiento a la
mutante y conocer en que paso de purificacion se perdia mas proteina que no es de
nuestro interés, se realizé una tabla de purificacién donde se describe paso a paso el
rendimiento obtenido durante la purificacién como se muestra en la tabla 9 se obtuvo

un rendimiento del 20 .78%.
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Tabla 9. Tabla de purificacion de la mutante Durham (K238R)

Pasos de Proteina Act. Especifica Actividad total Rendimiento
e ey total T
purificacion (mg) (nmol.min-1.mg1) (pmol.min-1.mg-1) (%)
Ext t
)c(rfla:icoo 440 1.14 501.6 100
P ipitad
rzesc'g; Oa/ ° 20 2 482.31 96.15
- 0
2’5 ADP
SEPHAROSE 1.158 66 104.28 20.78
4B

* La actividad total de la mutante A+ (N126D) en el extracto crudo refleja tanto el nivel de expresién

como la actividad especifica. Después de la purificacién la actividad especifica refleja las verdaderas
propiedades cataliticas de la mutante, en cambio la actividad total es un reflejo de la magnitud de la

pérdida de proteina durante purificacién.

Posteriormente se realiz6 una tabla de purificacion comparativa del rendimiento
obtenido de la mutante A+ (N126D) y Durham(K238R) (Tabla 8 y 9) y la enzima
silvestre de la G6PD como se muestra en la tabla 10, observdndose un mayor
rendimiento para la enzima de clase IV la mutante A+ (N126D) con un rendimiento
del 43.03 %, mientras que para la mutante Durham (K238R) se obtuvo un
rendimiento del 20.78 % y la enzima silvestre presenta un rendimiento del 61 % (en
proceso de publicacién), lo que nos indica que la mutante A+ (N126D) es mas estable

que la mutante Durham (K238R) respecto a la enzima silvestre.
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Tabla 10. Resumen del rendimiento y actividades especificas obtenidas para la
proteina mutante A+ (N126D) y Durham (K238R) respecto a la enzima silvestre de
la G6PD.

G6PD  Métodode Proteina Act. Especifica Act. Total Rendimiento

purificacio total (umol.min- (nmol.min- (%)
n (mg) L.mg) L.mg)

G6PD Q- 1.95 224 436 61
silvestre  Sepharose
G6PD A+ Q- 1.8 136.65 245.97 43.03
(N126D) Sepharose

G6PD 2’5" ADP 1.158 66 104.28 20.78
Durham Sepharose
(K238R) 4B

*La mutante A+ (N126D) de clase IV, presenta un rendimiento cercano al de la enzima silvestre con un
43% mientras que la mutante Durham (K238R) de clase I presenta un rendimiento menor con
20.78%.

5.6 Caracterizacion funcional mediante ensayos de cinética enzimatica

Los parametros cinéticos fueron obtenidos para las mutantes A+ (N126D) y Durham
(K238R) utilizando como sustratos G6P y NADP+. En la figura 23 se muestra la curva
de saturacidn de la variante A+ (N126D) para el sustrato G6P (23a) y para el sustrato
NADP (23b), manteniendo un sustrato en concentraciones saturadas y variando el
otro a diferentes concentraciones (2.5 a 200uM). De la misma manera se observa en
la figura 24 las curvas de saturacion para la variante Durham (K238R). En la grafica
24a se observa la curva de saturacién del sustrato G6P y en la grafica 24b la curva de
saturacion del NADP. Las curvas de saturacion para ambos sustratos de las mutantes
A+ (N126D) y Durham (K238R) se ajustaron mediante regresién no lineal a la
ecuacion de Michaelis-Menten a partir de los datos de velocidad inicial graficados en
el programa Origin Lab, versidon 7 obteniendo los valores de Vmax y Km. Los valores
de Km y kcat para ambos sustratos de las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R)

se reportan en la tabla 11. Se encontr6 que para la mutante Durham (K238R) que es
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clase I aumentaba la afinidad por el sustrato G6P ligeramente, mientras que para el
sustrato NADP+ la afinidad se mantenia igual en comparacién a la enzima silvestre.
Por otro lado la Kcat se encontré disminuida hasta un 70 % respecto a la enzima
silvestre. En el caso de la mutante A+ (N126D) que es de clase IV se encontr6 que la
afinidad por ambos sustratos disminuy6 casi al doble con referencia a la enzima
silvestre, asi como la catalisis disminuy6 de igual manera hasta alrededor del 50 %
para ambos sustratos. Lo que nos arrojé que ambas mutantes, Durham (K238R) de
clase I y la A+ (N126D) de clase IV se encontraban severamente afectadas a nivel de
catalisis por lo que la relacién funcionalidad y nivel de manifestacion clinica no podia

resolverse aun.
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Figura 23: Curva de saturacidon de la mutante A+ (N126D). a) Grafica de saturacién de sustrato
contra actividad especifica variando las concentraciones de NADP+. b) Grafica de saturacién de
sustrato contra actividad especifica variando las concentraciones G6P. Las curvas de saturacion
presentan un comportamiento tipo Michaelis-Menten. La mezcla de reacciéon estandar contenia
solucién amortiguadora de 100 mM de Tris-HCI, 3 mM de MgCI2 a pH 8, ademas de 1 mM de NADP+
que actuaban como el sustrato saturante variando la concentracién del sustrato G6P (2.5 a 200 uM).
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Figura 24: Curva de saturacion de la mutante Durham (K238R). a) Grafica de saturacion de
sustrato contra actividad especifica variando las concentraciones de NADP+. b) Grafica de saturacion
de sustrato contra actividad especifica variando las concentraciones G6P. Las curvas de saturacion
presentan un comportamiento tipo Michaelis-Menten. La mezcla de reacciéon estindar contenia
solucién amortiguadora de 100 mM de Tris-HCl, 3 mM de MgCl2 a pH 8, ademas de 1 mM de NADP+ ¢
G6P que actuaban como el sustrato saturante variando la concentracién del sustrato G6P o NADP (2.5
a 200 uM).

Tabla 11. Parametros cinéticos de las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R).

G6PD KmG6P Km NADp+ Kcat Kcat/Km G6P Kcat/Km NADP*
e G B Ty (s1/uM)
G6PD silvestre 38.49 6.16 233 6.05 37.82
Durham
24.77 6.96 70.82 2.85 10.17
(K238R) (I)
A+ (N126D) (IV) 56.44 12.97 114.58 2.03 8.83

*Se determinaron los pardmetros cinéticos a partir de las curvas de saturacién graficadas con las
velocidades iniciales y ajustadas a la ecuacién de Michaelis-Menten en el programa Origin Lab, version

7.
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5.7 Estabilidad de las enzimas recombinantes A+ y Durham frente a la
inactivacion térmica

Se analiz6 la estabilidad térmica de la enzima silvestre de la G6PD, asi como las
mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R), sometiendo a las enzimas a un gradiente
de temperatura de 37 a 61°C durante 20 minutos; posteriormente se midi6 la
actividad de las enzimas y se graficé la actividad residual a las distintas temperaturas.
Como se observa en la figura 25, el estado de transicion en la enzima silvestre y en la
mutante A+ (N126D) presentan una Tm de 48.82 y 49.44°C respectivamente; en
cambio en la enzima Durham el estado de transicién sucede a menor temperatura con
una Tm de 46.03°C, alrededor de 3 grados por debajo de la enzima silvestre de la
G6PD (48.82). Lo anterior indicé que la mutante Durham (K238R) de clase I presenta
mayor inestabilidad frente a la temperatura en comparacion de la mutante A+
(N126D) de clase IV respecto a la enzima silvestre, lo cual sugiere una posible
correlacion con la manifestacion clinica la cual no se habia encontrado a nivel de la

catdlisis en experimentos anteriores.
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A K238R 45.87 °C
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Figura 25. Curva de inactivacién térmica de la enzima silvestre G6PD y las mutantes A+ (N126D)
y Durham (K238R). Se utilizé una concentraciéon de 200pg/pL. Las lineas son obtenidas del ajuste de
los datos experimentales a la ecuacion de Boltzman.
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5.8 Propiedades espectroscopicas

5.8.1 Estructura secundaria seguida por dicroismo circular (DC)

A las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R) se les determiné el espectro de DC en
el UV lejano con el fin de saber si las mutaciones habian producido un cambio a nivel
de estructura secundaria. En la figura 26 se observa que las mutantes presentan
espectros caracteristicos de las proteinas a 208 y 222 nm encontrando que no existen
diferencias significativas entre los espectros de las mutantes y la enzima silvestre, lo
que indica que las mutaciones no afectaron a nivel de estructura secundaria a la

enzima con respecto al estado nativo de la proteina.

6.0x10° - = G6PD WT Hu [0.8mg/mL]

R
4.0x10" A GBPD Hu A+ (N126D) [0.8mg/mL]
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Figura 26. Espectros de DC en el UV lejano de las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R), asi

como la enzima silvestre. Los espectros se realizaron con tres repeticiones utilizando una
concentracion de 800 pg/mLy 25 °C.

5.8.2 Estructura terciaria seguida por fluorescencia Intrinseca

La evaluacion de la estructura terciaria se realizo por medio de ensayos de
fluorescencia intrinseca de la proteina excitando a una longitud de onda de 280 nm,
en la que absorben los aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina y triptéfano y

posteriormente midiendo el espectro de emision entre los 300 y 400 nm (Figura 27).
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También se excité a una longitud de onda de 295 nm donde la absorbancia del
triptéfano es dominante respecto al resto de los aminoacidos aromaticos (Figura 28).
Como puede observarse en ambos espectros de emisién de fluorescencia de las
mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R) respecto de la enzima silvestre, no se
observa ningun corrimiento de la longitud de onda maxima de emisién (343nm), lo
que indica que los fluoréforos estan expuestos al solvente. Sin embargo, la intensidad
de fluorescencia si se vio afectada en el caso de la mutante Durham (K238R) (900 U.A)
y ligeramente en la mutante A+ (N126D) (700 U.A), respecto a la intensidad de
fluorescencia de la enzima silvestre de 690 U.A. Este cambio en la intensidad de
fluorescencia probablemente se debe a que en la mutante Durham (K238R) de clase |,
la mutacién se encuentra a nivel del NADP+ estructural y el cambio en la conformacién
ocasione poco pegado del NADP+ estructural, ocasionando que la enzima en ausencia
de éste, presente mayor intensidad de fluorescencia respecto de la enzima silvestre,

como fue reportado previamente por Wang, 2008.
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Figura 27. Espectro de emisiéon de fluorescencia intrinseca de la enzima G6PD silvestre y
mutantes enzimaticas A+ (N126D) y Durham (K238R) excitado a 280 nm. La longitud de
excitacion fue a 280 nm. La concentracion de proteina usada fue de 100pg/mL.
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Figura 28. Espectro de emisiéon de fluorescencia intrinseca de la enzima G6PD silvestre y
mutantes enzimaticas A+ (N126D) y Durham (K238R) excitado a 295 nm. La longitud de
excitacion fue a 295 nm. La concentracion de proteina usada fue de 100pg/mL.

5.9 Ensayos de estabilidad de las enzimas recombinantes A+ y Durham frente a
la desnaturalizaciéon térmica por Dicroismo Circular

La estabilidad térmica de las enzimas silvestre de la G6PD asi como las mutantes A+
(N126D) y Durham (K238R) se midi6 siguiendo el cambio de la elipticidad a 222 nm
conforme fue incrementando la temperatura; lo que muestra los cambios que las
proteinas sufren en su estructura secundaria. Como puede observarse en la figura 29
el estado de transicion en la enzima silvestre y en la mutante A+ (N126D) es muy
similar puesto que su Tm (temperatura media de desnaturalizacién) es diferente solo
dos grados ( Tm de 54.27 °C para la enzima silvestre y 56.14 °C para la mutante A+
(N126D), en cambio la enzima Durham (K238R) el estado de transicidn es evidente

que sucede a mucho menor temperatura, presentando una Tm de 49.89 °C, alrededor
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de 5 grados por debajo de la enzima silvestre que presenta una Tm de 54.27 °C. Lo que

nos indic6 que la mutante Durham es mas inestable respecto a la enzima silvestre
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Figura 29. Curva de desnaturalizacién térmica de la enzima silvestre de la G6PD y de las
mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R) siguiendo el cambio de elipticidad molar a 222nm. Se
utilizé una concentracién de proteina de 800pg/mL. Las lineas teoricas fueron obtenidas del ajuste de
los datos experimentales a la ecuacién de Boltzman.
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6. DISCUSION

La deficiencia de la enzima G6PD es normalmente diagnosticada a través de estudios
hematoldgicos, y la clasificacién de la gravedad clinica se basa en los niveles de
actividad enzimatica de la G6PD en los eritrocitos. Las mediciones de los extractos de
los eritrocitos pueden dar una indicacién razonable de las constantes cinéticas de una
proteina. Sin embargo una disminucion en los niveles absolutos de actividad pueden
reflejar ya sea una disminucién en la eficiencia catalitica de la GGPD mutante o un
deterioro en el plegado o en la estabilidad. Es por ello que para obtener una visién
mas clara de la base molecular de la enzimopatia es importante purificar la enzima en

concentraciones esenciales para poder compararlas con la enzima silvestre.

En un intento de investigar el mecanismo molecular que subyace en la deficiencia de
glucosa-6-fosfato humana (G6PD) causada por las mutaciones de
G6PD correspondientes a la mutante A+ (N126D) y Durham (K238R), se construyeron
las respectivas mutantes mediante mutagénesis sitio dirigida (Figura 10) y se
sobreexpresaron en células de E. coli BI21(DE3)pLysS deficientes de G6PD (Figura
14). La expresion heterdloga de genes clonados en E. coli, para la producciéon de
proteinas recombinantes, se ha convertido en una herramienta fundamental para
poder llevar a cabo el estudio de la estructura y funcidn de las proteinas; este tipo de
expresion utiliza como hospedero a las células de E. coli por su rapido crecimiento, su
amplio conocimiento genético, la gran variedad de cepas y de vectores de expresion,
pero sobre todo por su capacidad de producir proteinas recombinantes a gran escala.
El Unico inconveniente es que no permite la modificacion postraduccional de las
proteinas, y en muchos casos no proporciona el correcto plegamiento de la misma
dando lugar a la formacién de cuerpos de inclusién (Baneyx, 1999). Se llevaron a cabo
ensayos de sobreexpresion de la proteina soluble con la finalidad de encontrar las
condiciones de temperatura, tiempo y concentracién de IPTG 6ptimos para evitar en
la menor medida que la proteina se fuera a cuerpos de inclusion y asi obtener la

mayor cantidad de proteina soluble.
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Se encontr6 que a 25°C y 18 horas se obtenia la mayor cantidad de proteina soluble
para ambas mutantes (Figura 15y 16) variando solo la concentracién del inductor.
Fue evidente el hecho de que para la mutante Durham (K238R) a 37°C habia una
notable disminucidn en la cantidad de proteina soluble esto atribuido probablemente
a una menor estabilidad de la mutante que favorecia la formaciéon de cuerpos de
inclusion (Huang , 2008). En el sistema de expresion utilizado no fue necesaria la

utilizacién de chaperonas como ha sido reportado en Gémez, 2013.

Primero se purificé la mutante A+ (N126D) y debido a que es de clase IV segun la
WHO Working Group (1989), tiene una actividad de 60 a 100 %, se utiliz6 para su
purificacion la misma metodologia que la enzima silvestre (informaciéon en
preparaciéon para articulo) ya que se esperaba un comportamiento similar. La
purificacién se llevo a cabo utilizando dos columnas; primero una columna de afinidad
2',5'-ADP Sepharose 4B la cual tiene una fuerte afinidad hacia las enzimas que utilizan
como coenzimas NADP*. Sin embargo, las enzimas muestran diferente afinidad y se ha
informado en la literatura que tiene una mayor afinidad a la G6PD cuando se compara
con otras enzimas (Sevki y Mehmet, 2012). Posteriormente las fracciones con
actividad enzimatica se cargaron en la columna de intercambio catiénico Q-sepharose
(Figura 18), monitoreando en todo momento la proteina por actividad enzimatica.
Partiendo de 2 L de medio de cultivo se obtuvo tan solo 1.8 mg de proteina total de la
mutante A+ (N126D) con un rendimiento del 43.03 % (Tabla 10). Durante la
purificacion de esta mutante se encontré que utilizando s6lo un paso de purificacién
la proteina se obtenia con una pureza por arriba del 95 %. Esto se manifesté cuando
se revelo el gel SDS-PAGE discontinuo al 12% de los pasos de purificacion (Figura 20).
Por lo cual, se procedi6 a la purificacion de la mutante Durham (K238R) considerando
conveniente eliminar el ultimo paso de purificacion. Para la mutante Durham (K238R)
se obtuvo 1.158 g de proteina total de 2 L. de medio de cultivo con un rendimiento
menor de 20.78 %. Ambas mutantes presentaron una concentraciéon y rendimiento
total inferior al reportado para la enzima silvestre lo que nos indicaria que la
mutacién per se, afecta su plegamiento y por lo tanto el rendimiento en la purificaciéon

(Wang y Engel, 2009).
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La comparacidn cinética de las mutantes clinicas (Tabla 11) revel6 que los valores de
Km de G6P Y NADP+ (24.77 y 6.96) de la mutante Durham (K238R) fueron muy
similares a los valores de Km la enzima silvestre (38.49 y 6.16). Por otro lado los
valores de Km de G6P Y NADP* (56.44 y 12.97) para la mutante A+ (N126D)
aumentaron el doble respecto a la enzima silvestre; es decir, disminuyd su afinidad
por ambos sustratos. La catalisis de ambas mutantes y para ambos sustratos
disminuy6 alrededor del 50 %. Lo que indica que en la mutante Durham (K238R) a
pesar de que los sustratos se unen con buena afinidad al sitio catalitico, la
interconversion hacia los productos es mas lenta, en el caso de la N126D, la afinidad y
la interconversion a productos se ven igualmente afectados, lo que significa que la

mutacién afecta de alguna manera el sitio catalitico en ambas mutantes.

Los ensayos de dicroismo circular (Figura 29) arrojaron que las mutantes Durham
(K238R) y A+ (N126D) no presentaron a nivel de estructura secundaria una
alteracion. Para analizar la estructura terciaria de las mutantes mencionadas, se
realizaron ensayos de fluorescencia intrinseca aprovechando las propiedades de
fluoréforos de los residuos de triptoéfano, tirosina y fenilalanina al excitarse por un
haz de luz a 280 y 295 nm (particularmente para el triptéfano). Las sefiales de
emision debido a la fluorescencia de estos aminoacidos aromaticos dependen del
ambiente inmediato que los rodea (cambios en la exposicion al solvente), por lo que es
posible evaluar alteraciones en la estructura tridimensional de la proteina por
perturbaciones en su patrén de fluorescencia (Pain, 2004). Como se observa en las
figura 27 y 28, los resultados arrojados al menos con este ensayo no indican una
alteracion a nivel de estructura terciaria, sin embargo se observa que para la mutante
de clase I cuya mutacién se encuentra interaccionando con el fosfato de 2' del NADP+
estructural (Au, 2000), hay un incremento considerable en el espectro de
fluorescencia; esto pudiera ser atribuido a la inestabilidad que pudiera estar
generando la mutaciéon sobre el NADP+ estructural manifestindose en una mayor
emisién de fluorescencia; esto fue reportado por Wang, 2008 donde observo que
cuando el NADP+ estructural es eliminado, se observa un incremento en la intensidad

de fluorescencia.
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El andlisis de estabilidad de las mutantes Durham (K238R) y A+ (N126D) por
desnaturalizacion térmica (Figura 28), arrojaron que la mutante A+ (N126D) con una
Tm de 56.14 °C es estable respecto a la enzima silvestre que presenta una Tm 54.27
°C, en tanto la Durham (K238R) que presentaba una Tm de 49.89 °C presentaba una
disminucién de hasta casi 5 grados respecto a la enzima silvestre, un patrdn similar se
observé con los ensayos de estabilidad por inactivacion térmica (Figura 25), ya que la
mutante A+ (N126D) es estable con una Tm de 49.44°C respecto a la enzima silvestre
(Tm 48.82 °C), en cambio en la mutante Durham (K238R) presenta una Tm de 46.03

°C casi 3 grados por debajo de la enzima silvestre.

Los estudios realizados sirvieron para dilucidar que la enzima G6PD atenua el estrés
REDOX en la célula con una disminucién en su actividad enzimatica hasta del 50 %, y
aun asi no presentar manifestaciones clinicas como lo observado en la mutante A+
(N126D). Sin embargo, cuando se encuentra afectada su estabilidad como en el caso
de la mutante Durham (K238R) que presentaba una disminucién en su actividad hasta
el 70 %, puede verse reflejado en manifestaciones clinicas severas que caracterizan a
esta enzima de clase I. Esta inestabilidad puede deberse a un mal plegamiento de la
mutante, sin embargo los experimentos necesarios para abordar el mecanismo por el
cual sucede, no se abordan en este proyecto. También es importante resaltar el hecho
de que no se explica como una mutacién de clase IV como es la N126D que se localiza
en una posicién tan alejada de los sitios cataliticos de hasta 35 A°, puede afectar de
esta manera la catalisis enzimatica, esta pregunta quiza pueda resolverse algin dia

con ensayos de cristalografia.
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7. CONCLUSION

Con base en los datos obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

e Se lograron obtener las mutantes A+ (N126D) y Durham (K238R), mediante
mutagénesis mediada por PCR.

* Se llevo a cabo la sobreexpresion de proteinas sin la necesidad de adicionar
chaperonas.

* Se obtuvo un grado de pureza superior a 90% por un solo paso de
cromatografia con la columna de afinidad 2"5°ADP sepharose 4B.

* Lamutante A+ (N126D) de clase IV presenta una disminucion de hasta del 50%
en la catalisis para ambos sustratos respecto de la enzima silvestre, sin
embargo es estable lo que podria compensar el que no presente una
manifestacion clinica.

* La mutante Durham (K238R) de clase I presenta una disminuciéon en la
catdlisis hasta el 70% para ambos sustratos, asi como inestabilidad respecto a
la enzima silvestre de la G6PD, lo cual podria relacionarse con las severas
manifestaciones clinicas que caracteriza esta mutante.

* Los ensayos de fluorescencia intrinseca, mostraron una mayor fluorescencia
para la mutante Durham (K238R) mientras que la A+ permaneci6 igual, lo que
podria apoyar esta inestabilidad a nivel del NADP+ estructural de la mutante
Durham (K238R).
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