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3 RESUMEN
La agmatinase like protein (ALP) es una enzima que se cloné a partir de una
libreria de genes de cerebro de rata y presenta actividad agmatinasa,
hidrolizando la agmatina a putrescina y urea. Esta enzima requiere Mn?* como
cofactor y posee un bajo porcentaje de identidad con las agmatinasas
conocidas, no conservando los residuos de coordinacion al metal activador.
En trabajos previos del laboratorio por la falta de informacién estructural se
realizd6 un modelo estructural de ALP, en el cual se propusieron 5 posibles
residuos que interaccionarian con el cofactor Mn?*. Se generd una mutante
triple (N213A/Q215A/D217A) y una mutante doble (E288A/K290A) de estos
residuos y ambas mutantes no presentaron actividad enziméatica. Esta tesis
tiene como objetivo evaluar la participacién de cada uno de los residuos de la
mutante triple en la actividad y coordinacion metalica de ALP. Para ello, se
generaron mutantes simples reemplazando cada residuo por alanina a través
de mutagénesis sitio dirigida, se purific6 parcialmente cada enzima por
cromatografia de intercambio anionico y se analizaron sus parametros
cinéticos. Como resultado, se obtuvo que las tres mutantes simples
presentaron valores de Km y Vmax menores que la enzima silvestre. Para
analizar la interacciéon enzima-Mn?*, se realizaron experimentos de activacion
enzimatica, dialisis, hiperactivacion, determinacion del contenido metalico y
especificidad de la activacion con el metal y en todos los resultados las tres
mutantes simples no mostraron diferencias con la enzima silvestre.
Concluimos que las tres mutaciones simples afectaron el sitio activo de la

enzima ya que alteraron sus parametros cinéticos y postulamos que estos

VIl



residuos se encuentran proximos al sitio activo. Dado que las mutaciones no
alteraron la interaccién enzima-Mn?* concluimos que estos residuos no

participan directamente como ligandos coordinantes del metal activador Mn?*.



4 ABSTRACT
The agmatinase-like protein (ALP) is an enzyme cloned from a rat brain gene
library that exhibits agmatinase activity, hydrolyzing agmatine to putrescine
and urea. This enzyme requires Mn?* as a cofactor and has a low percentage
of identity with known agmatinases, not conserving the coordination residues
to the activating metal. In previous laboratory work, due to the lack of structural
information, a structural model of ALP was constructed, proposing 5 possible
residues that would interact with the Mn?* cofactor. A triple mutant
(N213A/Q215A/D217A) and a double mutant (E288A/K290A) of these
residues were generated, both of which showed no enzymatic activity. This
thesis aims to evaluate the participation of each residue in the triple mutant in
the activity and metal coordination of ALP. For this purpose, single mutants
were generated by replacing each residue with alanine through site-directed
mutagenesis, each enzyme was partially purified by anion exchange
chromatography, and their kinetic parameters were analyzed. As a result, all
three single mutants showed lower Km and Vmax values compared to the wild-
type enzyme. To analyze the enzyme-Mn?* interaction, experiments including
enzymatic activation, dialysis, hyperactivation, determination of metal content,
and specificity of activation with the metal were conducted, and in all cases,
the three single mutants showed no differences compared to the wild-type
enzyme. We concluded that the three single mutations affected the enzyme's
active site as they altered its kinetic parameters, and we postulate that these

residues are located near the active site. Since the mutations did not alter the



enzyme-Mn?* interaction, we conclude that these residues do not directly

participate as coordinating ligands for the activating metal Mn?*

Xl



5 INTRODUCCION

5.1 Agmatina

La agmatina es una amina primaria que se genera como producto de
la descarboxilacién de la arginina a través de una reaccidon enzimatica
catalizada por la arginina descarboxilasa, a su vez la agmatina es hidrolizada

por la agmatinasa o ALP generando putrescina y urea. (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo de agmatina. Reaccion catalizada por la arginina
descarboxilasa y agmatinasa (Orellana et al., 2022)



La agmatina se encuentra en diferentes tejidos, especialmente en el
intestino al ser un producto de la microbiota (Raasch et al., 1995), también es
sintetizada en el cerebro por la arginina descarboxilasa siendo almacenada

en vesiculas sinapticas (Reis & Regunathan, 1998).

5.2 Funciones de agmatina en mamiferos.

Entre las funciones bioldgicas que se asocia la agmatina, esta ser un
precursor de la sintesis de poliaminas, moléculas esenciales para el
crecimiento y el desarrollo celular (Tabor & Tabor, 1984), ademas inhibe la
oxido nitrico sintasa (iNOS) (Gilad et al., 1995). En mamiferos a nivel cerebral
se encontré a la agmatina como agonista endégeno en los receptores de
imidazolina y de a2-adrenérgico (Atlas & Burstein, 1984a, 1984b; Li et al.,
1994). Se comenzaron a realizar estudios en el sistema nervioso central
donde una de las funciones mas relevantes es su efecto neuroprotector (Gilad
et al., 1995) y su potencial mecanismo incluye la antioxidacion, la
antiapoptosis, la antiinflamacion, la proteccion de la barrera sanguinea
cerebral y la prevencion del edema cerebral (Xu et al., 2018), ademas, es
considerada un neurotransmisor/neuromodulador (Reis & Regunathan, 1998;

Reis et al., 1998).

Se ha demostrado que la agmatina tiene un efecto neuroprotector en
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, lo que
se deberia al blogueo del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) ya que la
acumulacion del péptido beta amiloide en las regiones cerebrales dafiadas

disminuye (Song et al., 2014). También en la enfermedad de Parkinson, la



agmatina previno el deterioro motor y la pérdida de neuronas dopaminérgicas
del cuerpo estriado en animales (Bilge et al., 2020). Ademas, la agmatina
puede actuar como agente antiestrés en condiciones cronicas, Su
administracion exdgena proporciona proteccion contra los cambios inducidos
por el estrés al reducir la liberacion de glucocorticoides, estimular los procesos
antiinflamatorios y liberar factores neuroprotectores (Hassanshahi et al.,
2023). Se ha proyectado utilizar agmatina como un posible tratamiento para
enfrentar la ansiedad y depresién inducida por diabetes mellitus tipo Il, ya que
la administracién prolongada de agmatina redujo tanto la ansiedad como la
depresion e igualmente redujo la concentracion de glucosa plasmaética,
mejorando la resistencia a la insulina (Kale et al., 2020). Igualmente, la
agmatina se ve involucrada en otras enfermedades neurolégicas como la

epilepsia, esquizofrenia, adicciones, etc (Tabla 1).

En ratas con enfermedad de Huntington inducida por &cido 3-
nitropropidnico, se ha constatado una disminucién de los niveles de agmatina
en la corteza prefrontal, el cuerpo estriado y el hipocampo, lo que se
correlaciona con deterioro cognitivo y metabdlico, resultando en pérdida de
peso y anorexia. Sin embargo, la administracién crénica de agmatina ha
demostrado reducir significativamente los sintomas de la enfermedad y
normalizar los niveles de GABA/glutamato, BDNF, IL-6 y TNF-a en areas

cerebrales especificas (Katariya et al., 2024).



Tabla I: Agmatina y desoérdenes del sistema nervioso central. (Laube &
Bernstein, 2017; Xu et al., 2018)

Enfermedad
Accidente
cerebrovascular
isquémico

Lesién cerebral
traumatica
Enfermedad de
Parkinson

Enfermedad de
Alzheimer

Epilepsia

Trastornos
mentales
(depresién,
ansiedad, adicciodn,
esquizofrenia, etc)

Efecto neuroprotector

Reduce la produccion de oxido nitrico (NO) a través de
la inhibicion de Oxido nitrico sintasa en células
endoteliales, aumentando asi el flujo sanguineo en
areas isquémicas.

Reduce el glutamato y el NO atenuan la lesion cerebral
traumatica

Actla como antagonista del receptor NMDA. A través
de modelos inducidos por rotenona y 1-metil-4-fenil-4-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), la agmatina puede
disminuir el estrés oxidativo y proporcionar proteccion
parcial, respectivamente.

Activa muchos antioxidantes, incluido glutation.
Ademas, de disminuir los radicales libres e inhibir la
acumulacion de péptido beta-amiloide.

La actividad anticonvulsiva de la agmatina esta
mediada por los receptores NMDA, los adrenoceptores
a2 y la sefializacion de NO.

Ejerce una accion antidepresiva inhibiendo los
receptores NMDA o interactuando con los receptores 5-
HT1A/1By 5-HT2. Ademas, la agmatina podria suprimir
la expresion de los receptores NOS, NMDA o
imidazolina y aliviar la adiccion a las drogas.

Ademas, agmatina tiene un efecto antidiabético atribuido a sus

mecanismos antiinflamatorio y antioxidante por la activacion de los receptores

de imidazolina en las glandulas suprarrenales en ratas (Chang et al., 2010;

Hwang et al., 2005). También se ha observado en un estudio reciente que la

agmatina representa un tratamiento prometedor para tratar la xerostomia de

origen diabético debido a su efecto antiglicante y antioxidante (Fikry et al.,

2024).



5.3 Agmatinasa

La agmatinasa participa en la hidrdlisis de la agmatina generando como
productos putrescina y urea y requiere del cofactor manganeso, Mn?*, para su
actividad. Hace unos afios se consideraba que la agmatinasa era exclusiva
de microorganismos y plantas (Satishchandran & Boyle, 1986), pero se ha
demostrado la presencia tanto de agmatina como de actividad agmatinasa en
los mamiferos, en el cerebro de rata especificamente en el cerebelo (Gilad et

al., 1996)

Las agmatinasas pertenecen a la familia de las ureohidrolasa, ya que
poseen los residuos conservados de esta familia (Figura 2), incluidos los
residuos de coordinacién a metales (Ahn et al., 2004). Se caracterizan por
poseer un centro metalico binuclear de Mn?* ubicado en el sitio activo
estabilizado mediante 6 residuos que son: His121, Asp143, His145, Asp147,
Asp229 y Asp231; los que estan estrictamente conservados en la familia (Ahn

et al., 2004).

La agmatinasa mejor caracterizada cinéticamente es la agmatinasa de
E. coli con una Km para su sustrato agmatina de 1,1 mM (Carvajal et al., 2004),
la Ki para sus inhibidores competitivos arginina, guanidina y putrescina son 9
mM, 15 mM y 2.8 mM, respectivamente (Carvajal et al., 2004), y su constante

catalitica (kcat) es de 140 s (Carvajal et al., 1999).
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Figura 2: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la
agmatinasa de Agm_Dra: D. radiodurans (SWISS-PROT: Q9RZ04),
Agm_Eco: agmatinasa de E. coli (SWISS-PROT entry P60651), Agm_hum:
agmatinasa de H. sapiens (SWISS-PROT: Q9BSE5), Arg_rat: arginasa de R.
rattus (SWISS-PROT: P07824), Arg_Bca: arginasa de B. caldovelox (SWISS-
PROT: P53608) y PAH_Scl: proclavaminato amidinohidrolasa de S.
clavuligerus (SWISS-PROT: P37819). Los aminoéacidos idénticos estan
destacados en naranjo y los mas conservados en amatrillo. Los circulos azules
bajo la secuencia indican los aminoacidos que coordinan los iones Mn?*. En
linea punteada color rojo se destacan los lazos designados como Ay B (Ahn
et al., 2004).

Recientemente se ha reportado que la metformina, un farmaco
ampliamente utilizado como hipoglicemiante es un inhibidor competitivo de la
agmatinasa de E.coli con una constante de inhibicion, Ki de 1 mM, afectando
al catabolismo de la agmatina intestinal. Sin embargo, no afecta a otros

homoélogos de la familia de las ureohidrolasas ni a otras enzimas que utilicen



agmatina como sustrato. Con respecto a los analogos de metformina que son
hipoglicemiante mas potentes: fenformina, buformina y galegina, resultaron
mejores inhibidores de agmatinasa con una Ki de 0.6, 0.1, y 0.007 mM,

respectivamente (Tassoulas & Wackett, 2024)

5.4 Agmatinase like protein (ALP)

ALP es una proteina compuesta de 523 aminoacidos, que posee una
masa molar de 60 kDa, que se obtuvo a partir de una libreria de ADNc de
cerebro de rata, esta secuencia expresada en E. coli present6é actividad
agmatinasa (Uribe et al., 2007). Aunque ALP no contiene los clasicos residuos
cataliticos ni aquellos que interaccionan con el cofactor Mn?* caracteristicos
de la familia de las ureohidrolasa, ALP es la Unica enzima de mamiferos con
actividad agmatinasa caracterizada cinéticamente, con una Km para agmatina
de 3+ 0.2mM y una keat de 0.9 £ 0.2 seg™. Una caracteristica particular de la
proteina ALP es la presencia de una secuencia denominada dominio LIM en
el extremo carboxilo. Estos dominios, en general, participan en interacciones
proteina-proteina (Fig 3). Actian como un dominio autoinhibitorio de ALP, el
cual se estabiliza por dos iones zinc, Zn?*, formando estructuras similares a
dedos de Zn?*. Este dominio puede plegarse de forma independiente (Castro

etal., 2011).



*
ALD.Rat :MVTPRP}SQPKNSQEVLKTEKVD SMNIETEDVEIBEKEDPT:EAPCPSLTKS MIEF‘T G Fkocs : 75
R
YDN

Agm.Hum F e i LASEC PGPEVGARPARGMFHEGRRQSE] ASDﬂP F ARP : 33
Agm.E.coli 1 ————————" -~ MSTLG SHA : 14

120 140
ALP.Rat : s EI NSPPQ A SEETESNGF DENG_.ESSDVELDSA PQHFTT— ﬁc FT AE.’EF.;SSPQ i 150
Agm. Hum : 0T S — = P IZ:AF P Fps— M : 124
Agm.E.coll : F -—- INEQf JiGv P G ‘L TN WEH FPWNFD\‘RE C : B8

160 * 180 * 200 220
ALP.Rat I EEPEEQ QEKPENE SEEVINLEEN . KE|[PE PELJJMNY FFFZDK'PETDQLI_ NLNSQAS PRSEES ST : 22§
Agm.Hum : NVNLYWLODSC oy I TNREVE C 1 - LT -—- LLH IVERTEI T DELE : 10
Egm.E.coli : YATGRAFEMSE ZHE R E R - GG [V . - Mg : 159
*
240 * 260
ALP.Rat : w SEEEIROEKWQOE QR ERYQ———KE -] LKEEWEKA(;KEV YYEE‘.ERKI EDT VPF : 297
Agm. Hum H E. L CVD 2 ;269
Agm.E.coli : -CE[D| TM—— YTAP v OIG - D - : 2273
320 * 380
ALP.Rat : THssEsa@orsTsssvT 'r' E.NC DRD E QNT QE SEss KARESGLPEE sfrgsesENsE 373
Agm.Hum H S| 7 Y ¥ SE P TRV NI L. : 342
Agm.E.coll : P40y TG Q 1 A TIE L 1 29§
* 400 * 4240 * 440 *
ALP.Rat H NSESK ODOOPETERAEASHOGTNPQSAQDPEPWNQQTSNPPTSKSEDVKEETLALEKSTNHQTESPGERRKSTISG @ 449
Agm. Hum : IBCALFE IV - ————— -~ m - m : 353
Agm.E.coli 1 PYIQAAKKGE - —— - - = - m oo oo oo - : 309
460 * 480 * 500 * 520 *

ALP.Rat : KELCSSCGLALGKGAAMIIETLNLYFHIQCFRCOGICKGOLGDAVSGTOVRIRNGLLNCTODCYMRSRSAGQPTTL @ 523

Agm. Hum e e : _
Agm.E.COLll & ————— oo —————— —— . —

Figura 3: Alineamiento de secuencia aminoacidica de Agmatinase like
protein (ALP.Rat), Agmatinasa humana (Agma.hum), Agmatinasa de
E.coli (Agm.E.coli). Los residuos conservados criticos para la actividad
catalitica y el ligando Mn?* en las ureohidrolasas, se designan con una estrella
roja. Los residuos que conforman el dominio LIM estan subrayados.

Al realizar un analisis de la secuencia nucleotidica de ALP en las bases
de datos Protein (http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/), se identifican
transcritos denominados LIMCH1 cuyo extremo 3’ es idéntico a ALP. De
estos, en el laboratorio se clonaron dos isoformas: la isoforma | de 3177pb y
la isoforma Il de 2709pb. Ambas fueron cataliticamente activas con agmatina
(Fig 4), y sus parametros cinéticos no mostraron diferencia significativas con

respecto a ALP, por lo que el sitio activo se conserva en estas proteinas y las



regiones adicionales que se encuentran en LIMCH1 no participarian en la
catdlisis (Garcia et al., 2016). Aun mas, se logré expresar una secuencia de

210 aminoacidos denominado ALP-central que conserva la actividad

agmatinasa (Fig 4).

Al realizar especies truncadas de la ALP sin el dominio LIM (ALIM-ALP)
se consiguieron variantes con una kcat aumentada 10 veces, una Km para
agmatina disminuida en 3 veces y una mayor afinidad por el producto

putrescina (Tabla 2).

Isoform I, 1056 aa Kot (5-7) K tmM)
» ALP p 1.9 45
Isoform Il, 903 aa
2.5 2.5
LP
523 aa
0.9 3
LP
457 aa
ALIM-ALP 10 12
210 aa
T140 G AN 5350 0.4 1.2

Figura 4. Esquema comparativo de ALP y las isoformas clonadas. Las
regiones en azul claro y oscuro, también en el triangulo son idénticas. Se
indica el valor de kcat y Km para agmatina.



Tabla Il: Parametros cinéticos de ALP silvestre y trunca en el domino LIM
(Castro et al., 2011).

Variante Keat (s) Km (mM) KcatKm (M-'s) Ki (mM)
(Putrescina)

Silvestre 09+0.2 3.0+£0,2 300 5004

Trunca 10 £ 1 1.2+05 9091 1.3+£0.2

5.5 ALPYy el cofactor Mn?*

Se ha demostrado que ALP contiene un Mn?* por subunidad (Cofre et
al., 2014), y al adicionar Mn?* se hace mas activa, por otro lado la incubacién
con EDTA provoca la inactivacion total de la enzima (Uribe et al., 2007). Como
primera aproximacion para identificar los residuos que coordinan los iones
metélicos, se realizaron mutaciones simples a los cinco residuos de histidinas
presentes en ALP, donde solo la variante H206A mostré una reduccion en la
afinidad por Mn?* de casi diez veces, por lo que se concluyd que His206 puede
estar involucrada en la unién de los iones metélicos, ademas de indicar que
al contrario de las ureohidrolasas silvestres los residuos de histidinas no son

criticos en la actividad catalitica (Quifiones et al., 2015)

Considerando la identidad de secuencia de ALP con las secuencias de
las estructuras de agmatinasas depositados en el Protein Data Bank, se
seleccionaron las secuencias de Deinococcus radiodurans (1WOI),
Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia thailandensis (4DZ4), Thermoplasma
volcanium (3PZL), Pseudomonas aeruginosa (3NIO) y Streptomyces
clavuligerus (1GQ6) para realizar un modelamiento estructural y obtener una

posible ubicacion del sitio de unién a Mn?* en ALP. Considerando este modelo,
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se propone que los residuos que interaccionan con los iones metalicos son:
E190, N213, Q215, D217, E288 y K290, reafirmando que las interacciones no
incluyen residuos de aspartato ni histidina como en las enzimas de la familia
de las ureohidrolasa (Fig 5). Por tanto, se realiz6 una mutante triple y una
mutante doble, N213A/Q215A/D217Ay E288A/K290A, respectivamente, para
un andlisis funcional de la unién del Mn?*. Se encontré que ambas mutantes
no presentaron actividad agmatinasa, apoyando que estos residuos son
necesarios para la actividad ALP defendiendo el modelo propuesto (Reyes et

al., 2020).

Tomando en consideracibn que en las mutantes triples y dobles
realizadas no se obtuvo actividad catalitica, indicativo de la posible relevancia
en la interaccion con el Mn?*. En este proyecto se propone esclarecer cuales
residuos de la mutante triple contribuyen a la coordinacién con el ion Mn?*.
Por lo tanto, en esta tesis se propone responder la siguiente pregunta: ¢ cual
es el rol de cada uno de los residuos de la mutante triple en la union al ion

Mn?*y la actividad catalitica de ALP?
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D217 (ALP)

D147 (1WOI)

D128 (3LHL)

D163 (4DZ4) £288 (ALP)
D148 (3PZL) D229 (1WOI)
D155 (3NI0) D214 (3LHL)
D242 (4DZ4)
D229 (3PZL)
D243 (3NI0)

Q215 (ALP)

H145 (1WOI)

H136 (3LHL) N213 (ALP)

H161 (4DZ4) D143 (1WOI)

H146 (3PZL) D138 (3LHL)

H154 (3N10) D159 (4DZ4)
D144 (3PZL)
D152 (3NIO)

K290 (ALP)
D231 (1WOI)
D217 (3LHL)
D244 (4DZ4)
D231 (3PZL)
D245 (3NIO)

Figura 5: Modelo del sitio de unién de Mn?* para ALP, a partir de
Deinococcus radiodurans (1WOI), Clostridium difficile (3LHL), Burkholderia
thailandensis (4DZ4), Thermoplasma volcanium (3PZL), Pseudomonas
aeruginosa (3NIO) y Streptomyces clavuligerus (1GQ6)
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6 HIPOTESIS.

Los residuos N213, Q215 y D217 participan en la coordinacion con el cofactor
Mn?*, y el reemplazo de cada uno por alanina disminuiria su actividad

catalitica.

7 OBJETIVOS.

Evaluar la participacion de los residuos N213, Q215 y D217 en la coordinacion

con el cofactor manganeso y la actividad de ALP.

8 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

a) Generar las mutantes simples de los residuos N213, Q215 y D217 por

alanina en ALIM-ALP.

b) Caracterizar los parametros cinéticos y la interaccién con el cofactor Mn2*

en las mutantes simples generadas.
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9 MATERIALES Y METODOS

9.1 Vector

El pldsmido HepQEG60 de 3.1 kb (Fig 6), es el vector de expresion en
procariontes que se utilizo para expresar en E.coli BL21(DE3) el gen de ALIM-
ALP y para la realizacion de las mutantes simples. Sus principales
caracteristicas son la resistencia al antibiético ampicilina, ademas de un sitio
de union al ribosoma (RBS), contiene el promotor del bacteriéfago T5 ubicado
rio arriba del operdn lac, permitiendo la regulacion y expresién del subclonado

por IPTG (Fig 6)

T5 promoter

‘/y] EcoR |
/’/,, RBS
, Nco |
Histag |BamH |
_ Bgl II
Hind 111

HepQEGO =

‘— rrnB terminator

Figura 6: Vector HepQE®6Q0, utilizado para la expresion de ALIM-ALP y
sus variantes mutadas.
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9.2 Cepa bacteriana

La cepa E.coliBL21(DE3), cuyo genotipo es fhuA2 [lon] ompT, gal(ADE3)
[decm] AhsdSA DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21
Anin5, fue utilizada para expresion del gen ALIM-ALP silvestre y las mutantes

simples N213A, Q215A y D217A.

9.3 Medio de cultivo
Agar Luria Bertani: se prepar6 con 10 g/L de bactotriptona, 5 g/L de
extracto de levadura, 10 g/L de NaCl y 15 g/L de agar con posterior

autoclavado.

Caldo Luria Bertani (LB): para un litro de medio se utilizé 10 g de
bactotriptona, 5g de extracto de levadura, 10 g de NaCl con posterior

autoclavado.

Caldo Terrific Broth (TB): se prepard con 12 g/L bactotriptona 'y 24 g/L
de extracto de levadura el cual fue autoclavado, para posteriormente agregar
100 mL/L de una solucién amortiguadora de fosfato monopotasico 0.17 M y

fosfato dipotasico 0.72 M autoclavada.

A los medios se le adiciono ampicilina a una concentracién final de 100

pg/mL.

9.4 Oligonucleétidos
Del trabajo previo in silico, se mandaron a sintetizar los oligonucle6tidos
con la mutacion de los residuos N213, Q215 y D217 por alanina (Tabla 3). Se

sintetizaron los oligonucledtidos a través de Fermelo Biotec.
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Tabla lll: Secuencia de oligonucleétidos para mutantes simples de ALP.

Nombre

Secuencia

F-ALP-Tr N213A

5’- GACCAACTACATTTGCCAAATCTCGCCTCTCAAGCGGATTCCCCAAGC -3

R-ALP-Tr N213A

5- GCTTGGGGAATCCGCTTGAGAGGCGAGATTTGGCAAATGTAGTTGGTC -3

F-ALP-Tr Q215A

5- CATTTGCCAAATCTCAATTCTGCGGCGGATTCCCCAAGCAGTGAG -3’

R-ALP-Tr Q215A

5- CTCACTGCTTGGGGAATCCGCCGCAGAATTGAGATTTGGCAAATG -3’

F-ALP-Tr D217A

5’- CCAAATCTCAATTCTCAAGCGGCGTCCCCAAGCAGTGAGAAGTCC -3

R-ALP-Tr D217A

5- GGACTTCTCACTGCTTGGGGACGCCGCTTGAGAATTGAGATTTGG -3

Para la verificacion de la mutacion se realiz6 la secuenciacion de los

plasmidos mutados utilizando el partidor de ALP-central, indicado en la Tabla

4.

Tabla IV: Secuencia del partidor utilizado en la deteccion de las mutaciones

simples.

Nombre

Secuencia

F-ALP-central

5’-GCCCATGGGATGACCGTGGCCCTGGTGGAG -3

9.5 Reactivos quimicos generales

Los reactivos quimicos generales, soluciones tampones, sales y

sustratos empleados para enzimas son de grado analitico y biologia molecular

del proveedor Merck.
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9.6 Soluciones generales
TAE 10X: se adicion6 48.4 g de Tris, 11.4 mL de acido acético glacial y
20 mL de EDTA 0.5 M ajustando a pH 8.0 y se completé a volumen de 1 L con

agua destilada.

TBS-tween: NaCl 150 mM, Tris 10 mM y Tween 20 al 0,05% para un

volumen de 1L que se complet6é con agua destilada.

Tampdn de transferencia: Tris 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20%

para un litro de solucién.

Tampoén de corrida 5X: para un litro de solucién se le adicioné 15g de

Tris, 729 de glicina 'y 5g de SDS, se complet6 el volumen con agua destilada.

Soluciéon mezcla acida: fue preparada con acido ortofosforico 23% y

acido sulftrico 9% para un volumen de 1 L con agua destilada.

9.7 Obtencion de las mutantes simples.

Las mutaciones simples se realizaron utilizando el kit Quick changell
Site-Directed Mutagenesis kit y KOD Hot Start DNA Polymerase, utilizando
como templado el vector H6-pQE60 que contiene la secuencia codificante
para esta enzima silvestre y la KOD polimerasa para elongar el ADN con una
alta fidelidad. De la reaccién de PCR se realiz6 la digestion del ADN parental

metilado con la enzima de restriccion Dpnl a 37°C por 1 hora.

Con el pldsmido mutado se transformaron bacterias E. coli BL21(DE3)
quimiocompententes tratada con CaClz que serdn sometidas a un breve shock

térmico 42°C por 2 minutos, luego se deja en la cubeta con hielo por 5 minutos.
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Luego, las bacterias se cultivan a 37°C en medio LB liquido por 1 hora, se
centrifugara a 5000 rpm por 5 minutos y el precipitado se sembrara en placa
con agar medio LB y ampicilina (Amp) y se cultivara a 37°C por 14 horas. Una
vez conseguidas las colonias se incubaran con agitacion en medio LB/Amp

liquido a 37°C por 14 horas.

A patrtir del cultivo bacteriano se purificara el plasmido con el protocolo
del kit de soluciones PureDirex Plasmid mini PREP Kit, para enviar a
secuenciacion automatica y verificar la presencia de la mutacion y la ausencia

de mutaciones no deseadas.

9.8 Secuenciacion de plasmido

Los plasmidos de interés fueron enviados al servicio de secuenciacion
automatica de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Luego, con el
programa ChromasPro 2.1.10.1 ademas con el servidor web Clustal Omega

fueron analizados los resultados de secuenciacion (Reyes Cuevas, 2023).

9.9 Cuantificaciéon de ADN
La cuantificacion de ADN se realizé por espectrofotometria utilizando el

equipo UV-Vis Spectrophotometer modelo Q5000 marca Quawell.

9.10 Ensayo de digestion enzimatica.

Se uso un gel de agarosa a una concentracion de 1% de agarosa disuelta en
una solucién TAE 1X, se adiciond el compuesto fluorescente SafeView Plus
de Fermelo Biotec en una dilucion 1:20000 (indicado por el fabricante). Las

muestras fueron digeridas con las enzimas de restriccion Hindlll y Ncol de
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Thermo Scientific que flanquean el inserto en el vector. EI marcador de peso
molecular que se uso6 fue GeneRuler 1kb DNA Ladder de Thermo Scientific.
La electroforesis se realiz6 a un voltaje de 80V por 40 minutos, ademas, la
deteccion del ADN en el gel fue a través de un transiluminador UV acoplado

a un fotodocumentador.

9.11 Expresion de variantes ALIM-ALP mutadas.

Se indujo la expresion de la enzima mutada transformada en E. coli
BL21(DE3) en el medio Terrific con ampicilina. Se cultivd a 37°C en un
agitador orbital hasta una densidad Optica de 0.5 a 600 nm, y le adiciono el
isopropil-a-tiogalactopiranésido (IPTG) 0.5mM final para inducir la expresion

de la enzima a 30°C.

9.12 Purificacion parcial de las variantes ALIM-ALP mutadas.
Posteriormente el cultivo bacteriano se centrifugd a 5000 rpm por 10
minutos, se lavé con tampdn Tris 10mM a pH 7.5 hasta obtener el pellet
bacteriano que fue resuspendido en buffer de lisis que contiene Tris-HCI 100
mM pH 7.5; MnCl2 2 mM; putrescina 2 mM; PMSF 0.1 mM; DTT 5 mM y KCI
100 mM, lisando las bacterias por sonicacion en ciclos de 15 segundos de
sonicacion cada 30 segundos de reposo, por 9 minutos totales de sonicacion,
a 85% de amplitud en el equipo Sonics modelo VCX130, luego de una
segunda centrifugacién a 12000 rpm por 15 minutos se obtuvo el extracto
proteico que fue sometido a una cromatografia de intercambio aniénico donde
utilizamos una columna de DEAE-celulosa previamente lavada y equilibrada

con Tris-HCI 10 mM pH 7.5 y KCI 150mM. Para la elucion se utilizé una
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concentracion de KCIl de 250 mM. Verificando su completa elucion cuando la

absorbancia a 280nm lleg6 a 0.0.

9.13 Determinacion de actividad agmatinasa.

Se determind la actividad enzimatica a través de una reaccion
colorimétrica que detecta la produccion de urea al interaccionar con el reactivo
colorimétrico a-isonitrosopropiofenona (Archibald et al., 1945) a 37°C
producto de la hidrdlisis de agmatina. La reaccién se inicié con las siguientes
soluciones 2 mM MnClz, 20 mM agmatina pH 7.5 y 50 mM glicina pH 9.0 y 100
UL de enzima, se incubd6 a 37°C por 15 minutos, para detener la actividad se
us6 1 mL de mezcla &cida (acido orto fosforico 23% y &cido sulflrico 9%).
Luego, se agregaron 100 pL de a-isonitrosopropiofenona al 3% en etanol y se
calentd a 100°C por 1 hora. Se enfri6 en oscuridad por ser una reaccion

fotosensible y se midio la absorbancia a 540 nm (Reyes et al., 2020).

9.14 Determinacion de los parametros cinéticos.

Para realizar la curva de saturacion se utilizaron concentraciones de
agmatina 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 y 15 mM con soluciones de 2 mM MnClz, 50
mM glicina pH 9.0 y 100 uL de enzima para iniciar la reaccién, se incub6 a
37°C por 15 minutos, se detuvo la reaccion con 1 mL de mezcla acida y se
afadio a-isonitrosopropiofenona al 3% en etanol y se calenté a 100°C por 1

hora. Enfriamos en oscuridad y medimos a 540 nm (Reyes et al., 2020).

9.15 Ensayo de hiperactivacién
Muestras de enzima dializada por 2 horas contra Tris-HCI 5 mM pH 7.5
y no dializadas se incubaron a 60°C por 5 minutos, en presencia y ausencia
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de Mn?* También, se realiz6 la incubacién a 60°C a distintos a tiempos (0, 2,
4, 6, 8, 10, 15 minutos) en presencia de Mn?* con muestras de enzima no
dializada. Luego, se dejaron en hielo por 10 minutos para determinar la
actividad agmatinasa por el método descrito anteriormente (Quifiones et al.,

2015).

9.16 Ensayo con distintos metales.
A través del método antes escrito para la determinacion de la actividad
agmatinasa como cofactor se utilizaron distintos metales con concentracion

de 5 mM siendo MnClz, CoClz, NiClz, MgClz y CaCla.

9.17 Cuantificacion de proteina
La concentracion de proteina se determiné a través del método de
Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de suero bovino como

estandar.

9.18 Electroforesis en condiciones desnaturante

Para la separacién de proteinas se realizaron geles de poliacrilamida-
SDS al 12%, de los cuales uno fue tefiido con azul de Coomasie y otro fue
utilizado para la inmunodeteccion a través de Western blot. En esta técnica,
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y luego se
bloquearon con leche descremada al 5% p/v en TBS-Tween 1X.
Posteriormente, la membrana se lavé cada 3 minutos durante 5 veces con
TBS-Tween 1X. Luego, se incubd con el anticuerpo primario, que es un
anticuerpo policlonal anti ALP, diluido a 1:2000 en TBS-Tween 1X, a 4°C con
agitacién constante durante 16 horas. Posteriormente, se realizaron lavados
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seriados de 10 minutos por 4 veces y se incubo con el anticuerpo secundario
de cabra IgG anti-conejo con dilucion 1:10000 en TBS-Tween 1X con leche
0.5% p/v por una hora, siguiente a esto se lavd 5 veces con TBS-Tween 1X.
Finalmente, se afiadio el sustrato quimiolumininiscente Westar Antare de
Cyanagen en proporcion de 1:1, siguiendo las recomendaciones del fabricante
para su deteccion en el fotodocumentador ChemiScope 3000 modelo 3100

(Reyes et al., 2020).

9.19 Determinacion de manganeso por fluorescencia de rayos X

Las muestras utilizadas fueron del pool recolectado de la columna de
DEAE-celulosa con Tris HCI 10 mM a pH 7.5 y su dialisis por 2 horas contra
Tris 5 mM a pH 7.5, se adicioné un estandar de Galio 0.5 mg/L en 150 pL de
cada muestra, luego se tomaron 10 pL de las muestras que fueron
depositados en el disco siliconizado y secadas utilizando una lampara de calor
IR por 5 minutos para ser analizadas en el espectrometro de fluorescencia de

rayos X de reflexién total (TXRF) S4 TStar BRUKER.

9.20 Gréficas
Se realizaron analisis estadisticos y la representacion de los resultados

de manera grafica fueron mediante el software GraphPad Prism 8.
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10 RESULTADOS

10.1 Obtencién de enzimas mutantes
Se verificé la obtencion de las mutantes simples N213A, Q215Ay D217A
en el vector HespQEG6O-ALIM-ALP, mediante secuenciacion automatica y se

analizo utilizando los programas ChromasProl.5 y el servidor Clustal Omega

(Fig 7).

|A| Asn
AAT 50 210 220 230 240 250
CTCGCCTCTCAAGCGGATTCCCCAAGGACCAACTACATTTGCCAAATCTCGCCTCTCAAGC GG

Ala

24 260 270 280 290 30C
AATTCTGCGGCGGATTCCCCAAGCAGTGAGAAGTCCCCCGCGAGCACGCCTTTTAAGTTCTG
Ala

2 AN AAAN WA A A A A AN AN

C Asp
200 GAT 220 230 240 250 260
TCAAGCGGC GTCCCCAAGCAGT GAGAAGTCCAAATCT CAATTCTCAAGCGGCGTCCCCAAGCA
Ala

Figura 7: Identificacion de las mutaciones en asparagina 213, glutamina
215 y aspartato 217 por alanina. Electroferograma de las mutaciones de
los residuos A) asparragina 213 por alanina, B) glutamina 215 por alanina, y
C) aspartato 217 por alanina.
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Se realizé la liberacion del inserto en los plasmidos mediante una
digestion con las enzimas de restriccion Hindlll y Ncol mostrando 2 bandas de
los tamafios que corresponde a HepQEGO de 3,4 kb y ALIM-ALP con las

mutaciones respectivas de 1,4 kb (Fig 8).

M N213A D217A

3000—~>
1500~>

Figura 8: Andlisis de restriccion de las mutantes simples de ALIM-ALP
en el vector HspQEG6O. A modo de ejemplo se muestra el vector digerido con
las enzimas de restriccion Hindlll y Ncol de las mutantes N213A y D217A
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10.2 Purificacion parcial de ALIM-ALP y de las variantes mutadas

Luego de haber expresado las enzimas mutadas en E.coli BL21 (DE3),
las mutantes simples N213A, Q215 y D217A, se purificaron parcialmente
utilizando una cromatografia de intercambio anionico de DEAE-celulosa,
equilibrada con Tris 10 mM a pH 7,5. Se eluy6 la enzima con 250 mM al
mostrar el primer maximo de la actividad enzimatica, del cual se realizé un
pool con las fracciones de mayor actividad para los analisis posteriores (Fig

9).

[KCI] 150 mM 250 mM 500 mM _
\ v v > Absorbancia 280 nm
3_ -
Absorbancia 540 nm
]
‘O 24
[
]
2
(@)
2,
<
0 , : : .
0 20 40 60 80

Fracciones DEAE-celulosa

Figura 9: Cromatograma representativo de la muntante Q215A, a partir
de la columna de intercambio anionico DEAE-celulosa calibrada con
Tris-HCI 10 mM, pH 7,5. La absorbancia a la longitud de onda de 280 nm
representa las proteinas totales (circulos negros) y la longitud de onda de 540
nm representa la actividad agmatinasa (cuadrados rosas). Las flechas indican
la fraccion donde comenzé la aplicacion de las distintas concentraciones de
KCI.
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El pool de fracciones con actividad agmatinasa eluida de la columna
DEAE-celulosa, se analizé en un SDS-PAGE al 12% y las variantes fueron

identificadas mediante Western blot con un anticuerpo anti-ALP (Fig 10).

M N213A Q215A D217A M N213A Q215A D217A ALIM-ALP

50 kDa >

Figura 10: Identificacion de las variantes ALIM-ALP, N213A, Q215A y
D217A por SDS-PAGE e inmunodeteccién. Gel de poliacrilamida al 12% A)
Las proteinas estan tefiidas con azul de Coomasie. B) Western Blot incubada
con anticuerpo anti-ALP en la dilucion 1:2000. M indica el marcador de peso.
No se normalizé la concentracion de proteinas en cada carril.

10.3 Determinacién de la actividad especifica de las variantes mutadas.
Para determinar la concentracién de proteina de cada variante, se

realiz6 el método de Bradford utilizando BSA para la curva de calibracion.
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Como se indica la tabla 5, se normalizé la actividad enzimatica con 75
Mg de proteinas totales. La variante N213A presentd la menor actividad

especifica que corresponde a un 42% del control.

Tabla V: Concentracion de proteinas y actividad especifica.

m (pg) /100uL Abssa0nm Actividad especifica
(Abss40nm/15min/75ug
prot)
N213A 78,00 0,302 0,290
Q215A 98,00 0,638 0,488
D217A 84,00 0,702 0,627
ALIM-ALP 75,00 1,290 1,293

10.4 Obtencién de los parametros cinéticos para las variantes mutadas.

Las variantes N213A, Q215 y D217A presentaron curvas de saturacion
hiperbdlicas para su sustrato agmatina (GraphPad Prism 8) (Fig. 11). Las
variantes mutadas presentaron valores de Km menores con respecto a la
enzima control ALIM-ALP, como se aprecia en la Tabla 6. La Km de la enzima
silvestre es del orden de 1 mM, y en las tres variantes la Km fue alrededor de
0,3 mM, evidenciando una disminucién de 3 veces. Por otro lado, respecto de
las Vmax normalizadas por la concentracion de proteinas totales, las 3
variantes presentaron una menor Vmax que la enzima silvestre. La variante
D217A presenta un 36% de la Vmax de la enzima silvestre, la Q215A presenta
un 28% y la N213A presenta solo un 12% indicando una catalisis menos

eficiente a pesar de la disminucion de la Km.
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Figura 11: Curva de saturacién para las enzimas mutantes y silvestre.
Las concentraciones finales de agmatina fueron 0.1 mM, 0.2 mM, 0.5 mM, 1
mM, 2 mM, 5 mM, 10 mM y 15 mM para A) N213A, B) Q215A, C) D217A y D)
ALIM-ALP. Se utilizo el programa GraphPad Prism 8, y se utilizaron ajustes

no lineales.

Tabla VI: Parametros cinéticos de las variantes mutadas.

N213A
Q215A
D217A

ALIM-ALP

Km (mM)
0,34 £ 0,09
0,29 £ 0,04
0,29 £ 0,03
1,04 £ 0,10

Vmax
(Abss40nm/15min/75ug prot)
0,19 £ 0,01
0,44 £ 0,01
0,56 £ 0,01

1,55 + 0,04
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10.5 Anélisis de la interaccion enzima-metal en las variantes de ALIM-

ALP.

Con el pool de fracciones eluidas de la cromatografia, lo primero que se
realizé fue medir la actividad agmatinasa con y sin el metal activador Mn?*
como se resume en la Fig. 12, barras claras. La actividad de todas las
variantes incremento entre un 30-50% con Mn?* y no se encontraron
diferencias importantes con la enzima silvestre. En el siguiente experimento
se dializaron las muestras durante 2 horas contra Tris-HCI 5 mM, pH 7,5, y se
midié actividad con y sin Mn?*, en todos los casos la enzima pierde actividad
con la didlisis y no es recuperada al adicionar Mn?* en el ensayo de actividad,
comportamiento equivalente a la enzima silvestre. A continuacion, se realizé
un proceso denominado hiperactivacion, descrito para las ureohidrolasas
especialmente para las arginasas y que también se replica en ALP a pesar de
la baja identidad de secuencia con la familia ureohidrolasas (Uribe et al.,
2020). El proceso consiste en someter a la enzima a un calentamiento a 60°C
en presencia y ausencia de Mn?* por 5 minutos, se enfria la muestra y se mide
la actividad agmatinasa. En presencia de Mn?* se generé6 un aumento
significativo de la actividad ureohidrolasa, esto se ha asociado a un cambio
conformacional que optimiza la interacciéon enzima-Mn?*. Interesantemente, la
enzima silvestre aumento pobremente (alrededor de un 15%) al comparar con
la enzima sin calentar medida en presencia de Mn?*. Sin embargo, las tres
variantes mutadas aumentaron al doble su actividad enzimética. También se
hiperactivaron las muestras dializadas y se recuperaron buena parte de la

actividad enzimatica, comportamiento equivalente en la enzima silvestre.
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Figura 12: Efecto de Mn?*, didlisis e hiperactivacion sobre la actividad de
las enzimas mutantes y silvestre. Las barras claras corresponden a las
enzimas no hiperactivadas, medidas con y sin Mn?* antes y después de
dializar. Las barras oscuras indican la actividad de las enzimas hiperactivas
cony sin Mn?* antes y después de la dialisis por 2 horas contra Tris-HCI 5 mM
pH 7,5. En las variantes A) N213A, B) Q215A, C) D217Ay D) ALIM-ALP.
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También, se analizd el proceso de hiperactivacion a través del tiempo
y se encontr6 un aumento de la actividad enzimatica a mayor tiempo de
incubacion con Mn?* a 60°C, el comportamiento fue similar entre las variantes
mutadas y la enzima silvestre. Aunque, ALIM-ALP con respecto a las variantes

tuvo una menor activacion (Fig. 13).
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Figura 13: Hiperactivacion en el tiempo de ALIM-ALP y las variantes
mutadas. Las muestras calentadas a 60°C en presencia de Mn?* a distintos
tiempos, ALIM-ALP (verde), N213A (celeste), Q215A (azul) y D217A (negro),
donde la actividad enziméatica es representada en porcentaje. El punto que
indica el 100% es la actividad de la enzima sin calentar a 60°C.
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10.6 Determinacién del contenido de manganeso en las variantes
mutadas.

Se cuantificd el contenido de metales en las muestras eluidas de la
columna DEAE-celulosa mediante espectrometria de fluorescencia de rayos
X. Se cuantificé antes y después de una dialisis de 2 horas contra Tris-HCI 5
mM, pH 7,5 en dos de las variantes mutadas y la enzima silvestre (Fig 14). La
variante Q215A, mostré una mayor variacion disminuyendo a la mitad la
concentracion de Mn?*. La variante D217A y la enzima silvestre no variaron
sustantivamente su contenido de Mn?* antes y después de la didlisis (Tabla

7).
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Figura 14: Contenido de Mn?* determinado a través de fluorescencia de

rayos X de reflexion total en las variantes de ALIM-ALP. A) Q215A y B)

D217A, muestras no dializadas y C) Q215A y D) D217A muestras dializadas

por 2 horas contra Tris-HCI 5 mM pH 7,5 corresponde.

Tabla VII: Concentracion de Mn2* de las variantes de ALIM-ALP.

Mn?* (mg/L) Mn?* (mg/L)

dializada 2 h
Q215A 0,18 +£0,10 0,09 £ 0,02
D217A 0,10 £ 0,01 0,09+ 0,00
ALIM-ALP 0,09+ 0,05 0,12 + 0,01
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10.7 Efecto de distintos metales sobre la actividad de las variantes de

ALIM-ALP.

Se determiné la actividad agmatinasa de las distintas variantes eluidas
de la columna DEAE con distintos metales, se utilizaron: Mn?*, Co?*, Ni?*, Mg?*
y Ca?*. El comportamiento en las variantes mutadas y la enzima silvestre fue
muy similar, la mayor actividad por supuesto resulté con Mn?*, mientras el
Co?* y el Ni?* inhibieron su actividad (especialmente Ni%*), Mg?* y Ca?* no
afectaron practicamente la actividad, obteniendo actividades equivalentes a

las del control (Fig.15) con distintos metales en las variantes de ALIM-ALP.
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Figura 15: Efecto de distintos metales en la actividad de las variantes de
ALIM-ALP. EIl control negativo indica la actividad agmatinasa sin metal
adicionado, los metales utilizados a una concentracion de 5 mM son
Mn?*(morado), Co?* (rojo), Ni?* (celeste), Mg?* (amarillo) y Ca?* (naranjo) en
las variantes A) N213A, B) Q215A, C) D217Ay D) ALIM-ALP.
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11 DISCUSION

Para la familia ureo-hidrolasa, es conocido el requerimiento de iones
metalicos especialmente Mn?* para su actividad catalitica. También se
conocen con exactitud los residuos que coordinan el cofactor Mn?*, 4
aspartatos y 2 histidinas que son altamente conservados en la familia, y que
de hecho son parte de la marca de familia de estas proteinas (Ahn et al.,
2004). Los residuos coordinan dos iones Mn?*, el Mn?* A que se uniria a la
enzima con una baja afinidad y que es removible por un tratamiento de dialisis
y el Mn?* B que esta fuertemente unido (Fig 16A). Para las agmatinasas de
procariontes cuya estructura y secuencia es conocida, los residuos que
coordinan Mn?* son los mismos (Uribe et al., 2020). También sucede con la
agmatinasa humana, enzima sobre la que recientemente se ha cuestionado
su actividad hidrolitica sobre agmatina, sugiriendo que podria actuar sobre
otros sustratos guanidinicos (Sinn et al., 2022). Un caso particular es la
agmatinasa de raton que posee solo 4 de los 6 residuos altamente
conservados, pero en esta enzima no se ha podido demostrar

fehacientemente su actividad agmatinasa (Romero et al., 2017).

La funcién de los iones Mn?* en la catdlisis de las ureohidrolasas,
consiste en coordinar la molécula de agua favoreciendo la generacion del ion
hidroxilo que realiza el ataque nucleofilico al carbono guanidino de la
agmatina, generando la hidrolisis de agmatina y produciendo urea y
putrescina, por lo tanto es esencial para la actividad de la enzima (Fig 16B)

(Maturana et al., 2021)
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Figura 16: Sitio de unién a Mn?* A) Ligandos de coordinacién para Mn2+
en la agmatinasa de E. coli (Uribe et al., 2020). B) Funcién de los iones Mn?*
en la catalisis de las agmatinasas (Maturana et al., 2021)

El metabolismo de la agmatina en mamiferos es objeto de controversia
No se ha demostrado de manera fehaciente la existencia ni la expresion activa
de la arginina descarboxilasa, la enzima que genera agmatina a partir de
arginina (Laube & Bernstein, 2017). Por otro lado la denominada agmatinasa
humana aparentemente no es capaz de hidrolizar agmatina (Sinn et al., 2022).
Y entre estos hallazgos, el grupo de investigacion del laboratorio de
Enzimologia de la Universidad de Concepcion, ha publicado varios articulos
reportando la actividad agmatinasa de ALP y de ALIM-ALP, una enzima cuya
secuencia no pertenece a la familia ureohidrolasa, pero que al igual que estas
enzimas requiere del cofactor Mn?* para su actividad agmatinasa, es inhibida
por EDTA, incluso sufre el proceso de hiperactivacion que hasta ahora solo
se habia descrito para algunas ureohidrolasas (Uribe et al., 2020), donde la
actividad de la enzima aumenta significativamente producto del calentamiento

a 60°C de la enzima en presencia de Mn?*. Debido a la falta de informacién
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estructural sobre ALP, en el laboratorio se gener6 un modelo estructural
donde se propusieron 5 potenciales ligandos que coordinarian el cofactor
Mn?*, se realiz6 una mutante doble y una mutante triple de estos ligandos y
se obtuvieron variantes sin actividad agmatinasa. En esta tesis se analizaron
las mutantes independientes de la mutante triple. En las tres mutantes, los
residuos aminoacidicos se reemplazaron por alanina y la generacion de cada
mutacion se realiz6 por PCR y se corrobord su presencia y la ausencia de
mutaciones no deseadas mediante secuenciacion automatica. Se logro la
expresion y la purificacion parcial de cada mutante mediante una
cromatografia de DEAE-celulosa, y a partir de estas muestras se realizaron

los analisis cinéticos y de interaccion enzima metal activador.

Analisis de los parametros cinéticos:

De los andlisis cinéticos, obtuvimos un resultado inesperado, la
disminucién en la Km en todas las variantes mutadas, reduciéndose en un 30%
respecto a la Km de la enzima silvestre. Si la mutacion hubiese generado un
aumento de la Km, podria ser un indicador de que alguno de los residuos
participa en la interaccidn con el sustrato. Sin embargo, una disminucion en la
Km nos indica que producto de la mutacion la interaccion enzima sustrato se
optimizé. Hasta este punto, no podemos afirmar que el residuo mutado
participe directamente en la interaccion directa con el sustrato, o si el efecto
estd mediado por un cambio conformacional, solo podemos decir que las
mutaciones tuvieron una consecuencia en el sitio activo de la enzima.

Acompafiando la disminucién en la Km, al analizar las Vmax obtenidas
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(normalizadas por la concentracion de proteina), se encontrd una disminucion
significativa en las variantes mutadas (disminuyeron a un 30%-12% del
control), lo que indica que las 3 mutaciones alteraron negativamente el
proceso catalitico. Por lo tanto, las variantes mutadas a pesar de su
disminucion en la Km no son mas eficientes que la enzima silvestre, debido a
que también disminuye su Vmax. Dado que no hay informacion estructural
disponible sobre ALIM-ALP y el modelo generado se realiz6 con una baja
identidad de secuencia aminoacidica entre ALIM-ALP y las estructuras
utilizadas como templados, podemos concluir que, a pesar de ello, las
mutaciones tuvieron consecuencias que afectaron el sitio activo de la enzima,

lo cual es relevante.

Andlisis de la interaccién enzima metal activador:

Para abordar este aspecto se realizaron diversos experimentos, en
resumen, las tres variantes y la enzima silvestre presentaron actividad sin
Mn?*y su actividad aumenté al adicionar Mn?* en el ensayo. Sabemos que el
Mn?* es esencial para la actividad de ALP, por lo tanto, la enzima eluida de la
columna tendria Mn?*, lo que también se corroboré mediante determinaciones
del contenido de Mn?* en las muestras. El aumento de actividad al adicionar
Mn?* indicaria la posible unién de un segundo metal activador. Todas las
variantes disminuyeron su actividad en los experimentos de didlisis y
recuperaron solo parte de su actividad al medir con Mn?*, en las muestras
dializadas practicamente no se altera el contenido de Mn?*, sin embargo,

pierden actividad. Todas las variantes se hiperactivaron en presencia de Mn?*
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y la dialisis solo afecta parcialmente la actividad de las muestras

hiperactivadas.

Finalmente, al utilizar distintos metales, solo Mn?* efectivamente activo
a todas las variantes y a la enzima silvestre, mostrando mas especificidad por
el metal activador que otras ureohidrolasas como arginasa que también es
activada por Co?" y Ni?* (Daumann et al., 2013; Saragadam et al., 2019).
Considerando que no hubo diferencias entre las variantes y la enzima silvestre
en todos los resultados donde analizamos la interacciéon de Mn?*, y que las
variantes tienen el mismo contenido de Mn?* que la enzima silvestre,

descartamos que estos residuos coordinen el metal activador Mn?*.
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12 CONCLUSIONES

Los residuos N213, Q215 y D217 se encuentran en la vecindad del sitio
activo de ALIM-ALP, puesto que una mutacion simple basto para alterar

sus propiedades cinéticas de Kmy Vmax.

Los residuos mencionados no participan directamente como ligandos
coordinantes del metal activador Mn2+, puesto que en cada mutante
simple no se alter6 el contenido de metal ni las propiedades funcionales

del complejo enzima-metal activador.
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