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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia del fosfato para la vida
1.1.1. Importancia del fosfato para la vida en la tierra

El fosfato, [PO4] (Pi), es una sal con una identidad anionica que posee un arreglo
espacial tetraédrico, donde un &tomo central de fosforo esta rodeado por cuatro &tomos de
oxigeno. Pi es la forma més estable del fosforo y la méas comun en la bidsfera. Diversas
biomoléculas que contienen grupos fosfato en su estructura son esenciales para vida, por
ejemplo, los fosfolipidos, los &cidos nucleicos (ADN y ARN), y las proteinas [1].

Hace millones de afos, en la tierra primitiva, el fosforo se encontraba de manera
insoluble, exclusivo de minerales formadores de rocas. Con el paso del tiempo, fuertes
colisiones con el agua de los océanos produjeron la liberacion de fosfatos al medio acuoso,
lo cual permitid la formacion de las primeras moléculas organicas fosfatadas. Uno de los
eventos clave para el surgimiento de las primeras formas de vida fue la formacién de
fosfolipidos, biomoléculas clave para la formacion de bicapas lipidicas, dando lugar a

formas primitivas parecidas a las membranas celulares [2].
1.1.2. Importancia del fosfato para la funcion celular

El fosfato relne caracteristicas importantes para preservar la vida. Los ésteres de
fosfato son particularmente estables. Por ejemplo, en quimica sintética es dificil efectuar
una fosforilacion o desfosforilacion en una molécula organica. Sin embargo, en seres vivos,
la transferencia de fosfato representa una de las reacciones quimicas mas frecuentes e
importantes para diferentes procesos bioldgicos, tales como sefalizacion celular,
generacién y almacenamiento de energia, modificacién postraduccional de proteinas, y

biosintesis de &cidos nucleicos [1].
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Debido a su estabilidad quimica, los grupos fosfato garantizan la integridad de los
acidos nucleicos. Por lo tanto, su presencia es fundamental para el almacenamiento y
expresion de la informacion genética. Ademas, son responsables de otorgar el caracter
i6nico a los acidos nucleicos, propiedad que aporta proteccion contra la hidrdlisis [2].

En la mayoria de las células, la principal forma de obtencién de energia es la
hidrélisis de ATP, y de otros nucleétidos trifosfato (en menor medida, como GTP). Esta
hidrolisis libera una gran cantidad de energia que es utilizada para favorecer diferentes
reacciones metabdlicas. Asimismo, la fosforilacion de proteinas, siendo ATP el principal
donador del fosfato, tiene un papel importante en procesos de sefializacion celular [2].

A nivel estructural, el grupo fosfato tiene una contribucion clave: su presencia en
los fosfolipidos otorga una propiedad anfipatica a la molécula, la cual es esencial para la

conformacion de membranas celulares [2].

1.1.3. Fosfatasas: funcion y clasificacion

Equivalente a la fosforilacion (adicion de fosfato), la defosforilacién (remocién de
fosfato) es una modificacion bioquimica importante dentro de las células, ya que muchos
procesos dependen de la defosforilacion de ciertas biomoléculas para cumplir su funcién
bioldgica. De manera significativa, tales reacciones suceden de manera lenta en ausencia
de catalizadores (enzimas) [3].

Las fosfatasas catalizan la defosforilacion de diversos sustratos de importancia
bioldgica [3]. La clasificacion tipica de estas enzimas se basa en el pH dptimo de actividad
catalitica, agrupandolas en acidas o alcalinas. Otra clasificacion, que emplea como criterio
la preferencia por sustratos especificos las subdivide en cuatro grupos: (i) fosfatasas de
serina o0 treonina (Ser/Thr-fosfatasas), (ii) fosfatasas de tirosina (Tyr-fosfatasas), (iii)
nucleasas (fosfodiesterasas), o (iv) pirofosfatasas [4].

Las Ser/Thr-fosfatasas tienen como principales sustratos a proteinas con
fosfoserinas o fosfotreoninas en su estructura. Este grupo incluye cuatro tipos principales:
PP1, PP2a, PP2b, y PP2c; de los cuales, PP2b también recibe el nombre de calcineurina

(activada por Ca*?-calmodulina). De manera general, su mecanismo de accion consiste en
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el ataque nucleofilico (asistido por un metal) de una molécula de agua al residuo fosforilado.
A diferencia de otras, las Ser/Thr-fosfatasas no forman un intermediario fosforilado [5].

Las Tyr-fosfatasas son particularmente esenciales en diferentes procesos celulares.
En conjunto con las cinasas de tirosina (Tyr-cinasas) regulan la activacion-desactivacion de
proteinas sefializadoras. Este grupo de enzimas se subdivide en dos tipos: (i) Tyr-fosfatasas
especificas, que hidrolizan Unicamente a fosfotirosinas del sustrato, o (ii) Tyr-fosfatasas de
especificidad dual, que aparte de hidrolizar fosfotirosinas, también hidrolizan fosfoserinas
o fosfotreonina de proteinas y, ademas, pueden defosforilar sustratos lipidicos [6].

Las nucleasas (fosfodiesteras) hidrolizan los enlaces fosfodiéster de A&cidos
nucleicos y se clasifican en dos grupos: (i) endonucleasas, que reconocen una secuencia de
nucleotidos especifica e hidrolizan enlaces fosfodiéster en el interior de una cadena
polinucleotidica, o (ii) exonucleasas, hidrolizan enlaces fosfodiéster localizados en el
extremo (ya sea 5" 0 3") de la cadena polinucleotidica [7].

Las pirofosfatasas catalizan la hidrolisis del enlace de alta energia en moléculas de
pirofosfato, produciendo dos moléculas de fosfato inorganico (Pi). Son importantes para
mantener las concentraciones de fosfato intracelular requeridas para el buen

funcionamiento de la célula [8].

1.1.4. Papel de las fosfatasas en la célula

En organismos eucarioticos, las fosfatasas ocupan un alto porcentaje del valor total
de proteinas celulares (0.5-3%). En coordinacion con las cinasas, regulan diversas rutas de
sefializacion mediante diferentes mecanismos de fosforilacion-defosforilacion de proteinas.
Inclusive, se ha calculado que la funcion de un namero cercano al 30% de las proteinas
celulares se regula por un mecanismo fosforilacion-defosforilacion [4].

Durante la division celular mitotica, de principio a fin, concurren cerca de 32,000
eventos de defosforilacion-fosforilacion, los cuales regulan la reorganizacion celular,
ruptura de la envoltura nuclear, condensacion de la cromatina, y formacién del huso

mitotico [9]. De manera particular, las fosfatasas son factores importantes para el
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mecanismo de apoptosis celular: defosforilan a proteinas antiapoptoticas y proapoptoticas;
por lo tanto, ejercen un efecto regulador de tal proceso celular [10].

Por otra parte, proteinas (o complejos proteicos) con actividad ATPasa acoplan la
hidrolisis de ATP a procesos celulares importantes, tales como fosforilacion oxidativa,

fotofosforilacion, accion muscular, y mantenimiento de gradientes ionicos [11].

1.2. Pirofosfato y pirofosfatasas

1.2.1. Importancia del pirofosfato

El pirofosfato (PPi), producto resultante de diferentes reacciones biosintéticas
importantes para la célula, consiste en dos grupos ortofosfato unidos por un enlace
fosfoanhidrido [12]. De manera general, la hidrdlisis de PPi es una reaccion indispensable
para el metabolismo celular [13].

Algunas reacciones biosintéticas esenciales generan a PPi como subproducto a
partir de la utilizacion de nucledtidos trifosfatados (NTPs) como sustratos [14]. Por
ejemplo, la biosintesis de &cidos nucleicos (ADN y ARN) [13]. EI PPi también es liberado
durante la sintesis de diversos metabolitos, tales como nucle6tidos, coenzimas, esteroles,
terpenos, e isoprenoides. Incluso, algunas de estas reacciones bioguimicas (de naturaleza
reversible) requieren acoplar la hidrolisis de PPi para favorecer el equilibrio hacia la
formacion del producto [14].

En diversos microorganismos, la ruta de glucdlisis incluye reacciones dependientes
de PPi. Por ejemplo, en algunas bacterias, la via glucolitica principal requiere enzimas,
como la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato (PPi-PFK) y la piruvato-fosfato
dicinasa (PPDK), que acoplan la reaccién de hidrdlisis de PPi para favorecer las reacciones
que catalizan. Aparentemente, la glucolisis dependiente de PPi es una ruta alternativa en
bacterias fermentadoras ante situaciones donde los niveles de ATP son bajos [13].

El pirofosfato tiene particular relevancia metabdlica en bacterias, protistas, y
plantas. En estos organismos, diversas rutas metabdlicas utilizan a PPi como fuente de

energia (en lugar de ATP). Por otro lado, en mamiferos, el PPi tiene implicacion en otros
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procesos. Por ejemplo, en osteoblastos (células formadoras de hueso), una pirofosfatasa de
superficie, llamada ecto-NTP, hidroliza a ATP y libera como productos AMP y PPi, donde

PPi es el producto principal, ya que regula la formacion de tejido 6seo mineralizado [14].

1.2.2. Regulacién de la concentracion de pirofosfato

Durante el proceso de division celular, la produccién de PPi aumenta, su
acumulacién en la célula impide el transcurso de las reacciones de sintesis requeridas para
la proliferacion celular, por lo tanto, es esencial que los niveles de PPi se mantengan
constantes [13]. En este sentido, las pirofosfatasas participan manteniendo un equilibrio de
las concentraciones Pi/PPi en el citoplasma celular (comdnmente llamado homeostasis de
fosfato). Mas aun, de manera experimental, se demostré6 que las pirofosfatasas son
esenciales para el crecimiento celular en bacterias [15]. En organismos superiores, la
energia liberada a partir de la hidrolisis de PPi no es utilizada; por el contrario, se disipa en
forma de calor. Sin embargo, los organismos unicelulares que contienen pirofosfatasas
transmembranales utilizan la energia liberada para translocar protones, estableciendo una
fuerza motriz impulsada por PPi [13].

La hidrélisis de pirofosfato mediada por pirofosfatasas requiere como cofactor 3 o
4 iones metalicos. La naturaleza del metal depende del tipo de enzima (ver mas adelante).
En general, el mecanismo catalitico se basa en la generacion de un nucledéfilo y, a diferencia
de otro tipo de fosfatasas, la reaccién procede sin la formacién de un intermediario enzima-
fosfato. En su lugar, la catélisis ocurre dentro de una “caja” metal-fosfato, donde las cadenas
laterales de la proteina y los cationes asociados activan una molécula de agua, formandose
un grupo hidroxilo (OH"), que se encuentra en el centro del sitio activo; posteriormente, el

OH- realiza un ataque nucleofilico a la molécula de pirofosfato [8].

1.2.3. Clasificacion de pirofosfatasas

Las pirofosfatasas se clasifican en dos tipos: transmembranales o solubles. A la vez,

este ultimo se agrupa en tres familias (I, 11, y 1) [8].
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1.2.3.1. Pirofosfatasas transmembranales

Estas poseen un dominio transmembranal de 15-17 a-hélices que atraviesan la
membrana y contienen largas regiones hidrofilicas en el lado citoplasmico [8]. De manera
comun, se localizacion en la membrana citoplasmatica y en membranas de organelos
especializados, por ejemplo, vacuolas en plantas y acidocalcisomas en protozoarios y
bacterias. Derivado de su ausencia en organismos multicelulares, son consideradas blancos
farmacoldgicos viables para el control terapéutico de enfermedades causadas por bacterias
0 protozoarios. Ademas, se encuentran acopladas al bombeo de iones (bien sea H* 0 Na*, o
ambos). Durante la catélisis, la enzima se une al sustrato, bombea los iones al interior de la
célula en contra de un gradiente electroquimico y, posteriormente, hidroliza la molécula de
pirofosfato. Este mecanismo proporciona a la célula una reserva de energia esencial durante

situaciones de estrés [16].

1.2.3.2.  Pirofosfatasas solubles de la familia |

Esta familia contiene el mayor nimero de integrantes y se considera el grupo de
pirofosfatasas solubles mas ancestral. Estudios filogenéticos revelaron dos linajes
divergentes: uno procariotico y otro eucaridtico. La pirofosfatasa de E. coli y de S.
cerevisiae son los representantes méas estudiados en ambos linajes [17].

1.2.3.3.  Pirofosfatasas solubles de la familia 11

Esta familia de enzimas, a diferencia de aquellas de la familia I, solo se encuentran
en procariotas y arqueas, en particular, Bacilli y Clostridia. Estas enzimas pertenecen a la
superfamilia de fosfoesterasas DHH, cuyo nombre se debe al motivo conservado Asp-His-

His. Ademas, se caracterizan por contener dos dominios: DHH y DHHAZ2 [18].

1.2.3.4. Las pirofosfatasas solubles de la familia 11

Fueron descubiertas recientemente en Thermococcus onnurineus. Muestran
dependencia a metales divalentes, como Mg*?, Ni*2, 0 Co*?, y pertenecen a la superfamilia
de deshalogenasas haloacidas [19]. Ademas, son menos activas que las enzimas de las
familias 1y 11 [18].
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1.2.3.5. Actividad catalitica

Las principales diferencias entre las pirofosfatasas se revelan en la capacidad
catalitica, la sensibilidad a inhibidores: fluoruro y AMDP (aminometilendifosfonato), y en
el efecto activador de Mn*? [19]. En términos de catalisis, las membranales muestran el
menor nimero de recambio (Kcat = 3 s); mientras que la familia II de las solubles exhibe
el valor mas alto (Kcat = 2000 s?), seguida por la familia | (Kt = 200 s). Todas las
pirofosfatasas requieren de Mg*? como cofactor, pero sélo la familia 1l de las solubles es
activada por Mn*2, Por otro lado, las membranales presentan mayor sensibilidad a AMDP
(Ki =1.2 - 1.8 uM), mientras que las solubles son inhibidas de manera significativa por
fluoruro (Ki =6 - 90 uM) [8].

1.2.4. Importancia de las pirofosfatasas

Las pirofosfatasas son enzimas que cumplen un papel esencial en el metabolismo:
contribuyen a reestablecer las concentraciones intracelulares de fosfato y pirofosfato.
Ademas, el fosfato liberado es utilizado para los eventos de fosforilacion. Inclusive,
diversas enfermedades han sido asociadas a alteraciones en el metabolismo del pirofosfato
[20].

El pirofosfato es considerado predecesor del ATP en las primeras etapas de la escala
evolutiva y, ademas, es una alternativa de energia para algunas células [12]. Algunos
protozoarios, y otros organismos que carecen de mitocondrias, contienen enzimas de la via

glucolitica que dependen de pirofosfato para llevar a cabo su actividad [20].
1.3. La proteina amibiana EhHAPp49
1.3.1. EhHAPpP49: una proteina con similitud HAP/fitasas
La proteina EhHAPp49 (UniProtkKB Acc. C4M8S6) esta codificada por el gen

EHI_ 146950 del protozoario Entamoeba histolytica. Mediante un andlisis proteémico, se

detectd como parte del conjunto de hidrolasas presentes en el fagosoma amibiano. A la
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fecha, no existe reporte de sus caracteristicas bioquimicas y funcionales. Sin embargo, los
analisis bioinformaticos mostraron similitud de secuencia con fosfatasas &cidas de la
subfamilia HAP/fitasa [21].

EhHAPp49 (Figura 1) es un polipéptido conformado por 418 residuos de
aminoacidos (49.3 kDa), donde los primeros 18 corresponden a un péptido sefial (N-
terminal) y el resto al dominio fosfatasa. De manera particular, el arreglo estructural
His_Phos 2 (residuos 34-337) ubica a esta fosfatasa amibiana en la rama 2 de la
superfamilia HP (fosfatasas de histidina).

El sitio catalitico de todas las enzimas HP contiene: (i) un residuo de histidina que
se fosforila durante el curso de la reaccion hidrolitica y forma un intermediario de
fosfohistidina, (ii) un par de residuos de arginina y otro de histidina que contribuyen a la
estabilizacion del sustrato mediante la formacion de puentes de hidrogeno, y (iii) un residuo
de aspartato que actla como donador de protones (Figura 2) [22]. En concordancia,
EhHAPP49 posee un sitio activo que incluye tales residuos: R41, H42, R45, R152, H334,
y D335; donde, H42 es el residuo que se fosforila durante la reaccion catalitica (Figura 1).

La superfamilia HP es un grupo bastante amplio de fosfatasas. El primer miembro
descubierto fue la proteina fosfoglicerato mutasa dependiente de cofactor [22]. En 1987, se
publico el andlisis del sitio activo de la enzima fructosa-2,6-bisfosfatasa hepatica, hecho
que ayudo a identificar un alto nimero de proteinas con alta similitud de secuencia, a nivel
del sitio activo, y permitio la integracién de tales proteinas en una superfamilia [23]. Esta

superfamilia se divide en dos grandes grupos.

R41-H42 R152
PS —ﬂ"| | Dominio Catalitico I }_
1 | 418
R45 H334-D335

Figura 1. Representacién de la secuencia polipeptidica de EAHAPp49.

El péptido seial (PS) se muestra en amarillo, mientras que el dominio catalitico en verde. Ademas,
se indica la posicion relativa de los residuos que conforman el nicleo catalitico.
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Figura 2. Representacidn esquematica del mecanismo catalitico de enzimas HP.

(i) un residuo de His es fosforilado durante la reaccion, (ii) dos residuos de Arg y uno de His estabilizan
el sustrato, (iii) un residuo de Asp dona un protén al producto defosforilado, y (iv) finalmente, el
residuo de His libera el grupo fosfato del sitio catalitico. Imagen tomada de Rigden, 2008 [22].

El grupo 1 incluye a las fosfoglicerato mutasas y fructosa-2,6-bisfosfatasas, entre
otras. Los integrantes de este grupo se localizan principalmente en el citosol. Por otro lado,
el grupo 2 comprende a las fosfatasas acidas y fitasas. Aparentemente, todos sus miembros
de este grupo entran en la via secretora, localizandose tanto en los lisosomas (eucariéticos)
como en el periplasma bacteriano, asi como también en la membrana citoplasmica y el
espacio extracelular.

El grupo 2, al cual se supone pertenece EnHAPP49, se caracteriza por la presencia

del motivo RHG, donde el residuo His forma el intermediario fosforilado [22].

1.3.2. Amibiasis y Entamoeba histolytica

1.3.2.1.  Amibiasis como problema de salud publica

La amibiasis, infeccion parasitaria causada por el protozoario Entamoeba
histolytica, es la segunda causa de muerte ocasionada por un protozoario en todo el mundo
[24,25]. Se estima que alrededor de 500 millones de personas estan infectadas por el
parasito y el 10% de estas personas tienen amibiasis activa. Recientemente, se reportd una
elevacion de riesgo de infeccion en paises del este de Asia y en Australia. Por esto, la

amibiasis es reconocida en tales paises como una enfermedad infecciosa en aumento [26].
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Durante su ciclo de vida, E. histolytica puede encontrarse en dos estadios estables:
quiste (forma infectiva) o trofozoito (forma invasiva) [24]. La infeccidn inicia mediante
ingestion de alimentos o bebidas contaminados con quistes. Durante su transito por el tracto
gastrointestinal, los quistes sufren el proceso llamado «desenquistamiento», liberdndose
cuatro trofozoitos por quiste en la regién ileocecal. En este punto, los trofozoitos se dividen
activamente y colonizan el intestino, adhiriéndose a la pared. Ocasionalmente, se despegan
y contintan hacia el exterior. Durante ese trayecto, los trofozoitos sufren el proceso llamado
«enquistamiento», y los quistes producidos son excretados en las heces. Por otro lado, en
algunos casos, la infeccion inicial puede extenderse hacia otros 6rganos (extraintestinal),
especialmente al higado, causando abscesos que pueden ser fatales si la infeccion no se trata

a tiempo [26].

1.3.2.2.  E. histolytica como modelo de estudio atipico

La examinacién microscopica de E. histolytica muestra un citoplasma simple,
carente de mitocondrias y de un sistema endomembranoso tipico (aparato de Golgi y
reticulo endoplasmico). Sin embargo, presenta un gran ndmero de vacuolas no
diferenciadas.

A pesar de la aparente ausencia de estructuras endomembranosas, estudios de
identificacion microscépica usando enzimas (glucosa 6-fosfato y tiaminopirofosfatasa) o
colorantes fluorescentes (DiOC6 y el C6-NBD) como biomarcadores permitieron
comprobar que algunas vacuolas contienen componentes de reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, sugiriendo la existencia de un posible estado de inmadurez o subdesarrollo
subcelular [27]. Por otro lado, ante la ausencia de mitocondrias, exhibe adaptaciones
metabolicas como alternativas para producir energia. Ademas, al igual que otros protistas
carentes de mitocondrias, como Giardia lamblia, alberga mitosomas, los cuales cumplen
con diversas funciones importantes para la vida del parasito asociadas a mitocondrias
tipicas [28].

El trafico vesicular tiene un papel importante en la patogénesis de E. histolytica, ya
que permite liberacion de enzimas hidroliticas y amibaporos hacia el ambiente extracelular,

y ademas participa en procesos asociados a la fagocitosis. Los analisis genomicos
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permitieron identificar factores esenciales para tales procesos: COP I, COP II, y clatrina,
entre otros [29].

1.3.3. EhHAPpP49 en la fisiologia y virulencia de E. histolytica

La virulencia de E. histolytica se asocia a la habilidad de ingerir células del
hospedero. Inclusive, la eritrofagocitosis se considera un indicador diagnostico de amibiasis
invasiva, ya que indica destruccion del tejido intestinal [21]. En resumen, la fagocitosis esta
directamente relacionada con los mecanismos virulentos del paréasito, incluyendo el
desarrollo de absceso hepatico [30].

El proteoma de E. histolytica destaca por contener un alto porcentaje de fosfatasas,
comparado con otros organismos eucariéticos [4]. De manera particular, EhnHAPp49 se
identifico como componente molecular del fagosoma amibiano (en diferentes etapas del
proceso de fagocitosis), lo que sugiere una contribucién en la virulencia del paréasito [21].
Aunque se desconoce su participacion en el metabolismo celular, estudiar sus propiedades

bioquimicas aportara conocimiento valioso sobre su funcién proteica.

1.4. Aplicaciones de las fosfatasas

1.4.1. Importancia del estudio de las fosfatasas

Las fosfatasas son objetos de estudio de relevancia bioquimica, ya que representan
biomoléculas con potencial aplicacién en diferentes sectores industriales, desde dianas
terapéuticas o marcadores clinicos de interés biomédico hasta biocatalizadores de interés
biotecnologico. Las fosfatasas involucradas en los procesos bacterianos asociados a la
infeccion y colonizacion dentro del hospedero [3,31] y las fosfatasas (en particular las Tyr-
fosfatasas) que participan de manera significativa en la formacion y persistencia de tumores
en humanos [10] representan dianas terapéuticas viables. Ademas, derivado de su
importancia para la fisiologia celular, algunas fosfatasas son usadas como biomarcadores

determinantes del estado de salud en humanos, lo cual a su vez permite identificar y
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distinguir enfermedades [32]. Por otro lado, las fosfatasas (en particular las fitasas) son
empleadas como suplementos en alimentos para animales de granja [33].

Por otro lado, su diversidad bioquimica y genética tiene utilidad como criterio para
la clasificacion taxondmica en situaciones particulares. Por ejemplo, la actividad fosfatasa
se utiliza para diferenciar especies de Mycoplasma [34]. Asimismo, los genes codificantes
para fosfatasas en Providencia stuartii permiten distinguirla del resto de las especies del

mismo género [35].

1.4.2. Aplicaciones en el sector biomédico

La fosfatasa alcalina es una enzima empleada como reportera acoplada a anticuerpos
para detectar antigenos en diversos estuches diagndsticos [36] y es utilizada como proteina
de fusion para monitorear el transporte intra- o extracelular de proteinas [37]. Ademas, es
un biomarcador de dafio hepatico, fallo cardiaco, leucemia, y cancer de mama, entre otras
[38,39]. Por otro lado, las fosfatasas acidas son biomarcadores de enfermedades renales,

vasculares, 0seas, y de manera particular, cancer de préstata [40].

1.4.3. Aplicaciones en el sector industrial y agropecuario

Las fitasas, enzimas que catalizan la hidrdlisis de acido fitico (liberando mio-
inositol y fosfato inorganico), tienen relevancia industrial como catalizadores biol6gicos de
aplicacion en el sector alimenticio. De manera habitual, estas enzimas se encuentran en
plantas y microorganismos (bacterias, hongos, y levaduras).

El &cido fitico, principal forma de almacenamiento de fosforo en semillas de plantas,
no es digerible por animales monogastricos como cerdos y aves, ya que su tracto digestivo
carece de fitasas producidas por su microbiota. Ademas, impide la absorcion de minerales
en el tracto digestivo de dichos animales, ya que forma complejos denominados «fitatos»;
por tal motivo, se considera una molécula con propiedades anti-nutricionales [33]. De
manera adicional, representa una fuente de contaminacion de suelos. Los animales que

consumen alimentos ricos en acido fitico excretan los fitatos (mezclas de sales resultantes
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de la union del &cido fitico con metales divalentes, como calcio, cobre, magnesio,
manganeso, Yy zinc), lo que su vez causa problemas ecoldgicos, como la eutrofizacion
(proliferacion anormal de algas en lagos, mares, y rios) [41]. Por lo anterior, la degradacion
enzimatica de acido fitico en alimentos para animales monogastricos conlleva multiples
beneficios [33].

1.4.4. EhHAPpP49 como objeto de estudio

El estudio de la relacién estructura-funcion de EhnHAPp49, incluyendo especificidad
y propiedades bioquimicas, serd determinante para valorar sus particularidades enzimaticas
y, ademas, permitird establecer su potencial como diana terapéutica en la bdsqueda de
nuevas estrategias de tratamiento contra la amibiasis. Por otro lado, la preferencia por
diferentes sustratos puede ampliar el panorama de aplicaciones biotecnoldgicas. Por
ejemplo, la actividad fitasa tiene aplicacion como aditivo en alimento para animales de
granja, y la actividad polifosfatasa tiene utilidad en procesos de descontaminacion de suelos
y lagos. De igual manera, las aplicaciones pueden bifurcarse y potenciarse mediante
estrategias de ingenieria de proteinas. En especifico, aumentar: (i) la estabilidad a pH bajo
[42], (ii) la termoestabilidad [43], y (iii) la resistencia a proteasas [44].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

EhHAPpP49 exhibe actividad enzimatica y muestra estabilidad proteica en un amplio

rango de pH y temperatura.
2.2. Objetivo general

Determinar parametros bioquimicos de la actividad pirofosfatasa de la proteina
amibiana EhHAPp49 empleando ensayos de actividad y determinacion colorimétrica de

fosfato libre para establecer las condiciones dptimas de funcionamiento de la proteina.
2.3. Objetivos especificos

1. Obtener la proteina rEhHAPp49 purificada mediante procedimiento estdndar de
produccion recombinante en E. coli transformada con pQEhHAP-Myc22.

2. Evaluar la actividad enzimatica de rEnHAPp49 mediante ensayos bioquimicos tipicos
usando tres sustratos: fosfato de p-nitrofenilo, acido fitico, y pirofosfato de sodio.

3. Determinar los parametros de cinética enzimatica de rEnHAPp49 mediante evaluacion
de la actividad en funcion de la concentracion de sustrato.

4. Analizar el efecto del pH sobre la actividad enzimética de rEhHAPp49 mediante
ensayos estandar realizados en diferentes condiciones de pH.

5. Analizar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de rEhHAPp49
mediante ensayos estandar realizados en diferentes condiciones térmicas.

6. Estudiar el efecto cofactor de iones magnesio (Mg*?) e inhibidor de iones fluoruro (FY)
sobre la actividad enzimatica de rEhHAPpP49 mediante ensayos estandar realizados en

presencia de diferentes concentraciones de cada ion.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Reactivos bioldgicos y quimicos
3.1.1. Reactivos quimicos y bioquimicos

Becton Dickinson: agar bacterioldgico; extracto de levadura; triptona. Biorad: azul
brillante de Coomassie; solucién de acrilamida/bis-acrilamida al 30%. EM Science: 2-
mercaptoetanol. Fermont: Persulfato de amonio. IBI Scientific: dodecil sulfato de sodio
(SDS); Tris (tris-[hidroximetil]- aminometano). JT Baker: acido acético; cloruro de sodio
(NaCl). Merck: fluoruro de sodio (NaF). MP Biomedicals: glicina. New England Biolabs:
estandar para electroforesis de proteinas (Blue Protein Standard - Broad Range, 11-190
kDa). Productos Quimicos Monterrey: cloruro de calcio (CaClz). Qiagen: resina de agarosa-
NTA-niquel. Research Organics: acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES). Sigma:
acido fitico; ampicilina; coctel de inhibidores de proteasas; imidazol; isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG); lisozima de clara de huevo; molibdato de amonio
tetrahidratado ([NHa4]sM07024-4H20); fosfato de p-nitrofenilo; pirofosfato de sodio;
reactivo de Bradford; reactivo CelLytic B; sulfato de magnesio (MgSOas); N,N,N",N"-

tetrametiletilendiamina (TEMED); Tween-20; verde de malaquita.
3.1.2. Células bacterianas y medios de cultivo

La produccion de la proteina rEnHAPpP49 se realiz6 empleando la bacteria E. coli
SHuffle® Express [fhuA2 [lon] ompT ahpC gal Aatt::pNEB3-r1-cDshbC (SpecR, lacl9)
AtrxB suld11 R(mer-73::miniTn10-Tet%)2 [dem] R(zgh-210::Tn10 --TetS) endA! Agor
A(mcrC-mrr)114::1S10] transformada con el pldsmido pQEhHAP-Myc22 como fabrica
microbiana. Tal cepa es deficiente de tiorredoxina reductasa (4trxB) y glutatién reductasa
(Agor), y expresa de manera constitutiva y citosolica a la disulfuro-isomerasa DsbC. Este

fenotipo favorece el correcto plegamiento de proteinas que contienen enlaces disulfuro
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cuando se expresan en el citosol bacteriano. Las células bacterianas se cultivaron en medio
Luria Bertani (LB) liquido (1% Triptona, 0.5% Extracto de levadura, 1% NacCl).

3.1.3. Plasmido de expresion bacteriana: pQEhHAP-Myc22

El plasmido recombinante pQEhHAP-Myc22 (Figura 3) se obtuvo de la reserva de
productos biologicos del Laboratorio de Biotecnologia y Biociencias de la Facultad de
Ciencias Quimicas e Ingenieria (UABC). Es un vector bacteriano derivado de pQE30
(Qiagen) que promueve la sobreexpresion citosolica de rEnHAPp49 cuando se induce la
transcripcion génica con IPTG (esto es, la secuencia codificante se encuentra bajo el control
del promotor T5/lacO). La proteina rEnHAPpP49 contiene la etiqueta molecular 6xHis en el
extremo N-terminal, que facilita su purificacion mediante cromatografia de afinidad a
metales (IMAC), y el epitope Myc en el extremo C-terminal, el cual permite su deteccion

mediante inmuno-reconocimiento.
3.2. Equipos y programas computacionales

Los cultivos bacterianos se propagaron en incubadoras con ambiente controlado:
Incubator Shaker Series 25 (New Brunswick Scientific Co.) y MaxQ 4450 (Thermo
Scientific). La incubacién en microtubos a 37°C se realizé en la incubadora Boekel Mini
Incubator (Boekel Industries Inc.). Las separaciones en bajo volumen (menor a 2 mL) se

efectuaron en micro-centrifugas: Biocentrifuge Fresco (Heraeus), y MiniSpin® Plus
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(Eppendorf). Las separaciones en alto volumen (mayores a 10 mL) se realizaron en una
centrifuga Allegra™ X-22R (Beckman Coulter). La lisis celular se completd en un
sonicador Ultrasonic Liquid Processor XL-2000 (Misionix). La incubacién de microtubos
a diferentes temperaturas se llevd a cabo en el termociclador de gradiente MultiGene™
(Labnet International). Las lecturas de absorbancia en microplacas se realizaron empleando
un equipo Microplate Reader 680 (Biorad). Todos los resultados obtenidos fueron
analizados con el pagquete computacional para tratamiento estadistico de datos Prisme v.4

para Windows (GraphPad).

3.3. Protocolos generales

3.3.1. Cultivos bacterianos

Todos los cultivos bacterianos se proliferaron en medio LB-Amp, suplementado con
ampicilina (150 pg/mL), mediante incubacién a 37 °C con agitacion constante (300 rpm).
Los cultivos bacterianos para produccion recombinante se prepararon mediante subcultivos

1:50 de un cultivo joven (proliferado durante la noche).

3.3.2. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras se prepararon mediante dilucion 1:1 con solucion 2X del amortiguador
de carga para proteinas (10% de glicerol; 2.5% de SDS; 50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 5% de
2-mercaptoetanol; 0.002% de azul de bromofenol). La desnaturalizacién térmica se
promovio mediante incubacion a 95-100 °C durante 10 min. El volumen analitico (10 pL)
de cada muestra se carg6 en un gel SDS-poliacrilamida al 13.5%. Las proteinas se separaron
mediante electroforesis sumergida (en solucion 1X del amortiguador TANK: 25 mM de
Tris; 200 mM de glicina; 0.1% de SDS) durante 90-120 min a voltajes constantes: 80 V
(concentracion) y 120 V (separacion). El patrén electroforético se analiz6 mediante tincion

con azul brillante de Coomassie y se documentd mediante fotografia digital.
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3.3.3. Cuantificacion de proteinas (micro-Bradford)

Las soluciones de proteina recombinante se diluyeron a una concentracion de 10-40
ug/mL, usando agua destilada como diluyente. A la par, se realiz6 una curva estandar con
diferentes concentraciones de BSA: 0, 10, 20, 30, 40, y 50 pg/mL. En una microplaca, 50
uL de cada muestra se mezclaron con 100 uL del reactivo de Bradford. Después de 5 min
de estabilizacion, las absorbancias a 450 y 595 nm (Auso, Ases) se determinaron usando un
lector de microplacas. La concentracion de proteina fue establecida interpolando la relacion
Ausol Ases de la muestra analitica sobre la curva estdndar (Aaso/Ases en funcion de pg/mL de
BSA) y multiplicando por el factor de dilucion utilizado [45].

3.3.4. Determinacién de fosfato en solucion

La cantidad de fosfato inorganico se determiné mediante un ensayo colorimétrico
estandar, empleando a verde de malaquita [46], con ligeros ajustes. El reactivo de color se
preparé minutos antes de cada determinacion, mezclando tres diferentes soluciones en el
siguiente orden: 5 volimenes de molibdato de amonio al 7.8%, 20 volumenes de verde de
malaquita al 0.13% (en H2SO4 a 2.4 M), y 1 volumen de Tween-20 al 5.2%. La solucion se
repos6 durante 30 min a temperatura ambiente y se clarifico mediante centrifugacion a
14,500 rpm durante 10 min. 25 pL del reactivo de color se mezclaron con 100 pL de
solucién problema. Después de 10 min (exactos) de estabilizacién, la absorbancia a 650 nm

(Ass0) se determind usando un lector de microplacas.
3.4. Expresion y purificacion de rEnHAPpP49
3.4.1. Induccion de la expresion a midi-escala
5 mL de medio LB-Amp se inocularon con 50 pL de una suspensién fresca de

bacterias SHuffle® Express portadoras de pQEhHAP-Myc22. Este cultivo se prolifero
durante la noche a 30 °C. Al dia siguiente, se prepararon dos subcultivos 1:50 en medio
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LB-Amp fresco (100 mL) y se proliferaron durante 2 h en condiciones tipicas. Enseguida,
se suplementaron con el inductor, IPTG a una concentracion final de 0.5 mM, y se continu6
la proliferacion durante 16 h a 30 °C. Los paquetes celulares se colectaron mediante

centrifugacion (9,000 rpm; 15 min; 10 °C) y se almacenaron en congelacion (-14 °C).

3.4.2. Extraccion de proteinas en condiciones nativas

Después de la fase de descongelacion, cada paquete celular (100 mL de cultivo) se
resuspendid en 5 mL de solucion de lisis CelLytic B y se suplementd con 100 pL de lisozima
a 10 mg/mL, 50 pL de mezcla 100X de inhibidores de proteasas, y 2 pL de benzonasa a
250 U/pL. Después de 10 min de agitacion por balanceo, la suspensién se sonicé usando
un protocolo tipico (10 ciclos: 30 s ON + 30 s OFF; en hielo). Los restos celulares se
separaron mediante centrifugacion 9,500 rpm (15 min, 10 °C) y la fraccidn soluble (FS) se
clarifico mediante centrifugacion a 13,000 rpm (15 min; 10 °C).

3.4.3. Purificacion mediante cromatografia de afinidad a niquel

Previo a la fase de purificacion, cada FS clarificada se diluyd con un volumen de
solucion NPD (600 mM NaCl; 40 mM Tris-HCI, pH 8.0; 40 mM imidazol, pH 8.0). Una
columna con 0.5 mL (un volumen) de colchdn de resina agarosa-NTA-niquel se utilizd
como fase estacionaria para la cromatografia de afinidad a metales. Después de eluir el
preservador (30% etanol) y ambientar la columna con 5 volimenes de solucion NPD, la FS
clarificada y diluida (fase movil) se pasé por la columna en 3 ocasiones consecutivas (para
favorecer el reconocimiento). Después, la columna se lavo con 15 volimenes de solucién
NP20 (300 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 20 mM imidazol, pH 8.0). La proteina
rEhHAPP49 se recuperd en fracciones de 1 volumen mediante elucion con solucion NP250
(300 MM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 250 mM imidazol, pH 8.0).

La eficiencia de la fase de purificacién por afinidad a niquel se comprobd mediante
SDS-PAGE de muestras analiticas obtenidas durante todo el proceso cromatografico. Con

base en los resultados obtenidos, se seleccionaron las fracciones de elucion con mayor
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cantidad de proteina pura, se mezclaron en un tubo conico de 15 mL, y se cuantifico la

concentracion de proteina total de la solucién resultante.

3.4.4. Purificacion mediante cromatografia de permeacion en gel

La solucién de proteina pura se sometio a una fase de cromatografia de permeacion
en gel (GPC) empleando una columna PD-10 (Sephadex™ G-25; GE Healthcare),
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante: después de eluir el preservador y
lavar la resina con 25 mL de 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), se cargaron 2.5 mL de la solucion
muestra (fase maovil). La proteina rEhHAPp49 pura se recuperd mediante elucién con 3.5
mL de 20 mM Tris-HCI (pH 8.0). Este procedimiento se realizO un numero de veces
suficiente hasta completar cada lote de solucién de proteina pura. Una vez mezcladas las
eluciones en un tubo cénico de 15 mL, la concentracion de rEhHAPpP49 se cuantificd
mediante micro-Bradford y la mezcla se conservo en refrigeracion (4 °C).

3.5. Actividad enzimética de rEhHAPp49

Tres actividades enzimaticas: fosfatasa, fitasa, y pirofosfatasa, se analizaron en tres
condiciones de pH (solucion amortiguadora): 5.0 (acetatos), 7.0 y 9.0 (Tris-HCI). Las

reacciones enzimaticas se realizaron a 37 °C

3.5.1. Actividad fosfatasa

La actividad fosfatasa se evalud usando a fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) como
sustrato cromogeénico. Se prepararon mezclas de reaccion (0.2 mL) conteniendo 5 mM
MgSQOs, 1 uM rEhHAPpP49, y 10 mM pNPP, en 100 mM de solucion amortiguadora.
Después de 1 hora de hidrolisis, la reaccion se detuvo con NaOH (0.4 N, final) y la mezcla
se centrifugd a 14,500 rpm durante 1 min. Una muestra del sobrenadante (0.2 mL) se

traslad6 a una microplaca y se determind la absorbancia a 415 nm (Aazs).
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3.5.2. Actividad fitasa

La actividad fitasa se determind cuantificando la cantidad de fosfato liberado
después de una reaccion enzimatica de hidrolisis de acido fitico. Se prepararon mezclas de
reaccion (0.1 mL) conteniendo 5 mM MgSOs, 1 uM rEhHAPP49, y 1.5 mM é&cido fitico,
en 100 mM de solucion amortiguadora. Después de 3 horas de hidrdlisis, la reaccion se
detuvo con acido tricloroacético (0.2%, final) y la mezcla se centrifugé a 13,000 rpm
durante 15 min (10 °C). Una muestra del sobrenadante (0.1 mL) se emple0 para cuantificar

el fosfato libre por el método colorimétrico de verde de malaquita.

3.5.3. Actividad pirofosfatasa

La actividad pirofosfatasa se evalud cuantificando la cantidad de fosfato liberado
después de una reaccion enzimatica de hidrolisis de pirofosfato. Se prepararon mezclas de
reaccion (0.1 mL) conteniendo 5 mM MgSO4, 1 uM rEhHAPP49, y 0.5 mM pirofosfato de
sodio, en 100 mM de solucion amortiguadora. Después de 1 hora de hidrolisis, la reaccién

se detuvo y el fosfato libre se cuantificé como antes.
3.6. Caracterizacion de la actividad pirofosfatasa de rEnHAPp49

A menos que se especifique un ajuste, todos los ensayos de actividad enzimatica se
realizaron bajo las siguientes condiciones estandar: 1 hora de reaccion hidrolitica a 37 °C,
en mezclas amortiguadas con 100 mM Tris-HCI (pH 9.0) conteniendo 5 mM MgSOQOas, 1 UM
rEhHAPP49, y 0.5 mM pirofosfato de sodio.

3.6.1. Determinacion de parametros cineticos

El efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad enzimética se evaluo

afiadiendo diferentes concentraciones de pirofosfato de sodio (0.02 - 1.5 mM) a las mezclas

de reaccion. Los parametros enzimaticos se determinaron en tres condiciones de pH: 5.0,
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7.0, y 9.0. Los datos experimentales se ajustaron al modelo de Michaelis-Menten y se
determinaron los valores de Km, Vimax, ¥ Kecat.

3.6.2. Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad

El pH optimo de actividad enzimética se determind usando distintas soluciones
amortiguadoras para las mezclas de reaccion: glicina-HCI (pH 2.0-3.5), acetatos (pH 4.0-
5.0), MES-NaOH (pH 5.5-6.5), Tris-HCI (pH 7.0-9.0) y glicina-NaOH (pH 9.5-11.0). El
impacto del pH sobre la estabilidad enzimatica se determin6 evaluando la actividad residual
después de incubar la proteina durante 14-20 horas (4 °C) en las soluciones amortiguadoras

antes descritas.

3.6.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad

La temperatura dptima de actividad enzimatica se determiné realizando los ensayos
en diferentes condiciones térmicas (30-75 °C). La termoestabilidad enzimética se determind
evaluando la actividad residual después de incubar la proteina durante 30 min a distintas
temperaturas (30-75 °C).

3.6.4. Efecto de cationes divalentes sobre la actividad

El efecto de los cationes Mg*?, Mn*? y Ca*? sobre la actividad enzimatica se
determind realizando los ensayos en presencia de diferentes concentraciones (0-5 mM) de
MgSOs, MnClz, y CaCl,.

3.6.5. Efecto de iones fluoruro sobre la actividad

El efecto del ion fluoruro sobre la actividad enzimatica se determino pre-incubando

la enzima durante 30 min (37 °C) en presencia de concentraciones crecientes de fluoruro

de sodio (0.001-0.25 mM) y valorando la actividad residual.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Produccién de rEnHAPpP49 puray activa

La proteina rENHAPpP49 se produjo en E. coli SHuffle® Express portadora de
pPQEhHAP-Myc22 siguiendo un protocolo estandar de expresion inducida por IPTG. En
lotes de cultivo de 100 mL, la induccion transcripcional de rEhHAPpP49 se realizo en la fase
temprana del crecimiento exponencial mediante la adicién de IPTG a una concentracion
final de 0.5 mM. Después de 16 horas de proliferacion, para favorecer la sobre-expresion
recombinante, las células bacterianas se colectaron por centrifugacion.

La extraccion de proteinas solubles totales se realizd en condiciones nativas
empleando el reactivo comercial CelLytic B (Sigma). La proteina rEnHAPP49 se aisld
mediante cromatografia de afinidad a metales usando una columna de agarosa-NTA-Ni
(Qiagen) y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (The QlAexpressionist).
El analisis electroforético de muestras analiticas demostrd que la proteina del tamafio

esperado se obtiene en cantidades aceptables, mayores a 90% (Figura 4).

PM LT NP ws El E2 E3

Figura 4. Purificacion de rEnHAPp49 por cromatografia de afinidad a Ni.

SDS-PAGE al 13.5% tefiido con azul brillante de Coomassie. Muestras analiticas de
fracciones cromatograficas: LT, lisado bacteriano soluble total; NP, fraccién no
pegada; WS, lavado; E1-E3 eluciones (1-3). PM, marcador de proteinas (peso
molecular en kDa).
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Tabla 1. Produccidn de la proteina rEAHAPp49.

Fase de Proteina Actividad especifica  Actividad Rendimiento de
Purificacion total (mg) ® (UAsso h'tmg?) ¢ total recuperacion (%) ¢
Extracto crudo @ 270.2 ND ND ND
Afinidad a Ni 5.8 21.0 121.8 100.0
Exclusion (GPC) 4.4 14.2 62.5 51.0

2 Obtenido de 10 pastillas celulares de 100 mL (total: 1 L de cultivo bacteriano). ® Concentracién de
proteina obtenida mediante micro-Bradford. ¢ Actividad enzimatica determinada mediante ensayo
colorimétrico. ¢ Cantidad relativa de actividad total comparado con el primer paso. ND, no determinado.

De manera adicional, un procedimiento de purificacién por cromatografia de
permeacion en gel (Sephadex™ G-25) permitio la separacion de contaminantes proteicos
de bajo peso molecular, remocién de sales, y el cambio de solucién amortiguadora. La
actividad pirofosfatasa de la proteina pura se determiné en muestras analiticas de los
productos finales de cada fase de purificacion.

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos del proceso de produccion de
rEhHAPpP49. Considerando el rendimiento de recuperacién como parametro de eficiencia,
los resultados indican una pérdida significativa en la fase de purificacion por GPC. Sin

embargo, a favor de los objetivos de estudio, la proteina conservé su actividad.

4.2. rEhHAPP49 exhibe actividad pirofosfatasa

La actividad enzimatica de EnHAPp49 se establecié con base en la capacidad de
hidrolizar tres sustratos tipicos: fosfato de p-nitrofenilo (pNPP), &cido fitico y pirofosfato
de sodio (Na-PPi), bajo tres condiciones de pH distintas: acidas (5.0), neutras (7.0), y
alcalinas (9.0). La Tabla 2 muestra los resultados globales. Contrario a lo esperado,
rEhHAPP49 mostro deficiente actividad fosfatasa/fitasa en condiciones acidas (pH 5.0), en
comparacion con la actividad pirofosfatasa. Esto condujo a postular dos supuestos sobre la
funcion de la proteina amibiana: (1) es una fosfatasa/fitasa acida con actividad limitada, o
(2) es una pirofosfatasa que muestra un parecido estructural a HAP/fitasas.

El anélisis de resultados en condiciones neutras-alcalinas reforzé ambos supuestos.

La actividad fosfatasa/fitasa disminuy6 significativamente, siendo indetectable en
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Tabla 2. Andlisis de actividad enzimatica de la proteina rEhHAPp49.

Actividad Enzimatica por Sustrato
(umol de Pi por umol de enzima por hora)

pH pNPP Acido Fitico Na-PPi
5.0 2.81 0.88 11.08
7.0 0.13 0.22 169.05
9.0 ND 0.03 555.42

ND, No determinado.

condiciones alcalinas (pH 9.0). Por el contrario, la actividad pirofosfatasa aumentd
notoriamente, logrando maximos aparentes en las condiciones alcalinas.

Con base en lo anterior, es factible suponer que EnHAPp49 es una enzima atipica,
ya que despliega un dominio estructural parecido a HAP/fitasas, pero exhibe actividad
pirofosfatasa. Tal inconsistencia puede ser explicada considerando un proceso evolutivo de
seleccidn dirigida hacia migracion catalitica: HAP/fitasa — pirofosfatasa, en respuesta a
una necesidad fisiologica del parasito (p.ej., nutricién via fagocitosis) y la disponibilidad
del sustrato (pirofosfato). La hipotesis anterior se apoya en el siguiente hecho: EnHAPp49
sigue la via de secrecién y se identifico en un compartimiento del sistema lisosoma-
endosoma que habitualmente no contiene pirofosfatasas solubles.

El establecimiento de la actividad pirofosfatasa de EnHAPp49 permite especular
sobre posibles aplicaciones de la enzima amibiana. Por ejemplo, como biocatalizador en la
degradacion de trifosfatos-polifosfatos, proceso importante para la descontaminacion
ambiental [47]. Ademas, persiste la nocidn que apoya una actividad fosfatasa acida eficiente
sobre un sustrato fisioldgico, esto considerando que sea secretada y actle sobre sustratos
fosforilados que seran endocitados [48].

4.3. rEhHAPP49 es una pirofosfatasa alcalina

Los parametros cinéticos (Km, Vmax, ¥ Kcat) fueron calculados mediante ensayos de
actividad empleando diferentes concentraciones de sustrato (pirofosfato de sodio), y bajo

tres condiciones de pH: &cidas (5.0), neutras (7.0), y alcalinas (9.0). Los datos obtenidos se
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Tabla 3. Pardmetros cinéticos de la actividad pirofosfatasa de rEnHAPp49.

K Vimax Kcat Keat/Km
PH (uM) (pmol min?) (mint) (mint uM?)
5.0 30 39.2 0.20 0.006
7.0 8.7 73.5 3.67 0.42
9.0 12 238.1 119 0.99

ajustaron al modelo enzimatico de Michaelis-Menten. La Tabla 3 muestra un resumen de
los resultados obtenidos.

Consistente con los resultados previos, rEnHAPp49 exhibe valores de Vimax ¥ Keat
elevados en condiciones alcalinas (pH 9.0), comparados con los calculados para las otras.
AUn mas, la eficiencia catalitica es congruente con lo esperado. Considerando al nimero de
recambio (Kcar) como valor de clasificacion, la enzima amibiana exhibe parecido catalitico
a pirofosfatasas membranales, mostrando un valor estimado 0.2 s. Por otro lado, su
especificidad (Km: 12 uM) es comparable con la reportada para otras pirofosfatasas, siendo
menor con respecto a enzima de E. coli (Km: 0.13 uM) [49], pero mayor que las enzimas de
H. pilory (Km: 90 uM) [50] y Shewanella sp. (Km: 0.24 mM) [51].

4.4. rEhHAPP49: pH 6ptimo y estabilidad a pH

En tanto el pH dptimo se determind ensayando las reacciones en diferentes
condiciones de pH, la estabilidad se establecio evaluando la actividad residual después de
incubar la enzima (17 £ 3 h; 4 °C) en soluciones amortiguadoras a distinto pH. Los
resultados mostraron que la enzima rEhnHAPp49 exhibe un pH 6ptimo de 9.0 y conserva
mas del 50% de su actividad en valores de pH superiores a 6.0 (Figura 5).

Como se vislumbraba, el pH optimo es consistente con el observado en la mayoria
de las pirofosfatasas, que oscilaentre 7.0y 9.0 [8,47]. Ademas, la enzima muestra un amplio
rango de estabilidad a pH, reteniendo su actividad pirofosfatasa al maximo (>90%) en
condiciones de pH 8.0-11.0. Estos datos sugieren que el mecanismo de actividad enzimatica
depende de residuos ionizados en el sitio activo (es decir, desprotonados), requeridos para

la interaccién con los cofactores (cationes) y el sustrato.
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Figura 5. Efecto del pH sobre la
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4.5. rEnHAPP49: temperatura 6ptima y estabilidad térmica

Mientras que la temperatura Optima se establecié ensayando las reacciones en
diferentes condiciones, la estabilidad se determiné evaluando la actividad residual después
de incubar la enzima (30 min; pH 9.0) en distintas condiciones térmicas. Los resultados
mostraron que la enzima rEnHAPpP49 exhibe una temperatura éptima de 50 °C y conserva
mas del 50% de su actividad bajo las condiciones térmicas de 35y 65 °C (Figura 6).

Como se esperaba, tanto la temperatura 6ptima como la termoestabilidad enzimatica
coinciden con los valores observados en pirofosfatasas solubles [8,47]. Estos datos sugieren
que la proteina posee una conformacion estructural que permite la catalisis en un amplio

rango de temperatura, manteniendo estable al sitio activo. Ademas, permiten especular que
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EhHAPpP49 tiene potencial como biocatalizador de aplicacion en procesos industriales
dirigidos a la degradacion de sustratos naturales, como pirofosfatos o polifosfatos.

4.6. rEhHAPP49 es dependiente de Mg*?

Sabiendo que las pirofosfatasas dependen de Mg*?, y en menor grado Mn*2, para
llevar a cabo su funcion hidrolitica [8], se evalu6 el efecto de cationes divalentes sobre la
actividad de rEhHAPp49.

La Figura 7 muestra el efecto de
Mg*2 sobre la actividad. El resultado indica
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De manera comdn, se requieren de
Figura 7. Efecto de la concentracion de

2-4 cationes divalentes en el sitio activo de Mg*2 sobre la actividad de rEAHAPpA49.

una pirofosfatasa. Estos se asocian a

. ) . Grafico: actividad pirofosfatasa en funcién de
I‘ESIdUOS con Cal’ga negatlva y, juntO conun la concentracion de MgSOs (Mg*z)_ Los
resultados se presentan como actividad
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que actGa como nucledfilo durante la corresponden a los limites (0 a 100%).

residuo Asp, activan una molécula de agua,

hidrolisis del sustrato [8].

4.7. rEhHAPP49 es inhibida por iones fluoruro

El potencial de una proteina como diana terapéutica esta determinado por varios

factores, donde figura la sensibilidad a agentes que bloquean o inhiben su funcion. Las
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pirofosfatasas solubles muestran
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Gréfico: actividad pirofosfatasa en funcién de

57.9 uM), con pérdidas de actividad >95% la concentracién de NaF. Los resultados se

presentan como actividad relativa, donde los
valores minimo y maximo corresponden a los

mM (Figura 8). En este aspecto, la enzima limites (0 a 100%).

en presencia de concentraciones de NaF >1

amibiana mostr6 una 1Cso parecido al

calculado para las pirofosfatasas solubles de la familia I, 11-90 uM [8]. Con base a esto, es
factible suponer que EnHAPpP49 lleva a cabo un proceso catalitico parecido al establecido
en pirofosfatasas clasicas.
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5. CONCLUSIONES

EhHAPp49, una proteina amibiana con parecido estructural a fosfatasas del tipo
HAP/fitasa, se obtuvo de forma pura y activa mediante un proceso estandar de produccion
recombinante en E. coli. Contrario a lo esperado, posee actividad HAP/fitasa limitada. No
obstante, exhibe actividad pirofosfatasa significativa en condiciones acidas y una mejor
eficiencia catalitica en condiciones alcalinas.

EhHAPpP49 requiere condiciones alcalinas (pH 9.0) y una temperatura de reaccion
de 50 °C para actuar de manera dptima como pirofosfatasa. Ademas, muestra estabilidad
enzimatica en un amplio rango de pH y temperatura. Por otro lado, la actividad pirofosfatasa
depende completamente de Mg*? (como cofactor) y es sensible a inhibicion por iones
fluoruro. Estas caracteristicas bioquimicas la exponen como enzima amibiana parecida a
pirofosfatasas solubles de la familia I.

De manera global, las propiedades estructurales y funcionales reveladas en el
presente estudio permiten vislumbrar dos aplicaciones del conocimiento generado: (1) la
completa inhibicion de la funcion enzimatica permite proponer a EhnHAPp49 como diana
terapéutica para la busqueda de moléculas especificas orientadas al control de la amibiasis,
y (2) la consistente actividad enzimatica apoya el potencial biotecnolégico de EnRHAPp49
como biocatalizador en procesos de descontaminacion de ecosistemas ricos en pirofosfatos

0 polifosfatos.

39



6. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

Kamerlin SCL, Sharma PK, Prasad RB, Warshel A. 2013 Why nature really chose phosphate. Q. Rev.
Biophys. 46, 1-132. (doi:10.1017/S0033583512000157)

Adcock CT, Hausrath EM, Forster PM. 2013 Readily available phosphate from minerals in early
aqueous environments on Mars. Nat. Geosci. 6, 824-827. (doi:10.1038/nge01923)

Sajid A, Arora G, Singhal A, Kalia VC, Singh Y. 2015 Protein Phosphatases of Pathogenic Bacteria:
Role in Physiology and Virulence. Annu. Rev. Microbiol. 69, 527-547. (doi:10.1146/annurev-micro-
020415-111342)

Anwar T, Gourinath S. 2013 Analysis of the Protein phosphotome of Entamoeba histolytica reveals an
intricate phosphorylation network. PloS One 8, e78714. (doi:10.1371/journal.pone.0078714)

Ernest Villafranca J, Kissinger CR, Parge HE. 1996 Protein serine/threonine phosphatases. Curr. Opin.
Biotechnol. 7, 397-402. (doi:10.1016/S0958-1669(96)80114-5)

Tiganis T, Bennett AM. 2007 Protein tyrosine phosphatase function: the substrate perspective. Biochem.
J. 402, 1-15. (doi:10.1042/BJ20061548)

Aggarwal AK. 1995 Structure and function of restriction endonucleases. Curr. Opin. Struct. Biol. 5, 11—
19. (doi:10.1016/0959-440X(95)80004-K)

Kajander T, Kellosalo J, Goldman A. 2013 Inorganic pyrophosphatases: one substrate, three
mechanisms. FEBS Lett. 587, 1863-1869. (doi:10.1016/j.febslet.2013.05.003)

Moura M, Conde C. 2019 Phosphatases in Mitosis: Roles and Regulation. Biomolecules 9, 55.
(doi:10.3390/biom9020055)

Narla G, Sangodkar J, Ryder CB. 2018 The impact of phosphatases on proliferative and survival
signaling in cancer. Cell. Mol. Life Sci. 75, 2695-2718. (doi:10.1007/s00018-018-2826-8)

Knowles JR. 1980 Enzyme-Catalyzed Phosphoryl Transfer Reactions. Annu. Rev. Biochem. 49, 877—
919. (doi:10.1146/annurev.bi.49.070180.004305)

Daouda MP, Bouchra EK, Roman P-CJ, Aurelio SD, Abdelaziz S. 2017 Inorganic Pyrophosphatases:
Study of Interest. Adv. Biosci. Biotechnol. 08, 388-397. (doi:10.4236/abb.2017.810028)

Bielen AAM, Willquist K, Engman J, Van Der Oost J, Van Niel EWJ, Kengen SWM. 2010
Pyrophosphate as a central energy carrier in the hydrogen-producing extremely thermophilic
Caldicellulosiruptor saccharolyticus: PPi as an energy carrier in C. saccharolyticus. FEMS Microbiol.
Lett. 307, 48-54. (d0i:10.1111/j.1574-6968.2010.01957 .x)

Heinonen JK. 2001 Biological Role of Inorganic Pyrophosphate. Boston, MA: Springer US.
(doi:10.1007/978-1-4615-1433-6)

40



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

Chen J, Brevet A, Fromant M, Lévéque F, Schmitter JM, Blanquet S, Plateau P. 1990 Pyrophosphatase
is essential for growth of Escherichia coli. J. Bacteriol. 172, 5686-5689. (doi:10.1128/JB.172.10.5686-
5689.1990)

Harborne SPD, Strauss J, Turku A, Watson MA, Tuma R, Harris SA, Goldman A. 2018 Defining
Dynamics of Membrane-Bound Pyrophosphatases by Experimental and Computational Single-Molecule
FRET. In Methods in Enzymology, pp. 93—-130. Elsevier. (doi:10.1016/bs.mie.2018.04.017)

Gomez-Garcia MR, Losada M, Serrano A. 2007 Comparative biochemical and functional studies of
family | soluble inorganic pyrophosphatases from photosynthetic bacteria: Pyrophosphatases from
photosynthetic bacteria. FEBS J. 274, 3948-3959. (doi:10.1111/j.1742-4658.2007.05927 )

Baykov AA, Anashkin VA, Salminen A, Lahti R. 2017 Inorganic pyrophosphatases of Family 11-two
decades after their discovery. FEBS Lett. 591, 3225-3234. (d0i:10.1002/1873-3468.12877)

Lee HS, Cho Y, Kim Y-J, Lho T-O, Cha S-S, Lee J-H, Kang SG. 2009 A novel inorganic
pyrophosphatase in  Thermococcus onnurineus NA1l. FEMS Microbiol. Lett. 300, 68-74.
(doi:10.1111/j.1574-6968.2009.01766.X)

Bruchhaus 1, Jacobs T, Denart M, Tannich E. 1996 Pyrophosphate-dependent phosphofructokinase of
Entamoeba histolytica: molecular cloning, recombinant expression and inhibition by pyrophosphate
analogues. Biochem. J. 316, 57-63. (doi:10.1042/bj3160057)

Boettner DR, Huston CD, Linford AS, Buss SN, Houpt E, Sherman NE, Petri WA. 2008 Entamoeba
histolytica phagocytosis of human erythrocytes involves PATMK, a member of the transmembrane
kinase family. PLoS Pathog. 4, e8. (doi:10.1371/journal.ppat.0040008)

Rigden DJ. 2008 The histidine phosphatase superfamily: structure and function. Biochem. J. 409, 333—
348. (doi:10.1042/BJ20071097)

Pilkis SJ, Lively MO, el-Maghrabi MR. 1987 Active site sequence of hepatic fructose-2,6-
bisphosphatase. Homology in primary structure with phosphoglycerate mutase. J. Biol. Chem. 262,
12672-12675.

Naiyer S, Bhattacharya A, Bhattacharya S. 2019 Advances in Entamoeba histolytica Biology Through
Transcriptomic Analysis. Front. Microbiol. 10, 1921. (doi:10.3389/fmicb.2019.01921)

Lozano R et al. 2012 Global and regional mortality from 235 causes of death for 20 age groups in 1990
and 2010: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2010. The Lancet 380, 2095
2128. (doi:10.1016/S0140-6736(12)61728-0)

Watanabe K, Petri WA. 2015 Molecular biology research to benefit patients with E ntamoeba histolytica
infection: Research for controlling amebiasis. Mol. Microbiol. 98, 208-217. (doi:10.1111/mmi.13131)

Mazzuco A, Benchimol M, De Souza W. 1997 Endoplasmic reticulum and Golgi-like elements in
Entamoeba. Micron 28, 241-247. (doi:10.1016/S0968-4328(97)00024-3)

Santos HJ, Hanadate Y, Imai K, Nozaki T. 2019 An Entamoeba-Specific Mitosomal Membrane Protein
with Potential Association to the Golgi Apparatus. Genes 10, 367. (doi:10.3390/genes10050367)

Loftus B et al. 2005 The genome of the protist parasite Entamoeba histolytica. Nature 433, 865-868.
(doi:10.1038/nature03291)

41



30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44,

Orozco E, Guarneros G, Martinez-Palomo A, Sanchez T. 1983 Entamoeba histolytica. Phagocytosis as
a virulence factor. J. Exp. Med. 158, 1511-1521. (doi:10.1084/jem.158.5.1511)

Kang Q, Zhang D. 2020 Principle and potential applications of the non-classical protein secretory
pathway in bacteria. Appl. Microbiol. Biotechnol. 104, 953-965. (doi:10.1007/s00253-019-10285-4)

Shi X, Yang W, Wang N, Zhu J. 2019 Circulating INK pathway-associated phosphatase level correlates
with decreased risk, activity, inflammation level and reduced clinical response to tumor necrosis factor-
a  inhibitor in  Crohn  disease  patients:  Medicine  (Baltimore) 98, e16622.
(d0i:10.1097/MD.0000000000016622)

van Hartingsveldt W et al. 1993 Cloning, characterization and overexpression of the phytase-encoding
gene (phyA) of Aspergillus niger. Gene 127, 87-94. (doi:10.1016/0378-1119(93)90620-1)

Shibata K, Totsuka M, Watanabe T. 1986 Phosphatase activity as a criterion for differentiation of oral
mycoplasmas. J. Clin. Microbiol. 23, 970-972.

Thaller MC, Berlutti F, Riccio ML, Rossolini GM. 1992 A species-specific DNA probe for Providencia
stuartii identification. Mol. Cell. Probes 6, 417-422. (doi:10.1016/0890-8508(92)90036-W)

Avrameas S. 1969 Coupling of enzymes to proteins with glutaraldehyde. Immunochemistry 6, 43-52.
(doi:10.1016/0019-2791(69)90177-3)

Manoil C, Beckwith J. 1985 TnphoA: a transposon probe for protein export signals. Proc. Natl. Acad.
Sci. 82, 8129-8133. (doi:10.1073/pnas.82.23.8129)

Zhang X, Chen X, Liu K, Zhang Y, Gao G, Huang X, Hou S. 2020 Near-infrared ratiometric probe with
a self-immolative spacer for rapid and sensitive detection of alkaline phosphatase activity and imaging
in vivo. Anal. Chim. Acta 1094, 113-121. (doi:10.1016/j.aca.2019.10.001)

Xu J, Zhang H, Zhang W, Li P, Zhang W, Wang H, Tang B. 2020 Fluorescent nanosensor for in situ
detection of phosphate and alkaline phosphatase in mice with parathyroid dysfunction. Chem. Commun.
56, 2431-2434. (doi:10.1039/C9CC08828H)

Fredj Z, Ben Ali M, Abbas MN, Dempsey E. 2019 Determination of prostate cancer biomarker acid
phosphatase at a copper phthalocyanine-modified screen printed gold transducer. Anal. Chim. Acta ,
S000326701930025X. (doi:10.1016/j.aca.2018.12.058)

Nifio-Gomez DC et al. 2017 “In Silico” Characterization of 3-Phytase A and 3-Phytase B from
Aspergillus niger. Enzyme Res. 2017, 1-23. (doi:10.1155/2017/9746191)

Zhou S, Liu Z, Xie W, Yu Y, Ning C, Yuan M, Mou H. 2019 Improving catalytic efficiency and
maximum activity at low pH of Aspergillus neoniger phytase using rational design. Int. J. Biol.
Macromol. 131, 1117-1124. (doi:10.1016/j.ijbiomac.2019.03.140)

Han N, Miao H, Yu T, Xu B, Yang Y, Wu Q, Zhang R, Huang Z. 2018 Enhancing thermal tolerance of
Aspergillus niger PhyA phytase directed by structural comparison and computational simulation. BMC
Biotechnol. 18, 36. (doi:10.1186/s12896-018-0445-y)

Wang X, Du J, Zhang Z, Fu Y, Wang W, Liang A-H. 2018 A rational design to enhance the resistance

of Escherichia coli phytase appA to trypsin. Appl. Microbiol. Biotechnol. 102, 9647-9656.
(doi:10.1007/s00253-018-9327-4)

42



45.

46.

47,

48.

49.

50.

51.

Zor T, Selinger Z. 1996 Linearization of the Bradford Protein Assay Increases Its Sensitivity: Theoretical
and Experimental Studies. Anal. Biochem. 236, 302—-308. (doi:10.1006/abi0.1996.0171)

Baykov AA, Evtushenko OA, Avaeva SM. 1988 A malachite green procedure for orthophosphate
determination and its use in alkaline phosphatase-based enzyme immunoassay. Anal. Biochem. 171,
266-270. (doi:10.1016/0003-2697(88)90484-8)

Jeon S-J, Ishikawa K. 2005 Characterization of the Family | inorganic pyrophosphatase from Pyrococcus
horikoshii OT3. Archaea 1, 385-389. (doi:10.1155/2005/591628)

Miiller 1B, Knéckel J, Eschbach M-L, Bergmann B, Walter RD, Wrenger C. 2010 Secretion of an acid
phosphatase provides a possible mechanism to acquire host nutrients by Plasmodium falciparum. Cell.
Microbiol. 12, 677-691. (doi:10.1111/j.1462-5822.2010.01426.x)

Avaeva SM. 2000 Active site interactions in oligomeric structures of inorganic pyrophosphatases.
Biochem. Biokhimiia 65, 361-372.

Oliva G, Romero I, Ayala G, Barrios-Jacobo I, Celis H. 2000 Characterization of the inorganic
pyrophosphatase from the pathogenic bacterium Helicobacter pylori. Arch. Microbiol. 174, 104-110.
(doi:10.1007/s002030000182)

Ginting EL, Iwasaki S, Maeganeku C, Motoshima H, Watanabe K. 2014 Expression, purification, and

characterization of cold-adapted inorganic pyrophosphatase from psychrophilic Shewanella sp. AS-11.
Prep. Biochem. Biotechnol. 44, 480-492. (doi:10.1080/10826068.2013.833114)

43



