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INTRODUCCION

Los glicanos son biomoléculas vitales para el funcionamiento celular y estan constituidos por
unidades de monosacéridos unidos mediante enlaces glicosidicos. Los glicanos poseen
distintas funciones, por ejemplo, actian como fuente de energia, forman parte de diferentes
macromoléculas y confieren propiedades biolégicas particulares. La sintesis de glicanos se
da por la glicosilacion de un aceptor (aglicon) por un dador glicosidico. El aglicon no
necesariamente es un carbohidrato. La conjugacion de carbohidratos a otras biomoléculas
afecta a sus propiedades fisicoquimicas, localizacion subcelular, inmunogenicidad y
farmacodindmica. Los polisacaridos presentan una enorme variedad estructural debido a la
diversidad de monosacaridos que pueden conformarlos, y también a que el enlace
glucosidico puede darse de diferentes formas estéreo- y regio-selectivas. Los carbohidratos
pueden ser modificados con grupos terminales como fosfato, sulfato o acetato. Estas
variaciones en las cadenas de carbohidratos confieren a los glicanos variaciones en sus
propiedades fisicoquimicas que ayudan a cumplir funciones biolégicas o estructurales.

La glicobiologia es la disciplina que estudia la estructura molecular y la funcion de los
glicanos, asi como las reacciones enzimaticas involucradas en su sintesis, modificacion y
degradacion.

La produccion de glicanos puede darse a partir de sus fuentes naturales, sin embargo, este
método presenta la desventaja de obtener bajas cantidades, su aislamiento es dificultoso, y
se obtienen mezclas heterogéneas y conjugadas. Una alternativa es la sintesis quimica, que
permite la formacién de carbohidratos de cadena corta mediante procesos tediosos y suele
involucrar compuestos toxicos para el medioambiente. Por otra parte, existe la sintesis
basada en procesos biotecnolégicos, la cual se clasifica en sintesis in vivo y sintesis in vitro..
La sintesis in vitro se basa en sistemas libres de células, en los cuales se proporcionan las
enzimas, los sustratos y las condiciones éptimas para que se forme la biomolécula. El
estudio de estas reacciones de sintesis in vitro conforma un nuevo campo llamado
glicobiologia cell-free (libre de células), el cual permite el control en forma directa y precisa
de la composicion de un sistema, elimina el limite de la membrana biolégica y las
limitaciones de viabilidad de las células, facilita el monitoreo en tiempo real y la
automatizacion.

En el presente trabajo se propuso un sistema acoplado de reacciones enzimaticas libre de
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células capaces de transferir un grupo amino a una molécula de glucano. Este sistema de
enzimas plantea la conversion de glucosa-1P y ATP por una ADP-glucosa pirofosforilasa
bacteriana (GlgC) a ADP-glucosa, la cual es utilizada junto a glucosa-1P por la glucosil-
transferasa GlgM para generar el disacarido fosforilado maltosa-1P. Luego, este producto es
utilizado por la maltosil-transferasa GIgE para elongar un polisacarido aceptor. Se estudio la
promiscuidad por los sustratos de las enzimas propuestas, buscando reemplazar la glucosa-
1P por glucosamina-1P y, de esta forma, poder modificar el aglicbn con grupos amino. Esta
modificacion podria conferir propiedades fisicoquimicas particulares al producto final. Se
sabe que el almidén o el glucégeno modificado por unidades de glucosa sustituidas da lugar
a compuestos de interés en nanotecnologia, delivery de drogas y como biomateriales
sustentables. Por su parte, los chito-oligo-sacaridos tienen potencial aplicacion en
biomedicina como reparadores de tejido éseo, cicatrizantes y/o antinflamatorios, con las
ventajas de ser biocompatibles, biodegradables y no-toxicos. Nuestro proyecto plantea
combinar las propiedades de ambos tipos de moléculas, sintetizadndolas in vitro con una
estrategia de glicobiologia cell-free.

OBJETIVOS

e Desarrollar un sistema de enzimas acopladas libre de células para conseguir la
elongacién de oligo y polisacaridos de glucosa, como malto-tetraosa, malto-hexaosa y
glucégeno.

e Estudiar la utilizacion de derivados de glucosamina como sustrato del sistema basado
en la promiscuidad de las enzimas que lo conforman.

e Caracterizar cinéticamente las reacciones enzimaticas que forman cada uno de los
pasos del sistema acoplado.

METODOLOGIA

Las metodologias utilizadas para la medida de actividad enzimatica fueron:

i. Método colorimétrico con Verde de Malaquita: permite la medida de ortofosfato
(Pi) liberado en una reaccién enzimatica por formacién de un complejo coloreado
gue presenta un pico de absorbancia a 620 nm.

ii. Método de acople enzimatico utilizando piruvato quinasa (PK) y lactato
deshidrogenasa (LDH): acopla la generacion de ADP con el consumo de NADH,
gue puede ser cuantificado con la medida de absorbancia a 340 nm.

Cada una de las reacciones enzimaticas que constituyen el sistema completo fue estudiada
por separado. Se midio la actividad enzimatica de las reacciones utilizando los sustratos
convencionales de las enzimas.

La primera reaccion estudiada fue de la ADP-glucosa pirofosforilasa de Geobacillus
stearothermophilus, enzima heterotetramérica denominada BstGIgC/GlgD. Esta reaccion
consiste en la formacién de ADP-glucosa a partir de glucosa-1P y ATP, liberando una
molécula de pirofosfato (PPi). Para la medida de actividad se agrega a la reaccion una
pirofosfatasa que transforma el PPi en Pi para ser cuantificado.

En segundo lugar, se realizo la medida de actividad enzimatica de BstGlgC/GlgD junto con
la glucosil-transferasa GIgM de Rhodococcus jostii (RjoGlgM). En esta reaccion, la ADP-
glucosa generada por BstGIgC/GlgD es utilizada por RjoGlgM junto con glucosa-1P para
sintetizar maltosa-1P. La medida de actividad se realiza cuantificando el ADP generado por
la segunda reaccién mediante el método descrito con PK/LDH.

En tercer lugar, se estudi6 la reaccion conjunta de RjoGIgM con la maltosil-transferasa GIgE
de Streptomyces coelicolor (ScoGIgE). En este caso, los sustratos son ADP-glucosa,
glucosa-1P y glucégeno. La maltosa-1P formada por RjoGIgM se transfiere a la molécula de
polisacarido por accion de ScoGIgE, liberando una molécula de Pi que es cuantificado por el
método del Verde de Malaquita.

Luego, se comprobd la utilizacion de glucosamina-1P como sustrato alternativo en cada una
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de las etapas mencionadas anteriormente, reemplazando la glucosa-1P.

Por ultimo, luego de estudiar por separado [BstGIgC/GlgD + RjoGlgM] y [RjoGIgM +
ScoGIgE], se sumaron ambos acoples para estudiar el sistema completo (Figura 1).

La medida de actividad se realizé por el método de Verde de Malaquita, midiendo la

aparicion del Pi liberado en la
transferencia del disacarido al m @a
aglicon.
Los sustratos agregados al sistema

son glucosa-1P, ATP y glucdgeno de @ e

higado de conejo. Aqui se busca
generar el dador glucosidico ADP-
glucosa, utilizado por RjoGIgM para
obtener maltosa-1P que luego es transferida al glucano por accion de ScoGIgE. Se estudié

la posibilidad de reemplazar glucosa-1P por glucosamina-1P vy, por otro lado, reemplazar el
glucégeno por otros oligo y polisacaridos como como maltosa, maltotriosa y almidén.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Figura 1: Esquema del sistema de reacciones
enzimaticas.

ADP-glucosa Pirofosforilasa (GlgC)
Los resultados obtenidos indican que la enzima heterotetramérica BstGlgC/GlgD de
Geobacillus stearothermophilus presenta promiscuidad respecto al uso de ATP vy
glucosamina-1P con la mayor eficiencia catalitica reportada hasta el momento, con un valor
de KeaKm de 22.46 s mM'. Por esta razon, se selecciond esta enzima para continuar con el
acople enzimatico. Como resultado se estaria 09+
formando una molécula de ADP-glucosamina, 08
la cual no ha sido reportada en la naturaleza y
no se encuentra disponible de forma
comercial.
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ADP-glucosa pirofosforilasa GIgC +
glucosil-transferasa GigM
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Resultados preliminares (figura 2) evidencian
que el sistema enzimatico es capaz de utilizar ~ °27 v GedP
glucosamina-1P como sustrato. En este caso 041

se estaria generando un disacéarido-P formado T 10 20 o a0 s oeo
por dos unidades de glucosamina. fiempo [s]

El estudio de la actividad enzimatica en presencia  Figura 2. Actividad del sistema acoplado
de glucosamina-1P y ATP en funcién del contenido  BstGIgC/GlgD + RjoGIgM utilizando
proteico dio como resultado una actividad glucosa-1P o glucosamina-1P
enzimatica especifica de 0.047 U/mg.

Glucosil-transferasa GlgM + maltosil-transferasa GIgE

La actividad enzimatica especifica obtenida como resultado de las medidas son de 2,8
U/mg y 1,7 U/mg para glucosa-1P y glucosamina-1P respectivamente. Los resultados
obtenidos demuestran que el sistema RjoGIgM + ScoGIgE funciona cuando es
alimentado con glucosa-1P. Ademaés, al demostrar que presenta actividad con
glucosamina-1P podemos concluir que es capaz de elongar la molécula de glucégeno
con un disacarido-P de glucosa y glucosamina.

ADP-glucosa pirofosforilasa GlgC + Glucosil- transferasa GigM + maltosil-
transferasa GIgE

En la Figura 3a se observan los resultados de la actividad enzimatica relativa del
sistema BsiGIgC/GlgD + RjoGIgM + ScoGIgE utilizando como sustrato ATP,
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glucégeno y glucosa-1P o glucosamina-1P. Esto indicaria que el acople de enzimas
tiene la propiedad de generar un disacarido-P de glucosamina e incorporarlo a
glucégeno. Por otro lado, en la Figura 3b se exponen las actividades relativas del
sistema enzimatico de diferentes glucanos en presencia de ATP y glucosa-1P, en
relacion a la actividad con glucégeno de higado de conejo. Puede apreciarse que

ScoGIgE es capaz de incorporar moléculas de maltosa-1P a diferentes oligo y
polisacaridos con una elevada actividad relativa.
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Figura 3. a. Actividad enzimatica relativa del sistema en presencia de glucosa-1P y de
glucosamina-1P b. Actividad enzimatica relativa en presencia de diferentes oligo vy
polisacaridos.

El presente trabajo ha permitido desarrollar un sistema enzimatico que permitiria modificar
distintos aglicones, desde disacaridos a polisacaridos, con el agregado de residuos de
glucosamina. ) )
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