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RESUMEN

El agotamiento de los recursos fésiles, la preocupacion relacionada con sus
emisiones y sobre todo el incremento de la contaminacion ambiental han
generado la exploracion de nuevas fuentes de energias renovables, que se
basan en materias primas naturales como las microalgas oleaginosas. Entre
estas, Ankistrodesmus sp., una microalga nativa de la Amazonia peruana,
puede ser aprovechada con fines bioenergéticos. El objetivo de la presente
investigacion fue caracterizar biofisica y estructuralmente la subunidad Biotin
carboxilasa de la enzima ACCasa de una microalga oleaginosa amazénica
Ankistrodesmus sp. El gen que codifica la BC fue clonado, expresado y la
proteina recombinante (AnkBC) purificada por cromatografia. Posteriormente,
AnkBC fue caracterizada biofisica y estructuralmente. La proteina AnkBC
monomeérica purificada mostré una masa molecular de 56 kDa en SDS-PAGE.
El perfil de dispersiéon de luz a multiples angulos (SEC-MALS) demostré que
la proteina forma un homodimero de 105,47 kDa. La espectroscopia de
dicroismo circular revel6 que el homodimero mostr6 estabilidad
conformacional. Finalmente, el andlisis in silico de AnkBC mostré un
homodimero conformado por tres dominios, caracteristicos de la superfamilia
de union a biotina dependientes de ATP. En conclusidn, el estudio proporciona
una comprension detallada de las caracteristicas biofisicas y estructurales de
la subunidad biotina carboxilasa (BC) de Ankistrodesmus sp., abarcando
desde su clonacion hasta la determinacion de su estructura tridimensional por
métodos bioinformaticos, esta informaciébn no solo profundiza en el
conocimiento fundamental sobre la enzima ACCasa en microalgas
oleaginosas, sino que también abre nuevas posibilidades en la aplicacion
practica de esta informacién en la biotecnologia y la produccion de
biocombustibles.

Palabras clave: Ankistrodesmus sp., microalga, biotin carboxilasa,
biocombustibles.
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ABSTRACT

The depletion of fossil resources, concerns about their emissions and, above
all, the increase in environmental pollution have led to the search for new
sources of renewable energy based on natural raw materials such as
oleaginous microalgae. Among these, Ankistrodesmus sp., a microalga native
to the Peruvian Amazon, can be used for bioenergy purposes. The aim of the
present work was the biophysical and structural characterization of the biotin
carboxylase subunit of the ACCase enzyme from an Amazonian oleaginous
microalga, Ankistrodesmus sp. The gene encoding BC was cloned, expressed
and the recombinant protein (AnkBC) purified by chromatography.
Subsequently, AnkBC was characterized biophysically and structurally. The
purified monomeric AnkBC protein had a molecular mass of 56 kDa on SDS-
PAGE. Multi-angle light scattering profiling (SEC-MALS) showed that the
protein forms a homodimer of 105,47 kDa. Circular dichroism spectroscopy
revealed that the homodimer is conformationally stable. Finally, in silico
analysis of AnkBC revealed a three-domain homodimer characteristic of the
ATP-dependent biotin-binding superfamily. In conclusion, the study provides a
detailed understanding of the biophysical and structural properties of the biotin
carboxylase (BC) subunit from Ankistrodesmus sp. From its cloning to the
determination of its three-dimensional structure by bioinformatics methods,
this information not only deepens the fundamental knowledge about the
ACCase enzyme in oleaginous microalgae, but also opens new possibilities in
the practical application of this information in biotechnology and biofuel
production.

Keywords: Ankistrodesmus sp., microalgae, biotin carboxylase, biofuel.
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INTRODUCCION

Los estudios sobre energias renovables y biocombustibles han ganado
notable interés en los ultimos anos, este interés se atribuye a la limitada
disponibilidad de combustibles fosiles, la preocupacion relacionada con sus
emisiones y sobre todo al incremento de la contaminacién ambiental 4). En
el Peru, el uso de combustibles fosiles suscita una amenaza ambiental latente,
evidenciada principalmente por los derrames constantes de petroleo,
incidentes que generaron y siguen generando impactos de gran magnitud en
los diversos ecosistemas acuaticos ©7). Ante estos desafios ambientales, la
exploracion de nuevas fuentes de energias renovables y eco amigables,
utilizando diversas materias primas, se ha vuelto fundamental en nuestro pais
(8—10)_

En este contexto, se destaca el uso de microalgas como materia prima para
la produccion de biocombustibles 1116 En comparacién con los cultivos
vegetales, las microalgas ofrecen una huella ambiental reducida, una eficiente
absorcion de dioxido de carbono (718) y un alto contenido de lipidos,
especialmente triacilglicéridos (TAG), que se han aprovechado para fines de
bioenergia denominandose asi biocombustibles de tercera generacion (920,
Se ha demostrado el potencial de ciertas especies microalgales amazonicas
en la produccion de lipidos @124 entre estas especies, Ankistrodesmus sp.
destaca como una opcién relevante debido a su capacidad para acumular
50% de su peso seco en lipidos totales (con predominio de triglicéridos),
caracteristica que la posiciona como una alternativa prometedora para la
produccion de biodiesel en Loreto ?425. No obstante, para lograr que los
biocombustibles derivados de microalgas sean econémicamente competitivos
en comparacion con el petroleo, es esencial adoptar un enfoque integral a fin
de seleccionar o disefiar una microalga 6ptima capaz de satisfacer de manera

mas efectiva las demandas del mercado (2627,

En los dltimos afios los estudios se han centrado en la enzima acetil CoA
carboxilasa (ACCasa) con la finalidad de mejorar la produccién de lipidos en
diferentes especies oleaginosas 8-30 debido a su participacion crucial en la

biosintesis de acidos grasos al convertir acetil-CoA en malonil-CoA @b, En



general esta enzima, estd4 formada por tres dominios funcionales: la biotin
carboxilasa (BC), la proteina de union a carboxilo de biotina (BCCP) y las
carboxiltransferasas a y B (CT). Dentro de esta enzima, la subunidad BC
adquiere especial relevancia al participar en la catalisis inicial de la
carboxilacion de la acetil-CoA 2. Por lo tanto, dada su participacion directa
en la acumulacion de lipidos, es imperativo abordar el estudio biofisico y
estructural de la subunidad Biotin-Carboxilasa de la enzima acetil-Coa
carboxilasa de Ankistrodesmus sp. Este enfoque se presenta como una tarea
esencial para impulsar nuestra capacidad de aprovechar el potencial
biotecnolégico de esta microalga. A pesar de que se han identificado
estructuras cristalinas tridimensionales del dominio catalitico individual de BC
en diversas especies bacterianas y eucariotas (33-36), |a disponibilidad de
modelos de resolucion atdmica para la subunidad BC en microalgas es
limitada G"). Esta escasez de informacion estructural dificulta la comprension
precisa de las interacciones entre dominios y la dinamica molecular que
conducen a la formacion del complejo ACCasa en microalgas. Esto impide el
disefio de estrategias eficientes para optimizar la produccion futura de
biodiesel a partir de Ankistrodesmus sp., limitando asi su potencial como una

fuente sostenible de biocombustible en Loreto.

Al caracterizar la subunidad Biotin-Carboxilasa (BC) de la enzima Acetil-Coa
carboxilasa (ACCasa) de Ankistrodesmus sp., no solo ampliamos nuestra
comprension fundamental de los procesos bioquimicos del dominio BC y la
dindmica molecular que conducen a la formacion del complejo ACCasa en
esta especie microalgal, sino que también abrimos nuevas oportunidades para
la ingenieria metabdlica y el disefio de estrategias mejoradas y respetuosas
con el medio ambiente para contemplar la produccion futura de
biocombustibles. Estos avances son particularmente significativos, ya que se
consideran la mejor alternativa a la situacién actual generada por el uso de
combustibles fésiles convencionales #3839  Este trabajo de tesis busca
contribuir al conocimiento basico cientifico actual y proporcionar informacion
relevante para una futura aplicacion biotecnoldgica de Ankistrodesmus sp. en
la busqueda de fuentes de energias renovables sostenibles. Por tales motivos,

se planted la siguiente interrogante de investigacion: ¢Cuales son las

2



caracteristicas biofisicas y estructurales de la subunidad Biotin-Carboxilasa
de la enzima Acetil-CoA -carboxilasa de la microalga oleaginosa
Ankistrodesmus sp.?, y como objetivo general: Caracterizar biofisica y
estructuralmente la subunidad Biotin-Carboxilasa de la enzima ACCasa de la
microalga oleaginosa Ankistrodesmus sp., finalmente los  objetivos
especificos incluyen: Clonar, Producir y purificar la cadena polipeptidica de
BC de la enzima ACCasa de la microalga oleaginosa Ankistrodesmus sp.,
Evaluar las caracteristicas biofisicas y determinar la estructura tridimensional
de la cadena polipeptidica recombinante de BC de la enzima ACCasa de la

microalga oleaginosa Ankistrodesmus sp.



1.1

CAPITULO I: MARCO TEORICO

Antecedentes

En el 2008, se realiz6 un analisis detallado de las estructuras de BC de
varias bacterias cristalizadas en presencia de analogos de ATP. Estas
nuevas estructuras incluyen, la estructura de BC unida a AMPPNP (un
analogo no hidrolizable del ATP) y los dos iones de magnesio
cataliticamente esenciales, aclarando las inconsistencias entre la
cinética de mutantes del sitio activo de BC y las estructuras
previamente reportadas de BC. Al examinar la estructura de la BC
unida a AMPPNP, se observo que la cadena de polifosfato se pliega
sobre si misma en lugar de adoptar la conformacién correcta y
extendida para la catalisis, respaldando la hipétesis del sinergismo
inducido por sustrato. Se postula que el homodimero BC exhiba
reactividad en semisitios donde los sitios activos "cambian” sus ciclos
cataliticos. Una estructura de BC mostro el analogo de ATP AMPPCF2
P unido a una subunidad, mientras que la otra subunidad no estaba
ligada. La subunidad ligada adoptaba la conformacién cerrada o
catalitica, mientras que la subunidad no ligada estaba en la
conformacion abierta, las dos subunidades de BC alternan reacciones
cataliticas, de modo que mientras una subunidad se une al sustrato y
realiza catalisis, la otra subunidad esta liberando el producto. Este
hallazgo proporciona la primera evidencia estructural de reactividad

sitios intermedios en la BC (6),

En el 2009, se describio la estructura del dominio BC humano de ACC2,
la estructura revela similitudes y diferencias marcadas con las
estructuras de levaduras y bacterias (conformacién cerrada del dominio
B en ausencia de ATP), ofreciendo informacion valiosa para
comprender el mecanismo de regulacion de ACC2 por la proteina
guinasa activada por AMP (AMPK). Sus hallazgos revelaron que las
subunidades BC bacterianas adoptan una estructura dimera, mientras

gue el dominio BC de ACC2 humano no exhibe una interfaz de dimero



comparable en el empaquetamiento cristalino. Similar al dominio BC de
levadura, el dominio BC de ACC2 humano mostro notables diferencias
conformacionales en el extremo N-terminal en comparacion con las
subunidades BC bacterianas. Estas discrepancias pueden explicar por
qué los dominios BC de mamiferos, incluido ACC2, adoptan una
estructura monomeérica en solucion y, en consecuencia, presentan una

inactividad catalitica (9.

En el 2009, se informé la estructura cristalina de BC de E. coli tipo
salvaje en complejo con sus sustratos: biotina, bicarbonato y Mg-ADP
a una resolucion de 2.0 A. La configuracion estructural revela una
organizacion precisa de los sustratos en el sitio activo, evidenciando
interacciones cruciales entre bicarbonato y residuos como Arg, asi
como una disposicién ordenada de biotina y Mg-ADP. Proponen que,
durante la unién de ATP, se observa un movimiento considerable del
dominio B con implicaciones en la exposicion del sitio activo y la
competencia catalitica en presencia de sustratos como BCCP-biotina.
Ademéas, un atomo de oxigeno del bicarbonato se posiciona
estratégicamente para iniciar el ataque nucleofilico al ATP, formando el
intermedio de carboxifosfato. Este oxigeno también se sitia cercano al
atomo N1 de la biotina, respaldando la evidencia de que el grupo
fosfato, derivado de la descomposicién de carboxifosfato, actia como
la base general para extraer el protdbn en dicho atomo N1. Las
observaciones estructurales se respaldan con mutagénesis y estudios
cinéticos. En conjunto, esta primera estructura de BC en complejo con
Sus sustratos proporciona una vision sin precedentes del mecanismo

molecular y estructural de la catalisis de esta familia de enzimas ©%).

En el 2013, se informé el primer modelo de asociacién heteromérica de
la enzima ACCasa de la microalga Chlorella variabilis, una materia
prima de biocombustible de microalgas oleaginosas. El estudio abordo
los mecanismos de unién, los cambios conformacionales, los
movimientos de dominio concertados y los enlaces de hidrogeno

intermoleculares (enlaces H a través de la combinacion de modelos de

5



homologia, acoplamiento y simulaciones dinamicas moleculares. Los
estudios de simulacion revelaron una flexibilidad considerable para los
dominios BC y CT en las formas unidas a BCCP, lo que indicé el
comportamiento adaptativo de BCCP. Ademas, el analisis de
componentes principales revel6 que, en presencia de BCCP, los
dominios BC y CT adoptaron una conformacion de estado abierto a
través de la rotacion hacia afuera en el sentido de las agujas del reloj
de las hélices de union. Estos cambios conformacionales podrian ser
responsables de la union del dominio BCCP y su translocacion a los
respectivos sitios activos. También, revelaron que los residuos
conservados Glu201 BCCP/Arg225 BC y Asp224 BCCP/GIn228 CT
desempeiian un papel vital en el mantenimiento de la estabilidad entre
los dominios que interactian. Los resultados obtenidos ofrecen
perspectivas valiosas para la ingenieria de la enzima ACCasa, con
posibles implicaciones en la mejora de la produccion de

biocombustibles derivados de microalgas “%.

En el 2015, se dio a conocer la primera informacién estructural del
dimero de holoenzima ACCasa de levadura Saccharomyces cerevisiae
de 500 kDa de longitud. Se mencioné notables diferencias estructurales
respecto a las otras carboxilasas dependientes de biotina. La region
central con sus cinco dominios es importante para posicionar los
dominios BC y CT para la catdlisis. La estructura mostré
inesperadamente un dimero del dominio BC y amplias diferencias
conformacionales en comparacién con la estructura del dominio BC
solo, que es un monémero. Estos cambios estructurales revelaron por
qgué el dominio BC monomeérico es cataliticamente inactivo y define el
mecanismo molecular para la inhibicion de la ACCasa eucaridtica.
Finalmente, mencionan que debido a que las estructuras de los
dominios BC y CT de los ACCasa humanos y de levadura son muy
similares y consistentes con su fuerte conservacion de secuencia, es
probable que la estructura general de la holoenzima ACCasa humana

sea similar a la ACCasa de la levadura “2.



1.2.

1.2.1.

Bases teodricas

Descripciéon general de la microalga Ankistrodesmus sp.

Ankistrodesmus, es un género de microalgas verdes unicelulares
perteneciente a la familia Selenastraceae, se caracteriza por sus
células alargadas de forma falciformes, aciculares y estrechas, con
posibles variaciones morfolégicas entre especies. Las dimensiones
tipicas oscilan entre 55-60 micras de longitud y 3-4 micras de ancho
43), Forma parte del fitoplancton de una variedad de habitats acuéticos,
desde aguas dulces hasta ambientes mas salinos. Su presencia esta

relacionada con la calidad del agua y la disponibilidad de nutrientes “4).

Ankistrodesmus sp., es una microalga aislada de la concesién para
conservacion de la Universidad Cientifica del Perd, situada en la
cuenca alta del rio Itaya, al sureste de la ciudad de Iquitos, entre los
rios Amazonas, Marafion y Nanay, en la region norte del Pert ¢, Esta
cepa ha demostrado una gran capacidad para biosintetizar y acumular
cantidades significativas de lipidos (~264 mg/g de biomasa seca) bajo
estrés nutricional, revelando un gran potencial para la produccion de
biodiesel 446, Recientemente, se ha informado sobre la obtencion de
biodiesel a partir de los lipidos de Ankistrodesmus sp., logrando un
rendimiento notable del 85,11% en condiciones de ausencia de
nitrdgeno en Loreto, Perl. Estos resultados sugieren la viabilidad de
aplicar estrategias contemporaneas de induccion, como la ingenieria
genética y la generacion de mutantes, para mejorar la produccion de
lipidos. Ademas, el biodiesel, como fuente de energia renovable, se
presenta como una alternativa respetuosa con el medio ambiente,
independiente de los combustibles fésiles, o que podria contribuir
significativamente a reducir la contaminacion ambiental en la Region

Loreto (@9,



1.2.2. Biosintesis de acidos grasos en microalgas

La comprension detallada de las rutas biosintéticas de los acidos
grasos resulta fundamental para disefar estrategias que aumenten su
presencia celular 7). La via de biosintesis de acidos grasos implica la
formacion de acidos grasos saturados de 16 (acido palmitico) y 18
(acido esteérico) carbonos de longitud a partir del metabolito intermedio
acetil-CoA. Aunque gran parte del conocimiento en este campo se ha
derivado de estudios en plantas y animales, se han revelado los
mecanismos biosintéticos en algunas especies microalgales, como C.

reinhardtii “®, N. oceanica “9), P. tricornutum ©9 y Ankistrodesmus sp
(51)

Los mapas metabdlicos reconstruidos de Ankistrodesmus sp. muestran
diversos procesos metabdlicos que suministran acetil-Coa (Figura 1).
La primera fuente que se describe es el ciclo de Calvin, donde el didxido
de carbono se fija para originar gliceraldehido-3-fosfato, el cual se
transforma en piruvato y posteriormente en acetil-CoA a través de la
accion enziméatica de las enzimas glicoliticas y el complejo de piruvato
deshidrogenasa (PDH) ©®1. La segunda fuente proviene de los
intermedios metabdlicos del ciclo de Krebs, especificamente citrato,
oxalacetato y malato, que son convertidos enzimaticamente a acetil-
CoA usando ATP. La tercera fuente de acetil-Coa es el catabolismo
parcial de la glucosa a piruvato a través de la glucdlisis. El piruvato se
convierte en acetil-CoA por PDH, asi como acetil-CoA también puede
ser sintetizado a partir de piruvato mediante dos derivaciones
adicionales de PDH ©1). Las moléculas de acetil-CoA son carboxiladas
por acetil-Coa carboxilasa (ACC) para la sintesis de malonil-CoA, que
se enlaza de manera covalente a la proteina portadora de acilo (ACP)
mediante la accion de la malonil-CoA. El malonil-ACP se incorpora al
ciclo de biosintesis de acidos grasos mediante la B-cetoacil-ACP
sintasa. Esta enzima cataliza la condensacion de acil-ACP con malonil-
ACP, dando como resultado la formacion de [(3-cetoacil-ACP, que se
convierte secuencialmente en 3-hidroxiacil-ACP, Trans-D2-enoil-ACP y

8



acil-ACP por reacciones enzimaticas de reduccion, deshidratacion y

reduccion Y (Figura 1A).

Por otra parte, el complejo de elongasa deshidratasa, es el responsable
de la biosintesis de acidos grasos de cadena larga en Ankistrodesmus
sp. en el reticulo endoplasmatico, donde incorpora progresivamente
restos acetilo a acil-Coa de C16:0 o C18:0. Bajo la accién catalitica de
este complejo enzimatico, el acido palmitico (C16:0) se transforma en
acido estearico (C18:0). Finalmente, mediante reacciones enzimaticas
similares y la intervencion de desaturasas especificas, se sintetizan
diversos acidos grasos poliinsaturados (AGPI) pertenecientes a las

familias n-6 y n-3 ®V (Figura 1B).

C(I’CIO Acido palmitico Acido palmitoleico
b ; g
(C16:0) (C16:1,77)
GLUCOSA iivin Elongasa l
® Gliceraldehido 3- deshidratasa desaturasa
% fosfato Acido esteérico Acido vaccénico

(C18:0) 18:117
l RuL: Oxalacetato —._ ° (CI8:1,7)
/ /" Giclo Citrato desaturasa i
Piruvato ¢—s_ Malato  de Acido oleico
Krebs / 1R
NADPHSH  NADP+ densll? _(F 18:1,19)
rnul Ne 7 2|
desaturasa ¥
Acetil-CoA 2338 Acido linoleico
g v ¢ (€182,1912)
Acetiladenilato b/ ACC desaturasa p/ \4 Jesaturasa
9 . Acido linoleico 0. Acido linoleico
g </ Malonil-CoA (C18:3,179,12) (C18:3,19,12,15)
Acetato = :e:\': 1, desaturasa
\l.\ll Di-homo 1 ) Acido estearidénico

(C20:3, 11,14) (C18:4,417 9,12
Malonil-ACP Acidos grasos s l
desaturasa Sa
KAS T Acido araquidénico Acido eicosatetraenoico
FaIA (C20:4, 10 1-11,14) (C20:4,1-111,14,17)
Acil-ACP  _ NADP+ l ;
Familia n-6 desaturasa
EAR Acido eicosapentaenoico (EPA)
NADPH+H (C20:5, 1o 11,14,17
Biosintesis J,
Ribulosa -5- fosfat Cetoacil-ACP de acidos  Trans-D2-enoil-ACP . deshidratasa
. . : grasos Acido docosapentaenoico
Ruta | NADPHH (€225, | 9113,16,19)
Pentosa | KAR HAD 4
fosfato NADP+ : . l desaturasa
I Hidroxiacil-ACP Acido docosahexaenoico (DHA))

(C22:6, '113,16,19)

Familia n-3

Figura 1. Biosintesis de acidos grasos (A) y acidos grasos

poliinsaturados (B) reconstruida en base al metaensamblaje y
anotacion del transcriptoma de Ankistrodesmus sp. Fuente: Castro

et al. 2017.



1.2.3.

1.2.4.

Biosintesis de Triacilgliceroles (TAG) en microalgas

La capacidad de las microalgas para acumular TAG se ha convertido
en un area de interés significativa debido a su potencial aplicacion en
la produccién de biocombustibles y productos quimicos sostenibles “7).
La comprension detallada de la biosintesis de TAG es crucial para
optimizar los rendimientos y las propiedades de estos compuestos
lipidicos en microalgas, contribuyendo asi a la busqueda de fuentes de

energia renovable y sostenible 6254,

En el ensamblaje enziméatico de TAG, participan tres moléculas de
acidos grasos activados (acil-CoA), una molécula de L-glicerol-3-
fosfato y la enzima glicerol quinasa. En las microalgas existen al menos
tres vias metabdlicas activas para el ensamblaje de TAG. La primera
es la ruta Kennedy, la segunda es la ruta del monoacilglicerol y la
tercera es catalizada por la enzima fosfolipido diacilglicerol
aciltransferasa. EI TAG producido son almacenados en cuerpos
lipidicos citoplasmaéticos, los cuales son la materia prima para obtener
biodiesel ®b. La ruta completa desde la fijacion del diéxido de carbono
hasta la sintesis de TAG en algas tiene lugar dentro de una sola célula,

mientras que en las plantas solo ocurre en tejidos u érganos especiales
(55)

Acetil Coa Carboxilasa (ACCasa)

La acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) es una enzima multifuncional,
clave en la biosintesis y el metabolismo de los acidos grasos, su
principal funcion es la carboxilacion del acetil-CoA para formar malonil-
CoA ©8, En la naturaleza, existen dos formas funcionales de ACCasa
(Figura 2): la forma homomeérica (hmACCasa), comun en el citosol de
levaduras, animales, hongos y plastidos de plantas gramineas,
mientras que la forma heteromérica (htACCasa), es predominante en
organismos procariotas, plantas no gramineas y plastidios de algas

(29.3157) Desde el punto de vista estructural, la forma heteromérica
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consta de cuatro cadenas polipeptidicas, comprendidas en tres
subunidades: biotin carboxilasa (BC), proteina transportadora de
biotina carboxilo (BCCP) y carboxiltransferasas (CT, subdivididas en
CT-ay CT-B) (Figura 2A). En la forma homomeérica, estas subunidades
se ensamblan en un unico polipéptido, pudiendo descomponerse
facilmente en sus subunidades individuales 859, Sus secuencias
primarias constan de tres secciones principales, con el dominio BC, CT
(interaccion BC-CT) y BCCP en el N-terminal, el dominio CT en el C-
terminal y un singular dominio central ACC no catalitico (AC) en el
medio (Figura 2B).

La catalisis de la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa) en la conversion de
acetil-CoA a malonil-CoA implica un proceso de dos pasos (Figura 3).
La biotina unida covalentemente a una Lys conservada del dominio
BCCP experimenta carboxilacion en el dominio BC, el primer sitio activo
de la reaccion. Este evento se lleva a cabo mediante el aporte del grupo
carboxilo proveniente del bicarbonato, junto con la energia derivada de
la hidrolisis del ATP, para la cual se requieren cationes divalentes, tales
como Mg?* o Mn?*. El grupo carboxilo activado en la biotina se
transfiere al sustrato acetil-CoA en el dominio CT, el segundo sitio
activo de la reaccion que se produce por el ensamblaje de las
subunidades a y B-CT, dando como resultado la formacion de malonil-
CoA, sin ningln aporte de energia adicional ©9, Durante la catalisis, se
creia inicialmente que la translocacion de la biotina hacia los sitios
activos BC y CT se realizaba mediante un modelo de "brazo oscilante”.
Sin embargo, investigaciones recientes han revelado que la conexion
entre la biotina y el BCCP es mas flexible de lo previamente
considerado, pudiendo extenderse hasta 16 A. A pesar de este
descubrimiento, analisis de las estructuras en holoenzimas de diversas
carboxilasas muestran que la distancia entre los sitios activos BCy CT
varia entre 55 y 85 A, lo cual contradice el modelo tradicional de "brazo
oscilante". Por lo tanto, se propone un modelo alternativo denominado
"dominio oscilante”, sugiriendo que tanto la biotina como el dominio

BCCP deben translocarse durante la catalisis 961,
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Figura 2. Organizacion de subunidades/dominios de ACCasa. (A) Forma
heteromérica en Escherichia coli. (B) Forma homomérica en levadura, AC:
dominio central no catalitico; BC: biotin carboxilasa; BCCP: proteina
transportadora de biotina carboxilo; BT: interaccion BC-CT; CT:

Carboxiltransferasa. Fuente: Adaptado de Weiy Tong 9,

Mg-ADP + P; + H* Carboxylated substrate
Mg-ATP CoA

HCOy s CH,
Biotin CO.-
translocation N

55-85 A N

HN
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Figura 3. La catalisis de la acetil-CoA carboxilasa (ACCasa). La biotina
se carboxila en el sitio activo BC, utilizando bicarbonato como donador
de CO2 con hidrolisis concomitante de ATP. Luego, la biotina se
transloca al sitio activo de CT, donde el CO:2 se transfiere al sustrato
acetil-CoA. Se muestra el modelo de brazo oscilante. Fuente: Lian Tong

(61),
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1.2.5. Biotin Carboxilasa (BC)

La primera estructura de BC reveld la existencia de tres dominios:
dominio A, dominio B y dominio C ©3, con un segmento enlazador
(enlazador AB) entre los dominios Ay B en el dominio BC eucaridtico,
lo que explica en parte su mayor tamafo (~550 residuos) en relacion
con las subunidades BC bacterianas (~450 residuos) 340, Asimismo,
en los ACCasa, se observa un loop de union de ATP compartido por
varias enzimas relacionadas con la acilacion dependiente de ATP (62)

Una diferencia notable entre el dominio BC eucariota y la subunidad BC
procariota radica en los cambios conformacionales en el dominio B
durante el proceso catalitico de BC 536, En el dominio BC de levadura
la conformacion del dominio B suele permanecer cerrada incluso en
ausencia de ATP en el sitio activo %59, Contrariamente, la subunidad
BC bacteriana experimenta un cambio significativo en la conformacion
del dominio B durante la catalisis. En cuanto a la subunidad BC de E.
coli, tras la unién de ATP, el dominio B sufre un cambio conformacional
de estado abierto a cerrado, siguiendo un patrén analogo a otras
enzimas de esta superfamilia ©563, El dimero BC activo funciona
mediante un mecanismo de “reactividad de medio sitio” alternando
reacciones cataliticas entre subunidades. Mientras una subunidad se
une al sustrato con catalisis posterior, la otra subunidad libera el
producto de biotina carboxilada, impidiendo la catalisis simultdnea en
ambos sitios activos (9. La estructura de la subunidad BC de E. coli en
complejo con sustratos, proporciona informacién detallada de la
reaccion, reconociendo una red intrincada de interacciones ionicas, de
enlaces de hidrogeno y de Vander Waals. Uno de los atomos de
oxigeno del bicarbonato inicia un ataque nucleofilico al ATP, formando
carboxifosfato, donde los residuos Glu®®® y Arg33 tienen papeles
cruciales, actuando Glu2%¢ como base general para extraer el proton del

bicarbonato y Arg338 para extraer el protén del bicarbonato ©9).
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1.3.

Es probable que este mecanismo se comparta entre todas las
carboxilasas dependientes de biotina, y Glu?%® y Arg33® de E. coli BC se
conserven entre estas enzimas. El mecanismo de union del ATP ejerce
control sobre la actividad de BC. En presencia de biotina, el ATP asume
un modo de union productivo y extendido, haciéndolo receptivo a la
hidrolisis. En ausencia de biotina, el ATP se une de manera no
productiva, siendo incapaz de reaccionar con el bicarbonato, evitando
ciclos inttiles de hidrolisis ®), Este mecanismo ilustra un ejemplo de
sinergia inducida por sustrato donde la hidrdlisis de ATP aumenta 1.100
veces en presencia de biotina libre ©®., Ademas, en concentraciones
elevadas, el ATP puede inhibir la actividad catalitica y funcionar como
un inhibidor competitivo del bicarbonato para regular la actividad del
ACCasa 4.

Definicién de términos basicos

Microalgas oleaginosas: Son un tipo de microalgas con capacidades
de almacenar triglicéridos gracias a sus caracteristicas
fotobiosintéticas. Frente a los cambios de condiciones ambientales
responden con cambios al metabolismo de los lipidos, indicando

mayores tasas de produccion por biomasa seca (69,

PCR: La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés), desarrollada por 5. Permite copiar millones de veces una
secuencia especifica de ADN blanco mediante una poderosa catalisis
llevada a cabo por una enzima conocida como ADN polimerasa, de tal
manera que cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y

copiadas fielmente.

Plasmido: Es una molécula circular de ADN extracromosOmico. Son
muy utilizados en ingenieria genética para la replicacion de ADN
recombinante. Plasmidos que contienen ADN recombinante se
introducen en un hospedador, generalmente cepas bacterianas, para
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que repligue este ADN y obtener asi numerosas copias. Es decir, se
utilizan como vectores genéticos para clonacién y amplificacion de

material genético.

Clonacién: La clonacion se refiere al proceso de aislar una secuencia
de DNA de interés, insertarlo en un plasmido, generando asi un DNA

recombinante y obtener multiples copias de ella en un organismo.

Transformacion: Es la técnica mediante la cual se introduce DNA
exdgeno en células procariotas. EI DNA exdgeno es el plasmido que

contiene la secuencia genética que queremos expresatr.

Cromatografia: Técnicas basadas en el principio de retencion
selectiva, cuyo objetivo es separar los distintos componentes de una

mezcla, permitiendo identificarlos.

Purificacion de proteinas: Es una técnica para separacion de

proteinas segun sus propiedades fisicas.
Proteina recombinante: Son aquellas que se obtienen al expresar un

gen clonado en una especie o una linea celular distinta a la célula

original 7).,
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2.1.

2.1.1.

2.1.2.

2.2.

CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS

Variables y su operacionalizacion

Independiente

Secuencia de aminoacidos de la subunidad Biotin-carboxilasa de la

enzima Acetil-Coa carboxilasa de Ankistrodesmus sp.

Dependiente

Caracteristicas biofisicas y estructurales de la subunidad Biotin-

carboxilasa de la enzima Acetil-Coa carboxilasa de Ankistrodesmus sp.

Formulacion de la Hipétesis

Las caracteristicas biofisicas y estructurales de la subunidad Biotin-
Carboxilasa de la enzima ACCasa heteromérica de Ankistrodesmus sp.
presenta similitud con la familia de proteinas de union a biotina
dependientes de ATP presente en otras especies de eucariotas y
procariotas debido a que su funcion catalitica es conservada durante el

proceso evolutivo.
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3.1.

3.2.

3.2.1.

CAPITULO Ill: METODOLOGIA
Tipo y disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion fue de tipo basico, porque se busco
generar el conocimiento cientifico sobre la subunidad Biotin-
Carboxilasa de la enzima Acetil-CoA carboxilasa de Ankistrodesmus
sp, una microalga oleaginosa de importancia bioenergética. No se
enfocd en una aplicaciéon inmediata de los hallazgos, sino en una
comprensiéon detallada de los aspectos moleculares y estructurales
que, en un futuro, podrian ser utiles para optimizar la produccion de
biodiesel. El nivel de profundizacion del conocimiento adquirido fue de
tipo descriptivo, ya que el objetivo fue caracterizar las propiedades
biofisicas y estructurales de la subunidad Biotin-Carboxilasa de la
enzima ACCasa en la microalga. El disefio abordado fue de tipo no
experimental, porque se centr6 en la observacion y andlisis de
muestras y no implicé la manipulacién de variables independientes
como en los estudios controlados tradicionales. EI numero de
mediciones de las variables de estudio fue de tipo transversal, ya que
los datos se obtuvieron en un solo momento, en un tiempo especifico.
Finalmente la toma de datos fue de tipo prospectivo, ya que los datos

se obtuvieron a medida que se realizaron los ensayos respectivos ©8),

Poblacién y muestra

Poblacién de estudio

Estuvo constituido por todos los genes que codifican proteinas de la via

de biosintesis de acidos grasos de Ankistrodesmus sp.
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3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

3.3.

Tamano de la muestra de estudio

Estuvo constituido por el gen que codifica a la cadena polipeptidica de
la subunidad Biotin-Carboxilasa de la enzima ACCasa de

Ankistrodesmus sp.

Tipo de muestreo y procedimiento de seleccidén de la muestra

Se empled el muestreo no probabilistico, por conveniencia. Debido a
gue el objetivo principal del trabajo fue estudiar a la subunidad Biotin-

carboxilasa de la enzima ACCasa de Ankistrodesmus sp.

Criterios de seleccion

Se seleccionaron los genes que codificaran proteinas de la via de

sintesis de acidos grasos, siguiendo algunos criterios.

Criterios de inclusion

Proteinas que pertenecian a la via de sintesis de acidos grasos y que

usaban a Acetil-CoA como sustrato.

Criterios de exclusién

Proteinas que pertenecian a la via de sintesis de acidos grasos y que

no usaban a Acetil-CoA como sustrato.

Técnicas e instrumentos

Los procedimientos de clonacion se realizaron de acuerdo con las
técnicas estandar de clonacion molecular descritas por Sambrook y
Russell ©9), Secuencias de ADN se amplificaron usando la técnica de
PCR, utilizando oligonucleétidos especificos (/9. La transformacion

celular se realizé utilizando células competentes con el método de
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3.4.

3.4.1.

choque térmico /Y. Los productos de PCR, expresién y purificacion fue
monitoreado con la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS-PAGE (72,

Procedimientos de recoleccién de datos

Clonacién molecular del gen que codificaala cadena polipeptidica
de BC de la enzima ACCasa

La clonacién de la secuencia codificante (CDS) de la subunidad BC de
la enzima ACCasa de Ankistrodesmus sp., se llevo a cabo a partir de
ADN plasmidico proporcionado por el Dr. Juan Carlos Castro, docente
investigador de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
(UNAP). Luego, el CDS de interés fue subclonado en el vector de
expresion pET-Duet-1. El Sistema de expresion Duet satisface todos
los requisitos para la expresién génica de mdultiples objetivos. El vector
Duet contiene dos sitios de clonacion multiple (MCS), cada uno de los
cuales esta precedido por un promotor T7/ operador lac y un sitio de
unién a ribosomas (rbs). El vector también porta el replicon ColE1l
derivado de pBR322, el gen lacl y el gen de resistencia a ampicilina

(Anexo 1). Las etapas de la subclonacion estan descritas como sigue:

Disefio de oligonucleo6tidos (cebadores)

Los oligonucleotidos fueron disefiados manualmente a partir de la
secuencia del gen que codifica a BC para la insercion en los sitios de
restriccion de las enzimas BamHI y Hindlll presentes en el plasmido
pET-Duet (Tabla 1). La seleccion de los sitios de restriccion fue en base
a la ausencia de estos en el gen de interés y sitios de restriccion

comunes al vector de expresion.
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la amplificacion del gen de interés.

Cebadores Secuencia
F-BC 5-ATGGATCCGATGCCGCAGCAACGT-3'
R-BC 5-ATAAGCTTTTACACAACCACCTT-3'

a)

b)

Amplificacién del gen de interés

La amplificacion del gen de interés se llevé a cabo mediante la técnica
de PCR (Reacciébn en Cadena de la Polimerasa) utilizando un
termociclador BIORAD T100™. La reaccién se realiz6 en un volumen
final de 50 pL, que contenia 0,5 uM de cada oligonucledétido, 0,5 ng/uL
de ADN, una mezcla de dNTP de 200 uM (Invitrogen), y Buffer de la
enzima Taq DNA Polymerase High Fidelity 1X (Invitrogen). El protocolo
de amplificacion inici6 con una desnaturalizacion del ADN a 98°C
durante 30 segundos, seguido de 25 ciclos a 98°C por 10 segundos.
Mediante un perfil de temperaturas (57, 58, 59, 61, 63, 65, 66 y 67°C)
se establecié una temperatura de alineamiento optima de 65°C durante
30 segundos, seguido de una incubacion a 72°C por 45 segundos para
la etapa de extension. La reaccion concluyd con una amplificacion final
a 72°C durante 5 minutos. Posteriormente, el producto de PCR se
analizé en un gel de agarosa al 1%, preparado con tampon TAE 1X
(EDTA 10 mM; Tris-acetato 40 mM pH 8,0) y conteniendo Syber Green
(Invitrogen). La electroforesis se llevo a cabo en una cubeta con tampon
TAE 1X a 100 voltios durante 1 hora. Finalmente, el gel fue visualizado,
el gen amplificado extraido y purificado mediante el kit QIAquick Gel

Extraction (Qiagen), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Preparacion del inserto y vector

Con el objetivo de facilitar la eficiente ligacién en el vector de clonacion,

los productos resultantes de la PCR fueron sometidos a una reaccion
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de adenilacion (A), siguiendo las indicaciones proporcionadas por el
fabricante (New England Biolabs). Posteriormente, estos fragmentos
fueron ligados al vector pGEM®-T Easy Vector (Promega Systems)
mediante la enzima T4 ADN Ligasa (Fermentas Life Sciences). Para
evitar la recirculacion del vector y permitir la idonea union de los
productos de PCR en los extremos (A), se llevaron a cabo digestiones
con la enzima de restriccion EcoRI. Las colonias transformadas fueron
seleccionadas mediante la expresion de la B -galactosidasa, utilizando
X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactopirandsido), un sustrato
cromogénico que permite distinguir facilmente entre colonias que no
contienen el plasmido, porgue forman colonias azules, y aquellas que
si contienen el plasmido, las cuales forman colonias blancas.
Posteriormente se cultivaron en caldo nutritivo LB, agitado durante 16
horas para garantizar el crecimiento adecuado. Concluido este
proceso, el plasmido resultante (pbGEM-T-BC) se purifico utilizando el
kit Wizard ® Plus SV Minipreps ADN Purification (Promega Systems) y

se procedi6 a cuantificar en un Nanodrop a 260 nm.

Reaccioén de digestion y ligacion

Tanto pGEMT-BC vy el pldsmido pETDuet fueron sometidos a una
digestién con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll (Invitrogen)
como parte del proceso de subclonacion, creando fragmentos
compatibles que posibilitaron la ligacion en la region MCS-I del
plasmido utilizando la enzima T4 ADN Ligasa. La reaccion de digestion
se llevo a cabo en un termociclador (Eppendorf) con condiciones
Optimas, alcanzando un volumen final de 20 pyL y una incubacion a 37°C
durante 1 hora. El producto resultante de la ligacién fue analizado
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y la cantidad de
ADN fue estimada al comparar las intensidades de las bandas con las
del marcador molecular 1Kb ADN Ladder (BioLabs). La reaccion de
ligacién posterior se realizd utilizando la enzima 1X T4 ADN Ligasa
(Fermentas Life Sciences) en un volumen final de 40 uL, con una

incubaciéon a 16°C durante 16 horas.
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d)

Transformacién bacteriana

El producto resultante de la ligacion fue empleado para la
transformacion de células bacterianas competentes de Escherichia coli
DH5aq, utilizando la técnica de shock térmico. Inicialmente, las cepas se
mantuvieron en reposo sobre hielo durante 15 minutos para su
descongelacion. Luego, se afadieron 20 uL de la reaccion de ligacion
a un volumen de 80 pL de las cepas, y se incubd en hielo durante 30
minutos, seguido de un shock térmico a 42°C durante 1 minuto.
Después de este tiempo se incub6 nuevamente en hielo por 1 minuto y
30 segundos. Se adicion6 500 uL de medio LB, seguido de un periodo
de crecimiento a 37°C, en agitacion horizontal a 150 rpm, durante 1
hora. Finalmente, las células se sembraron en medio LB sélido (agar
15 g, triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 5 g por 1L de
solucion), incorporando los antibidticos correspondientes para la
seleccién de las bacterias transformadas (ampicilina 100 pg/mL). Las
placas resultantes fueron incubadas a 37°C por 16 horas. Es importante
destacar que todas estas fases del procedimiento se llevaron a cabo
en una cabina de flujo laminar para mantener condiciones asépticas y

garantizar la integridad del experimento.

Analisis del plasmido recombinante

Para verificar la correcta insercion del gen de interés en el plasmido,
colonias seleccionadas fueron sometidas a PCR de colonias. La
reaccion de PCR contenia, tampon de Taq Polymerase 1X (fermentas),
DNTP mix 0,2 mM (Invitrogen), MgCl2 2 mM (Fermentas), cebadores
0,4 uM, 1 U de Taq DNA Polymerase (Fermentas), en un volumen final
de 50 pL. Las muestras obtenidas fueron analizadas mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Ademas, como segundo
meétodo de confirmacion de la clonacién las muestras fueron digeridas
con enzimas restrictivas (Pstl, Dpnl) y se dejo incubar a 37°C durante
4 horas. Después de verificar la insercion, los plasmidos recombinantes
fueron transformados en células de expresion de Escherichia coli
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3.4.2.

Rosetta DE3 wusando el método de shock térmico, descrito
anteriormente y se almacenaron a -80°C en preparacién para los

ensayos de expresion subsiguientes.

Produccién y purificacion de la cadena polipeptidica recombi-
nante de BC de la enzima ACCasa

Los ensayos fueron realizados optimizando las mejores condiciones de
concentracion del agente inductor Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) y temperatura con la finalidad de maximizar el rendimiento y la
solubilidad.

3.4.2.1. Testinicial de expresién para pETDuet-BC

A partir de glicerenado de células transformadas en E. coli Rosetta
(DE3) se prepard pre-inéculos suplementados con antibioticos,
cloranfenicol (34 mg/mL), ampicilina (200 mg/mL) y se dejo
incubando overnight sobre un agitador orbital. Al siguiente dia se
realiz6 la expresion en 100mL de caldo Luria Bertani (LB),
agregando el volumen completo de un pre-in6culo (5mL) a cada
100mL de LB (3 condiciones), se dejé agitando a 37°C a 150 rpm
hasta alcanzar una densidad 6ptica apropiada (DOsoonm = 0,4 a2 0,8),
seguidamente se afiadid Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) como agente inductor, variando las concentraciones (0,1,0,3
y 0,5 mM), cada concentracion fue incubada a diferentes
temperaturas (18, 20y 37°C) por 16 horas. Después de este tiempo,
las células se cosecharon a 4000 rpm durante 45 minutos a 4°C. El
precipitado bacteriano resultante fue resuspendido en un buffer de
lisis (NaCl 300 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, B-mercaptoetanol 5
mM, glicerol al 10% v/p), seguidamente se sonico la muestra por 10
minutos a 30 segundos ON, 59 segundos OFF y 40% de amplitud,
posteriormente se centrifugo la suspensién a 13000 rpm durante 45

minutos a 4°C. El precipitado y el sobrenadante fueron analizados
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3.4.2.2.

3.4.2.3.

mediante electroforesis en gel SDS-PAGE 12% para verificar el

rendimiento y la solubilidad de la proteina expresada.

Expresion de pETDuet-BC bajo la mejor condicion

Con las condiciones ideales de expresion, se procedié a expresar
para un 1L de medio LB suplementado con ampicilina (100 ug-ml-
1) y cloranfenicol (34 ug-ml-1), previo a ello se realizo el pre-in6culo
de pET-Duet-BC+Rosseta DES. La induccion se realizo con 0,3 mM
de IPTG, después de que el cultivo alcanzé la densidad adecuada
DOsoonm = 0,6-0,8, para luego dejar en agitacion a 150 rpm a 18°C
durante 16 horas. Después de la expresion, las células fueron
recolectadas mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 45
minutos a 4 °C y posteriormente suspendidas en un tampon de lisis
compuesto por NaCl (300 mM), Tris-HCI (20 mM, pH 7,5), B-
mercaptoetanol (5 mM), y glicerol al 10% v/p. Se sonic6 la muestra
por 10 minutos a 30 segundos ON, 59 segundos OFF y 40% de
amplitud, posteriormente se centrifugoé la suspension a 13000 rpm
durante 45 minutos a 4°C. El precipitado y el sobrenadante fueron
analizados mediante electroforesis en gel SDS-PAGE 12% para

verificar el rendimiento y la solubilidad de la proteina expresada.

Purificacion

La purificacion de la proteina se realizé en dos etapas: La primera
etapa fue la purificacion por afinidad, para ello la fraccion soluble se
cargd en una columna con 5 ml de resina His60 Ni-Superflow
(Clontech) previamente equilibrada con el tampdn de lisis. Después,
la resina se lavé con 5 volimenes de tampon de lisis y 5 volimenes
de tampon de lisis +50 mM de imidazol para remover impurezas. La
elucion de la proteina se llevé a cabo utilizando 2 volumenes de
tampoén de lisis (sin glicerol) con una concentracién de 250 mM de
imidazol (2X). Para conferir el grado de pureza de la proteina se

realizd una corrida electroforética en SDS-PAGE al 12%.
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Seguidamente, se procedié a concentrar (Concentrador Amicon-30
kDa) la eluciéon que contenia la proteina con menos contaminante
para un volumen final de 2mL. La segunda etapa de purificacion fue
la de Exclusion molecular (SEC), se inyecto la proteina concentrada
(2mL) en una columna Superdex 200 XK-16 (GE Healthcare) pre-
equilibrada con tampén (NaCl 300 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, B-
mercaptoetanol 5 mM, 10% v/p de glicerol). Esta etapa se realizo
en un sistema de purificacion (AKTA pure 25L), este sistema cuenta
con detector de UV a 280 nm y un colector que puede ser
configurado de 1-5mL. Las fracciones fueron colectadas a
1mL/1min, el pico de mayor absorbancia fue analizada por
electroforesis en SDS-PAGE al 12%. Después de conferir el grado
de pureza de la proteina, se concentr6 para diferentes
concentraciones (1-10mg/mL) y se almaceno a - 80 grados para

realizar los proximos experimentos.

3.4.3. Caracteristicas biofisicas de la cadena polipeptidica

recombinante de BC de la enzima ACCasa

3.4.3.1.

Cromatografia de exclusién por tamafio junto con dispersion

de luz multiangulo

El estado oligomérico de AnkBC se evalué utilizando un detector de
dispersiéon de luz de tres angulos miniDAWN TREOS (Wyatt
Technology) y un refractometro Optilab T-rEX (Wyatt Technology).
Este sistema se acoplé a un sistema HPLC Waters 600 (Waters)
para la cromatografia de exclusion por tamafo. Se cargaron 150 pl
de muestra a 3 mg-mlt en una columna Superdex 75 10/300 GL
(GE Healthcare) equilibrada en Tris 20 mM (pH 7,8), NaCl 300 mM.
La recopilacion y el andlisis de datos se realizaron mediante el
software ASTRA7 (Wyatt Technology).
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3.4.3.2.

3.4.3.3.

Dicroismo circular (CD)

Para analizar el plegamiento y termo estabilidad de la proteina, se
utilizé una alicuota de proteina pura de AnkBC a 3 mg-ml?, que fue
diluida en una solucion de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,5 + NaCl
100 mM para una concentracion final de [0,25 mg-ml?]. Los analisis
fueron registrados en un espectrometro de CD Jasco J-715 (Tokio,
Japon) monitoreando en el rango de longitud de onda de 200 — 260
nm, con una resolucion de 0,2 nm a 25 °C y utilizando una celda de
cuarzo con un camino optico de 0,1 cm. En cuanto al experimento
de estabilidad térmica, la proteina se someti6 a un gradiente de
temperatura que oscil6 entre 4 °Cy 80 °C, con incrementos de 2 °C,

medida a una longitud de onda de 222 nm.

Ensayos de cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion de BC se llevaron a cabo mediante el
método de difusion de vapor en gota sentada utilizando 10 mg-mi?
de concentracion de proteina. Para promover la formacién de
cristales se utilizaron los kits comerciales MORPHEUS Il (Molecular
Dimensions), JCSG+Suite (Qiagen), BCS (Molecular Dimensions) e
Index (Hampton Research), estableciendo los experimentos con un
robot de cristalizacion Crystal Gryphon (Art Robbins). Instruments)
con placas de 96 pocillos. Las placas montadas se incubaron a
18°C.
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3.4.4. Estudios de Bioinformatica Estructural de la cadena polipeptidica
recombinante de BC de la enzima ACCasa

La prediccion estructural de la subunidad Biotin Carboxilasa (BC) del
complejo enzimatico ACCasa de Ankistrodesmus sp., se realiz6 en
base a la secuencia de aminoé&cidos de las cadenas polipeptidicas de
AnkBC, utilizando el programa ColabFold, una extension online del
software AlphaFold2, un sistema de Inteligencia Artificial (I1A)
desarrollado por DeepMind para la prediccion estructural de proteinas
con presion atémica, incluso en casos en los que no se conoce una
estructura similar®. Las cualidades de las estructuras proteicas
tridimensionales modeladas por ColabFold, demostraron una precision
competitiva con las estructuras experimentales y fueron validadas por
una prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT) 4,
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/m
ain/batch/AlphaFold2 batch.ipynb?authuser=0&pli=1)

Para el andlisis estructural de validacion, comparacion, superposicion

y produccién de imagenes 3D de alta calidad de las estructuras

proteicas se utilizé el programa PyMOL (https://[pymol.org/2/), una
herramienta de visualizacion de fuente abierta disponibles para el
analisis complejo de estructuras moleculares, mediante el lenguaje de
programacion Python (®, Se realiz6 un Protein BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para la bldsqueda de

secuencias homologas. BLAST, es un programa bioinformatico de
alineamiento de secuencias de tipo local, que compara una secuencia
problema (nucleotidos o proteinas) con todas las secuencias de una
base de datos para encontrar regiones de similitud local. El algoritmo
encuentra un homoélogo en la base de datos, que tiene mayor identidad
de secuencia con la secuencia problema y calcula la significacién de
sus resultados, por lo que nos provee de un parametro para juzgar los
resultados que se obtienen(®). Los resultados finales de la alineacién
de secuencias se Vvisualizaron a través del programa Jalview

(http://www.jalview.org) 7 y los andlisis de topologia, se realizd
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3.5.

mediante el programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) (78).

Técnicas de procesamientos y analisis de los datos

El procedimiento para clonacion se realizé de acuerdo a la técnica
estandar de clonacién molecular descrita por Sambrook y Russell 69
Para ello secuencias de ADN especificos se amplificaron utilizando la
técnica de PCR una técnica descrita por Karry Mullis ©8), utilizando
oligonucleédtidos especificos y ciclos de temperaturas (9. Para la
transformacion celular se utilizaron células competentes para
internalizar el plasmido alterando la permeabilidad de la membrana
mediante la técnica de choque térmico (/D). Se utilizé el sistema de la
T7 polimerasa como técnica estandar de expresion de proteinas en
sistemas bacterianos, descrito por (/9. Para la purificacion de la
proteina recombinante se utilizaron las técnicas de cromatografia de

afinidad, cromatografia de exclusion molecular.

Los productos de la expresion y purificaciéon fueron analizadas de forma
cualitativa mediante la técnica de electroforesis en el gel de
poliacrilamida, SDS-PAGE descrita por Laemmli /@, que determina el
peso molecular aparente de cualquier proteina por comparacién con un
patrén de proteinas de pesos moleculares conocidos. La cristalografia
es una de las principales técnicas para la determinacion de los modelos
atémicos experimental de macromoléculas en alta resolucion €9, Los
ensayos de cristalizacion fueron realizados utilizando la técnica de
vapor por gota sentada automatizada, a través de un robot de
cristalizacion. La prediccion y el analisis estructural de la subunidad
Biotin Carboxilasa (BC) se utilizaron programas como ColabFold, una
extension online del software AlphaFold2 (374, el programa PyMOL (79),

Clustal Omega ('® y Jalview ("),
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3.6.

Aspectos éticos

La investigacion se disefié de manera que no incluyera la participacion
de sujetos humanos ni animales de experimentacion, lo que refleja un
compromiso con principios éticos y de bienestar. Asimismo, durante el
desarrollo de los procedimientos de laboratorio, se implementaron
rigurosas medidas de bioseguridad para garantizar un ambiente
controlado y minimizar cualquier riesgo potencial que pueda
comprometer la salud de las personas involucradas o del entorno.
Estas medidas incluyen protocolos estrictos de manejo de materiales,
uso adecuado de equipos de proteccion personal y cumplimiento de

normativas de seguridad establecidas.
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4.1.

CAPITULO IV: RESULTADOS

Clonacién de la subunidad Biotin-Carboxilasa (BC)

Tal como se describe en la metodologia, la subunidad BC de la enzima
ACCasa fue subclonado en la region MCS-I del vector pETDuet
utilizando las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, a partir de ADN
plasmidico. Asimismo, cabe mencionar que en este estudio solo se
contemplé estudiar la subunidad Biotin carboxilasa de la enzima
ACCasa.

La secuencia codificante (CDS) de AnkBC fue amplificado mediante la
reaccion de PCR, no obstante, se observd la amplificacion de
fragmentos inespecificos. En respuesta, se testearon diferentes perfiles
de temperatura buscando la temperatura de alineacion 6ptima para los
cebadores utilizados (Figura 4A). En este sentido, consideramos ideal
utilizar la temperatura de 65°C para los siguientes procesos, debido a
gue a esta temperatura se obtuvo la especificidad deseada sin la
presencia de bandas inespecificas. Los resultados demostraron que los
cebadores se alinearon especificamente a nuestro gen de interés y el
fragmento amplificado fue del tamafio esperado (1563 pb) (Figura 4B).
Posteriormente, tras realizar la adenilacion al producto de PCR
obtenido, el gen que codifica a AnkBC fue clonado con éxito en el vector
de policlonaje pPGEMT-AnkBC (Figura 4C). Luego, este fragmento fue
digerido con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll y a continuacién
ligado en la region MCS-I del vector pETDuet (Figura 4D). Finalmente,
para verificar la ligacién de BC, el plasmido fue digerido con enzimas
restrictivas (Pstl, Dpnl), se observé la presencia de bandas esperadas

(Figura 4E), dando lugar a la construccion final pETDuet-BC.
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M 67 66 65 63 61 59 58 57

Figura 4. Construccion del vector de expresion pET-Duet-BC. A)
Perfil de temperatura de amplificacion B) Fragmento del gen de BC
C) Clonacion pGEMT del gen BC D) Vector pET-Duet-BC
(BC=abierto y V=cerrado) E) Verificacion de la construcciéon pET-

Duet-BC. Fuente: Elaborado por el autor.
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4.2.

Produccién y purificacibn de la cadena polipeptidica
recombinante de BC de la enzima ACCasa

Se realizaron ensayos de expresion en diferentes condiciones, tales
como la temperatura y la concentracion de IPTG. Los resultados
obtenidos revelaron la presencia significativa de proteina soluble al
emplear una concentracion de 0,3 mM de IPTG a una temperatura de
18°C; sin embargo, contrastando esta observacion, la aplicacion de una
concentracion mas alta, 0,5 mM de IPTG a una temperatura de 37°C,
resultd en la ausencia de expresion, lo que se dedujo por la falta de
deteccidén de bandas en los analisis. (Figura 5A). Una vez optimizado
las condiciones de expresion para AnkBC, se procedid a realizar la
producciéon de la proteina recombinante a una escala mayor a 1L,
logrando obtener una cantidad suficiente de proteina soluble para el

subsiguiente proceso de purificacion.

La purificacién se realizé en dos etapas: la primera etapa se realiz6 por
cromatografia de afinidad en resina de Niquel (Ni*?), aplicamos un
gradiente ascendente de imidazol para conseguir separar la proteina
de interés. El andlisis de las fracciones eluidas de la columna de
afinidad se llevé a cabo mediante electroforesis SDS-PAGE 12%, los
resultados obtenidos confirmaron la pureza de las fracciones eluidas
con 250 mM y 500 mM de imidazol en las cuales se presenta una Unica
banda 56 kDa (Figura 5B). La segunda etapa se realiz6 mediante
cromatografia de exclusion molecular con la finalidad de separar
agregados proteicos y de identificar los diferentes estados oligoméricos
gue la proteina AnkBC podria experimentar. A pesar de la presencia de
un pequeiio pico de agregado detectado entre los volumenes 28 y 34
mL, la proteina se eluyé entre los volumenes 35 y 45 mL, mostrando
un unico pico homogéneo de alta pureza al ser analizada por SDS-
PAGE (Figura 5C).
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Figura 5. Expresion y purificacion de AnkBC. A) SDS-PAGE del Test de
expresion de la enzima BC. B) SDS-PAGE de la purificacion de afinidad.
M: marcador de masa molecular, P: precipitado, S: fraccion soluble, 25:
lavado con tampén de lisis + 25 mM de imidazol, 50: lavado con tampén
de lisis + 50 mM de imidazol, 100: lavado con tampén de lisis + 100 mM
de imidazol, 250: lavado con tampon de lisis + 250 mM de imidazol, 500:
lavado con tampon de lisis + 500 mM de imidazol. C) Cromatografia de

exclusion de tamafio de la proteina BC. Fuente: Elaborado por el autor.
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4.3.

Caracteristicas  biofisicas de la cadena polipeptidica
recombinantes de BC de la enzima ACCasa

Para definir la homogeneidad y estado oligdbmero de la enzima AnkBC,
usamos la cromatografia de exclusion por tamafio — acoplada a los
perfiles de dispersién de luz a multiples angulos (SEC-MALS), el peffil
muestra un pico homogéneo, correspondiente a una molécula de
105,47 kDa (Figura 6). Esta masa es coherente con un dimero de la
enzima AnkBC, una vez que la masa molecular tedrica del monémero
es de 56 kDa.
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Masa Molecular (KDa)
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0.0 . . . . : : : . ——
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Figura 6. Cromatograma SEC-MALS de la enzima AnkBC. En Rojo
puntillada observamos las curvas correspondientes al cambio en el
indice de reflexion normalizado. En negro la intensidad de luz difractada
normalizada a 90°. En azul la masa molecular calculada a traves del
pico correspondiente. La masa molecular (MW) determinado
corresponde al valor esperado para un homodimero de la enzima BC.
LS: Dispersion de luz, dRI: indice refractivo diferencial. Fuente:

Elaborado por el autor.
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Analizamos el estado de plegamiento de la proteina mediante el
monitoreo del espectro de CD, a cada 2°C, en funcién del aumento de
temperatura usando gradiente de 20° a 80°. La Figura 7, muestra los
espectros de CD de la enzima AnkBC en temperaturas donde ocurrié
cambios significativos de sefial. A 20°, observamos minimos negativos
en 222 y 208 nm, caracteristico de proteinas que presentan elementos
de estructura secundaria tipo ap con predominancia de sefial referente
a las contribuciones de hélices a. Los espectros antes de 60°C no
muestran una diferencia significativa, contrario a lo observado a medida
gue se aproxima a 70°C, donde se observa una alta diferencia, que
estaria relacionado con la perdida de elementos de estructura

secundaria de la enzima BC.
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Figura 7. Espectro de dicroismo circular de la enzima BC. Espectros
mas representativos obtenidos entre 20°C a 80°C. Fuente: Elaborado

por el autor.
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Por otro lado, la desnaturalizacion térmica de la enzima BC,
monitoreado a 222 nm, muestra una temperatura de transicion, también
conocido como temperatura de melting (Tm), obteniendo con un ajuste
de Boltzman un Tm de 64 = 0,22 °C (Figura 8), este proceso no fue

reversible.

-
o

Fraccion de Desnaturalizacion (222nm)
o
(4]

Temperatura (°C)

Figura 8. Curva de desnaturalizacion térmica. Temperatura de melting

(Tm) de 64°C £ 0,22 de la enzima BC. Fuente: Elaborado por el autor.

En este trabajo de investigacibn también abordamos ensayos de
cristalizacion de la proteina de estudio, de las cuales algunas
condiciones resultaron en cristales con calidad de difraccion de rayos-
X (Figura 9). Los datos de difraccion aun no fueron analizados para

este trabajo.
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4.4.

Figura 9. Cristales de la enzima recombinante AnkBC. lzquierda,
cristales obtenidos en la condiciéon E5 (0,1 M MOPAS/HEPES-Na
(pH7.5), 10% p/v PEG 20000, 20% v/iv PEG MME 550). Derecha,
cristales obtenidos en la condicion E6 (0.1M MOPS/HEPES-Na
(pH7.5),10% w/v PEG 8000, 20% v/v etilenglicol). Ambas condiciones

del Kit de cristalizacion “Morpheus II”. Fuente: Elaborado por el autor.

Prediccion de la estructura tridimensional de la cadena

polipeptidica recombinante de BC de la enzima ACCasa

Con el programa AlphaFold se predijo la estructura del dominio BC de
la enzima ACC de la microalga Ankistrodesmus sp. La imagen Ay B de
la figura 10 muestra un cédigo por colores, indicando el grado de
confiabilidad del modelo, de manera que, a mayor proximidad al 90%
de confianza el color azul se intensifica. El modelo muestra una alta
confiabilidad en los atomos predichos en la estructura de BC segun la
prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT). La estructura
presenté dos mondémeros simétricos que se combinan para forman un
dimero, corroborando asi que la forma oligomérica observada a través
de la técnica SEC-MALS puede ser estable en términos de estructura

proteica.
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Figura 10. Prediccion de la proteina AnkBC de Ankistrodesmus sp,
basado en la prueba de diferencia de distancia local predicha (pLDDT).
El color azul muestra un nivel de confiabilidad cercano al 90%. Modelo

predicho por el programa ColabFold. Fuente: Elaborado por el autor.

La estructura AnkBC presenta una organizacion tridimensional
compuesta por tres dominios principales: A (N-terminal), B (dominio de
unién de ATP) y C (C-terminal) (Figura 11A). ElI dominio A esta
conformado por cuatro hojas 3 paralelas (B1, B2, B3, B4), flanqueadas
por un total de siete hélices a (aA, aB, aC, aD, aE, aF, aG). Por su
parte, el dominio B se pliega en dos regiones de hélices a (aH, al) y
tres cadenas de hojas B antiparalelas (85, B6, B7). Siguiendo el
subdominio B, la cadena polipeptidica se pliega nuevamente hacia el
cuerpo de la proteina para conformar el dominio C. Este ultimo, consta
de una hoja B antiparalela de ocho cadenas (88, 9, B10, p11, p12,
13, B16, B18) y adicionalmente una hoja B antiparalela mas pequefia
de cuatro cadenas (314, B15, B17, 19), complementadas con nueve
hélices a (aJ, aK, aL, aM, aN, a0, aP, aQ, aR) (Figura 11B). Ademas
de estos tres dominios estructurales principales, se observa un
segmento conector AB, que conecta los dominios A y B de AnkBC
(Figura 11A).
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La sobreposicion de la estructura AnkBC con diferentes estructuras
resueltas de BC, y ademés un alineamiento multiple de secuencias
mostré una notable conservacion en la composicion de aminoacidos
entre especies bacterianas y AnkBC. Sin embargo, las diferencias mas
significativas se observan en la conformacion del dominio B, donde
claramente los aminoacidos de la biotina carboxilasa demuestran
flexibidad conformacional, lo cual suele atribuirse a una caracteristica
distintiva de la superfamilia de las enzimas de unién de ATP (Figura 12

y Figura 15).
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Dominio A

Dominio B

Figura 11. Topologia de AnkBC. (A) Representacion en cinta del mo-
noémero del dimero de AnkBC mostrando los tres dominios principales
(A, By C), el segmento AB que conecta ambos dominios y el bucle T,
se sefialan en flechas de color negro. (B) Diagrama de topologia mos-
trando la conformacién de hojas B (verde) y hélices a (verde limon).

Fuente: Elaborado por el autor.
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Figura 12. Sobreposicion de AnkBC (verde) con diferentes estructuras
de BC: S. aereus (celeste), C. aurantiacus (fucsia), E. coli ( rosado,
naranja), H. influenzae (blanco) y P. aeroginosa (morado). Fuente:

Elaborado por el autor.

Para el analisis del sitio activo de AnkBC se construyé un modelo de
AnkBC en complejo con biotina, bicarbonato y Mg?*-ADP basandonos
en un modelo de E. coli (cédigo PDB: 3G8C, porcentaje de identidad
55.66%). AnkBC al igual que E. coli experimenta un cambio
conformacional en el dominio B con una rotacioén significativamente
hacia afuera de los dominios N y C terminales en ausencia de cofactor
(Figura 13 A). Sin embargo, en presencia de cofactor (Mg?*-ADP), el
dominio B experimenta un movimiento en sentido horario en relacion a
los otros dos dominios, cerrdndose hacia el sitio activo (Figura 13 B).
Cabe destacar que la posicion consolidada del cofactor en este trabajo
es mas cercana al bicarbonato, lo que potencialmente aumentaria la
eficiencia catalitica de la enzima.
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AnkBC estructura cerrada

Figura 13. Cambios conformacionales del sitio activo de AnkBC. (A) Re-
presentacion en cinta del dimero de AnkBC en su forma apo sin sustra-
tos o cofactores (estructura abierta). (B) Representacién en cinta del di-
mero de AnkBC con biotina, bicarbonato y Mg?*-ADP (estructura ce-

rrada). Fuente: Elaborado por el autor.
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El andlisis del mecanismo molecular de AnkBC revela interacciones
especificas con la biotina, bicarbonato y Mg?*-ADP. El complejo ADP-
Mg?*-AnkBC es estable por un conjunto de interacciones del tipo
electrostética (carga), enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofébicas. Ademdés, los dominios B y C son los que contribuyen
principalmente para la ligaciéon del ADP-Mg?* (Figura 14A). El ion Mg?*
es estabilizado por el alfa y beta fosfato del ADP, ademas de la
interaccién con Glu?”® y Glu?®’ del dominio C. Por otro lado, cada una
de las regiones del ADP realizan interacciones especificas con
aminoacidos de AnkBC. Los grupos fosfatos interactian mediante
enlaces del tipo electrostatica con Lys!'® y Lys'® la ribosa forma
enlaces de hidrogeno directamente con His?® y GIn?32 y la adenina
forma enlaces hidrofébicos con Met!®®, Tyr?%2 y Leu?”’, enlace
electrostatico con Arg?®! y enlaces de hidrogeno con Val?®® (Fig. 14A).
El resto de los aminoacidos mostrados en la figura 14A interactian
usando fuerzas de Van der Waals. La biotina es estabilizada
principalmente por el dominio C, sin embargo, algunos residuos del
dominio A forman interacciones de Van der Waals (Asn®, Gly®3y Phe??).
Entre las interacciones que destacan son la electrostatica entre Arg*Cy
la cadena del acido valérico de la biotina, grupo de enlaces de
hidrogeno con GIn?3, Arg337, Asp3? y el bicarbonato, y una interaccién
hidrofébica entre Tyr®? y el anillo tetrahidrotiofeno (Fig. 14B).
Finalmente, el bicarbonato se encuentra estable mediante la
interacciéon con los aminoacidos Glu?® (carga), Lys?3’, Arg3¥’, Val®®*y

Arg®®! (mediante enlaces de hidrogeno).
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Figura 14. Mecanismo molecular de Mg?*-ADP, Biotina y Bicarbonato en
AnkBC. Se muestra los residuos cargados (amarillo), residuos
hidrofébicos (rosado) e interacciones de Van der Waals (verde agua) que
interaccionan con ADP, el idbn Mg?* (turquesa), biotina y bicarbonato (rojo),
mediante interacciones hidrofébicas (lineas discontinuas de color
magenta), interacciones electrostaticas (lineas discontinuas de color
amarillo) y enlaces de hidrogeno (lineas discontinuas de color verde).

Fuente: elaborado por el autor.
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El alineamiento de secuencias entre estructuras homélogas de AnkBC
sugieren una conservacion funcional entre enzimas (Figura 15). Los
residuos importantes para la union de biotina estan conservados, sin
embargo Tyr®? y Arg33’ presentan una sustitucion de Trp y Ala en S.
cerevisiae. Los residuos Lys?®’, Arg?°1, Val?%4, Glu?®® estan conservados
entre especies el cual sugiere un papel importante en el reconocimiento
y unién del bicarbonato (sustrato). Por otra parte, Glu?®” que tiene
interaccién con el ion Mg?* no es conservado y presenta sustitucion de
Lys en E coli-ATP. Aunque algunos de los residuos implicados en la
unién de ADP no se conservan entre si (Lys!'®, Met'%6, Tyr?02, Leu?’’,
Arg?ly Vval?%3), la naturaleza de los enlaces generados sigue siendo
iguales. Por ejemplo, en Ankistrodesmus sp., donde hay una Arg?°?, en
las otras especies se encuentra una Lys?°!, manteniendo una carga
positiva similar. Asimismo, mientras en Ankistrodesmus sp. se
encuentra una Val’®3, en las demas especies varia siempre un

aminoacido hidrofébico de cadena corta como lle, Alay Leu (Figura 15).
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Figura 15. Alineamiento de secuencias homologas de AnkBC.Se muestra
los residuos que son importantes para la union de la biotina (fucsia y rojo),
bicarbonato (rojo) y Mg-ADP (azul) para la subunidad BC de la enzima

ACCasa de diferentes organismos.
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5.1.

CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Clonacién de la subunidad Biotin-Carboxilasa (BC)

Los trabajos centrados en clonacion molecular en su mayoria se basan
en estrategias y protocolos estandares que han demostrado ser
robustas y reproducibles a lo largo del tiempo ©182) La seleccién
adecuada de una estrategia de clonacion es fundamental y dependera
de varios factores, tales como el nUmero de genes a expresar, el uso
de multiples vectores conteniendo diferentes blancos o promotores, asi

como el equipamiento y presupuesto disponible ©3),

En este estudio, se logré amplificar la secuencia codificante del gen de
AnkBC mediante la estrategia de clonacion estandar de PCR. El
producto de PCR fue preparado en un vector de policlonacion (0 GEMT)
dando lugar al constructo pGEMT- AnkBC mediante un proceso de
adenilacion de los extremos, un paso que permite aumentar la
eficiencia de ligacion de los productos de PCR en el vector 8485
Posteriormente, el constructo antes mencionado fue subclonado en el
vector pETDuet utilizando las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll,
obteniendo un constructo final que fue clave en la siguiente etapa de
expresion y purificacion de la proteina recombinante de este estudio. El
vector pETDuet fue seleccionado por su capacidad de coexpresar
varios genes dianas en sistemas bacterianos como E. coli, esta
caracteristica es particularmente valiosa para el estudio de complejos
proteicos, permitiendo investigar no solo la funcionalidad de una
proteina individual, sino también sus interacciones dentro de un
sistema multigénico @, Aunque el objetivo principal del estudio fue
clonar la subunidad AnkBC de Ankistrodesmus sp., este avance abre
puertas a investigaciones préximas orientadas al clonaje de todo el
complejo multienzimatico de ACCasa en Ankistrodesmus sp., lo cual
podria ampliar nuestra comprension de las interacciones y dinamica
molecular que conducen a la formacion del complejo ACCasa,

ofreciendo un enfoque integral hacia su aplicacion biotecnoldgica.
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5.2.

Produccién y purificacibn de la cadena polipeptidica
recombinante de BC de la enzima ACCasa

Los procesos vinculados a la expresion y purificacion de proteinas
recombinantes, aunque son similares, también enfrentan desafios,
como la expresion ineficiente de la proteina o la expresion insoluble, lo
gue dificulta su purificacién. Por lo tanto, optimizar las condiciones de
expresion y purificacion es crucial para asegurar la obtencion de
proteinas puras @7, Por ejemplo, en el 2004, expresaron la proteina
recombinante de BC de levadura en células Rosetta de E. coli BL21
(DE3) a una temperatura de 20°C lo cual se asocié con una mayor
solubilidad y menor agregacion de la proteina ®8. En el 2008, otro
estudio sobre BC de ACCasa humana utilizo células BL21 de E. coli,
induciendo su expresion con 1 mM de IPTG durante un periodo de 18
horas lo cual también fue efectivo en la produccion de proteinas
solubles y funcionales “9. Finalmente, en el 2009, BC de Escherichia
coli y Staphylococcus aureus se expresaron con 1 mM de IPTG durante
5 horas a 30 °C y 250 uyM de IPTG a 15 °C durante 18 horas,
respectivamente optimizando asi tanto la temperatura como la duracién

de la induccién para cada organismo ©6),

En el presente estudio, se expreso la proteina recombinante AnkBC de
ACCasa de Ankistrodesmus sp., en células de E. coli Rosetta BL21
(DE3), con una concentracion de 0,3 mM de IPTG a 18°C de
temperatura durante un periodo de 16 horas. La eleccion de estos
parametros fue clave para encontrar el equilibrio adecuado entre la
solubilidad y el rendimiento de la proteina. Sin embargo, al aumentar la
concentracion a 0,5 mM de IPTG a una temperatura de 37°C, no se
observo expresion, lo que se tradujo en la ausencia de bandas. La
ausencia de bandas puede deberse a factores desencadenados por
una alta tasa inicial de expresion, producido tanto por el aumento de la
temperatura de induccion como el incremento en la concentracién de
IPTG, los cuales pueden ocasionar el mal plegamiento de la proteina

generando gran cantidad de proteinas insolubles. La expresion de
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AnkBC mostrd versatilidad que también pueden estar relacionada al
plasmido utilizado, las caracteristicas especificas de la proteina
recombinante y a factores bioguimicos ©7:89),

Por otra parte, en este estudio logramos purificar la proteina
recombinante AnkBC de ACCasa de Ankistrodesmus sp., a través de
cromatografia de afinidad y cromatografia de exclusion molecular, se
determind que la proteina tiene una masa molecular aproximada de 56
kDa. Este tamarfio resulta coherente con valores reportados en otros
organismos, donde la subunidad BC presenta una conservacion en su
masa molecular, la cual varia generalmente entre 49 y 56 kDa. Por
ejemplo, en estudios con Pisum sativum la subunidad BC tiene una
masa de 53 kDa determinada mediante cromatografia de filtracién en
gel ®Y, mientras que en E. coli, las masas registradas son de 49 kDa
(%) y 50 kDa, dependiendo de si la purificacion se realizd en

coexpresion con la proteina transportadora de biotina (BCCP) ©7),

Historicamente, los primeros estudios sobre la purificacion de ACCasa
tanto en eucariotas como en procariotas revelaron un monémero ©,
con un tamafo entre 210-250 kDa en plantas ¢, muy similar a las
variantes observadas en animales 2, levaduras ©3y algas (®. Esta
forma, conocida como la homomeérica (eucariotas), se caracteriza por
una estructura monomeérica compacta. Sin embargo, en 1999 se
identific6 en Glycine max una ACCasa de forma heteromérica
(procariotas), que exhibe un peso molecular de aproximadamente 650-
800 kDa, pero que se disocia con facilidad en sus subunidades
individuales ©®%). Estos estudios comparativos sugieren una notable
variabilidad en la organizacion estructural y tamafio de la ACCasa entre
organismos, reflejando diferentes adaptaciones moleculares en
procariotas y eucariotas. Finalmente, la subunidad BC en
Ankistrodesmus sp., mantiene un tamafio comparable al de otras
proteinas BC en diversos organismos. Esta conservacion en el tamafio
molecular podria indicar la existencia de restricciones evolutivas en la
estructura de BC necesarias para mantener su funcion dentro del

complejo multienzimatico ACCasa.
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5.3.

Caracteristicas  biofisicas de la cadena polipeptidica
recombinantes de BC de la enzima ACCasa

Analizamos las propiedades biofisicas de la proteina AnkBC,
centrandonos en aspectos claves como la homogeneidad y el estado
oligomérico de la proteina, factores cruciales para dar continuidad a las
proximas etapas de caracterizacion. Utilizando cromatografia de
exclusion por tamafio acoplada a los perfiles de dispersion de luz a
multiples angulos (SEC-MALS) ®®), se obtuvo un perfil homogéneo con
un pico Unico, correspondiente a una masa molecular de 105,47 kDa.
Este valor sugiere un estado dimérico de AnkBC considerando que la
masa molecular tedrica del mondémero es de 56 kDa. Este hallazgo
representa la primera confirmacion del estado oligomérico de la
subunidad BC de la microalga Ankistrodesmus sp., sugiriendo su
similitud con la forma dimérica observada en organismos procariotas,

lo cual resulta sorprendente al tratarse de un organismo eucariota.

La oligomerizacién de BC parece estar ligada con la funcion de la
proteina, la cual puede experimentar variaciones dependiendo del tipo
celular, ya sea eucariota (monomérica) o procariota (dimérica). Un
hallazgo interesante es el de 2015, S. cerevisiae describié un dimero
de BC de 500 kDa, en lugar del monémero que se esperaba observar
(59), Este fendmeno, también se ha observado en algas y se ha
propuesto como resultado de un evento endosimbidtico primario ?9. En
contraste, los homélogos eucariotas de BC, también pueden existir
como mondmeros en solucién y carecer de actividad catalitica. Esto
indicaria, que AnkBC podria haber retenido caracteristicas
estructurales y funcionales ancestrales de sus contrapartes
procariotas, en oposicion a los cambios evolutivos observados en
eucariotas superiores. Este estudio, por lo tanto, ofrece una plataforma
Unica para la variabilidad en los estados oligoméricos entre procariotas
y eucariotas podria reflejar adaptaciones evolutivas importantes en la
funcionalidad de la ACCasa, lo que hace de AnkBC un modelo valioso

para el andlisis de la activacion e inactivacion dependiente del estado
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oligomérico en el contexto de la evolucion de proteinas de organismos

fotosintéticos.

Al investigar si la proteina estaba perdiendo su plegamiento en
solucion, realizamos mediciones de dicroismo circular (CD), las cuales
mostraron un espectro similar al de proteinas af3, con predominancia
de sefial referente a las contribuciones de hélices a, evidenciada por
picos minimos en ~208 nmy ~222 nm. La diferencia observada proxima
al espectro de 70 °C, sugiere la pérdida de elementos de estructura
secundaria en BC. La curva de desnaturalizacion obtenida mostré un
Tm de 64°C, indicando una notable estabilidad térmica de AnkBC. Este
valor se encuentra en un rango superior al observado en proteinas
homologas con aplicaciones biotecnolégicas, lo que sugiere que
AnkBC podria ser particularmente Gtil en entornos variables, un atributo
gue podria facilitar su uso en aplicaciones industriales y experimentales

donde la estabilidad térmica es esencial.

Ademas, realizamos ensayos de cristalizacion de la proteina en
estudio, mediante el método de difusiéon de vapor en gota sentada a
una concentracion de 10 mg-mlt. En efecto, bajo estas condiciones,
observamos la formacion de cristales con calidad de difraccion de
rayos-X (datos no mostrados en este momento), lo cual representa un
avance significativo, ya que cristales de calidad similar han sido
obtenidos por otros autores en proteinas de estructuras comparables
(35.96.98) Este logro, eventualmente permitird obtener la estructura
tridimensional de AnkBC, proporcionando detalles criticos para
comprender sus caracteristicas funcionales y estructurales, facilitando

futuros estudios y aplicaciones.
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5.4.

Estructura tridimensional de la cadena polipeptidica
recombinante de BC de la enzima ACCasa

Este estudio predice que la estructura de AnkBC es un homodimero
conformado por tres dominios el dominio central B responsable de la
captura de ATP, y los dominios N y C terminales, estructura que se
compara a las primeras descripciones de la carboxilasa BC en otros
sistemas (336264 En la conformacién del homodimero, los dominios N
y C forman el ndcleo de la estructura, mientras que el dominio B se
extiende hacia afuera en ausencia de ligando, adoptando una posicion
cerrada sobre el sitio activo cuando el ligando esta presente ©3), Esta
conformacién es caracteristico de la superfamilia de captura de ATP
(100.101) ‘también ha sido documentado en otras carboxilasas y es crucial
para la actividad catalitica de la enzima (102, Comparando con otras
estructuras bien caracterizadas, como las de S. aureus, P aeruginosa
(6), B. thermodenitrificans ©8, H. influenzae 1%, asi como la de E. coli
(35.63)  AnkBC muestra una conservacion estructural que sugiere una

funcion comun en la captacion de ATP y posicionamiento del ligando.

El dominio B de AnkBC destaca por un movimiento conformacional que
facilita el acercamiento de la molécula de biotina al sitio activo, lo cual
podria aumentar la eficiencia catalitica, similar a lo observado en otras
estructuras de BC (03, Este cambio conformacional es relevante
porque, en ausencia de biotina, el ATP se une de forma no productiva
y el fosfato se enrolla sobre si mismo, impidiendo la reaccion con el
bicarbonato ©%). Este fenémeno se conoce como sinergia inducida por
sustrato (193, Ademas, se observa en el dominio B de AnkBC una region
altamente flexible, en comparacion con los dominios Ny C, que es rica
en glicinas (Figura 15). Estas glicinas, presentes en el bucle T del
dominio B a partir de Gly'%? (Figura 11), parecen desempeiiar un papel
estructural importante, lo cual concuerda con hallazgos de otras
estructuras cristalinas de BC que sugieren que esta flexibilidad es clave
para la funcién catalitica de la enzima ©3). Al analizar la sobreposicion

de diversas estructuras de BC, se observo variaciones particularmente
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en la disposicion del dominio B de captacion de ATP entre especies
bacterianas, sugiriendo adaptaciones especificas que puede ser
esencial para futuras investigaciones de ingenieria de enzimas

adaptadas a contextos industriales o ambientales especificos.

Por otro lado, el anélisis del mecanismo molecular de AnkBC se enfoca
en las interacciones involucradas en la activacion del dominio BC y
como estas moléculas contribuyen al proceso de carboxilacion.
Basandonos en el modelo detallado de E. coli reportado por Chou y
colaboradores %), se construyé el modelo de AnkBC en complejo con
biotina, bicarbonato y Mg?*-ADP. Durante este proceso, se encontrd
residuos que interaccionan especificamente con biotina, bicarbonato y
Mg?*-ADP de AnkBC, reconocidos por una intrincada red de
interacciones electrostaticas, interacciones hidrofébicas, de enlaces de
hidrogeno y de Van der Waals. Al igual que en E. coli, se observaron
interacciones criticas en AnkBC entre residuos especificos como
Lys237, Arg®®t, Val?®*, Glu?®® y Arg3®” con el bicarbonato, con Glu?*® y
Arg3¥” desempefiando un papel esencial en la estabilizacién del sitio
activo en el proceso de carboxilacibn y en la deprotonacion del
bicarbonato @537, Estos resultados concuerdan con estudios previos
de mutagénesis y ensayos cinéticos sobre el sitio activo de la enzima

BC en diversas especies (105106),

Ademas, se encontré que la interaccién entre la biotina y Asp®®? es
esencial para posicionar la biotina de manera éptima al bicarbonato,
facilitando la transferencia eficiente del grupo carboxilo desde el
bicarbonato a la biotina, un paso critico en la catalisis de la enzima (107)-
Por otro lado, el ibn magnesio se encuentra coordinado por seis
ligandos unidos por las cadenas laterales de Glu?’® y Glu?®’,
permitiendo la correcta disposicion del complejo en la hendidura del
sitio activo 199, Esta coordinacion difiere de la reportada en S. aureus
complejada con AMPPNP (un analogo no hidrolizable de ATP) ©8 y
otras enzimas pertenecientes a la superfamilia de captacion de ATP

(108,109) Respecto al complejo Mg?*-ADP, las interacciones especificas
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de ADP con residuos como Lys'16, Met!%6, Lys!%8 Arg20l, Tyr?92 val?%3,
His?%8, GIn?*2 y Leu?’’, aseguran la estabilidad del complejo. No
obstante, el analisis comparativo de secuencias mostré sustituciones
interesantes, estas variaciones pueden estar asociados con
adaptaciones evolutivas especificas en AnkBC @9, Al comparar AnkBC
con enzimas de procariotas y eucariotas, como S. cerevisiae, se
observan sustituciones relevantes en los residuos asociados a la union
de biotina® . Sin embargo, los residuos criticos Lys158, His208,
GIn232, Lys237, Arg291, Val294 y Glu295 se mantienen conservados
evolutivamente, tanto en bacterias como en eucariotas, lo que sugiere
una presion selectiva para preservar su funcion catalitica a lo largo del
tiempo. En general, estos hallazgos ofrecen una primera aproximacion
molecular al proceso catalitico de AnkBC en Ankistrodesmus sp., y
destacan la importancia de obtener una estructura cristalina del
complejo completo con Mg?*-ADP, bicarbonato y biotina. Esto permitiria
elucidar las diferencias estructurales observadas y proporcionar una
comprensién mas integral del mecanismo catalitico de la enzima BC en

este organismo.
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CAPITULO VI: PROPUESTA

Esta propuesta plantea extender nuestro enfoque hacia la caracterizacion
biofisica y bioquimica del complejo multienzimatico de Acetil-CoA carboxilasa
(ACCasa) de Ankistrodesmus sp., con el objetivo de generar aplicaciones
practicas que impulsen el aprovechamiento de este recurso autoctono en la
produccion de biocombustibles. A través del estudio en profundidad de este
complejo enzimatico, se busca desarrollar cepas de microalgas optimizadas
para incrementar la acumulacion de lipidos, ademéas de mejorar los procesos
de bioconversion, lo que permitiria una produccién de biodiesel mas rapida,
econdémica y rentable. Al aprovechar los recursos locales, esta iniciativa
propone tecnologias sustentables que beneficien directamente a la region,
consolidando una industria bioenergética ecoamigable con alto potencial de
transferencia tecnoldgica a nivel local. En conjunto, la ampliacion de nuestro
enfoque no solo enriquecera la base de conocimientos en este campo, sino
que también podria abrir nuevas perspectivas para la aplicacidon
biotecnolégica de nuestros hallazgos en procesos de produccion

ecoamigables y sustentables de biodiesel en nuestra region.

55



CAPITULO VII: CONCLUSIONES

Se clono el gen BC de la enzima ACCasa de la microalga Ankistrodesmus
sp., empleando enzimas de restriccion para su clonacion en el vector
pETDuet, proporcionando asi un constructo funcional que fue utilizado en

posteriores analisis.

Se expreso y purificé de forma soluble la proteina recombinante de BC de
la microalga Ankistrodesmus sp., en cantidades suficientes y con alta

pureza para su caracterizacion funcional.

Los analisis biofisicos de BC de la microalga Ankistrodesmus sp., se
caracteriz6 por su homogeneidad y estado homodimérico, contribuyendo
al entendimiento de su funcionamiento, ademas de comportarse como

una enzima termoestable.

Los andlisis estructurales confirmaron la presencia de los residuos
necesarios para la union de ATP, biotina y bicarbonato. Lo que conlleva
de que la ACCasa es una enzima activa.
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CAPITULO VIlI: RECOMENDACIONES

Realizar la clonacién molecular de las subunidades (BCCP, aCT y BCT)

de todo el complejo multienzimético de ACCasa de Ankistrodesmus sp.
Realizar ensayos de expresion y purificacion de las subunidades (BCCP,

aCT y BCT) de todo el complejo multienzimético de ACCasa de

Ankistrodesmus sp.

Complementar con estudios de caracterizacion bioquimica de BC de la
enzima ACCasa de la microalga oleaginosa Ankistrodesmus sp.

Determinar la estructura tridimensional de todo el complejo multienziméatico

de ACCasa de Ankistrodesmus sp.
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Anexo N°1. Mapa genético del vector de expresion pETDuet-1.



Anexo N°2. Matriz de consistencia

Problemainvestigacién

Objetivos de lainvestiga-
cion

Hipotesis

Tipo y Disefio de estu-
dio

Poblacién de estudio y pro-
cesamiento

Instrumento de reco-
leccion

¢ Cudles son las caracteristicas
biofisicas y estructurales de la
subunidad Biotin-Carboxilasa de
la enzima Acetil-CoA carboxilasa
de la microalga oleaginosa An-
kistrodesmus sp.?

Caracterizar biofisica y estruc-
turalmente la subunidad Biotin-
Carboxilasa de la enzima AC-
Casa de la microalga oleagi-
nosa Ankistrodesmus sp.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

¢Es factible realizar la clonacién
molecular del gen que codifica la
cadena polipeptidica de la
subunidad Biotin-Carboxilasa de
la enzima acetil-CoA carboxilasa
de la microalga oleaginosa An-
kistrodesmus sp?

Realizar la clonacién molecular
del gen que codifica a la ca-
dena polipeptidica de BC de la
enzima ACCasa de la micro-
alga oleaginosa Ankistrodes-
mus sp.

¢ Es posible producir y purificar la
cadena polipeptidica recombi-
nante de la subunidad Biotin-Car-
boxilasa de la enzima acetil-CoA
carboxilasa de la microalga olea-
ginosa Ankistrodesmus sp?

Producir y purificar la cadena
polipeptidica recombinante de
BC de la enzima ACCasa de la
microalga oleaginosa Ankistro-
desmus sp.

¢Cudles son las caracteristicas
biofisicas de la cadena polipepti-
dica recombinante de la subuni-
dad Biotin-Carboxilasa de la en-
zima acetil-CoA carboxilasa de la
microalga oleaginosa Ankistro-
desmus sp.?

Evaluar las caracteristicas bio-
fisicas de la cadena polipepti-
dica recombinantes de BC de
la enzima ACCasa de la micro-
alga oleaginosa Ankistrodes-
mus sp.

¢ Como es la estructura tridimen-
sional de la cadena polipeptidica
recombinante de la subunidad
Biotin-Carboxilasa de la enzima
acetil-CoA carboxilasa de la mi-
croalga oleaginosa Ankistrodes-
mus sp.?

Determinar la estructura tridi-
mensional de la cadena poli-
peptidica recombinante de BC
de la enzima ACCasa de la mi-
croalga oleaginosa Ankistro-
desmus sp.

La estructura tridimen-
sional de la subunidad
Biotin-Carboxilasa de la
enzima ACCasa hetero-
mérica de Ankistrodes-
mus sp. presenta una
alta similitud estructural
con la misma enzima
presente en otras espe-
cies de eucariotas y pro-
cariotas debido a que su
funcién catalitica ha sido
conservada durante el
proceso evolutivo.

Sera de tipo bésico: porque
se generara el conocimiento
cientifico sobre la base
estructural y biofisica de la
subunidad BC de la enzima
ACCasa de la microalga
oleaginosa nativa
Ankistrodesmus sp.

Sera descriptivo: porque se
realizara la caracterizacion
de la subunidad BC de la
enzima ACCasa, lo cual
implica una  descripcion
biofisico y estructural de la
enzima.

Segun los medios usados
para obtener los datos:
sera de tipo no experimental,
porque la caracterizacion de
la enzima no implicara la
manipulacion de variables.

Segun el numero de
mediciones de las
variables de estudio: sera
de tipo transversal, porque
las variables seran medidas
en un tiempo especifico.

Poblacién de estudios.

Estara constituida por todos los
genes que codifican proteinas de la
via de biosintesis de acidos grasos
de Ankistrodesmus sp.

Procesamiento.

Los procesos de clonacion se reali-
zaran de acuerdo con las técnicas
estandar de clonacién molecular
descritas por Sambrook & Green.
Secuencias de ADN se amplificara
usando la técnica de PCR.

Los productos de PCR, expresion y
purificacion serdn monitoreados
con latécnica de electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS-PAGE
descrito por Laemmli, 1970.

Analisis biofisicos: cromatografia
de exclusion molecular, andlisis de
dispersion dinamico de luz (DLS) y
analisis de dicroismo circular (CD).

Para determinacion de estructura
tridimensional: se utilizara los soft-
wares, Phenix, AlphaFold DB y el
paquete CCP4.

Registros fotograficos

Se utilizard la camara de
un celular para registrar los
resultados de los perfiles
electroforéticos realizados.

Los equipos. Se utilizara
para obtener directamente
los datos, sistema de
registro para electroforesis
en gel, centrifugas
refrigeradas,
termocicladores, sistema
de purificacién FPLC Akta.
Equipo para DC Zetasizer.
Espectropolarimetro Jasco
modelo J-815 CD

Equipos  bioinformaticos,
computadoras y laptops.




Anexo N°3. Operacionalizacion de variables

. S Definicion . .
Variable Definiciéon conceptual - Indicador ltems Instrumento
P Operacional
Independiente
Secuencias de aminoéacidos | Caracteristicas de las
Secuencia de i jotin- | secuencias de . .
S de Ia.1 subunidad B"?““ S Secuencias de | 50 a 200 ami-
aminoécidos de la | carboxilasa de la enzima | aminoacidos de la B - Base de datos
. . ) i ) . aminoacidos noéacidos
subunidad Biotin- | Acetil-Coa carboxilasa de | subunidad Biotin- GenkBank
carboxilasa de la enzima | Ankistrodesmus sp. carboxilasa de la enzima
Acetil-Coa carboxilasa de Acetil-Coa carboxilasa.
Ankistrodesmus sp.
-Sistema de
- . electroforesis en gel
Alfa hélice, hojas 9
beta y giros beta de agarosa
D di Estructura tridimensional de la | Caracteristicas de las
Dependiente enzima Acetil-Coa carboxilasa | estructuras  primarias, - -Sistema de
L . . L Dominios con- .
_ e heteromérica de la microalga | secundarias, terciarias y | Estructuras electroforesis en
Caracteristicas biofisicas . . . . . servados de fa-
oleaginosa  Ankistrodesmus | cuaternaria de la enzima | secundarias - . | SDS-PAGE
y estructurales de la . . . milias de protei-
. o sp. caracterizada por | Acetil-Coa carboxilasa
subunidad Biotin- . nas .
) . presentar estructuras | heteromérica de la -Sistema de
carboxilasa de la enzima . . . . . . e,
. . primarias, secundarias, | microalga oleaginosa | Estructuras terciarias . purificacion FPLC
Acetil-Coa carboxilasa de L . . 1 0 mas
. terciarias y cuaternaria. Ankistrodesmus sp. . Akta
Ankistrodesmus sp. complejos
enzimaticos

Estructura cuaternaria

constituido por 4
subunidades

-Espectropolarimetro
Jasco modelo J-815




