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Resumen: 

En la búsqueda de nuevos biocatalizadores para la síntesis de ácido nucleicos, se encontró 

un buen candidato en una supuesta enzima descrita putativamente con un dominio doble 

hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT)/ adenilato quinasa (AMPK) de Zobellia 

galactanivorans (ZgHGPRT/AMPK). A este respecto, se informa por primera vez la expresión 

recombinante, producción y caracterización de una HGPRT/AMPK bifuncional. La 

caracterización bioquímica de la proteína recombinante indica que la enzima es un 

homodímero, con alta actividad en el rango de pH 6-7 y en un intervalo de temperatura de 30 

a 80 ºC. Los experimentos de desnaturalización térmica revelaron que ZgHGPRT/AMPK 

exhibe una temperatura de fusión aparente (Tm) de 45 ºC y una actividad retenida de alrededor 

del 80% cuando se incuba a 40 ºC durante 240 min. Esta enzima bifuncional muestra una 

dependencia de los cationes divalentes, con una notable preferencia por Mg2+ y Co2+ como 

cofactores. Además, los estudios de especificidad de sustrato revelaron que ZgHGPRT/AMPK 

es una enzima bifuncional, que actúa como fosforribosiltransferasa o adenilato quinasa 

dependiendo de la naturaleza del sustrato. Finalmente, para evaluar el potencial de 

ZgHGPRT/AMPK como biocatalizador para la síntesis de nucleósido-5´-mono, -di y trifosfatos, 

se realizó un estudio cinético de ambas actividades (fosforribosiltransferasa y adenilato 

quinasa) y un análisis del efecto de los disolventes orgánicos sobre la actividad de la enzima. 

Resumen gráfico 

 

Figura Resumen: Enzima bifuncional hipoxantina-guanina fosforrribosiltransferasa/adenilato 

quinasa de Zobellia galactanivorans (ZgHGPRT/AMPK). R1: H ó NH2; R2: H ó OH.
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1. Introducción 

La biotecnología se define según la International Unions of Pure and Applied Chemistry 

(IUPAC) como la integración de las ciencias naturales y las ciencias de la ingeniería para 

lograr la aplicación de organismos, células, partes de estos y análogos moleculares para 

generar productos y servicios para la sociedad. En estrecha relación con las TIC, el desarrollo 

de la biotecnología como ciencia supone un nuevo paradigma tecno-económico que abarca 

toda una constelación de innovaciones tecnológica y económicamente interrelacionadas que 

influyen prácticamente en la totalidad de las industrias. Tanto es así, que la biotecnología 

industrial o blanca, que es una de las ramas de la biotecnología, dedica pleno esfuerzo a la 

producción de bienes y servicios en este ámbito. La implementación necesaria de la 

biotecnología en la industria se ha visto impulsada por la necesidad de optimizar todos los 

procesos industriales, en los que se busca reducir y eliminar todas las transformaciones 

químicas contaminantes y reemplazarlos por opciones menos contaminantes 1. En este 

sentido, las nuevas tecnologías permiten reducir sensiblemente el impacto medioambiental 

asociado a los procesos químicos tradicionales como la disminución del gasto energético en 

un 20 %, de residuos de gases nocivos como el CO2 en un 50 %, y del agua empleada en un 

75 %. Además, se produce un ahorro de entre el 10 al 50 % del capital y los costes 

operacionales del proceso 2. De esta forma, la biotecnología blanca se constituye como una 

herramienta que favorece y contribuye al cuidado ambiental, lo que permite un desarrollo 

sostenible tanto social y ambiental como económico. 

Desde un punto de vista social, la biotecnología podría desplegarse a lo largo de la cadena 

de valor, para brindar apoyo al desarrollo de las industrias de base biológica de tal manera 

que se asegure la sostenibilidad del sector y se reduzcan los impactos ambientales negativos 

que de otra forma ocurrirían. Con ello, se logra transformar a los países en vías de desarrollo 

y menos adelantados en industrializados influyendo decisivamente en la crematística del    

país 3. Por tanto, el papel de la biotecnología va más allá del crecimiento industrial, ya que 

brinda oportunidades de progreso hacia muchos de los objetivos de desarrollo sostenible  

(ODS) propuestos por la ONU a través de una economía circular 4. 

Desde un punto de vista económico, la biotecnología industrial contribuye con más de 300 mil 

millones de dólares a la denominada economía basada en la biología o bioeconomía 5. El 

sector de la biotecnología industrial se basa principalmente en el empleo de biocatalizadores 

que son los principales impulsores tecnológicos de la bioeconomía 6. Los biocatalizadores se 

clasifican, generalmente, en cuatro grandes grupos: las células, los extractos celulares, las 

enzimas y los sistemas multienzimáticos 7. Las células, implicadas en procesos fermentativos, 



 2 

mueven actualmente 127 mil millones de dólares USD 5 y se aplican principalmente en 

procesos largos y complejos que implican varias etapas en la producción. La principal 

desventaja de estos biocatalizadores es el uso de medios de cultivo complejos junto con la 

formación de una gran variedad de productos secundarios que dificultan el proceso 

downstream de la purificación del producto. En contraposición, La actividad autocatalítica es 

una de las principales ventajas de las células ya que permite la regeneración del 

biocatalizador. No obstante, dicha actividad no siempre es deseada, porque parte de la 

energía suministrada se emplea en el proceso de replicación y, por lo tanto, el rendimiento 

disminuye7. Para estos procesos es más apropiado el uso de extractos celulares. Por su parte, 

las enzimas permiten un control más exhaustivo del entorno de la reacción evitando la 

generación de productos secundarios y facilitando la purificación de los compuestos 

deseados. En 2013, el mercado mundial de enzimas industriales se valoró en poco más de 4 

mil millones de dólares US, mientras que en 2018 se alcanzó alrededor de 7,1 mil millones de 

dólares US, lo que supone una tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) del 8,2 % 5. Sin 

embargo, la principal desventaja de las enzimas por su naturaleza, es su incapacidad para 

generar más de una única biotransformación, por lo que su uso está limitado para procesos 

largos y complejos. Por ello, en los últimos años, se han desarrollado sistemas 

multienzimáticos que emplean varias enzimas que se hallan consecutivas en la ruta 

metabólica, donde el producto generado por la primera enzima es el sustrato para la segunda8. 

Estos sistemas multienzimáticos permiten llevar a cabo un mayor número de transformaciones 

y, por tanto, abarcar procesos más complejos. El principal cuello de botella de estos sistemas 

radica en la dificultad y lentitud en el proceso de producción y purificación de proteínas 9. Para 

paliar estos problemas se han diseñado sistemas de coexpresión que permiten producir varias 

enzimas de manera simultánea. Sin embargo, el proceso de transformación de sistemas de 

coexpresión es difícil ya que requiere el uso de vectores de alto peso molecular, o diferentes 

plásmidos en cuyo caso es necesario emplear múltiples transformaciones y diferentes 

marcadores de selección 10. Para intentar reducir este coste, recientemente se han 

desarrollado proteínas de fusión que han acaparado una gran atención en la comunidad 

científica 7 11 14. La formación de estas enzimas multifuncionales permite reducir no solo la 

complejidad del proceso de clonación, producción y purificación, sino también minimizar el 

estrés metabólico de la célula huésped derivado del coste energético y material que suponen 

las anteriores estrategias 12. No obstante, esta herramienta también se aprecia en 

construcciones naturales que ocurren en los seres vivos a través de mutaciones. Un ejemplo 

lo encontramos en este trabajo, donde se pretende caracterizar estructural y funcionalmente 

una enzima putativa con potencial actividad bifuncional, fosforribosiltransferasa y quinasa, 

implicada en la síntesis de ácidos nucleicos del microorganismo Zobellia galactanivorans. 
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1.1. Características de Zobellia galactanivorans 

Zobellia galactanivorans es una bacteria marina Gram negativa aislada por primera vez del 

alga roja Delesseria sanguinea en el mar de Roscoff ubicado entre Francia y Gran Bretaña. 

Este microorganismo destaca por la degradación activa de carragenanos y agares. Asimismo, 

Zobellia galactanivorans muestra una elevada semejanza con Zobellia uliginosa según los 

análisis de ARN ribosómico 16s 15. 

Zobellia galactanivorans pertenece a la familia Flavobacteriaceae por lo que crece en forma 

de bacilos aerobios, no flagelados que se desplazan por deslizamiento. Se presentan de 

manera aislada o en parejas. Tiene un tamaño medio de entre 3 a 8 µm de longitud y de entre 

0,3 a 0,4 µm de anchura 15. 

La bacteria crece en el rango de temperatura de entre 13 ºC a 45 ºC, en el rango de pH de 

entre 6 a 8,5, y en el rango de concentración salina NaCl de entre 0,0015 M a 1 M. Zobellia 

galactanivorans presenta un tiempo de duplicación de 50 minutos bajo las condiciones 

óptimas de crecimiento de 35 ºC, pH 7 y 0,4 M de concentración de NaCl 15. 

Las vías de síntesis de salvamento y de novo de ácidos nucleicos no han sido detalladas en 

Z. galactanivorans. Sin embargo, se sabe que, gracias a la secuenciación de su genoma, el 

bacilo codifica putativamente para las enzimas de ambas rutas. 

1.2. Nucleótidos 
Los nucleótidos son biomoléculas esenciales que están presentes en todos los seres vivos. 

Las principales funciones que cumplen estas moléculas dentro de las células están 

relacionadas con procesos de regulación (coenzimas), de transferencia de grupos fosfato y 

energía (nucleósido-5’-trifosfato en su forma complejada con metales divalentes, 

especialmente adenosina 5’-trifosfato o ATP, y guanosina 5’-trifosfato o GTP), señalización 

celular (nucleótidos cíclicos), de síntesis de ARN o ADN encargados de la transmisión y del 

almacenamiento de la información genética 16. 

1.2.1.  Características  
La estructura básica de un nucleótido consiste en una pentosa (β-D-ribosfuranosa o 2′-desoxi-

β-D-ribofuranosa), enlazada a través del carbono anomérico C1’ a una base nitrogenada 

(nucleobase) y, unida por el C5’ a uno, a dos o a tres grupos fosfato (Pα, Pβ y Pγ). La unión de 

la base nitrogenada con la pentosa tiene lugar a través de un enlace β-N-glucosídico con el 

N9 de las nucleobases púricas (xantina, hipoxantina, guanina y adenina) o con el N1 de las 

nucleobases pirimidínicas (uracilo, timina y citosina) (Tabla suplementaria 1)17. 
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La unión de la furanosa a la base nitrogenada se denomina nucleósido y, también, son 

compuestos esenciales que actúan como precursores en la síntesis de nucleótidos, ya que 

pueden ser fosforilados sobre el grupo hidroxilo (-OH) del C5’ mediante nucleósido quinasas. 

Estas moléculas pueden ser sintetizadas por la célula o incorporadas a través de 

transportadores específicos 18. Asimismo, los nucleósidos pueden ser reciclados  mediante 

NDT 19 o nucleasas 20 que liberan la base nitrogenada de la pentosa en la ruta de salvamento. 

Por tanto, los seres vivos pueden sintetizar nucleótidos a través de la ruta de síntesis de novo, 

empleando precursores de bajo peso molecular, o de la ruta de salvamento mediante la 

degradación de nucleótidos preexistentes. Estas vias biosintéticas esenciales se han 

convertido en una buena diana terapéutica, ya que pueden actuar como activadores de 

profármacos quimioterapéuticos en terapias del gen suicida contra agentes infecciosos o el 

cáncer 10. 

1.2.2.  Ruta de síntesis de novo 

La síntesis de nucleótidos mediante la ruta de novo requiere emplear como precursores 

metabólicos el 5-fosfo-α-D-ribofuranosil-1-pirofosfato (PRPP), amino ácidos, NH3 y CO2; como 

energía química el ATP o el GTP; y como poder oxidante el NAD+. 

 

Figura 1: Ruta de síntesis de novo de AMP y GMP a partir de IMP. Asp, ácido aspártico; Pi, 

fosfato inorgánico; Gln glutamina; Glu, ácido glutámico; y PPi, pirofosfato inorgánico. 
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El anillo de hipoxantina se genera mediante 11 transformaciones y 5 moléculas de ATP sobre 

la ribosa-5-fosfato del PRPP dando lugar a la inosina-5’-monofosfato (IMP). Posteriormente, 

el IMP actúa como precursor en la síntesis de la adenosina-5’-monofosfato (AMP) y de la 

guanosina-5’-monofosfato (GMP) (Figura 1). A continuación, estos nucleótidos de purina se 

pueden fosforilar empleando diferentes enzimas nucleósido mono- o difosfato quinasas para 

generar ADP y GDP y ATP y GTP respectivamente en función de los requerimientos de la 

célula.  

En cambio, en la producción de nucleótidos de pirimidina se sintetiza primero la base 

nitrogenada orotato a partir de CO2, glutamina y 2 moléculas de ATP mediante 4 pasos 

metabólicos. Posteriormente, se produce la unión de esta nucleobase al C1 del PRPP 

catalizado por una orotato fosforribosiltransferasa (OPRT). El orotidilato (OMP), generado en 

el paso anterior, puede ser descarboxilado por una OMP descarboxilasa para producir uridilato 

(UMP). Una vez sintetizado el UMP se puede producir citidilato (CTP) mediante una citidilato 

sintasa o timidilato (TMP) mediante una timidilato sintasa (Figura 2). A continuación, los 

diferentes nucleósidos pirimidínicos 5’-mono- di- o trifosfato son regulados mediante 

fosfatasas o quinasas. 

 

Figura 2: Ruta de síntesis de novo de dTMP y CTP a partir de UDP. Cada etapa en la ruta 

metabólica está indicada con una flecha. 
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La regulación de ambas rutas se lleva a cabo por retroalimentación negativa. De esta forma, 

para la síntesis de nucleótidos de purina, el IMP, el GMP y el ATP son inhibidores alostéricos 

de la glutamina-PRPP amidotransferasa implicada en la primera etapa de la ruta metabólica. 

Además, la IMP deshidrogenasa y la adenilsuccinato sintasa son inhibidas por GMP y AMP 

respectivamente, lo que desvía la ruta hacia la síntesis de uno u otro compuesto. De igual 

forma, la síntesis de novo de nucleótidos pirimidínicos es bloqueada por la inhibición alostérica 

que produce el CTP y/o UTP sobre la aspartato transcarbamoilasa. Además, las 

concentraciones de nucleótidos púricos y pirimidínicos se mantienen estables gracias a la 

capacidad del ATP de bloquear el cambio conformacional de la aspartato transcarbamoilasa 

inducido por el UTP y/o CTP. 

1.2.3.  Ruta de salvamento 

La ruta de salvamento comprende una serie de rutas de reciclaje a través de las cuales las 

células satisfacen sus necesidades nucleotídicas mediante fuentes endógenas y/o exógenas 

de nucleótidos preexistentes. Las principales enzimas implicadas en la ruta de salvamento 

son 2′-desoxiribosiltransferasas 19 21 22, nucleósido fosforilasas 23 24, fosforribosiltransferasas 

(PRTs) 25 27, nucleósido-5’-monofosfato quinasas (NMPKs) 28 29, y nucleósido quinasas 30 32 

entre otras. 

La mayoría de los seres vivos y concretamente los microorganismos emplean tanto la síntesis 

de novo como la ruta de salvamento para satisfacer las necesidades metabólicas de 

nucleótidos. Sin embargo, en situaciones de estrés metabólico, como en el crecimiento 

exponencial o de déficit de energía, la ruta de salvamento es la más activa 33. Esto se debe a 

que la producción de nucleótidos en la ruta de salvamento ocurre en una única etapa y sin 

gasto energético en lugar de en 7 y 11 transformaciones bioquímicas y con un gasto de ATP 

de 2 a 4 y de 5 a 6 moléculas para la síntesis de novo de nucleótidos pirimidínicos y púricos 

respectivamente 20. Por lo tanto, la ruta de salvamento es de gran interés para la biotecnología 

puesto que permite la síntesis de ácidos nucleicos en una sola etapa y sin necesidad de 

suplementar energía química. 

1.2.3.1. Fosforribosiltransferasas 

La familia de las fosforribosiltransferasas (PRTs) engloba tanto a las enzimas pirimidina como 

purina fosforribosiltransferasas. Estas enzimas catalizan la transferencia reversible del grupo 

5-fosforibosilo del PRPP a la base de pirimidina o purina respectivamente empleando metales 

divalentes (generalmente el Mg2+ y en menor medida el Ca2+) como cofactores. Las PRTs son 
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esenciales para la formación de ácidos nucleicos en los organismos ya que son capaces de 

generar el enlace β-N-glucosídico de todos los nucleótidos presentes en el ADN y ARN 34 36. 

Existen diferentes mecanismos de reacción de acuerdo con los datos cinéticos 

experimentales. La hipótesis más aceptada es que la reacción ocurre a través de un 

mecanismo secuencial ordenado donde primero se une el PRPP y, a continuación, se produce 

el ataque nucleofílico de la base y posterior liberación del PPi seguido del corresponidente 

nucleósido-5’-monofosfato (NMP) 25 37 38. Algunos ejemplos que sustentan esta teoría son las 

orotato fosforribosiltransferasas (OPRTs) de algunas levaduras 32; las hipoxantina-guanina 

fosforribosiltransferasas (HGPRTs) de Tritrichomonas foetus y Homo sapiens 39 40; o las 

uracilo fosforribosiltransferasas (UPRTs) de Mycobacterium tuberculosis, Bacillus caldolyticus 

y Escherichia coli 37 38. Sin embargo, también se ha propuesto un mecanismo cinético 

secuencial aleatorio para las OPRT de Salmonella typhimurium y Plasmodium falciparum 41 42. 

Finalmente, algunas PRTs como la UPRT de Saccharomyces Cerevisiae parecen seguir un 

mecanismo de tipo ping-pong 43. 

En cuanto a la estructura cuaternaria de la proteína, las PRTs suelen formar dímeros o 

múltiplos de dímeros. Esto es debido a que, en la mayoría de los casos, el bolsillo de unión 

del PRPP • Mg2+ en el centro activo de una subunidad se forma por la interacción de un residuo 

básico de la subunidad vecina en la interfaz del dímero. Sin embargo, solo presentan 

fenómenos alostéricos algunas PRTs como la de Sulfolobus shibatae 44  o E. coli 45. Además, 

no se ha descrito ningún mecanismo cooperativo en la unión del complejo PRPP • Mg2+ en la 

mayoría de PRTs. 

1.2.3.2. Purina fosforribosiltransferasas 

Las purina PRTs catalizan la transferencia, en presencia de Mg2+, del grupo 5-fosforibosilo del 

PRPP al N9 de 6-aminopurinas como la adenina (1) para sintetizar adenosina-5'-monofosfato, 

AMP (5); o de 6-oxopurinas como hipoxantina (2), guanina (3) y xantina (4) para producir 

inosina-5'-monofosfato, IMP (6), guanosina-5'-monofosfato, GMP (7) o xantosina-5'-

monofosfato , XMP (8) respectivamente 46 (Figura 3). De este modo, las pruinas PRTs se 

pueden clasificar en función de la especificidad de sustrato en dos clases: las 6-aminopurina 

PRTs que comprende la adenina fosforribosiltransferasa (APRT) 24 44 47; y las 6-oxopurinas 

PRTs donde se engloban la hipoxantina fosforribosiltransferasa (HPRT), la guanina 

fosforribosiltransferasa (GPRT), la xantina fosforribosiltransferasa (XPRT), la hipoxantina-

guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT) e hipoxantina-guanina-xantina 

fosforribosiltransferasa (HGXPRT) 48 49. 
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Figura 3: Síntesis en un solo paso de nucleótidos de purinas catalizado por purina 

fosforribosiltransferasas. 

1.2.3.3. 6-oxopurinas fosforribosiltransferasas 

En la naturaleza, las purina PRTs sintetizan IMP (6), GMP (7) y/o XMP (8) a partir del PRPP 

y de una base 6-oxopurínica como Hyp (2), Gua (3) y/o Xan (4) respectivamente, en presencia 

de Mg2+ (Figura 3). Además, se ha demostrado que algunas de estas enzimas son capaces 

de transformar análogos de 6-oxopurinas como el alopurinol por la HGPRT de Plasmodium 

falciparum 50; o la 6-mercaptopurina, la 2-amino-6-mercaptopurina, 6-cloropurina, 2-amino-6-

cloropurina, 6-bromopurina o 2-amino-6-bromopurina por la HPRT de E. coli 48 49. 

Las enzimas hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasas (EC 2.4.2.8, HGPRT), pertencen a 

la familia de las 6-oxopurina fosforribosiltransferasas y como su propio nombre indica, su 

especificidad preferente es hacia hipoxantina y guanina. Además, son las enzimas más 

abundantes 27 e importantes para la síntesis de nucleótidos de 6-oxopurina en la ruta de 

salvamento 36. Por tanto, desde un punto de vista biotecnológico, las HGPRTs han acaparado 

una gran importancia tanto en la síntesis de agentes quimioterapéuticos como activadores de 

profármacos y dianas terapéuticas en si mismas para el tratamiento de parásitos como 

Trypanosoma brucei 51, Leishmania donovani 52 o E. coli 53. 

1.2.4.  Nucleósido-5’-monofosfato quinasas 

Las nucleósido-5’-monofosfato quinasas son enzimas que actúan tanto en la ruta de síntesis 

de novo como en la ruta de salvamento de los nucleótidos. Estas enzimas catalizan la 

transferencia reversible, en presencia de metales divalentes, del grupo γ-fosforilo de un 

nucleósido-5’-trifosfato (NTP), que actúa como donador, al grupo α-fosforilo de un NMP que 

actúa como aceptor, dando lugar a dos moles de nucleósido-5’-difosfato (NDP) por cada mol 

de cada sustrato 10 (Figura 4). La función principal de las NMPKs consiste en mantener 

constante el equilibrio entre las concentraciones de NMP, NDP y NTP dentro de la célula 33. 
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Figura 4: Mecanismo catalítico de las NMPKs. B1= Suele ser adenina y B2= cualquier 

nucleobase en función del tipo de NMPK. 

Se han propuesto dos mecanismos diferentes de reacción para las NMPKs en función de los 

datos experimentales: uno de transferencia doble o indirecta y otro de transferencia sencilla o 

directa. En el primero, la reacción ocurre a través de un intermedio de enzima fosforilada, 

donde el NTP dona el grupo γ-fosforilo a un residuo de la proteína (normalmente a la histidina), 

que finalmente es transferido desde la enzima al NMP 54. Por otro lado, en la transferencia 

sencilla o directa, es necesario que tanto el NMP como el NTP estén unidos simultáneamente 

a la enzima para se produzca la transferencia directa del grupo fosforilo desde el NTP al 

NMP54. Como ejemplos cabe destacar la adenosina monofosfato quinasa (AMPK) de 

Mycobacterium tuberculosis 55 o la uridina monofosfato quinasa (UMPK) de Dictyostelium 

discoideum 56. Los últimos estudios indican que la transferencia directa es la hipótesis más 

acertada y proponen también que la entrada de los sustratos debe realizarse de manera 

aleatoria 57 58. Además, también se ha descrito que la unión del complejo NTP • Mg2+ favorece 

la unión del NMP y viceversa, por lo que se puede considerar que las NMPKs tienen un 

comportamiento cooperativo en la unión de los sustratos 59 60. 

Las NMPKs se pueden clasificar en función de la especificidad por el aceptor del grupo fosfato 

(NMP). De esta forma, existen 5 tipos diferentes: las uridina monofosfato quinasas (UMPK) 

específicas de UMP (EC 2.7.4.4) 61, las timidina monofosfato quinasas (TMPK) específicas de 

dTMP (EC 2.7.4.9), las citidina monofosfato quinasas (CMPK) específicas de CMP/dCMP (EC 

2.7.4.14) 62, guanosina monofosfato quinasas (GMPK) específicas de GMP/dGMP (EC 

2.7.4.8) 63, y adenosina monofosfato quinasas (AMPK) específicas para AMP/dAMP (EC 

2.7.4.3) 64. Por lo general, el donador del grupo fosfato es el ATP, sin embargo, también se 

han descrito NMPKs que aceptan otros donadores como el GTP en el caso de a AMPK de 

Plasmodium falciparum 65, o TTP, UTP, dGTP, GTP, dCTP, CTP y dATP en el caso de la 

AMPK6 de Homo sapiens 66. 
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1.2.4.1. Adenosina monofosfato quinasas 

Las adenosina monofosfato quinasas (AMPKs) son enzimas que se clasifican dentro de la 

familia de las NMPKs. Estas enzimas catalizan la síntesis reversible de 2 moles de ADP 

mediante la transferencia del grupo γ-fosforilo del ATP al fosfato α del AMP, empleando 1 mol 

de cada sustrato en presencia de Mg2+ (Figura 4). La principal función de las AMPKs en los 

organismos es mantener constantes los ratios de ATP, ADP y AMP, así como regular el 

balance de energía celular 67. 

En la secuencia general de las AMPKs se pueden encontrar 3 dominios diferentes: i) el 

dominio de unión del AMP (AMP binding site, AMPbs), que engloba también parte de la unión 

del ATP; ii) el dominio central (CORE) posee los aminoácidos necesarios para facilitar la 

catálisis, además, proporciona estabilidad a la proteína; iii) el dominio LID que se pliega sobre 

el centro activo aislándolo y generando un entorno hidrofóbico que evita la hidrólisis y 

promueve la actividad fosfotransferasa 67. Atendiendo a la longitud del LID, las AMPKs se 

pueden clasificar en AMPKs de LID corto que se encuentran fundamentalmente de levaduras, 

bacterias y mitocondrias; o de LID largo que están presentes mayoritariamente en células 

eucariotas 33 68. 

1.3.  Síntesis y aplicaciones de los nucleótidos 

Por su papel estructural en el ADN y ARN, los análogos de nucleósidos y nucleótidos se han 

utilizado como agentes terapéuticos frente a diversos tipos de enfermedades 25. Pero el 

espectro de acción de los análogos de nucleósidos y nucleótidos no solo se limita a la industria 

farmacéutica, sino que también han sido empleados en la industria alimentaria como 

potenciadores del sabor. Por ejemplo, el GMP y el IMP se emplean como aditivos en la comida 

asiática para potenciar el sabor umami. Estos aditivos permiten reducir el contenido de sal en 

los alimentos sin renunciar al sabor, por lo que puede ser un buen sustituto para evitar posibles 

problemas cardiacos y circulatorios 69. Las principales fuentes de nucleótidos en el ser humano 

incluyen la síntesis de novo, la recuperación a través de mecanismos de salvamento e 

ingestas dietéticas. Aunque la producción endógena sirve como la principal fuente de 

nucleótidos, las fuentes exógenas son esenciales para la competencia inmune, el desarrollo 

intestinal y la recuperación. Los nucleótidos de la dieta tienen un papel marcado en las células 

que proliferan rápidamente donde son necesarias para una función óptima. En consecuencia, 

los nucleótidos de la dieta se consideran condicionalmente esenciales en presencia de 

diversos estreses fisiológicos, incluidos el crecimiento y el desarrollo, la recuperación de una 

lesión, infección y ciertos estados de enfermedad. Además, se ha demostrado que la 
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suplementación de nucleótidos en la fórmula infantil mejora la maduración y el desarrollo del 

tracto intestinal, así como la función inmune 70. 

Adicionalmente, en los últimos años, los nucleótidos se han empleado como biomoléculas 

versátiles para la construcción o regulación de nanomateriales funcionales, lo cual ha 

estimulado el interés en los investigadores por este campo de la ciencia. La elección de los 

nucleótidos para generar nanosistemas funcionales con características novedosas y 

avanzadas se basa en sus propiedades únicas como la diversidad estructural, los sitios de 

unión multiple, la capacidad de autoensamblaje, la estabilidad, la biocompatibilidad y la 

quiralidad. Las diversas aplicaciones abarcan desde la detección, la bioimagen y la 

administración de medicamentos hasta imitar la antena de captación de luz (light-harvesting 

antenna complex), la construcción de puertas lógicas y más 71. Por ejemplo, el grupo de Kunar 

sintetizó un hidrogel poroso mediado por GMP que contenía nanoestructuras de b-FeOOH 

que muestra una liberación controlada, baja toxicidad, estabilidad y propiedades magnéticas, 

lo que implica su potencial para aplicaciones  biológicas 72. 

Como resultado, la actual demanda de nucleótidos en las diferentes industrias está creciendo 

y la producción de nucleótidos ha sido estudiada ampliamente, por lo que es muy importante 

el contar con métodos de producción novedosos, eficaces y, en lo posible, respetuosos con 

el medio ambiente. 

Los nucleótidos se pueden producir utilizando métodos químicos y biológicos, incluida la 

reacción enzimática y la fermentación. La síntesis química de nucleótidos se realiza 

rutinariamente por la 5’-fosforilación del precursor nucleosídico una, dos o tres veces (NMP, 

NDP y NTP respectivamente). A menudo requiere el uso de reactivos químicos (cloruro de 

fosforilo, POCl3 o pentóxido de fósforo, P2O5), condiciones ácidas y solventes orgánicos, que 

son caros y perjudiciales para el medio ambiente 73 74. Desafortunadamente, la vía para 

sintetizar nucleósidos precursores procede a través del acoplamiento de la nucleobase al 

grupo de la ribosa. En este sentido, estas metodologías necesitan la activación del grupo 

glucosilo y grupos protectores en la base heterocíclica y la fracción de azúcar, así como un 

control exhaustivo de la región y estereoselectividad del enlace glucosídico C-N 75. De esta 

manera, la síntesis química de los nucleósidos generalmente incluye varios pasos de 

protección-desprotección y el uso de reactivos químicos y solventes orgánicos. En 

consecuencia, estas rutas sintéticas generalmente proporcionan rendimientos pobres o 

moderados, baja pureza del producto y están asociadas con condiciones de reacción severas 

y problemas de eliminación de desechos. 

El uso de enzimas como catalizadores industriales (biotecnología blanca) puede proporcionar 

un esquema sintético novedoso y directo, así como metodologías adecuadas y eficientes para 
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desarrollar procesos industriales sostenibles. Como resultado, se pueden obtener productos 

de alta calidad mediante procesos competitivos desde le punto de vista económico y 

tencológico. Por lo tanto, el uso de enzimas en la síntesis orgánica (biocatálisis) está 

aumentando, particularmente cuando la producción industrial tiene que lidiar con un alto 

impacto ambiental, en un intento por lograr una "química sostenible". En este marco, la 

síntesis enzimática de nucleótidos es un campo atractivo ya que las biotransformaciones 

muestran muchas ventajas en comparación con los métodos químicos, como reacciones de 

un recipiente (one-pot) en condiciones suaves, alta estéreo- y regioselectividad, y una 

tecnología ecológica. Además, en las últimas décadas, se ha implementado una tendencia, 

por parte de la Comisión Europea, hacia la búsqueda de técnicas más sostenibles para el 

medio ambiente, afirmando que el cambio debe producirse a través de opciones enzimáticas 

dadas sus ventajosas características 76. Por ello, la síntesis química de nucleótidos está 

siendo reemplazada por enfoques enzimáticos o quimioenzimáticos. Con este fin, también se 

han utilizado muchas enzimas diferentes como catalizadores valiosos para la síntesis mono o 

multi-enzimática de nucleótidos 75, incluidas las nucleósidos quinasas (NKs) 77, 

fosfotransferasas ácidas (AP/PTasas)78, 5 '-fosfodiesterasas 79  nucleobase 

fosforribosiltransferasas (PRTs)49 o nucleósido monofosfato quinasas (NMPKs) 80. Sin 

embargo, a pesar de los grandes beneficios que presenta el uso de enzimas multifuncionales 

en comparación con los sistemas multienzimáticos, es la primera vez que se describe una 

enzima bifuncional con actividad PRT y NMPK. 



 13 

2. Objetivos 

El principal objetivo del presente trabajo consiste en el desarrollo de un nuevo biocatalizador 

bifunctional para la síntesis de diversos tipos de nucleótidos con diferentes aplicaciones en 

una gran variedad de industrias como la farmacéutica, investigación, y alimentaria. Para ello, 

se propone estudiar sobre la familia fosforribosiltransferasa y sobre nucleósido monofosfato 

quinasas. 

Dicho objetivo general se llevará a cabo a través de los siguientes objetivos específicos: 

• Búsqueda in silico de un biocatalizador 

• Caracterización bioinformática de la proteína 

• Producción de la enzima de interés. 

o Transformación del vector clonado de interés en E. coli 

o Producción y purificación de la proteína recombinante 

• Caracterización bioquímica de la enzima 

o Determinación del efecto de la temperatura en la actividad enzimática 

o Determinación del efecto del pH en la actividad enzimática 

o Efecto de diversos cofactores en la actividad enzimática 

o Determinación de la especificidad de sustrato 

• Estudio de los parámetros cinéticos de la reacción 

• Determinación de la termoestabilidad del biocatalizador   

• Estudio del efecto de disolventes orgánicos en la actividad enzimática 
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3. Materiales y métodos 

3.1. Materiales 

Los reactivos del medio de cultivo celular se compraron en Difco (St. Louis, EE. UU.). El 

tampón acetato de trietilamonio fue proporcionado por Sigma-Aldrich (Madrid, España). Todos 

los demás reactivos y disolventes orgánicos fueron adquiridos de Symta (Madrid, España). 

Los nucleótidos, nucleósidos y nucleobases fueron proporcionados por Carbosynth Ltd. 

(Compton, Reino Unido). 

3.2. Análisis de la secuencia de ZgHGPRT/AMPK 

Para conocer las especies con las que comparte una mayor similitud, se realizó un 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos de ZgHGPRT/AMPK, contra una base de datos 

no redundante donde se encuentran todas las secuencias traducidas de PDB, GenBank, CDS, 

PIR, SwissProt, CDS, PIR y PRF excluyendo muestras ambientales de proyectos WGS. Para 

ello se empleó la matriz BLOSUM62 con el algoritmo blastp 81 y un umbral esperado de 10 

con un tamaño de palabra de 3. 

La predicción de dominios funcionales se llevó a cabo a partir de la secuencia de aminoácidos 

de la proteína mediante el algoritmo PSI-BLAST integrado en la herramienta DomPred de 

PSIPRED 82. Posteriormente se detectaron las regiones altamente conservadas de cada 

dominio funcional mediante un alineamiento múltiple de secuencia empleando la herramienta 

Clustal Omega 83, emparejando secuencias con una cobertura superior al 88 % y una identidad 

de secuencia entre un 35 y un 45 %. Los resultados del alineamiento fueron analizados 

posteriormente con la herramienta ESPript 84. 

Finalmente, para la predicción de la posible estructura secundaria de la proteína se utilizó el 

programa JPred4 85. 

3.3. Construcción del modelo tridimensional de ZgHGPRT/AMPK 
Los modelos de cada dominio catalítico se construyeron por homología empleando el servidor 

Swiss-Model 86, utilizando las mejores plantillas de estructuras 3D de proteínas conocidas. En 

este sentido, la HGPRT de Leptospira interrogans (código PDB 4QRI) y la estructura AMPK 

de Geobacillus stearothermophilus (código PDB 1ZIN) se seleccionaron como plantillas. Se 

construyó un modelo 3D de ZgHGPRT/AMPK completo mediante el ensamblaje de los 

mejores modelos por homología para ambos dominios, HGPRT y AMPK, utilizando 

simulaciones Monte Carlo de intercambio de réplicas integradas en el servidor Domain 
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Enhanced Modeling 87. Finalmente, se realizó un acoplamiento proteína-proteína usando 

ClusPro 88 para construir la estructura cuaternaria de la proteína.  PyMOL 89 se utilizó para la 

visualización de estructuras, edición molecular y preparación de figuras. 

Finalmente, se llevó a cabo una simulación de dinámica molecular (MD) del complejo ligando-

receptor utilizando el paquete de programas AmberTools16 90. Para ello, la proteína se 

sumergió en una caja de aguas TIP3P 12.0 y se neutralizaron las cargas con NaCl 

previamente calculadas mediante el campo de fuerzas ff14SB 91. La parametrización de los 

ligandos se realizó mediante el programa Antechamber y Parmchk empleando el método de 

cargas de Gastaiger. La simulación se ejecutó mediante 4 etapas: minimización, 

calentamiento (100 ps), equilibrado (50 ps), y producción (30 ns). 

3.4. Obtención del plásmido y del microorganismo 

3.4.1.  Condiciones de cultivo 

El crecimiento de Escherichia coli BL21(DE3) se llevó a cabo en el medio de cultivo Luria 

Bertani (LB) que contiene NaCl (5 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y triptona (10 g/L) a pH 

7,5. El medio sólido (LB-agar) se forma tras añadir un 2 % (p/v) de agar al medio LB líquido. 

Tanto el medio líqudio como el medio sólido de LB se suplementó con kanamicina a una 

concentración final de 50 µg/mL disuelto en H2O (Km50). Las condiciones de incubación en 

medio sólido se fijaron a una temperatura de 37 ºC durante aproximadamente 16 horas 

(Overnight, ON) y en medio líquido a una temperatura 37 ºC y con una agitación orbital de  

250 rpm manteniendo una aereación de 2:3 del volumen.  

Todos los medios de cultivo y materiales de microbiología se esterilizan en un autoclave bajo 

unas condiciones de 1 kg/cm2 de presión y 121 ºC de temperatura durante 20 minutos. 

3.4.2.  Proceso de clonación 

El gen hgprt/ampk (NCBI Reference Sequence: WP_013993825.1), fue proporcionado por 

Genscript (Piscataway, United States). El vector recombinante pET28b-ZgHGPRT/AMPK se 

construyó mediante la clonación del gen de interés entre las dianas de restricción NdeI y EcoRI 

del vector de expresión pET28b(+), generando una proteína de fusión con una etiqueta de 6 

histidinas separada de la proteína de interés por una secuencia de corte con trombina. En el 

vector recombinante, la expresión del gen hgprt/ampk se halla bajo la influencia del promotor 

T7 que se encuentra regulado por la expresión constitutiva del represor lacI. Además, este 

vector posee el gen de resistencia a kanamicina que permite seleccionar los clones que se 

han transformado correctamente. 



 16 

3.4.3.  Proceso de transformación 

Se emplearon células de E. coli BL21(DE3) para la incorporación y expresión del vector 

recmbinante. Estas cepas son deficientes en las proteasas OmpT y Lom 92 por lo que se 

disminuye el riesgo de proteólisis durante el proceso de expresión y purificación. 

Las células supercompetentes de E. coli BL21(DE3) fueron preparadas a partir de un cultivo 

de esta cepa crecido previamente en un preinóculo de LB durante 16 h. Tras alcanzar una 

DO600 de 0,8, se centrifugó el cultivo durante 10 minutos a 5.000 rpm y 4 ºC. El precipitado o 

pellet se sometió posteriormente a un tratamiento de 0,1 M de CaCl2 durante 30 minutos en 

hielo. Finalmente se guardaron alícuotas de las células resuspendidas en 0,1 M de CaCl2 y  

15 % de glicerol en una cámara de -80 ºC hasta su uso. 

Para llevar a cabo el proceso de transformación por choque térmico de Sambrook93, se 

preparó una disolución de 0,01 µg/µL de ADN recombinante comercial con una suspensión 

de células a una DO600 de 0,72. Dicha disolución se incubó en hielo durante 30 minutos, 

seguido de 30 segundos a 42 ºC, y 5 minutos más en hielo. A continuación, las células se 

diluyeron 1:6 en medio LB y se incubaron a 37 ºC y 250 rpm durante 2 horas y 30 minutos. 

Finalmente, las células se sometieron a selección en placa Petri mediante LB-agar con Km50 

a 37 ºC ON. 

Por último, se generó un stock de células de E. coli BL21(DE3) transformadas con el vector 

recombinante pET28b-ZgHGPRT/AMPK mediante una suspensión al 20 % de glicerol 

congeladas a -80 ºC. 

3.4.4. Extracción y purificación del plásmido 

La extracción del vector recombinante pET28b-ZgHGPRT/AMPK se llevó a cabo mediante el 

kit comercial de extracción Quantum Prep® Plasmid Miniprep Kit #7326100. Una vez extraído 

el plásmido de interés, se calculó la concentración de ADN espectrofotométricamente a través 

del NanoDrop® fijando la longitud de onda (λ) a 260 nm con el programa Nucleic Acid. 

Para conocer la pureza y la integridad del vector, se realizó una electroforesis en gel de 

agarosa al 1 % con 0,015 µL/mL de redsafe®. Las muestras cargadas contenían 1-2 µg del 

plásmido purificado o del plásmido comercial o 2 µL de marcador Lambda DNA/HindIII, 2 µL 

de buffer de carga 5X en un volumen final de 10 µL. La electroforesis se llevó a cabo en 

tampón TAE (1X). Finalmente, se reveló el gel en un transiluminador UV. 
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3.5. Expresión y purificación de ZgHGPRT/AMPK 

La proteína ZgHGPRT/AMPK fue expresada en Escherichia coli BL21 (DE3) cultivado a          

37 ° C en medio LB líquido suplementado con kanamicina (50 μg/ml). La sobreexpresión de 

proteínas se indujo agregando 0,5 mM de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) al cultivo 

en fase exponencial (DO600 de 0,8) durante una incubación de 4 horas. Luego, las células se 

recolectaron por centrifugación a 3.800 g y 4 ºC, y el sedimento resultante se resuspendió en 

10 mM de tampón fosfato sódico a pH 7. Los extractos crudos se prepararon por disrupción 

física de la membrana celular de la suspensión bacteriana usando un sonicador digital. Para 

ello, se aplicaron 10 pulsos de 30 segundos con ciclos de 0,5 segundos y con una amplitud 

de onda del 40 % para los dos primeros, del 30 % para los tres siguientes, y del 20 % para los 

cinco últimos. El lisado celular se centrifugó a 16.500 g y 4 ºC durante 30 minutos y se 

descartaron los restos celulares (debris celular). 

El lisado limpio se cargó en una columna HisTrap FF de 5 ml (GE Healthcare) equipada dentro 

del equipo BioLogic LP (Low Pressure), preequilibrada en el tampón de unión (20 mM de 

tampón Tris-HCl a pH 7,5, con 100 mM de NaCl y, 20 mM de imidazol). Las proteínas unidas 

se eluyeron usando un gradiente lineal de imidazol (de 20 a 500 mM en 120 minutos) con un 

flujo de 1 mL/min. La detección de proteínas del eluido se llevó a cabo mediante un detector 

UV acoplado al equipo BioLogic LP. Las fracciones que contenían la proteína 

ZgHGPRT/AMPK se identificaron mediante SDS-PAGE, se agruparon, se concentraron y se 

cargaron en una columna HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade (GE Healthcare) equipada 

dentro del equipo ÄKTAprime plus, pre-equilibrada en 20 mM de tampón fosfato sódico a pH 

7 a un flujo de 1 mL/min. Las fracciones con la proteína de interés fueron identificadas por 

SDS-PAGE. 

La electroforesis por SDS-PAGE se llevó a cabo mediante un gel discontinuo (gel 

concentrador o stacking y gel separador o running) en condiciones desnaturalizantes (Tabla 

1) 94. Las muestras contenían 4 μL de tampón de carga y 16 μL de proteína, y se emplearon 

2-4 μL de marcador Protein PrecisionPlus.  La carrera electroforética se realizó en cubetas de 

BioRad a un voltaje constante de 100-120 V. La tinción del gel se produjo incubando durante 

20 minutos con la solución de teñido (azul brillante de Coomassie G250 0,012 % (p/v), 50 % 

metanol y 10 % ácido acético glacial) y durante 16 horas con la solución de desteñido (40 % 

metanol y 10 % ácido acético glacial). Posteriormente, el gel se reveló con el programa Image 

lab TM en el equipo ChemiDoc de Bio-Rad. 
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Tabla 1: Componentes de SDS-PAGE 94. A+B significa acrilamida al 30% y bisacrilamida al 

0,8% (p/v). El tampón Tris-HCl tiene una concentración de 2,5 M y un pH de 6,8 para el gel 

concentrador y el tampón de ruptura; y una concentración de 1 M y un pH de 8,8. La 

concentración de glicerol y 2-ME es del 100 %. SDS significa dodecilsulfato sódico; PSA, 

persulfato amónico; 2-ME, 2-β-mercaptoetanol; TEMED, N,N,N’,N’-tetrametilentilendiamina; 

Azul BrPH, azul de bromofenol. 

Gel discontinuo Tampón de carrera Tampón de ruptura 

Materiales Concentrador Separador Materiales Cantidad Materiales Cantidad 

H2O 1,925 mL 1,2 mL 
H2O 1 L 

H2O 7,25 mL 

A+B 0,405 mL 2,325 mL Glicerol 1 mL 

Tris-HCl 0,125 mL 2,1 mL Tris-HCl 3,02 g 2-ME 0,5 mL 

SDS 20% 12,5 µL 28,5 µL 
Glicina 14,41 g 

Tris-HCl 0,25 mL 

TEMED 5 µL 6 µL SDS 20% 1 mL 

PSA 10% 12,5 µL 30 µL SDS 1 g Azul BrPh 0,2 µg 

Volumen 2,5 mL 5,7 mL Volumen 1L Volumen 10 mL 

El proceso de concentración se realizó por centrifugación en filtros Amicon® a 5.000 g y 4 ºC. 

La concentración de la proteína ZgHGPRT/AMPK se determinó espectrofotométricamente por 

absorción UV λ = 280 nm en un NanoDrop® usando un ε280 = 22.350 M-1cm-1 95. 

3.6. Análisis de ultracentrifugación analítica 

Los experimentos de velocidad de sedimentación para ZgHGPRT/AMPK se llevaron a cabo 

en Tris-HCl 20 mM (pH 8, 20 °C, 50.000 g) usando una ultracentrífuga analítica Optima XL-I 

(Beckman-Coulter Inc.) equipada con un sistema de detección de absorbancia UV-VIS y de 

interferencia Raleigh, un rotor An-60Ti y piezas centrales estándar de doble sector (paso 

óptico de 12 mm) de carbón Epon. Los perfiles de sedimentación se registraron a 292 nm. Las 

distribuciones del coeficiente de sedimentación se calcularon mediante el método de límites 

de mínimos cuadrados de la velocidad de sedimentación utilizando el modelo de ecuación de 

distribución continua c (s) Lamm implementado por SEDFIT 14.7g. 

Las desviaciones de la línea base se midieron a 200.000 g. La distribución del coeficiente de 

sedimentación aparente, c (s) y los coeficientes de sedimentación se calcularon a partir de los 

datos de velocidad de sedimentación utilizando SEDFIT 96. Los coeficientes de sedimentación 
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experimental se corrigieron a las condiciones estándar (agua, 20 ºC y dilución infinita) 

utilizando el software SEDNTERP para obtener los valores estándar correspondientes          

(s20, w) 97. Las masas moleculares promedio en peso aparente (MW) correspondientes se 

determinaron a partir de las masas flotantes, considerando los volúmenes específicos 

parciales de la proteína (0,4 mg/ml) obtenida de la composición de aminoácidos utilizando el 

programa SEDNTERP 98. 

3.7. Ensayo de actividad enzimática 

El ensayo estándar de la actividad fosforibosiltransferasa se realizó incubando 6,5-13 μg de 

enzima purificada con una solución de 40 μL que contiene 2 mM de PRPP, 2mM de Hyp,      

2,4 mM de MgCl2 en 50 mM de Tris-HCl pH 8 a 50 ºC y 300 rpm durante 5-10 minutos. 

Después de esto, la enzima se inactivó incubando la reacción durante 5 minutos en un baño 

de hielo con 40 µL de metanol. Posteriormente se sometió a 95 ºC durante 5 minutos más y 

se centrifugó a 9.000 g durante 5 minutos. Tras una dilución 1:2 en agua, se analizó y midió 

cuantitativamente la cantidad de producto por HPLC. 

Todas las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado y el error máximo fue £ 2%. Una 

unidad de actividad, U (μmol / min), se definió como la cantidad de enzima (mg) que produce 

1 μmol/min de nucleótido en las condiciones del ensayo. 

3.8. Influencia de la temperatura y del pH en la actividad enzimática 

La temperatura óptima de la enzima se determinó en condiciones del ensayo estándar de la 

actividad fosforibosiltransferasa en un rango de 20-80 ºC. Para la determinación del pH óptimo 

se llevó a cabo un experimento manteniendo las condiciones estándar del ensayo de actividad 

manteniendo la temperatura óptima. El pH de la reacción se evaluó mediante diferentes 

tampones 50 mM de concentración: citrato de sodio (pH 4–6), fosfato de sodio (pH 6–8.5), 

MES (pH 5.5-7), Tris-HCl (pH 7-9) y borato de sodio (pH 8-11). 

3.9. Determinación de la temperatura de desnaturalización 

La temperatura de fusión (Tm) se midió usando fluorimetría de barrido diferencial en un Rotor 

Gene ™ 6000 (Corbett Life Sciences). Para este propósito, ZgHGPRT/AMPK se diluyó a una 

concentración final de 20 µM y se mezclaron 18 µL con 2 µL de Naranja SYPRO diluida 100x 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Las muestras se calentaron en un rango de 35-95 °C a razón 

de 1 °C/min. La señal fluorescente se midió con filtros de excitación y emisión de 460 y 510 

nm, respectivamente 99. La Tm se aproximó al pico de fusión obtenido de un gráfico que traza 
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la primera derivada negativa de la curva de fusión con respecto a la temperatura (dRFU/dT vs 

T), donde RFU representa unidades de fluorescencia relativas. 

3.10. Determinación de la termoestabilidad 

ZgHPRT/AMPK se almacenó a 4 ºC y -80 ºC en tampón de fosfato de sodio 20 mM, pH 7 

durante 365 días. Periódicamente, se tomaron muestras y se evaluó la actividad enzimática. 

La estabilidad de almacenamiento se definió como la actividad relativa entre la primera y las 

reacciones sucesivas. Además, se estudió la estabilidad térmica incubando 6,5 μg de enzima 

pura en tampón de fosfato de sodio 20 mM, pH 7, durante 240 minutos a diferentes 

temperaturas (40-60 ºC). 

3.11. Influencia de cationes divalentes en la actividad enzimática 

Para determinar el efecto de los cationes divalentes sobre la actividad de ZgHPRT/AMPK, se 

agregaron diferentes sales divalentes (MgSO4, MnSO4, ZnSO4, CoSO4 y CaCl2) a la mezcla 

de reacción a diferentes concentraciones (2-20 mM). La reacción se realizó usando el ensayo 

estándar de actividad en las condiciones óptimas de pH y temperatura previamente 

determinadas. A este respecto, se incubaron 6,5 µg de enzima pura en una solución de 40 µL 

que contenía 2 mM de PRPP, 2 mM de Hyp y 2-20 mM de sales divalentes, en 50 mM de 

tampón fosfato sódico pH 7 a 50 ºC y 300 rpm, 5- 10 minutos. 

3.12. Influencia de disolventes orgánicos sobre la actividad 
enzimática 

Para determinar el efecto de los disolventes orgánicos sobre la actividad enzimática, se 

analizó la actividad de la fosforribosiltransferasa en presencia de diferentes disolventes 

orgánicos próticos (metanol, etanol, isopropanol, glicerol, etilenglicol y propilenglicol) y 

apróticos (acetonitrilo, acetona, cloroformo, N,N-dimetilformamida, dimetilsulfóxido y acetato 

de etilo). Con este fin, se añadieron 6,5 µg de enzima pura a una solución de 40 µL que 

contenía 2 mM de PRPP, 2mM de Hyp, 2,4 mM de MgCl2 en tampón de fosfato de sodio 50 

mM pH 7, en presencia de disolventes orgánicos al 20 %. La mezcla de reacción se incubó a 

50 °C durante 5-10 min (300 rpm). 

3.13. Estudio de la especificidad de sustrato 

Para evaluar el potencial de ZgHGPRT/AMPK como catalizador bifuncional, se analizaron las 

actividades fosforibosiltransferasa y adenilato quinasa. 
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Por un lado, la actividad de fosforibosiltransferasa de ZgHGPRT/AMPK se probó contra 

diferentes nucleobases de purina y pirimidina en diferentes condiciones. A este respecto, se 

usó como tampón, 50 mM de fosfato sódico a pH 7 para las reacciones con hipoxantina, 

adenina, citosina, uracilo o timina, mientras que 50 mM de Tris-HCl pH 8 se usó como tampón 

para las reacciones con guanina y xantina. 

Por otro lado, se analizó la interconversión de nucleótidos de adenina (ATP, ADP y AMP) para 

evaluar la actividad de la adenilato quinasa. Con este fin, se añadieron 13 µg de enzima 

purificada a una solución de 40 µL que contenía 3,2 mM de ATP y 3,2 mM de AMP (o 6,4 mM 

de ADP), 12 mM de MgCl2 en 50 mM de tampón fosfato sódico a pH 7. 

Las mezclas de reacción se incubaron a 50 ºC y 300 rpm durante 10-20 min. 

3.14. Estudio cinético de ZgHGPRT/AMPK 

Se determinaron los parámetros cinéticos en el estado estacionario, KM, kcat y kcat/KM, tanto 

para las actividades fosforribosiltransferasa como fosfotransferasa. El análisis cinético del 

dominio funcional HGPRT se realizó a concentraciones variables de un sustrato (0,5-17,2 mM 

para Hyp y, 0,5-17,2 mM para PRPP), fijando la concentración del otro sustrato a un nivel de 

saturación constante (5 mM), durante 10-15 minutos. Se siguió un enfoque idéntico para el 

análisis cinético de la actividad de fosfotransferasa (0,5-10 mM para AMP y, 0,5-10 mM para 

ATP) usando 3,2 mM como concentración de saturación constante. Los parámetros KM 

aparente, kcat y kcat/KM, se determinaron por regresión no lineal suponiendo un modelo basado 

en la ecuación de la cinética de Michaelis-Menten. La kcat se calculó teniendo en cuenta una 

masa molecular de 43.775,81 Da 95. Los cálculos se llevaron a cabo utilizando GraphPad 

Prism 8 100. 

3.15. Método analítico 

La producción de nucleótidos se midió cuantitativamente usando un HPLC (High Performance 

Liquid Chromatography) con una columna ACE EXCEL (5 µm CN-ES 250 × 4,6 mm) 

equilibrado con acetato de trietilamonio al 100% a una velocidad de flujo de 0,8 ml/min con un 

detector UV λ=254 nm. Los tiempos de retención para los compuestos naturales de referencia 

(abreviados de acuerdo a las recomendaciones de la Comisión de Nomenclatura Bioquímica 

IUPAC-IUB) fueron los siguientes: adenina (Ade), 10,4 min; adenosina-5'-monofosfato (AMP), 

5,5 min; adenosina-5'-difosfato (ADP), 4,4 min; adenosina-5'-trifosfato (ATP), 3,8 min; guanina 

(Gua), 4,8 min; guanosina-5´-monofosfato (GMP), 3,2 min; hipoxantina (Hyp), 4,5 min; inosina-

5´- monofosfato (IMP), 3,0 min; xantina (Xan), 4,4 min; citosina (Cyt), 3,9 min; uracilo (Ura), 

4,1 min; timina (Thy), 7,2 min; timidina-5´-monofosfato (TMP), 4,4 min. 
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4. Resultados y discusión 
4.1. Análisis bioinformático de ZgHGPRT/AMPK 
El análisis bioinformático del gen hgprt/ampk indica que la expresión del mismo daría como 

resultado una proteína de fusión que alberga 387 aminoácidos con un peso molecular de casi 

44 KDa. Este gen de 1.161 pares de bases se encuentra codificado en el genoma de Zobellia 

galactanivorans (NC_015844.1) como una proteína de 368 aminoácidos descrita 

putativamente como HGPRT/AMPK. Para confirmar la existencia de ambos dominios 

catalíticos en una misma proteína se realizó un estudio in silico de la secuencia de 

aminoácidos. De esta forma, se demostró que el dominio funcional PRT se ubica dentro de 

los primeros 197 aminoácidos desde el extremo N-terminal y que el dominio de la superfamilia  

de las AMPKs se localiza a partir del aminoácido 200 101 102 (Figura 5). 

 

Figura 5. Perfil de la probabilidad de una región interdominio en la secuencia de 

ZgHGPRT/AMPK desde el N-terminal al C-terminal. La secuencia en azul muestra la etiqueta 

de histidina, la secuencia en verde, la región de corte de trombina; en rosa, la región traducida 

de corte con NdeI; en gris oscuro la predicción del dominio funcional PRT de tipo I; en gris 

claro la predicción del dominio funcional AMPK. 
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El alineamiento múltiple de secuencia del dominio funcional PRT de la proteína 

ZgHGPRT/AMPK muestra una gran similitud con una 6-oxopurina PRT de tipo I. Este dominio 

catalítico posee 4 regiones altamente conservadas implicadas en la unión de los sustratos a 

la enzima. El loop-PPi, comprendido entre los aminoácidos 41 y 54, facilita la unión del grupo 

pirofosfato del PRPP; el loop-flexible, contenido entre los aminoácido 66 y 90, protege el 

centro activo favoreciendo la catálisis; el loop-PRPP alojado entre los aminoácidos 97 y 108 

que favorece la unión del PRPP a través de los grupos hidroxilo C2-OH y C3-OH de la ribosa; 

y el bolsillo de purina, incluido entre los aminoácidos 150 y 155, que facilita la unión de la base 

nitrogenada (Figura 6) 103. 

 

Figura 6. Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de PRTs específicas de 6-

oxopurinas de Zobellia galactanivorans (ZgHPGRT/AMPK), Leptospira interrogans 

(LiHGXPRT, código PDB 4QRI), Trypanosoma cruzi (TcHPRT, código PDB 1P19), Bacillus 

anthracis (BaHPRT, código PDB 6D9Q), Salmonella typhimurium (StHPRT, código PDB 

1J7J), y Escherichia coli (EcHPRT, código PDB 5KNR). 

En base a la predicción de estructura terciaria, el dominio catalítico HGPRT presenta dos 

dominios estructurales diferentes denominados Hood, que se caracteriza por dos b-láminas 
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unidos por un loop; y CORE que posee 4 β-láminas, flanqueadas por 3 α-hélices. La estructura 

secundaria del CORE se une mediante 4 loops: el loop-PPi situado entre β-2 y α-2; el loop 

flexible ubicado entre β-3 y β-4; y el loop de unión al PRPP localizado entre β-5 y α-3 (Figura 

suplementaria 1). Por tanto, la estructura secundaria del dominio PRT coincide con la descrita 

para otras PRTs 25. 

Con respecto al dominio AMPK, los motivos típicos de las adenosina monofosfato quinasas 

están presentes en la secuencia de aminoácidos ZgHGPRT/AMPK (Figura 7): i) el loop-P 

(también conocido como motivo Walker A) ubicado entre los aminoácidos 8-16, que adopta 

una forma de bucle específica que permite el alojamiento del grupo fosfato del ATP, ii) el 

dominio de unión a AMP (AMPbs) en la posición 31-60, que asegura que el grupo adenina del 

adenilato se distinga selectivamente de otras bases nitrogenadas, y iii) el dominio LID 

posicionado entre los aminoácidos 128-147, que muestra una alta movilidad que permite el 

aislamiento del sitio activo y, por lo tanto, genera un entorno hidrófobo que evita la hidrólisis y 

promueve la actividad de fosfotransferasa 68. Al igual que otras AMPK, la proteína 

ZgHGPRT/AMPK muestra la secuencia GFPR entre los aminoácidos 86-89 que contribuye al 

plegamiento y estabilización de la misma 104. 

 

Figura 7. Alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de AMPK de Zobellia 

galactanivorans (ZgHPGRT/AMPK), Aquifex aeolicus (AaAMPK, código PDB 2RGX), 

Mycobacterium tuberculosis (MtAMPK, código PDB 1P4S), Geobacillus stearothermophilus 
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actuar como parte del dominio Hood. En verde se muestra la estructura terciaria del dominio 

HGPRT de Zobellia galactivorans en cartoon. En azul, se muestra la estructura terciaria del 

dominio AMPK de Zobellia galactivorans en modo cartoon (PyMol). En rojo se muestran dos 

b-lámina próximas al dominio AMPK. En naranja se muestra el loop flexible en posición 

abierta. B) Fluctuación atómica promedio de cada residuo de la cadena A de la proteína 

ZgHGPRT/AMPK, tras 50 ns de simulación. La línea azul indica la flexibilidad media de la 

proteína. El círculo rojo señala los residuos del linker. 

La construcción del modelo de la estructura tridimensional de la proteína se realizó a partir de 

la predicción del plegamiento de la secuencia lineal de aminoácidos con métodos mixtos de 

ab initio y utilizando como molde estructuras resueltas por cristalografía. La consistencia del 

modelo se evaluó mediante el servidor VERIFY3D111 logrando una calificación positiva. 

Además, se mapeó cada uno de los aminoácidos de la proteína en el diagrama de 

Ramachandran (Figura suplementaria 3) obteniendo que el 91,7 % de los aminoácidos 

cumplen con dichas restricciones de manera muy favorable, un 7,6 % de manera favorable, 

un 0,3 % en la región permitida, y solo un 0,3 % de los aminoácidos están en la región 

desfavorecida. Finalmente, se llevó a cabo una dinámica molecular en 4 pasos bajo 

condiciones óptimas de ensayo. Primero, una etapa de minimización de la energía, seguido 

de una etapa de calentamiento a 50 ºC, una etapa de equilibrado y una etapa de producción 

(Figura 9). 

 

Figura 9. Evaluación del transcurso de la MD.  
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Además, esta simulación permitió identificar las posibles interacciones que se establecen 

entre los ligandos y el receptor. En este sentido, la Figura 10A muestra las interacciones del 

centro activo del dominio HGPRT con la hipoxantina y el PRPP; mientras que la Figura 10B 

muestra las interacciones del centro activo del dominio AMPK con el AMP y el ATP. Los 

aminoácidos implicados en estas interacciones coinciden con los descritos para llevar a cabo 

ambas reacciones catalizadas 55 112 113. Por un lado, la reacción en el dominio HGPRT ocurre 

mediante el Asp104 en dos etapas: i) El Asp104, fijado por la Tyr72, se postula como aceptor 

del hidrógeno del N7 de la base púrica, lo que conduce a un ataque nucleofílico del N9 de la 

base al C1 del PRPP; ii) posteriormente, el ácido es desprotonado por el grupo pirofosfato 

que se libera de la reacción de sustitución. El Glu100 y el Asp101, altamente conservados en 

la secuencia, actúan atrayendo electroestáticamente los grupos hidroxilo del C2 y C3 del 

PRPP, así como ayudando a estabilizar el ion ribooxocarbenio cargado positivamente en el 

estado de transición; la Phe153 estabiliza el estado de transición mediante una interacción de 

p-catión; la Arg166 se une al grupo fosfato estabilizando la carga electrostática de este grupo. 

Por otro lado, la reacción en el dominio AMPK transcurre en una sola etapa mediante el ataque 

nucleofílico del oxígeno del grupo fosfato del AMP al fósforo del fosfato γ. Para que la reacción 

tenga lugar es necesario que el grupo trifosfato del ATP se encuentre en línea con el grupo 

fosfato del AMP (conformación in-line), por lo que los residuos del centro activo deben 

proporcionar un entorno con carga positiva. Los aminoácidos que más influyen en este sentido 

son la Arg37 y la Arg146 que neutralizan la carga del fosfato del AMP; por su parte, la Lys14, 

la Arg128 y la Arg134 neutraliza junto con el ión Mg2+ neutralizan las cargas negativas del 

grupo trifosfato del ATP. 

 

Figura 10. A) Centro activo del dominio HGPRT de Zobellia galactanivorans complejado con 

hipoxantina, PRPP y Mg2+. B) Centro activo del dominio AMPK de Zobellia galactanivorans 

complejado con AMP, ATP y Mg2+. Las líneas negras discontinuas indican las interacciones y 

los números reflejan la distancia en ángstrom entre los residuos (mostrado como sticks azules) 
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y los ligandos (mostrado como sticks rosas y el magnesio en spheres verde). Las líneas 

magentas discontinuas indican las interacciones implicadas directamente en la reacción. 

La secuencia de aminoácidos de ZgHGPRT/AMPK comparte una elevada identidad con la 

proteína putativa AMPK de Zobellia uliginosa (NCBI Reference Sequence: WP_076455813.1). 

Además, también muestra una semejanza significativa con otras AMPKs de organismos 

psicófilos como Flavobacteriaceae bacterium (WP_100872335.1), Pricia antarctica 

(WP_091866983.1) y Maribacter antarcticus (WP_084273500.1), mesófilos como Euzebyella 

marina (WP_121850785.1), Maribacter polysiphoniae (WP_109649676.1); e incluso, 

termófilos como Pseudozobellia thermophila (WP_072995071.1) (Tabla suplementaria 2). Por 

lo que, probablemente ZgHGPRT/AMPK sea capaz de operar en un amplio rango de 

temperatura. 

4.2. Transformación y purificación del plásmido 
El análisis de la correcta integración del plásmido pET28b-ZgHGPRT/AMPK en las células E. 

coli BL21(DE3) se llevó a cabo gracias al crecimiento de dichas células en el medio selectivo 

LB sólido suplementado con kanamicina. 

La presencia del gen hgprt/ampk (NCBI Gene ID: 10978410) en el interior de las células se 

determinó mediante el análisis del tamaño molecular del vector. Para ello, tras la extracción y 

purificación del plásmido mediante el kit comercial Quantum Prep® Plasmid Miniprep, se 

realizó una carrera electroforética en gel de agarosa donde se cargó el marcador Lambda 

DNA/HindIII, que proporciona bandas de entre 0,125 Kb y 23 Kb, el plásmido antes de 

transformar y el vector purificado. El análisis del gel mostró 3 bandas en cada carril 

correspondientes con la forma circular, lineal y superenrollado del ADN. La banda de la forma 

lineal apareció próxima a la banda de 6,56 Kb del marcador, compatible con las 6,27 Kb del 

vector clonado, y no se vio ninguna banda próxima a 5,37Kb compatible con el vector vacío, 

por lo que se puede afirmar que el plásmido contiene el gen de interés. Además, se puede 

afirmar una buena integridad y pureza de la muestra ya que se apreciaban bandas sin velos 

y bien definidas. 

Para garantizar la ausencia de proteínas y contaminantes procedentes de los tampones de 

extracción del plásmido, se analizaron los ratios de absorción 260/280 y 260/230 obteniendo 

1,8-2 y 2,0-2,2 respectivamente. La concentración del plásmido purificado fue de 141,3 ng/µL, 

calculado a través de la absorbancia a 260 nm. 
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4.3. Producción y purificación de ZgHGPRT/AMPK 

La proteína de interés se observó en la fracción soluble del extracto tras la sonicación de las 

células y la posterior centrifugación de la suspensión como se demuestra en el gel de la Figura 

12; donde además se aprecia que no existe expresión en cuerpos de inclusión. 

El extracto soluble se purificó por cromatografía de afinidad inmovilizado en metal iónico 

(IMAC) seguido de una cromatografía de exclusión molecular en equipos de cromatografía 

líquida conectados off line. Ambos procesos se monitorizaron a través de la absorbancia a 

280 nm del eluido (Figura 11). En el perfil de la primera cromatografía se observa un fuerte 

aumento de la absorbancia durante la etapa de lavado que se corresponde con la elución de 

las proteínas no unidas a la columna (FT, flow-through), seguido de un ligero aumento de la 

absorbancia que corresponde con la proteína de interés (Figura 11A). En el perfil de la 

cromatografía de exclusión molecular se observan diferentes picos (Figura 11B) que fueron 

analizados por SDS-PAGE, confirmando que la absorbancia a 280 nm de mayor intensidad 

coincide en tamaño molecular con la proteína de interés de 44 KDa ubicado entre las bandas 

de 37 y 50 KDa (Figura 12). 

 

 

Figura 11: Perfil cromatografico A) de afinidad y B) de exclusión molecular por la que se 

purificó ZgHGPRT/AMPK. 

A) 

B) 
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Tras la purificación y concentración de la proteína ZgHGPRT/AMPK, se calculó la cantidad de 

1,33 mg/mL de enzima según los datos espectrofotométricos. Sin embargo dada la ausencia 

de residuos Trp junto con la presencia de 22 His y 15 Tyr, en la Figura suplementaria 4  se 

observa el máximo de absorbancia desplazado desde 280 nm hacia 260-270 nm ya que la 

absortividad máxima de estos residuos se produce a 257 y 274 nm respectivamente114 .  

La eficacia de la purificación se analizó mediante un SDS-PAGE (Figura 12). En el extracto 

soluble se observan múltiples bandas correspondientes a las proteínas intracelulares del 

huésped que no se unen a la columna de afinidad (FT) y un banda de mayor intensidad 

compatible con la proteína ZgHGPRT/AMPK. En el carril 3 se muestran todas las proteínas 

que se expresan como cuerpos de inclusión y otros restos celulares, y se comprueba que la 

proteína de interés no se encuentra. Por último, en el carril 4 se observa una única proteína 

con un peso molecular de 44 KDa que coincide con el peso molecular calculado de la proteína 

de interés. 

 

Figura 12: Gel SDS-PAGE del proceso de purificación. Carril 1:  marcador “Dual Color 

Standards” de BioRad. Carril 2: extracto soluble previo a la purificación. El carril 3: extracto no 

soluble tras el lisado celular. El carril 4: proteína de interés tras el proceso de purificación. 

4.4. Ultracentrifugación analítica 

Los experimentos de velocidad de sedimentación de la proteína ZgHGPRT/AMPK en 

disolución mostraron un grupo de dos especies con un coeficiente de sedimentación 

experimental de 4,51 S (s20,w  = 4,55 S) (97%) y 7,10 S (s20,w  = 7,23 S) (3%) (Figura 13). 

Teniendo en cuenta que el peso molecular calculado a partir de la secuencia de aminoácidos 

es de 43,77 kDa que coincide con la banda de sobreexpresión del gel (Figura 12), se puede 

afirmar que la especie principal encontrada en disolución corresponde a un dímero (Mw = 
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83,33 kDa), compatible con una subunidad monomérica de 41,67 kDa. Por otro lado, la 

especie minoritaria corresponde a un trímero con un peso molecular experimental de 137,58 

KDa compatible con una subunidad monomérica de 45,86 KDa.  

 

Figura 13: Análisis por ultracentrifugación analítica de ZgHGPRT/AMPK. 

Dado que ZgHGPRT/AMPK es la primera proteína de dominio catalítico doble PRT/NMPK, no 

hay ejemplos previos para compararla. Sin embargo, se han descrito diferentes estados 

oligoméricos para las 6-oxopurina PRT de varios organismos, tales como estados diméricos 

de Sulfolobus solfataricus (SsHGXPRT) y de Giardia lamblia (GlGPRT), estados tetraméricos 

de Thermus thermophilus (TtHGXPRT y TtXPRT), Toxoplasma gondii (TgHGPRT) y E. coli 

(EcXGPRT y EcHPRT), y estados hexaméricos de Pyrococcus horikoshii (PfHGXPRT) 25. En 

este sentido, el estado de oligomerización de ZgHGPRT/AMPK encaja con las 6-oxopurina 

PRT diméricas. Por otro lado, las AMPKs generalmente se encuentran en dos estados 

oligoméricos distintos, la clase trimérica comúnmente presente en Archaea y la clase 

monomérica más común en Eubacteriae 115. En algunos casos se han descrito formas 

diméricas coexistentes con el estado monomérico como en la AMPK de Paracoccus 

denitrificans 116. A este respecto, Zobellia galactanivorans pertenece al dominio de las 

Eubacteriae y como tal, la proteína ZgHGPRT/AMPK presenta un estado de oligomerización 

inusual. 

 

Figura 14. Resultado del acoplamiento proteína-proteína del dímero de ZgHGPRT/AMPK. En 

surface blanco se muestra el receptor y en cartoon verde se muestran las mejores poses del 

docking. 
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Para justificar el estado de oligomerización de ZgHGPRT/AMPK se llevó a cabo un estudio de 

acoplamiento molecular entre las dos subunidades. Los resultados bioinformáticos muestran 

un único sitio de dimerización posible a través del dominio HGPRT con una probabilidad 

superior al 90 % (Figura 14). Estos datos están en consonancia con los resultados obtenidos 

experimentalmente. En este sentido, la necesidad de que sea un dímero elongado por el 

dominio quinasa justifica que el dominio HGPRT constituya un dímero mientras que el dominio 

AMPK constituya un monómero. 

4.5. Caracterización bioquímica de ZgHGPRT/AMPK 

4.5.1. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática 

El efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática se muestra en la Figura 15. 

ZgHGPRT/AMPK muestra una alta actividad (> 70 %) en un amplio rango de temperatura (de 

30 a 80 ºC), con un máximo a 50-60 ºC. Sin embargo, por debajo de los 30 ºC se observa un 

efecto significativo de la temperatura en la actividad. 

 

Figura 15: Efecto de la temperatura sobre la actividad de ZgHPGRT/AMPK. 

Estos resultados son bastante sorprendentes ya que los organismos mesófilos como Z. 

galactanivorans sobreviven en entornos de entre 20 ºC-40 ºC. Sin embargo, tal y como se 

demuestra en el alineamiento de secuencia (Tabla suplementaria 2), la proteína 

ZgHGPRT/AMPK comparte una elevada identidad con sus homólogas en organismos 

psicrófilos, mesófilos y termófilos lo que justifica su elevada actividad en un amplio rango de 

temperaturas. 
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4.5.2. Efecto del pH sobre la actividad enzimática 

Los resultados de la Figura 16 muestran el efecto del pH sobre la actividad enzimática de 

ZgHPGRT/AMPK. El perfil de pH pone de manifiesto una alta actividad en un rango de pH 

estrecho (pH 6-7), con un pico máximo cuando se incuba en 50 mM de tampón fosfato sódico 

a pH 7. Estos resultados están en concordancia con otras HGPRT como la de Plasmodium 

falciparum 117. 

 

Figura 16: Efecto del pH sobre la actividad de la enzima ZgHGPRT/AMPK en la síntesis de 

IMP a partir de hipoxantina y PRPP. (●) 50 mM de citrato sódico (pH 4-6), (○) 50 mM de MES 

(pH 5.5-7), (■) 50 mM de fosfato sódico (pH 6-8.5), (△) 50 mM de Tris-HCl (pH 7-9), (▲) 50 

mM de borato sódico (pH 8-11). 

Por otro lado, los datos experimentales sugieren una fuerte dependencia de la naturaleza de 

la solución tampón con variaciones de hasta un 50 % sobre la actividad de ZgHGPRT/AMPK. 

Este efecto ya se ha descrito para otras proteínas de Z. galactanivorans como la manonato 

oxidorreductasa con variaciones de hasta el 40 % 118. 

4.5.3. Efecto de cationes divalentes sobre la actividad enzimática 

Una vez que se establecieron las condiciones óptimas de pH (7) y temperatura (50 ºC), se 

analizó el efecto de los cationes divalentes sobre la actividad enzimática (Figura 17). Como 

se describe para las enzimas HGPRT, la presencia de dos iones metálicos divalentes en el 

sitio activo de estas enzimas es crucial para la reacción catalítica. De hecho, están asociados 

tanto con el PPi de PRPP como con los residuos del sitio activo (directamente o mediante 
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moléculas de agua). Uno de estos cationes también interacciona con la base de purina a 

través de una molécula de agua, colocando el sustrato de purina para la catálisis 119. 

 

Figura 17. Influencia de sales de cationes divalentes sobre la actividad de ZgHPGRT/AMPK. 

(●) MgSO4, (○) CoSO4, (△) MnSO4, (▲) ZnSO4 and ( ) CaCl2. 

Como se esperaba, la presencia de cationes divalentes es esencial para la actividad de la 

enzima. En este sentido, la concentración óptima de cationes se estableció en un rango de 2-

3 mM, obteniendo los mejores valores de actividad con Mg2+ 2 mM. Dado que también se 

observaron altos valores de actividad al usar Mn2+, podría emplearse como un sustituto 

efectivo de Mg2+, como también se describe para otras HGPRT como las de E. coli, Salmonella 

typhimurium 120, Artemia sp.121 y levaduras 122. Al igual que en Artemia sp 121 y en levaduras 
122, el catión Zn2+ también puede producir la actividad fosfotransferasa en ZgHGPRT/AMPK, 

aunque en menor medida que el catión Mg2+. Como se muestra en la Figura 17, también se 

obtuvieron altos valores de actividad con Co2+, como ocurre también con la HGPRT de la 

levadura reportada por Ali et al. 122 Finalmente, se obtuvieron valores significativamente bajos 

de actividad cuando se usó Ca2+, lo cual parece indicar que no se puede reemplazar por el 

Mg2+ como se observó para la HGPRT de Plasmodium falciparum123. Este hallazgo también 

sugiere que el Ca2+ podría actuar como un inhibidor, como se describe para APRT de Artemia 

sp 121. 

4.5.4. Efecto de disolventes orgánicos sobre la actividad enzimática 

Para investigar el efecto de los disolventes orgánicos en la actividad enzimática, se analizó la 

actividad fosforribosiltransferasa en presencia de disolventes polares próticos al 20 % (v/v) 
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(metanol, etanol, isopropanol, glicerol, etilenglicol y propilenglicol) y disolventes apróticos 

(acetonitrilo, acetona, cloroformo, N,N-dimetilformamida, dimetilsulfóxido y acetato de etilo). 

Como se muestra en la Figura 18, hay una pérdida insignificante de actividad (menos del 5%) 

en presencia de glicerol, etilenglicol, cloroformo y acetato de etilo. Se observó una pérdida 

moderada de actividad (menos del 40 %) en presencia de acetonitrilo, dimetilsulfóxido, 

metanol, etanol y propilenglicol. Finalmente, se observa una pérdida significativa de actividad 

cuando se agrega acetona, N,N-dimetilformamida o isopropanol a la mezcla de reacción. 

 

Figura 18. Efecto decodisolventes orgánicos (20 % v/v) en la actividad de ZgHPGRT/AMPK. 

A) Disolventes polares apróticos. B) Alcoholes y polioles. DMSO = dimetilsulfóxido, DMF = 

N,N-dimetilformamida. 

El análisis de la gráfica anterior demuestra una correlación entre la hidrofobicidad y la actividad 

(Figura 18A) al usar disolventes apróticos. A este respecto, los valores de actividad más altos 

se muestran en presencia de disolventes hidrófobos (log P > 0) al 20 %, como acetato de etilo 

(100 % de actividad relativa, log P = 0,73) o cloroformo (disolvente no miscible, 96 % de 

actividad relativa, log P = 1,83), mientras que se observa una disminución significativa de la 

actividad para disolventes hidrofílicos (valor de log P < 0), como acetona (51 % de actividad 

relativa, log P = -0,21), acetonitrilo (62 % de actividad relativa , log P = -0,3), DMF (53 % de 

actividad relativa, log P = -1,0), DMSO (63 % de actividad relativa, log P = -1,3). Además, 

también se observa un aumento de la actividad enzimática cuando la constante dieléctrica (e) 

disminuye, mostrando los valores de actividad más altos para acetato de etilo (e = 6,0) y 

cloroformo (e = 4,8), y los valores más bajos para DMF (e = 38) y acetona (e = 21). 

El aumento de la actividad enzimática en presencia de disolventes próticos al 20 % 

(monoalcoholes y polioles, Figura 18B) parece estar relacionado con el aumento de la 

constante dieléctrica (e), en el siguiente orden: glicerol (e = 47) > etilenglicol (e = 37) > 
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propilenglicol (e = 32) » metanol (e = 32,7) > etanol (e = 25) > isopropanol (e = 20) (Figura 

18B). Sin embargo, se obtuvieron actividades relativas más altas para los polioles (100-85 %), 

en lugar de las obtenidas para los monoalcoholes (72-49 %), lo que indica que el tamaño y/o 

la conformación de los polioles también influyen en la actividad enzimática. 

4.5.5.  Estabilidad térmica 

La proteína ZgHGPRT/AMPK no perdió actividad cuando se almacenó a 4 ºC en 20 mM de 

tampón fosfato sodico, pH 7 durante 365 días. Sin embargo, se observó una pérdida 

significativa de actividad (» 30%) cuando se almacenó a -80 ºC. Además, el efecto de la 

temperatura sobre la estabilidad de la enzima se evaluó incubando la enzima 

ZgHGPRT/AMPK durante 4 horas en 20 mM de fosfato sódico a pH 7, en el rango de 

temperatura 40-60 ºC (Figura 19A). Como se esperaba para una enzima mesófila, 

ZgHGPRT/AMPK sufrió una elevada pérdida de actividad cuando se incubó a 50 ºC y 60 ºC 

en un breve período de tiempo (actividad relativa < 70 % para períodos de incubación de más 

de 10 min). En contraste, la proteína ZgHGPRT/AMPK mostró una alta actividad relativa 

(alrededor del 80%) cuando se almacenó a 40 ºC durante 240 min. 

Estos resultados concuerdan con las curvas de desnaturalización térmica, lo que permitió 

estimar una temperatura de fusión moderada (Tm) de 45,25 ºC (Figura 19B). Como se muestra 

en la literatura, el estado de oligomerización de las enzimas PRT específicas de 6-oxopurinas 

puede contribuir a la estabilidad general de la proteína y, además, los estados de alta 

agregación favorecen el aumento de la estabilidad térmica en este tipo de enzimas 25. Por 

tanto, considerando la naturaleza dimérica de ZgHGPRT/AMPK, no se esperaba una alta 

estabilidad térmica en este caso. 

 

Figura 19. A) Inactivación térmica de ZgHPGRT/AMPK a ( ) 40 ºC, (○) 50 ºC y (●) 60 ºC. B) 

Temperatura de fusion de ZgHPGRT/AMPK. 
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4.5.6. Especificidad de sustrato 

La Tabla 2 resume las actividades específicas de ZgHGPRT/AMPK para las reacciones 

fosforribosiltransferasa y adenilato quinasa. Estos datos, en concordancia con el análisis in 

silico previo, indican que la enzima ZgHGPRT/AMPK puede realizar la reacción 

fosforribosiltransferasa sobre bases 6-oxopurinicas (Hyp y Gua), mientras que ni las bases 6-

aminopurinicas ni las pirimidinicas pueden emplearse como sustratos para ZgHGPRT/AMPK. 

Además, no se observó reacción de transferasa cuando se usó xantina como aceptor. Estos 

resultados están de acuerdo con la bibliografía descrita para las PRT que son específicas de 

purina ya que, en la ruta de salvamento de estas bases, los organismos generalmente poseen 

diferentes PRT en función de la especificidad de sustrato, uno específico para adenina y uno 

o más responsables del rescate de bases 6-oxopurinicas 25. 

Tabla 2. Estudio de la especificidad de sustrato de ZgHGPRT/AMPK empleando diferentes 

nucleótidos y nucleobases como sustratos. n.d. no se detecta. 

Donador Aceptor Producto 1 Actividad 
específica 

(U/mg) 

Producto 
2 

Actividad 
específica 

(U/mg) 

Actividad 
PRTasa  

     

PRPP Ade 

Cyt 

Gua 

Hyp 

Ura 

Thy 

Xan 

AMP 

CMP 

GMP 

IMP 

UMP 

TMP 

XMP 

n.d. 

n.d. 

0,47 ± 0,03 

0,53 ± 0,05 

n.d. 

n.d. 

n.d. 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Actividad 
quinasa 

     

ADP ADP AMP 0,03 ± 0,004 ATP 0,03 ± 0,004 

ATP AMP ADP 0,09 ± 0,01 - - 

Para explicar estos resultados, se analizaron las posibles interacciones de la base en el centro 

activo 25 103. Como se muestra en la Figura 20, la unión de la hipoxantina se estabiliza mediante 
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una red de enlaces de hidrógeno entre Asp 104, Lys 132 e Ile 154, y N1, O6 exocíclico y N7 

del anillo de purina. Debido a la ausencia de residuos adecuados para el reconocimiento del 

NH2 exocíclico, las 6-aminopurinas no se acomodan adecuadamente en el sitio de unión e 

impide la catálisis. 

Además, ZgHGPRT/AMPK también catalizó la reacción de fosfotransferencia entre 

nucleótidos de adenina. Como se muestra en la Tabla 2, ZgHGPRT/AMPK es más activa 

(hasta 3 veces) cuando se transfiere el grupo g-fosfato desde el ATP hasta el a-fosfato del 

AMP, que en la reacción inversa. En este sentido, el equilibrio de la reacción parece estar 

desplazado hacia la síntesis de ADP. Además, la relación de actividad PRTasa/quinasa es de 

alrededor de 5-6/1, lo que indica una fuerte preferencia por Hyp y PRPP en lugar de 

nucleótidos de adenina como sustratos. Estos resultados pueden sugerir que 

ZgHGPRT/AMPK juega un papel clave en la ruta de salvamento, mientras que no es esencial 

para mantener la homeostasis celular de los nucleótidos de adenina. La presencia de otras 

enzimas putativas, que estarían involucradas en el metabolismo de los nucleótidos de 

adenina, en el genoma de Zobellia galactanivorans, como una APRT (GenBank: 

CAZ96936.1), una ribonucleótido reductasa (GenBank: CAZ95963.1), una nucleósido 

difosfato quinasa (GenBank: CAZ97836.1) y adenilato ciclasa (GenBank: CAZ95571.1) 

refuerzan esta hipótesis. 

 

Figura 20. Análisis de las interacciones del centro activo con la base nitrogenada tras 30 ns 

de simulación in silico. Los enlaces de hidrógeno formados entre los residuos de la proteína 

ZgHGPRT/AMPK y la hipoxantina se muestran con líneas discontinuas negras. 

4.5.7. Análisis cinético  

Se realizaron estudios cinéticos mediante la aproximación del estado estacionario a 

concentraciones variables de Hyp o PRPP para determinar los parámetros cinéticos (KM, kcat 

y kcat/KM). Los resultados se resumen en la Tabla 3. En este sentido, ZgHGPRT/AMPK 
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muestra un valor de KM más bajo para la Hyp que para el PRPP, lo que concuerda con los 

datos cinéticos descritos para otras PRT de tipo I 40 103 124. Además, se observa un valor de kcat 

más bajo para Hyp, que se relaciona con la inhibición aparente por sustrato a una alta 

concentración de Hyp (Tabla 3). 

Tabla 3. Parámetros cinéticos con la aproximación del estado estacionario para la síntesis de 

IMP y ADP catalizada por ZgHGPRT/AMPK. 

Parámetros 
Valores con sustratos variables 

Hyp PRPP ATP AMP 

KM (mM) 1,01 ± 0,05 6,77 ± 0,41 0,77 ± 0,04 8,02 ± 0,40 

kcat (s-1) 1,11 ± 0,06 2,82 ± 0,21 0,07 ± 0,003 0,16 ± 0,008 

kcat/KM 1,10 0,42 0,10 0,02 

Ki (mM) 11,12 ± 1,02 - - - 

En cuanto a la síntesis de ADP, la KM para AMP es 10 veces mayor que la KM para ATP. Esta 

diferencia significativa en la afinidad entre AMP y ATP se debe probablemente a una unión 

más inestable del AMP al sitio de unión del nucleósido monofosfato, mientras que la unión de 

ATP al dominio LID parece estar favorecida 125. Además, los números de recambio cumplen 

con la forma de liberación de los productos, donde la escisión del ADP proveniente del AMP 

ocurre a través del sitio de unión del AMP, y la liberación del ADP procedente del ATP ocurre 

a través del dominio CORE 125. Finalmente, la diferencia en la eficiencia catalítica entre AMP 

y ATP se ajusta al modelo descrito por Ådén et al. 126 donde el AMP puede unirse al LID con 

una afinidad muy baja generando un complejo improductivo 125 127. 
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5. Conclusiones 

Las principales conclusiones del trabajo son las siguientes: 

1. Se describe por primera vez la estructura y la actividad bifuncional HGPRT y AMPK 

en una única proteína. 

2. Los resultados experimentales revelaron que ZgHGPRT/AMPK: 

a. Presenta un estado de oligomerización complejo: con una región dimérica en el 

dominio HGPRT y una monomérica en el dominio AMPK. 

b. Es activo en el rango de pH 6-7 y en el intervalo de temperaturas 30-80 ºC; y 

muestra una actividad máxima a pH 7 y 50 ºC. 

c. La enzima mantiene una actividad superior al 80 % tras la incubación a 40 ºC 
durante más de 200 minutos. Sin embargo, la estabilidad de la misma se ve 

comprometida tras la incubación a 50 ºC durante más de 50 minutos. 

d. El efecto de los cationes divalentes muestra una clara preferencia por el Mg2+ y 

una inhibición a altas concentraciones de sal. 

e. Mantiene más de un 80 % de actividad en presencia de disolventes orgánicos 

como el cloroformo, el acetato de etilo, el glicerol, el etilenglicol y el propilenglicol. 

f. Los estudios de especificidad de sustrato revelan que puede actuar como 
fosforribosiltransferasa o adenilato quinasa dependiendo de la naturaleza de 

los sustratos. 

g. La cinética enzimática demuestra una mayor actividad catalítica para el 
dominio HGPRT que AMPK, así como una inhibición por hipoxantina. 

Por tanto, el presente trabajo demuestra que ZgHGPRT/AMPK es un catalizador apto para la 

síntesis de nucleósidos mon-, di-, y trifosfato. Asimismo, puede servir como referencia de 

ligación natural de dominios catalíticos para la fusión de enzimas in vitro.  
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Figura suplementaria 3. Diagrama de Ramachandran aplicado al modelo de 

ZgHGPRT/AMPK. Los triángulos (▲) representan glicinas. 
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Figura suplementaria 4. Gráfica de la absorbancia de la muestra ZgHGPRT/AMPK en el 

NanoDrop® con el programa ProteinA280. 
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Tabla suplementaria 1: Estructura de los nucleótidos. 

Nucleótido 

 

R1: Base púrica o pirimidínica 

 

R2: -OHàβ-D-ribosfuranosa 

       -Hà2′-deoxi-β-D-ribofuranosa 

 

n = 0: nucleósido 5’-monofosfato 

       1: nucleósido 5’-difosfato 

       2: nucleósido 5’-trifosfato 

Bases púricas Bases pirimidínicas 

    

Adenina (Ade) Guanina (Gua) Citosina (Cyt) Timina (Thd) 

 
 

 

Hipoxantina (Hyp) Xantina (Xan) Uracilo (Ura) 
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Tabla suplementaria 2: Resumen del resultado del alineamiento de la secuencia de 

aminoácidos de ZgHGPRT/AMPK con una base de datos no redundante. 

Tipo de 
organismo Nombre 

Identidad 
de 

secuencia 
Cobertura E-

Value 

Psicrófilos 

(< 20 ºC) 

Flavobacteriaceae bacterium  89,40 %  100 % 0,0 

Pricia antarctica  86,41 % 100 % 0,0 

Maribacter antarcticus  85,87 %  100 % 0,0 

Mesófilos 

(20 ºC-40 ºC) 

Euzebyella marina  87,23 %  100 % 0,0 

Maribacter polysiphoniae  83,70 %  100 % 0,0 

Zobellia uliginosa  99,46 %  100 % 0,0 

Termófilos 

(> 40 ºC) 
Pseudozobellia thermophila 87,50 % 100 % 0,0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




