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La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima vital que juega un papel crucial en
la producciéon de NADPH, que es fundamental en la supervivencia de glébulos rojos (RBC) pues
Aceptado: los protege de dafio oxidativo y previene su hemolisis. Por lo que la deficiencia de G6PD es una
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anemia hemolitica. Se han reconocido hasta 230 variantes de G6PD; sin embargo, no todas han
sido caracterizadas. En este trabajo, informamos la caracterizaciéon de tres variantes
patogénicas de G6PD (Tomah, Kangman y Madrid), clase A con actividad catalitica en
eritrocitos menor al 10%, que inducen manifestaciones clinicas graves en los pacientes, por lo
que es importante realizar la caracterizaciéon de las variantes y entender el fenotipo. La
mutacion esta en el mismo codén y cambia la Gly385. Las variantes se clonaron, expresaron,
purificaron, y caracterizaron bioquimicamente y mediante estudios in silico. Se encontré que
las tres variantes tienen menor afinidad por G6P y NADP+, y menor estabilidad térmica. Las
simulaciones de dindmica molecular mostraron que las variantes muestran alteraciones
particularmente en el sitio de unién de NADP+ estructural.

ABSTRACT

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is a vital enzyme that plays a crucial role in the
production of NADPH. It is essential for the survival of red blood cells (RBC) by protecting them
from oxidative damage and preventing hemolysis. Therefore, G6PD deficiency is a disease that
affects RBC function. This deficiency induces neonatal jaundice and hemolytic anemia. Up to
230 G6PD variants have been identified; however, not all have been characterized. In this
work, we report the characterization of three pathogenic G6PD variants (Tomah, Kangman,
and Madrid), class A, with catalytic activity in erythrocytes less than 10%, which induce severe
clinical manifestations in patients. Therefore, it is important to characterize these variants and
understand their phenotype. The mutation is located at the same codon and alters Gly385. The
variants were cloned, expressed, purified, and biochemically characterized, and
complemented with in silico studies. All three variants were found to have lower affinity for
G6P and NADP+, and lower thermal stability. Molecular dynamics simulations showed that the
variants exhibit alterations particularly in the structural NADP+ binding site.
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Introduccion

La G6PD (EC 1.1.1.49) es una enzima citos6lica presente
en todas las formas de vida, desde procariotas hasta
animales. En humanos, el gen de G6PD se encuentra cerca
de laregion telomérica del brazo distal del cromosoma X,
el producto del gen G6PD es una proteina de 59 kDa con
515 aminoacidos (Goémez-Manzo et al,, 2016).

La G6PD es la primera enzima de la via de las pentosa-
fosfato (PPP, siglas por su nombre en inglés), una via
metabdlica altamente conservada, responsable de la
produccién de precursores de nucle6tidos y NADPH. En
la primera reaccion de la fase oxidativa de la PPP, la GGPD
cataliza la conversidon de glucosa-6-fosfato (G6P) a 6-
fosfogluconolactona con la producciéon de una molécula
de NADPH (Gémez-Manzo et al., 2014). La funcién de la
G6PD es vital en los eritrocitos, debido a que no poseen
mitocondrias, la PPP es la Uinica via para generar formas
reducidas de NADPH. Por lo tanto, la actividad de la G6PD
es crucial en la protecciéon de los eritrocitos (Gémez-
Manzo et al., 2016; Alatorre-Salas et al., 2017), donde el
NADPH desempefia un papel importante en la
homeostasis redox, que participa en la reduccién del
glutatién, cuya funcién es la proteccidn contra especies
reactivas de oxigeno, evitando la hemolisis de los
eritrocitos (Howes et al,, 2013; Garcia-Magallanes et al,,
2014; Boonyuen et al., 2017).

La deficiencia de G6PD, es la enzimopatia congénita mas
recurrente a nivel mundial, afecta cerca de 500 millones
de personas (7.5% de la poblacién mundial). La gravedad
de la deficiencia de G6PD varia entre la poblacidn, y la
forma mas grave se presenta en las poblaciones
mediterraneas y la mas leve en las poblaciones africanas
(Bastidas Pacheco et al, 2015). Esta enzimopatia puede
ser asintomadtica (variante G6PD clase C), o generar
sintomas clinicos graves como anemia hemolitica crénica
(variante G6PD clase A), ictericia neonatal y anemia
hemolitica aguda generada por algunos farmacos, habas
o infeccién (variante G6PD clase B) (Luzzatto et al,
2020).

Se han descrito un total de 230 mutaciones en el gen
G6PD, localizadas principalmente en las regiones
codificantes, que generan variantes de G6PD con
actividad catalitica disminuida y con baja estabilidad, lo
que desencadena una lesién oxidativa en los glébulos
rojos y una variedad de sintomas clinicos (Cortés-
Morales et al., 2018; Howes et al., 2013). La mayoria de
las variantes de G6PD reportadas se deben a mutaciones
puntuales que causan la sustitucion de un solo
aminoacido; sin embargo, también se han reportado
mutantes dobles y triples, pero con menor frecuencia
(Ramirez-Nava et al,, 2017).

Ademas, se han reportado diversas mutaciones en el
mismo codoén, donde el aminoacido nativo cambia por
diferentes aminoacidos, lo que produce diferentes
variantes de G6PD. En este sentido, se han reportado tres
mutaciones en el codén 385, localizado en el exén 10.
Estas mutaciones dan lugar a las variantes de G6PD clase
A, G6PD Tomah (C385R), G6PD Kangnam (C385G) y
G6PD Madrid (C385W) (Figura 1). Todas estas variantes
estan relacionadas con manifestaciones clinicas como
anemia hemolitica crénica. Ademdas, es esencial
mencionar que estas mutaciones se encuentran lejanas
tanto del sitio activo; sin embargo, estan cerca del sitio
del NADP+ estructural.

G6PD Tomah
G6PD Kangman

Moné A G6PD Madrid
onémero +
= Cys385 NADE

estructural

G6P

NADP*
catalitico

NADP*

Cys385
ey \ estructural

Monémero B

Figura 1. Estructura del dimero de la enzima G6PD humana
silvestre (PDB: 2BHL y 2BH9). Se indica la localizacién de las
mutaciones de Clase A, G6PD Tomah, G6PD Kangman y G6PD
Madrid, ubicadas en el aminoacido Cys385 (esferas negras).
Ademads, se muestra la estructura de nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP+) estructural y NADP+ catalitico en
color morado y la glucosa-6-fosfato (celeste). Los mondmeros
se muestran de color dorado y verde.

Con base en lo anterior, en este trabajo, reportamos por
primera vez la clonacion, purificacién, y caracterizacion
funcional y estructural de tres variantes clinicas de G6PD
registradas en el mismo codén (385), G6PD Tomah
(C385R), G6PD Kangnam (C385G) y G6PD Madrid
(C385W). Ademas, con base en Ila estructura
tridimensional (3D) de la proteina G6PD y utilizando
métodos in silico encontramos informacién estructural
sobre los efectos de las variantes de G6PD, identificamos
modificaciones en la estructura proteica, lo que ayudé a
comprender los sintomas clinicos de estas mutaciones y
explicar los mecanismos moleculares observados en
pacientes con deficiencia de G6PD.
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Metodologia
Construccion de las variantes G6PD

Para obtener las variantes de G6PD Tomah (C385R),
Kangnam (C385G) y Madrid (C385W), se disefiaron los
oligonucleétidos mutagénicos sentido (forward) y anti-
sentido (reverse), a partir de la secuencia del gen G6PD
humano depositado en la base de datos Gen Bank (acceso
NM 001042351.2). Se realizé la técnica de mutagénesis
dirigida a partir del vector de clonacién pET3a- G6PD. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé de
acuerdo con lo previamente reportado (Gémez-Manzo et
al,, 2014: Gémez-Manzo et al.,, 2015: Gomez-Manzo et al.,
2016b; Ramirez-Nava et al., 2017; Cortés-Morales et al.,
2018; Martinez-Rosas et al., 2020; Alcantara-Ortigoza et
al,, 2022). Los productos de PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% y tinciéon con
GelRed. Posteriormente, los productos de PCR se
digirieron con la enzima Dpnl durante 2 h a 37 °C. El
producto de digestion se utilizd para transformar células
competentes de E. coli TOP-10, las cuales fueron
seleccionadas en una placa de agar de Luria Bertani (LB)
con 200 pg/pL de carbenicilina (CB-200). El DNA
plasmidico se purific6 y se verific6 mediante
secuenciacion para confirmar los mutantes de G6PD
deseados (pETgC385R, pETgC385G y pETgC385W). Los
plasmidos verificados se utilizaron para transformar
células competentes de E. coli BL21(DE3)Azwf::kanr.

Purificacion de las variantes de G6PD

Se realizaron cultivos de las variantes de G6PD Tomabh,
Kangnam, y Madrid en medio LB con ampicilina 100
pg/mL. Los cultivos se incubaron a 37 °C y agitacion (180
rpm), hasta que los cultivos alcanzaron una densidad
optica de 1.0. Posteriormente se indujo la expresién de
las variantes con 0.3 mM de IPTG, y se incubaron a 25 °C
por 18 h. Las células se colectaron por centrifugacion a
4,000 rpm durante 10 min. Posteriormente, las células se
suspendieron en amortiguador de lisis (KzHPO4 50 mM y
NaCl 50 mM, pH 7.35y 0.1% B-mercaptoetanol, fluoruro
de fenil-metil-sulfonil 0.5 mM disuelto en 1% de dimetil
sulféxido. La lisis se realizé con 10 ciclos de sonicacidn,
de 45 s cada uno con un descanso de 1.45 min. El lisado
celular se centrifugé a 12,000 rpm durante 30 min, para
obtener el extracto crudo (sobrenadante). Finalmente, se
determiné la actividad enzimatica de cada extracto crudo
con la mezcla de reaccién estandar (Tris-HCl 100 mM,
NADP+ 1 mM, G6P 1 mM y MgCl, 3 mM a pH 8.0).

Para la purificacion, primero el extracto crudo se cargé
en la columna de intercambio Q-Topoyearl, previamente
equilibrada con solucién amortiguadora de equilibrio
(K2HPO4 50 Mm, pH 7.35). Las proteinas retenidas en la
columna se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl 1 M.
Posteriormente, se midio la actividad de G6PD con la
mezcla de reaccién estdndar y se identificaron las
fracciones con mayor actividad enzimatica. Estas
fracciones se concentraron y se cargaron en la columna
de afinidad 2’5’ ADP Sepharosa 4B, previamente
equilibrada con el amortiguador de equilibrio. La
columna se lav hasta que la absorbancia a 280 nm fue
de cero. La proteina fue eluida con 100 uM de NADP+
contenido en la misma solucién amortiguador de
equilibrio. Finalmente, las fracciones que presentaron
actividad enzimatica se cargaron en la columna de
intercambio anidénico Q-Sepharosa 4B, las proteinas
fueron eluidas con un gradiente lineal de 0 a 0.35 M de
NaCl. Para confirmar la pureza de las tres variantes se
realizaron geles SDS-PAGE al 12%, y se utilizé como
referencia el marcador de peso molecular Kaleidoscope
(Bio-Rad). Los geles se tifieron con azul de Coomassie
coloidal.

Determinacion de parametros cinéticos en estado
estacionario

Se determinaron los parametros cinéticos de las
variantes de G6PD Tomah, Kangnam y Madrid mediante
ensayos de espectrofotometria por lo que se midi6 la
reduccion de NADP+ a una longitud de onda de 340 nm a
25 °C. Para la obtencion de los parametros cinéticos, se
mantuvo saturante uno de los sustratos (NADP+ o G6P)
en solucion amortiguadora de Tris-HCL 100 mM,
mientras que el segundo sustrato se varié en un rango de
concentraciones de 2.5 a 200 pM. La reaccidén se inici6
con 800 ng de proteina total.

A partir de los datos de velocidad inicial se logré
determinar los parametros cinéticos (Km y kcat) mediante
un ajuste no lineal de la ecuacién de Michaelis-Menten.

Evaluacion de la estabilidad en las variantes de G6PD

Para los ensayos de estabilidad térmica, la concentracién
de las proteinas de G6PD se ajusté a 0.2 mg/mL y se
incubaron durante 20 min en un rango de temperaturas
entre 37 y 60 °C. La actividad residual de G6PD se
determiné con mezcla de reaccién estandar. Se fijo como
el 100% de la actividad de las enzimas incubadas a 37 °C.
Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Generacion de las variantes in silico

Se construyeron las variantes de G6PD Tomah, Kangnam,
y Madrid, con los archivos depositados en el Protein Data
Bank (PDB) con los siguientes codigos: 1QK1, 2BHL y
2BH9. Para generar las mutaciones in silico se utilizo el
programa Pymol.

Estudios de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dindmica molecular
mejorada (MDS, por sus siglas en inglés) para las tres
variantes de G6PD acopladas con los sustratos G6P y
NADP+ en pmemd.cuda (Bernhofer et al., 2021), dentro
del paquete Amber20  (https://ambermd.org/)
(Alakbaree et al, 2022). Para modelar moléculas
organicas de proteina y sustrato se aplicaron los
conjuntos de parametros GAFF y Amberff14SB (Pejaver
et al.,, 2020; Mahlich et al., 2018). Se aplic6 el modelo
explicito de agua TIP3P para simular aproximadamente
112,780 disolventes. Las dimensiones de la caja de agua
ortorrémbica fueron de 155 x 155 x 155 A para todos los
sistemas a un pH de 6.8 con NaCl 0.15 M.

El protocolo MDS incluy6 una rutina de minimizacion de
5,000 pasos bajo el algoritmo de minimizacién
descendente mas pronunciado, con una minimizacién
subsiguiente bajo el algoritmo de gradiente conjugado
para 50,000 pasos. Se realiz6 una segunda etapa de
simulacion bajo el protocolo de recocido simulado y el
conjunto NvT. Todos los sistemas se calentaron con un
esquema de interpolacién lineal durante 0.3 ns a 10 K,
seguido de 1 ns a 100 K, 1 ns a 300 Ky 0.3 ns a 400 K.
Finalmente, los sistemas se enfriaron a 303 K durante 2
ns. Para el pre-equilibrio, todos los sistemas se simularon
bajo el conjunto NpT durante 50 ns y se equilibraron
durante 100 ns adicionales de MDS convencionales a una
presiéon constante de 1 atm, bajo el control de un
barostato de Monte Carlo. La temperatura de los sistemas
se controld con un acoplamiento de bafio externo a 303
K.

Simulaciones metadinamicas

Para evaluar el perfil de energia libre de la disociacion del
dimero, se aplicaron métodos de muestreo mejorados
bajo la técnica de metadindmica (Hamza, 2020), dado
que el proceso de dimerizacién espontdnea es inaccesible
para MDS imparciales debido a limitaciones de escala
temporal. Este método mejora el muestreo utilizando
variables colectivas (CV), como la rotacion diedral, la
perturbacién del angulo o RMSD y el estiramiento basado
en la distancia (Hamza, 2020).

Las simulaciones se realizaron con Desmond (v.2022-1)
y las variables colectivas se basaron en la distancia entre
los centros de masa de cada mondomero de G6PD,
aproximadamente 34 A, y el estiramiento a lo largo del
eje x. La evaluacién proporcioné informacién sobre el
efecto de cada mutacidn en la estabilizacién del dimero y
fue fundamental para nuestro estudio.

Resultados y discusion

Construccion y expresion de variantes
recombinantes de G6PD

Las mutaciones en el gen G6PD se confirmaron mediante
secuenciacion de DNA en los plasmidos generados. Para
la variante de G6PD Tomah se observé el cambio del
nucledtido (nt) 1153 timina por citosina (T—C) (Figura
2A). En el electroferograma de la mutante G6PD
Kangnam, se observé el cambio del nt 1153 timina por
guanina (T—G) (Figura 2B). Para la mutante G6PD
Madrid, el nt 1154 guanina se sustituy6 por timina
(G—>T) (Figura 2C). Por lo tanto, se confirmaron las
mutaciones deseadas en cada una de las variantes
obtenidas.

Purificacion de variantes recombinantes de G6PD

Para observar el efecto de las mutaciones sobre la
funcién y estructura tridimensional sobre la enzima
G6PD, se purificaron las enzimas recombinantes de G6PD
(silvestre y variantes) por el método de cromatografia de
afinidad e intercambio anidnico. Se purificaron a partir
de 2 L de medio de cultivo LB con la mejor condicién de
sobreexpresion de proteina soluble. Se observé que se
obtuvieron concentraciones de proteina mas bajas a
partir de 2 L de cultivo para cada variante en
comparaciéon con WT-G6PD (4.8 mg/mL). La variante con
la concentracién de proteina mas alta fue G6PD Tomah
(0.8 mg/mL), seguida de la variante Madrid (0.57
mg/mL) y la variante Kangnam (0.23 mg/mL). Es
importante destacar que, si bien las tres variantes
purificadas en este estudio se presentaron en la misma
posicidn estructural (residuo de aminoacido 385), se
obtuvieron diferentes concentraciones de proteina total
para cada una de ellas. Uno de los factores involucrados
en esta baja expresion de proteina fue probablemente las
propiedades fisicoquimicas de los residuos involucrados
en cada una de las variantes (Arg, Gly y Trp), que tienen
propiedades fisicoquimicas diferentes a la Cys en WT-
G6PD. Estos resultados concuerdan con la purificaciéon de
otras variantes, en el que las concentraciones de
proteinas recombinantes fueron inferiores a las de la
enzima WT-G6PD (Gémez-Manzo et al., 2014: Gomez-
Manzo et al., 2015: Gémez-Manzo et al., 2016b; Ramirez-
Nava et al,, 2017; Cortés-Morales et al., 2018; Martinez-
Rosas et al., 2020;
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Alcantara-Ortigoza et al, 2022). Estos resultados
sugieren un plegamiento deficiente en las estructuras de
estas variantes y en consecuencia una pérdida de
estabilidad.
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Figura 2. Electroferograma de las mutantes G6PD en el codén
385. (A) G6PD Tomah (T1153C, C385R). (B) G6PD Kangnam
(T1153G, C385G) y (C) G6PD Madrid (C1155G, C385W). La
ubicacién de la mutacién se indica en recuadros rojos.
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Parametros cinéticos en estado estacionario

Para evaluar el efecto de las mutaciones en la eficiencia
catalitica de las variantes, se determinaron los
parametros cinéticos en estado estacionario. Los datos se
ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten por
regresion no lineal (Figura 3) y se obtuvieron los valores
de Kkcat, los cuales se resumen en la Tabla 1.
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Figura 3. Ensayos cinéticos de las enzimas. (A, E) WT-G6PD, (B,
F) variante G6PD G6PD Tomah (C385R), (C, G) G6PD Kangnam
(€C385G) y (D, H) G6PD Madrid (C385W). La velocidad inicial
(Vo) de cada concentracion para los sustratos G6P y NADP+ se
ajustaron a la ecuaciéon de Michaelis-Menten mediante
regresion no lineal. Los datos representan la media * la
desviacion estandar de tres experimentos independientes.
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A partir de la curva de saturacion de la enzima G6PD
silvestre con el sustrato G6P se determiné un valor de Km
de 38 uM, y una Km de 6 pM para el sustrato NADP+.
Ademas, se calculé una kcat de 173 pmol-minl-mg™
(Tabla 1). La variante G6PD Tomah presento un valor de
Km de 64 uM y 13 uM para los sustratos G6P y NADP+,
respectivamente, con una ket de 15 pmol-min™’-mg™.
Para la variante G6PD Kangman se determiné un valor de
Km de 66 uM para el sustrato G6P y un valor de Kn de 10
UM para el sustrato NADP* con una ke de 0.4
pmol-min~1-mg1. Finalmente, para la variante G6PD
Madrid se determiné un valor de Km de 78 pM y de 12 uM
para los sustratos G6P y NADP+, respectivamente, con
una Keat de 40 pmol-min~t-mg™.

Tabla 1. Parametros cinéticos de WT-G6PD y las variantes
Tomah, Kangnam y Madrid.

WT-

Constantes  G6PD Variantes
cinéticas
Tomah Kangnam  Madrid
Kn GOP 38+1.8 64+3.2 66+3.1 78 +3.4
(uM)
Km NADP* 6+0.3 13+0.6 10+ 0.5 12+0.5
(uM)
keat (s71) 173 +89 15+ 0.6 0.4 +£0.01 40+1.2
Keat/Km G6P 0.52 x
(s-1-M-1) 5.9 x 106 0.2 x 106 0.006 x 10 106
Keat/Km
NADP+ (s~ 32'36X 1.1 x 10¢ 0.04 x 106 3.3 x106
LM-1) 10

Los resultados muestran que las tres variantes tienen
menor afinidad por los sustratos G6P Y NADP* con
respecto ala G6PD nativa. Ademas, la constante catalitica
(kcat) también se vio afectada por las mutaciones. Las tres
mutantes presentaron reducciones en la catalisis (kcat), lo
que sugiere que el sitio catalitico es afectado por el
cambio de aminoéacido.

La variante G6PD Kangnam fue la mas afectada, con una
pérdida de catalisis del 99% con respecto a la WT-G6PD.
La variante G6PD Tomah presenté un 91% menos de
actividad, seguida de la variante G6PD Madrid, que
mostré una pérdida de actividad del 76% con respecto a
la WT-G6PD.

Estos resultados sugieren que, la pérdida de actividad
esta estrechamente relacionada con las manifestaciones
clinicas de CNSHA encontradas en cada uno de los
pacientes donde se identificaron estas mutaciones.

Ensayo de termo inactivacion

Para evaluar los efectos de las mutaciones en la
estabilidad de la proteina nativa, se realizaron ensayos
de estabilidad térmica para la WT-G6PD y las variantes,
ya que este ensayo se ha utilizado ampliamente como
indicador de alteraciones en la estabilidad proteica
(Gémez-Manzo et al., 2014; Cortés-Morales et al., 2018;
Boonyuen et al, 2016; Gomez-Manzo et al, 2016b;
Gomez-Manzo et al, 2015; Ramirez-Nava et al, 2017;
Praoparotai et al., 2020]. Se graficaron las actividades
residuales de cada variante a diferentes temperaturas, y
se observa que la actividad catalitica disminuye al
aumentar la temperatura (Figura 4). Para la variante
Tomah se obtuvo un valor de Tso de 40.6 °C; mientras que
la variante Kangnam presento una Tso de 43.5 °C y la
variante Madrid el valor de Tso fue de 42.4 °C. Estos
resultados indican que el 50% de la actividad de las
variantes se pierde a menores temperaturas en
comparacion con la G6PD humana silvestre (Tso de 47.5
°C), debido a que el cambio de aminoacido vuelve mas
inestable a las variantes. Ademas, se identificé que la
mutante Tomah es la variante que present6 un efecto
mayor en la estabilidad, seguido de la variante Kangman
y la variante G6PD Madrid. Estos resultados, nos indican
que todas las variantes analizadas, ademas de presentar
pérdida en la estabilidad catalitica, también presentan
alteraciones en estabilidad térmica, lo que sugiere que
estas alteraciones son las responsables de las
manifestaciones clinicas en los pacientes debido a una
baja produccién de NADPH como poder reductor en los
eritrocitos.

Tm *C
B WTGeD 4554138
® Tomah 08415
A xagnam 35418
V¥ Madrnid 4243215

100

Actividad residual (%)
-

Temperatura (°C)

Figura 4. Ensayos de inactivacion térmica de la WT-G6PD y las
variantes clinicas. Las proteinas se ajustaron a 0.2 mg/mL y se
incubaron a una temperatura de 37 a 60 °C durante 20 min. La
actividad residual se calculé y expresé como porcentaje
respecto a sus controles. Los ensayos se realizaron por
triplicado, con un error estandar * < 5%.
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Mutaciones in silico

Se realizé el andlisis in silico para las variantes de G6PD
para analizar el efecto de las mutaciones sobre la
estructura del dimero de G6PD humana silvestre (Figura
5A) y con ello explicar la funcién bioquimica alterada. En
la Figura 5 se observa que las variantes se localizan en el
aminodcido 385, cuya posicién esta cerca del sitio de
uniéon del NADP+ estructural. La WT-G6PD posee una
cisteina en la posicién 385, cuya cadena lateral es un
grupo tiol (sulfhidrico), que le confiere una gran
reactividad, ademas por oxidacion da lugar a un puente
disulfuro, esencial para la estructura y funciéon de las
proteinas. Este aminoacido fue sustituido por una
arginina, para generar la mutante Tomah (Figura 5B), la
Arg se caracteriza por ser un aminodacido polar con carga
positiva y tener un grupo guanidino, y cuando se ioniza
tiene menor densidad de carga que otros aminoacidos.
En la variante Kangman (Figura 5C) la Cys fue cambiada
por una glicina, aminoacido hidrofébico, cuya cadena
lateral estd compuesta Unicamente por un atomo de
hidrégeno. Finalmente, en la variante Madrid (Figura 5D)
se sustituy6 la Cys por un triptéfano, el cual posee en su
cadena lateral un grupo indol, lo que lo convierte en un
aminoacido aromatico no polar. Los aminoacidos en las
variantes poseen propiedades fisicoquimicas diferentes
ala Cys, lo que provoca cambios en las interacciones con
los aminoadcidos vecinos y en consecuencia la
disminucidn de su actividad catalitica.

A WT-G6PD § B G6PD Tomah -
\ Val376
I " 4

.\ 4 ]
.-\" ‘_Va'376 \ 4% Phe3s1 “ ™y za:spsw 8
Asp372‘L\ \32A L™ }J

Metdos |
Met4os

"\\-t ,"’ S

\ Glua17 Arg385 Phe3s1
' GIUA1_7 {.‘st385 r *?'9 !
4 ! e VAl % o y
C G6PD Kangmal, D G6PD Madrid e
: ,‘ I Flmazu /
.4\ Eeee S  Phe3s1 Mem;“: 6 A L vaise \ fihe3ty
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Figura 5. Comparacién estructural entre la enzima G6PD
humana silvestre (PDB: HLB2 y 2BH9) y modelos minimizados
de las variantes Tomah, Kangman y Madrid. A. Enzima G6PD
silvestre (WT). B. mutacion in silico para la obtencién de la
variante Tomah. C. Kangman. D. Madrid. Las interacciones se
muestran como lineas punteadas negras.

Ensayos de dinamica molecular

Diferentes técnicas de simulacién molecular en variantes
de G6PD pueden ayudar a revelar numerosas
limitaciones que plantean los ensayos de acoplamiento
molecular, como la seleccion del rotamero, la descripcion
de la carga del cofactor y la orientacién dentro del sitio
de unioén.

En este contexto, las simulaciones de dinamica molecular
de solventes (DMS) permiten muestrear las
orientaciones de las cadenas laterales y las rotaciones
libres de los cofactores.

Ademads, las DMS ayudan a visualizar los posibles
cambios conformacionales asociados con las mutaciones
puntuales de Cys385. En este trabajo fue de nuestro
interés realizar simulaciones de DMS convencionales
para evaluar los posibles cambios en la afinidad y unién
para el sustrato G6P, NADP+ catalitico y NADP+
estructural.

Durante los calculos de DMS, los complejos de G6PD se
relajaron primero y posteriormente se agruparon
mediante un andlisis jerarquico, que evalu6 las
conformaciones altamente existentes de los complejos de
dimeros y ligandos de G6PD (Figura 6A).

Se monitorizaron la desviacion cuadratica media (RMSD,
por sus siglas en inglés) para los centros estereogénicos
o carbonos alfa, asi como las fluctuaciones cuadraticas
medias para las cadenas laterales o carbonos beta (RMSF,
por sus siglas en inglés).

Las conformaciones dominantes de las mutaciones
puntuales de Cys385 en complejos con NADP* y G6P se
muestran en la Figura 6B.

Ademas, las fluctuaciones del RMSD mostraron que, para
la variante Tomah (C385R), la flexibilidad de la cadena
lateral aument6 en aproximadamente a. 2 A, a diferencia
de las variantes Madrid (C385W) y Kangnam (C385G),
que mostraron una flexibilidad reducida en los dominios
N-terminal y de la cadena 8 cerca del NADP+ estructural
(Figura 6C).
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Figura 6. Simulacion de dindmica molecular de las variantes de
G6PD. A. Sistema del modelo del dimero de G6PD. B. Calculos
de RMSD del carbono alfa (Ca) de las variantes de G6PD. Los
valores se promediaron para *5 aa de los grupos N- y C-
terminales. C. Calculos de RMSF del carbono beta (Cj)
(fluctuaciones de las cadenas laterales) de las variantes de
G6PD. Las fluctuaciones mostradas se promediaron para 500 ns
de DMS.

Conclusiones

En este trabajo, informamos sobre la clonacién,
expresion, purificacidn, caracterizaciéon bioquimica y
dindmica molecular de tres variantes clinicamente
relevantes de G6PD clase A (Tomah, Kangnam y Madrid),
las cuales se localizan en el mismo codén. Se obtuvieron
los pardmetros cinéticos (Km y kcat) de las variantes,
cuyos valores disminuyeron en comparaciéon con la G6PD
nativa, lo que mostré un deterioro en su actividad
catalitica. La estabilidad térmica de las variantes
disminuy6 en comparacién con la G6PD nativa, lo que
sugiere que las mutaciones conducen a una proteina de
G6PD mas inestable.

Los andlisis in silico y de dindmica molecular de las
variantes revelaron cambios estructurales significativos,
principalmente en el sitio de union estructural de NADP+,
lo que podria explicar las manifestaciones clinicas de la
deficiencia de G6PD y abrir nuevas lineas de
investigaciéon para el desarrollo de nuevos farmacos
dirigidos a estas variantes de G6PD, mejorando asi la
calidad de vida de los pacientes.
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