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reductora/oxidante de las especies reactivas, y que el estado de oxidación del metal 

regula la actividad de PknG. 

Nuestros resultados en su conjunto permiten comprender que PknG es una 

proteína constitutivamente activa, que posee un sitio hidrofóbico de reconocimiento 

a sustrato bien diferente de PknB y cuya actividad quinasa es regulada por el estado 

de oxidación del centro metálico del dominio Rbx. Finalmente, pudimos determinar 

que la óxido/reducción puede ser mediada por ERON de interés fisiológico  
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activity is regulated by the oxidation state of the metallic center of the Rbx domain. 

Finally, we were able to determine that the oxidation/reduction can be mediated by 

RNOS of physiological interest. 
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PKA: proteína quinasa A 

pET28a: vector de expresión 

PKI: péptido inhibidor de la quinasa A 

PknG: proteína quinasa G 

PknG-Cd: PknG expresada en medio mínimo suplementado con Cd 

PknG-Fe: PknG expresada en medio mínimo suplementado con Fe 

PknG-Zn: PknG expresada en medio mínimo suplementado con Zn 

PknG-MR: PknG expresada en medio rico 

ppb: partes por billón 

ppm: partes por millón 

pThr: treonina fosforilada 

Rbx: dominio rubredoxina 

RMSD: Root Mean Square Deviation 

RMSF: Root Mean Square Fluctuation 

SDS: dodecil sulfato sódico 

STPKs: Ser/Thr quinasas 

TB: tuberculosis 

TCA: ácidos tricarboxílicos 

TPR: tratricopéptidos 

TRIS: trisaminometano 
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Figura 1.1. Tasas de incidencia de TB por año. Tomado de WHO 2018. 

 

Figura 1.2. Tasas de mortalidad estimadas causadas por TB, incluyendo los casos de HIV 

positivo. Tomado de WHO 2018.  
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1.3. Metabolismo de Mtb. en el ambiente intracelular de macrófagos. 

Tras la fagocitosis por parte de las células huésped, Mtb. experimenta cambios 

ambientales drásticos y, por lo tanto, tiene que reacomodar su metabolismo para 

asegurar su supervivencia. Los estudios de la respuesta transcripcional de Mtb. a 

esta transición han proporcionado una visión más profunda de la naturaleza del 

entorno fagosómico, que se sugiere nitrosativo, oxidativo, bajo en tensión de 

oxígeno y limitado en nutrientes (Schnappinger et al. 2003). 

Se ha demostrado que el metabolismo de lípidos es crítico para la virulencia de 

Mtb. (Movahedzadeh et al. 2004; Brzostek et al. 2007; Chang et al. 2009; Nesbitt et 

al. 2010). Cuando los ácidos grasos son la fuente exclusiva de carbono se activa el 

ciclo del glioxilato, un atajo del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), que evita los 

pasos que implican la pérdida de carbono por formación de CO2. Se ha identificado a 

la isocitrato liasa como una enzima clave en el metabolismo del glioxilato, y se ha 

observado actividad del ciclo del glioxilato durante la infección crónica en ratones, lo 

que sugiere que los lípidos son accesibles como nutrientes in vivo (McKinney et al. 

2000).  

Las vías metabólicas relevantes durante la infección de Mtb. se muestran en la 

Figura 1.3. Aunque la naturaleza exacta de las fuentes de carbono utilizadas durante 

la infección sigue siendo difícil de dilucidar, se ha demostrado que Mtb. metaboliza el 

colesterol y triacilglicerol del huésped (Pandey and Sassetti 2008; Daniel et al. 

2011). El catabolismo del colesterol, de los ácidos grasos de cadena impar, de los 

ácidos grasos ramificados con metilo y de los aminoácidos se canaliza en propionil-

CoA, que es tóxico en exceso (Savvi et al. 2008; X. Yang et al. 2009), y que a su vez 

sirve como sustrato para el ciclo del 2-metilcitrato, en el que se sintetizan succinato y 

piruvato (Figura 1.3) (Muñoz-Elías et al. 2006). El propionil-CoA puede 

metabolizarse también mediante la vía de metilmalonil-CoA. El producto final de esta 

vía es el metilmalonil-CoA, que a su vez puede convertirse en succinil-CoA por una 

mutasa dependiente de vitamina B12 o ser incorporada directamente a ácidos 

grasos ramificados de metilo (Savvi et al. 2008) (Figura 1.3). Estos ácidos grasos se 

encuentran en la gran familia de lípidos micobacterianos únicos que forman la pared 

celular del patógeno (Brennan and Nikaido 1995; Jackson, Stadthagen, and Gicquel 

2007). Típicamente, la pérdida de los componentes de la pared celular conduce a 
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son necesarios para producir los componentes esenciales de las proteínas, el ADN y 

la pared celular. La gluconeogénesis es crítica durante la infección de TB en ratones 

y, por lo tanto, podría ser relevante en la latencia (Marrero et al. 2010). 

En los últimos años se han realizado estudios in vitro que apuntan a reproducir los 

impactos del ambiente del huésped en Mtb., es decir, en el estado latente del bacilo. 

En conjunto, estas investigaciones sugieren que los genes relacionados con el 

estrés y las vías alternativas están regulados positivamente, mientras que los genes 

de las rutas metabólicas centrales, que incluyen la glucólisis, el ciclo de los TCA, la 

producción de energía y la respiración, se encuentran regulados negativamente 

(Keren et al. 2004; Vázquez-Laslop, Lee, and Neyfakh 2006; Bryk et al. 2008; Keren 

et al. 2011). 

 

1.4. Sistemas de transducción de señales en bacterias 

Comúnmente, la transducción de señales se refiere a la detección de una señal 

extracelular que se transduce a través de la membrana citoplásmica y se convierte 

en una respuesta intracelular. Por lo tanto, la transducción de señales es crítica para 

la adaptación celular a los cambios en el entorno extracelular (Prisic and Husson 

2014). 

Los sistemas de transducción de señales bacterianos son responsables de 

detectar señales ambientales y ajustar el comportamiento celular y/o el metabolismo 

en respuesta a estas señales (Galperin 2018). También controlan las condiciones 

intracelulares, el estado de desarrollo celular y la membrana citoplásmica y 

desencadenan diversas respuestas de estrés para contrarrestar los cambios 

adversos. Esta vigilancia involucra varias clases de proteínas sensoras: histidina 

quinasas (Gao and Stock 2009; Zschiedrich, Keidel, and Szurmant 2016); 

quimiorreceptores (Salah Ud-Din and Roujeinikova 2017; Bi and Sourjik 2018); 

componentes de la membrana del sistema de la fosfotransferasa de azúcar 

(Deutscher 2008; Västermark and Saier 2014); ciclasas de adenilato, diadenilato y 

diguanilato y ciertas fosfodiesterasas de cAMP, c-di-AMP y c-di-GMP (Jenal, 

Reinders, and Lori 2017; Bassler, Schultz, and Lupas 2018; Nosho et al. 2018; 

Commichau et al. 2018); Factores sigma de función extra citoplásmica (Helmann 
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2016; Asai 2018) y proteína quinasas (Av-Gay and Everett 2000; Prisic and Husson 

2014) y fosfoproteínas fosfatasas (Wright and Ulijasz 2014). 

Mientras que en humanos se codifican más de 600 proteínas quinasas y 800 

receptores acoplados a la proteína G (GPCR), las bacterias tienen muchas menos 

proteínas de señalización, cuyas funciones se están descubriendo gradualmente 

(Galperin 2018). 

En eucariotas las vías de transducción de señales están reguladas 

mayoritariamente por proteínas quinasas (Paul et al. 2008); en contraste, en 

procariotas este papel lo desempeñan los sistemas de dos componentes, 

compuestos por un sensor histidina quinasa y los elementos de respuesta asociados 

(Parish et al. 2003). En estos sistemas, el sensor y el transductor (denominado 

regulador de respuesta) son en muchos casos proteínas separadas: la proteína 

sensor abarca la membrana citoplásmica y el regulador de respuesta es una 

proteína citoplásmica, generalmente un factor de transcripción que se activa tras ser 

fosforilado por la proteína sensor (Parish 2014).También se han reportado casos de 

sistemas de dos componentes solubles, por ejemplo el sistema que controla la 

expresión de la quinoproteína etanol deshidrogenasa en Pseudomonas aeruginosa 

(Schobert and Görisch 2001). 

Se sugiere que en las bacterias que contienen un número relativamente bajo de 

sistemas de dos componentes, como Mycoplasma genitalium o Mycobacterium 

tuberculosis, esta carencia está compensada por mecanismos alternativos de 

transducción de señales que involucran la fosforilación de los residuos de 

serina/treonina, llevada a cabo por STPKs, una familia de quinasas similares a las 

eucariotas (Wehenkel et al. 2008; Av-Gay and Everett 2000).  

 

1.5. Proteínas quinasas 

El descubrimiento de las proteínas quinasas en la década de 1950 condujo a un 

cambio importante en la clarificación de las vías biológicas y los mecanismos de 

desarrollo de las enfermedades y de las terapias durante las siguientes seis décadas 

(Hunter 2000; Krebs and Beavo 1979). Las proteínas quinasas son enzimas que 

catalizan la transferencia de un grupo fosfato de ATP a cadenas laterales de los 
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1.6. La familia de serin/treonin quinasas de Mycobacterium tuberculosis 

A diferencia de los sistemas de dos componentes, que son un importante 

mecanismo de señalización en casi todos los tipos de bacterias, las serin treonin 

quinasas (STPKs) están menos distribuidas entre los diferentes grupos bacterianos, 

siendo abundantes entre las acidobacterias, las actinobacterias (que incluyen 

micobacterias), algunas cianobacterias y un orden de las Deltaproteobacterias (las 

Myxococcales, las primeras bacterias en las que se identificaron las STPKs) (Muñoz-

Dorado, Inouye, and Inouye 1991; Pérez et al. 2008).  

En contraste con muchos de los patógenos bacterianos y organismos modelo 

ampliamente estudiados que tienen pocas o ninguna STPK pero muchos sistemas 

de dos componentes, el genoma de Mtb. codifica 11 STPKs, nombradas desde 

PknA hasta PknL (S. T. Cole et al. 1998a), (S. T. Cole et al. 1998b), así como un 

número similar de sistemas de dos componentes, lo que indica que estos dos 

mecanismos juegan un papel importante en la transducción de señales en este 

organismo (Parish 2014; Prisic and Husson 2014). 

De las 11 STPKs de Mtb. 2 son solubles (PknG y PknK), mientras que las otras 9 

poseen un dominio transmembrana, con un dominio sensor extracelular y un dominio 

quinasa (KD) intracelular (Figura 1.7). Así, estas nueve proteínas transmembrana 

pueden clasificarse como quinasas de tipo receptor, en las que el dominio sensor 

extracelular detecta señales extra citoplásmicas y transfiere esta información al KD 

intracelular, lo que lleva a la activación de la quinasa y la fosforilación de residuos de 

Ser o Thr en proteínas diana. Esta fosforilación puede alterar la función de la 

proteína directamente o al afectar las interacciones entre pares específicos de 

proteínas o entre complejos multiproteicos. A diferencia de la transducción de 

señales mediada por sistemas de dos componentes, donde la respuesta primaria 

habitual son cambios en la transcripción (Laub and Goulian 2007; Capra and Laub 

2012), los cambios en la transcripción en respuesta a la fosforilación de Ser/Thr son 

menos frecuentes (Wehenkel et al. 2008). 
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Figura 1.7. Representación esquemática de la organización de los dominios de las distintas STPKs 

de Mtb. Adaptado de (Av-Gay and Everett 2000). 

Según su similitud de secuencia, estas STPKs se han agrupado en cinco clados: 

Clado I (PknA, PknB, PknL), Clado II (PknD, PknE, PknH), Clado III (PknF, PknI, 

PknJ), Clado IV (PknG) y Clado V (PknK) (Narayan et al. 2007). Se sabe que estas 

STPKs juegan un papel crítico en la adaptación a diversas condiciones ambientales 

(Ortega et al. 2014), síntesis de la pared celular (S. Khan et al. 2010), división celular 

(Janin 2007) y patogenicidad (Wolff et al. 2015); lo cual las convierte en un blanco 

farmacológico interesante. Sin embargo, a excepción de algunas STPKs 

relativamente bien estudiadas, como PknA, PknB (Gee et al. 2012; Kang et al. 2008) 

y PknG (Walburger et al. 2004), aún queda mucho por dilucidar en cuanto a la 

caracterización de esta familia de proteínas.  

 

1.7. PknG 

La proteína quinasa G (PknG) se destaca entre las STPKs bacterianas debido a 

su gran conservación en las Actinobacterias, por su su papel central en la 

sobreproducción de glutamato industrial por Corynebacterium glutamicum (Niebisch 
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et al. 2006) y por la gran cantidad de información sobre su requerimiento para la 

virulencia en Mtb. (Cowley et al. 2004; Walburger et al. 2004; Wolff et al. 2015). 

PknG es una proteína quinasa soluble, la cual se propone es secretada 

extracelularmente, evitando la fusión del fagosoma y del lisosoma, promoviendo así 

la supervivencia y la virulencia de Mtb. en la célula huésped y contribuyendo a la 

latencia de la TB (Walburger et al. 2004). Además, la inactivación de PknG por 

intercambio alélico disminuye la viabilidad de Mtb. in vitro y causa una mortalidad 

retardada de ratones altamente susceptibles infectados con el bacilo (Cowley et al. 

2004). 

1.7.1. Estructura y regulación de PknG 

La estructura de PknG ha sido elucidada (Scherr et al. 2007; Lisa et al. 2015), 

observándose cuatro dominios funcionales: la región de estructura secundaria no 

regulatoria (NORS), que abarca los primeros 75 residuos del dominio N-terminal; el 

dominio Rubredoxina (Rbx), el dominio canónico catalítico quinasa conservado (KD) 

y el domino de repetición tetratricopéptido en el dominio C-terminal (TPR) (Figura 

1.8). 

Figura 1.8. Estructura de PknG 

(PDBid: 2PZI), mostrando en magenta 

el dominio de tratricopéptidos (TPR), en 

verde el dominio quinasa (KD) y en 

amarillo el rubredoxina (Rbx). En gris 

se muestra otro monómero y en azul la 

droga AX20017. 

 

 

 

Se ha postulado que la región NORS se encuentra intrínsecamente desordenada, 

y que alberga un importante sitio de fosforilación in vivo, la Thr 63 (Scherr et al. 

2007, 2009; Tiwari et al. 2009). PknG puede autofosforilarse en trans (Scherr et al. 

2009; Tiwari et al. 2009), sin embargo, a diferencia de otras quinasas 

micobacterianas, como PknB (Boitel et al. 2003; Young et al. 2003; Durán et al. 
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2000), el(los) sensor (es) de nitrógeno de Mtb. aún no se ha(n) identificado (Nott et 

al. 2009). Dados los efectos directos de GarA sobre las actividades enzimáticas 

relevantes (KDH, GDH y GltS), se ha postulado que PknG-GarA podría cumplir esta 

función en Mtb. y otras Actinobacterias (Rieck et al. 2017; Bhattacharyya et al. 

2018). 

1.7.2.2. PknG y la homeostasis redox 

Como mencionamos anteriormente, la presencia del dominio Rbx en el extremo 

N-terminal de PknG sugiere una posible participación de esta quinasa en la 

homeostasis redox (Scherr et al. 2007). De hecho, recientemente Wolf et al. (Wolff 

et al. 2015) han demostrado que PknG es un componente integral de un sistema 

homeostático redox, RHOCS, que incluye la proteína ribosomal L13, y RenU una 

hidrolasa codificada por un gen adyacente a PknG. Estudios en M. smegmatis 

demostraron que la expresión de PknG es inducida por NADH, el cual desempeña 

un papel clave en el metabolismo y la homeostasis redox. In vitro, RenU hidroliza 

FAD, ADP-ribosa y NADH, pero no NAD+. La ausencia de actividades de RHOCS in 

vivo provoca la acumulación de NADH y FAD, y una mayor susceptibilidad al estrés 

oxidativo. Wolf et al. demostraron además que PknG fosforila L13 y promueve su 

asociación citoplásmica a RenU, y que la fosforilación de L13 acelera la hidrólisis de 

NADH catalizada por RenU. Asimismo, observaron que la interrupción de RHOCS 

reduce la supervivencia de Mtb. en macrófagos (Wolff et al. 2015). Por lo tanto, 

RHOCS representaría un punto de control en el programa de desarrollo requerido 

para el crecimiento de micobacterias en entornos de estrés oxidativo. El modelo 

propuesto se muestra en la Figura 1.11. 
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antibiótica intrínseca de las micobacterias patógenas (Wolff et al. 2009). Muy 

recientemente, se ha identificado a la glutamina sintasa como nuevo sustrato de 

PknG (Gil et al. 2018), lo que refuerza el rol de PknG en el control del metabolismo 

bacteriano del nitrógeno. Además, existe evidencia de que PknG podría regular 

otros procesos en la fisiología micobacteriana, incluida la traducción de proteínas y 

la síntesis de la pared celular (Gil et al. 2018).  
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Objetivos 

El objetivo general de la presente tesis es comprender con detalle atómico la 

especificidad y reactividad de quinasa PknG de de Mycobacterium tuberculosis. 

Para ello se utilizará un enfoque interdisciplinario que involucra el uso de técnicas 

de bioquímica enzimáticas y de simulación computacional; asimismo se busca 

contribuir a la comprensión las señales que que detecta el dominio rubredoxina de 

esta proteína y cómo este modula la actividad quinasa, en el contexto de la fisiología 

de Mycobacterium tuberculosis en condiciones de estrés nitro oxidativo.  
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Nakagawa et al. 2015), la infección de una célula huésped con virus que contenga al 

vector (Lange et al. 2013; Samara Shekar Reddy et al. 2018), o mediante el uso de 

bacterias (principalmente para la transformación de plantas) (Krenek et al. 2015; 

Batool, Tuz Zahra, and Rehman 2017). En el caso de la transformación en 

procariotas, generalmente se introduce en las bacterias el DNA exógeno por micro 

electroporación (Solioz and Bienz 1990) o por choque térmico (D. Hanahan 1983) 

(técnica utilizada en la presente tesis). Durante el choque térmico, las bacterias son 

pre-tratadas con agentes que ocasionan el aumento en su permeabilidad 

membranal (D. Hanahan 1983). Estos agentes pueden ser una temperatura elevada 

y el uso de iones que cambian la carga eléctrica de la membrana al recubrir las 

cabezas polares de lípidos (por ejemplo los iones Ca2+), lo que disminuye la 

repulsión de cargas eléctricas entre los fosfatos de los nucleótidos y la membrana, y 

además facilita la entrada del plásmido al interior celular (Mandel and Higa 1970). 

Las células bacterianas que han recibido un tratamiento apropiado para llevar a 

cabo la introducción de material genético se denominan células competentes (D. 

Hanahan 1983). Una vez que se introduce el material genético a las bacterias 

competentes, se disminuye la temperatura y se diluye el calcio, con lo que se 

restaura la permeabilidad membranal. Al colocar a las bacterias en condiciones 

óptimas de crecimiento se obtienen las bacterias transformadas (Figura 2.1). 
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2.2.5. Electroforesis en gel de acrilamida con SDS (SDS-PAGE) 

La electroforesis es un procedimiento analítico basado en la separación de 

moléculas cargadas en un medio acuoso, bajo la influencia de un campo eléctrico 

aplicado entre dos electrodos, uno positivo y otro negativo (Kuhn and Hoffstetter-

Kuhn 2013). El movimiento de las moléculas, en nuestro caso proteínas, dependerá 

de su tamaño y de la carga neta que presenten en el pH del buffer seleccionado 

para el análisis. Aquellas moléculas que tengan una carga neta mayor, tenderán a 

moverse más rápidamente que aquellas con menor carga neta. En el caso de que 

esta sea igual, las moléculas menores se desplazarán con mayor rapidez 

(Schwenke 1982). 

El SDS-PAGE es una técnica consistente en disolver las proteínas de la muestra 

en soluciones del detergente aniónico dodecil sulfato sódico (SDS). De este modo, 

las proteínas pierden sus cargas individuales adquiriendo una carga neta negativa 

como resultado del complejo proteína-anión SDS formado (Weber and Osborn 

1969). La cantidad de detergente que se incorpora por unidad de masa es la misma 

para todas las proteínas, y en consecuencia, la movilidad en la electroforesis va a 

depender exclusivamente de la masa. La separación de las proteínas, una vez 

disueltas, se hace en geles de poliacrilamida a los que se incorpora también SDS 

(Instruments 1994; Derua and Bossuyt 2002).  

En particular, en este trabajo se tomaron 30 µl de muestra, a las que se le añadió 

cracking buffer 4x, el cual se utiliza para desnaturalizar proteínas (200 mM Tris-Cl, 

pH 6,8, 8% SDS, 0,4% azul de bromofenol, 40% glicerol) en una relación 3:1 

(volumen:volumen). Las muestras fueron calentadas a 95°C por 5 minutos, y luego 

sembradas (20 µl por muestra) en geles de poliacrilamida. Para la identificación de 

PknG se utilizaron geles 10% de poliacrilamida, mientras que para la identificación 

de GarA y para los ensayos de actividad se utilizaron geles de 15%; los cuales 

fueron corridos a voltaje constante: 100 V para la zona del stacking y 200 V para la 

zona del running. Una vez finalizada la corrida electroforética, se procedió a la 

tinción (Goldring 2018). Para ello se incuba al gel 1 hora con agitación constante (70 

R.P.M.) en solución de tinción (60 µM azul de coomassie, 10% ácido acético, 45% 

etanol, 45% agua bidestilada). Para desteñir el gel, se lo incubó 3 veces durante 20 
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En esta tesis, se utilizó un espectrómetro de absorción atómica Shimadzu modelo 

AA-6800, provisto de un quemador de laminar para llama de aire-acetileno y las 

lámparas de cátodo hueco correspondientes como fuente de radiación. Los 

componentes básicos de un sistema espectrométrico para la medición de absorción 

atómicos se muestran en la Figura 2.3.  

Finalmente, como todas las técnicas instrumentales, la espectrometría de llama 

es una técnica relativa. Por consiguiente, es necesario establecer 

experimentalmente una curva que relacione la señal analítica obtenida con la 

concentración del elemento analito en las soluciones a analizar (patrones). 

2.2.7.3. Espectroscopia Raman resonante 

El fenómeno de dispersión Raman se basa en la dispersión inelástica de la luz 

monocromática, generalmente proveniente de un láser, ya sea del espectro visible, 

infrarrojo o ultravioleta cercano. Dicho fenómeno ha sido aprovechado en el 

desarrollo de una variedad de técnicas espectroscópicas que permiten el estudio de 

modos de baja frecuencia de un sistema, tales como rotaciones y vibraciones (Smith 

and Dent 2013). 

El efecto Raman ocurre cuando la luz interactúa con la nube electrónica de una 

molécula, excitándola hacia un estado virtual. Cuando la molécula relaja, emite un 

fotón y regresa a un estado rotacional o vibracional distinto del que partió. La 

diferencia de energía entre el estado original y este nuevo estado lleva a un 

corrimiento en la frecuencia del fotón emitido respecto a la frecuencia de excitación. 

Aproximadamente uno de cada 10 millones de fotones sufre este proceso, mientras 

que la gran mayoría son dispersados elásticamente, proceso conocido como 

radiación Rayleigh. Estos procesos se ejemplifican en la Figura 2.4.  
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2.2.7.4. Espectroscopía de fluorescencia de triptófanos 

Se denomina luminiscencia a la emisión de fotones ultravioleta, visibles o 

infrarrojos a partir de una especie química en estado electrónico excitado. La 

fluorescencia y la fosforescencia son casos particulares de luminiscencia. En estos 

casos, la especie química se excita por la absorción de un fotón y como 

consecuencia la lleva a un estado electrónico excitado (ver Figura 2.5) (Valeur and 

Berberan-Santos 2012). Esta molécula excitada emite el exceso de energía en 

forma de fotones, proceso que denominamos fluorescencia o fosforescencia según 

si la emisión involucra o no un cambio en el spin total de la molécula. En la 

fluorescencia el tiempo entre la absorción y emisión de la luz es del orden de 10 -8 

segundos, mientras que el proceso de fosforescencia es mucho más lento y toma 

alrededor de 10-3 a 1 segundo en ocurrir. Así, la fluorescencia dura únicamente 

mientras dura el estímulo, es un fenómeno virtualmente instantáneo, mientras que la 

fosforescencia puede durar minutos luego de desaparecido el estímulo.  

En la figura 2.5 se muestra un diagrama de Perrin-Jablonski; estos diagramas son 

de suma utilidad para representar las transiciones fotofísicas probables desde la 

absorción de un fotón por la especie química hasta la relajación de este estado 

excitado. En el caso representadp, la absorción se produce desde el estado 

fundamental singulete (S0) hasta distintos sub estados vibracionales de un singulete 

excitado (por ejemplo, S1 o S2).  

 

Figura 2.5. Diagrama de Perrin-Jablonski. Los fenómenos de absorción y emisión de un fotón se 

representan con flechas rectas. Las flechas onduladas representan relajación o pasaje a un subnivel 

energético sin emisión de luz. S: singulete T: triplete.  
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Para validar nuestro modelo, se analizaron las interacciones entre el fosfato 

primario de PknB (pThr 173) y el bolsillo RD en el transcurso de las dinámicas 

moleculares clásicas realizadas (para este análisis solo se tuvieron en cuenta 

aquellas argininas con un análogo en PKA, excluyéndose la Arg 58). Los resultados 

se encuentran resumidos en la Figura 3.4, en la que se encuentran las distancias 

entre los CZ de las Arg 55, 137 y 161 y el P de la pThr 173 de una dinámica 

representativa. Distancias entorno a los 4 A° indican interacción. 

 

Figura 3.4. Distancia entre residuo P del pThr 173 y los carbonos CZ de las Arg 55, 137 y 161, 

correspondientes al bolsillo RD de PknB. 

Se observa una interacción estable entre las argininas 55, 137 y 161, lo que se 

corresponde con la conformación de las quinasas activas (Nolen, Taylor, and Ghosh 

2004). En el caso de la Arg 55 se observa que esta se aleja pero vuelve a 

interactuar fluctuando entre dos conformaciones. Esto indicaría que la interacción 

está presente pero que hay dos mínimos en la superficie de energía potencial, 

quizás indicando que la interacción es más fuerte con las Arg 137 y 161 que con la 

55.  
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Figura 3.6. Distancia promedio entre el CZ de la Arg 26 de GarA y el fosfato del pThr 173 de PknB 

en las 5 réplicas de DM de 100 ns. 

En las Figuras 3.5 y 3.1 podemos apreciar que el residuo pThr 173 se encuentra 

libre para interactuar con el dominio FHA, marcado en azul en la figura 3.5. 

En la literatura se ha señalado la importancia de interacciones hidrofóbicas para 

la unión sustrato-quinasa; de hecho es frecuente que el sitio de fosforilación (P) sea 

posicionado por el P+1 loop, que acomoda al residuo P+1 mediante este tipo de 

interacciones. El P+1 loop es una región que le sigue al loop de activación, 

importante para las interacciones quinasa-sustrato (Figura 1.5) (Johnson et al. 1998; 

Nolen, Taylor, and Ghosh 2004; Kornev and Taylor 2010). Incluso, en el caso 

puntual de PknB se ha propuesto que la secuencia consenso que reconoce la 

quinasa posee residuos hidrofóbicos en la posición P+2 y P+3 (Prisic et al. 2010). 

Sin embargo, en nuestras DM estas interacciones, aunque observadas, son muy 

poco estables, por lo que su contribución a la estabilidad del complejo parece ser 

escasa. De hecho, al calcular el promedio entre las 5 dinámicas de la interacción de 

la Val 24 y la Phe 25 con el parche hidrofóbico, se observó que el primer residuo 

interactuaba un 30% del tiempo, mientras que el segundo tan solo un 15%. Para 

realizar este cálculo, se utilizó la distancia del centro de masa de la cadena lateral 

de cada residuo (Val 24, Phe 25) con respecto al centro de masa de los 

aminoácidos que componen el parche hidrofóbico, y se consideró que existe 

interacción en aquellos frames que presenten una distancia de hasta 11 A° entre 
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3.2.1.5.1. Estabilidad del sistema 

En el tiempo simulado (50 ns) el sistema se mantiene estable, lo cual se ve 

reflejado en el monitoreo de métricas como RMSD y RMSF, aunque se observa una 

gran movilidad del dominio Rbx (Figura 3.9). Al analizar más detalladamente este 

dominio, se observan pequeñas fluctuaciones cuando para hacer el fitting se usa el 

dominio Rbx (lo que permite ver movilidad interna), y fluctuaciones más grandes 

cuando el fitting se realiza sobre el KD (lo que permite ver movilidad del dominio 

Rbx con respecto al KD) (Figura 3.10); esta información señala que el dominio Rbx 

es estable, pero que presenta grandes movimientos con respecto al dominio 

quinasa, lo que permitiría la modulación de la entrada de ATP al sitio activo del 

dominio quinasa en concordancia con lo descrito en la literatura (Scherr et al. 2007; 

Lisa et al. 2015). 

https://paperpile.com/c/1qxTR1/pBif+2jp3
https://paperpile.com/c/1qxTR1/pBif+2jp3
https://paperpile.com/c/1qxTR1/pBif+2jp3
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 Figura 3.9. Dinámica molecular de PknG A: RMSD. B: RMSF. Se ensayaron 5 réplicas (50 ns). 

Los RMSD y RMSF informados corresponden a los carbonos alfa del sistema completo. 
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Figura 3.10. Dinámica molecular de PknG A. RMSD con el fitting realizado sobre el dominio Rbx. 

B. RMSD con el fitting realizado sobre el KD. En ambos casos los cálculos fueron realizados sobre 

los carbonos alfa.  
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3.2.1.5.2. Bases moleculares de reconocimiento de GarA por PknG 

Las interacciones observadas en el complejo a lo largo de las DM ensayadas se 

resumen en la Figura 3.11. Los residuos Val 24 y Phe 25 de GarA establecen 

interacciones no polares con un bolsillo hidrofóbico de PknG (conformado por la Phe 

303, la Leu 306, la Ile 317 y la Va 318). Además, se observan algunas interacciones 

polares que han sido descritas previamente (Lisa et al. 2015): el nitrógeno de la 

cadena carbonada de la Val 19 de GarA interactúa con el carboxilo de la cadena 

lateral del Glu 280, mientras que el carboxilo de la cadena carbonada interactúa con 

la cadena lateral de la Lys 278; a su vez el hidroxilo de la cadena lateral de la Thr 

309 está unido por un puente de hidrógeno con el Glu 20 de GarA; y el grupo amida 

y carbonilo de la Gly 308 interactúan con el backbone de la Thr 22 de GarA. 

 

Figura 3.11. Bases moleculares del reconocimiento de GarA por Pkng. A. Los residuos de la 

quinasa que participan en el reconocimiento se hayan esquematizados con un modelo de varillas, 

mientras que los residuos de GarA claves para la interacción, así como el ATP, se muestran 

utilizando un modelo de esferas y varillas. B: Detalle de la disposición de los residuos Thr 21 y Thr 

22. C: Otra vista de la interacción de la Val 24 y la Phe 25 con el bolsillo hidrofóbico de la quinasa. 

En la Figura 3.12 se analiza la interacción entre la Val 24 y la Phe 25 de Gar A 

con el bolsillo hidrofóbico de PknG. Para ello, se midió a lo largo de cada réplica de 

DM la distancia entre el carbono CG de la Leu 306 de la quinasa y el carbono CB de 

la Val 24 y la Phe 25 del sustrato. Distancias hasta los 5°A indican interacción. Se 

observa en todo momento al menos uno de los dos residuos (Val 24 o Phe 25 de 

GarA) interactúa con el bolsillo hidrofóbico de PknG, sugiriendo que estas 

interacciones son de suma importancia para anclar el sustrato a la quinasa, 

https://paperpile.com/c/1qxTR1/2jp3
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permitiendo que sólo la Thr 21 se posicione en la posición reactiva. Por 

consiguiente, proponemos que estas son las interacciones que aportan en forma 

mayoritaria a la especificidad de PknG y analizaremos este punto en más detalle. 

Figura 3.12. Interacciones hidrofóbicas entre GarA y PknG. Se observa la distancia de la Val 24 

(rojo) y la Phe 25 (negro) de GarA al bolsillo hidrofóbico de PknG (puntualmente, se midió la distancia 

entre el CG de la Leu 306 de la quinasa al CB de la Val 24 y Phe 25 del sustrato) para cada una de 

las 5 réplicas de DM ensayadas. 

Otra interacción que vale la pena destacar es la que se da entre el hidroxilo de la 

Thr 309 de PknG y carboxilo del Glu 20 de GarA. La Thr 309 se encuentra en el P+1 

loop (Figura 1.5), y su relevancia fue puesta de manifiesto en estudios previos en los 



https://paperpile.com/c/1qxTR1/XbEQ
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh+XbEQ+LSdq+IJix+YJek
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh+XbEQ+LSdq+IJix+YJek
https://paperpile.com/c/1qxTR1/lzf2+cNTX+76So+F3Sh+LX4c+cQAp
https://paperpile.com/c/1qxTR1/lzf2+cNTX+76So+F3Sh+LX4c+cQAp
https://paperpile.com/c/1qxTR1/lzf2+cNTX+76So+F3Sh+LX4c+cQAp
https://paperpile.com/c/1qxTR1/lzf2+cNTX+76So+F3Sh+LX4c+cQAp


https://paperpile.com/c/1qxTR1/qQ2z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/qQ2z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/qQ2z


https://paperpile.com/c/1qxTR1/LYev
https://paperpile.com/c/1qxTR1/LYev


https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh
https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z


https://paperpile.com/c/1qxTR1/cyGT


https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qHw
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh+5Mlo
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh+5Mlo


https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh
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Figura 3.18. Ensayo de actividad quinasa usando una relación molar de PknG:Gar a de 1:20. 1. 

Marcador de peso molecular de proteínas (Ruler II, Thermofisher); 2. Reacción sin ATP; 3. GarA; 4. 

PknG; 5. Reacción a tiempo 0; 6. Reacción a tiempo=15 min. 7. Reacción a tiempo= 30 min; 8. 

Reacción a tiempo=45 min. 

Figura 3.19. Fosforilación de GarA por PknG. Arriba: espectro de masas lineal MALDI-TOF de 

GarA; Abajo: espectro de masas lineal MALDI-TOF de GarA fosforilada por PknG. 

 



https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z
https://paperpile.com/c/1qxTR1/cd7Z
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Figura 3.20. Fosforilación de GarA por PknG: se midió la actividad quinasa de PknG sobre GarA 

mediante la cuantificación del ATP remanente en función de las unidades relativas de luz emitidas 

(URL). Columna de la derecha: reacción sin sustrato, columna de la izquierda: reacción completa. La 

actividad calculada es de 95%. 

3.2.4.4. Actividad de PknG sobre péptido wild type y mutante 

Con el propósito de evaluar la relevancia de la interacción hidrofóbica entre PknG 

y GarA observada en las DM se realizaron ensayos de actividad in vitro utilizando el 

kit Kinase Glo. Para ello se utilizó un péptido mimético 

(14SDEVTVETTSVFRADFL30) derivado de GarA (residuos 14-30), centrado 

alrededor de la treonina fosforilable (Thr 21) (péptido wild type, WT) y un péptido 

mutante, en el que la Val 24 y la Phe 25 fueron sustituidas por alaninas 

(14SDEVTVETTSAARADFL30). Para trabajar con los mismos se prepararon 

soluciones madres de 2,5 mM de cada uno. El péptido WT fue solubilizado en un 

buffer TRIS 100 mM, ph 7,36, NaCl 60 mM, mientras que el mutante en 3% amonio, 

NaCl 60 mM. 

Como control positivo de actividad, se utilizó GarA full-length. Las reacciones se 

realizaron dos veces por duplicado (Figura 3.21). 



https://paperpile.com/c/1qxTR1/2jp3
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2jp3
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2jp3


https://paperpile.com/c/1qxTR1/To3s
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presenta una fosforilación menor con respecto al WT, incluso pese al aumento de la 

concentración de quinasa y ATP, y del tiempo de incubación, confirmando que 

efectivamente la quinasa es capaz de fosforilar a este péptido, pero con una menor 

afinidad. 

  

 

Figura 3.22. Espectros de masa de péptido WT (A) y mutante (B). 

Luego, para identificar los residuos que se fosforilaron, se analizaron los 

espectros MS/MS provenientes de la digestión con tripsina de las reacciones de 

ambos péptidos. 

En el caso del péptido WT, se identificaron dos señales correspondientes a la Thr 

21 fosforilada (1138,9 y 1236,9 m/z), mientras que no se detectaron los fragmentos 

teóricos estimados para el residuo sin fosforilar (ver Tabla 3.1 de información 



https://paperpile.com/c/1qxTR1/2qhh
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parte de PknB (Kang et al. 2005; Prisic et al. 2010). De hecho, se ha postulado que 

la presencia de un residuo hidrofóbico en las posiciones P+2 y P+3 es clave para el 

reconocimiento de sustrato de las quinasas PknB, PknD, PknE y PknF (Prisic et al. 

2010), todas ellas STPKs con loops de activación con sitios fosforilables, capaces 

de fosforilar a GarA (Villarino et al. 2005). 

Vale la pena destacar la interacción observada entre la Arg 101 de PknB y el Glu 

en la posición P-2 de GarA, cuya importancia ha sido señalada previamente. (Prisic 

et al. 2010). Notar, que éste residuo (P-2) también participa en el reconocimiento de 

GarA por PknG; mientras que en la primer quinasa este interactúa con un residuo 

del lóbulo N del dominio quinasa (Arg 101), en PknG la interacción se da con un 

residuo del lóbulo C (Thr 309).  

 Un aspecto interesante y que vale la pena resaltar es que hasta el momento se 

ha reportado un solo sustrato que es fosforilado tanto por PknB como por PknG en 

el mismo sitio, la proteína FhaA, que regula el crecimiento celular y la síntesis de 

peptidoglicanos mediante la unión a MviN (Roumestand et al. 2011; Gee et al. 2012; 

Gil et al. 2018). Dicho sustrato, posee una Phe en la posición P+3, y una Arg en la 

posición P+4. Es decir, presenta en forma simultánea tanto un residuo hidrofóbico 

en la posición P+3 (clave para la fosforilación mediada por PknG según nuestro 

modelo) como una Arg en la posición P+4 (clave para la fosforilación mediada por 

PknB según nuestro modelo). 

En otro orden de cosas, como mencionamos anteriormente, se ha postulado que 

el dominio Rbx podría modular la entrada del sustrato al sitio activo por impedimento 

estérico (Lisa et al. 2015), en este sentido en nuestros ensayos de DM, en los 

cuales PknG se encuentra en estado activo, se observa una gran movilidad de este 

dominio. Esto sugiere que cambios en el Rbx podrían generar fácilmente cambios 

en su locación y quizás interferir con la entrada de sustrato o modificar el sitio activo 

de la quinasa. 

Otro hecho observado en la dinámica de PknB que merece la pena ser 

mencionado es la disposición del parche básico que estabiliza a la Thr 171. Cuando 

se compara con un grupo similar en PKA (Knighton et al. 1991), se encuentra que la 

región cargada positivamente en PknB cubre una superficie más amplia, lo que nos 

permite suponer que esta región es capaz de unir indistintamente al grupo fosfato de 

https://paperpile.com/c/1qxTR1/ICyh+IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/nRk8
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/IJix
https://paperpile.com/c/1qxTR1/GnZi+76So+F3Sh
https://paperpile.com/c/1qxTR1/GnZi+76So+F3Sh
https://paperpile.com/c/1qxTR1/GnZi+76So+F3Sh
https://paperpile.com/c/1qxTR1/2jp3
https://paperpile.com/c/1qxTR1/iaUY
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la pThr 171 como el de la pThr 173. En este trabajo se le asignó en forma arbitraria 

el rol de fosfato primario a la Thr 171, pero es probable que la Thr 173 pueda 

cumplir este rol también.  
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3.4. Información suplementaria 

b+80-98 b+80 b    y y+80 y+80-98 

  --- 1 S 17    

  203,0662 2 D 16 1828,8963 1908,8963 1810,8963 

  332,1088 3 E 15 1713,8694 1793,8694 1695,8694 

  431,1773 4 V 14 1584,8268 1664,8268 1566,8268 

  532,2249 5 T 13 1485,7584 1565,7584 1467,7584 

  631,2933 6 V 12 1384,7107 1464,7107 1366,7107 

  760,3359 7 E 11 1285,6423 1365,6423 1267,6423 

843,3836 941,3836 861,3836 8 T 10 1156,5997 1236,5997 1138,5997 

944,4313 1042,4313 962,4313 9 T 9 1055,552 1135,552 1037,552 

1031,4633 1129,4633 1049,4633 10 S 8 954,5043   

1130,5317 1228,5317 1148,5317 11 V 7 867,4723   

1277,6002 1375,6002 1295,6002 12 F 6 768,4039   

1433,7013 1531,7013 1451,7013 13 R 5 621,3355   

1504,7384 1602,7384 1522,7384 14 A 4 465,2344   

1619,7653 1717,7653 1637,7653 15 D 3 394,1973   

1766,8337 1864,8337 1784,8337 16 F 2 279,1703   

  --- 17 L 1 132,1019   

Tabla 3.1 Fragmentación teórica de péptido WT, iones principales teóricos predichos con Mascot 
en negro. En rojo, los iones detectados por el espectro  
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b+80-98 b+80 b    y y+80 y+80-18 

  --- 1 S 17 ---   

  203,0662 2 D 16 1724,8337 1804,8337 1706,8337 

  332,1088 3 E 15 1609,8068 1689,8068 1591,8068 

  431,1773 4 V 14 1480,7642 1560,7642 1462,7642 

  532,2249 5 T 13 1381,6958 1461,6958 1363,6958 

  631,2933 6 V 12 1280,6481 1360,6481 1262,6481 

  760,3359 7 E 11 1181,5797 1261,5797 1163,5797 

843,3836 941,3836 861,3836 8 T 10 1052,5371 1132,5371 1034,5371 

944,4313 1042,4313 962,4313 9 T 9 951,4894 1031,4894 933,4894 

1031,4633 1129,4633 1049,4633 10 S 8 850,4417 930,4417 832,4417 

1102,5004 1200,5004 1120,5004 11 A 7 763,4097   

1173,5376 1271,5376 1191,5376 12 A 6 692,3726   

1329,6387 1427,6387 1347,6387 13 R 5 621,3355   

1400,6758 1498,6758 1418,6758 14 A 4 465,2344   

1515,7027 1613,7027 1533,7027 15 D 3 394,1973   

1662,7711 1760,7711 1680,7711 16 F 2 279,1703   

  --- 17 L 1 132,1019   

Tabla 3.2. Fragmentación teórica de péptido WT, iones principales teóricos predichos con Mascot 
en negro. En rojo, los iones detectados por el espectro.  
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Con el fin de profundizar los conocimientos existentes en cuanto al rol del dominio 

Rbx en la regulación de la actividad quinasa de PknG, se procedió a realizar un 

estudio fisicoquímico in vitro. 

 

4.2. Resultados 

4.2.1. Análisis del metal coordinado al dominio Rubredoxina 

Como ya fue señalado, lo más frecuente es que las cuatro cisteínas del dominio 

Rbx coordinen un ión de hierro (Sieker, Stenkamp, and Legall 1994), pero otros 

iones metálicos tales como cobalto, níquel y zinc pueden reemplazarlo (Dauter et al. 

1996b). En particular, el dominio Rbx de PknG puede coordinar, in vitro metales 

divalentes como cadmio, zinc y hierro. Sin ir más lejos, el hecho de los cristales 

existentes contengan Zn o Cd y no Fe, sugiere una preferencia de PknG por los dos 

primeros metales (Scherr et al. 2007a; Lisa et al. 2015).  

Para evaluar qué metal une a nuestra proteína expresada en medio rico (Pkng-

MR), se utilizó espectrometría de absorción atómica, una técnica que permite 

cuantificar iones en el rango de concentraciones de las partes por billón (ppb) y 

partes por millón (ppm) de manera muy precisa (Begum et al. 2016) (Tabla 4.1). Se 

determinó que la proteína de la muestra contenía un 49% de Fe, un 12% de Zinc. El 

39% restante puede estar unido a uno o más metales, el sitio de unión puede estar 

vacío, o una mezcla de las anteriores. 

En vista de la composición heterogénea del centro del grupo Fe-4S, nos 

preguntamos si podíamos modular el metal que se une al mismo cambiando las 

condiciones de expresión de la proteína, para lo cual sustituimos al medio LB por 

medio mínimo (M9), y se agregó el metal de interés al momento de la inducción (ver 

MyM) (M. Wittwer et al. 2016). Este cambio de medio de cultivo, implicó numerosas 

pruebas de expresión, dado que se reduce fuertemente la expresión de proteína. De 

este modo se expresó PknG enriquecida en Cadmio (PknG-Cd), en hierro (PknG-Fe) 

y en Zinc (PknG-Zn). 
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Muestra Zn/Proteína Fe/Proteína 

PknG-MR 12% 49% 

Pkng-Fe 12% 60% 

PknG-Zn 45% - 

Tabla 4.1. Porcentaje de Fe y Zn unido a PknG-MR, PknG-Fe, y Pkng-Zn, cuantificados por 

espectrometría de absorción atómica. El error de la metodología utilizada es del 3% 

Se analizaron por espectrometría atómica PknG-Fe y PknG-Zn. Se observa, por 

un lado, enriquecimiento de Fe en PknG-Fe con respecto a PknG-MR, y por el otro, 

que PknG-Zn no incorpora Fe en cantidades detectables, con lo cual nuestro intento 

de modular la unión al metal cambiando las condiciones de expresión resultó 

exitoso. Estos datos indican que la proteína expresada en E. coli tiene una alta 

afinidad por metales diferentes a Fe, lo cual dificulta fuertemente la obtención de la 

proteína unida mayoritariamente a Fe. 

4.2.1. Actividad comparada de Pkng-MR/Fe/Zn 

A continuación, se midió y comparó la actividad de PknG-MR, PknG-Cd, PknG-Zn 

y PknG-Fe utilizando el kit comercial Kinase Glo (Gil et al. 2013). Como puede 

observarse en la Figura 4.1 todas las proteínas presentan una actividad similar al 

momento de ser purificadas. Una diferencia notable, sin embargo, se observa en el 

hecho de que mientras que la actividad de PknG-MR/Cd/Zn se mantiene estable 

incluso en el transcurso de meses, la actividad de PknG-Fe decae abruptamente en 

pocos días. 
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el domino Rbx de PknG.  

Para determinar la proporción de Fe(II)/Fe(III) se utilizó una técnica colorimétrica. 

Los detalles pueden verse en materiales y métodos, pero resumidamente se usó la 

capacidad de la 1,10-fenantrolina para formar un complejo coloreado en presencia 

de Fe(II), el cual posee un máximo de absorbancia a 480 nm (Bandemer and 

Schaible 1944; Niazi 2006). Como primer paso, se incubó la quinasa con 1,10-

fenantrolina, y se midió el espectro en el UV-VIS. Luego, se redujo a la proteína 

utilizando ácido ascórbico, se repitió el procedimiento anterior (Figura 4.2), y la 

proporción de Fe(III) se calculó por diferencia. 

 

Figura 4.2 Espectros UV-VIS de PknG incubada con 1,10-fenantrolina (determinación de Fe(II), 

curva violeta) y de la reacción de la proteína reducida con ácido ascórbico, disgregada e incubada 

con 1,10-fenantrolina (determinación de Fe(III), curva cián). 

Se determinó que al momento de expresar la proteína bajo nuestras condiciones 

la misma presenta una mezcla de las dos formas de Fe, siendo mayoritario el Fe(III) 

(aproximadamente 90%), no pudiendo cuantificarse fehacientemente las 

proporciones de cada especie, debido la complejidad del sistema. (Mandal et al. 

2016). 

 

https://paperpile.com/c/cusEt3/Gr62+hR2v
https://paperpile.com/c/cusEt3/Gr62+hR2v
https://paperpile.com/c/cusEt3/Gr62+hR2v
https://paperpile.com/c/cusEt3/WZIm
https://paperpile.com/c/cusEt3/WZIm
https://paperpile.com/c/cusEt3/WZIm


 

 

133 
 

4.2.4. Regulación redox de la actividad quinasa de PknG-Fe 

A fin de entender mejor la relevancia de la regulación redox de PknG, y de 

complementar y resolver resultados parcialmente contradictorios de la literatura 

(Scherr et al. 2007a, 2009; Gil et al. 2013; Tiwari et al. 2009; M. Wittwer et al. 2016), 

se evaluó la actividad de PknG-Fe en presencia de un agente reductor (ácido 

ascórbico) y un agente oxidante (H202), utilizando el kit comercial Kinase Glo (Gil et 

al. 2013) (Figura 4.3). 

 

Figura 4.3. Regulación redox de la actividad de PknG. Efecto del H202 y del ácido asórbico sobre la 

actividad de PknG. 

Se observa un descenso de actividad en condiciones oxidantes, y un aumento en 

condiciones reductoras, el cual puede ser parcialmente revertido por el agregado de 

H202, indicando que los eventos vinculados a la regulación redox de PknG son al 

menos parcialmente reversibles. 

4.2.5. Recuperación de actividad quinasa de PknG mediante reducción 

Dado que la actividad de PknG-Fe desciende a medida que pasan los días, y que 

la misma es mayor en condiciones reductoras, nos preguntamos si sería posible 

revertir la pérdida de actividad vinculada al paso del tiempo utilizando un agente 

reductor. Para responder esta interrogante, medimos la actividad de PknG-Fe a 

distintos tiempos, pre incubándola con distintas concentraciones de ácido ascórbico 

https://paperpile.com/c/cusEt3/HRXp+q0aj+6Hn6+lLd9+I4uq
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(Figura 4.4).  

 

 

Figura 4.4. Recuperación de actividad de PknG-Fe. Se midió la actividad de la proteína a distintos 

tiempos: día 1 (día de purificación), 3, 10 y 15, pre incubando con distintas relaciones de ácido 

ascórbico (PknG: ascórbico: 1:50; 1:100: 1:300). 

Como puede observarse en la Figura 4.4, la actividad de PknG-Fe puede 

recuperarse parcialmente por medio del agregado de un agente reductor incluso 

hasta el día 10 con respecto al día de su purificación; ya luego de los 15 días la 

pérdida de actividad es permanente, y no puede recuperarse siquiera ante el 

agregado de grandes cantidades de ácido ascórbico. 

4.2.6. Contenido de sulfhidrilos de PknG-MR 

Como se mencionó anteriormente, se requieren de 4 cisteínas para la unión del 

hierro en dominios Rbx (Herriott et al. 1970; Bryan 2002). PknG posee en total 5 

cisteínas (Figura 4.5), para explorar el estado de oxidacion de los sulfidrilos de 

cisteínas se sometió a PknG a distintos tratamientos, y el contenido de sulfhidrilo se 

determinó por reacción con DTNB (Rahman, Kode, and Biswas 2006). Los 

resultados, relativizados al control, se encuentran resumidos en la Tabla 4.2. 

https://paperpile.com/c/cusEt3/gM6b+ssbt
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Cómo puede apreciarse en la tabla 4.2, no se observan cambios con respecto al 

control al exponer a PknG a DTT, lo que nos indica que las cisteínas se encuentran 

reducidas. Por otro lado, al exponer a la quinasa ante un quelante (EDTA), ya sea en 

condiciones aeróbicas o anaeróbicas (para evitar la formación de puentes disulfuro), 

tampoco se observan cambios, lo cual podría hablarnos de la estabilidad del dominio 

Rbx, la cual ha sido reportada por otros autores (Bonomi et al. 1998; Bryan 2002) 

Finalmente, al exponer a PknG a un agente desnaturalizante, se observa un 

aumento de las cisteínas libres, aunque no se llegan a contabilizar las 5 esperadas, 

con lo cual no puede descartarse la formación de puentes disulfuro. 

4.2.7. Espectrometría UV-VIS y Raman resonante 

Como se señaló anteriormente, se sugiere que el dominio Rbx de PknG regula la 

actividad de la quinasa sensando el estado redox del microambiente que la rodea 

(Scherr et al. 2007a; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; M. Wittwer et al. 2016). Los 

ensayos de colorimetría realizados, nos indican que el dominio Rbx se encuentra 

mayoritariamente oxidado. A su vez, hemos visto que efectivamente la actividad de 

la proteína puede ser modulada por su entorno redox, aumentando en condiciones 

reductoras, y descendiendo en condiciones oxidantes. A continuación, utilizamos dos 

técnicas (UV-VIS y espectrometría de Raman resonante) para analizar los cambios 

sufridos por el hierro del dominio Rbx en un ambiente u otro. 

4.2.8. UV-VIS 

El espectro UV-VIS de PknG-Fe a las 12 hs de ser purificada se corresponde con 

el espectro del dominio Rbx en su forma oxidada, en la que destacan los picos a 370 

y 480 nm (Lode and Coon 1971; K. K. Rao et al. 1972) (Figura 4.6).  

https://paperpile.com/c/cusEt3/ZdEM+ssbt
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Figura 4.6.Espectro de absorción de PknG-Fe. En el zoom se aprecian los dos máximos asociados 

al dominio Rbx en su forma oxidada (370 y 480 nm) (Lode and Coon 1971; K. K. Rao et al. 1972). 

 Vale la pena destacar que la coloración rojiza que presenta PknG-Fe (480 nm) 

puede apreciarse a simple vista al ser purificada (Figura 4.7 A), y se va perdiendo a 

lo largo del transcurso de los días. Si bien la sustitución espontánea por otros 

metales presentes, tales como cadmio y zinc ha sido reportada para otros dominios 

Rbx (Bonomi et al. 1998), la disminución de la actividad que acompaña la 

decoloración, junto con los resultados exhibidos en la Figura 4.1 sugieren que este 

no sería el caso. Por otro lado, se observa un aumento en el pico de 480 nm, 

correspondiente al dominio Rbx oxidado, 12 hs luego de ser purificada (Figura 4.7). 

https://paperpile.com/c/cusEt3/A9gR+U9u2
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Figura 4.7. A.Fracciones de la elución de la columna his-tag con PknG-Fe. B. Espectro de 

absorción UV-VIS de PknG-Fe recién purificada (celeste), y 12 hs después de ser purificada (azul). 

Con el fin de evaluar los efectos del H202 y del ácido ascórbico sobre el dominio 

Rbx, se analizó el efecto de agregados secuenciales de H202, y luego de ácido 

ascórbico sobre la misma muestra. En ambos casos se tituló hasta que se dejaron 

de observar cambios en el espectro. Los resultados se hallan resumidos en la Figura 

4.8, en la que se observa el pico de absorción a 480 nm típico del cluster Fe(III)-4S 

de la proteína recién purificada y cómo éste varía frente al agregado del oxidante y 

del reductor. 
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observados en los apartados anteriores no se deben a grandes cambios 

estructurales (como por ejemplo desplazamiento del dominio Rbx). Estos resultados 

concuerdan con lo reportado previamente (Gil et al. 2013).  

 

Figura 4.11. Espectroscopia de Trp de PknG-Fe bajo distintos tratamientos. 
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realizados en condiciones reductoras y oxidantes revelan un aumento de actividad 

en condiciones reductoras, y un descenso en condiciones oxidantes (Figura 4.3). 

Con esta información en mente, proponemos el siguiente esquema de 

caracterización biofísico del dominio Rbx de PknG: 

 

Figura 4.12. Esquema de caracterización biofísico del dominio Rbx unido a Fe de PknG. Cuando 

PknG se encuentra reducida (izquierda) se observa máxima inactividad, la cual se va perdiendo a 

medida que se oxida el hierro y las cisteínas del dominio Rbx. 

Así, se plantea un modelo de oxidación (y disminución de actividad) secuencial: 

en el momento de purificación, hay una proporción del hierro unido al dominio Rbx 

que se encuentra como Fe(II), estado en que la proteína tiene su máxima actividad, 

mientras que el restante se encuentra como Fe(III). Conforme pasan los días, el 

hierro se oxida en su totalidad. Parte de esta oxidación puede ser revertida mediante 

el agregado de un agente reductor (lo que se traduce como una recuperación parcial 

de la actividad quinasa), hasta llegado un punto, en el cual todo el hierro se perdió, y 

el agregado de ácido ascórbico no produce efecto. Esto no sucedería en los casos 

de PknG-Zn y PknG-Cd, ya que además de ser redox inactivos, estos dos metales 

unen al dominio Rbx con mayor afinidad que el Fe (Bonomi et al. 1998). 

Un caso similar de regulación se observa en la nitrogenasa de Klebsiella 

pneumoniae, una proteína con dos clusters hierro-azufre (Eady et al. 1972; Rees et 

al. 2005). Esta nitrogenasa es estable hasta por 50 hs a temperatura ambiente en 
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condiciones anaeróbicas, mientras que al ser expuesta al oxígeno ambiental su 

actividad decae a menos del 40% en tan solo 10 minutos, debido a modificaciones 

reversibles en el cluster 4Fe-4S (Kavanagh and Hill 1993). 

Con respecto a los resultados de los ensayos de tioles libres (Tabla 4.2), es 

probable que el hierro se desprenda e inmediatamente se formen puentes disulfuro 

entre las cisteínas, dejándolas inactivas frente al mismo (lo cual justificaría que no se 

detecte un mayor número de tioles libres). Para determinar si esto es así, serán 

necesarios nuevos ensayos. 

 Como se mencionó, la regulación de la actividad de la actividad quinasa en 

función del estado redox, es un tema en actual discusión. Por un lado, Lisa et. (Lisa 

et al. 2015) han reportado que la deleción de los primeros 137 aminoácidos del sitio 

N-Terminal (NORS, y Rbx casi en su totalidad), aumenta la actividad de PknG sobre 

un péptido de 17 aminoácidos derivado de GarA que contiene la treonina fosforilable 

(SDEVTVETTSVFRADFL). En principio, estos resultados se contraponen con lo aquí 

expuesto, dado que según nuestro modelo (que aún no comprendemos en su 

totalidad) el desensamble del dominio Rbx produciría una disminución de la actividad 

quinasa de PknG, con lo cual sería esperable que su deleción tenga el mismo efecto. 

Por su lado, Tiwari et al. (Tiwari et al. 2009), utilizando a GarA como sustrato, han 

propuesto que la exposición de PknG a un oxidante (DTT oxidado) aumenta 2.5 

veces la actividad quinasa, también en contraposición con el modelo aquí expuesto. 

Por otro lado, este mismo autor ha descrito que la deleción de los primeros 150 

aminoácidos del sitio N-Terminal (NORS, Rbx) produce una pérdida del 95% de 

actividad frente al wild type, lo cual sí se condice con nuestro modelo. Sin embargo, 

la actividad de la mutante de PknG en la cual las cisteínas que conforman el dominio 

Rbx por alaninas (C106A, C109A, C128A, C131A) reportada por este autor  solo 

demuestra una caída del 50-75% (Tiwari et al. 2009). Basados en el modelo aquí 

propuesto, lo esperable hubiera sido que la actividad se anule completamente, tal 

cual lo observado por Scherr et al. al mutar ésas mismas cisteínas por serinas 

(C106S, C109S, C128S, C131S) (Scherr et al. 2007a). 

Más aún, y coincidiendo nuevamente con nuestro modelo, Gil et al. (Gil et al. 

2013) han publicado un trabajo en el cual se emplea un ácido graso nitrogenado 

(ácido 9- y 10-nitro-octadeca-9-cis-enoico) el cual nitroalquila las cisteínas, 
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disminuyendo la actividad de PknG sobre GarA, sin provocar grandes cambios 

conformacionales en la quinasa. Si bien la nitroalquilación es reversible, la pérdida 

de la actividad no lo es, probablemente debido al desprendimiento irreversible del 

hierro. 

Finalmente, Wittwer et al. (Wittwer et al. 2016) proponen que el estado de 

oxidación del dominio Rbx está relacionado con cambios en la selectividad del 

sustrato, y no con la actividad quinasa intrínseca, lo cual con los ensayos hasta aquí 

expuestos no puede descartarse. 

Como puede observarse, hasta el momento, los resultados que vinculan al estado 

redox del dominio Rbx con la actividad quinasa son contradictorios. Empero, 

nuestros resultados de actividad quinasa de PknG sobre GarA, acompañados por los 

resultados obtenidos utilizando espectrometría UV-VIS (Figura 4.8) y Raman 

resonante (Figura 4.9) son indicadores robustos de que la actividad de la proteína 

aumenta en un ambiente reductor, mientras que desciende en un ambiente oxidante.  

https://paperpile.com/c/cusEt3/hBfu
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Figura 4.13. Curvas de calibración para hierro (arriba) y zinc (abajo) determinados por 

espectroscopia de absorción atómica. 

4.4.2. Ensayos de actividad quinasa, Kinase Glo 

Las proteínas, almacenadas a -80°C fueron colocadas en hielo el dia de la 

medición de la actividad hasta descongelación; a continuación se las centrifugó por 

15 minutos a 4°C a 20.000 G (Hanil, combi 514R), conservándose el sobrenadante. 

Se cuantificó la proteína (ver sección 2.2.8). Luego se procedió a cuantificar 









http://www.shbaiyanbio.com/index.php?_m=mod_product&_a=view&p_id=132
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4.4.8. Espectroscopía de fluorescencia de triptófanos 

Las mediciones de fluorescencia a presión atmosférica fueron realizadas 

utilizando un espectrofluorímetro JASCO FP-6500. Los espectros fueron registrados 

en una cubeta de cuarzo de 1,8 ml a 25 °C. Por cada muestra se promediaron 4 

espectros utilizando una longitud de onda de excitación a 295 nm, y tomando los 

espectros de emisión en el rango de 310-450 nm a una velocidad de barrido de 1 

nm/s utilizando aperturas de excitación y emisión de 4 nm 
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Capítulo 5 

5. EFECTO DEL NO Y DEL HNO SOBRE LA ACTIVIDAD DE PKNG 

5.1. Introducción 

5.1.1 .Especies reactivas de oxígeno y nitrógeno  

Las especies reactivas del oxígeno y nitrógeno (ERON), como el superóxido, el 

peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo, óxido nítrico y el peroxinitrito 

desempeñan un papel importante en la fisiopatología de las infecciones clínicas (R. 

A. Miller and Britigan 1997; Radi 2018). Estos compuestos exhiben un amplio 

espectro de biotoxicidad y son cruciales para la defensa del huésped para la 

actividad microbicida óptima de los neutrófilos y otros fagocitos (Riddell, Graham, 

and Owen 1997; Barry Halliwell 2006; Ximenes et al. 2007; Ferrari et al. 2011; H. 

Kumar and Choi 2015). En respuesta, los microorganismos han desarrollado 

estrategias complejas no solo para evitar el contacto con oxidantes derivados de 

fagocitos, sino también para defenderse de lesiones una vez expuestos a los 

mismos (Hassett and Cohen 1989; Gusarov and Nudler 2005).  

A continuación se revisa brevemente el rol de algunas de las ERON más 

relevantes fisiológicamente. 

5.1.1.1. Superóxido y peróxido de hidrógeno 

El superóxido (O2
-) es un compuesto moderadamente reactivo capaz de actuar 

como oxidante o reductor en sistemas biológicos. Esta relativa inactividad permite 

que el O2
- pueda difundir distancias considerables antes de ejercer sus efectos 

tóxicos. El O2
- es generado extracelularmente, y puede acceder a targets 

intracelulares a través de canales aniónicos celulares (Nauseef 2014). Sus dianas 

incluyen enzimas bacterianas, particularmente aquellas involucradas en la 

biosíntesis de aminoácidos ramificados (Haas and Goebel 1992; Benov 2001). 

Se ha propuesto que el radical superóxido causa daño celular indirectamente, 

participando en la llamada reacción de Haber-Weiss (reacciones 5.1 y 5.2), que 

genera al radical hidroxilo, altamente reactivo (McCord and Day 1978; B. Halliwell 

1978). 
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1972), visibles tanto en la quinasa sin tratamiento, como en el caso de la proteína 

pre-incubada con NO (Figura 5.1 A); lo que concuerda con lo observado en los 

espectros RR, en donde se observan los picos correspondientes al cluster oxidado 

(311 y 316 cm-1) (Mapolelo et al. 2012) en el caso del control y de la proteína pre 

incubada con NO, con una notable disminución del mismo en el caso de la proteína 

pre incubada con HNO (Figura 5.1 B).  

Cabe destacar que dado que la reducción del Fe por parte del NO es más lenta, 

el espectro UV-VIS de la quinasa pre incubada con NO fue tomado luego de 24 hs 

de incubación, tiempo que resultó insuficiente para apreciar cambios en el pico de 

480 nm. Por otro lado, se observa una actividad similar a la de la proteína sin pre 

tratar, mientras que se hay un marcado aumento tanto al preincubar con HNO como 

con ácido ascórbico (Figura 5.1 C). 
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Figura 5.1. A. Espectros UV-VIS de PknG-Fe (curva celeste) y de PknG-Fe pre incubada con 

ácido ascórbico (1:1), (curva naranja), con HNO (1:50) (curva magenta), y NO (1:1) (curva cian). B. 

Espectros RR PknG-Fe (control) y, con agregado de HNO y NO2. C.Actividades de PknG-Fe tras la 

pre incubación con reductores. 

En resumen, estos resultados indican que, en las relaciones proteína:reductor 

utilizados en los ensayos, el HNO es capaz de reducir al hierro del dominio Rbx (lo 

cual se observa reflejado en los espectros de UV-VIS y RR), lo que se correlaciona 

con un aumento de la actividad (en coherencia con los resultados presentados en el 

capítulo anterior), mientras que el NO es incapaz de reducir al hierro en una 

proporción suficiente como para que pueda apreciarse en los ensayos realizados. 

Como fue señalado anteriormente, la nitrosilación reductora del hierro catalizada por 
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el NO, posee una cinética más lenta que la que presenta el HNO (Bari et al. 2003), 

por lo que los resultados se encuentran dentro de lo esperado. 

A continuación, nos preguntamos si modificando las relaciones proteína:NO 

podríamos ver cambios, tanto en la actividad como en el espectro UV-VIS. Por 

consiguiente, realizamos nuevos ensayos de actividad y medidas en el UV-VIS. Esta 

vez, la actividad fue medida mediante ATP radiactivo, el cual es utilizado 

frecuentemente para medir actividad quinasa, debido a la robustez del método 

(Inglese et al. 2007; Burkhard et al. 2009; Olsson et al. 2010). 

Para validar la técnica, se realizaron ensayos de actividad con distintas 

concentraciones de ácido ascórbico, así como un ensayo de reducción y oxidación 

(empleando ácido ascórbico y H2O2, respectivamente), similares a los presentados 

en el capítulo anterior. También se midió el efecto de la preincubación con HNO. 

En la figura 5.2 pueden verse los espectros UV-VIS de PknG-Fe; en el panel A 

podemos apreciar los efectos de dos concentraciones diferentes de HNO (1,5x y 2x, 

con respecto a la proteína), así como el efecto del NO (6x, con respecto a la 

proteína). Mientras que el NO no afecta al pico a 480 nm correspondiente al cluster 

Fe(III)-4S (Lode and Coon 1971; Rao et al. 1972), al preincubar con HNO 1,5X el 

pico desaparece casi totalmente, y al preincubar con HNO 2X resulta indetectable. 

Por otro lado, en el panel B vemos los efectos de la preincubación con tres 

concentraciones de ácido ascórbico (0,3x, 0,5x y 1x, con respecto a la proteína), así 

como el efecto de la reoxidación por H2O2 en una de las muestras previamente 

reducida. Se observa desaparición del pico a 480 nm en las muestras tratadas con 

0,5x y 1x de reductor, mientras que las muestras tratadas con 0,3x de ácido 

ascórbico, o con 0,5x y luego oxidada con H2O2 (6X con respecto a la proteína) 

presentan picos similares, de menor amplitud que el control. 
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Figura 5.2. Espectros UV-VIS PknG-Fe. A. Efecto del HNO y NO. B. Efecto del ácido ascórbico y 

del H202. 

En la Figura 5.3 pueden verse los datos correspondientes a la actividad medida 

con ATP radiactivo. A modo ilustrativo, en el panel A se muestra un gel 

representativo; en los paneles B y C se encuentra graficada la actividad quinasa de 

PknG (sobre GarA y sobre sí misma) en forma cuantitativa. La cuantificación de la 
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intensidad de bandas se realizó utilizando el programa ImageJ, y los resultados 

fueron relativizados al control (proteína sin tratamiento). 

Con respecto a la proteína pre tratada con ácido ascórbico, se observa un 

incremento de la actividad quinasa a medida que aumenta la concentración del 

reductor. Por otro lado, al igual que lo observado en el capítulo anterior al utilizar el 

Kinase Glo, se observa una disminución de la actividad al tratar a la quinasa 

previamente reducida con un agente oxidante (H2O2). 

En concordancia con lo registrado en la sección previa, se observa que la 

preincubación con HNO aumenta la actividad quinasa. Por otro lado, al pre incubar a 

la quinasa con una concentración mayor de NO se observa también un aumento de 

actividad. Cabe destacar que en este último caso, pese a haber pre incubado con 

una concentración 5 veces superior a la utilizada en el caso de HNO, la actividad 

registrada fue menor, lo que es concordante con la cinética de reducción más lenta 

nombrada anteriormente (Bari et al. 2003). 

Es importante destacar que la actividad quinasa muestra la misma tendencia ante 

los diferentes pre tratamientos tanto en los eventos de fosforilación de GarA como 

en los de autofosforilación (Figura 5.3, paneles B y C). 

Finalmente, todas las medidas de actividad realizadas con ATP radiactivo, fueron 

medidas también con el kit Kinase Glo, obteniéndose resultados similares (Figura 

5.4). 
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Figura 5.3. .Actividades de PknG-Fe tras la preincubación con reductores. A, Gel ilustrativo. B. 

Actividad quinasa sobre GarA. C. Autofosforilación, 
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Figura 5.4. .Actividades de PknG-Fe tras la preincubación con reductores utilizando GarA como 

sustrato medida con Kinase-Glo. 

 

5.3. Conclusiones 

Para sobrevivir a las condiciones hostiles que enfrentan durante el estado de 

latencia, las bacterias reajustan sus circuitos reguladores y el metabolismo redox, 

especialmente el ciclo TCA (Eoh and Rhee 2013).  

La importancia de PknG para la virulencia de Mtb. ha sido puesta de manifiesto 

en numerosos estudios (Cowley et al. 2004; Walburger et al. 2004; Wolff et al. 

2015). En particular, Khan et al. (Khan et al. 2017) han demostrado la relevancia de 

esta quinasa, así como la de GarA, en condiciones de similares a las de latencia, 

sugiriendo que la capacidad del bacilo para soportar el estrés oxidativo se ve 

comprometida en ausencia de PknG, evento que ha sido señalado también por otros 

autores (Wolff et al. 2015). Estos estudios resaltan la importancia fisiológica de la 

capacidad de PknG para sensar el estado redox en el que se haya inmersa.  

En este escenario, los inhibidores de PknG representan una estrategia 

prometedora para el desarrollo de fármacos, con unos pocos inhibidores de PknG 
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quinasa, mientras que el H202 por su parte puede oxidar al hierro de dicho dominio, 

y reducir la actividad quinasa.   
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sección 2.2.10.3, y se realizaron en colaboración con el Lic. Burastero, 

perteneciente al mismo grupo de investigación.  
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hidrofóbico de la quinasa, lo que posiciona a la Thr 21 en el sitio reactivo (Figuras 

3.11 y 3.12); mientras que la principal contribución a la interacción GarA-PknB viene 

dada por el puente salino establecido por la Arg 26 de GarA con una de las con 

treoninas fosforiladas del loop de activación de PknB, lo que posiciona a la Thr 22 

en el sitio reactivo (Figuras 3.5 y 3.6). Asimismo, exploramos la actividad de PknG 

sobre un péptido derivado de GarA con las treoninas fosforilables 

(14SDEVTVETTSVFRADFL30), así como la actividad sobre un péptido mutante en 

el cual los residuos hidrofóbicos correspondientes a las posiciones P+3 y P+4 se 

hayaban mutados por alaninas (14SDEVTVETTSAARADFL30). Por un lado, 

esperábamos que la actividad sobre el péptido mutante sea menor que la observada 

en el wild type, y por el otro, esperábamos que PknG sea capaz de fosforilar tanto el 

residuo 21 como el 22 en el mutante. Mediante ensayos de actividad quinasa, 

confirmamos nuestra primer hipótesis (Figura 3.21). En cuanto a la segunda, los 

ensayos de espectrometría en masa permitieron identificar inequívocamente a la Thr 

21 en ambos péptidos. Para el péptido mutante, se observaron además indicios de 

que otro residuo, distinto a la Thr 21, podría estar fosforilándose. Sin embargo la 

señal obtenida fue demasiado débil como para poder identificarlo. Estos resultados 

indican que, efectivamente, los residuos Val 24 y Phe 25 de GarA son importantes 

para el reconocimiento por PknG, y que regulan en parte la especificidad, y 

entonces otras interacciones no exploradas en esta tesis estarían contribuyendo 

también a la especificidad. Otra pregunta pendiente a resolver, es el rol biológico de 

la fosforilación en cada residuo y el hecho de que son excluyentes en estas 

quinasas.  

En los siguientes dos capítulos, exploramos la relación entre la actividad de PknG 

y su entorno redox, sensado por el dominio rubredoxina (Rbx) . Hasta la fecha las 

publicaciones vinculadas a este aspecto ofrecen resultados contradictorios (Scherr 

et al. 2007; Tiwari et al. 2009; Gil et al. 2013; Lisa et al. 2015; Wittwer et al. 2016). 

Empero, nuestros resultados son indicadores robustos que la actividad de la 

proteína aumenta en un ambiente reductor, mientras que desciende en un ambiente 

oxidante. Los resultados observados son consistentes tanto cuando se utiliza un 

reductor fuerte, como ácido ascórbico, como otros más suaves, como NO y HNO. 

Hemos visto, además, que los eventos de reducción y oxidación, con su 

consecuente aumento/disminución de la actividad quinasa son, dentro de cierto 
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permiten distinguir si la liberación del Fe no está ocurriendo debido a la alta 

estabilidad del grupo Rbx, o si en simultáneo se están formando puentes disulfuro 

entre las cisteínas cercanas. Un ensayo posible para develar esta incógnita, sería 

exponer a la proteína en simultáneo a un agente desnaturalizante, como urea, y a 

iodoacetamida, un agente alquilante que reacciona con las cisteínas (Begum et al. 

2016; Speziale and Detwiler 1990), y luego analizar por espectrometría de masa. 

Otro ensayo que podría arrojar luz sobre este asunto sería realizar análisis de 

espectrometría atómica y colorimetría (tal cual como se realizó en la sección 4.2.1 y 

4.2.3) sobre PknG-Fe recién purificada, y tras 15 días de la purificación (para lo que 

sería necesario previamente pasar por una columna de desalado remover del medio 

al hierro que podría haberse desprendido). Si nuestro modelo es correcto, tras estos 

ensayos, en el segundo caso se esperaría una menor proporción proteína:hierro, y 

todo el hierro unido a la proteína debería estar oxidado. Para distinguir entre Fe(II) y 

Fe(III), también podría utilizarse espectroscopía Mössbauer, una técnica mucho más 

sensible (Pandelia et al. 2015). También, una DM de los dominios quinasa y Rbx de 

PknG, pero carente del metal que coordina a las cisteínas de este último dominio, 

podría ayudar a comprender mejor qué sucede si se pierde el hierro. 

Otro aspecto interesante a evaluar sería repetir los ensayos de actividad de la 

sección 4.2.4 utilizando un sustrato diferente a GarA full-length. Para ello, se podría 

usar el péptido derivado de GarA con la treonina a fosforilar empleado en el capítulo 

3. Este ensayo permitiría distinguir si, efectivamente, PknG es más activa en estado 

reducido, o si por el contrario, como propone Wittwer (Wittwer et al. 2016) el estado 

de oxidación del dominio Rbx sólo regula la selectividad por el sustrato, y lo que 

estamos viendo en este trabajo es simplemente una mayor afinidad por GarA en el 

estado reducido. De todas formas, vale la pena destacar que en los ensayos de 

óxido-reducción realizados con ATP radiactivo en el Capítulo 5 la actividad de PknG 

tanto en eventos de autofosforilación como medida sobre GarA muestra la misma 

tendencia. 

En cuanto al impacto de las ERON sobre la actividad quinasa de PknG, en una 

primera instancia, se podría probar el efecto de otras ERON (como por ejemplo 

peroxinitrito y superóxido) sobre la proteína tal cual los ensayos realizados en esta 

tesis. También, sería interesante realizar un control de estos ensayos, a fin de 

asegurar que los oxidantes y reductores no estén afectando alguna otra región de la 
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proteína además del dominio Rbx. Para esto, podría utilizarse tanto PknG-Zn como 

una construcción de PknG que carece del dominio Rbx. 
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