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sintesis de acidos a - y epoxi- micélicos; 3) la pérdida
de los acidos no oxigenados a’. La sensibilidad a
drogas aumentdé muy ligeramente al perderse los
acidos epoxi-micdlicos (fraccidon minoritaria del total)
pero fue significativamente mayor al perderse la
sintesis de los acidos a - micolicos.

Estos resultados sugieren que los acidos micolicos
tienen un rol fundamental sobre la arquitectura de la
envoltura celular micobacteriana, incrementando la
susceptibilidad a drogas aun cuando solo una de las
familias es alterada. La identificacién de los genes
afectados en estas mutantes permitira dilucidar
nuevas etapas en la biosintesis de las distintas
familias de acidos micdlicos, mientras que sus
productos aportarian nuevos blancos para el
desarrollo de drogas antimicobacterianas.

P75: DETERMINANTES ESTRUCTURALES DE LA
SELECTIVIDAD DE METAL DE LA SUPEROXIDO
DISMUTASA DE Rhodobacter capsulatus.
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Las superoxido dismutasas (SODs) son
metaloproteinas que catalizan la detoxificacion del
radical superdxido, un subproducto inevitable de la
respiracion aerébica. Estas enzimas se clasifican en
funcion del cofactor metalico, siendo las SODs de Fe o
Mn la forma evolutivamente mas antigua. Estas se
encuentran en bacterias y en organelas de eucariotes y
muestran alta homologia de secuencia, plegamientos
similares e idéntica geometria del sitio activo.
Funcionalmente, pueden diferenciarse en tres clases:
las FeSODs, solo activas con Fe; las MnSODs, soélo
activas con Mn; y las Fe/MnSODs cambialisticas, que
presentan actividad tanto con Fe como con Mn.

La SOD de R. capsulatus (RcSOD) une
preferentemente Mn y es mas activa con este metal.
Cuando la bacteria es crecida en condiciones
aerobicas, el porcentaje de MnSOD es del 90%,
aunque en condiciones fotosintéticas disminuye a 60%.
Con objeto de identificar determinantes estructurales
de la selectividad de metal, se analizaron apilamientos
de secuencias de enzimas de la familia Fe/MnSOD con
diferente  preferencia de metal, identificandose
posiciones conservadas para cada tipo (Fe, Mn o
cambialistica) construyéndose las mutantes puntuales
C63S, F73R, S77A, A160P, G163T asi como la
delecion A(61-67). Tanto la ezima salvaje RcSOD
como las mutantes fueron clonadas en el vector
pES3228 para su expresion como proteinas
recombinantes en E.coli. Se ensayaron protocolos de
cultivo para optimizar la expresion soluble de la
proteina recombinante, alcanzandose unos 6mg de
proteina soluble por litro de cultivo. Las mutantes F73R
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y Del61-67 no mostraron expresion soluble detectable
en ninguna de las condiciones ensayadas. Para
investigar el efecto de las mutaciones en la captura de
metal in vivo, se indujo la expresién de las proteinas
recombinantes en medio minimo en presencia de
FeS0O4 o de MnSO4. Se realizaron geles de actividad
SOD a pH 6 y 8, considerando que la forma FeSOD
presenta una variacion de actividad vs pH mucho
mayor que la forma MnSOD. Si bien las inducciones
en presencia de MnSO4 no generaron diferencias
entre proteina salvaje y mutantes, los ensayos en
presencia de Fe mostraron que sélo las mutantes
A160P y G163T exhibieron diferencias respecto de la
proteina salvaje sugiriendo que habrian unido una
proporcion menor de Fe. Estos resultados sugieren
una influencia de residuos especificosen la selectividad
de metal, la cual no estaria determinada
exclusivamente por la disponibilidad de metal en el
medio celular.

P76: CARACTERIZACION DE INHIBIDORES DE
ACIL-COA CARBOXILASAS DE MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS: UN NUEVO BLANCO PARA EL
DESARROLLO DE DROGAS
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La pared celular de M. tuberculosis posee numerosos
lipidos de estructura compleja que no sélo son
necesarios para la viabilidad y patogenicidad del
microorganismo, sino que son capaces de modular la
respuesta inmune del huésped. Entre éstos, unos de
los mas caracteristicos son los acidos micélicos.
Algunas de las drogas antituberculosas mas usadas
afectan justamente estas vias biosintéticas. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de las vias
involucradas en la biosintesis de los precursores de
estos lipidos complejos. Nuestra hipétesis de trabajo
es que los a-carboxi acil-CoAs utilizados para la
biosintesis de los acidos grasos de membrana y de la
pared celular son producidos por los complejos acil-
CoA carboxilasas (ACCasas) presentes en M.
tuberculosis. Estas enzimas, cuya estructura es
diferente a la de la acetil-CoA carboxilasa de humanos,
son un blanco atractivo para el disefo de nuevos
agentes anti-micobacterianos especificos. En nuestro
laboratorio se han caracterizado dos complejos
ACCasa a nivel bioquimico y estructural. La obtencion
de las estructuras cristalograficas de las subunidades
carboxiltransferasas de estos complejos permitié la
busqueda in silico de inhibidores, resultando en la
identificaciéon varios compuestos capaces de inhibir la
actividad enzimatica in vitro. Uno de estos compuestos
también fue capaz de inhibir, a concentraciones



micromolares, el crecimiento de diferentes especies de
micobacterias, incluyendo cepas mutirresistentes de M.
tuberculosis. Nuestros resultados sugieren que su
accion antimicobacteriana se debe a la inhibicion de
una ACCasa especifica. Por un lado se observé que en
presencia del inhibidor disminuye la incorporacién de
1-["*C-acetato], y también la biosintesis de acidos
grasos y micolicos. Ademas la actividad acetil-CoA
carboxilasa es menor en extractos de cultivos tratados
con el inhibidor, mientras que la actividad acido graso
sintasa no se encuentra afectada. En conjunto, estos
datos confirman que los complejos ACCasa podrian
proveer una herramienta para el disefio de nuevos
compuestos antimicobacterianos especificos.

P77: IDENTIFICACION DE UNA NUEVA LIGASA
INVOLUCRADA EN LA VIA ENDOGENA DE
LIPOILACION PROTEICA EN BACILLUS SUBTILIS
Natalia Martin, Diego de Mendoza y Maria Cecilia
Mansilla
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El acido lipoico (acido 6,8-tioctico), es un cofactor
esencial para el funcionamiento de enzimas clave del
metabolismo oxidativo de la mayoria de los
organismos, tanto eucariotas como procariotas. Entre
las enzimas lipoiladas se encuentran los complejos
piruvato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, deshidrogenasa de cetoacidos
ramificados y el sistema de clivado de la glicina. El
modelo actual de la biosintesis y utilizacion de acido
lipoico es el de Escherichia coli, que involucra dos vias,
una exégena en la cual el lipoato ingresa a la célula y
es ftransferido a las apoproteinas en un proceso
dependiente de ATP, catalizado por la Lipoato ligasa A
(LplA) y una via de sintesis endégena. Esta segunda
via requiere del producto del gen lipB, la proteina lipoil
(octanoil)-[ACP]-proteina-N-lipoiltransferasa, la cual
transfiere el acido octanoico endégeno a las proteinas
lipoilables. Estos dominios octanoilados son
posteriormente modificados, mediante la insercion de
dos atomos de azufre, por la enzima lipoil sintasa
(LipA), generandose los derivados lipoilados.

El analisis bioinformatico del genoma de Bacillus
subtilis revel6 la existencia de dos marcos abiertos de
lectura que codifican productos con homologia a LplA
(yhfJ e yghM), sin embargo no se encontré ninguno
con similitud significativa a la proteina LipB.
Recientemente demostramos que B. subtilis es capaz
de sintetizar acido lipoico y ligarlo a las apoenzimas, lo
que sugiere la presencia de al menos una enzima
responsable de la lipoilacion enddégena. Un candidato
es el gen ywfl, localizado corriente abajo de un gen
relacionado con la asimilacién de azufre, este gen
codifica un producto de funcion desconocida y
presenta moderada similitud con YhfJ. Se llevé a cabo
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la construccion de la mutante nula en ywfL, NM51.
Esta cepa es incapaz de crecer en medio minimo, pero
su crecimiento se restaura al adicionar acetato mas los
precursores de los acidos grasos ramificados o acido
lipoico. Por otra parte, NM51 presenta baja frecuencia
de esporulacion en medio SM. Este fenotipo se
revierte parcialmente al suplementar el medio con
acido lipoico. Ademas, en esta cepa existe una fuerte
induccion de la transcripcion del gen de la desaturasa,
confirmando que es incapaz de sintetizar los
precursores de los acidos grasos ramificados, y por lo

tanto la fluidez de su membrana soélo puede
aumentarse con la sintesis de acidos grasos
insaturados. Estos resultados sugieren que la

presencia de YwfL funcional es indispensable para la
incorporacion de acido lipoico endégeno a los
complejos enzimaticos piruvato deshidrogenasa y
deshidrogenasa de cetoacidos ramificados de B.
subtilis, por lo que renombramos a YwfL como LipL.

P78: EXPRESION HETEROLOGA Y PURIFICACION
DE UN PEPTIDO CON ESTRUCTURA TIPO-
UBIQUITINA DE NATRIALBA MAGADII
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Debora; De

La ubiquitina es una proteina de 76 aminoacidos
altamente conservada en todos los organismos
eucariotas, pero son escasas las evidencias de su
presencia en procariotas. Se han descripto proteinas
tipo ubiquitina (Ubls), que presentan principalmente
una baja homologia de secuencia primaria, pero una
alta homologia a nivel de estructura secundaria y
funcional con ubiquitina. Las Ubls se encuentran tanto
en eucariotas como en procariotas. En nuestro
laboratorio se estudia la presencia de este tipo de
proteinas en arqueas haloalcaléfilas y haloneutrofilas.
Mediante técnicas de PCR se ha aislado una
secuencia de ADN del genoma del arquea
haloalcaléfila Natrialba magadii denominado p400. La
secuencia de aminoacidos deducida de p400 presenta,
al ser modelada, homologia estructural con ubiquitina.
Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos
durante el modelado del fragmento p400 con
herramientas bioinformaticas se decidié expresar dicho
péptido en un sistema heterologo. En el presente
trabajo se describe la expresion de dicha secuencia en
la cepa Rosetta de Escherichia coli. El fragmento p400
fue subclonado en el vector pet24b que presenta una
cola de histidina en su regién C-terminal. Luego de la
induccion con IPTG, el péptido expresado en este
sistema se encontré en cuerpos de inclusién. Con el
objetivo de estudiar su posible homologia con
ubiquitina se realizd la purificacion del péptido



