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RESUMEN

La agmatinasa (EC 3.5.3.11) cataliza la hidrolisis de la agmatina en putrescina y urea. La
agmatina resulta de la hidrélisis de la arginina, catalizada por la arginina descarboxilasa, y es un
precursor de la sintesis de poliaminas en bacterias y vegetales y, de acuerdo a recientes estudios,
podria desempefiar un rol como neurotransmisor en el cerebro de la rata. Considerando las
homologias entre las reacciones catalizadas por la agmatinasa y la arginasa, las relaciones
estructurales entre sus sustratos, y la existencia de residuos conservados en sus secuencias
aminoacidicas, se considera que estas enzimas pertenecen a una misma familia de proteinas
(familia de las arginasas). Se piensa que los miembros de esta familia habrian divergido a partir
de un origen evolutivo coman, para alcanzar cada una de ellas su particular especificidad de
sustrato.

Hasta el momento, se dispone de una gran cantidad de informacion en relacién con la
arginasa de distintos organismos y tejidos. Mas aun, se ha logrado resolver, mediante difraccion
de rayos x, la estructura de las arginasas de higado de rata y de Bacillus caldovelox. En
contraste, la informacién referente a la agmatinasa es mucho mas reducida, y sélo en los ultimos
afios se ha logrado demostrar el requerimiento de iones metalicos y se ha iniciado la
identificacion de residuos de su sitio activo.

Para un mejor conocimiento de los aspectos funcionales y estructurales de la agmatinasa,
en este trabajo se realizaron estudios de modificacion quimica y mutagénesis sitio dirigida y se
desarrollé un modelo estructural basado en la homologia de la agmatinasa de E. coli con la
arginasa. Los resultados obtenidos sugieren la existencia de un centro bimetalico de Mn*? en la
agmatinasa de Escherichia coli; en este centro binuclear, uno de los Mn*2 seria esencial para la

catalisis, mientras que el segundo cumpliria una funciéon moduladora. Por otro lado, los estudios

14



de modificacion quimica y mutagénesis sitio dirigida, apoyan la participacion de la His163 y del
Aspl53 en la funcion catalitica de la enzima. En los estudios de modelaje molecular por
homologia de secuencia, se tomd como estructura de referencia a la arginasa de B. Caldovelox.
La estructura modelada fue muy similar a la de la estructura de referencia, con respecto al
namero y disposicion de elementos estructurales (a-hélices y hojas-B). En general, las
diferencias entre las arginasas de B. caldovelox y de higado de rata, son practicamente las
mismas que existen con la agmatinasa y corresponden a las regiones de “loops” superficiales.
La tinica excepcion son dos “loops” localizados a la entrada del sitio activo y determinados por
un esqueleto carbonado y algunas cadenas laterales bastante conservadas en las arginasas de B.
caldovelox y de higado de rata. Se centrd la atencion en una regidn que presenta las mayores
diferencias con la arginasa y que comprende un “loop” que incluye los residuos C159, Y155 y
F161. Dado que en la correspondiente region en la arginasa se localizarian los residuos que
participarian en la union de arginina y el proceso catalitico propiamente tal, nuestra atencion se
enfocO en esta regidon, como un intento inicial para entender las diferencias en especificidad
entre estas enzimas. El analisis del modelo sugirié la posibilidad de que inserciones
introducidas en la mutante triple, incorporando los aminoacidos que formen la correspondiente
region en arginasa pudieran originar especies enzimaticas capaces de utilizar la arginina como
sustrato. Aun cuando ninguno de los cambios introducidos en esta zona dieron los resultados
esperados, este es un aspecto en el cual debiera de insistirse incluyendo la probabilidad de

introducir especies quiméricas entre arginasa y agmatinasa.
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