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5. RESUMEN

La agmatina es el producto resultante de la descarboxilacion del aminoacido L-arginina,
por la accion de la enzima arginina descarboxilasa. La agmatina ha sido asociada a
importantes funciones en el organismo, entre las que se incluyen: la modulacion de la
liberacion de la insulina desde las células pancreaticas, la excrecion de sodio renal e
inhibicion de la sintesis de oxido nitrico. A nivel cerebral, se le ha involucrado con
acciones neurotransmisoras, antineurotoxicas, anticonvulsivas y antidepresivas. La
agmatina es el sustrato de la enzima agmatinasa, la cual, por medio de una hidrolisis
genera urea y putrescina, esta Ultima, molécula precursora de poli-aminas complejas
como espermidina y espermina.

La agmatinasa humana ha sido clonada y su secuencia conserva todos los residuos
esenciales para la unién a metales, como en todos los miembros de la familia de las
ureohidrolasas, en donde esta enzima posee un 35% de identidad con la agmatinasa de
Escherichia coli, siendo esta la mejor caracterizada. En nuestro laboratorio se cloné a
partir de una libreria de cDNA de cerebro de rata, una proteina con actividad
agmatinasa, pero que presenta una baja identidad con la superfamilia de las
ureohidrolasas y ademas carece de los residuos tipicos que unen el cofactor metélico.
La proteina de aproximadamente unos 62,5 KDa, fue denominada ALP (agmatinase-like
protein) y es hasta hora la Unica proteina recombinante de mamifero con actividad
agmatinasa caracterizada cinéticamente. Se ha demostrado que ALP es inactivada por
medio de didlisis extensa contra 10 mM EDTA y se reactiva al incubar con 5 mM de
Mn?*. Esta informacion es de particular importancia, ya que plantea el requerimiento de
iones metélicos para la actividad catalitica. También es caracteristico de la superfamilia
de las ureohidrolasas la formacién de un centro binuclear de Mn?* para la expresién de
su maxima actividad catalitica. De singular importancia en ALP, es la presencia de un
dominio tipo LIM en el extremo C-terminal. Se ha demostrado que la remocion de este
dominio, resulta en la activacion de ALP, aumentando de la ke, 10 veces y disminuyendo
la Ki, 3 veces con respecto a la especie silvestre.

En las ureohidrolasas los iones Mn?* estan estabilizados por residuos de aspartato e
histidina altamente conservados. En ALP no es posible identificar mediante andlisis
bioinformaticos los residuos que estabilizan los iones Mn?*, considerando que esta
enzima posee 5 residuos de histidinas y 22 aspartato. Estudios recientes de nuestro
laboratorio nos ha permitido proponer que la histidina 206 seria un ligando para un Mn
#* fuertemente unido y que el residuo de histidina 127 estabilizaria un ion Mn** mas
débilmente unido. En esta tesis se analiz6 mediante mutagénesis sitio dirigida, la
participacion de los residuos de histidina 65 y 394 en la actividad y la estabilizacion del
metal activador Mn** en ALP. Las mutantes presentaron actividad agmatinasa y un
aumento importante en su constante catalitica respecto de ALP (particularmente la
especie H65A). Ambas especies fueron mas vulnerables a la inactivacion térmica lo que
indicaria un cambio conformacional que podria mediar la activacion. Ambas especies
hiperactivadas presentaron una mayor actividad que ALP silvestre, indicando una



conformacién mas favorable del centro binuclear de Mn?* lo que se corresponde con la
activacion de la enzima.
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