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Diseño y producción de
diversas proteínas fusión
de la nicotinamida/
nicotinato
mononucleotido adenilil
transferasa (NMNAT) de
Plasmodium falciparum
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transferasa (NMNAT) do
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Resumen Resumo

Las proteínas recombinantes se han
convertido en herramientas útiles en la
investigación bioquímicaM Sin embargoA
durante su producciónA aparecen cuerpos de
inclusión óI5xA debidoA por un ladoA a la alta
expresión de proteína producida a partir de
los vectores usados que poseen promotores
de alta eficiencia yA por otro ladoA a
características propias de la proteínaM Ghora
bienA la nicotinamidaTnicotinato
mononucleótido adenililtransferasa
óNMNGTx es una proteína central en la
biosíntesis del NGOó7xyA molécula esencial
en el metabolismo celularA y ha sido
estudiada en parásitos protozoosM Para el
estudio de la NMNGT de estos parásitos se
ha recurrido a la expresión de su versión
recombinante en E. coliA obteniéndose gran
cantidad de proteína como I5M 0on el fin de
aumentar la solubilidad de la proteínaA se
clonó la secuencia codificante de la NMNGT
de Plasmodium falciparum en diferentes
vectores de expresiónA se indujo la expresión
de la proteína recombinante en E. coli 5L+H
óO4éx y se analizó la solubilidadM La proteína
fusión con mayor solubilidad fue purificada
y evaluada enzimáticamenteM La adición de la
etiqueta M5P óproteína de unión a maltosax a
la PfNMNGT incrementó su solubilidad y
permitió obtener una proteína funcional con
una alta purezaM

Recombinant proteins have become useful
tools in biochemistry researchM Ouring their
productionA howeverA inclusion bodies óI5x
appearA on the one handA due to the high
expression rate from the recombinant
plasmidsA which have high efficiency
promotersA andA on the other handA intrinsic
characteristics of the expressed proteinM
6urhtermoreA the nicotinamideTnicotinate
mononucleotide adenilyl transferase
óNMNGTx is a central protein in NGOó7xy
biosynthesisA an essential cofactor in cell
metabolismA and in protozoon parasite has
been studiedM To study the NMNGT protein
of these parasitesA their recombinant version
in E. coli has been expressedA getting a great
quantity of I5 as a by/productM To increase
the solubility of the proteinA the coding
sequence of the NMNGT enzyme of
Plasmodium falciparum was cloned in
different expression plasmids which were
subsequently transformed into E. coli 5L+H
óO4éx expression strainM The solubility of
the recombinant proteins was assessed and
the one with the highest presence in the
soluble fraction was subsequently purified
and its enzyme activity was determinedM
The recombinant protein with a M5P
ómaltose/binding proteinx tag showed an
increased solubility and purityM

Gs proteínas recombinantes tem convertido
em ferramentas úteis na investigação
bioquímicaM Um problema frequente durante a
sua produção é a aparição de corpos de
inclusão óI5xA devida principalmente à
elevada expressão da proteína produzida a
partir dos vectores utilizados que têm
promotores de elevada eficiência- bem como
características das próprias proteínasM Glém
dissoA a nicotinamidaTnicotinato
mononucleótido adenililtransferasa é uma
proteína central na biossíntese do NGOó7xyA
molécula essencial no metabolismo celularA e
tem sido estudada em protozoários parasitosM
Para o estudo da NMNGT destes parasitosA foi
realizada a expressão da sua versão
recombinante em E. coliA e foi obtido uma
grande quantidade de proteína em forma de
I5M 0om a finalidade de aumentar a
quantidade de proteína na fração solúvelA a
sequência codificadora para NMNGT de
Plasmodium falciparum foi clonada em
diferentes vectores de expressãoA foi induzida
a expressão da proteína recombinante em E.
coli 5L+HóO4éx e foi analisada a
solubilidadeM G proteína fusão com maior
solubilidade foi purificada e avaliada
enzimáticamenteM G adição da etiqueta M5P
óproteína de união a maltosax à PfNMNGT
incrementou a solubilidade da proteína e
permitiu obter uma proteína funcional com
una alta purezaM espécie de plantaM
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cuerpos de inclusiónA TG9 fusiónM
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Kara la amplificación de la región codificante de la Kf–®–/T se
usaron varias parejas de iniciadores que permitieron la clonación en
los respectivos vectores de expresión UTabla OBC Gas condiciones
utilizadas para la amplificación fueron9 O U de la enzima Taq
Kolimerasa U/pplied 8iosystemsB o Kfu I–/ Kolimerasa
UThermo6isherBh ®g+l4 o ®gS°’ U4hH m®Bh buffer de la /I–
polimerasa UOXBh d–TK’s UOS m®Bh w4° I™K+h iniciadores y
aproximadamente HS ng de /I– plantillaº todo a un volumen final
de OH µGC Se empleó el siguiente perfil térmico9 un ciclo de
desnaturalización inicial a é’ º+ durante OS minh seguido por XS
ciclos de é’ º+ por ’H sh HS º+ por O minh ;4 º+ por ’H sh y una
extensión final a ;4 º+ por OS min Utermociclador 8ioradB U10BC

Introducción

Plasmodium falciparum es un parásito protozoario intracelular
causante de la forma más grave de malariah una enfermedad de la
cual en el último año se reportaron cerca de 4O4 millones de casos
nuevos y ’4éCSSS muertes U1BC Iado que en la actualidad no existe
una vacuna de uso clínico y ante el aumento de la resistencia del
parásito contra medicamentos antimaláricos UeCgC cloroquinah
artemisininah etcCBh la °rganización ®undial de la Saludh en
colaboración con diferentes laboratorios del mundoh se encuentra en
la búsqueda de proteínas que sirvan como blancos terapéuticos para
el control de la enfermedad U2BC

™n los últimos 4S años se ha venido estudiando la nicotinamida2
nicotinato mononucleótido adenililtransferasa –®–/T U™+
4C;C;CO2OµBh enzima en la cual convergen las rutas de novo y de
reciclaje del dinucleótido de adenina y nicotinamida –/IUwB U3BC ™l
–/IUwB y su derivado fosforilado –/IKUwB son esenciales en el
metabolismo celular yh en el caso de P. falciparumh en el proceso de
infección eritrocítica U4-6BC Iurante su ciclo de vida asexualh el
parásito infecta a los glóbulos rojos y degrada la hemoglobinah tras lo
cual incrementa el estrés oxidativoC ™ste aumento activa los sistemas
antioxidantes del parásito que dependen del poder reductor del
–/IKUwB celularC /sí mismoh en el proceso de infecciónh las rutas
metabólicash como el ciclo de las pentosas fosfato y la glicólisish
aumentan su actividadC ™stas rutas dependen de –/IKD y –/IDh
respectivamente U7h 8BC

Ga –®–/T de P. falciparum ha sido identificada y estudiada
enzimáticamente como proteína recombinante en trabajos anteriores
U9-11BC Iurante su expresiónh se producen grandes cantidades de
agregados insolubles conocidos como cuerpos de inclusión U+R o R8h
acrónimo en inglésBh compuestos principalmente por proteína mal
plegada de poca utilidad respecto a la proteína soluble y de
dispendiosa purificaciónC +on el fin de maximizar la cantidad de
proteína recombinante solubleh se han propuesto varias estrategias9
cambios en las condiciones de expresiónh cepash vectoresh
promotores y etiquetas U12BC ™n este trabajo se reportan los
resultados de la evaluación de varios vectores y etiquetas en la
expresión y solubilidad de la –®–/T recombinante de P.
falciparum UKf–®–/TBC

Materiales y métodos

Estimación in silico de la solubilidad

Se escogieron los cuatro vectores más promisorios en cuanto a
solubilidadh teniendo en cuenta tres aspectos9 expresiónh solubilidad
y purificación U13BC Gos cuatro vectores escogidos fueron9
+hampion™ p™T SU®° UThermo6isherBh el cual le otorga la
etiqueta de EwisDSU®° Uwis D SU®°Bº p+old T6 I–/ UTakaraBh
que fusiona la etiqueta de EwisD+haperona Trigger 6actor Uwis D
T6Bº p8/I4S42IFT°K° URnvitrogenBh fusiona la etiqueta de
Tiorredoxina UTrxB y p®/GFcHX U–ew ™ngland 8iolabsB que su
proteína fusión es la proteína de unión a maltosa U®8KBC

Se implementaron tres programas bioinformáticosh S°GKro U14Bh
KR°S° RR U15B y ™SKR™SS° U16Bh que estiman la solubilidad de la
proteína recombinante expresada a partir del sistema heterólogo E.
coliC Kara estoh se tomó la secuencia primaria de la Kf–®–/T
UK6OX_SOHéBh unida a las diferentes etiquetas moleculares aportadas
por los vectores de expresiónh y se identificó la probabilidad de
encontrar esta proteína en la fracción solubleC

Amplificación de la región codificante de la
PfNMNAT

Krimer Secuencia H’FX’

Iirecto petSumo /Tk+/T//k//T/T/TkT

Iirecto p8/I cacc/Tk+/T//k//T/T/TkT

Iirecto p®al y p+old ggatcc/Tk+/T//k//T/T/TkT

Reverso +T//TT////T+/T/T//kTT

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificación de la región codificante de la
PfNMNAT

Clonación de la región codificante de la PfNMNAT

Gos productos de K+R fueron visualizados en geles de agarosa OLC
Kara realizar la clonación se usaron dos estrategias dependiendo del
vector de expresión9 ligación directa con el producto de K+R o
subclonación utilizando el vector pk™®®–T ™asy UKR°®™k/BC Ga
ligación se realizó teniendo en cuenta una relación O9O inserto
purificado y vector Uaproximadamente HS ngBC

Transformación en cepas de E. coli

Se transformaron cepas de E. coli de mantenimiento °ne Shot
®achO™ TO UThermo6ischerB y de expresión 8G4OUI™XB USigmaF
/ldrichB químicamente competentesh mediante choque térmico U’4 °
+ durante ’H sh H min en hieloBC Rnmediatamenteh las bacterias
transformadas se incubaron durante O h a X; º+ en medio S°+
Utriptona 4Lh extracto de levadura ShHLh –a+l OS m®h %+l 4hH m®h
®g+l4 OS m® y glucosa 4S m®BC Guegoh se sembraron en cajas de
Ketri con G8Fagar y antibiótico de selección respectivo para cada
vectorC

Purificación del ADN recombinante

Se partió de un cultivo de OS mGh inoculando en medio G8 líquido
suplementado con el antibiótico de selecciónC Se utilizó el método de
lisis alcalina U17BC
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Se tomó una colonia de cada uno de los plásmidos recombinantes y se
inocularon individualmente en medio UEP suplementado con el
antibiótico de selecciónN se dejaron creciendo toda la noche a 5F º9G
Se realizó una dilución del cultivo )M)-- y se continuó el crecimiento
hasta alcanzar una wGO -P° a °-- nmG Se realizó la inducción de la
expresión de las proteínas siguiendo las recomendaciones del
fabricante con /PTH í/sopropil βTwT)Ttiogalactopiranósidog o
arabinosaP según el casoP incubando a )2–ú2 °9 con agitación
constanteG Rinalizada la inducciónP se colectaron las bacterias por
centrifugación a °--- rpm por )2 min a – °9N se descartó el
sobrenadante y se determinó el peso húmedo de célulasG
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Ua proteína MEPTPfNMN8T se eluyó con buffer de elución
íbuffer de lisis I maltosa )- mMgN se recolectaron ú2 fracciones de
aproxG °- µUP que fueron suplementadas con glicerol í)-O v/vg y
almacenadas a T4- °9G Ua proteína en la fracción soluble y en los
eluídos se cuantificó mediante el método de Eradford í19gG

Expresión de las proteínas recombinantes

Detección de las proteínas recombinantes por
electroforesis SDS-PAGE y western blot

Uos lisados de los clones inducidos se analizaron por electroforesis
vertical SwSTP8HñG Para esto se tomó una alícuota de las fracciones
solubles obtenidas en la lisis y se resuspendieron en buffer de carga
desnaturalizanteG Uas muestras se calentaron a éú °9 durante F minG
Ua visualización de las bandas se logró mediante la tinción del gel
con azul de 9oomassieG Para los ensayos de inmunodetección
íwestern blotgP las proteínas separadas por SwSTP8Hñ fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa íThermoRishergP usando el
método de electrotransferencia húmeda í18gP en buffer de
transferencia aplicando ú-- m8 por ú hG 8 su términoP se tiñó la
membrana con Rojo Ponceau íSigmaT8ldrichg y se realizó la
inmunodetecciónG Se identificó el sistema de expresión que tuvo
mayor aumento de solubilidad mediante la confirmación en western
blot y se realizaron ensayos de purificaciónG

Ensayo de actividad enzimática

Se realizó un ensayo in vitro para determinar la actividad de la
proteína recombinante purificadaG Uas mezclas de reacción
ímononucleótido de nicotinamida íNMNg ) mM y 8TP )P5 mM en
buffer KñPñS )-- mM I MgúI )- mMP pK FP2g se incubaron a 5F °9
durante 5- minP al término de lo cual se detuvo la reacción con
K9lO– )Pú M a – °9G Ua proteína se precipitó mediante centrifugación
a )ú--- rpm durante 5 min a – °9G Se neutralizó el sobrenadante con
kú9O5 ) M en hieloG ñl resultado de la reacción in vitro se evaluó
mediante KPU9 en fase reversaG Se utilizó una columna Phenomenex
Uuna 9)4 íú2- mm x –P°- mmN 2 µmgG ñl volumen de inyección fue
de 2- µUG Rases móvilesM buffer fosfato de potasio -P)ú M pK °P- y
metanolG Rlujo constante de )P2 mU(minP con un tiempo de ú- min
por corrida a temperatura ambienteG wetección
espectrofotométricamente a ú2– nmG

Estimación in silico de la solubilidad

ñl estudio bioinformático indicó una mayor solubilidad de la proteína
PfNMN8T expresada desde el vector pM8UTc2XG Uos resultados
para la PfNMN8T expresada desde los otros vectores no fueron
concluyentesP pues se encontraron divergencias con los programas
empleadosG 8unque todos los programas predicen solubilidad del
2-O aproximadamenteP como control se usa la secuencia primaria de
la proteína sin ninguna etiquetaP donde se puede observar que la
expresión de esta proteína en el sistema heterólogo sería insolubleG

Uo anterior es predecibleP debido a que es una proteína externa
de la bacteria y por ende no se puede resolver su plegamientoG Por
tantoP es importante adicionar las etiquetas para obtener la versión
recombinante de forma soluble íTabla úgG ñntoncesP se evaluó el
desempeño de estos vectores y etiquetas en la solubilidad
experimentalmenteG

Lisis celular

Uos pellets celulares se resuspendieron en buffer de lisis í2 mU(ggG Se
adicionó lisozima íSigmaT8ldrichg a una concentración final de ) mg(
mUN 8RNasa íThermoRishergP a una concentración final de °Pú2 µg(
mUP y cocktail de inhibidores de proteasas íSigmaT8ldrichg P45–-N
8ñESR ) mMP ñ°– )– µMP Pepstatin 8 )2 µMP Eestatin –- µMP
Ueupeptin ú- µMP 8protinin -P4 µMgG ñl conjunto se incubó en hielo
durante 5- min con agitación mecánicaG Pasado este tiempoP se
sometió la muestra a 2 min de sonicación sobre hielo í2-O de
amplitudP )2 s de pulso y )2 s de reposogG Ua muestra fue
centrifugada a )ú--- rpm por ú- min a – °9P separándose el
sobrenadante ífracción solubleg y el pellet ífracción insoluble o
cuerpos de inclusióngG

Purificación de la proteína recombinante por afinidad
a resina de amilosa

Ua proteína MEPTPfNMN8T íMEPP maltoseTbinding proteing se
purificó a partir de la fracción soluble mediante afinidad a resina de
amilosa íNñEgG Ua resina se equilibró con buffer de lisis y se mezcló
con la fracción soluble diluida í)M°gG Ua unión se llevó a cabo durante
) h a – °9 con agitación constanteG Ua mezcla se transfirió a una mini
columnaP empacándose la resina y obteniéndose las proteínas no
unidasG Ua resina se lavó con )ú volúmenes de buffer de lisisG

Resultados y discusión

Tabla 2. Predicción in silico de la solubilidad de las proteínas recombinantes
PfNMNAT usando programas bioinformáticos

SolPro ProSo // ñSPRñSSO

p9OUwTPfNMN8T 25P2O °°PFO –4P5O

pM8U 92XTPfNMN8T °-P°O F-P5O 2-P-O

pñT SUMOTPfNMN8T ú-P5O –5P5O –°P)O

PfNMN8T )FPFO 25PFO ––P2O
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Se espera que el tamaño de la proteína fusión C7Bx: kDaR no
interfiera en la estructura y función de la proteína purificadax lo cual
se confirmó mediante ensayos enzimáticos posterioresgSe obtuvieron los productos de PGR deseados para cada pareja de

iniciadoresg La clonación en los tres vectores empleados fue exitosax
después del análisis por PGR y digestión con enzimas de restricción
CFigura MRg

Expresión de las proteínas recombinantes

En la figura B se muestra el perfil electroforético de cada uno de los
sistemas de expresión evaluadosg Se observa una mayor expresión de
la proteína con la etiqueta MWP C H+x6 kDaR respecto a las otras
etiquetas8 His L SUMO C 6:xU kDaRx Trx C 6+xU kDaR y Hisé
TF C+HxU kDaRx tal y como se predijo en los programas
bioinformáticosg Hasta el día de hoy no se tiene claro el mecanismo
por el cual la proteína fusión puede modificar la solubilidad de la
proteína de interésx sin embargox la MWP es una de las más
estudiadasg La proteína de unión a maltosa puede estar funcionando
como una chaperona molecular quex mediante su bolsillo
hidrofóbicox secuestra la proteína con plegamiento intermedio y le da
una segunda oportunidad de plegamientog Esto permite que la
proteína recombinante tenga el plegamiento nativo yx por endex se
encuentre en la fracción solubleT six por el contrariox no se puede
resolver el plegamientox formará agregados insolubles C20x 21Rg

La proteína MWP fusionada a la PfNMNVT en la región amino
terminal permite realizar la purificación de la proteína recombinante
mediante cromatografía de afinidadx debido a la elevada interacción
de la resina de amilosa por las proteínas recombinantes que
contienen la etiquetag MWP consta de dos dominios estructurales en
forma de bisagra que le permiten interactuar con diversos azúcares
como la amilosa y la maltosag La unión con ellas genera un cambio
conformacional que cierra la proteína con la cual se enlaza al azúcar
a través de enlaces de puentes de hidrógeno y por contactos de Van
der Waalsx principalmente con residuos aromáticosx causando un
apilamiento de las cadenas laterales contra la cara de los anillos de
azúcarg

Amplificación, clonación y transformación

Figura 2. 7nálisis de la expresión soluble de las proteínas recombinantes PfNMN7T
en qL%G +DEñS5 G5 Patrón de peso molecular en kDa +ThermoFisherS5 %5 Proteínas
solubles qL%G +DEñS sin transformar5 ñ5 Proteínas solubles expresión de His O SUMO4
PfNMN7T5 z5 Proteínas solubles expresión de Trx4PfNMN7T5 C5 Proteínas solubles
expresión de MqP4PfNMN7T5 I5 Proteínas solubles expresión de His O TF4PfNMN7T5
75 SDS–P7GE G%h teñido con azul de *oomassie5 q5 Inmunodetección en membrana
de PVDF5 +Las flechas indican las proteínas sobreexpresadas y reconocidas en el
western blot- las bandas inespecíficas son comunes hasta en el control negativo y se
deben a reconocimiento con el anticuerpo primarioS

Purificación mediante afinidad a amilosa

La purificación de la proteína se llevó a cabo en condiciones nativasx
buscando no interferir en la funcionalidad y estructurag La
purificación por cromatografía de afinidad se siguió mediante SDSé
PVGE Cfigura 6Rg

Figura 1. Verificación de los plásmidos recombinantes de la PfNMN7T mediante P*R5
G, Marcador de peso 7xyGen G–– pb- % y ñ, 7DN plasmídico extraído p*OLD–
PfNMN7T- z y C, 7DN plasmídico extraído pMal cCX4PfNMN7T I, *ontrol positivo de
la reacción y V, Negativo de la reacción5 +Tamaño esperado IGC pbS5 Gel de agarosa
Gh teñido con bromuro de etidio

Figura 3. Expresión y purificación de la MqP4PfNMN7T5 G5 Patrón de peso molecular
en kDa +ThermoFisherS- %5 Proteínas totales expresión etiqueta MqP +*ontrolS- ñ5
Proteínas totales expresión de MqP4PfNMN7T- z5 Proteínas solubles expresión de GC
MqP4PfNMN7T- C5 Eluído de la purificación de la MqP4PfNMN7T5 SDS4P7GE G–h
Teñido con azul de coomassie5 U *orresponde a MqP como producto de degradación
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Se observó que3 a partir de los lavados3 se eliminó una gran
cantidad de proteínas no unidas3 permitiendo obtener eluídos con la
proteína recombinante parcialmente pura y concentrada0 Se presentó
una pequeña contaminación por una proteína de aproximadamente +H
k?a correspondiente a un producto de degradación3 debido a una alta
tasa de degradación de la proteína recombinante PfNMN:T
sobreexpresada3 y el tamaño corresponde a la etiqueta EM/Pw que por
el contrario es muy estable0

=sta información se corroboró mediante western blot usando anti1
M/P3 en el cual se observó reconocimiento del producto de
degradación E[igura +w0
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La fusión de la etiqueta M/P permitió un aumento en la solubilidad
de la proteína PfNMN:T en comparación con las otras etiquetas
usadas3 lo cual3 además3 facilitó la obtención de la proteína con un
alto porcentaje de purificación y buen rendimiento0 Sin embargo3 la
adición de etiquetas de solubilización para la producción de proteínas
recombinantes no garantiza la solubilidad de la proteína a expresar3
ya que depende de características intrínsecas de cada proteína y de la
interacción con la etiqueta0

Se recomienda el uso de programas bioinformáticos como la
primera aproximación para el uso de las etiquetas3 con el objetivo de
determinar su posible efecto sobre la solubilidad0 No obstante3 hay
que tener precaución con los resultados de la predicción3 ya que estos
dependen de la matriz de proteínas de comparación0

Ensayos de actividad enzimática

La actividad nucleotidiltransferasa de la proteína recombinante se
evaluó mediante ensayos NMN:T directos y la posterior observación
del pico correspondiente al N:?F sintetizado por éPL7 en fase
reversa E[igura Hw0 Respecto a la actividad encontrada en la fracción
soluble3 en el eluído de la purificación por afinidad fue j83+ veces
mayor ETabla hw3 permitiendo obtener buenos rendimientos para la
proteína recombinante0

Conclusiones

Figura 4. Purificación de la proteína recombinante MBPVPfNMNATº gµ Patrón de peso
molecular en kDa EThermoFisher%I Rº Fracción solubleI vµ Purificación de MBPV
PfNMNATº Aº SDSVPAGE gR3 teñido con azul de coomassieI Bº Inmunodetección en
membrana de PVDFº Anticuerpo gºµ AntiVMBP gµg****º ñ producto de degradación
MBP

[racción

Proteína

total

Emgw

:ctividad

total

EmU-w

:ctividad

específica

EmULmgw

Recuperación

E(w

Purificación

Evecesw

Soluble C36C j8H3j8H zC3CáR jáá 1

=luído á3z6já+ j+z3RjC +6á3hCH RR3áC j83+

Tabla 3. Rendimiento de la purificación de la MBPVPfNMNAT

Figura 5. Verificación de la actividad catalítica de la MBPVPfNMNAT cuantificada en
RPVHPLCº Aº PatronesI Bº Control negativo EBuffer de elución de la proteína%I Cº
Fracción solubleº Dº MBPVPfNMNAT

ñUna unidad de actividad enzimática representa la cantidad de enzima que cataliza la síntesis
de g µmol de NADz por minuto a vU °C
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