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Resumen 

Se describe la jmplementación de un método de muragénesis con el cual es posible sustituir 

un residuo detcnninado en una proteína por las 19 variedades restantes. Esre mérodo es una 

modificación aJ descrito por Nelson y Long (22). Tomando como modelo la B-lacmmasa de 

E. coli, se obtuvieron 24 mutantes de la posición 37 (ácido glutámico) aislados a panir de 

diferencias de actividad in vi"'º en comparación con la enzima silvestre. En las regiones 

secuenciadas se cncontruron cambios puntuales que en algunos casos pueden afecrnr al fenotipo 

producido por la sus1itución en el Glu37. También se ob1uvieron secuencias en las que no se 

incorporó la mutación deseada. Se discu1en nuevas opciones para mejorar el rcndimicn10 de 

es1e tipo de mutagénesis asf como las implicaciones de los cambios generados en un contexto 

cstruc1ural. 



lnuoducción 

1) Ingeniería de protcfnas. 

a) Características. 

b) Aplicaciones actuales en investigación básica, clínica e industria. 

e) Técnicas de mutagénesis. 

a) Características. 

La ingeniería de proteínas es un conjunm de métodos teóricos y experimentales utilizados parn 

modificar y rediseñar polip6ptidos. Se deriva principalmente de los avances iniciados en los 

setentas con el surgimiento de la tecnología del DNA rccombinantc (rDNA). En esta disciplina 

se tratan de obtener funciones novedosas o mejor.idas con la modificación de proteínas aisladas 

de algún organismo o a partir de péptidos generados in vitro. Asimismo, se trnra de 

comprender ta interacción que existe en1rc los aspectos bioquímicos y la estructura de las 

proteínas. Ulmer ( 1 ). describe las propiedades que sería deseable controlnr de manera predictiva 

con el uso de estas técnicas: a)la constante .:atalfüca (K ... ) y la constante de Michuclis (KM) 

para un substralo particular, b)termoestabilidad y temp~ratum óplima, c)estabilidad y aclividnd 

en solventes no acuosos, d}especificidad de reacción y de substratos, e)rcquerimiento de 

cofnctores, f)optimización del pli, g)resístencia a pro1easus, h)rcgulación alostérica, i)cstructura 

de suhunidadcs y peso molecular, cte. Según Leatherbarrow y Fcrsht (2), ya existen ejemplos 

de modificación hacia cada una de las propiedades enumeradas. En el siguiente inciso se 

mencionarán algunas de ellas. 

El desarrollo de esta disciplina depende del avance de distintas áreas relacionadas: la 

tecnología del rDNA es a la fecha su principal base metodológica. Contfnuamentc se reponan 

nuevas técnícas para el aislamicnlo, expresión y modificación de genes que codifican 

polipép1idos. Los métodos comput:u.:ionales {bases de datos para estudios de análisis de 

secuencia, gráfica molecular, etc.) h:-in .-;ido de gran ayuda para identificar patrones de secuen­

cia ligados a funciones o estructuras conservadas, para modelar cambios en proteínas de 

es1ructura conocida, identificar las pc:rturb;.:cioncs producidas por estos cambios, etc. A largo 

plazo, su principal objetivo es la l"rtación de algoritmos parn predecir las estructuras 

tridimensionales que puedi:n adop1:1T polipéptidos dados. L1 resolución de cálculos de este tipo 



involucra también Ja utilización de las computadorns más veloces disponibles: de otro modo, 

muchos de ellos no se efec1uarían en 1iempos razonables, Los métodos estruc1urales 

(cristalografía de rayos X. NMR, dicroísmo circular) son actualmente la única nhemaliva para 

la de1enninación de estructuras. Sin embargo, el costo y 1iempo que requieren limita la 

generación de infommción estructur.il. Se espera 4ue en un futuro próximo, el modelamiento 

por computadora sea suficienle para describir una es1ructura realista de un polipéptido, con 

ayuda de proteínas homólogas de estructura resuella. Por último. la ingeniería de proteínas se 

sustemn en los mé1odos de enzimología, con los que ha sido posible caracterizar bioquímica~ 

mente las variantes obtenidas. En eslc campo se han creado distintos métodos de extracción 

y purificación de enzimas así como un gran número de substratos sintéticos para facilitar la 

detección de actividades enzimáticas. 

Los beneficios a corto y mediano plazo dt: es1a 1ecnología incipiente son múhiples. De ésta 

puede surgir una nueva generación de foím1~co~. vw.:un<ts y otrJS pro1eínas de interés clínico 

e industrial. 

b) Aplicaciones actuales en la investigm:ión básica. clínica e industria. 

A continuación se mencionan algunos casos ~obresalientcs de modelos cuyas propiedades 

funcionales hnn sido implementadas para aplicaciones específicas. 

TPA. El TPA. o activudor del plasminógeno 1i.sular. forma pane del 5is1ema enzimático de la 

sangre que es responsable de disolver Ja fibrina en coágulo~ sanguíneos. Produce plasmina a 

panir de la proteólisis limiwda del plasminógeno. A su vez, In plasmina degrada la red de 

fibrina que se fonna en coágulos, liberando prcxluc1os solubles. Sin embargo, la actividad deJ 

TPA es limitada por el PAJ-1, inhibidor que se une a su sitio activo. Se ha descrito (3') la 

modificación de esia protcasa hacia una variame que conserva sus funciones catalíticas y no 

es inactivada por dicho inhibidor. A c~ta mutanic le hiln sido dele1:1dos siete aminoácidos 

que fomum parte de un a!>a 4uc intcrncHía 1.:un d PAi· 1. Pue!>IO que no existe una estructura 

cristalogrMica del TPA, el dheño 1.h:: e~1a modifh:ación se <lió a panir de un complejo 

homólogo de estructura conocida: la 1ripsina y el inhibidor de tripsina de p:íncreas de bovino. 

Como es de esperar, esta variame de TPA puede ~cr un subs1ituto eficuz de la fonna silvestre 



en el tratamiento de afecciones vasculares. 

LDH. La: lactato deshidrogenasa (LDH) y la malato deshidrogenasa (MDH) son enzimas 

homólogas (relacionadas a nivel de secuencia y de estructura) que catalizan reacciones 

similares: reducen al piruvato y oxaloacetato para fonnar lactato y malato, respectivamente. 

Ambas utilizan NADH corno donador de protones. A panir de esta similitud, Wilks et ni. (4) 

han descrito un enfoque para dar a una proteína modelo nuevas propiedades funcionales. En 

este caso, se busca una variante de LDH que pierda su afinidad hacia el lactalo y que catnlicc 

la fonnación del mala10 como lo hace la MDH. Como primer paso, identifican los residuos 

involucrados en la unión y catálisis de substratos en cada enzima. Con esto determinan cuales 

son las sustituciones necesarias para "mimetizar" en Ja proteína modelo (LDH), la región que 

da la función observada a 1;:1 proteína homóloga (MDH). Dirigen tres cambios puntuales: 

Aspl97 a Asn, Thr246 a Gly y Glnl02 a t\.rg. De éstos. sólo uno (Gin a Arg) fue necesario 

para modificar drásticamente la especificidad de la LDH hacia una mu1ante con actividad de 

maln10 deshidrogenas¡¡. En condiciones estándar, la LDH nom1al muestra una eficiencia 

catalítica (K..JK~) de 4.2 x ter hacia su substrato natural y de 4 x 101 para el oxalcacetato. 

Con In mutación mencionada, esta enzima es 8400 veces más activa hacia oxaloacctaio en 

comparación con el piruva10. o sea, 1an activa como con su substrato original. Tradicional~ 

mente, el aislamiento de nuevas funciones enzim;íticas se ha dado a panir de un monitoreo 

intensivo en organismos silves1res. Para estos y otros autores, una de las mejores opciones 

para Ja creación de nuevas especificidades se basa en la elección de moldes protéicos 

térmicamente estables, bien caracterizados, sobre los cuales diseñar las actividades deseadas. 

Como ejemplo, presentan un modelo en el que se ha reducido de manera significativa el 

tiempo y el trabajo empleados para la obtención de una nueva actividad. 

Lisozima. Matsumura y Manhews (5) de~c:riben Ja inserción de nuevos puentes disulfuro como 

medio parJ regular h1 ;ic1ividud c.:arnlítica tic la li~ozima del íagv T4. ParJ esto, analizan pares 

de aminoácidos que puedan ser rcempl:1zadm, por cistefnas para formar dichos enlaces. 

Simultáneamente, eliminan las cisteínas silvestres (Cy~54 y 97) para evitar la formación de 

puentes disulfuro no deseados. Eligen tlos treoninas (Thr2 I y 142) que se localizan en 

posiciones opuestas en la pane más exterior de la cavidad del sitio activo. La actividad de la 



molécula resultante depende de Ja no-formación del puente de disulfuro. En condiciones 

reductoras (puen1e s-s no formado) su ac1ividad es del 70% en comparación con la enzima 

silvestre; sin embargo, Ja exposición a condiciones oxidantes induce la fonnación de este 

enlace, con Jo cual la enzima queda sin actividad deteciable. Este noiable cambio de actividad 

es reversible y está asociado a un aumento en la estabilidad de la enzima. Argumentan los 

autores que este diseño puede ser exlrapolado a otras enzimas, en especial proteasas, que 

requieren ser almacenadas por largos periodos de 1iempo. 

CHZ-1. Con base en el diseño por gráfica molecular, Hahn et al. (6) han desarrollado un 

péptido sintético con ac!ividad de es1erasa Tomando como referencia Ja estructura 

cristalográfica de la quimotripsina, c:-.tos autores producen una molécula compacta formada 

por cuatro hélices anfipá1icas que se unen covalcn1emcnte por el extremo carboxilo terminal. 

Al extremo opuesto (NH tcnninal) posicionan a los aminoácidos que en proteasas de scrina 

fonnan In "triada catalítica" (Ser, His y Asp) en una confonnadón similar a la observada en 

dichas enzimas. Es1e péptido, denominado CHZ-1 (de "quimohelizima !''), une substratos 

propios de la quimolripsina y los hidroliza a una iasa del 0.01% en comparación con dicha 

proteasa. Asimismo, la actividad del péptido se reduce tmalmentc con el uso de inhibidores 

espccfficos de la quimouip::.ina. 

Los modelos descritos son sólo parle de una extensa lista de ejemplos de generación de nuevas 

funciones. Para mayor detalle, consultar las revisiones de Leatherbnrrow y Fersht (2), Robson 

y Gamicr {7) y Moody y Wilkinson (8). 

e) Técnicas de mutagéne::.is 

En la ingeniería de proteínas se requieren modificaciones en zonas o aminoácidos cspecfficos 

de una proteína. Con este propósi10, se han u1ilizado distintos enfoques: 

i) Mutagéncsis localizada. 

La exposición de un segmento aislado de DNA ante reactivos como hidroxilamina o ácido 

nitroso es el método más sencillo de mu1agénesis localizada al azar. La clonación de este 

DNA en un sistema apropiado (célula hué~ped-vcc1or de expresión) pcnnite seleccionar los 



cambios producidos en regiones de imerés (9). 

El uso de DNAs de cadena sencilla (como los bacteriófagos M 13 rccombinantes) mejora el 

rendimiento mutag1!'nico de algunos agemes químicos (hidrazina, ácidos fórmico y nittoso, cte.). 

Estos agentes son capaces de modificar las bases nitrogenadas conservando intacto el esqueleto 

de az.úcnrcs y fosfatos. Al producir la cadena complementaria con ayuda de una potimcrasa, 

las posiciones dañadas son aparcadas con nucle61idos ni azar (a diferencia del DNA de doble 

cadena, en el que la zona mutagenizada puede repararse in vivo 10mando como molde la 

cadena complementaria). Otros reactivos (químicos y algunos análogos de nuclcótidos) pueden 

aumentar el número de mutantes y la especificidad mutagénica al utilizarse en la síntesis in 

virro de DNA. Estos agentes interactúan con bases en especial. El bisulfito de sodio caUJ.liza 

la desaminación de la ci1osina a uracilo en DNA de cadena sencilla. Esto resulta en 

transiciones de pares C-G hacia pares T-A (10). El uso de N• hidrmd-dCTP produce 

transiciones del par A-T hacia el par G-C ( 11 ). El dBrUTP es incorpo~do por Ja transcriptasa 

reversa y produce transiciones del par T-A hacia el par G-C ( 12). Adicionalmente, varios 

autores han rcponado la omisión de nucleó1idos como m~1odo para producir transiciones, 

transversiones y mutaciones puntuales en gran camidad {cirndos en la ~ferenda 2). Dado el 

carácter azaroso de estas 1écnicas, el principal problema es la baja produccción de cambios no 

conservativos de aminoácidos, porque en este caso es necesario mutar simuháneamente dos o 

hasta tres nucleótidos dentro de un mismo codón ( 13): al aumentar la lasa mutagénica (con 

mayores concentraciones del agen1e) se aumenta también la probabilidad de producir cambios 

deletéreos en la secuencia, con Jo que se reduce el conjun10 de cambios múltiples observables. 

La mutagénesis química puede ser útil para conocer el contenido infonnativo de secuencias 

canas (como algún fragmento de una proteína) cuyas secuencias codificantes se mumgenizan 

intensivamente. 

ii) M utagénesis dirigida por oligonuclétidos 

A medida que ha evolucionado la recnología del DNA recombiname, los mémdos generales 

de mumgéncsis han sido reemplazados por fonnas más directas de producir estos cambios. La 

aportación m<is significativa es a trav¿!-1 del uso de oligonucleótidos sintéticos. Desde 1978, ai\o 

en el se presentan los primeros repones de mutagéncsis dirigida por oligos (14), se han 



generado numerosas técnicas con este fin. Se describen a continunción nlgunas de las de mayor 

uso en In actualidad. 

Como se mcncionn arriba, Jos bacteriófagos MIJ de E. coU tienen la capacidad de producir 

DNA de cadena sencilla, propiedad que ha sido explotada al clonar genes de interés con el 

fin de facilitar su modificación. En este caso, los oligos mutantes (un cierto número de bases 

modificadas flanqueadas por secuencias canas silvestres) se reasocian a In región que se desea 

cambiar. Posteriormente, se incuba este complejo en una reacción enzimática de polimerización 

y la doble cadena resultante es introducida a una célula huésped. Las mutantes se identifican 

al hibridar el DNA total (presente en las colonia~ 1ransformantes) con el aligo utilizado para 

introducir la murnción. Gracias al uso de "ki1s" comerciales de laboratorio (en los que se 

incluyen Jos reac1ivos necesarios para una metodología dc1emlim1da, 15), esta t&nica se ha 

hecho reproducible y se ha difundido ampliamente. Con ella se han reponado todo tipo de 

muraciones (inserciones, deleciones, substi1uciones), sin embargo, en la p1áctica presenta 

dificuhades para cienas aplicaciones. El problema que se observa más comúnmente es la 

contaminación de las colonias transfonnantes con la secuencia silvestre. Esto se ha atribuído 

a diversns causas, entre las cuales resalla que el DNA molde se 1ransfonne como tal (cadena 

sencilla sin cambios que se convierte a la doble cadena in vivo) o a la ac1ividad correc1ora en 

la bac1eria que degrada al extremo 5' del oligo mu1an1e, llevándose la porción modificada. Se 

han diseñado varias ahernalivas para evi1ar lo anlerior y asf incrementar el número de 

mutantes. El DNA de cadena sencilla puede removerse físicamente por medio de ccnuifugación 

en gradientes de densidad (16), clectrofon:sis en geles de agarosa (17) o por medios 

enzimáticos con la nucleasa SI (14). El efecto de la reparación in vivo puede disminuirse poli­

mcrizando con otro aligo hasta la región mutagenizada. Al ligur el DNA resultante se pierde 

el extremo 5• libre y se evita su rcparución ( 1 B). 

Mutagénesis en cassene. Como un:1 adaptación a la metodología descrita por Matteucci y 

Heynekcr (19), Wells et al. (20) han implementado un tipo de mutagéncsis a saluración que 

no involucra el uso de polimerasas. Es1a 1écni1.·" requiere que la zona a mutagenizar este 

flanqueada por dos sitios de restricdón cercanos entre sf. Con esto, se diseñan dos oligos 

mutantes complementarios que al reasociarse formen un producto similar al obtenido con ta 

diges1ión del vector en esos sitios únicos. De eslc modo el DNA sint~tico puede reemplazar 

u ht región silvestre. Como es evidente, la limitan1c de este enfoque es la necesidad de tener 



silios de restricción apropiados. 

iii) Mutagénesis por reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

Puesto que este tipo de mumgénesis es una modificación al protocolo original de PCR (21), 

se describe primeramente a esta técnica (esquematizada en la Figura 1). Se utiliza para la 

amplificación de un frngmento de DNA que se localiza entre dos regiones de secuencia 

DNA) 
molde 

T"'!pol 

1 ....... 2 ....... 

~ 
··.~ 1.2.3 1,2,3 1,2,3 1,2,3 ... 

·- ....... --+ ..... --+ 

~ 

3 
---+ 

Fig. 1. Reacción en cadena de la pollmcrasa (PCR). Esta ttcnica consiste en la 
amplificación selectiva de un segmento de DNA de extremos conocidos. Consta de tres 
pasos: l) desnaturalización del DNA molde a alias tcmµcra1Uras en presencia de 
oligonucleótidos específicos. 2) rcasociación de los oligos con la región complementaria del 
molde. Al estnr los oligos en exceso mollll' en n::lacíón al DNA blanco, compilen contra Ja 
rcasociación de éste y se posicionan para ser usados como primeros. 3) formación de la 
cadena complementaria al polimeriznr con ayuda de una DNA polimcra.sa tennocstable. Al 
repetir varias veces esta serie de pasos se logra la amplificación a nivel exponencial de un 
scgmcnro de DNA. 



Dos oligos son utilizados como prfmeros en una serie de reacciones catalizadas por una DNA 

poJimerasa: a)cl DNA usado como molde se desnu1uraliza incubándolo a nl1a tempcra1ura con 

un exceso molar de Jos oligos complemenlarios a cadn sus extremos. b)al disminuir la 

temperatura de csm mezcla, se pcrmi1e la reasociación de los oligos con su secuencia blanco 

en el moJdc. c)sc produce la doble cadena al ex1endcr la hebra del aligo con ayuda de una 

DNA polimerasa. Al repc1ir varias veces esle ciclo de desnaiuralización, reasociación y 

polimerización, se logra Ja amplificación a ni\rcl exponencial de una muestra de DNA. Esta 

técnica se beneficia con el uso de DNA polimerasas 1ennoestables fI'aq polimerasas) que 

resis1en cambios drásticos de 1empera1ura de un ciclo a ocro. 

Sustiruycn a las polimenisas convem.:ionales (DNA poi 1 de E. coli y Klenow) que requieren 

ser agregadas al iniciar cada ronda de polimerización. En la técnica de mutagéncsi~ por PCR. 

los oligos utilizados para amplificar ul DNA ::ion los mismos que incorporan los cambios 

deseados. Tiene varias ventajas sobre los métodos dcscri1os de mu1agénesis ~ilio·dirig1dil. 

Al oblener el DNA mutante en camido1des casi ilimiindas, se fucilila la ejecución de ~,trias 

tc!cnicas previas a su donación (como la caracwrización por medio de secuencia o pur pJuones 

de restricción cuando se han inserlado nuevos si1ios). También resulta más fácil In clunnción 

misma, porque al tener es1os DNAs en volUmene~ grandes ~e evita la pérdida de nmc~tra en 

los pasos prepanuivos. Esto rambién e~tú ligado a la eficiencia de la transformación bacreriana. 

En la práctica, no siempre es fJctible manlener niveles altos de eficiencia de transformación. 

Como este valor está en función del número de células competentes y de Ja cantidad de DNA 

empleado, un número modcrndo de t'slas puede ::ier compensado al ulilizar un volumen grande 

de DNA, siempre y cuando éste no JJegue a concentraciones saturantes. Asf, el grado de 

optimización requerido depende de la variedad de pro1cínas rnutanles que se espera obtener. 

En la lileratura se observa una infinidad de reportes sobre modificaciones por mutagcfoesis con 

PCR aplicadas a la inyenieria de pro1eina~ (gencrnción de sitios de restricción, substitución de 

amino;lcidos por cambios pun1uales de nm:kótidos. substitución de uno o más codones 

adyucenies. cte.), Para Ju c;ención de banl·os de mu1antes he1erogéneos, se requieren técnicas 

alternativas de PCR en donde los productos ;1mplificados no conrengan secuencias silvestres 

como con1aminnn1cs, A Ja fecha, un;1 de bs más efectivas e~ Ja d~~crita por Nclson y Long 

(22). En este repone. se describe Ja incorporación de un cambio de chosina a guanina en el 

gen de Ju pro1efna S humana. De las colonias analizadas, se reporta una eficiencia del 100% 



en la obtención del cambio deseado, sin observar colonias silvestres del gen original. Con el 

uso de cuatro oligos, permite inserrnr mutut:iones en cualquier región de la secuencia. Otr.1 de 

sus ventajas (a diferencia de otros tipos de PCR). es que al insenar la primera mutación, 

requiere de sólo un oligonucleótido adicional para cada nuevo cambio. De los cuatro oligos 

requeridos, uno de ellos pana Ja mutación deseada. Los tres restames sirven para amplificar 

sclcctivnmeme el producto mutante. Los pasos de esra 1écnica se esquematizan en In Fig. 2 

(ver antecedentes). Dada su versatilidad. esta es la merodologfa sobre la cual hemos diseñado 

algunas modificaciones para la adaptación de un sistema de mutagénesis a saturación, como 

se verá más adelante. 

, 

, - ________ ___,¡:' 

-----------

' D 

----------------= .,._._ _,...._ ____________ _ 
Fig. 2. Esquema del ~todo de mutagénesis. l) Se amplifica un fragmento del gen con el 
uso del aligo mutante E37Ill ( .---.. ) que contiene In mez.cla NNG/C y el aligo 
combinado 835 ( 4---=:::> ). Este último inicia con una región no complementaria ni 
DNA molde (pBR3i2) más una región terminal que hibrida con el extremo 3' del gen por 
amplificar. 2) Uno de los productos de Ja amplificación an1erior es utilizado como prímcro 
para cxlender el fragmento mutante hasta completar el gen. 3) Con ayuda del producto 
anterior, el prfmero 820 rnpón ( = ) y el HE26 ( ......., ) amplifican 
seleclivamente Ja región que ílanquean, o sea, todo el gen de -la B·lactamasa. En este 
úhimo paso se asegura que los fragmenlos amplificados sean todos mutan1es. Las líneas 
discontínuas representan cadenas recién producidas por Ja Taq polimerasa. En esta Figura 
solo se presentan las cadenas relevantes producidas en la reacción. 
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2) B-lactamasas 

a) Contexto biológico. 

i} Antibióticos B-lactámicos y proteínas unidoras de penicilina (PBPs). 

ü) 8-lactarnasas. 

i) Antibióticos B-lactámicos y proteínas unidoras de penicilina (PBPs). 

Los an1ibióticos ll-lactámicos (penicilinas, cefalosporinas y monobactamas. Fig. 3) son 

compuestos ancimicrobianos de gran utilidad. Desde su descubrimiento en 1929 y su uso 

intensivo a partir de los uñas cuarenrn, han tenido un impacio creciente en la clínica y en el 

desarrollo de varios aspectos de la fisiología bacteriana. El imerés que han despenado se 

refleja rambién en el número de moléculas que compone a esta familia de antibióticos. 

Combinando los B-lnctámicos obtenidos de organismos silvestres con los producidos por víns 

semisintéticas, se tienen a Ja fecha m•ís de 20,000 moléculas distintas (23). 

R""t-r'"s CH 

0.J--Ñ?<ca~ R:I=rsJ 
O '(""'R 

co
2 

COOH 

a) b) e) 

Fig. 3. Núcleo básico de a) penicilinas, b) cefolosporinas y e) mcnobactamas. 

Su blanco es un conjunto de enzima~ denominadas genéricamente proteínas unidoras de 

penicilina o PBPs (penicillin binding proteins). Estas enzimas catalizan las etapas lcrminales 

de la sfntesis de pcptidoglucano~. u ~ea, las moléculas sill~.rcs de la pared celular bac1eriana. 

En las cubac1erias es1udiadas a la fecha, ~e encuentran de tres a ocho PBPs diferentes por 

especie (24). Las PBPs exhiben una gmn diversidad en cuanto a pesos moleculares, 

especificidades por !oubstralOs y por Ju funci6n celular <JUC reulizan. En su mayorút son 

proteínas in1cgrale~ de membrana, i:mbeb1da~ en la membrJna imema (citoplásmica) de 

bacterias gram·negativas. La sensibilidad diferencial que muestran ame diversas B·lac1amas 

sugiere la existencia de dos grandes grupos (24): uno con pmtefnas de bajo peso molecular 
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(de 40 a 50kD), que son por lo general muy sensibles a Ja mayoría de las penicilinas pero 

insensibles a las cefalosporinas. Un segundo grupo contiene a las proteínas de alto peso 

molecular (de 60 a 140kD) que son sensibles tanto a penicilinas como a ccíalosporinas. La 

característica más notable de aquellas que muestran actividad cataUtica es la presencia de un 

residuo de serina en el sitio activo y se les denomina D-D peptidasas. En la Tabla 1 se 

muestran las características sobresalientes de las ocho PBPs presentes en E. coli (25). 

Las moléculas sillares en la sín1esis murdna son cadenas formadas por unidades alternantes 

¡' 
cu

1
ai

1
co 

L·y• 

•n•~J: 
g.! .• 

¡' 
Cl)tllJtD 

'"jll 
··1·· 

-·:1: 

.q.~. 
¡' 

'º•ªtº L·r 
··r 

•n .. DAP 

o.!. 

Fig. 4. Hebra lineal de murcfna con una longitud promedio de 30 muropéptidos que 
termina en tlcido 1,6-omhidromur.lmico. Ac: acetil; DAP: ácido diaminopimélico (tomado de 
Park, 25). 

de: N-acctil glucosamina y ácido N-acc1il murámico. El ácido N-acetil murámico esta sustituido 

en el oxígeno del carbono 3 por un pcnta~ptido de L·alanina, D-glutamina, ácido mew. 

diaminopimélico y dos D-alaninas. Estos precursores, formados por treinta murop6ptidos en 

promedio (Fig. 4), son los substratos sobre los que actúan las PBPs. 
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Tabla 1. Propiedades de Jas enzimas involucradas en la síntesis de mureína en etapas tenninales. * 

PBP P.M. mol6;ulas/céJ. 3Ctividad enzimática posible fUnción 
conocida 

IA 92.000 100 Transglucosilasa- Síntesis de mureína durante 
lranspeplidas:i la elongación celular 

IBs 90,000 120 Transglucosilasa- Síntesis de murcína dur.rnte 
transpeptidasa la elongación celular 

C2+ 66,000 20 Transpeptidasa Crecimiento en fonna de 
bas1ón. Elongación celular. 

C3 60,000 50 Transglucosilasa- Síntesis de mureína durJme 
tr.mspeptidasa la formación del septo. 

C4 49,IXXI l IO DD-endopcp1idasa, Hidrólisis de polímeros 
DD-c11rboxipt!ptida~a enrrecruzados durante la 

elongación celular 

es 42,000 1,800 DD-carboxipeptidasa Destrucción de pcntapép1idos 
no utilizados para asegurar 
que solo la mureína madura 
sirva como aceptar duranie la 
transpcptidación para entre-
cruzar polímeros 

C6 40,000 600 DD-carboxipeplidasa Destrucción de peniapéplidos 
no utiliz.ados 

• tomado de Park (25) 
+existen otras PBPs de tipo C (CI, C7 y C8), pero aún no han sido estudiadas. 



'"• 
A•NH,j.H r CH1 

0l-N-{.H 
COOH 

H 

•.•• .¡:...,...~ 
OJ-H· !. H 

COOH 

-·-·-[Nt·)CH 

CH1 O 

' . lt•NH•CH•C •NH•JI' 

R'·~ [N ... l•X'H a) 

b) 

e) 

Fig. 5. Reacciones catalizndas por a) transpeptidasas y b) carboxipeptidasas (PBPs) y e) B· 
lactamasas (tomado de Waxman y Strominger, 24. Ver texto). 

Las dos reacciones que éstas catalizan son muy semejantes mccanísticamentc (24). La 

transpcptidación (Fig. 5a) consisle de dos pasos: a)la escisión del enlace D-alanil·D-alanina 

terminal del penmpéptido, con la consecuen1e íonnación del intennediario acil-cnzima inestable 

y la liberación de la D-alanina tenninal y b)lu reacción del complejo acil-cnzima (intcnncdiario 

activado) con el grupo amino del :ícido diaminopimélico del tetrupéplido disponible en la 

cadena vecina. De este modo se fonna un nuevo enlace peptfdico y se da el entrecruzamiento 

de dos hebras. En Ja carboxipcptidación (Fig. 5b) el aceptar líltimo del grupo carboxilo del 

imennediario acil-enzima es una molécula de agua. Siendo las B-lac1amas análogos 

estructurales de la D-nlanit-D-alanina (26), muchas de las PBPs que catalicen alguna de las 

reacciones anteriores serán aciladas por alguno de estos compuestos (Fig. 5c). El intermediario 

resullante es de vida media larga y por lo tanto la enzima se inactiva. 

In vitro. la incubación del complejo pcniciloil-PBP en ausencia de un exceso de penicilina no 

unida da como resultado la libernción del ácido pcniciloico (que carece de actividad biológica) 

y de la enzima en fonna activa (27-29). Lo anterior demuestra que las PBPs poseen una 

actividad residual de B·lactamasa. Sin embargo, in vivo, a condiciones saturantes de substrato, 

esta es la causa de lo5 efectos morfológicos que se observan en las bacterias. La imposibilidad 

de disociar eficientemente el complejo pcniciloil-PBP eviia la formación de unidades 
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entrecruzadas de peptidoglucanos. Esto induce la filamentación bacteriana, y a grandes 

concentraciones del antibiótico, acumulación de masa celular y lisis, observado inicialmente 

por Gardner en 1940 (cimdo en 24). 

ii) 6·1nctamasas 

Las 6-lacramasas son enzimas bacterianas que hidrolizan eficien1emente el anillo B-Jactámico. 

Su similitud con las PBPs en distintos aspectos hace supon~r que divirgieron evolutivamente 

a panir de éstas. A nivel de secuencia, se ha encontrado homología al comparar las regiones 

amino tenninal de la carboxipeptida:m de Bacil/u.s sp. y aquéllas de las B-lactamasas de las 

clases A (de 50 y 29kD en promedio, respectivamente), C y D (ver más adelante). Esta 

identidad es más nornble al aproximarse a los aminoácidos cercanos n la serinn catalítica. El 

uso de inserciones y deleciones necesarias para el alineamiento óptimo de varias Jl-lactamasas 

mejora notnblcmen1e la homología entre cs111s y la carbox.ipeptidasa (30). En este cono 

segmento la homología se ex.tiende también a nivel de estructura secundaria (como se pn::dici: 

por el método de Chou y Fasman {31). Del mismo modo, ni alinear las Jl-lac1amasas de clase 

/\ y los extremos amino 1enninal de las PBPs 5 y 6 de E. c:o/í (carboxipcptidasas), la identidad 

es del 25% en las regiones que incluyen a la scrinn c11talf1ica {30). Por tratarse de proteínas 

con pesos moleculares dis1intos {al incluir al resto de las PBPs), se podría dudar que la 

información de secuencia sea concluyente. Sin embargo, es1a homología se extiende al nivel 

de estructura tridimensional. Kelly, et al. (32) a panir de mcxlclos obtenidos por medios 

cris1alográficos~ comparan la carboxipeptidasa de Streptomyces R6/ y Ja B-lactamasa de 

Bacillus Jicheniformb 749/C. Entre ellas el patrón de a-h~lices y 6-plegndas es muy similar 

(Fig. 6). En ambas esttuciurns se pn::senta una lámina plegada compuesta de cinco hebras. Su 

cara frontal está flanqueada por dos a-hélices y la cara uasera por una sola. De las a-Mliccs 

rcslantes en la peptidasa, siete de ellas adoptan una disposición espacial identificable en la 6-

lacramasa. si se loma como referencia a la lámina plegada cen1ral. Estos mismos aulores 

argumeman que la secuencia de aniinmícidos puede cambiar muy rápidamente a través del 

tiempo, disminuyendo su valor informalivo. En comraste, los plegamientos tridimensionales son 

evolutivamenie más es1nbles puesto que se mantienen por limitaciones cntrópicas y energéticas 

del medio. Samrnoui, et al. {33) llegan a conclusiones similares con la ll-lactamasa 1 de B. 
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cereus y esta misma CW'boxipeptidasu. 

Fig. 6. Elementos de estructura secundaria en la 6-luctamasa de Bacil/us licheniformis 749/C 
(izquierda) y Ja DD·peptidasa de Strcpromyces R61 (derecha). Los cilindros representan a· 
hélices y las bandas reprc!<icntan B·plegadas. Los dos dibujos resuhan al sobreponer las gráficas 
por computadom del plcgamicnlo polipéptídico de1cm1inado cristalogr.Hicnmentc. Ambos se 
presentan a la misma escala (tomado de Kelly. et al.. 31. Ver texto). 

Otras consideraciones refuerzan la hipótesis mencionada sobre el origen de las 6-lactamasas. 

Con el interts de corroborar el parecido de estos dos grupos de proteínas, varios autores hrm 

analizado sus actividades cruzadas ante distintos substratos. Ya se ha dicho que algunas PBPs 

muestran ac1ividud débil de B-lactamasa. Asimismo puede suponerse que algunas B·lacmmasas 

tienen aclividad de carboxipeptidasa. Sin embargo, Pran, et al. (34) han demostrado que las 

B-Jactamasas son incapat·es de degradar péptidm que contengan su!lliluyentes R·D·ala·D·ala. 

Se ha sugerido que la habilidad de las curboxipeptidasas de acil:1r B·lacr.1mas puede ser 

evolu1ivamente irrelevante, puesto que enzinUJ!<i no relacionadas es1ructuralmen1e, como la B· 

lnc1amasa 11 de clase B de B. cereus también poseen esta capacidad. Como altema1iva, 
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proponen un subsrra10 específico pttra B-lactamasas clase A que carece de anillo ll-lactámíco. 

Este compuesto, c:l fenilpropinal, inactivu a la carboxipeptidasa de B. subti/is y 11 la PBP 6 de 

E. co/i. La cinética de inactivación es muy similar al de varias ll-lactamasas y por lo tanto 

apoya la similitud mecanística que se propone (Amunuma y Waxman, observaciones no 

publicndas). 

Algunas PBPs mcmbranalcs pueden ser ~olubilizadas con proteólisis limitada. La digestión 

parcial de las carboxipeptidasas de B. stearohcrmophilus y B. subrilis (de 46.5 y SOkD, 

respectivamente), produce fragmentos solubles en agua de distintos tamaños. Estos productos, 

de 35 a 45k.D, mantienen completamente su actividad catalítica. Además, se hacen resistentes 

a la inactivación térmica y dejan de unir.;i.: a micelas de detergentes. Las dos proteínas 

estudiadas están compuestas por un dominio catalítico, amino terminal, altamente hidrofílico 

y otro dominio carboxilo terminal, hidrofóbico y de menor tamaño que es el responsable de 

la inserción a membrana (35). Por ser la región carboxilo tenninal de estas enzimas la que 

presenta mayor homología con las B-lacmmasas, es probable que éstas hayan evolucionado a 

panir de algún segmento o dominio amino terminal de las PBPs. 

Actualmente se han aislado cerca de 80 B-laL'tamasas distinius. Su ubicuidad en distintas 

especies se demuestra por el número de variedades aisladas en el campo y en la clínica. 

b) Utilidad de las B-lactamasas como modelo en ingenierí11 de proteínas. 

En cepas bacterianas resis1en1es a antibióticos ll-lactámicos, las B-lacmmasas son el principal 

mecanismo de defensa. El problema clínico llUC repre!>Cntan ha motivado su estudio en distintas 

áreas, al punto de ser una de las familias de proteínas mejor conocidas. En la ingeniería de 

proteínas es deseable la utilización de mcxlelos de es1e tipo, con información estructural y 

funcional relevante. Así, el efecto de los cambios generados irt vilro es cada vez más predeci­

ble. Estas enzimas poseen varias características que las hacen un modelo a1ractivo. La 

clonación de los genes respectivos de distimas especies ha focilitado su modificación por 

técnicas de DNA recombinamc. Corno ya se ha mem.:ion:uJo, i.:xi:;[c una amplia variedad de 

substratos pura estas enzimas. En condiciont:~ de h1boratorio. las ll-lactamasas pueden usarse 

como único dc1enninan1c de rcsis1enda. Con es10, la e:<posición in vivo a dis1intas moléculas 

permi1e una rápida iden1ificación de cambios mínimos en los parámetros enzimológicos de 
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muuintes. Existen en la literatura repones sobre ensayos de purificación, actividad, secreción, 

etc., para la caracterización fina de estas variaciones. 

Con base en los datos que se tienen de estas proteínas, se han propuesto varios esquemas de 

clasificación. El más aceptado es el de Ambler (36, 37), que las agrupa por sus propiedades 

catalíticas (perfil de substratos) y por homología de secuencia. Según este autor, existen cuatro 

clases de B-lactamasas. La clase A agrupa enzimas estrechamente relacionadas en secuencia 

y que hidrolizan prefercnciaJmente n las penicilinas. Este es el grupo mejor conocido y a Ja 

fecha se han secuenciado los genes de 20 de estas proteínas (ver Fig. 7). Aquí se incluyen las 

B-lactamasas TEM-1 de E. co/i, Ja de B. lic:hemformis 749/C y la de S1ap1Jy/ococcus aureus 

PC J. La clase B se compone de mcialoenzimas que milizan un átomo de Zn como cofactor. 

No muestran homología estructural ni de secuencia con los miembros de la clase A. La clase 

C contiene a las B-lactamasas cromosomales de E. coli, Emerobacrer c/oacae y Cilrobacter 

freundii, entre otras. Aunque muestran cierta semejanza con las de clase A (como la presencia 

de una serina catalítica), hidrolizan prcfercncialmenie a cefalosporinas. En la clase D (38) se 

encuentra In B-lactamasa oxa-2 de Salmonel/a typhímuri11m que es homóloga n las de clase A 

y C y a algunas PBPs pero tiene un peso molecular menor (de 2SkD). 
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Como complemento a los estudios mencionados, el análisis estructural y de secuencia de las 

,G.lactamasas de clase A deriva información sobre la imponancia relativa de los aminoácidos 

en su función. Muchos de estos pcnniten cambios conseivativos, o sea, pueden sustituirse por 

otros que posean una cadena lateral de Ja misma carga o tamaño sin afectar a Ja proteína en 

general. Estructuralmente, se puede decir que son el andamiaje sobre el cual se posicionan los 

residuos involucrados en funciones específicas. Estos últimos son invariantes; su substitución 

tiene distintos efectos en las propiedades de la enzima. Se localizan principalmente en la 

región cercana a la serina catalítica. Otros residuos se conservan por motivos estructurales. 

Contribuyen estabilizando posiciones críticas en la estructura secundaria (a·hélices, B·plcgadas) 

o agregaciones regionales (núcleos hidrofóbicos). Algunos autores, como Herzbcrg (39), no dan 

mucho valor 11 Ja pennanencia de algunos aminoácidos conservados. En úhimo caso, sugieren 

cambios correla1ivos de secuencia como unu fonna de llegar 11 la misma estructura y/o función. 

Este razonnmienm quizá no turna en cuemu las propiedades que estos podrían conferir a la 

proteína en otros contex.tos. Se ha resuello la estruc1ura tridimensional de tres proteínas de esta 

clase: 1a de S. aureus PCI (39), la de B. lic.:Ju:niformis 749/C (40) y la de S1repwmyccs albus 

G (41). La 11rqui1ec1ura de estas tres proteínas es casi idéntica (Fig. 8). 

Constan de dos dominios que interactúan muy estrcchemente. Un dominio esta fonnado por 

cinco B-plegadas que forml!n la lámina·ll que ya se ha mencionado. Tres a-hélices se empacan 

contra esra hoja. El segundo dominio se compone básicamente por erro conjunto de hélices 

que 1apan la cara restante de ta láminu-B. La cavidad del sitio acliYo se encucnrm en la 

intcñasc de estos dos dominios. Dentro de esrn cavidad, el residuo más imponunt.: a nivel 

funcional es la Ser?O. Alrededor de éste, discintos <uninoácidos conservados unen al substrato 

y orientan al enlace il·lactámico parJ su hidrólisis. 

En relación a la catálisis que realizan estas enzimas, el mecanismo de reacción propuesto (42) 

es muy similar al de las proteasas de serina (43). Consta de dos pasos: a)la es1abilización del 

substrato en fonna de intcnnediario ac1ivado para Ja formación del complejo acíl-enzima y b)la 

hidrólisis de este complejo. Según la 1c::orfa del estado de transición (43 y referencias), las 

enzimas son "moldes" sobre los cuales se estabiliza el substrato específico en forma de 

intennediarlo nctivado, o ~ea, en una confonnación que facilita la reacción. En ese estado, un 

átomo de carbono de la li·lnctama (el del curbonilo que es parte del enlace B-lactámico) ;1dopta 

una geometría tctraédrica que curac1eriza al iniennediario inesiable. Es1a configuración es 
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Fig. 8 Plegamiento general de la B·lnct;mrnsa de Swpllylococc11.s aureu.s PC/ en el que se 
remarcan los elementos de estnictur.i secundaria: los bucles corresponden a las a-hélices y 
las Oechns corresponden a las U-plcgudas (tomado de Herzberg y Mou11, 44), 

consecuencia del am{1uc nuclcofnico lid oxfgcno de la Scr70. En seguida, el carbono 

cnrbonílico pierde su cnl:1ce con t:I nitrógeno ut.lyucente y éste se pro1ona. Con eslc enlace 

covalente y la tram.ferencia del protón hada el ni1r6geno recién liberado, se completa la 

fommción del complejo. La des¡1cilución o hidrólisis del complejo se da con la entrada de 

una mol~cula de agua que susti1uye al ox.ígcno 1.k la scrina como aceptar del grupo acilo. 

Como se indica •1rriba, estos evento~ se acoplan direc1<1men1c en la vecindad estructural 

aJrededor de la Scr70 (43): Al igual que en las reacciones carnlizadas por pro1easas de scrina, 

se postula que el carbono tctraédrico de la il-Jactnma es estabilizado por el "hoyo del 

oxianión", o sea, l:i región dadn por t.lo~ grupos amino dt!' cadena principal que forman puentes 

de hidrógeno con el oxígeno del carbonilo del enlace :1mfdico. En In 6-l:1c1amasa esto~ grupos 

están dados por la Ser70 y la Gln:?J7. La Lys73 repele y orien1a al protón libi:rndo por l;i 

serina hucia el carbonilo don:.1dor. El Glu166 tque forma un puen1c salino c.:on la Lys73) es 

el residuo en el que probabh:mi;:nlc ~t!' po~ic.:ion;1 la mulécul.i di;: agua necesaria para la 
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desacilación. La Lys234 interacciona con el grupo carbox.ilo presente en el anillo de tinzolidina 

de la B·lactama. Con et aislamiento clínico o construcción itz virro de mutantes de B·lnctamasas 

se han evidenciado algunas de lus funciont!s propuestas a aminoácidos en particular. 

Igualmente, en muchos casos se han descubieno otras no esperadas. En la B-lactamasa RTEM-

1 de E. coli, al substituir la serina callllítica (Ser70) por cisteína, se disminuye la actividad 

catalítica (K ... ,) ante ampicilina y bencilpenicilina a un 1·2%. Su actividad ante nitrocefinn 

(cefnlosporina) disminuye a la mitad. Su K,1 ante este substrato aumenta un orden de magnitud. 

Además de este cambio de especificidad, la enzima se hace más resis1en1e al tratamiento con 

tripsina (45). Ellerby, et al. (46) usando como modelo la B·lactamasa de B. lichenifonnis, 

substituyen a la Lys234 por ácido glu1ámico o alanina. Como es de esperarse, observan en 

estas mutantes una disminución dnis!ica en la unión de substmtos as! como en Ja actividad 

catalítica. Con los datos obtenidos, ~1mplfan la idea establecida sobre este sitio. Concluyen que 

interviene en la formación del ambien1e elcc1rostático necesario parn la unión del substra10 así 

como para la estabilización del estado de 1ransición previo a la catálisis. 

Al reemplazar Ja Lys73 y el G1ul66 por arginina y ácido aspártico, respectivamente (47), se 

observa una baja notable en la tas:1 de acilación y desaci1:1ción de la bcncilpenicilina, sin 

embargo, la especificid<id no e!. muy distin1a a la de la enzima silvestre. Se comprueba que 

la Lys73 aclúa como una "base geneml" al facilitar la liberJción del protón de la scrinn en 

la catálisis. En la Fig. 9 se muestran los residuos vecinos a la Ser70 que son relevantes en 

la catálisis. 
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Fig. 9. B-Jacu1ma~m de Bac:i/Jus licl1e11iformis 749/C. Diagrama esqucmálico de Jos residuos 
vecinos a Ja serina catalflica y que fonnan el sitio e.le unión de la penicilina. Las distancias 
mostradas son en angstroms {tomado de Mocws, et al., 40). 

Los cambios de especificidad m:is drásticos ~e observan en residuos distintos a las cuatro 

menciorrndos amerionnente. Las cadenas l:.uernles de iodos ellos apunum hacia la cavidad del 

sitio activo. El cambio de la AsnJ 16 por !\Crin;1 en Ja ll·lacrnmas:1 de Strepwmyces a/bus G 

produce una enzima que conserva su :1c1ivid:1d de penicilinnsa pero pierde casi totalmente la 

capacidad de hidrolizar ccfalosporinas (48). De la mu1agénesis a saturación de la Ala237 (49), 

se observan dos fenotipos intcresamcs. L11s mutanie~ A237T y A237N (treonina por alanina 

y ilspamgina por alanina, rcspectivmm::nle) muestran una disminución de actividad del 10% ante 

penicilinas. Asimismo, se observa en ambas un aumento de actividad de cuatro veces hacia 

cefalosporina C y cefalotina. En algunos cusos se observa que estos cambios de especificidad 

pueden disminuir ligeramente Jos vnlores de ternper.ttura a la cual la enzima se desnaturaliza~ 

la p~rdida de cienos contactos puede implicar una desestabilización regional que involucra a 
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todn la pro1eínn. De aislamien1os dínicos se han ob1enido varias muiantes resis1entes a 

cefalosporinas de ten:ern generación no degrm.lada:-. por la enzima silvestre (cimdas en conjunto 

por Collatz, et nl. 50). Estos cambios ~e sitúan en las posiciones I02, 162, 235, 236 y 237. 

Por su localización, se cree que estas sub'>timciones ofrecen nuevas interacciones con el radical 

oximino presente en estos nut:vos cornpueslo:-.. Explorando otras zonas de la proteína se han 

encontrado distimos fenotipos. Al rnodilicar dos de las cistcinas presentes en la B-Jacl:::lmasn 

(C75 y Cl21) por 1iro!-.inas, Fitt!-.. et ;il. t51) oh.,crvan defectos de tr:inspone al pcriplasnm, 

quedando Ja proteína en la fracl:iL'm rm::mbr;1nal. Estos cmnbios se relacionan probablemente 

a nuevos es1;ido!) confom1ai.:ionale~ rdcvantc:-. ;1 prlX.·c~us como la sel.'.rcción o el pkgamíento. 

La localización de los amino:ícidos con:-.crvado!-. de la:-. B-lact.1masas de clase A se esquematiza 

en la Fig. JO. 

Como se ha visio, éste es un modelo del cual se puede oblcncr infomiación sobre los 

elementos que dc1crrninan la cspccifidd:id, c:u:íli~b. plegamiento, scc.:ri:dón, c1c., de esta y 

otrns proteínas. Dic.:ho de otro modo, dc- ... u c- ... wdio pueden surgir nociones que nos pcnnitm1 

comprender mejor las intcrnc.:cionc:-. ncc.:c:-.aria., para que la:-. funciones protéu.:a:-. :-.can posibles. 
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Fig. 1 O. Par estcrcoscllpico di: la c~trm.:mra de la B·lactamasa de Sraphylococcus aureus PC J 
(carbonos a). Se mues1rnn las caden;1s h11eralcs de los aminoácidos conservados al 100% en 
las vei111e sccucnd~1s rcponadus. 
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An1ecedcn1es 

La mutagénesis dirigida a saturación permi1e subs1i1uir un aminoácido presen1e en una proteína 

por cada uno de Jos 19 residuos resrnntes en esa misma posición. En esrn 1écnica se utilizan 

oligos degenerados en el codón por mutar. Flaqueado por secuencias silvestres, es1e triplete 

contiene a cualquiera de Jos cuatro nucleótidos en la primera y segunda posición y una mezcla 

equirnolar de G y C en la tercer;1. La combinación que resulta (rcprcscnlílda como NNG/C) 

es capaz de regenerar al menos un codón de cada uno de los veinte aminoácidos así como un 

codón de 1érmino. De estc modo pueJc c~tudiarsc el contenido informa1ivo del aminoácido en 

cuestión en un con1cx10 partkular. En la litcrntura exi~ten varias técnicas para lognu es1e ftn. 

Sin embargo, presentan algunos problema ... o p:1so!' adiciunales que pueden dificuhar la rápida 

obtención de muwntcs. El principal prublcm.1 e:.. la com.unin;tciún de moléculas silYes1res en 

cleYada proporción. Al crear b;.111cm de gcne:.. nnu;mtcs (de 1:1 mulagéncsis a satumción de uno 

o más amino:'kido:-., por ejemplo) e:. lll!'Cl!''>ario eliminar csla limiiantc para así poder obtener 

gnipos heterogéneos ck proteínas modific;1da'\. 

Tomando en cuenta lo anterior. se pn:'>cnta en c:.1c tr<1bajo un di~erio cxpcrimcnwl versá1il que 

evila c!srn y otras limitantcs. Este Sl\!l'rlla e:. una atlap¡¡1dón al descri10 pur Nclson y Long (22, 

Fig. 2). 

El modelo cxpcrimen1al utiliz:1do e~ b B-J;1L·1:11nasa de E. co/i. De ésw hemos elegido al ácido 

glutámico 37 (sc~Lín la numeración de t\nihler, J(i), uno tic sus 22 amino:kidos conservados, 

para substiluirlo a !'iaturación. Este rc ... iduo e'> invariamc t.:n las veinte secuencias rcponadas de 

6-lactamasas de clase A. Como :.e muc:.tra en la Fig. 10, :-.e localiza ccn.:a del extremo amino 

1erminal de Ja proteína m:u.lur;1. A diferencia de otros ;iminoácidos consc:rvados, no parece lcner 

una función ca1alílica o estnicturnl no1oria que- j11~1ifique su pemtanencia a ese grado. Seg1in 

Hcrzbcrg {39), el Glu37 fom1a una :..aie de puentes de hidrógeno necesarios para la 

esiabilización de una l\·plc:gada udyan:ntc. Sin t.:mb:trgo, hemos ob:-.ervado que este patrón no 

se nunticnc Je la mbma rn;rncrn en la U-l;u.:iam.1:.a de IJ. /Jchemfurm1x 749/C (40), proteína 

altamente homóloga u nivel de e!'mu.:1ura y :<.l!'cucnciu. Con la inserción de otros residuos en 

cs;1 posición podremos tener m;ís infom1;1ción de la:-. limital'iones que lo mamienen sin cambio. 
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Objetivos 

Con base en la técnica descrita por Nelson y Long, adaptar las modificaciones necesarias para 

obtener un m~todo de mucagénesis dirigida a sa1umción m:is eficaz que los descrilos en la 

litera1ura. 

Caracterizar la incorpomción de las muiadoncs deseadas mediante Ja secucnciación de Jos 

DNAs respectivos. 

Cnmcterizar preliminarmente Jos cambios fcnorfpicos de algunas de las murnntes obtenidas en 

Ja posición 37 de Ja B~lacrnmasa. 
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Mnterialcs y Métodos 

1) Cepas bacterianas y plásmidos. Medios di! cuhivo. 

Cepas (é. coU). JMIOI (supE thi o(lac-proABJ F'(truD36 proAB• lacl' lacZOMl5J). Se utiliza 
para Ja extracción de plásmidos y para la expresión de prorcínas silvestres y rnutan1cs. 
También es útil por el marcador genético (lacl,. lacZ8M15) que pcnnite la a-complementación 
con el extremo amino 1erminal de la ll·gal:u.:to~idasa codificada en vec1ores de expresión del 
tipo pUC. 
DH5a (supE44 1ilacUl69 ($80 lucZliMl5) hsdRl7 rccAI cndAI gyrA96 thi-1 relAI). Se 

utiliza para la producción de DNA par;1 s~cucncia (en doble cadena). Cepa deficiente en el 
sistema de recombinación, Jo cual fadlit;.1 la 1ran~fonnación y permanencia de DNAs 
modificados in virro. 

Plásrnidos. Se utiliza el plásmido pDR322 (Amp', Tc1', rop y origen de replicación ORI. 
463lpb.) corno DNA molde en cxpcrimcntos <.k mutagt!ne:-.1s. donación <.h: fr;1gml!ntos de PCR 
y para la expresión de proteínas silvc~m.::-. y mu1an1e:-.. 
El plásmido pKGS (Kan', origen de repfü.:ación ORI y Ju cndonucleasa de restricción fa:oRI 
bajo el promotor de LacZ, 34-l2ph. 52> :-oc u11Jiza como vccror de selección positiva. La 
endonuclensa es un marcador gcnt!1h.:o lela!. Bajo represión (sistema del opcrón de lacZ), la 
enzima se expresa a bajos niveles; Jw .. b;11.:1eria'i que portan dicho gen fonnan colonias 
1ranslúddas parciahnenre lisad;ts. Al inducir con IPTO el sistema se dc~reprime y la enzima 
se produce en gran canridad, por Jo que l;:1s bac1aia-; son incapaces de formar colonias. Al 
insertar un fragmcnlo de DNA dentro del gen que la codifica, se cvifa la síntesis de ésta y 
desaparece el fcno1ipo lera!. Con es10 se compnu.:ba la clonación del fragmento deseado. 

Medios de cultivo 

Medio LB {Luria-Bcrtani): 

A 950ml de ag1m desionizada agregar IOg c!e b.1c101rip1om1, 5g de cxtrnc10 de levadura y IOg 
de N.aCI. Agiwr hasia que los soluto'i !le tlbuelvan. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH y llevar 
a un volumen final de JI con agua desioniz:1da. E~1crilizar con autoclave duranre 20min. a 
!51ibras/pulgada 

Medio M9 

A 750rnl de agua desionizud;i e:-.1éril agrcg;1r 2001111 de !!.alcs M9 5x, 20rnl de glucos;1 ;ti 20% 
(u otrn fuente de curbono como glicerol) y 20ml e.Je ca~amino;ícidos ;1! 20%. Aforur a 11 con 
agua desionii..:tda es1éril. 

Sales M9 (5x): 
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Disolver las siguienres sales en 750ml de agua dcsionizada y posreriormcnrc aforar a 11: 64g 
de Na1HPO., 15g de KH2PO,, 2.5g de NaCI y Sg de NH,Cl. Esterilizar con autoclave. 

Medio SOB 

A 950ml de agua desionizada agregar: 20g de bac1orriptona, 5g de extracto de levadura y 
0.5g de NaCI. Agilar hasta que los solutos se disuelvan y posrerionneme agregar IOmJ de KCI 
250mM. Ajustar a pH 7.0 con NaOI--1 5N y Aforar a 11 con agua desionizada. Esterilizar con 
autoclave. Previo a su uso, se le adicionan 5ml de una solución es1éril de MgCll 2M. 

Medio SOC 

Este medio es idt.!ntico al SOB, solo que contiene glucosa a una concentración 20mM. Para 
esto, ngregar 20ml de glucosa 1 M estéril ¡¡I medio SOB cuando éste haya llegado a 60ºC o 
menos despues de autoclavenr. 

Medios sólidos. 

De los medios dcscri1os arriba. prep;.1rar el dcseudo y ngregar 15g de bai.:t<Htgur. Eim.:rilit .. ar 
con autocluve. Dejar que el medio se enfríe hasta 50ºC aprox.imadamenh; <tnh!<; de ngrq~:.1r 
sustancias tennolábilcs, como antibióticos. Vaciar 20ml de medio a cad.1 l·aja dt·. Pdri de 
90mm. Dejar 20min. a tcmpem111ra ambiente para que d agar solidifique. AltnJCl!nar a 4'C. 
Antes de usar, secarlas en una campana de flujo Jarnin:.tr (dejando las 1ap:1-; cnircabit!rt;h) 
durante 20min. 

Antibióticos 

Se preparan como soluciones s1ock IOOOx y ~e almacenan a ·2ff'C: 

Ampicilina. Disolver 1 g en 5ml de agua bide!ililada (200mg/ml final). Pasar por fihro 
Milliporc de 0.45uM. La concemración para !:<cleccionar cepas transfonm1das es de 200uglml. 

Kanamicinu. Disolver 125mg en 5ml de agua bidestilada (25mg/ml final) y fihrar como 
arriba. Li concentración de lmbajo es de 25ug/ml. 

Tctraciclina. Disolver 75mg en 6ml de elanol ;1bsoluto (12.5mg/ml final) y filtrJ.r como arriba. 
La concentración de trabajo es de: 12.5ug/ml. 

Soluciones umorciguadoms. 

Amoniguador TE 

Es1e nmoniguador se utiliza para resuspender DNA. Cons1u de tris hidroximctilnminomctano 
{trizmu base) IOmM p!-1 7.6 y e1ilcndini1rilotetmceta10 disódico (EDTA) lmM pH 8.0 
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Amortiguador TB 

Este umoniguador se utiliza parn rcsuspender células al hacerlas competentes para 
transformación. Es1á compues10 por piperazinn-N,N'~bis 2·eiano ácido sulfónico (PIPES) 
lOmM, MnCl1 55mM, CaCl1 15mM y KCI 250mM. Mezclar iodos Jos componentes excepto 
el MnCl1 y ajustar el pH hasta 6.7 con KOH 5M. Disolver posteriormente el MgCl1 y 
esterilizar por filtración. Guardar a 4°C. 

Amoniguador TBE 

Se usa como amortiguador de corrida en geles de acrilamida o agarosa. Para preparar el stock 
lOx se mezclan 108g de tris base, 55g de ácido bórico y 40ml de EDTA O.SM (pH 8.0) en 
un litro de agua bidcstilada. 

2) Extracción de plásmidos en E. c.:oli (ScgLín Bímboin y Doly, citado en Rodríguez y Tait, 
(53). 

1) Inocular una colonia bacteriana trnnsfonn:1da en l.5ml de medio LB en un tubo de vidrio 
de 15ml. Incubar toda J;1 noche ;:1 37ºC con agitación de 200rpm. 
2) Pasar el cultivo u un tubo dc polipropileno de l.5ml y centrifugar 5min. a 12,000xg. 
3) Tinir el sobrcnadantc y rcsuspender la pastilla celular en lml de amortiguador TES (tris 
HCI 50mM, pH 7.6, sacarosa al 20% y EDTA 50mM) con ayuda de un agitador magnético 
(vónex). 
4) Centrifugar dur.mtc 5min. a 12,000xg, lirnr el ~obrcnadante y rcsuspen<ler en l50ul de 
amoniguador TES. 
5) Agregar Sul de RN¡¡sa (ribonudcasa pancrdtica A, 10mg/ml en acetato de sodio O.IM, 
EDTA 0.3mM, pH 4.8 y prccalcntado a 8Cl°C durnntc IOmin.) y 350ul de mezcla lílica 
(solucióu 1:1 de SOS ul 2% y NuOH 0.4M). Agitar levemente c.: incubar c.:n hielo durame 
20min. 
6) Agregar 250ul de acetato de sodm 3M pll 4.8. Invenir d tubo v¡¡rias veces. Incubar tn 
hielo durante 30min. 
7) Centrifugar 15min. a 12,CX}()xg a 4°C. P<isar el sobren¡id;tnle a un tubo limpio. 
8) Agregar un volumen de isopropanol. Invenir el tubo varias veces y cemrifugar l 5min. a 
temperatura ambiente. Tirar el sobrcnadante. 
9) Limpiar con un papel higiénico las paredes del tubo con cuidado de no tocar la pas1illa de 
DNA. Secnr el tubo en Savant (dc~ccador de vacío y calor). 
IO) Resuspender en 300ul de •1gm1 hídcslilada y agregar un volumen de fcnol. Agitar con 
vórtex y agregar Olro de clorofomm. Agitar nuevamente. 
11) Centrifugar 4min. u 12.lXXhg. Pa-;ar el sobrcnadantc ;1 otro tubo y agregarle 300ul de 
cloroformo. Agitar y centrifugar nuevamente. 
12) Tomar el sobrenadame y •1grcgar 12ul de NaCI 5M. Agitar y poslcrionncntc poner 3(Xhll 
de isopropanol. Dejar l 5min. a tempcralura ambiente. 
13) Centrifugar 15min. u 12,CX>Oxg. Tirar el sobrenu<lante y agregar 500ul de crnnol al 70%. 
Centrifugar 5min. a 12,000xg y tirar el sobrcna<lante. Secar en Savunt. 
14) Resuspcnder en 20ul de agua bidc!<.tila<la. 
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Se oblienen de 1 a 2ug de DNA por mi de cultivo. 

3) Electroforesis en gel. 

La lécnica para preparación de gele!-1 de agarosa es la descrita por Sambrook et al. (9). Para 
el análisis y aislamiento de DNA de plásmido milizar agarosa al 0.8% en amortiguador 
TBElx. Los fragmentos de DNA de menor tamaño (2000-lOOpb) se observan en conccncracio­
nes variables de agarosa (de 1 a 1.5%), seglÍn el caso. A cada muestra (desde 50 hasta 500ng 
de DNA si es un gel analítico) agrl!gar 2ul de amortiguador de carga (azul de bromofcnol 
0.25%, xilencianol 0.25% y glicerol al 30% en 3gua bidestilada) por cada IOul de DNA. Los 
geles se corren a un vahaje de l-5V/cm (el número de cm es igual al de Ja distancia entre 
elcc1rodos) en amortiguador TBE lx. Es importante que el amortiguador con el que se prepara 
el gel sea del mismo s1ock con el cual !\C hace la corrida. Dcspucs de ésta, sumergir el gel 
en una solución de bronluru de etidio (lug/ml de agua bidcslilada) durante lmin. Enju:1gar el 
gel en agua pum remover d exceso de bromuro de elidio. Observar en trnnsiluminador de luz 
ultravioleta. 

Extracción de bandas de DNA a partir de agmosa. 

En es1a técnica C!\ importante que el DNA por ~lisiar no sea sumergido en bromuro de clidio 
ni expuesto a Ja luz ultrJviolcrn: 

l) U1ilizar una alicuow mínima dt:I DNA ~1 cxtrJer como con1rol de migración (la cual puede 
correr en uno de los extremos del gel). A!-.í, t:n base a su po:-.ición observada en lul. UV se 
cortan l:1s b;indas de DNA res1antc no tcl1ido. 
2) Pasar la agarosa por una jeringa de 1 o 3rnl (con aguja) y devolver el nrnchacado a un tubo 
de polipropilcno de 1.5rnl. 
3) Agrcgnr tres volúmenes de fcnol, agimr fucncmcnle con vórtex y congelar en hielo seco 
durante l 5min. 
4) Ccntrifugnr duranlt: J 5min. a 12,CXlOxg y [ornar el sobrcnadantc. 
A éste, agregarle un volumen de fcnol, :1gi1ar con vórtex y agregar Olro de clorofom10. Agitar 
nuevamente y cemrifugar a 12,000xg durante 4min. 
5) Tomar el sobrenadante y precipitar con 4ul de NaCl5M por cada IOOul de muestrn y un 
volumen de isopropanol. Dejar ¡¡ temperatura ambiente durante 15min. 
6) Centrifugar l 5min. a 12,000xg. Tirar d sobrenadante y agregar 500ul de etanol al 70%, 
invenir el tubo y centrifugar 5min. a 12,000xg. Tirar el sobrenadante con cuidado para 
conservar la pastilla (dos veces). 
7) Secar el tubo con S:1v;un. Rc:iuspcndcr Ja pa~tilla en amortiguador TE o agua bidestilada. 
Verificar la c¡¡ntid<td de DNA recuperado en un gel apropiado. 

C:trnctc:rización y ablamicnto de oligonuch:6tidos (oligos). 

Se utiliz¡¡n geles desnaturalizantes de poliacril:unida al 20% como se describe en (9). El stock 
al 20% de acrilumida se preparJ de la siguiente m3nera: a 50ml de agua bidestilada agregar 
19g de acrilamida, lg de bis-acrilan1ida, 48.04g de urea (8M final) y IOml de amortiguador 
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TBE lOx. Agi1ar hasta disolver y aforar a IOOml de agua. Filcrar con membrana Millipore de 
0.45 micras. Guardar en frasco color :imbar. Para la preparación de estos geles existen varios 
modelos de cámaras verticales con diferentes volúmenes. En nuestro caso, se requiere de 6ml 
de stock de acrilamida, 28ul de persulfato de amonio y 5ul de N,N,N',N'-tetrametiletilendiami­
na (TEMED} para un gel. A cada lOul de muestrn, agregar 2ul de amoniguador de carga (para 
prepararlo, mezclar: IOml de forrnamida, lOmg de xilencianol, IOmg de azul de bromofenol 
y 200ul de EDTA 0.5M (pH 8.0). Correr las muestras a 300V. Sacar el gel del molde e 
iluminar con lámpara de luz ultravioleta de onda cona. Los geles preparativos se hacen en 
cámaras de mayor capacidad (27ml de .. 1ock de acrilamidu, 200ul de pcrsulfüto de amonio y 
25ul de TEMED) y se corren a 2CXlV. 

Elución de oligos a p<1nir de banda!> de poli;1crilamida al 20%. 

1) Corlar con navaja Ja banda dcse;1d;1 y poncrl:1 en un rnbo de polipropileno de l.5ml (nunca 
más de 0.2g de gel por 1ubo). 
2) Agregar Jml de agua bides1ilada a cad<1 tubo e incubar durante 12h a 37ºC. 
3) Guardar Jos :.obrcnadamcs en 1ubos de polipropilcno de 1.5ml. 
4) Tornar una columna Scpak {columna comercial de fose reversa Cl8) y pasar por ella IOml 
de acctoni1rilo con ayuda de una jeringa. 
5) Del mismo modo, lavarla con IOml de ¡¡gua bideslilada. 
6) Tomar Ja mues1ra de oligos y p¡1!>arla por Ja columna. 
7) Lavar nuevamente Ju columna con 3ml de agua bidcstilnda (para remover urea). 
8) Para sacar al aligo de la columna, pa!>ar por ella 3ml de una mezcla 1: l de acctonitrilo y 
agua bides1ílada. Recoger en tubos de polipropilcno de J.5ml. 
9) Secar los tubos en Sav<inl. Rcsuspender en amoniguador TE o en agua bidestilada. 
10) Verificar la concentración del oligo en un gel apropiado. 

4) Tmnsfonnación b;:1cterfana. 

El método u1iliz<1do es un;:1 mcxHfic:tción de lnouc, H. et al (5-1), al descrito por 1-humhan 
(55). 

a) Preparación de células competen1es: 

1) Descongelar stock de células (en medio LB con dimc1il sulfóxido (DMSO) al 7%) y estriar 
en medio LB-agur. Cultivar toda /~1 11od1c a 37ºC. 
2) Tomar de 10 a 12 colonia~ e inocular en 250ml de medio SOD en matraz de 2L. Cultivar 
n 18°C en ngilnción rápida (200 A 250rprn) 
hasta 0.6 A 1410 de densidad óptica 
3) Poner en matrnz en hielo durame l0mi11. 
4) Transferir el cuhivo a 1ttbos de 250ml y 1.:cnrrifugar tomin. a 4,000xg a 4ºC. 
5) Resuspender la pas1illa celular en 80ml d1: TB e incubar !Omin. a 4ºC. Centrifugur como 
arriba. 
6) Resuspender suavemenre la p:1s1illa en 20m/ de TB y po.~1eriom1cn[c agregar DMSO has1a 
una concentración di: 7<;-¡, 
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7) Despues de incubar durame IOmin. en un baño de hielo, alicuotar en tubos de cultivo 
celular y congelar inmediatamente por inmersión en nitrógeno líquido. 

b)Transformación 

1) Descongelar una alícuota de células compcten1es a 1empcrntum ambiente y agregar 200ul 
a un tubo de polipropileno de 0.5ml. Poner en hielo. 
2) Agregar de 1 a 5ul de solución del DNA a las células competenres e incubar en hielo 
duranre 30min. 
3) Dar choque ténnico (sin agi1ar) durante 30seg. a 42ºC y regresar al hielo. 
4) Agregar 800ul de medio SOC y poner en incubadora con agitación (200rpm) a 37ºC 
durante lh. 
5) Pla1car en medio selectivo y dejar crecer toda la noche. 

5) Digestión de DNA con enzimas l.k restricción. 

A continuación se describen las enzimas utilizad~1s y los amortiguadores de ensayo descritos 
por los fabricantes (a concentración tox): 

BamHI (Boehringer Mannheim, Br-.1}: iris llCI IOmM, MgCll 5mM, NaCI IOOmM y 2· 
mercnptocianol 1 mM a pH 8.0. 
Bg/11 (New England Biolabs, NEll): Lris l-ICI 50mM, MgCll lOmM, NaCI IOOmM y DTI' 

lmM a pH 7.9. 
Dral (Promega, P): tris 1-ICI 6mM (pll 7.6), NaCI 50mM, MgCl1 6mM, 2·mercaptoelanol 

6mM y albúmina sérica dt: bovino (BSA) O.lmg/ml. 
EcoRI (P): tris HCI 90mM (pH 7.5!, NaCI 50mM, MgCI, !OmM y BSA O.lmg/ml. 
Hincll (P): tris HCI IOmM (pH 7.5¡. NaCI IOOmM, MgCI, 7mM y BSA O.lmg/ml. 
Hi11dlll (NEB): tri' HCI !OmM, NaCI 50mM, MgCI, IOmM y DTT lmM a pH 7.9. 
Hiníl (NE!l): tris HCI !OmM, NaCI 50mM. MgCI, !OmM y DTT lmM a pH 7.9. 
Psrl (NEB): tris HCI SOmM, NaCI IOOmM. MgCI, !OmM y DTT lmM a pH 7.9. 
Smal (P): tris HCI ISmM (pH 8.0>. KCI 15rn~1. MgCI, 6mM, 2-mercaptoetanol 6mM y BSA 

O.lmg/ml. 

L1 temperatura de reacción para !odas las enzimas es de 37ºC, con excepción de SmaI 
(26ºC). Las unidades de ac1iviclad definida'\ por los fabricun1es no fueron reproducibles en 
nuestros experimcn1os, por In cual ~e lNiron cun1idades variables de enzima. En una 
reucción estfodar, ~e necesirn de !Oul de mezcla de reacción por cud:1 ug de DNA a digerir. 
Los tiempos de digestión son de 2 a 12h seglín Ja enzim:i u1ilizada. Los produc1os de digestión 
se analizan en geles de agaros:1 de O.~. 1.2 o 1.5% dependiendo de los tamaños de las bandas 
esperadas. 
Doble digestión. En muchos c;1~os es necesario digerir una muestra de DNA con dos 
endonucleasas distintas. Estas pueden usarse de manera simultánea en la misma mezcla siempre 
y cuando las condiciones 1..k n:acciün sean similares para ambas. Gcnentlmcntc, el único 
purámctro que puede diferir es el amor1igu¡¡dor empleado. En este caso, se utiliza en la mezcla 
el amortiguador que comeng.i meno~ s~1l (N;1CJ, KCI). Par.t completar la doble digestión, es 
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necesario agregar un pequeño exceso de la enzima que no se encuentra en su condición 
óptima. 

6) Mutagénesis dirigida por reacción en cadena de Ja polimernsa (PCR). 

Se construyeron cuarro aligas parn su uso como prímeros en la PCR (Unidad de Síntesis de 
Macromoléculas, CEINGEBJ/UNAM). Sus car;1c...·1crís1ico1s se describen en la Tabla 2 (Ver 
también Fig. 2). Para la producción de la 13-l:icrarnasa nm1:m1e se requiere de dos reacciones 
de amplificación y mu1agém:sis. L1 priml!ra rnns1a de: 

76.Sul de agua bides1ilada 
IOul de amoniguador de reacción 
!Oul de dNTP's 25mM 

Ju! de oligo E37 (20pM, 230ng) 
Jul de oligo D35 (20pM, 230ng) 
Iul de plásmido pBR322 line:ariz¡1do t:un BamHI (lng) 

0.5ul de enzima Taq polimernsa (2.5 unid:1dcs) 

Tabla 2. Oligonudeótidos empicados en la PCR. 

Nombre Longilud 

HE26 26amero 

E37111 35amero 

D35 35nmero 

Secuencia5·-3· 

GCAATITAAACTGTGA 
TAAACTACCGC 

GGTGAAAGTAAAAGA 
TGCTNNG/CGATCAGT 
TGGGTG 

GGAA TAGCCGATCGAG 
ATCr AGGA TC1TCACC 
TAG 

Carncterísticus 

ldémico a Ja región 64-39 de pBR322 en 
dirección 5'-3'. 

Oligo muiante p;1ra el aminoácido Glu37 
(con la mezcl;1 NNG/C). Fl1111qucada por 
diecinueve y trece nucle61idos con la 
secuencia silves1rc. Híbrida en la región 
4061-4040 de la secuencia codificamc 
de la f3-lac1amasa de pBR322. 

Oligo l:Ompucsto de un segmento 
idéntico a la región 3212~3226 de 
pBR322 {dirección 3 ·_5 ")y 01ra 
secuencia contigua a su extremo 5'quc 
no hibrida con región alguna di.: i.:s1c 
mismo pl:ísrnido. E~tc oligo crea un si1io 
de rc-;1ricció11 para la cn1ima llgJ 11. 

820 20amcro GGAATAGCCGATCGAG Idéntico a k1 región no homóloga a 
ATCT pBR322 en D35. 
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Mezclar y poner 75ul de aceiie mineml. Cada ciclo consta de las siguientes temperaturas: 
lmin. a 92ºC (desnaturalización del DNA de doble cadena), lmin. a 55ºC (reasociación de 
DNA molde y oligos) y de 3min. a 70ºC (polimerización) cada uno. Se incuba la reacción 30 
ciclos. De ésta se obtiene un producto de 880pb (E880), el cual necesita nislnrse de gel 
(agarosa ni 0.8%) para usarse como uno de los dos moldes en la siguiente PCR: 

7 5.5ul de agua bidestilada 
IOul de amoniguador de reacción 
!Oul de dNTP's 25rnM 
Ju! de aligo HE26 (20pM, 170ngJ 
lul de oligo 820 (20pM, 130ng) 
1 ul de E880 (1 ng) 
1 ul de pBR322/Baml-ll ( 1 ng) 

0.5ul de enzima Taq polimerasa (2.5 unidades) 

Mezclar y poner 75ul de aceite mineral. Los ciclos son idénticos a Jos de la reacción an1crior. 
Se obtiene un produc10 de !227pb (El200). Estos DNAs se analizan en geles de acril:unida 
al 8%. En és1os se puede observar con bastante nitidez las bandas de tamaños e::;peradm y 
dcscanur otros producws inespecílicos. 

7) Clonación de los fragmentos mutantes. 

a) Preparución de los \'C'CIOres de clonadón. 

Se digiere el phismido pBR322 con las cnzimus lfindlll y Psrl. Se obtienen dos fragmentos 
(de 3583 y 778pb) y se :.iíslan de gel. Parn comprobar que no cxisrn contaminación de 
plásrnido superenrollado o digerido parcialmenle (lo cual regenera a la ll·lactamasa silvestre), 
tomar 50ng del fragmento mayor (el de 3583pb) e incubar en una rcncción de ligación; 

9ul de agua bidestilada 
tul de plásmido digerido (5Ung} 
3ul de amortiguador de ligasa 5x (iris HCI SOmM (pH 7.8), MgCIJ IOmM y 2·mercaptoemnol 
JOmM). 
l.5ul de ATP IOmM 
0.5ul de ligasa (2 unidades). 

Se utiliza el [otal de esia reacción para [ram.fornmr una alícuota de E. co/i JMlOI competentes 
como se describe arriba. No deben observarse colonias resistentes al ~clcccionar en LB y 
ampicilina 11 200ug/ml. Esto indica que no existe la comarninación mencionada. En caso 
conrrario, el fragmento debe ser digerido y ;iislado nucvamcn1e. 
Del mismo modo, se hace la doble diges1ión del plásmido pKGS con las enzimas Hinc/Jll y 
Bgm. La digcs1ión tornl produce do~ frngmentos de 230 y 3212pb. Este último es el vector 
digerido que se utiliz;i parn la clonación del fragmcmo mutante. Se aísla de gel y se 
comprueba que no es1e comamim1do con 01ros DNAs, como se menciona arriba. En este caso, 
la contamin:1ci6n se mucs1ra como colonias parcialmente lisadas (ver Plásmidos). 
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Preparación de los fr11gmcn1os mutantes. 

El segundo fragmen10 obtenido de la PCR (ll·lactamasa mmante, 1227pb) se digiere con las 
enzimas HindIII y BgllJ como se describe arriba. Se obtiene una banda de DNA de 1050pb. 
Aislar de gel de agarosa al 1 % y cuantificar el DNA recuperado. 

Ligación y clonación del vector con el frngmento mutante. 

Para facilitar que el fragmemo muiame se ligue ul vector de clonación, se prepara una mezcla 
de ligación en que Ja proporción molar de frJgmento y vector sea aproximadamente de 5: 1: 

8ul de agua bidestilada 
l.5ul de dA TP !OmM 
3ul de amoniguador de ligasa 
lul de DNA de vector de clonación (100ng) 
tul de fragmento de PCR digerido (IOOng) 
0.5ul de ligasa 

Agitar e incubar durante 8h a 14ºC. Tr~insformar con 7.5ul de esta reacción y ~etcl·ciuuar l!ll 

cajas de kanamicina a 25ug/ml (ul u1ilizar el plásmido pKGS) o en caj:1s de arnpidlin:i a 
50ug/ml (al utilizar el pl:ismido pBR322). 

8) Caracterización i11 vivo de fenotipos mutantes 

Las colonias n::combinantes obtenidas de la transformación con el DNA mutan1c se 
seleccionan a distintas concentraciones de ampicilina, substrato convencional de la fl...lactamasa, 
tomando como control la enzima silvestre codificada en el plásmido pDR322. Se aíslan los 
DNAs de cada una de ellas y se retransfom1:m. De cada una de las tr.insformantes so toma 
una colonia y se "pica" en cajas de LB a dis1intas concentraciones de ampicilina (50, 100, 
200. 500, 1000, 2000 y 5000ug/ml.). Como comrol de ;actividad se pican colonias de la cepa 
silvestre (OH5a) y de é:aa con los phismidos pKGS y pBR322. 

9) Secuenciación (mé1odo de Sanger para DNA en doble cadena (56). 

1) A un tubo de polipropileno de I.5ml. poner 2ug de DNA del plásmido a secuenciar. Llevar 
a 8ul y ponerle 2ul de NaOI 1 2N frc::.co. Dejar 5min. a 1empcratura ambiente. 
2) Agregar 3ul de acetmo de amonio 3M pH ...J.5 y 2ul de agua dcsionizada. 
3) Poner 5ul del aligo utilizado curno primero {aprox. 25ng) y 75ul Ue eumol absolu10. 
4) Dejar 15min. en hielo seco y pos1eriormen1e centrifugar 15min. n 12,000.~g en la microfuga. 
5) Aspirar el sobn:nndantc y lavar con 500ul de etanol al 70%. Centrifugar Smin. a 12,000xg 
(dos veces). 
6) Secar la pastilla y rcsuspender en 8ul de agua bidesrilada y 2ul de amoniguador de 
secuencia (concentrado 5x: tris HCI 2CX>mM pH 7 .5 MgCll IOOmM y NaCI 200mM). 
7) Calentnr 2min. a 65ºC. 
8) Agregar 0.4ul de mezcla de marcaje (concentrado 5x: dGTP 7.5uM, dCTP 7.5uM, dlTP 
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8) Agregar 0.4ul de mezcla de marcaje (concentrado 5x: dGTP 7.5uM, dCTP 7.5uM, dTTP 
7.SuM), l.6ul de agua bidestilada, lul de DTT O.IM y 0.5ul de dATP "S (5uCi). 
9) Tomar 0.25ul de enzima secuenasa (nombre comercial de una DNA polimernsa modificada 
del bacteriófago 17) y diluir con 1.75ul de agua desionizada y bidestilada. 
10) Mezclar y dejar lOmin. a 1emperntura ambiente. 
11) Marcar cuatro tubos de polipropilcno de 0.Sml con las letras G. A, T y C. Poner a cada 
uno 2.5ul de la mezcla de lenninación respectiva (ésta contiene a tres dNTP's distintos a 
concentración 80uM y a uno de los didesoxinuclcólidos " concentración 8uM. Así, para el tubo 
marcado con A, se requieren 2.Sul de una mezcla de dGTP, dITP y dCTP 80uM y <ldATP 
SuM). Poner estos tubos a 37ºC 2min. ;mtes de que concluyan los !Omin. del paso anterior. 
12) Poner 3.Sul de la reacción del paso 10) a cada tenninudor. 
13) Dejar 15min. a 37'C. 
14) Poner 4ul de mezcla de paro y calentar 2min. a 75ºC. 
15) Cargar el gel con 3 o 4ul de la reacción. Correr las muestras a 35-40watts y 2000vohs. 
16) Desmontar el gel de la cámara de elec[roforesis y transferirlo a filtro de papel Whatman. 
17) Secarlo durante 1 h a SOºC en un dei;ecador de geles. 
18) Exponer ante un film X-OMAT (Kodak) durante 16h en un cassette oscuro de exposición. 
19) Revelar In placa expuesm con los rea1.:1ivos convencionales (revelador, fijador. agua). 
20) Analizar la secuencia ob1enida. 

Si el DNA a secuenciar es un prcx.Ju1.:to de PCR: 
1) Poner lpM de cs1e y 01ro pM del aligo en un tubo de polipropileno de l.5m1. 
2) Calentar la muestra 3min. a 95ºC. 
3) Dejar en hielo 5min. 
4) Seguir el protocolo anterior a punir del paso 6). 
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Rcsul1ados. 

Mutagénesis por PCR. Se obtuvieron de esm reacción los productos esperados de 880 (E800) 

y 1227pb tEJ200). Corresponden al fr.tgmemo que va del Glu37 al carboxilo tcnninal y la 8-

lactamasa completa, respectivamente (Fig. 11). Ambos contienen un sitio imemo de Psrl 

pn:seme en el DNA molde (pBR322J. De h1 cli,ges1ión de cada uno de ellos se ob1uvieron las 

bandas caracteris1icas (Fig 9). En !.is t:ondidones de PCR desr.:rirns, el rendimiemo de DNA 

mutante fue de IOug por incubación, en promedio. Como control de amplificación, se incubó 

al aligo B20 (que no tiene se<.·uenci:1 1.:0111plememaria en pBR322) con el aligo HE26 y el 

DNA molde. No se observaron pnx.lm:ios i:n c:s1;1 rea1:ción. Como se indica arriba, se introdujo 

un nuevo sitio de restrkción para lit i:nzima Bg/11 en el fragmento mutanle que contiene a la 

B-lactumasa completa (de 1227pb.). Asimismo, ~e regeneró el sitio de Hindfll presente en hl 

secuencia original. Para validar Ja pri.:~encia tk t:~los dos süios, el produc10 final fue digerit..lo 

por separndo con cada una d~ la" do-. t:ndonudcasa!<> y los frngmentos resuhamt:!> w int:uhar.>rt 

indepcndien1emente en una mezcla de: ligación. Puesto que Jo3 extremos de frngmemos de f'C~R 

carecen del grupo fosfmo en el extn:rnu :'i'. solam~me Jos producws digerido3 pueden fommr 

dímeros ul 3er incubados t:n una rt:act'ión dt> ligaL'ión. Como resulmdo de la digestión con 

Hindlll y Bg/II se ob3crvó la fonnal·ión de líls handus esperadas de 2378 y 2340pb., 

respectivameme (datos no mosrrado3). 

lnicialmenie se u1ilizaron orros dos oligm. con l;1 mei:da mu1an1e NNG/C para la posición 37 

de Ja í3-Jacramas:1. Con estos la producción de DNA mutante fue muy pobre. En el caso del 

21amero E371 (5' AAAGATGCANNG/CG,\TCAGTfG 3'), el rendimiento fue de 500ng en 

promedio. Con el 20amao E3711 (5' GATGCTNNG/CGATCAGITGGG 3'), a pesar de ser 

más corio, la cantidad de DNA resuh;uue fue: mayor. Su 1.:mpera1urn de rensociación (T M: valor 

tJUC ri:prese111a l:t ti:mperallma ;1 la 1.:ual el 509' dd oligo en solución hibrida con el DNA 

molde) es liger:um:me mayor a Ja dd E371. Sin embargo. al clon;1r C<ilc DNA en el plásmic..lo 

no se observaron <.·oioni;13 mu1:1111i:~. Lt -.ecul'n1.:1:1dón directa de esrc frngrnen10 mos1ró que 

las muwciones flj;1d:1s en el aligo no se incorpornron en el produc1u flnul. En la región 

correspondiente ;11 codón mutado. ~l.:' obM:rvó ;a la ~i.:\:uencia silvestre sin cambios. En In 

dis<.·usión se mencionar;in algunas di.:' las posible~ explic:tciones de este fenómeno. Con el fin 

de resolver e~ta difkuhad, se sinleri1ó d .l5amero E37111. Su comenido de G y Ces similar 
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a Ja del E371J pero su temperatura de reasociación es mucho mayor (Tabla 2). Con el uso de 

este oligo se obtuvieron las colonias mutantes que se describen más adelante. 

Clonación de fragmentos de DNA mumme. En los priml!ros intentos de clonación se utilizó 

al phismido pBR322 como vector, sustituyendo la región P.ul-Hindlll silvestre por Ja producida 

en la PCR. El fragmento que se intemó insenar es prác1icamente idéntico al anterior, menos 

en el codón correspondiente al Glu37. Pan1 ulilizar este vector (ver "plásmidos"), es necesario 

digerirlo totalmente con Hindlll y Pstl parJ separarlo del fragmen10 que se trata sustituir (así, 

la ligación de éste con el fragmento mUlitnle no se coniamina con el fenotipo silvestre). Sin 

embargo. al ligar sobre sí mismo y transfonnur es1e vec1or se observó invariablemen1e la 

generación de colonias silvesrres n:sis1entes a ampicilina. ParJ aliviar los efectos de este 

problema, se buscó otro pliísmido que no por1ara ;1 la ll-lac1amasa. Se eligió al pKGS, vector 

que codifica a lu endonuc.:leasa EcoRI como m;m:ador de selección positiva. Dentro d1.· cs11.· 

gen existen los silios de restricción apropiaJos (de Hindlll y Bg/11) parn la clon.1dón del 

fragmento que con1iene ni gen completo de Ju ll-l;i,c1amasa. Con dicho plásmido se obmvierun 

106 colonias trnnsfonrnm1es. Como se ha mencionado, el mé1odo de selección empleado 

garantiza que rodas ellas sc01n recombinanics. 

Seh:cción de feno1ipos. La~ colonia~ tran!tformad;1~ 1.:on la mezcla de ligación vector-fragmento 

mutante fueron seleccionad01s en kan;1micina. En teoría. todas las células que surjan de esta 

rr11nsfonnación deben 1.:on1t!ner, en el gen introduL·ido, un codón distinto al original (GAA), 

porque éste no puede regenernrse <.:on ha mezd:t NNG/C. Si la mutación diseñada produce 

algún cambio en la ac1ivid;1d de la enzima, ésle puede reílejnrse en Ja sensibilidad de la 

bac1eria que la pona al crecerla a dis1inrns concentrnciones de ampicilina. Fue así como se 

seleccionaron las colonias ob1cnida~ para idc111ificar a los feno1ipos murnmes. De J06 

transfonnanies ob1cnidas, 34 fueron inc;.1p•11.:c::-. de crecer a 5000uglml de ampicilina 

(concentración m:ixima a 111 que cn:cen las colonias con Ja 8-Jacwmasa silvc.strc). 

Pos1criom1en1e, se itish1ron los pl;hmido!l. corre:-.pondiemcs de cuda una de las 34 colonias, más 

!O de las que no muc::.lrJn d1ferc11l'i;1s de crecimicn10 en comparación con la ll-lncrnmasa 

nonnal. Pura comprobar en ésros l<i presencia del gen de la B-lactílmasa, se realizó una 

digestión con Pstl, enzima de rc~tricción p;1ra la cual l!xis1c11 dos si1ios de corle en el plásmido 
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BamHI 

l!coRI H!Mlll 

1 A B e D 

H!ndlll l!coRI P>U 
····> 

Ap P>U 
1!800 

1!37 Bglll 
Hlndlll l!coRI P>U 

V )( 1 )( 1!1200 
1!37 Bglll 

Fig. 1 J. Fragmentos mutan les ob1enidos de la PCR. Diagrama de los productos amplifü:;1dos 
a panir de Jos oligos E37Ill y B3S que da Jugar al fragmenio E800 y de los aligas JIC26 
y B20 que da Jugar al fragmento El200. Se mucslran en Ja fo10 al frJgmento E1200 (carril 
A, 1227pb.), E1200 digerido con Pstl (corril B, 812 y 415pb.), ESOO (corril C, 880pb.J y 
ESOO digerido con Psrl (corril D, 459 y 421 pb.). 
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rccombinante (en el plásmido original sólo exi:-.1e uno; el segundo lo pona el gen bla). Esrn 

doble digestión produjo el fragme1110 esperado de 628pb. 

Previo a la secuenciaci6n, se eligieron colonias con distintas susceptibilidades a ampicilina, 

principalmente de aquellas que no crecen a la concemración es1úndar (del grupo de lns 34 que 

se menciona arriba). Como se menciona :1rriba, se pc:nsó que eslas variaciones podrían reflejar, 

sean cambios drás1icos o cambios con:-;erva1ivos en comparación con el residuo original. 

También se eligieron colonius que crecen de manera similar a Ja enzima silvestre. 

Secuenciación. De 24 colonias secuenciadas se ob:-.ervó la substitución del ácido glutámico 

(GAA) en el residuo 37 por los siguientes codones: alanina (GCC), una por valina (GTG), dos 

por lcucina (CTG), una por trip1ofano (TGG), llilil por mctionina (ATO), una por glicina 

(GGC), dos por serina (TCG y TCCJ, dos por 1reonina (ACG), cuatro por arginina (3 CGG 

y 1 AGGJ, dos por hisridina (Ct\C) y un codón de término {ámbar, TAG). Esta última 

mu1nme presenta una ac1ividad mfnimn debido " que los genes se expresaron en una cepa 

supresorn (DH5a), en la que Jos codones :imbar son sus1ituidos por ácido glu1ámico. Seis 

colonias secuenciadas no mostrnron c;imbios en la posición 37; la uctividad ame el antibió1ico 

de dos de ellas es indistinguible al de las coloni:is c.:on la B·luc1amasa silvestre; las cuatro 

restantes tienen una aclividad mcnor debido prob;1blemente a mutaciones adicionales no 

idcnrificadas. En Ja Tabla 3 se muestrn la sensibilidad de estas colonias al creccrlus a distintas 

concentraciones de umpicilina. Al an:tlizar las rcgioncs secuenciadas :se hnn encontrado otras 

mutaciones presumiblemente incorporndas por l;;1 Taq polimer:tsa a lo largo de cs1os genes 

(Tabla 3). 



Tabla 3. Actividad in vivo de mutames de 13-lactamasa en el residuo Glu37* 

Ampicilina Mutaciones ndicionnles 
Colonia Sustitución 50 100 200 500 1000 2000 5000 cnconuadas 

10-10 Aln(GCCJ' + + + + + + lle56-Thr (ATC-ACCJ 
10-16 Val(GTC) + + + + + + 
l0-9a Lcu(CTGJ' + + Lcu40-Phe (ITG-TfC) 
l0·15a Leu(CTG)' + + + + + Alal7-Val (GCG-GTG) 
l0-24a Met(ATGJ' + + + + + + Gln206-Gln (CAA-CAG) 
10-7 Trp (TGG) 

l0-13a Gly (GGC¡• Lcu30-Pro (CTG-CCG) 
10-2 Ser(TCCJ' + 
10-Jla Ser(TCG) + + + + + + + 
l0-17n Thr(ACG) + + + + + + 
l0-18a Thr(ACG) + + + + + ~ + 

J0-6a Glu(GAAJ' + + 
10-IOa Glu(GAA)' + + 
10-19 Glu(GAAJ' + + + + + 
10-9 Glu(GAAJ' + + + + Asp50-Glu (GAT-GAA) 
10-12 Glu(GAA) + + + + + + + 
10-14 Glu(GAA) + + + + + + + 

10-11 Arg(CGGJ' 
10-Sa Arg(CGG¡'A + + Leu30-Gln (CTG·CAG), 

Asp38-Asn (GAT-AAT), 
Gln39-Lys (CAG-AAG). 

J0-12a Arg(CGGJ' + + 
10-13 Arg(AGG) + + + + + 

10-la His (CAC)' Val74-Ala (GTT-GCT) 
10-14a His(CAC) 

Coclones de término 

l0·5a Amb(TAGJ + Glu28-Glu (GAA·GAG) 

Con1rolcs 

Cepa DH5cx 
DH5cx/pBR322 + + + 
DH5cx/pKGS 

• Se han encontrado mu1aciones adicionales (incorporadas por la Taq polimera-;a) con distin1os efectos 
sobre los fcno1ipos producidos por el cambio en el codón muiado. Estas mutaciones se agrupan en 
cinco clases: a) Genes cuyo fenotipo supone la presencia de mutaciones esponiáneas (no identificadas) 
que disminuyen la ac1ividad de la enzima (secuem.·iados hasm los primero~ 200 nucle61idos despues 
del Glu37), b) Genes con mutaciones lejanas al si1io mutudo o al sitio nctivo de la enzima y/o que 
pueden considerarse conservativas, c) Genes con mumciones que pueden afet;tar al fenotipo 
producido por el c:imbio en Ja posición 37, d)Gcncs con mutaciones en el péptido líder que pueden 
afectar su expresión o secreción y e)Gcncs con mutaciont:s en el péptido líder que no tienen efecto 
~nhrr: la fonr:inn:1lirl;ul rl1• IH ,.117imn 



Discusión y Conclusiones. 

Uno de los objetivos de este trubajo es presentar algunas alternativas para mejorar el 

rendimiento de la mutagénesis a saturación en comparación con otros métodos en base a la 

técnica descrita por Nelson y Long (22). Según lo observado, el diseño de los oligonucleótidos 

es uno de los elemenms más imponantes para la fijación de mumciones. Los oligos cortos y 

con un contenido nito de adeninas y timinas (p. ej. el E371} fueron incapaces de generar 

productos mutantes de manera confiable. Si para evitar lo anterior se disminuye la temperatura 

de rensociación. se favorece la unión a regiones inespecíficas, lo cual baja la cantidad del 

producto deseado y aumenta la producción de fragmenios espurios o falsos positivos (que 

pueden no amplificarse de manera observable). El segundo aligo mutagénico (E3711), tiene 

varias características que se utilizan comúnmente en el diseño de aligas para PCR (57): tiene 

un contenido de G y C cercano al 50% (el valor recomendado es del 50 al 60%) y su 

temperatura de rcasociación es de aprox. 60ºC. No es palindrómico (lo cual evita In formación 

de subproductos indeseables) y carece de "corridas" de G's o C's (que pueden producir 

inespecificidadcs al unirse a regiones ricas en dichos nuclcótidos). Al utilizarlo en la PCR, la 

nmplificación del fragmento esperado comprueba que fue usado como primero, pero la 

secucnciación direcia del segundo produc10 ( l 227pb.) muestra que no incorporó mutaciones. 

Esto indica que los cambios no fueron ediiados in \.'Ívo sino al generar la ll-htctamasa completa n 

panir del frngmen10 E800 en la PCR. Es improbable que estos cambios hayan sido dcletados 

por la Taq polimcrasa usada (Taq poli, Prorncga) porque esta enzima carece de uctividad correctora 

5'-3' de1ectable (57). Para explicar es1e efecto, una hipó1esis razonable es l)lle a distintos ciclos 

de lu PCR pueden generarse producios incomplc1os o de degradación que no portan la 

mutación (fragmentos surgidos a pariir del aligo HE26 que no se polimeriznn hasta la zona 

mutante). Al ser de menor tamaño que cu:tlquiera de los productos que acarrean la mutación, 

hibridnn más rJpidamen1e y se amplifican con mayor eficiend¡¡ que el producto muian1c. 

El tercer aligo empleado (E37Ill) tiene todas las vinudi:s del an1erior, pero su temperatura de 

reusociución es mayor en cerca <le 30 grados ccntigrados. Al uumentur la secuencia u ambos 

lados del ccx:lón mutante se pudo aumentar dr.ts1icamcntc la 1emperatura de rcasociación. Como 

resultado se observó una banda única que corre~ponde al tamaño esperado y en gran cantidad. 
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Los fragmentos mutantes son fácilmente difcrenciablcs de productos inespecfficos de la 

reacción. ya sea por su tamaño o por la presencia de sitios de restricción que dan las bandas 

características. 

Según las preferencias de aminoácidos para posiciones específicas de a-hélices (58), el Glu37 

no parece tener influencia sobre la formación de dicha estructura (primera a-h6lice de la 

enzima), pero tampoco afecta su estabilidad. Algunas de las sustituciones con las que se 

predice la mayor distorsión son las que mues1ran la menor actividad (Gly, His y Trp). En 

contraste, aquellas que mantienen la actividad poseen también la capacidad de fom1ar a-hélices 

(Ala, Ser, Yul, Met). Como lo propone Herzberg (43). la carga negativa del Glu puede ser 

irnportanle parJ. estabilizar a un:.1 B-plegada adyacente: uno de los oxígenos carboxílicos fonna 

un puente de hidrógeno con el ni1rógcno de cadena princip~ll de la posición 44 {lle en S. 

aureus PCJ y Leu en B. Jid1eniformis). Sin embargo, como se ha visto, otros crmbios 

mnntiencn la nctividad de la enzima mín cuando no regeneran esta interacción. PaMor, el ,11. 

(59), encuentran que muchos de Jos residuos :11lamcn1e conservados en las l\-lactmna!-:1s Ji.! 

clase A forman núcleos donde la homología de secuencia es evidente. Asimismo, obscrv:m 

cambios correla1ivos alrededor del amino;kido 1.:onscrvi.ldo. No se observa por es1c mé1odo 

que el Glu37 fonne alguna región conservada con los amino;ícidos más cercanos, lo cual .ipoya 

la idea de que no se conserva por inieracciones específicas con caden:.1s ltuernlcs vecinas. 

Podría pensarse que las diferencias de secuencia en dicha región son menos notorias al 

comparar la disposición espacial de estos residuos. Sin embargo, al observar la confomrnción 

que éstas adoptan en dos estrncturns distin1:1s (las B-lactamasas de S. aureus PCI y la de 8. 

Jicl1e11iformis) se observan algunas difcrcncius, principalmente en los contac1os que fom1a el 

Glu37 con el residuo 61 (Asn en S. aureus y Arg en 8. liche11iformis): en el primer caso se 

forma un puente de hidrógeno con la c<tdcna lateral de la Asn y en el segundo caso, un 

puente salino con la cadena la1cr..1l de la Arg (Fig. 12). 

Por lo expuesto, no e:ic:is1en razune~ convincentes que expliquen por <JUC esta posición se 

encuentra conservada a tal ex.tremo. Con la identificación de otros residuos, en especial el 

ácido asp~lrtico {similar al Glu pero rnn una cadena lateral más corta} y la glutamina (cadena 

lateral similar pero sin carga) y su car¡¡cteriz;.1ci{m i11 vitro {ensayos de actividad, secreción, 

etc.), se podrán conocer las limitaciones qm: Jo han mantenido invarian1c. Es probable que, u 

diforencia de los argumcn1os estruc1urales propuestos, dicho residuo participe en alguna otra 

función como plegamien10, secreción, etc. En muchos casos, las mutaciones producen cambios 

conservn1ivos o caen en regiones estrncturalmen1c alejadas del Glu37, por lo que no inlerfiercn 
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Fig. 12. Par estereoscópico de los residuos cercanos ni Glu37 en la 8-lncmmasa de n) 
Staphy/ococctts aurem PC I y b) Bm:illus lichcniformis 749/C. Nó1ense las diferencias estructu­
rales de dicha región en las dos estructuras homólog;is (ver tex10). 

con el cambio producido en eslc L"odón. En oiro ..... la pcnurbación es obvia y se refuc:rza al 

compararla con la misma mutación en el Glu37 i:n un rnmcxto silvestre. 

Al carecer Ja Taq polimcrnsa de ;,1clividad de exonucleasu 3'-5', se espcm una tusa de 

mutaciones de una base modificada por cad;i 5,000 a 100,000 nudcótidos incorporados (57). 

En lns regiones secuenciada!-. dc C!'llO!'I gene' 111utan1cs hemos enconlrado una proporción 

signiftcativamenie mayor (dc un c~tmbio por cad.t 500 nudcólidos incorporudos, ;iproximada­

mcntc). Una opdón parn validar el eft:1.:10 di: la~ nu11;11.:ioni:!'. di~r;::liada~ e!'. ;1i\lnr lo~ fragmcn1os 

mínimos que las comengun (como el fragme111u ErnRl-Dml en c~tc l:;t!<.O) y subclonarlos en 

un vector que pone al resto de la ~ecuencht sin oiro!. l":tmbio\, Asimismo, por el problema que 
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presenta la Taq polimerasa, no paret:e convcnien1e umplificar iodo el gen al tratar de mular 

una región, sino solo aquella que co111eng•1 sitio!. necesarios pam clonarla en el vector usado 

como molde. Sin embargo, la mejor al1crn;uiva es el uso de olras Taq polimcmsas (ya 

cxistemes en el mercado) que sí presentan dicha ac1ividad. Con ésrns se disminuye 

drásticamente la producción de mutaciones espont;íneas y por Jo tanto mejora el rendimien10 

de DNA murame. 

Como en cualquier arra tipo de PCR. !;1 ventaja de ésrn nrntagénesis es que se puede insenar 

cualquier sitio de restricción en el fr.igmento mmado, ya sea pura clonarlo en un vector o para 

facilirar su manipulación pos1cr:ior. En co111ra~1e, la murngéntsis u s;t1urnción en "cassette" 

puede ser útil sólo en casos en donck la ~l'cucnc:i.i nariva 1icnc Jos si1ios de restricción 

apropi<1dos {sitios únicos alrededor de la zouil a nnnagenizar), o es nece:~ario introducirlos. 

Aunque la obtención de rn111an1es por e:s1c m~todo 1icnc algunas dificuhades asocii1das, 

pensamos que sigue siendo la m:rner;1 m:is vc111ajos:1 pam !ograr este fin. La modificación de 

algunas vuriables (u:m de polimeras;1-. con acrivi(bd de c:xonucleusa, diseño de oligos, 

condiciones de reacción, etc.) seguramente íavorcL'cr;i Ja producción de DNA mutante. 

Entre las sus1imciones ob[enidas no ~e ob~crva preferencia por mutar hacia algún residuo en 

panicular. Así, a pesar dt: no haber ol>lenidu la\ J ~ .. u~1i1uciunes posibles para cst: uminoácido, 

se encontró un banco muy hctcrogt..'nco a partir dt· un mimcro ch: 1ran~for111antes rclmiv;uncnte 

bajo. 

El esquema descrito puede ser t11iliz.ido 1;1nibi¿n p;1ra Ja producción de mutaciones 

combin:uorias (sustituciones simuh;ínea'i t:n c11alqu1l'r región de un gen), con lo cual es posible 

estudiar el contenido infonna1ivu dl' rcsidum :1lcj;1clo\ en :-.ecucnci:1 pero cercanos a nivel de 

estruc1ura tridimensional, como e:n d ca:-.o t..k midco" hidrofóbicos, sicios w:1ivos o alguna 

01ra región funcional de interés en f.:ua/quicr elll.1111;1. 
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