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RESUMEN

Las lipasas son enzimas de gran importancia econémica ya que se emplean en
la formulacion de detergentes, en la resolucion de mezclas racémicas, en la
sintesis de ésteres con interés farmacéutico y en reacciones de
transesterificacion. Bacillus pumilus GMA1 produce una lipasa terméfila y
alcaléfila de aproximadamente 20 kDa de peso molecular y presenta
preferencia por dcidos grasos de cadena corta (Bustos-Jaimes, 1995; Wong,
2002). En este trabajo nos propusimos clonar y expresar la enzima lipolitica de
B. pumilus GMAT en E. coli, eliminando el péptido lider que se elimina
mediante el procesamiento postraduccional en Bacillus. Para tal fin, en primera
instancia se extrajo DNA cromosémico B. pumilus GMAT y se diseharon los
cebadores especificos para amplificar por PCR partiendo de la secuencia de la
lipasa de B. pumilus B26 reportada por Kim y col. (2002), para las regiones que
flanquean al gen lipA. Los cebadores disefiados incluyen una secuencia de
unién a ribosoma y un codén que codifica metionina en la posicion -1 en la
region N-terminal de la proteina madura. Con dichos cebadores y el ADN
genémico de B. pumilus GMAT1 se amplificé el gen lipA y se introdujo al vector
de clonacion pGEM-T Easy Vector. El gen lipA se subcloné en el vector
pTrc99A bajo una regién promotora regulable (Ptrc) vecina al sitio de
clonacién. Posteriormente se realizaron ensayos de expresion del gen lipA en E.
coli bajo distintas condiciones de temperatura y diferentes concentraciones de
inductor (IPTG), en medio sélido y liquido. Se encontré clara evidencia de
actividad lipolitica en medio sélido por la presencia de halos de lisis sobre
tributirina emulsificada en el medio de crecimiento. Por dltimo, se evalud la
expresion del gen lipA en medio liquido mediante una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El perfil electroforético de las
proteinas intracelulares de E. coli muestra una banda que en apariencia

corresponde a la proteina LipA.
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Capitulo I. INTRODUCCION

LIPASAS

Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas que catalizan no sélo la reaccién de hidrdlisis del
enlace éster de los triacilglicéridos, sino también la reaccién contraria (FIGURA 1).
Dichas reacciones ocurren normalmente con una alta regio- y/o enantioselectividad
(Jaeger y Reetz, 1998), lo cual hace de éstas enzimas un importante grupo de

biocatalizadores en quimica organica sintética.

(0]
0)1\/\/\ OH

0 (0]
O)J\/\/\ *3HO — o |on + 3 )I\/\/\

o) oV — HO
O)k/\/\ OH

TRIACILGLICERIDO GLICEROL ACIDO GRASO

FIGURA 1. Reaccion catalitica de las lipasas. Un triglicérido puede ser hidrolizado para formar

glicerol y acidos grasos o la reaccion reversa (sintesis). (Fuente: Jaeger y Reetz, 1998).

Dichas enzimas han sido caracterizadas de acuerdo a parametros como: el perfil de
actividad contra pH, estabilidad y actividad con respecto a la temperatura, especificidad
posicional en la hidrélisis de triacilgliceroles y especificidad por la naturaleza de los

1



Capitulo 1. Introduccién

dcidos grasos. La especificidad posicional es una caracteristica importante para la
aplicacién industrial y analitica de estas enzimas.
Las lipasas actian en la interfase lipido-agua en donde el sustrato normalmente se
encuentra formando un equilibrio entre los estados monomérico, micelar y emulsificado.
En esto difieren de otras enzimas como las esterasas, que hidrolizan el mismo enlace pero
el sustrato debe ser soluble en fase acuosa (Derewenda y Sharp, 1993; Jaeger y Reetz,
1998).
Entre las razones del enorme potencial biotecnolégico que muestran algunas lipasas de
origen microbiano, se encuentran:

1) Pueden ser estables en disolventes organicos

2) No requieren cofactores

3) Exhiben alta enantioselectividad

4) Poseen alta especificidad por el sustrato
Con lo que demuestran ser sumamente versitiles incluso fuera de los sistemas biol6gicos

tradicionales (Bustos-Jaimes y col., 2001).

Clasificaciéon general
La mayoria de las lipasas se clasifican en dos grupos:
A) El grupo sn-1,3 regioespecificas, que reaccionan con las posiciones externas del
glicerol, por ejemplo las lipasas de Aspergillus niger y Rhizopus delemar, y las no
regioespecificas o al azar, que actdan en las tres posiciones del glicerol, por

ejemplo, la lipasa de Geotrichum candidum y Cyclopium penicillium.
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B) El grupo sn-2, lipasas que reaccionan con la posicién central del glicerol, al cual

pertenecen un grupo reducido de lipasas, entre ellas se encuentra la lipasa de
Candida antarctica A, mostrando poca actividad con respecto a esa posicién. Por
otro lado algunas lipasas muestran mayor selectividad por los triglicéridos
comparada con los glicéridos parciales (mono y diglicéridos) asi como preferencia

por ciertos dcidos grasos (Lanser y col., 2001).

Clasificacion filogenética

Diversos estudios sugieren que las lipasas, colinesterasas y esterasas pertenecen a una

misma familia de proteinas filogenéticamente relacionadas (Krejci y col., 1991; Hemila y

col., 1994), que agrupa proteinas representantes de eucariotes, procariotes y proteinas que

no presentan actividad enzimatica.

Esta clasificacién se divide en tres categorias: C, L y HSL.

Grupo C (Carboxilesterasas), incluye a las colinesterasas de vertebrados e
invertebrados, lipasas de hongos, esterasas y proteinas no cataliticas.

Grupo L (Lipasas), agrupa a las lipasas de vertebrados y bacterias, lipoproteinlipasas
y aciltransferasas.

Grupo HSL (Lipasas sensibles a hormonés), comprende a la acetilhidrolasa de
Streptomyces viridochromogenes, la lipasa 2 de Moraxella TA 144, una esterasa de
Acinetobacter calcoaceticus y una enzima recientemente secuenciada procedente

de higado humano, la arilacetamida desacetilasa.
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Las lipasas se caracterizan por presentar el fendmeno de activacion interfacial, en
contraste con las esterasas o carboxilesterasas que no obedecen esta regla. Las
cutinasas, por ejemplo, también son capaces de hidrolizar los sustratos tipicos de las
lipasas y no muestran activacién interfacial, por lo cual son consideradas como un
“puente” entre lipasas y esterasas. Las nuevas enzimas de bacterias terméfilas pueden
aportar un mejor conocimiento para entender la evolucién de la familia de las
esterasas/lipasas por un lado y, por el otro, pueden generar importantes ensayos en el

campo de la estabilidad de proteinas de este tipo (Manco y col, 1998).

Lipasas microbianas

Hasta el afio 1998, se han identificado 47 lipasas bacterianas representativas, agrupadas

en seis familias basadas en la homologia de su secuencia de aminoécidos y el peso

molecular de la proteina (Arpigny y Jaeger, 1999) (TABLA 1).

* Familia I: Comprende a 22 miembros que estan agrupados en 6 subfamilias:

« Subfamilia 1.1 y 1.2 lipasas secretadas por la via tipo Il (Para su secrecién
requieren de un transportador externo)
* Subfamilia 1.3, la ruta de secrecién es del tipo | (Se autotransportan) (Jaeger y
Eggert, 2002).
* Subfamilia 1.4 son las proteinas més pequefias (19 a 21 kD) de todas las lipasas
hasta ahora conocidas. Tienen rangos de pH éptimo alcalinos y preferencia hacia
los triglicéridos de cadena corta como substratos. Ademds, la secuencia

caracteristica Gly-X-Ser-X-Gly del pentapéptido que contiene al residuo catalitico
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de Serina se modifica a una secuencia de Ala-X-Ser-X-Gly y las secuencias
alrededor del Asp e His cataliticos son absolutamente diferentes en comparacién
a las otras familias (Jaeger y col. 2001).
* Subfamilia I.5 son lipasas con caracteristicas de fosfolipasas.
* Subfamilia 1.6 comprende a lipasas de los géneros Propionibacterium y
Streptomyces
Familia II: Esta familia agrupa a las “nuevas lipasas” con funciones desconocidas.
Familia Ill: Comprende las lipasas extracelulares de Streptomyces spp. y las cepas
psicréfilas de Moraxella sp.
Familia IV: A esta familia pertenecen a las lipasas adaptadas al frio que muestran
similitud con lipasas de mamiferos sensibles a hormonas.
Familia V: Estas lipasas muestran similitudes estructurales con deshalogenasas,
haloperoxidasas y epoxi-hidrolasas, que presumiblemente exhiben el plegamiento
o/B-hidrolasa caracteristico de su estructura terciaria.
Familia VI: Incluye esterasas que han sido parcialmente identificadas de las
secuencias del genoma. Estas esterasas son pequeias proteinas localizadas en el
citoplasma bacteriano con similitud a las lipofosfolipasas de mamiferos (Arpigny y

Jaeger, 1999).
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TABLA 1. Familias de enzimas lipoliticas (Fuente: Arpigny y Jaeger, 1999).

Familia Subfamilia Especie productora Nimero de Identidad” Propiedad
acceso (%)
1 1 Pseudomonas aeruginosa® D350587 100 Lipasas verdaderas
Pseudomonas fluorescens C9 AF031226 95
Vibria cholerae X16945 57
Acinetobacter calcoaceticus XB0800 43
Pseudomonas frag: X14033 40
Pseuds wisconsii is LI88907 39
Froteus vulgaris U33845 38
2 Burkholderia glumae® X70354 35
Chromobacterium viscosum® Q05489 35
Burkholderia cepacid* M38494 33
Pseudomonas luteola AF050153 33
3 Pseudomonas fluorescens SIKW1 D11455 14
Serratia marcescens
D13253 15
4 Bacillus subtilis
Bacillus pumilus M74010 16
A34992 13
5 Bacillus stearothermophilus
Bacillus thermocatenulatus U78785 15
Staphylococcus hyicus X95309 14 Fosfolipasa
Staphvlococcus asureus X02844 15
Staphylococcus epidermidis MI12715 14
AF090142 13
6 Propionibacterium acnes
Streptomyces cinnamoneus X99255 14
U80063 14
1 Pseudomonas aeruginos AF005091 100 o0.m.-esterasa®
Aeromonas hydrophila P10480 31 Aciltransferasa
Salmonella typhimurium AFM7014 17 o.m.-esterasa
Photorhabdus luminescens P40601 17
Streplomyces scabies* M57297 15
] Streptomyces exfoliatus® MEB6351 100 Lipasa extracelular
Streptomyces albus uo3ng 82
Moraxella sp. X53053 33 Lipasa 1
I\ Moraxella sp. X53868 100 Lipasa 2
Archaeoglobus fulgidus AED00985 28 Carboxilesterasa
Alicyelobacillus acidocaldarius X62835 25
Pseudomonas sp. Bl 1-1 AF034088 24
Alcaligenes eutrophus L36817 24
Escherichia coli AE000153 20 E:
v Moraxella sp. X53869 100 Lipasa 3
Psychrobacter immobilis X67712 88 PHA-despolimerasa**
Pseudomonas oleovarans M58445 34 Esterasa putativa
Haemophilus influenzae u32704 34 Esterasa
Sulfolobus acidocaldarius AF071233 5 Esterasa
Acetobacter pasteurianus AB013096 15
Vi Pseudomonas fluorescens” 579600 100 Esterasas
Synechocystis sp. D90904 24
Spirulina platensis 570419 22
Rickettsia prowazekii Y11778 16
Chlamydia trachomatis AE001287 15

*Enzimas lipoliticas con estructura tridimensional conocida.

Similitud en las secuencias de aminoécidos determinadas con el programa Megalign (DNAStar), con el primer
miembro de la familia arbitrariamente fijado al 100%.
* Esterasa unida a membranas externas

** Polihidroxialcano despolimerasa
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ESTRUCTURA

Plegamiento o/ hidrolasa

La lipasa pancredtica humana vy la lipasa fingica del Rhizomucor miehei fueron las
primeras enzimas de este tipo cuya estructura fue resuelta por rayos X; posteriormente le
siguieron las estructuras de otras lipasas del origen flingico como, Geotrichum candidum,
Fusarium solani, Candida rugosa, Candida antarctica, Humicola lanuginosa y Rhizopus
delemar. En contraste, las estructuras de lipasas bacterianas se resolvieron lentamente, la
primera fue Burkholderia glumae, varios afios mads tarde, le siguié la lipasa de
Chromobacterium viscosum (lipasa que parecia ser idéntica a la de Burkholderia glumae
y de Burkholderia cepacia). Recientemente, las estructuras de las lipasas de Streptomyces
exfoliatus, Streptomyces scabies y Pseudomonas fluorescens han sido publicadas (Jaeger y
col., 1999).

Las lipasas en general estdn ubicadas en un rango de peso molecular que va de 19 a 60
kD, todas muestran una estructura conocida como plegamiento o/f hidrolasa que consiste
en una hoja-B central con 8 hojas paralelas (31 a p8), a excepcién de la segunda que es
antiparalela. Las secciones B3 a 8 estdn conectadas por 6 a-hélices (A-F) las cuales estdn
unidas a cada lado de la hoja-p central (Jaeger y Reetz, 1998) (FIGURA 2).

Gracias a estudios de cristalografia de rayos X, se sabe que el sitio catalitico se localiza en
el carboxilo terminal de la hoja central. Este sitio contiene una triada catalitica conservada
en todos los casos: un residuo de histidina (His), un residuo dcido como aspartato (Asp) o

glutamato (Glu) y un residuo de serina (Ser) que ataca nucleofilicamente al enlace éster de
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los dcidos grasos durante la catélisis. El residuo nucleofilico de serina esta localizado en el
carboxilo terminal de la hoja B5, en un pentapéptido consenso altamente conservado
GlyXSerXCly en donde X es cualquier aminodcido. En algunas lipasas provenientes del
género Bacillus, el pentapéptido consenso cambia el primer residuo de Gly por Ala,
AlaXSerXGly.

El residuo de Ser es activado por el acoplamiento entre los residuos Asp e His para hacerlo
suficientemente nucleofilico. Este mecanismo de reaccion es el mismo que se ha
observado en el caso de la serin-proteasas, ya que el enlace peptidico resulta ser
electronicamente muy similar al enlace éster. En las lipasas, el residuo de Ser activo es el
que se encuentra en la secuencia consenso mencionada con anterioridad, aunque el resto
de los aminodcidos de la triada catalitica provienen de distintas regiones de la proteina. El
residuo de Ser encontrado dentro del pentapéptido consenso se encuentra, en el caso de
las lipasas, en una conformacion € (® = 62°, ¥ = -121°). Esta region consiste en una hoja-
B seguida por un giro rigido que contiene al residuo de Ser y en seguida una a-hélice,
motivo estructural conocido como B-eSer-a (Derewenda y Derewenda, 1991). El andlisis
secuencial de aminoécidos alrededor de los residuos de Ser activos puede constituir la

caracteristica estructural que agrupa a las familias de serin-hidrolasas.
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FIGURA 2. Estructura a/p hidrolasa. Las a-hélices estan indicadas como cilindros, y las hojas B
como flechas. La posicion de los residuos activos se indican como circulos negros, donde el
nucleéfilo es el residuo después de la 5, el residuo de Asp/Glu esta después de f7, y el residuo de

histidina se localiza en la vuelta entre 8 y aF (Fuente: Jeager y col., 1999).

Estructura de la lipasa de Bacillus subtilis

La lipasa de Bacillus pumilus GMA1 es homdloga a la lipasa de Bacillus subtilis (Bustos-
Jaimes, 1998). Ambas lipasas poseen 181 residuos de aminodcidos en sus formas maduras
y tienen un peso aproximado de 21kDa. Por estas razones, ambas proteinas deben
compartir el mismo plegamiento y las diferencias cataliticas que muestran deben estar
relacionadas con los residuos de aminodcidos que no son idénticos.

Por medio de estudios cristalograficos de rayos X se elucidé la estructura de la lipasa LipA

de Bacillus subtilis. La estructura muestra una molécula globular con un plegamiento
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clasico a/p hidrolasa con 6 hojas-f paralelas flanqueadas por 5 a-hélices (FIGURA 3). La
triada catalitica corresponde a los residuos de Ser77, Asp133 e His156 y los grupos amida
de los residuos lle12 y Met78 forman la cavidad oxianiénica y estdn en posiciones muy
similares a las encontradas en otras lipasas de estructura conocida. Sin embargo, no se
encuentra presente el dominio correspondiente a la tapa del sitio activo, por lo que éste se
encuentra expuesto al disolvente.

A través de la comparacién con otras lipasas que han sido cristalizadas con una molécula
de un andlogo estructural del sustrato unido al sitio activo, se sabe que las cadenas acilo
de sustratos C8 se encuentran unidas a la superficie de la proteina y son estabilizadas por
interacciones hidrofébicas con los residuos de la proteina (FIGURA 4). Dado que el grupo
metilo de las cadenas de C8 alcanzan el extremo de la superficie hidrofébica, podemos
entender por qué el trioctilglicerol es el sustrato preferido de la lipasa de Bacillus subtilis

(van Pouderoyen y col., 2001; Eggert y col., 2001).

10
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FIGURA 3. Representacion de la estructura de la lipasa de B. subtilis. Los residuos S, Hy D
pertenecen a la triada catalitica Ser77, His156 y Asp133 respectivamente. Las letras N y C indican el
amino y carbonilo terminal respectivamente (Fuente: van Pouderoyen y col., 2001).
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FIGURA 4. Representacion de la superficie electrostatica de la lipasa de B. subtilis con las
regiones cargadas positiva- y negativamente mostradas en colores azul y rojo, respectivamente

(Fuente: van Pouderoyen y col., 2001).

ACTIVACION INTERFACIAL

La activacién interfacial es un fenémeno que surge desde los primeros estudios de la
cinética de las reacciones lipoliticas catalizadas por enzimas, éste consiste en un
dramdtico incremento de la actividad lipolitica cuando se encuentran en una interfase
lipido-agua.

La determinacion de las estructuras en tercera' dimensién de las lipasas nos proporcionan
una elegante explicacién de la activacién interfacial: El sitio catalitico de la lipasas fue
encontrado cubierto por una cadena superficial que consiste en una hélice corta de
naturaleza anfipdtica, o bien dos hélices o una regién de horquilla que cubre el sitio
activo, llamada “tapa o cubierta”. Fuera de la interfase lipido-agua esta tapa se encuentra

por encima del sitio activo dando como resultado la forma “cerrada” del sitio activo de la
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enzima. En el caso de la lipasa pancredtica cuando la enzima se encuentra dentro de la
interfase lipido-agua, esta tapa se aleja del sitio catalitico a través de la superficie de la
molécula moviendo su centro de gravedad 8 A y girando sobre su propio eje casi 180°
para formar la forma “abierta”, provocando que los residuos cataliticos queden accesibles
al sustrato y se exponga una gran superficie hidrofébica aproximadamente de 750 A’
(Brockman y col., 1993), la que se presume interactiia con la interfase lipidica.

Sin embargo, actualmente se sabe que la presencia de una “tapa o cubierta” en la
estructura de las lipasas no necesariamente esta correlacionada con la activacién
interfacial: lipasas de P. aeruginosa, B. glumae, C. antarctica B y una lipasa pancreatica no
muestran activacién interfacial y en su estructura cuentan con una tapa anfipatica que
cubre sus sitios cataliticos. Esta observacion llevé a concluir que la presencia de una “tapa
o cubierta” y la activacién interfacial son criterios inadecuados para clasificar a una

enzima como lipasa (Jaeger y Reetz, 1998).

MECANISMO CATALITICO

Las lipasas son capaces de catalizar reacciones tanto en sistemas acuosos (hidrélisis) como
en medios orgdnicos (transesterificacion y sintesis). En las reacciones de hidrdlisis actdan
sobre el enlace éster del carboxilo presente en los acilgliceroles para liberar acidos grasos.
y glicerol. La hidrdlisis del sustrato comienza con el ataque del dtomo de oxigeno
procedente del grupo hidroxilo del residuo nucleofilico de serina, sobre el carbonilo del
enlace éster del lipido. Esto produce la formacion de un intermediario tetraédrico, que se

caracteriza por tener una carga negativa en el oxigeno, que es estabilizado por
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interacciones con un macrodipolo producido por la a-hélice C y puentes de hidrogeno
con dos grupos NH, a lo que se le conoce como “cavidad oxianiénica”. Uno de los
grupos NH proviene de un residuo que se encuentra detrds de la serina nucleofilica y el
otro del residuo final de la hoja B3. El ataque nucleofilico de la serina es incrementado por
una histidina catalitica, a la que se transfiere el proton del grupo hidroxilo de la serina.
Esta transferencia es facilitada por la presencia de un dcido, que orienta el anillo imidazol
de la histidina y neutraliza parcialmente la carga generada en él. A continuacién, este
protén es donado al oxigeno del enlace éster para formar un alcohol. En este entorno, el
componente acido del sustrato es esterificado por la serina nucleofilica (intermediario
unido covalentemente), mientras se libera el componente alcohélico. EI mecanismo
continta con un paso de desacilacién, en el cual una molécula de agua hidroliza el
intermediario covalente. El sitio activo de la histidina, activa a esta molécula de agua
quitandole un protén. El ié6n OH" resultante ataca al carbonilo del grupo acilo unido
covalentemente a la serina. Posteriormente la histidina dona un protén al oxigeno del
residuo activo de serina, el cual libera a su vez el componente acilo, formando un dcido
carboxilico. Después de la difusién de este acido carboxilico, la enzima estd disponible

para otro ciclo catalitico (Jaeger y Reetz, 1998; Jaeger y col., 1999) (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Mecanismo quimico de la hidrélisis de ésteres en el sitio activo de las lipasas. 1)

Activacion del residuo nucleofilico de Ser. 2) Formacion del intermediario tetraédrico. 3)
Intermediario covalente acil-enzima. 4) Hidrolisis del intermediario covalente y regeneracion de la

enzima (Fuente: Jaeger, 1999).

ACTIVIDAD LIPOLITICA

Las reacciones lipoliticas ocurren en la interfase lipido-agua, lo que implica que su
cinética no puede ser descrita por la ecuacién de Michaellis-Menten, ya que ésta sélo es
valida si la reaccién catalitica tiene lugar en una fase homogénea. Los sustratos lipidicos

usualmente se encuentran en un equilibrio entre los estados monomérico, micelar y
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emulsificado, de lo que resulta la necesidad de un modelo adecuado para estudiar la
cinética de reaccion de las lipasas (Jaeger y Reetz, 1998).

La evaluacién de actividad lipolitica siempre ha sido controvertida, ya que existen
distintos sustratos que se pueden emplear para dicho ensayo, distintas condiciones de
reaccién como pH y temperatura, asi como el sustrato. Se ha observado que la actividad
de una lipasa medida por un solo método no es representativa de la actividad real de la
enzima, ya que los sustratos que se usan para el ensayo de actividad pueden interactuar de
manera distinta con la enzima y dependen del proceso que se esté midiendo, no siendo
igual para la hidrélisis de lipidos que para la sintesis de ésteres (Vorderwilbecke y col.
1992).

Recientemente se ha aplicado una tecnologia llamada “oil-drop” en la cual la cinética es
monitoreada por un analisis automatico del perfil de una gota de aceite que se mantiene
en agua; la disminucién en la tensién interfacial entre el aceite y el agua es causada por la

accién hidrolitica de la lipasa en funcién del tiempo (Jaeger y Reetz, 1998).

APLICACIONES DE LAS LIPASAS

Aplicaciones de la lipasas como hidrolasas

Detergentes

La aplicacién comercial mas importante de las lipasas es en detergentes, los cuales son
utilizados principalmente en los hogares y lavanderias industriales. Un estimado de 1000
toneladas de lipasas son agregadas a aproximadamente 13 billones de toneladas de

detergente producido cada ano. En 1994, Novo Nordisk introdujo la primera lipasa
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comercial, Lipolase™ proveniente del hongo T. lanuginosus y que fue expresada en
Aspergillus oryzae. En 1995, dos lipasas bacterianas fueron introducidas al mercado,
Lumafast™ y Lipomax™ provenientes de Pseudomonas mendocina y Pseudomonas
alcaligenes respectivamente, ambas producidas por Genecor Internacional. Entre los
desafios que tienen hoy en dia los productores de lipasas para la optimizacién de
detergentes se encuentran:
1) La alta variacién en la concentracion de triglicéridos en las manchas de mugre,
requiriendo lipasas con baja especificidad por el sustrato pero con alta actividad,
2) Llas adversas (agresivas) condiciones de lavado (pH 10-11 y temperaturas de 30-
60°C), requiriendo enzimas muy estables , vy,
3) Los efectos de la desnaturalizacién quimica y/o degradacién proteolitica causada
por aditivos contenidos en el detergente como el LAS (Sulfonato de alquil benceno)

y proteasas (Jaeger y Reetz, 1998).

Industria Alimentaria

Las lipasas enddégenas son importantes para la ciencia de los alimentos porque los dcidos
grasos producidos por su accién hidrolitica sobre los triacilglicéroles pueden determinar la
aparicién de sabores y olores deseables o desagradables. Un claro ejemplo es la
maduracién de quesos en la que ocurre una hidrélisis parcial de lipidos, la cual se sabe no
es especifica en posicién pero si preferente en el tamano de la cadena del acido graso,

siendo mejor para cadenas cortas (Kwak y col.1989).
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La posicién, longitud y grado de insaturacién influyen fuertemente, no sélo en las
propiedades fisicas, sino también en el valor nutritivo y aspecto sensorial de los
triglicéridos. Por ejemplo, la manteca de cacao contiene principalmente dcido palmitico y
estedrico, su punto de fusion es de aproximadamente 37°C lo que lleva a su rapida fusién
dentro de la cavidad bucal provocando una sensacién de frescura. Con este antecedente,
en 1976 Unilever patenté una reaccidn, que describieron como “una mezcla de hidrélisis
y sintesis de triglicéridos” que da como resultado un sustituto de maneca de cacao. Esta
tecnologia es actualmente comercializada por Quest-Loders Croklaan, basada en la lipasa
inmovilizada de R. mihei, que lleva a cabo una reaccion de transesterificacién que
reemplaza al dcido palmitico por dcido estedrico para obtener el triglicérido deseado

(Jaeger y Reetz, 1998).

Industria del papel

Otro campo de aplicacién de importancia, es el uso de lipasas para remover el “pitch” de
la pulpa producida en la industria del papel. “Pitch” es un término que describe
conjuntamente los componentes hidrofébicos (triglicéridos y ceras) de la madera que
causan severos problemas en la pulpa y la fabricacion del papel. Nippon Paper Industries
en Japén desarroll6 un método de control de “pitch” que utiliza una lipasa de C. rugosa

que hidroliza mas del 90% de triglicéridos presentes (Jaeger y Reetz, 1998).
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Aplicaciones de las lipasas como sintetasas
Las lipasas han sido utilizadas por quimicos orgdnicos durante mucho tiempo para
catalizar una gran cantidad de transformaciones regio- y estereoselectivas, la mayoria de
estas lipasas usadas como catalizadores en quimica orgdnica son de origen microbiano.
Uno de los aspectos mas importantes del rdpido avance en esta area es la posibilidad de
catalizar reacciones enantioselectivas a escala industrial (Gandhi, 1997).
Hay bdsicamente 2 tipos de transformaciones orginicas enantioselectivas catalizadas por
lipasas:

1. La reaccion proquiral de sustratos

2. Resolucidn cinética de mezclas racémicas
Originalmente, los alcoholes quirales y los ésteres de dcidos carboxilicos sirvieron como
las dos clases principales sustratos. Sin embargo, a través de los afos, el rango de
compuestos se ha extendido rdpidamente incluyendo dioles, a- y B-hidroxidcidos,
cianohidrinas, clorohidrinas, diésteres, lactosas, aminas, diaminas, amino alcoholes y
derivados de a- y p-aminodcidos.
La catdlisis tipica incluye lipasas provenientes de bacterias como P. aeruginosa, P.
florescens , B. cepacea, C. viscosum, B. subtilis, Achromobacter sp., Alcaligenes sp. y S.
marcescens, asi como de origen flingico como por ejemplo, C. antarctica B y C. rugosa
(Jaeger y col., 1999).
Sin embargo, a pesar del gran nimero de publicaciones en esta drea, el nimero de
procesos industriales enantioselectivos basados en catélisis por lipasas es limitado. Entre

los ejemplos que han demostrado tener buen éxito, se encuentra la sintesis quiral de
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aminas catalizada por la lipasa de Burkholderia plantarii y la de S. marcescens, que
participan en la produccion de (2R-35)-3-(4-metoxifenil) metilglicinato, el cual es usado en
la sintesis de Diltiazem™ (Jaeger y Reetz, 1998).

Las lipasas y esterasas pueden utilizarse para la sintesis estereoquimica de ésteres. Estos
ésteres estereoespecificos son muy dtiles en la industria farmacéutica y quimica (Katz y
col. 1993), por ejemplo el Naproxen, el Ketoprofen y muchos intermediarios tanto de

sintesis de medicamentos como de insecticidas y herbicidas (Hou, 1993) (TABLA 2).
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TABLA 2. Ejemplos de reacciones enantioselectivas catalizadas por lipasas. (Fuente: Jaeger y Reetz,
1998).
|

. Sustrato Fuente Producto % Rendimiento % ee”

MeQ MeQ

Q( Serratia marcescens 45% >098%

O,Me .&\CO;;Me
CH, CHy
Pseudomonas sp. 92% 87%
MeO, HH
OH OH
Hg{H‘/COAR Pseudomonas sp. /ﬁ‘/‘ﬂzﬂ 41% >95%

AcO OH
Candida antarctica Q 48% >99%

H
i Pseudomonas sp. 47% 97%
e
Cr(CO),
NH, AcNH
/;\/CozEt Candida antarctica /K/CozEt 38% 95%
* % ee: % de exceso enantiomérico.

21



Capitulo 1. Introduccién

LIPASA DE Bacillus pumilus GMA1

El microorganismo de estudio, Bacillus pumilus GMAT1 (FIGURA 6), fue aislado de las
aguas termales de Los Azufres, Michoacdn. Este microorganismo presenta caracteristicas
interesantes respecto a su termorresistencia, y la cepa como tal se considera atractiva por
las actividades hidroliticas que presenta (xilanolitica y proteolitica) ademds de las
caracteristicas de su lipasa (Bustos-Jaimes, 1995). Las caracteristicas bioquimicas de este

microorganismo se presentan en la TABLA 3.

FIGURA 6. Bacillus pumilus GMA1 a 10 000x. La linea de escala representa 5 pm (Cortesia: Patricia
Wong).
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TABLA 3. Patron de fermentacion de carbohidratos y otras pruebas bioquimicas de Bacillus

pumilus GMA1 (Fuente: Bustos-Jaimes, 1995).

Carbohidrato/Resultado | Carbohidrato/Resultado Carbohidrato/Resultado Carbohidrato/Resultado
Glicerol (+) Eritritol (-) D-Arabinosa (-) L-Arabinosa (+)
p-Metil-D-Xilosido D-Xilosa (+) L-Xilosa (+) Adonitol (-)
a-Metil-D-Xilosido (-) Galactosa (-) Glucosa (+) Fructosa (+)

Mannosa (+) Sorbosa (-) Rhamnosa (-) Dulcitol (-)

Inositol (+) Manitol (+) Sorbitol (-) a-Metil-D-Mannésido (-)
Esculina (+) Salicina (+) Celobiosa (+) Maltosa (+)

a-Metil-D-Glucdsido (1)

N-Acetil-glucosamina (-)

Amigdalina (+)

Arbutina (+)

Lactosa (+) Melibiosa (-) Sacarosa (+) Trehalosa (+)
Inulina (-) Melezitosa (-) Rafinosa (-) Almidon (-)
Glicogeno (-) Xilitol (-) Gentiobiosa (+) D-Turanosa (-)
D-Lixosa (-) D-Tagatosa (+) D-Fucosa (-) L-Fucosa (-)
D-Arabitol (-) L-Arabitol (-) Gluconato (-) 2-Ceto-gluconato (-)
5-Ceto-gluconato (-) Tincién de Gram (+) Catalasa (+) B-Galactosidasa
Arginina dihidrolasa (-) | Lisina descarboxilasa (-) Ornitina descarboxilasa (-) | Uso de citrato (-)
Produccién de H,S (-) Ureasa (-) Triptofano desaminasa (+) | Produccién indol (-)

Produccién acetoina (+)

Hidrolisis de gelatina (+)

Reduccién de nitratos (-)

Hidrolisis caseina (+)

Lipasa (+)

Hidrolisis xilano (+)

La lipasa de este microorganismo ha sido secuenciada y caracterizada, encontrando un pH

optimo de 10 a 10.5 y una temperatura de mdxima actividad de 50°C, presenta

preferencia por dcidos grasos de cadena corta y un peso molecular aproximado de 21 kDa

(Bustos-Jaimes, 1998; Wong, 2002).
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En la literatura se encuentran reportadas varias lipasas de B. pumilus entre las que se
encuentran la lipasa de B. pumilus B26 (Kim y col., 2002) y B. pumilus DSM5776 (Méller
y col., 1991); éstas han sido caracterizadas de manera bioquimica y molecular (TABLA
4). Las propiedades bioquimicas de la lipasas de B. pumilus DSM5776 difieren de aquellas
que exhibe la lipasa de B. pumilus GMA1 y del mismo modo, las caracteristicas
bioquimicas de ambos microorganismos difieren en algunos puntos como lo son la
produccién de acetoina y utilizacién de citrato.

Dentro de las lipasas del genero Bacillus que han sido caracterizadas molecularmente se
ha hecho evidente la existencia de una familia de lipasas de peso molecular pequefio ya
que en el caso de B. pumilus DSM5776 (Moller y col., 1991) y B. subtilis 168 (Sugihara y
col., 1991) se ha encontrado que existe homologia, con una identidad de 68% a nivel de
DNA, 73% a nivel de proteina y hasta 83% si se hacen consideraciones funcionales con

respecto a la naturaleza de los aminodcidos que las componen.

TABLA 4. Caracteristicas bioquimicas de algunas lipasas producidas por microorganismos del
género Bacillus. (Fuente: Méller y col., 1991; Kim y col., 2002; Wong, 2001; Mulalo y col., 2001; Sugihara y
col., 1991; Schmidt-Dannert y col. 1996).

Microorganismo de H de mdxima Temperatura de maxima
e ncia 2 actividad l;:Iet':ti\.ridad (°C) Pesomolecular (kDz)

B. pumilus DSM5776 9.5 30 19.3
B. pumilus B26 8.5 35 19.2
B. pumilus GMAL1 10.5 50 21.0
B. licheniformis 10.0-11.5 50-60 19.2
B. subtilis 168 LipA 10.0 37 19.3
Bacillus sp. 6.4 60 22.0

En la TABLA 4 se puede observar la notoria similitud en las propiedades fisicoquimicas

de las lipasas de B. licheniformis (Mulalo y col. 2001) y B. pumilus GMA1 (Bustos-Jaimes,
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1995; Wong, 2002). En la comparacién entre las secuencias de estas lipasas (FIGURA 7)
se puede observar claramente que el pentapéptido consenso (A-X-S-X-G) de las lipasas del
genero Bacillus se encuentra altamente conservado (A-H-5-M-G), asi como los
aminodcidos correspondientes a la cavidad oxianidnica, lle12 y Met78, excepto en la
lipasa de B. pumilus B26 que muestra un cambio de la Ile por Met en la posicién 12. No
obstante, es el dtomo de hidrégeno del nitrégeno del enlace peptidico el que interactda
con el oxianién, por lo que este cambio podria no tener consecuencias cataliticas
importantes.

La TABLA 4 nos permite observar que las lipasas que actdan a mayor pH y a mds alta
temperatura son las de B. licheniformis (Mulalo y col. 2001) y B. pumilus GMA1 (Bustos-
Jaimes, 1995; Wong, 2002). Estas dos lipasas se diferencian de las demds por la presencia
de un residuo de Gly en la posicién 28, donde las otras tienen un residuo de Ser o Thr.
Este es el tinico cambio que ambas lipasas comparten entre ellas y no con las otras.
Anteriormente se habian postulado la Val27 y la Gly28 como posibles responsables del
cambio de las propiedades cataliticas entre las lipasas de B. pumilus GMA1 y DSM5776
(Bustos-Jaimes, 1998). El residuo Gly28, en la lipasa de B. subtilis, se encuentra en el
extremo distal de la hélice que soporta el asa donde se encuentra el residuo de lle12 que,
como ya se menciond, forma parte de la cavidad oxianiénica. Debido a su tamafio, el
mayor nimero de conformaciones posibles para este aminodcido y la incapacidad de
formar puentes de hidrégeno de su cadena lateral, la presencia de este aminodcido podria
generar los cambios estructurales responsables de las propiedades alcaldfilas y termdfilas

de estas lipasas.
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FIGURA 7. Comparacion de secuencias de aminoacidos entre las lipasas del género Bacillus.
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TECNOLOGIA DEL ADN RECOMBINANTE

Clonacion y expresion de proteinas heterélogas

Se denomina ADN recombinante a un ADN hibrido obtenido in vitro por combinacion de
dos ADNs pertenecientes a 2 especies diferentes, que se prepara con el objetivo de
realizar lo que se denomina una clonacién, proceso acompanado o no de la expresion de
proteinas. Es pertinente destacar que no es posible “transplantar” directamente el ADN a
estudiar sobre el cromosoma bacteriano. Por tal motivo el ADN se inserta en un vector el
cual presenta en su estructura las sefiales necesarias para su replicacién, pero no pueden
replicarse por si solos, por lo que necesitan ser introducidos en células huéspedes como
por ejemplo bacterias.

Por otro lado la clonacién tiene por objetivo aislar y obtener numerosas copias idénticas
de un gen o un fragmento de éste. Un “clon” es, por definicién, un gran numero de
células, o moléculas idénticas, que proceden de un dnico ancestro, sea una célula o una
molécula.

El ADN recombinante (ADN/bacteriofago o ADN/plasmido) tiene la gran ventaja de poder
replicarse en una bacteria como lo habria hecho el bacteriéfago o el plasmido original.
Por lo cual es un medio cémodo de producir una multiplicacién del fragmento de ADN a
estudiar.

Entre los muchos sistemas disponibles para la produccién de proteinas heterdlogas,
Escherichia coli sigue siendo la bacteria gram-negativa mds atractiva debido a su

capacidad de crecer rapidamente y en alta densidad en sustratos baratos, su genética ha
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sido ampliamente caracterizada y se dispone de un nimero cada vez mas grande de
vectores de expresion.

Los avances en la comprensién de la funcién, la regulacién y las interacciones de los
productos celulares del gen, junto con la disponibilidad de herramientas genéticas nuevas,
estan haciendo a E. coli un anfitrion mds atractivo para la produccion de proteinas
heterélogas. El hecho es que solamente una pequeda cantidad de informacién se ha
explotado para propésitos practicos y sigue habiendo diversos aspectos fundamentales de
su fisiologia que alentaran el progreso en la optimizacién de este microorganismo para la

expresion de la proteinas (Frangois, 1999).

PCR

Principio de la PCR

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica que permite amplificar ADN
o ARN, de tal forma que es posible detectar copias tinicas de genes, las cuales se pueden
manipular posteriormente.

El procedimiento consiste en realizar ciclos repetitivos de: a) desnaturalizacién del ADN
molde, b) hibridacién de dos cebadores con las secuencias complementarias al ADN de
interés, y ¢) la extension mediante la actividad de una ADN polimerasa.

Ambos oligonucleétidos se hibridan con los extremos del fragmento del ADN molde que
se desea amplificar, se sintetiza la cadena complementaria por medio de una ADN
polimerasa y finalmente se desnaturaliza el duplex resultante con calor para repetir el

ciclo aproximadamente 30 veces. Esto da por resultado teéricamente una amplificacién
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exponencial de aproximadamente 2°° copias del gen de interés (FIGURA 8). Como una
caracteristica importante, el ADN molde puede ser utilizado en forma pura o formar parte

de una mezcla de biomoléculas .
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FIGURA 8. Principio de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Ciclos de temperatura

Cuando la secuencia de interés que se requiere amplificar se localiza en un ADN gendémico, las
dos cadenas estdn unidas en forma duplex. Este ADN se desnaturaliza calentindolo a 94°C
durante un minuto, lo que produce la separacion de las dos hebras. Posteriormente, al enfriar y
mantener la temperatura entre 40 y 60°C durante un minuto, los dos oligonucledtidos se hibridan
con las secuencias complementarias del ADN molde, lo que permite que se inicie la sintesis de la

cadena complementaria por la ADN polimerasa cuando se eleva la temperatura a 72°C y se
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mantiene asi durante el tiempo necesario dependiendo de la longitud del segmento que se desea
amplificar. Al conjunto de estas etapas se le conoce como un ciclo de amplificacion.
Generalmente el primer ciclo de amplificacién es precedido por una etapa de
desnaturalizacion, a una temperatura de 94 a 95°C durante 3 a 5 minutos con el objeto de
desnaturalizar por completo el ADN molde, al final de los ciclos de amplificacién la
temperatura se mantiene a 72°C durante 5 minutos para permitir que los fragmentos que

no se amplificaron por completo sean completados (Arredondo-Peter, 1993).

Aplicaciones de la PCR

Como bastan pequenas cantidades de muestras de ADN relativamente poco refinadas, la
PCR se ha convertido en un valioso instrumento de investigacion en biologia y en
medicina clinica y forense. En investigacion bioldgica, la PCR ha acelerado el estudio de
la funcién de los genes, el mapeo genético y la evolucién. En la investigacion de la
funcién de los genes se utiliza la PCR para obtener copias de genes individuales, cuyas
actividades pueden estudiarse y definirse con mayor precision.

Se recurre a la PCR para obtener copias miiltiples de regiones determinadas del ADN
humano. Estas regiones pueden examinarse a continuaciéon para comprobar si estan
vinculadas con enfermedades genéticas, como la fibrosis quistica.

También se ha beneficiado de la PCR el estudio de la evolucién. Los cientificos la han
utilizado para estudiar el ADN de insectos atrapados hace miles de afios en gotas de

ambar. Aun cuando gran parte de ese ADN ha perdido su estructura, se conserva todavia
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intacta una cantidad suficiente para ser multiplicada mediante la PCR para comparar el
resultado con el observado en insectos actuales.

En medicina, la PCR resulta particularmente (til en el diagndstico prenatal de
enfermedades genéticas. Las muestras de ADN obtenidas del feto mediante amniocentesis
(extraccidn de una pequeia cantidad de liquido del dGtero materno) se analizan ahora en
sélo unas horas. Antes era necesario cultivar células fetales en un medio nutritivo especial
durante varias semanas para poder realizar andlisis bioquimicos. La PCR también se ha
utilizado en células tomadas de embriones de sélo unas horas de edad fertilizados in vitro
(en un tubo de ensayo) para determinar si estin exentos de enfermedades. A continuaci6n,
el embrién se implanta en el dtero materno para iniciar un embarazo normal.

Otras aplicaciones médicas de la PCR son la identificacién de virus, bacterias y células
cancerosas en tejidos humanos. Puede utilizarse incluso con células individuales
aplicando una variante llamada PCR in situ para identificar tipos celulares especificos.

En medicina forense la PCR ha revolucionado la identificacion de delincuentes. Las
pruebas de tipificacion de ADN basadas en PCR pueden crear huellas “dactilares” que
identifican sin ambigiiedad a cualquier persona. Estas pruebas permiten también excluir o
implicar a sospechosos basdandose en pequefias cantidades de sangre, piel, pelo o semen
recogidas en el escenario del delito. La PCR se ha utilizado también para seguir la pista a
residuos industriales y otros productos. Se anaden pequefias cantidades de ADN de un
tipo conocido a lotes de explosivos, derivados del petréleo, venenos, y otros residuos, que
quedan asi definitivamente etiquetados. Estas etiquetas de ADN pueden recuperarse a

partir de fangos u otros contaminantes recogidos en vias de agua pdblicas, por ejemplo, y
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multiplicarse mediante PCR para comparar el resultado con las listas que mantienen los
fabricantes de las etiquetas. Una coincidencia es una prueba con mucho peso que puede

inculpar al responsable de la contaminacion.

En el presente trabajo nos proponemos clonar y expresar la lipasa termdfila y alcaldfila de
B. pumilus GMAT en E. coli. Esto nos permitird obtener una mayor cantidad de enzima
para estudiar sus propiedades cataliticas en sistemas de reaccion de interés. Para tal
motivo utilizamos como estrategia la amplificacion del gen de esta lipasa por PCR para
posteriormente clonarlo. Los cebadores utilizados para la PCR nos permitirdn incluir
secuencias tales que nos permitan generar una construccion en la cual se coloca un
residuo de metionina en la posicién -1 con respecto al amino terminal de la proteina
madura (procesada postraduccionalmente). Esta metionina tendrd la funcién de ser el
aminodcido nimero 1 de la proteina recombinante. Este gen modificado no contara con el
péptido sefal de secrecién de Bacillus ni con otros péptidos para dirigirlo al espacio
periplasmico en E. coli, por lo que se espera que la enzima recombinante no sea secretada
al medio. Sin embargo, se espera que la adicién de este aminodcido en el extremo N-

terminal de la lipasa madura no impida su actividad catalitica.
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Capitulo II. OBJETIVOS

General

* Clonar y expresar la lipasa de Bacillus pumilus GMAT1 en E. coli.

Particulares
* Amplificar por PCR la regi6n correspondiente al gen de la lipasa de B. pumilus
GMAT, eliminando el péptido lider y agregando un residuo de Met en posicién -1
con respecto a la proteina madura.

* Clonar el gen de esta lipasa bajo el control de un promotor regulable.

* Estudiar la expresion de esta lipasa en E. coli.
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Capitulo III. MATERIAL Y METODOS

Esquema general de trabajo

Reactivacion de la cepa de
B. pumulus GMAT

Diseno de
cebadores Y
Extraccion de ADN
< genoémico
A

Amplificacion del
gen lipA por PCR

)

Ligacion del producto de
PCR correspondiente al gen
lipA con el vector pGEM-T 3

Digestion del plasmido
pTcr99A con EcoRI/Hind Il

Plasmido pTrc99A

A 4

Purificacién de \ 4
plasmido pGlipA Purificacién de
plasmido cortado
A
Digestion plasmido pGlipA I
con EcoRl _ " =
Ligacion
Y Y
Purificacion del gen Seleccion del
lipA plasmido pTlipA

A
Pruebas de expresion

Y
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REACTIVOS

Acetato de potasio

Alcohol isoamilico

Agar LB (Luria Bertrani)

Amortiguador TE (Tris-EDTA)
Amortiguador 2

Caldo LB (Luria Bertrani)

Cloroformo

CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
EDTA (Acido etilendiaminotetracético)
Enzimas de restriccion (EcoRI/Hindlll)
Etanol

Fenol saturado de amortiguador

Glucosa

NaCl

NaOH

Pronasa E

2-propanol

Sistema de clonacién pGEM-T - Easy vector
SDS (Dodecilsulfato de sodio)

Tris-HCI

Ligasa

GFX PCR DNA and Gel Band Furification Kit
Agarosa

Bromuro de etidio

(Sigma)

(Sigma)

(Difco)

(Sigma)

(New England Biolabs)
(Difco)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(New England Biolabs)
(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Sigma)

(Promega)

(Sigma)

(Sigma)

(New England Biolabs)
(Amersham)
(GibcoBRL)
(GibcoBRL)
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MICROORGANISMOS Y VECTORES

Bacteria/plasmido Propiedades/Fenotipo

B. pumilus GMA1 LipA+

E. coli BL21(DE3) F, ompT, hsdSg, (ry’, mg), dem, gal, (DE3)

pGEM-T Amp', ori, lac Z, f1 ori

pTrc99A trc, lac 1q, Amp', rrnbT2, rrnbT1

Reactivacién de la cepa de B. pumulus GMA1
La cepa se mantuvo congelada en medio BHI a —20°C, posteriormente se cultivé en medio

LB liquido a 37°C durante 12h a 250 r.p.m.

Disefio de cebadores

El disefio de cebadores se llevé a cabo utilizando el programa Primers for the Mac V 1.0
(Apple Pi. Ashland MA, USA) partiendo de la secuencia de la lipasa de B. pumilus B26
reportada por Kim y col. (2002). Los cebadores seleccionados se muestran a continuacion.
FOMEB26 33 BASES

5-CAA TTCCTAACGGGGAALG_GCTGAGC!‘\TMTCCG Tm = 64°C

RLIPHB26 27 BASES

5'-TAAGCTTTTITAATTCGTATTCTGTCC-3" Tm = 52°C
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En itdlicas se muestra el sitio de restriccion (EcoRl en el caso de FOMEB26 y Hindlll en el

caso de RLIPHB26), en negritas la secuencia Shine-Dalgarno (para el caso de FOMEB26) y

por Gltimo la secuencia subrayada corresponde a los codones de inicio (FOMEB26) y

término (RLIPHB26).

Extraccion de DNA de B. pumilus GMA1 (Modificado de Ausubel y col., 1992)

1)

2)

3)

4)

6)

7)

8)

Crecer 50 mL de Bacillus pumilus GMA1 toda la noche a 37°C con agitacién
constante de 250 r.p.m.

Centrifugar a 1000 r.p.m. en un rotor JA20.

Resuspender las células en 2mL de amortiguador TE (10 mM, 0.2 mM, pH 8.0).
Adicionar 1T mg de lisozima e incubar a 37°C durante una hora.

Agregar 0.5 mg de pronasa Ey 150 pL de SDS 10%. Mezclar suavemente e incubar
a 37°C durante una hora.

Agregar 200 pL de NaCl 5 M y mezclar suavemente. Agregar 200 ul de solucién de
CTAB/NaCl (10%/0.7 M). Mezclar e incubar 15 min a 65°C.

Agregar un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Mezclar suavemente
hasta que desaparezca la fase organica (inferior) y centrifugar a 1000 r.p.m. en un
rotor JA20 durante 10 min. b

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar un volumen de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). Mezclar suavemente hasta que
desparezca la fase organica (inferior) y centrifugar a 1000 r.p.m. en un rotor JA20

durante 10 min.
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9) Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar 0.6 volimenes de 2-prapanol.
Mezclar hasta que se observe el DNA precipitado. Retirar el liquido con una pipeta
y enjuagar el precipitado con 2 mL de etanol al 70%. Secar el DNA a 50°C con

vacio y resuspenderlo en 1.0 mL de amortiguador TE pH 8.0 y guardar a -20°C

hasta ser usado.

Electroforesis de dcidos nucleicos
La visualizacion del ADN cromosémico, los productos de PCR y los pldsmidos se realizé
por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El gel se corrié a 10 V/cm por 45 min.

Posteriormente el gel se tifie con una solucién de bromuro de etidio para posteriormente

ser irradiado con luz ultravioleta.

Amplificacién del gen lipA por PCR
La amplificacion del gen lipA se realiz6 utilizando los cebadores disefiados con

anterioridad bajo las siguientes condiciones:

Reactivos Condiciones de reaccion
Amortiguador 10X 5.0 uL 1 ciclo 95.0°C/ 3.0 min
Mezcla dNTP’s (10 mM) 1.0uL
Cebador de inicio (50 uM) 1.0 uL 95.0°C/ 1.0 min
Cebador de término (50 uM) 1.0 uL 30 ciclos 48.0°C/ 1.0 min
DNA molde (40 ng/ uL) 1.0 uL 72.0°C/ 1.0 min
Mg ** ( 50 mM) 2.0uL
H,O 38.5uL 1 ciclo 72.0°C/10.0 min
Tagpol (5.00 U/ pL) 1.0 puL
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Ligacion del producto de PCR correspondiente al gen lipA con el vector
pGEM-T
La ligacién se realizé utilizando el Sistema pGEM-T - Easy vector (Promega Corp.,

Madison WI, USA) conforme al siguiente protocolo:

Reactivos Cantidad | Condiciones de
ligacion
Amortiguador de ligacién 2x 5.0 uL
pGEM-T 1.0ul 4°C durante
12 horas
Producto de PCR 3.0puL
DNA Ligasa T4 1.0 ul

Purificacion del plismido pGlipA

a) Crecer el microorganismo en 5 mL de LB hasta una DO de 1. Centrifugar por 5
minutos a 14000 rpm a 15°C.

b) Resuspender las células en 100 pL de disolucién | (50 mM glucosa, 25 mM Tris-
HCI pH 8, 10 mM EDTA y 10mg/ml de lisozima). Se incuba a 37°C por 1 hora.

¢) Adicionar 200 ulL de disolucién recién preparada de 0.2 M NaOH y 4% de SDS.
Mezclar e incubar en hielo durante 10 minutos. |

d) Agregar 150 plL de una disolucién 5 M de acetato de potasio (pH 5) e incubar en
hielo durante 10 minutos.

e) Centrifugar a méxima velocidad durante 5 minutos a temperatura ambiente. Retirar

400 pL de dos tubos y juntarlos en un tubo nuevo.
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f) Agregar 400 ul de fenol saturado de amortiguador (Sigma), mezclar suavemente.

Adicional 400 ulL de cloroformo y mezclar suavemente. Centrifugar como en el

paso 5.

g) Transferir 750 ul de la fase acuosa a un tubo limpio y precipitar el ADN mediante

la adicion de un volumen igual de 2-propanol. Mezclar suavemente e incubar a

temperatura ambiente por 30 minutos.

h) Recolectar el plasmido por centrifugacién a temperatura ambiente durante 15

minutos a maxima velocidad.

i) Lavar el plasmido con etanol al 80% hasta que no se perciba olor a fenol y secar al

vacio. El ADN se resuspende en 25 ul de amortiguador TE (Tris 10 mM, pH 8;

EDTA 2 mM).

Digestiéon con EcoRI del plismido pGlipA

La digestion se realizé de acuerdo al siguiente protocolo:

Reactivos Cantidad Condiciones de

digestion

Pldsmido pGlipA 70.0 puL

Amortiguador 2 15.0 uL

(New England Biolabs) 37°C durante

Enzima EcoRlI 3.0uL 12 horas

(20.00 U/ul)

H,O 62.0 uL

40



Capitulo I1I. Material y métodos

Digestiéon con EcoRI/HindIII del plismido pTrc99A

La digestién se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo:

Reactivos Cantidad | Condiciones de

digestion

Plasmido pTcr99A 70.0 uL

Amortiguador 2 15.0 ul

(New England Biolabs)

Enzima EcoRI 3.0 uL 379C durante

(20.00 U/ul) 12 horas

Enzima Hindlll 3.0 uL

(20.00 U/ul)

H,0 59.0 ul

Purificacion del gen lipA y el plismido pTrc99A digeridos con EcoRI/HindIII

Los fragmentos de ADN correspondientes al gen lipA y al plasmido pTrc99A cortados en
ambos casos con EcoRl y Hindlll se sometieron a electroforesis de agarosa al 1% para
separar sus componentes. En el caso del gen lipA, el fragmento de interés se debe separar
del resto del pldsmido pGlipA (vector pGEM) y, para el caso del plasmido pTrc99A, el
vector se debe separar del fragmento que corresponde al sitio de clonacién miiltiple del
vector situado entre los sitios de corte EcoRl y Hindlll. Tras la separacién en el gel de
agarosa, se cortan las bandas y purifican por adsorcién en columnas de fibra de vidrio
para ser lavadas y posteriormente eluidas en forma pura. Para este propoésito se utilizo el
sistema de purificacion GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham

Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Ligacion del plismido pTcr99A y el gen lipA con ligasa de T4
La ligacion entre el vector pTrc99A y el fragmento de DNA correspondiente al gen lipA se

realizé conforme al siguiente protocolo:

Reactivos Cantidad Con«fllcu:!r’les i

ligacion

Amortiguador de ligacién con 1.0uL

0.1 M ATP

Ligasa T4 1.0 uL

Fragmento lipA purificado 3.0 uL 4°C durante
12 horas

Plasmido pTrc99A E-H 1.0 pL

H,0 4.0 pL

Seleccion del plasmido pTlipA

1. Se transformaron células competentes de E.coli BL21 con 2 ulL del producto de
ligacion del plasmido pTcr99A y el gen lipA. La transformacién se realiza por
electroporacioén utilizando una diferencia de potencial de 1800 V en una celda de
1mm de separacién entre electrodos.

2. Se inocularon cajas con agar LB, que contienen 50 mg/mL de ampicilina, con 50
mL de células transformadas y se incubaron a 37°C durante 12h.

3. Se seleccionaron al azar 10 colonias a las cuales se les extrajé y purificé el
pldsmido que contenfan.

4. El plasmido se digirié con EcoRI/Hindlll para evaluar la presencia del inserto de

interés.
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5. Los pldsmidos que presentaron un fragmento de restriccién correspondiente al peso
molecular del gen lipA fueron utilizados como templados en una reaccién de PCR

especifica para el gen lipA (ver amplificacion del gen lipA).

Pruebas de expresién

Inicialmente se probé la actividad de la proteina LipA en medio sélido. Se inocularon
células recombinantes que contenian el plasmido pTlipA, en medio LB (agar) con 0.5% de
tributirina emulsificada, 50 mg/mL de ampicilina y dos concentraciones del inductor
isopropiltiogalactésido (IPTG), 0 y T mM. A continuacidn las placas se incubaron durante
12 horas a 37°C y una vez que se presenté desarrollo celular, se mantuvieron a diferentes
temperaturas (4, 20 y 37°C), haciendo observaciones cada 12 h hasta la aparicién de halos
de lisis sobre la tributirina emulsificada. Como control negativo se utilizaron células con el
plasmido pTrc99A, bajo las mismas condiciones.

Complementariamente se prob6 la expresién del gen lipA en medio liquido, para lo cual
se tomaron cantidades iguales de un cultivo homogéneo y saturado de células
recombinates que contenian el plasmido pTlipA y se inocularon en 10 mL de medio LB
liquido con una concentracién de 50 pg/mL de ampicilina, estos medios se incubaron a
37°C durante 12 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se indujo la expresién del gen lipA adicionando
isopropiltiogalactésido (IPTG) a una concentracién final de T mM. A partir de este
momento se incubaron a diferentes temperaturas (4, 20 y 37°C) durante 120 h, tomando

alicuotas de 1 mL a intervalos de 12 h. Al igual que los ensayos en medio sélido, se utilizé
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como control negativo E. coli transformada con el pldsmido pTrc99A. Las muestras se
analizaron por electroforesis en gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Se utilizaron geles preparados de manera discontinua, mediante un gel

concentrador al 4% y un gel separador al 15% (Laemmli, 1970).
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Capitulo IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion y purificacion del ADN gendmico

El microorganismo se reactivé en medio LB a 37°C durante 24h, transcurrido este tiempo
se extrajo y purificé el ADN genémico tal como se describe en el apartado de materiales y
métodos, el producto de la extraccion se sometié a una electroforesis de la cual se obtuvo

una banda tnica de alto peso molecular (no mostrado).

Amplificaciéon del gen lipA

La amplificacién del gen lipA se realiz6 mediante una PCR utilizando los cebadores
previamente disefados. El producto obtenido se sometié a una electroforesis de la cual se
obtuvo una banda tnica de peso molecular de aproximadamente 564 pb (FIGURA 9). El
producto de PCR esperado tiene un peso molecular de 574 pb, por lo que asumimos que

el producto obtenido corresponde al gen lipA.
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4,361 pb

2,322 pb
2,027 pb

564 pb

FIGURA 9. Amplificacién por PCR del gen lipA. Carril 1, marcador de peso molecular;

carril 3 y 4, producto obtenido por PCR de la amplificacion del gen /lipA.

Ligacion del producto de PCR correspondiente al gen lipA con el vector
pGEM-T

El producto de PCR correspondiente al gen lipA se ligé al vector de clonacién pGEM-T
Easy Vector tal como se indica en el apartado de material y métodos. El producto obtenido
de dicha ligacion fue utilizado para transformar células electrocompetentes de E. coli
BL21, a las células recombinantes obtenidas se les extrajo y purifico el plasmido pGlipA
para verificar la presencia del inserto. El plasmido se sometié a una digestion con EcoRI

considerando que la clonacion se realizé en una region flanqueada por dos sitios de
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restriccion para esta enzima y que nuestro gen no contiene ese sitio de restriccion. La
digestion se analizé por electroforesis, encontrando una banda con un peso molecular de
aproximadamente 564 pb, lo que indica la posible presencia del inserto correspondiente
al gen lipA. Paralelamente se realizé una PCR con el objetivo de amplificar el inserto, para
lo cual se utilizaron los cebadores especificos para regiones que flanquean al gen lipA. Los

resultados obtenidos se muestran en la FIGURA 10.

9,416 pb

4,361 ph ___

2,322pb ___
2,027 pb —

564 pb —

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

FIGURA 10. Pruebas para detectar la presencia del gen lipA contenido en los
plasmidos putativos pGlipA. Carril 1 y 11, marcador de peso molecular; carril 2, 3 y 4,
plasmidos pGlipA,; carril 5, 6 y 7, productos obtenidos por digestion del pGlipA con EcoRI; carril 8,9
y 10, productos obtenidos de la amplificacion del gen lip4 por PCR a partir de pGlipA.

47



Capitulo 1V. Resultados y discusion

En los carriles 2, 3 y 4 de la FIGURA 10 se observan dos patrones electroforéticos
distintos que corresponderian al plasmido pGlipA (FIGURA 11). Estas diferencias podrian
ser producto de las variaciones en el tamafo de los tractos de poliA y poliT que tienen el
producto de PCR vy el vector de clonacién en sus extremos 3'-OH, respectivamente. Estas
diferencias darian como resultado un enrollamiento diferente de la forma cerrada del

pldsmido y, por lo tanto, un patrén electroforético diferente.

EcoRI 3577

FIGURA 11. Mapa teérico del plasmido pGlipA.

En los carriles 5, 6 y 7, de la FIGURA 10 encontramos que sélo uno de ellos
(carril 6) presenta la digestion del plasmido con la enzima de restriccién EcoRl. Esto es
evidente por la presencia de una banda de peso molecular aproximado de 564 pb.
Finalmente en los carriles 8, 9 y 10 de la FIGURA 10 se presentan los productos de

amplificaciéon del gen lipA por PCR con los cebadores FOMEB26 y RLIPHB26. La

48



Capitulo IV. Resultados y discusién

presencia de un producto de PCR del tamano correspondiente al del gen /ipA nos indica
que, en los tres casos, el plasmido contenia este gen.

Debido a que la enzima de restriccién EcoRl no produjo el fragmento esperado, aunque
por PCR se determind que si se encontraba, nos hizo pensar que los pldsmidos no se
encontraban lo suficientemente puros. Los plasmidos de los carriles 2 y 3 de la FIGURA
10, se repurificaron y se sometieron a digestiones con EcoRl, Hindlll y EcoRI/Hindlll. Los
resultados obtenidos se muestran en la FIGURA 12. En los carriles 2 y 3 que
corresponden a la digestién con £coRl se observan claramente en ambos casos la
aparicion de una banda de un peso molecular aproximado de 564 pb que corresponde al
gen lipA. En los carriles 4 y 5 en los que realiz6 la digestion del plasmido con Hindlll se ve
claramente la aparicién de una sola banda, en ambos casos, de peso molecular mas alto
que en los carriles anteriores que corresponde al fragmento del plasmido linearizado ya
que solo hay un sitio de restriccion para esta enzima. Por dltimo, los carriles 6 y 7
corresponden al digestion del pldsmido con EcoRI/Hindlll. Estos carriles muestran el
mismo patron electroforético que los carriles 2 y 3, lo que nos indica la presencia del
inserto correspondiente al gen lipA y ademads se demuestra que no se trata de plasmidos

diferentes sino del mismo, pGlipA.
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4,361 pb

2

,322 pb

2,027 pb

564 pb

1 2 3 4 5 6 7 8

FIGURA 12. Segunda prueba de identificacion del inserto lipA en pGlipA. Carril 1 y 8,
Marcador de peso molecular. Carril 2 y 3, Producto obtenido por digestion del pGlipA con EcoRI.
Carril4 y 5, Producto obtenido por digestion del pGlipA con HindIII. Carril 6 y 7, Producto
obtenido por digestion del pGlipA con EcoR1/ HindIII.

Purificacién del gen lipA

Teniendo la certeza de la presencia del inserto correspondiente al gen lipA en el plasmido
pGlipA se procedio a su purificacion siguiendo el protocolo descrito en material y
métodos. En este caso, el plasmido pGlipA se digirié con EcoRI/Hindlll antes de purificar
el gen. Ya purificado el gen lipA se procedid a realizar un analisis electroforético en el
cual se encontré una tnica banda de aproximadamente 564pb correspondiente al gen

lipA.
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Ligacion del plasmido pTrc99A y el gen lipA con ligasa de T4

Para insertar el gen lipA en el vector pTrc99A, este vector fue previamente digerido con las
mismas enzimas de restriccién con las que se digirié este gen. Esto permite que el
producto ligado se encuentre direccionado con respecto al promotor trc del vector
pTrc99A. Tanto el gen lipA como el vector previamente digeridos y purificados se ligaron
como se describe en material y métodos. A este plasmido resultante le llamamos pTlipA, y
su mapa se muestra en la FIGURA 13.

El producto de la reaccién de ligacion fue utilizado para transformar células
electrocompetentes de E. coli BL21. La seleccién de las células recombinantes se realizd
en base a su resistencia a la ampicilina y la formacién de halos de lisis en medio sélido LB
con tributirina en emulsién. A las células seleccionadas se les extrajo y purificé el
plasmido pTlipA para verificar la presencia del inserto. Al igual que en el caso de pGlipA
se realizd una digestiéon con enzimas de restriccién, para tal fin se utilizaron las enzimas
EcoRI/Hindlll considerando que la clonacién se realiz6 en una region flanqueada por sitios
de restriccién para estas enzimas. El producto de la digestion se analizé por electroforesis.
Los resultados se muestran en la FIGURA 14 en donde puede verse que en los carrilles 2,
3, 4, 5y 6 encontramos 2 patrones de desplazamiento distintos para el mismo plasmido
pTlipA, lo que puede corresponder a la un dimero de plasmidos pTlipA-pTlipA y como
consecuencia del enrrollamiento de estos, el desplazamiento en el andlisis electroforético

es diferente.
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FIGURA 14. Identificacion del inserto lipA en los plasmido putativo pTlipA. Carril

1,12, 13 y 19, marcador de peso molecular; carril 2,3,4,5 y 6, plasmidos pTlipA, carril 7,8,9,10y 11,

producto obtenido por digestion de los plasmidos putativos pTlipA EcoR1/ HindIII; carril 14,15,16,17

y 18, amplificacion del inserto lipA por PCR.
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En los carriles 7, 8, 9, 10 y 11 de la FIGURA 14 se presentan los productos de digestion
del pTlipA con EcoRI/Hindlll, en el cual para todas las muestras se presenta el mismo
patrén de desplazamiento: 2 bandas (nicas. La primera banda corresponde al plasmido sin
el inserto lipA en un peso molecular de aproximadamente 4,361 pb y la segunda hasta un
peso molecular aproximado de 564 pb que, muy probablemente, corresponde al inserto
lipA. En los carriles 14, 15, 16, 17 y 18 se muestra el producto obtenido de la
amplificacion del inserto /ipA que se obtuvo por PCR usando como molde el pTlipA y
utilizando los cebadores especificos para regiones que flanquean al gen lipA. La aparicién
de una tnica banda de peso molecular aproximado de 564 pb al igual que en la digestion
con las enzimas de restriccion EcoRI/Hindlll, nos da la evidencia suficiente de la presencia

del inserto lipA en el plasmido estudiado.

Con el propésito de comprobar que la construccién del pTlipA fuera correcta y en base a
los resultados obtenidos en la FIGURA 14 se procedié a tomar los dos plasmidos pTlipA
que prsentaron patrones electroforéticos distintos (pTlipA2 y pTlipA4) y se sometieron
tanto a digestion con EcoRI/Hindlll como a amplificacién del el gen lipA por PCR. Los
resultados obtenidos se muestran en la FIGURA 15 y corroboran que existen dos patrones
electroforéticos distintos para los plasmidos seleccionados. Sin embargo, ambos plasmidos
generan los mismos patrones tanto de digestion como de amplifiacién por PCR. Esto
podria deberse a que durante la reaccién de ligacién se forman dimeros pTlipA-pTlipA,
que en consecuencia tendrian un peso molecular y patrén de enrrollamiento distinto. Y

uno de éstos patrones electroforéticos corresponderia a uno de esos dimeros.
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FIGURA 15. Analisis de restriccién y por PCR de los diferentes plasmidos putativos
pTlipA. Carril 1 y 8, marcador de peso molecular; carril 2, pTlipA4; carril 3, pTlipA2; carril 4 y 5,
digestiones de los plasmidos pTlipA4 y pTlipA2 respectivamente con las enzimas de restriccion
EcoR1 y Hindlll; carril 6 y 7, productos de PCR de los plasmidos pTlipA4 y pTlipA2 respectivamente
amplificados con los cebadores FOMEB26 y RLIPHB26.

Pruebas de expresion

En los ensayos en medio sélido en los que se utilizé isopropiltiogalactésido (IPTG) vy bajo
todas las temperaturas utilizadas (4, 20 y 37°C) se observé claramente el desarrollo de
bacterias recombinantes en un lapso de 12 h de incubacion. Para el caso de las placas que
se cambiaron a 4°C, la aparicién de halos de lisis sobre la tributirina emulsificada en el
agar se presento a las 24 h de incubacién. Para las temperaturas de 20 y 37°C y tras hacer

observaciones cada 12 h, la aparicion de halos de lisis se presentd entre las 36 vy 48 h de
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incubacion respectivamente. Caso muy similar se presenté en ausencia del inductor, el
desarrollo de bacterias recombinantes se hizo evidente a las 12 h de incubacién y
posteriormente entre las 48 y 72 h se lograron distinguir halos de lisis sobre la tributirina
emulsificada con diferencias minimas entre las diferentes temperaturas. Como podemos
observar el inductor no muestra efecto sobre la expresion del gen /ipA, mientras que el
control negativo presenté crecimiento y una minima formacién de halos de lisis sobre
tributirina emulsificada a las 72 h de incubacién, como se nota claramente en la FIGURA
16. Este halo debe ser una consecuencia de la conocida actividad esterasa de E. coli (Sroga
y Dordik, 2002; Sorrentino y col., 2003), y es notoriamente menor que el halo formado

alrededor de la bacteria transformada con el plasmido pTlipA (FIGURA 16).

Panel 1

Panel 2

FIGURA 16. Colonias recombinantes de E. coli. Panel 1, a la izquierda una colonia
recombinante de E. coli que contienen el plasmido pTlipA y que muestran actividad lipolitica,
manifestandose el halo de lisis sobre la tributirina emulsificada en medio de cultivo sélido y a la
derecha una colonia recombinante de E. coli que contiene el plasmido pTrc99A (control negativo).

Panel 2, se presentan los colores invertidos para una mejor apreciacion del halo de lisis.
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La construccién del plasmido pTlipA deberia producir una lipasa sin péptido lider (senal
de secrecién) que, en consecuencia, no deberia ser secretada al medio de cultivo. Por esta
razon, se esperarfa que el inducir la expresion del gen lipA, apareciera una banda de
aproximadamente 20 kDa en el patrén electroforético de las proteinas intracelulares de E.
coli. El ensayo de expresion de LipA en medio liquido no produjo cambios en el perfil
electroforético de proteinas intracelulares totales a 4, 20 y 37°C. Sin embargo, a partir de
las 120 h de incubacién a 37°C, el perfil electroforético de E. coli transformada con los
plasmidos pGlipA y pTlipA presentaron un patrén ligeramente distinto. En la FIGURA 17
se muestran los perfiles de proteinas de E. colia 120 h y 37 °C. A la altura del marcador de
peso molecular correspondiente a 18.4 kDa aparece una banda de aproximadamente este
peso molecular, que no aparece a otros tiempos y temperaturas y que tampoco aparece en
el control negativo de este experimento (E. coli transformada con el plasmido pTrc99A y
cultivada en las mismas condiciones). Consideramos que esta banda podria corresponder
a la proteina LipA. Sin embargo, no contamos por el momento con mas evidencias que los
patrones electroforéticos aqui presentados.

Es claro que la expresion del gen lipA es relativamente pobre en las condiciones de
trabajo. EI cebador FOMEB26 incluye una secuencia Shine-Dalgarno antes del codén que
codifica para el residuo de metionina inicial. Sin embargo, el vector posee una secuencia
de este tipo antes del sitio de clonacién EcoRl, de modo que el RNAm comrespondiente al
gen lipA, contiene dos secuencias Shine-Dalgarno contiguas. Es posible que la presencia

de dos secuencias Shine-Dalgarno en la construccién repercuta en la eficiencia de la
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traduccion de la expresion, ya que aunque ésta secuencia esté presente, si la distancia
entre ésta y el sitio de inicio de la traduccién no es la adecuada, el complejo ribosoma-
RNAm se desestabilizara antes de encontrar el codén de inicio. Con respecto al IPTG, éste
no tuvo efecto significativo sobre la expresion del gen lipA, ya que aunque se produzca
alta cantidad de RNAm si el ensamble del ribosoma a éste no es el adecuado como se

menciond anteriormente, la produccidon de la proteina se veria disminuida.

i —— 43 kDa

—— 29kDa

— 18.4 kDa

— 14.3kDa

—— 6.2kDa

3 kDa

1 2 3 4

FIGURA 17. Perfil electroforético de proteinas intracelulares de E. coli BL21 transformada
con pGlipA y pTlipA. Carril 1, células transformadas con pGlipA; carril 2, células
transformadas con pTlipA; carril 3, control negativo células transformadas pTrc99A; carril 4,

marcador de peso molecular.

57



Capitulo IV. Resultados y discusién

Los resultados obtenidos en esta investigacién muestran que es necesario trabajar
alrededor de la region de inicio de la proteina LipA para obtener una mayor expresion de
esta protefna. Sin embargo, la poca cantidad de proteina obtenida mostré tener actividad
lipolitica en cultivo sélido. Esto nos permite afirmar que la proteina LipA, atn teniendo un
residuo de metionina adicional en el extremo N-terminal, conserva su actividad lipolitica.
Esta proteina, que puede ser considerada como un producto de la ingenieria genética,
debera ser caracterizada para evaluar si sus propiedades alcaldfilas y termdfilas no fueron

alteradas por la adicién de este residuo de Met en la regién N-terminal.
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Capitulo V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

»,
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El gen de la lipasa de B. pumilus GMA1 se amplificé por PCR con la utilizando los
cebadores especificos FOMEB26 y RLIPHB26 disefados a partir de la secuencia de

la lipasa de B. pumilus B26.

Se cloné el gen lipA de B. pumilus GMA1 en un vector tipo TA .

Se subclond el gen lipA de B. pumilus GMA1 en un sistema de expresién que

contiene una regién promotora regulable (Ptrc).

Se observé actividad lipolitica de células recombinantes de E. coli BL21 que
contenian el plasmido pTlipA en medio sélido, la cual se evalué por la aparicién

de un de halo de lisis.
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% Se detecté una proteina de aproximadamente de 18.4 kDa dentro del perfil de
proteinas intracelulares de células recombinantes de £. coli BL21, consideramos

que esta banda corresponderia a la proteina LipA.

% En medio sélido se encontré una pobre actividad del gen LipA, que puede deberse
a la presencia de dos secuencias Shine-Delgarno contiguas y separadas del codén
de inicio de la proteina que provocaria una disminucién en la capacidad de sintesis

de los ribosomas y como consecuencia se presenta una baja expresion del gen.

*
L

La proteina LipA, modificada por ingenieria genética para expresarse en E. coli,

conserva su actividad lipolitica.

PERSPECTIVAS

% Redisenar los cebadores especificos que flanquean al gen lipA de B. pumilus GMA1

eliminar la secuencia Shine-Dalgarno duplicada para obtener una mejor expresion.

% Encontrar las condiciones mas favorables de cultivo para obtener un mejor

rendimiento de expresion.
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% Establecer un sistema de purificacién de esta enzima basada en las técnicas ya

descritas para enzimas similares.

% Determiner las propiedades cataliticas de esta enzima modificada.

% De acuerdo al alineamiento mostrado en la FIGURA 7, pareciera que el residuo

Gly28 es el responsable de las propiedades alcaldfilas y termdfilas de esta enzima.

Un estudio de mutagénesis dirigida de este aminodcido nos permitiria corroborar

esta hipétesis.
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