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RESUMEN

La esterasa Stcl esta involucrada en la biosintesis de esterigmatocistina, un precursor de
aflatoxinas en Aspergillus nidilans. En el presente trabajo se estudiaron diferentes condiciones de
cultivo de 4. nidulans para evaluar la expresion de la enzima Se observd que la proteina Stel se
expresé en todas las condiciones evaluadas, pero se encontrd una mayor cantidad cuando A.
nidulans se crecio en medio solido con avena En A. nidulans esta enzima con potencial de
estcrasa/lipasa, esta compuesta de 286 aminoacidos que corresponden a une masa molecular
teorica de 31 kDa. Sin embargo, nuestros resultados mostraton que la proteina Stel tiene una
masa molecular aparente de 35 kDa en 1odes las condiciones evaluadas Un anlisis de las
secuencias de expresion (EST's) disponibles, indico Ja presencia de 29 aminoacidos adicionales
en la region N-terminal para la proteina Sicl. Con el fin de conocer 1a funcion de esia region N-
terminal, se clond y expresé a stcf (la version truncada del gen ya reporiado) en Escherichia coli
Sin embargo, 1a proteina expresada en E. coli se alojo en su mayoria en cuerpos de inclusion.
Para resofver esto, se utilizé como ahlernativa ef sistema de expresion de Pichia pastoris, en el
cval se realizd exitosamente la expresion de ambas enzimas: 1a version truncada (Stel) y la

completa con la region N-terminal adicional (Nsiel)

Las enzimas recombinantes se caracterizaron bioguimicamente y se evaluaron sus actividades
sobre ésteres de p-nitrofenilo con acidos grasos de diferente largo de cadena (C2.0-C18.0),
obteniéndose diferencias en las propiedades de ambas formas. Ademas, se eswdiaron dos tipos de
reacciones cataliticas. 1a hidrélisis de compuestos con estructura parecida al sustrato oniginal de
la enzima (versiconal, intermediario en la sintesis de aflatoxinas) y la desacetilacién de
compuestos fendlicos bioactivos. Los resultados mostraron que hay diferencias en la
quimioselectividad de ésteres de fenoles y flavonoides. También se observaron diferencias en la
regioselectividad de acido kéjico y de flavanoides. De esta manera, estos dalos permiten concluir
que la region N-terminal funciona en la determinacion de las propiedades cataliticas de la enzima
Por lo tanto, proponemos que las esterasas estudiadas aqui tienen un afto potencial para usarse en
biotransformaciones indusiriales imporiantes en comparacidn con la enzima Novozym 435

unlizada ampliamente en {a industnia.
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1. INTRODUCCION

Aspergillus nidilans es un hongo filamentoso, sapréfito, ampliamente distribuido en Ja natraleza
y muy importante en investigacion biologica debido al grado de conocimiento que se tene sobre
esle microorganismo como su estructura genética que ofrece la posibilidad de disponer de
técnicas que permiten manipular el genoma y la facilidad para obtener mutantes. Adicionalmente
su genoma s encuentra secuenciado completamente v se ha generado una base de datos de
secuencias de expresion (EST's) que facilitan aun mas su estudio (Roe er of. 2001, Galagan es

al., 2005)

Existen pocos reportes sobre clonacion y caracterizacion de genes que codifican para proteinas
que participan en el metabolismo secundario de A. mdnlans. La esterigmatocistina (ST) y Jas
atlatoxinas son metabolitos secundarios reportados como los producios naturales mas toxicos,
mutagénicos y carcinogénicos conocidos. La esterigmatocistina es el pentltimo intermediano de
la via de biosintesis de aflatoxinas pero se ha encontrado que dentro del género Aspergiilus; A.
nidilans, al igual que 4. ochraceorosens, la producen como producto final (Bennet ef al., 1989,
Branch er al.. 1993; Klich ef al. 2000). La via de biosintesis de ST en A. nidulans es muy
parecida a la de biosintesis de aflatoxinas en Aspergillus parasiticus y Aspergillus flevus. En
estos organismos {os genes involucrados en la biosintesis de ST o aflatoxinas se encuentran
agrupados (Yu e al, 1995; Feng y Leonard, 1998). En A. mdulans el agrupamiento de estos
genes ya se ha descrito: tiene un tamaiio de 60 kbp, que comprende 25 genes e incluso se propuso
una via de biosintesis (Brown ef al., 1996). Dentro de esta region se ha reportado el gen sief que
corresponde a una enzima con potencial de esterasa/lipasa. La secuencia reportada parece ser el
gen completo que no contiene intrones y tiene como nimero de acceso en el GenBank
2869364 Este gen es homdlogo al gen estd que va ha sido clonado e identificado dentro del
agrupamiento de genes de la via de biosintesis de aflatoxinas en Aspergilius parastiicus (Yu et

al., 2002).

Par otra parte, se ha detectado actividad de esterasa en extractos celulares de 4. parasiticus
(Kusumoto ¢/ al , 1989; Anderson y Chung, 1990, Kusumoto y Hsieh, 1996) y la conversion de
versiconal hemiacetal acetato (VHA) a versiconal (VAL) v de versiconol aceiaio (VOAC) a

versiconol (VOH) por la esierasa EstA (Chang e/ al, 2004). Anderson y Chung (1990) también
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demostraron que una esterasa porcina puede catalizar la hidrélisis de VHA a VAL.

Se han realizado algunos estudios sobre la expresion de los genes involucrados en la biosintesis
de aflatoxinas (Motomura ef al., 1999; Yu ef af., 2002, Kato ef af, 2003). La expresion de estos
genes es compleja y no se ha estudiado mucho. No se han reportado las propiedades bioquimicas,
ni ¢l aislamiento y expresion de enzimas de la biosintesis de ST. No existe tampoco informacion
sobre la actividad de la enzima Stcl, ni de sus propiedades cataliticas o de su especificidad de
sustratos. La desacetilacion de VHA y VOAc por las esterasa Stel sugiere que la enzima ticne
potencial en el area de biocatalisis, ya que podria llevar a cabo reacciones con una alta enantio o
regioselectividad con sustratos que no estén esuucturalmente relacionados con triglicénidos. Un
ejemplo son los compuestos fenblicos, los cuales son de gran interés industrial debido a sus
propiedades biologicas como antioxidantes, quelantes, neutralizadores de radicales libres, ant-
inflamatorios, antialergénicos, antimicrobianos, antivirales y anticarcinogénicos, entre otras
(Serafini ef o/, 1998; Morishita y Ohnishi, 2001).

Las enzimas microbianas son consideradas como herramientas muy dtiles en quimica orgénica ya
que pueden llevar a cabo biotransformaciones de importancia industrial Dentro de estas enzimas,
las lipasas y esterasas son de relevancia particular debido a su capacidad para catalizar reacciones
con una alta quimio-, regio- y enantioselectividad (Jaeger er a/., 1999, Saxena e af., 1999) Su
uso como catalizadores para la sintesis o biotransformacion de diversos compuestos ha
aumentado debido a su alta eficiencia en sistemas de solventes organicos. Es importante contar
con enzimas nuevas que puedan catalizar la desacerilacion regioselectiva de compuestos
fendlicos para poder levar a cabo la hipofilizacion de los mismos, asi como reacciones de sintesis
(Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 200S; Fragopolou ef al., 2007). La acetlacién enzimatica de
compuestos fendlicos es mas regioselectiva que la guimica y no hay una pérdida de la
biogctividad del compuesto (Chebil ef af., 2006). Se ha repartedo la acetilecion enzimatica de
compuestos fenolicos, especialmente de flavonoides (Ardhaoui ef af.. 2004 . Mellon ef of ,
2006). Sin embargo, hay pocos reportes sobre la desacetilacion de compuestos fendlicos (Natoh
eral | 1992; Parmar efal , 1998 *® Lambusta er af., 2003)
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En el presente trabajo se estudiaron primeramente diferentes condiciones de expresion de la
esterasa Stcl. Nuestros resultados mostraron la presencia de un exon adicional que no habia sido
reportado en la region N-terminal del gen sic/ secuenciado por Brown ef al. (1996). Con el fin de
elucidar el papel de esta region, se clond y expreso el gen stel completo (nstel) y la version
truncada del gen ya reportada (srcl) en Pichia pastoris. Finalmente se estudiaron la hidrolisis de
compuestos con estructura parecida al sustrato original de la enzima, asi como la desacetilacion

de compuestos fenolicos bioactivos.
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2. MARCO TEORICO

2.1. El género Aspergillus

El género Aspergilins se clasifica dentro de los ascomicetos, los cuales se caraclerizan por
presentar un mecanismo de reproduccién sexual y un micelio septado (Ward, 1991), tal es
el caso de 4. mdulans. Pertenece al orden de los Eurotiales que se refiere a aquellos hongos
que producen ascas dentro del cleistolecio, que es un ascocarpo esférico cerrado producido
durante lz fase sexual del hongo (Powell er ol 1994) Una de las caracieristicas de este
género es que son tolerantes a bajas actividades de agua, lo que los hace capaces de crecer
en sustratos de altos potencigles osmolicos v esporular en una aimosfera de baja humedad

relanva (Cotty ef al., 1994)

Los bongos del género Aspergillns ban evolucionado hasia alcanzar una alta diversidad
metabolica, que involucra diferentes sistemas enzimaticos que le permiten sobrevivir en
una amplia variedad de habitats y. como consecuencia, estan reconocidos como una fuente
rica de enzimas usadas en una amplia variedad de indusirias (Bennett y Klich, 1992).
Algunas de sus especies son una fuente importante de enzimas extracelulares y Acidos
organicos ampliamente utilizados en fa industria alimentaria, y también intervienen en fa

obtencion de alimentos tradicionales orientales

2.1.1 Importancia econdmica del género Aspergilfius

Este género se divide en subgéneros y secciones. Existen un gran nimero de especies de
importancia economica. Industrialmente, el género Aspergillus  posee gran relevancia
debido a que liene un alto nivel de secrecion de enzimas, lo que facilita su purificacion y
uso a nivel industrial, ademas de que hay experiencia en el manejo de este organismo.
Dentro de las especies de este género en las que se han encontrado diversas enzimas con
aplicacion industrial se encuemiran 4. awamori, A. candidus, A. flavus, A. sydowii, A.

Joetidus, A. niger, A. nidulans. A. japonicus y A. oryzue.

Sin embargo, también algunas especies producen compuesios con alia toxicidad hacia otros

organismos llamados micotoxinas, las cuales perienecen a un grupo quimicamentie diverso
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de metabolitos secundarios cuya funcién no es muy clara. A fovus y A parasiticns
sinfetizan una o mas aflatoxinas las cuales son cumarinas sustinvidas con caracterisiicas

hepatotoxicas, teratogénicas y carcinogénicas (Cotty ef al, 1994),

Los Aspergilli también se han empleado como receptores para la clonacion de enzimas de
otros organismos o de otras especies del mismo género. Las especies que mas se han

utilizado para estos {ines son A. miger v A. oryzoe.

2.1.2 Aspergillns nidulans

Aspergitlus nidunlans es un hongo que se encuentra comunmente en ¢l suelo, de facil
crecimiento y tiene cieras caracieristicas que lo hacen ser el mas usado para estudios de
genélica practica, como son el {ener mutantes con diversas caracleristicas fenotipicas y
bioquinicas, asi como ser un microorganismo que se puede manejar facilmente (Jones y
Rickards, 1991). El estilo de vida saprofitico le permite ser capaz de utilizar un amplio
rango de sustratos como fuente de nuricion. Ademas, es un género filogenéticamente
relacionado con Penicillivm y Cephalosporinm que agrupan especies producioras de
metabolitos secundarios y proteinas de gran valor comercial (Powell er of, 1994). 4.
aidulans es, por lo tanto, un hongo muy importante biotecnologicamente; adicionalmente

presenta varias ventajas como modelo experimental, entre las que se encueniran:

e Se cuenta con un mapa genético bien definido de este microorganismo. Su
genoma ha sido completamenie secuenciado y tiene un tamaiio de 28 5 Mb,
organizado en 8 cromosomas con tamafios entre 4.3-2 7 Mb (Galagan ef af |
2005)

« Forma colonias compactas que facilitan la réplica en placa.

¢ Presenfa un gran numero de mutantes disponibles en colecciones y la
facilidad para obtener mas.

¢ Se dispone de técnicas que permiten manipular su genoma.

s Se pueden realizar estudios de expresion de genes por medio de fusiones

¢ Tienc conidios uninucleados, que permiten hacer una mutagénesis

direciamente sobre ellos.
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¢ Presema vn ciclo de vida répido.

¢ Los medios de cultivo y condiciones para su crecimiento son simples.

2.2. Hidrolasas

La familia de las hidrolasas estd conformada, enwre otras enzimas, por esterasas,
fosofolipasas, proleasas, amidasas, epoxihidrolasas, nitrilasas y glicosidasas. Este grupo de
enzimas puede catalizar la bidrolisis de un enlace en presencia de agua. Las hidroJasas se
encuentran clasificadas en el grupo 3 de la comision de enzimas (EC) y por el tipo de
enlace que hidrolizan. Por ejemiplo, las esterasas estan clasificadas con el nimero 3.1.1.1 y
las lipasas con ¢l namero 3.1.1.3. El potencial biotecnolgico de las enzimas bidrdliticas es
de especial interés, ya que éstas presentan varias vemiajas gue las hacen ideales para

utilizarse como catalizadores en quimica organica

V' Comummente acepian vanos intermediarios sintéticos como sustratos, debido a su
amplia especificidad de sustratos.

v' Tienen una alta estereoselectividad hacia sustratos no naturales,

v Pueden catalizar varias reacciones relacionadas como condensacion y alcoholisis,

¥ Muchas enzimas estan disponibles comercialmente,

La mayoria de las enzimas de este grupo que se utilizan en la indusiria son microbianas,

principalemente de bacterias y hongos (Bomscheuer y Kazlauskas, 1999; Patel, 2001).

2.2.1 Generalidades de esterasas

Las esterasas son hidrolasas que catalizan el rompimienio de enlaces éster entre un acido y
un alcohol en presencia de agua v en ausencia de la misma catalizan la reaccion inversa
(sintesis) Pueden catalizar Jas reacciones de hidrolisis O sintesis de ésteres carboxilicos,
amidas, ésteres de fosfatos entre otros. Existe una gran diversidad de esterasas por lo que
hay una nomenclatura muy grande y variada. Se pueden dividir en: hidrolasas de ésteres de
acidos carboxilicos (carboxilesterasas, colinesterasas), deoxiribonucleasa, endonucleasas,
exonucleasas, fosofodiesterasas, fosfomonoesterasas, fosfotriesterasas, ribonucleasas,

sulfatasas y tioesterasas Se producen de diferentes maneras y cuando se aplican en algunas
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areas indusiriales como biocatalisis, no es necesario purificarlas para su uso (Panda v
Gowrishankar, 2005),

Las carboxilesterasas, a diferencia de las lipasas, restringen generalimente su accion sobre
triglicéridos y ésteres de acidos grasos de cadena cona solubles en agua. En la figura 1 se
muestra la reaccion general fipica de una serin-esterasa (EC 3.1 11). Se diferencian
adicionalmente de las lipasas en base a la especificidad de sustratos y en que no presentan
activacion interfacial Adicionalmente, en contraste con las lipasas, no presentan una lapa
que cubra el sitio activo, por lo que tienen propicdades diferentes. Las esterasas estn
ampliamente distribuidas en animales, plantas y microorganismos pero para muchas

enzimas aun no s¢ han esclarecido sus funciones (isiologicas.

0 Fsterasa 0

G H0 ——= )L + HO=—R'
/R
R R OH

Figura {- Reaccidn catalerada por esterasas

2.2.1.1 Aspecios estructurales de esterasas

Las carboxilesterasas tienen la estructura caracteristica o/f3, esto es, una estructura de P-
plegada central paralela constituida por 8 hojas §§ (B1-$8) conectadas por 6 6 mas o-hélices
(A-F) (Figura 2) Los estudios hechos por cristalografia de rayos X muestran
adicionalmente, que el sitio catalitico esta localizado en el carboxilo terminal de la hoja
central B5. Este sitio se encuentra formado por los residuos: histidina, serina y aspariato o
glutamato, donde el papel principal lo desempeiia la serina nucleofilica. Esta Gltima se
acliva por el acoplamiento entre los residuos de aspartato e histidina, En las esterasas el
residuo de serina activo se encuentra en una secuencia consenso corta (G-X-$-X-G),
aunque ¢l resto de los aminodcidos (aa) de la triada catalitica proviene de distintas regiones
de la proteina. Recieniemente, se ha descrito la existencia de un molivo consenso diferente

G- X -X-L (Arpigny y Jaeger, 1999)
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\

\ Histidina
Nuclebfilo
; ‘(Senua)

Figura 2- Disgrama de lu estuctura secundana del plegamiento a/ff. Log puntos negros seftalan Jos residuos de aa de la
triada catslinca (Nardini v Digksiro, 1999),

La hidrolisis del enlace éster es realizada por la wiada cataliica, donde la serina es
responsable del ataque nucleofilico sobre el carbonilo del enlace éster, el atomo de oxigeno
del grupo hidroxilo de la senma del sitic activo ataca el dwomo de carbono del grupo
carbonilo del enlace éster, todo esto asistido por la formacion de un oxianién intermediario
tetrahédrico que se forma durante la catalisis y que es estabilizado por los residuos de
histidina y dcido aspanico & glutamico del sitio activo. El anillo de imidazol de la histidina
se protona, queda cargado positivamente y es estabilizado por la carga negativa del otro
residuo de aminoacido de la triada (Asp 6 Glu). El imermediario 1etrahédrico s¢ estabiliza
por dos puemies de hidrogeno formados con los enlaces amida de residucs gque se
encuentran en la cavidad oxianionica. Posteriormente ¢l grupo alcohol es liberado y se
forma ¢l complejo acilo-enzima. Luego el grupo hidroxilo de una molécula de agua ataca el
alomo de carbono del complejo acilo-enzima y se forma un segundo intermediario
tetrahédrico. Finalmente, el grupo acilo es liberado y se regenera la enzima activa (Figura
3) (Devewenda er al,, 1994, Longhi ef of, 1997, Lang ef al., 1998).

Existe mucha variabilidad en los medios que rodean las tiadas y adn no se bhan logrado

esclarecer enteramenie Se sabe que a diferencia de fas lipasas, las esterasas presentan un
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sitio activo accesible al solvente por lo que no existe un mecanismo de aclivacion
interfacial. Las esterasas presentan ademds vn sitio de union del grupo acilo (“acyl binding
pocket”) (Holmgquist, 2000)

|
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Figurn 3- Mecanismo de hudrélisss de an etdaoe éster eatabizado por una esteruse

Se ha encontrado para algunas carboxilesterasas que la regidon N-terminal es muy
importante para definir las propiedades cataliticas de la enzima. En el caso de lipasas
sensibles a hormonas, la region N-terminal estd conformada por dos a-hélices que
restringen la entrada del sustraio al sitio activo y modulan la especificidad, asi como otros

parametros de las enzimas (Mandrich e/ of., 2005, Foglia et al., 2007},

2.2.1.2 Aplicacién e imporiancia econdmica de las esterasas

Las esterasas tienen un amplio campo de aplicacion Las caracteristicas que las hacen
interesantes como biocatalizadores en 1a industria residen en su estabilidad, actividad en
solventes organicos, el hecho de que no requieren cofactores y su alla segio y

estereoespecificiad. Sus aplicaciones podemos dividirlas de acuerdo al drea industrial en

10
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que han sido vulizadas (Panda y Gowrighankar, 2005):

A) Procesamiento de alimentos, bebidas, perfumeria y degradacion de materiales sintéticos-
Se utilizan para la liberacion de acido fertlico, sindpico, caféico y coumarico de ésteres
encontrados en cereales, residuos agroindustnales y biopulpas. Estos compuestos una vez
liberados se utilizan en perfumeria y alimentos. También se uwiilizan en reacciones de

transesterificacion para generar grasas con valor agregado.

B) Ingenieria ambienial- Las esterasas se han utilizado para la degredacion de diversos

compuestos comaminantes como poliuretano, plasticos y poliésteres

C) Industria farmaceuatica- El papel principal de las esterasas en esta area, es la sintesis de
farmacos quirales. Las esterasas comunes no pueden llevar a cabo la hidrélisis de ésteres
con un grupo voluminoso de alcoholes terciarios, sin embargo, una esterasa de
Burkholderia gladioli pudo catalizar esta reaccidn muy importante para la produccion de

derivados de cefalosporinas (Petersen e/ o/ | 2001).

D) Agricultura- Las fosfotriesterasas se utilizan para la degradacion de compuestos

organofosforados (insecticidas y nematicidas).

E) Industria quimica- Se utilizan también en la manufactura de pulpa y papel, textiles y

pieles

2.2.2 Generalidades de lipasas

Al igual que las esterasas, las lipasas catalizan la hidrélisis de ésteres, pero lo hacen
preferencialmente hacia triglicéridos y ésteres de acidos grasos de cadena larga insolubles
en agua (Figura 4). La actividad enzimatica “in vitro” de lipasas se puede medir por la
hidrolisis de una amplia variedad de ésteres de dcidos carboxilicos (sustratos naturales vy
no-naturales); asi como por la alta especificidad que presentan para el rompimiento de acil-

gliceroles de cadena larga (Jacger ef al., 1994; Beisson et al,, 2000)
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Figura 4. Reaccion catalizadn por bpasss Fuente” O Connor (1958) v Boraschever (2000)

Dado que los tnacilgliceroles son insolubles en agua, la conversion a productos se lHeva a
cabo y se ve incremeniada en una interfase lipido-agua. Se generan principalmente como
productos acidos grasos libres y glicerol cuando se trata de una hidrdlisis total, mientras
que cuando la hidrélisis es incompleta generan diglicéridos y monoglicéridos con
diferencias en las posiciones finales de esterificacion A ¢ste fenémeno se le conoce como
activacion interfacial y muy probablemente se debe a la presencia de una tapa que cubre el
sitio activo ¥ que esta presente en {a mayoria de las lipasas. Después de la difusion de la
lipasa a la interfase, el sitio activo de la enzima es expuesto debido a un cambio
confirmacional de la tapa (conformacion abierta) (Milled er al, 2001). Debido a la
activacion interfacial, la cinélica de hidrolisis de )ipasas no puede ser descrita por la
cinélica tradicional de Michaelis-Menten dado que esie modelo es valido sélo para enzimas

y susiratos solubles (Verger y de Haas, 1976)

Aungque las hipasas se encuentran amphamenie distribuidas en {a naturaleza, se encuentran
abundantemente en la flora microbiana (bacterias, hongos y levaduras) También se ha
reporiado la presencia de estas enzimas en animales y plantas (Pandey ef af,, 1999). En el

caso de planias, las enzimas son abundanies en los tejidos de reserva
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2.2.2.1 Aspectos estructuraies de lipasas

En 1990 se determiné la estructura de las lipasas de Rivzomucor micher v la de la lipasa
pancredtica humana. Desde entonces se han elucidado varias estructuras de lipasas, la
mayoria de origen microbiano. Las lipasas comparten con las esterasas la estruciura
caracteristica o/} antes descnia y, en contraste con esterasas, la mayoria contiene un
segmento helicoidal adicional que cubre el sitio activo (tapa) Los estudios hechos por
cristalografia de rayos X muestran que ef sitio catalitico también esta locahzado en el
carboxilo terminal de la hoja central 35 (Jaeger y Reetz, 199R). Este sitio se encuentra
formado sl igual que en esterasas por los residuos histidina, serina y aspartato o glutamato,
donde el papel principal lo desempeiia la serina que se encuentra en la secuencia consenso
corta similar a la encontrada en esterasas (G-X-5-X-G), aunque el resto de los aminoacidos
de la inada catalitica proviene de distintas regiones de la proteina. La serina que se
encuentra deniro del pentapéptido consenso en las lipasas tiene una conformacion (¢= 62°,
y= 121%), lo que genera que después de una cadena P se¢ obienga un giro rigido que
contiene ¢l residuo de serina y posteriormente un g-hélice, conocido como B-eSer-o.. Un
analisis de la secuencia de aminoacidos alrededor de residuos de serina activos de
diferentes serin-hidrolasas indica que se puede constituir la unién estructural que relaciona

a diferentes enzimas de {a familia de las bidrolasas (Derewenda e/ af,, 1993).

La hidrolisis del enlace éster es realizada por la triada catalitica con un mecanismo de
hidrélisis igual al descrito para esterasas, donde existe un ataque nucleofilico por parte de la
senna sobre el carbonilo del enlace éster, asistido por la formacion del oxianion
intermediario tetrahédrico que se forma durante la caidlisis. Existe mucha variabilidad en
los medios que rodean {as inadas v atn no se han logrado esclarecer enteramente. Se sabe
que en la lipasa de R. miche/ el oxianién se forma completamente después del cambio
conformacional debido a la activacién interfacial y esia compuesto de dos amidas mads el
grupo hidroxilo de la serina, ambos capaces de ceder protones para formar puentes de
hidrogeno (Brockman, 1984). Durante el mecanismo de activacion interfacial exisie un
cambio conformacional en la enzima, que se ajusta por si mismo a la interfase. En las

enzimas que se han estudiado (G. condidum, R micher y la lipasa pancredtica humana hpl),

13
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se ha visto que el centro catalitico esta por debajo de una o mas hélices superficiales que lo

cubren vy, para el caso de las lipasas dicha cubierta es una hélice anfipatica.

2.2.2.2 Aplicacién e impertancia econdmica de las lipasas

En comparacion con las esterasas, las lipasas son de interés particular para la produccion de
compuestos enantiopuros como resbltado de su amplia especificidad de susirato, una alta
estabilidad en solventes orgénicos y a menudo mas alta enantioselectividad (Jaeger y
Eggert, 2002)

En el édrea biotecnologica se prefieren las lipasas microbianas debido a sus diversas
propiedades enzimaticas, a sus cspeciflicidades de sustrato v a que ¢l sistema de produccidn
por fermentacion representa un bajo costo. Las especies Candida sp., Psendomonas sp., y
Rhizapus sp. son las fuentes mas importantes. C. rugosa es el microorganismo mas usado

para la produccion de lipasas (Pandey er al., 1999).

Existen varias patentes sobre la aplicacion indusirial de lipasas El uso principal se asocia
con la produccidn de aceites y grasas modificados, en donde se ha avapzado mucho en la
modificacion enzimdtica En la actualidad las lipasas son una excelente afternativa a las
técnicas orgdnicas clasicas para la transformacion selectiva de moléculas complejas. Estas
enzimas poseen muchas caracteristicas que las hacen excelentes biocatalizadores, como
son, impartir especificidad a reacciones en las cuales un proceso quimico es no-especifico,
reducir reacciones colaterales simplificando problemas de separacién de productos v
reducir costos en comparacion con los procesos quimicos (radicionales (Pandey er «af,
1999).

2.3. Esterasas y lipasas en el género Aspergilius

Dentro del género 4spergilius se han reportado muchas enzimas con aplicacién industrial.
Dentro de los microorganismos que producen lipasas se¢ incluyen varias especies de
Aspergillus La lipasa de 4. niger se produce a escala industrial y ha sido extensamente
estudiada (Fogarty, 1994) A diferenciz de las lipasas no existen muchos reportes de

esterasas. Para Aspergilfus miger se han caracterizado y eswdiado ampliamente las feruloil-
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esterasas A y B, e incluso se ha reportado la estruciura de la feruloil esterasa A (Benoit er
af., 2006, 2007). Dichas enzimas son de gran importancia biotecnologica debido a que se
pueden utilizar para la produccion de dcido ferilico el cual es un compuesto antioxidante v
precursor de vainillina. Se ha reportado y clonado también una esterasa involucrada en la

biosintesis de aflatoxinas en A. parasitions (Yu et al., 2002)

En el caso de A nidulans existen muy pocos reportes sobre lipasas y esterasas. Dentro de
las esterasas se ha clonado y caracterizado una feruloil esterasa tipo B (Shin y Chen, 2007).
Machado y colaboradores han reportado la presencia varias esterasas ¢n extractos celulares
obtenidos de micelios de diferentes cepas de 4. nidulans (Machado y De Castro-Prada,
1998). También s¢ ha reportado la presencia de una secuencia de esterassa/lipasa putativa
dentro de la via de biosintesis de esterigmatocistina (Brown ef al., 1996). En 4. nidulans se
ha detectado también la presencia de actividad lipolitica y cutinolitica {Garcia-Lepe R. ef
al, 1997y y se ha reportado la purificacion de una Jipasa que es activa a bajas temperaturas
(Mayordomo e/ af., 2000).

Se realiz6 un anéljsis de {as secuencias de lipasas, esterasas y cutinasas en la base de datos
del genoma de A. nidwlons (Galagan ¢/ al, 2005). En esia base de datos, estas enzimas
estan clasificadas de acuerdo al dominio que fa proteina presenta en {a base de datos Pfam
(Protein families database of alignments y HMMs) De este modo se obtuvieron 45

secuencias (Tabla 1),

Tabla 1- Secuencias de carboxilesierasas encontradas en el genoma de A. nidulans

Dominio Secuencias
Lipasa 3 4
Lipasa 4
Lipasa con motivo GDSL Y
Lipasa secretoria 2
Esterasa i
Cutinasa 4




Carboxilesterasa 18
o/f hidrolasa asociada a lipasa !
Otras 2
Total 45
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Se realizé un estudio de dichas secuencias, obteniéndose algunos datos teéricos como el

peso molecular, pl, presencia de péptido sefial, secuencias ESTs relacionadas, presencia de

intrones y pentapéptido consenso. En la tabla 2 se muestran las secuencias de proteinas en

el infervalo de masa molecular de 20-50 kDa, asi como algunas caracteristicas tedricas.

Resaltan las tres secuencias marcadas en gns; una cosresponde a fa Sicl y las otras

presentan valores de masa molecular y pl tedricos muy cercanos a los valores tedricos de la

esterasa/lipasa bajo estudio (Stel), (31.45 kDa y pl 4.91) Sin embargo, es importante

resaltar que a diferencia de ls Stel, a estas dos lipasas se les predijo un pépado sehal

Tabla 2- Secuencias de carboxilesterasas reponadas en el genoma de A. dilans con masa
molecular en el rango de 20-50 kDa

RANGO DE MASA PRESENCIA
PESO GEN MOL, pl DE
MOL. TEORICO PEPTIDO
(kDa) (kDx) SENAL

20-30 kDa AN3309 2 CUTINASA 2241 6.88 S}
AN7541.2 CUTINASA 21.03 5.03 S
AN7180.2 CUTINASA 2125 378 By
AN2528.2 LIPASA GDSL 2417 314 S
AN4573.2 LIPASA GDSL 2722 381 kY]
ANGOGA.2 LIPASA GDSL 28 65 313 NO
AN9442 2 LIPASA GDSL 2770 4 33 NO
ANT046 2 LIP BRASIL 21.95 569 S1
30~40 kDa ANBOIG 2 1 IPASA § 318 425 si
ANSTS2 I FORMYL GH 3154 645 NO
ANTSIGASTLE 31435 49 NO
AN ZiipARA GBSL s 4 &1
40-50 kDgp ANS777.2 LIPASA 3 4249 4.94 St
AN6773.2 LIPASA 13.74 5313 st
ANI1799 2 LIPASA, 4598 4,98 S1
AN9287 2 ESTERASA 43.38 524 3]
AN2602.2 ESTERASA 4127 9.86 51
ANG148.2 ESTERASA 1436 5.1 si
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En la 1abla 3 se muestran las secuencias de proteinas que adicionalmente se encuentran

dentro de genotecas de ADNc.

Tabla 3- Secucnciss de carboxilesterasas reportadas en el genoma de 4. swdilons con
secuencias EST asociadas de las genotecas de ADNc

MASA PRESENCIA
GENE EST MOL. pl DE PEPTIDO
(kDa} SENAL
AN5777.2 LIPASA 3 CONTIG} 145 4249 4.94 Sl
ANS309,2 CUTINASA CONTIG 1631 22.41 6 88 St

En la 1abla tres Hlama la atencion el hecho de que las secuencias de expresion encontradas

para el gen st¢/ muestran en conjunto una proteina con una mass molecular y pl tedricos
diferentes a los obtenidos para la secuencia stef reportada por Brown ef ol (1996) (Tabla
2). Eo especial 1a masa molecular tedrica aqui obtenida para la proteina Stel (34.69) fue
mayor y se observé una secuencia de 29 aa adicional hacia la regién N-terminal que no

corresponden a una secuencia de péptido sehal y parece formar parie de la enzima.

2.4. Biosintesis de esterigmatocistina (8T) y allatoxinas en el género Aspergilius

Las aflatoxinas son compuestos naturales producidos por el género Aspergiltus que
presentan una alta toxicidad A. flavis y A. parasiticus producen las aflatoxinas tipo B, Gl
y G2 que se han refacionado con la contaminacion de productos agricolas Algunas especies
de Aspergillus como A. mdnlans, producen como producto final esterigmatocistina (ST),
que es el pendltimo precursor de aflaloxinas. Otras especies en las que se ha reportado la
produccion de ST como producto final son A. ramarit v A. ochraceorosens (Klich ef af.,
2000). La via de biosintesis de ST en A. mduleoss es muy similar a 1a de aflatoxinas en 4.

Savus y A parasincas (Yabe y Nakajima, 2004).
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2.4.1 Generalidades de las vias de biosintesis de ST y aflatoxinas en el género
Aspergilli

En todos estos organismos los genes involucrados en la bigsintesis de ST o aflatoxinas se
encuentran agrupados. Al menos se requieren 18 enzimas para la conversién de acetil CoA
hasta aflatoxinas. El agrupamiento de genes para biosintesis de aflatoxinas es de 70kb en 4.
Jlevus v A porasitiens (Yabe y Nakajima, 2004). En 4. nidulans el agrupamiento
biosintético estd formado por 60 kb, que comprende 25 genes e incluso se ha propuesto una
via de biosintesis (Figura 5) (Brown ef al., 1996) La funcion de la mayoria de los genes de
{a via de biosintesis aflatoxinas s¢ ha delerminado genética ¢ bioquimicamente y solo
algunos se han clonado y caracterizado (Motomura ef al., 1999; Yu e/ /., 2000; 2002, Kato
et al, 2003). Los genes biosintélicos y de regulacion para la produccion de ST en 4.
midilans son homélogos a los de la via de aflatoxinas, muy pocos han sido estudiados. El
porcentaje de identidad entre Jos genes de biosintesis de ST y aflatoxinas es de 55-75%
{Bhatoagar ef al, 2006). En A. parasiticus se ha detectado la duplicacion parcial del
agrupanyiento de biosintesis de aflatoxinas (Chang y Yu. 2002).
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Figura S- Via d¢ bipstnitsiy de estérigmalocistini en A avdudon ¢ propuesta por Brown ef ol (1996).

2.4.2 Regulacion de las vias de biesintesis de 8T y aflatoxinas

Existen varios factores que se han relacionado con la regulacion de la via de biosintests de

ST vy aflatoxinas. La mayoria de los genes de la via biosintédca de aflatoxinas se encuentran

regulados por la proteina AfIR, la cual es una protejna de union a ADN que se une a la

secuencia palindromica S TCGNsCGA-3"en la region prometiora de los genes estructurales.

La mayoria de las regiones promotoras de los genes tienen al menos un sitio de unidn de

AfIR a 200 pb antes del inicio de la traduccién. Este gen offR posiblemente se encuentra

autorregulado (Bhatnagar ef a/., 2006) Se ha encontrado también una conexion enire la via

de biosiniesis de 8T o aflatoxinas y el desarrollo del hongo. Existe una cascada de sefiales

mediada por proteina G en A. nidilons que regula la esporulacion asexual y la produccion

de ST (Calvo ef al., 2002). El gen regulador de la transcripeion ved en A. ndulons y A
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parasiticus confrola también la produccion de micotoxinas v el desarrollo sexual del hongo
(Kato et al, 2003). Adicionalmente, e} gen /aed que codifica para una enzima con una
similiud de secuencia & meliltransferasas, parece ser importante para la expresion de ST.
Por owra parte, la localizacién cromosomal 1ambién afecia la expresion de los genes.
Finalmente, se ha visto que factores de rasncripcion globales como los que median la
regulacién por pH, fuente de carbono o nitrogeno, afectan la organizacion de la cromatina

cercana al sitio de inicio de la transcripcion (Bhatnagar e/ al., 2006).

2.4.3 Esterasas involucradas en Ia via de biosintesis de ST y aflatoxinas
En A. nidnlans, el gen stcl que codifica para una enzima con potencial de esterasa/lipasa se
encuentra dentro del agrupamiento de la via de biosintesis de ST La secuencia sin intrones

. . i
tiene el nimero de acceso al GenBank

, 2869364 y parece incluir ¢} gen completo. Este
gene es homologo del gen esiA ya clonado e identificado dentro del agrupamiento de genes
para la biosintesis de allatoxinas en Aspergillns parasiticus y de los genes de esterasa
reportados para A. flovws v A. nomins (Kortzman ef of., 1987, Yu ef al, 1995; Ehrlich ef
al. 2004). Las reacciones catahizadas por el gen ste/ dentro de la biosintesis de ST se

muestran en la figura 6.

La actividad de esterasa de {a proteina EstA en extractos celulares de 4. parasiticus ya ha
sido confirmada (Anderson y Chung, 1990, Kusumoto y Hsieh, 1996) y también se detecté
que la enzima EstA realiza la conversion de versiconal hemiacetal acetato (VHA) a
versiconal (VAL) y de versiconol acetato (VOAc) a versiconol (VOH) (Hsieh er af., 1989,
Chang ef af., 2004,). Se sabe que el VHA es un compuesto clave para entender la formacién
del anillo de bisfurano de la versicolorina A (VA) durante la biosintesis. Anderson y Chung
(1990) evaluaron actividad de una esterasa porcina sobre VHA Sin embargo, no hay
informacion de la actividad de esterasas involucradas en la biosintesis de ST, ni de su
especificidad de sustrato. La expresion de estos genes es compleja y aun no se ha
elucidado. Tampoco se ha reportado el aislamienio y expresién de genes de la biosintesis de
ST en A niddulans La capacidad de estas esterasas para desacetilar VHA y VOAC sugieren
que estas enzimas tienen un gran potencial de uso biocatalitico imporianie ya que pudieran

desacetilar otros compuestos con una alta enantio o regioselecrividad.
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ST e xS

Versiconal hamiaceial acetate Versicansl acetato
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e e

Vergiconal Versiconol

Figura 6- Reaccrones catalizadas por Ya esterasa Stel dentro de la via de brosintesss de ST

2.5 Sistemas de expresion de proteinas heterdlogas

En los Gltimos afios se ha aumentado de forma exponencial la produccidn de proteinas
recombinantes de inferés terapeutico ¢ industrial, de 1al forma que ya se ha integrado
totaimente en los procesos de produccidn de las empresas biotecnolégicas El tipo de

sistema de expresion se selecciana en funcion de varios parametros como son:

Amplia conocimiento y disposicion de técnicas de manipulacién del sistema de
expresion

» El rendimiento de la produccion de la proteina de interés

v

En el caso de las enzimas es importante la recuperacion de la actividad de la enzima

recombinante

v

Exito en las modificaciones y procesameinio post-traduccional

1%

Plegamiento correcio y glicosilacion de la proteina de inmerés

Viabilidad econdmica

v

34

El proceso posterior de purificacién

El uso de bacterias v levaduras como sistemas de expresion ha sido ampliamente eswdiado,
en especial para levaduras. Las tevaduras combinan Iz facitidad de manipulacion genética y

cultivo de /2 coli con 1a capacidad eucariota de realizar modificaciones post-traduccionales
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sobre las proteinas como las glicosilasiones, formacion de puentes disulfuro y el

procesamiento proteglitico,

2.5.1 Pichia pastoris como sistema de expresién

Pictia pasioris es vna levadura metiloicofica facultativa que perienece al grupo de los
ascomicetos, se reproduce por gemacion, la formacién de la espora es homotalica y su
dotacién gendmica es haploide. Las principales fuentes de carbono que puede asimilar son
glucosa, metanol, glicerol y etancl Como fuente de nitrogeno asimila amonio (Cerenghino
y Cregg, 2000).

El interés por esta levadura surgié en 1969, cuando se descubrio la capacidad de esta
especie de crecer en metanol como anica fuente de carbono (Higgins y Cregg, 1098). Se
utilizd en los aios 70 para la produccion de proteina unicelular (SCP) a partir de metanol y
en la década de los 80°s dejo de ser un proceso viable, por lo que los esfuerzos se enfocaron
a desarrollar un sistenia de expresion de productos heterdlogos. Se aislé el gen de la alcohol
oxidasa 1 (AOX1) y su promotor, se generaron una serie de vectores, cepas y métodos para
la manipulacion genética de /. pastoris. Estos avances, en conjunto con (os que ya se tenian
sobre medios de cultivo y operaciones en biomreacior desarrollados para la SCP,
desembocaron en un sistema de expresién con el que se obticnen aftos niveles de
produccion de proteinas heterdlogas de interés académico e industrial (Cregg e/ al.. 1985)
Este sistema de expresion se ha convertido en uno de los més utilizados para la expresion
de proteinas heterdlogas de eucariotes y es una alternativa eficiente al uso de S. cerevisiae

por diferentes factores como son:

¥" Es un organismo unicelular de facil manipulacién y cubtivo.

AN

Se pueden aplicar las téenicas de manipulacion genética de 8. cerevisioe.

v Se consiguen grandes niveles de expresion de proteina heterdloga intra y
extracelular en medios sintéticos y baratos.

v Tiene un promotor fuerte (wox/) de facil manipulacion, eficiente, inducible por

metanol y fuertemente reprimido por otras fuentes de carbono como son glucosa y

glicerol
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¥ Dado que es un microorganismo eucariote es capaz de realizar modificaciones post-
traduccionales de las proteinas expresadas.

¥ Tiene un metabolismo fundamentalmente respiratorio que facilita el desarrollo de
cultivos a elevada densidad celular.

v No produce hiperglicosilacion de proteinas, disminuyendo la respuesta
inmunogénica de los organismos en donde se han de aplicar.

v Dado que es haploide cualquier modificacién genélica se manifiesta
genotipicamente en generaciones posteriores.

v No excrela practicamente proteinas nativas extracelulares, facilitando la
recuperacion y punificacion de la proteina heterologa.

¥" Es un sistema de expresion rapido, facil y economico.

2.5.1.1 Metabolisme de metanel en P. pasioris

El sistema se basa en la regulacion del promotor del gen aox/, inducible por metanol. La
enzima alcohol oxidasa (AOX) es la responsable de catalizar el primer paso de la ruta de
degradacion de metanol a formaldehido, obteniéndose como subproducto perdxido de
hidrogeno Este es un componente toxico para {a célula por lo que unliza catalasas para su
degradacion. Este proceso consume oxigeno, ¢l cual se utiliza como aceptor final de
electrones. Esta reaccién se leva acabo en el jnterior de los peroxisormas La AOX puede
llegar a representar hasta el 30% de la proteina total celular soluble. Este hecho es
importante, ya que la expresion de la proteina heterdloga bajo el promotor anx/ puede

traducirse en una gran produccién de la proteina de interés (Cregg et o/ |, 1993),

En la oxidacion completa de metanol en levaduras metilotroficas se diferencian dos vias
metabolicas distintas, la via disimilatoria y la asimilatoria. En la primera, se comienza con
la salida del formaldehido del peroxisoma, este compuesio se oxida secuencialmente hasta
acido formico y dioxido de carbono, obteniéndose energia en forma de NADH. Esta ruta
tiene un papel detoxificador del formaldehido (Ferrer e/ o/, 2001). En la via asimilatoria, s¢

generan iriosas y ATP a partir del formaldehido inicial (Goodman, 1985)
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2.6 Otros sistemas catalizados por enzimas

La introduccion y/o eliminacion adecuada de grupos protectores en la sintesis de
compuestos organicos es una de las transformaciones sintéticas mas utilizadas e
importantes en quimica organica. Uno de los problemas principales en la sintesis quimica
es la necesidad de introducir o remover moléculas regioselectivamente, 1o cual no se ha
poedido resolver con las heramientas quimicas clasicas, En este sentido las enzimas
representan una alternativa muy importante, ya que pueden llevar a cabo transformaciones
con una alta quimio- y regioselectividad (Jeeger ef af | 1999, Sharma er ¢/, 2005). Enzimas
como lipasas y esterasas que puedan actuar en presencia de solvenies organicos son muy
importantes en ¢l drea de biocatalisis en quimica organica (Bornscheuer, 2002). Estas
enzimas s¢ pueden utilizar en la modificacion sustratos aromaticos vy alifaticos
polihidroxilados. Se haun reportado algunos estudios de aplicacion de lipasas en
biotransformaciones de fenoles, flavonocides y conduritoles. Dentro de estos, los
flavonoides representan un grupo muy importante por sus propiedades antes descritas y en
este sentido la regioproteccion/desproteccion de Jos mismos es muy importante (Kadereit v
Waldmann, 2001). Algunos autores han trabajado en el aumento de sofubilidad de esios
compuestos por la via de quimio-enzimadtica de acetilacion/desacetilacion de flavonoides.
Es decir, se acetila completamenie 1a molécula por la via quimica, 1o cual aumenta la
solubilidad en solventes, pero elimina la propiedad antioxidante debido a la acetilacion de
los grupos funcionales. Se realiza entonces 1a desacetilacion selectiva por la via enzimética,
recuperandose la actividad antioxidante cuando la enzima es capaz de desacetilar en la
posicion que le confiere esa propiedad a la molécula En este sentido se ha reportado que
las lipasas de Candida anarctica y Mucor miehei han funcionado exitosamente (Lambusta
et al., 2003: Ardhaoui ef al., 2004") En algunos estudios se ha visto que los compuestos
fendlicos acetilados tienen uvna actividad biologica igual o incluso mayor que la del
compuesto sin acetilar. También la aplicacion de estos compuestos se encuentra limitada en
el drea de farmacia y alimentos por su baja solubilidad en ambientes hidrofdbicos. De ahi
que la sintesis de compuestos fendlicos lipofilicos (lipofilizacidn) por via guimio-
enzimatica sea una altemaliva importante (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005).
También se ha reportado el uso de las lipasas de Fusarivm globulosum y Aspergitlus

carneus en la acetilacidn/desacetilacion de compuestos polifendlicos intermedianios
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importantes para Ja sintesis de compuestos fenolicos bioactivos (Gulau e of, 2001,

Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005; Fragopolou ¢/ af,, 2007)

2.7. Compuestos bioactives

Los compuestos bicactivos neutralizan acciones nocivas de cienas sustancias en el ser
humano. Pueden tener propiedades anticancesigenas. antitumorales, antiinflamatorias y
antioxidantes enire ofras (Carbonneau ef «f, 1998, Silva ef ol 2000). Se encuentran
ampliamente distribuidos en frutas, verduras, cereales integrales, leguminosas y leche.
Dentro de las sustancias quimicas que gjercen esta actividad se encuentran 10s compuestos

fendlicos, trterpenos y flavonoides (Andlahuer y Furst, 2002)

2.7.1 Acidos hidroxicinimicos

Son compuestos fendlicos con un anillo aromatco que contiene UNG O NAS GUPOS
higroxilo, que le confieren una propiedad antioxidante natwral. Los mas importantes son
acido sindpico, acido cafeico, acido cumarico y acido ferdlico. Nomialmente se encuentran
esterificados a azicar o 4cidos orgémicos. El dcido p-cumirico (3-fenil-(4-hidroxi)-2-
propenoico) se encuentra principalmemte en frutas (manzana, ciruela, uva y ardndano) y
vegetales (tomate, brécoli, zanahoria y espinaca) Le confiere a los alimentos propiedades
como estabilidad, color y fragancia (Maldonado e/ al., 1998). El acido ferilico (3-fenil-(4-
hidroxi-3-metoxi)}-2-propenocico) est en mayor cantidad en la cascarilla de maiz, en granos
de trigo, cebada, sorgo y avena. Se encuentra en vinos, café y cerveza, donde influye en el
sabor. Se utiliza en alimentos como inhibidor de sabores amargos, precursor de vainillina,
en perfumeria y cremas que protegen contra rayos UV, tiene propiedades antitumorales y

anticancerigenas (Silva er al., 2000).

2.7.2 Triterpenos

Se encuentran en produclos de soya y granos. Dentro de sus aclividades biologicas estan
prevencion de cancer de pulmones, glandulas mamarias, colon, estémago y prostata,
propiedad anti-VIH, antibacterianos y auxiliar en tratamiento de ateroesclerosis Ejemplo
de estos compuestos son la B-Amirina y el colesierol. La f~Amirina es uno de los

triterpenos mas comunes e importantes, Los estudios de actividad biologica revelan
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propiedades anti-inflamatorias y antioxidantes. Este compuesto evita la peroxidacion de
lipidos y el dafio a membranas en el sistema biologico, que causan inflamaciones asi como
el cancer (Takahashi ef al., 1999). El colesterol es un componente muy importante en las

membranas plasmaticas de animales y es un precursor de vitamina D y hormonas sexuales.

2.7.3 Flavonoides

Los flavonoides son una clase de compuestos fendlicos y se encuentran en casi todas las
plantas. Muchos estudios han reportado que presentan actividades biologicas como:
antioxidantes, anticancerigenos y antimicrobianos, En su mayoria los beneficios de los
flavonoides son atribuidos a su capacidad de inhibir la peroxidacion de los lipidos y a sus

propiedades quelantes (Mellou ef al., 2005).

2.7.4 Acido kéjico

Aspergillus, Acteobacter y Penicillum producen el acido kéjico, el cual es un antibiotico. Se
ha encontrado en diversas fermentaciones comestibles y en bebidas orientales (frijol de
soya, sake y jugo de soya). Se emplea comunmente en la industria alimenticia como aditivo
para prevenir el oscurecimiento enzimatico y en cosmeéticos, ya que posee efectos en el

blanqueamiento de la piel y filtracion de rayos UV (Synytsya et al., 2007).
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3. JUSTIFICACION

El presente trabajo se desarrolld con el fin de caracterizar molecular y bioquimicamente la
esterasa Stcl, la cual esia involucrada en la via de biosintesis de esterigmatocistina (S8T) que
¢s un precursor de allatoxinas. Se profundizo en el estudio de la expresion de la enzima,
debido a que ya existe una secuencia reponada que codifica para una proteina de 31 kDa,
que difiere de las secuencias abtenidas en bases de dalos de secucncias de expresion. Se
encontro una regién N-terminal adicional no reportada que también pertenece a la enzima y
se decidio estudiar también el papel que desempedia esa region en las propiedades
cataliticas de la enzima por lo que se clond y expresé tanto ¢l gen sic/ completo (Nsicd)

como su version truncada ya reportada (s/cl) en Piclia pastoris.

El andlisis jn silico del genoma de A. nidulans mosird la presencia de vanas lipasas y
esterasas. Sin embargo, consideramos que tanto bioquimica como fisiologicamente, |a
esterasa Stel es un modelo interesante a estudiar que aun no ha sido evaluado. Ademas,
desde un punio de vista biocatalitico, esta enzima es importante dado que se encuentra
involucrada naturalmenie en la biosintesis de moléculas ciclicas y puede por tanto

utilizarse eo reacciones de biocatalisis de importancia industrial,

También es muy importante conlar con nuevas enzimas que puedan catalizar reacciones
con una alta quimio y regioselectividad. Se explord por lo 1anto el uso de esta enzima en
reacciones de desacetilacion de compuestos fendlicos bioactivos, los cuales tienen una gran

importancia en el area de alimentos y farmacia.
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4. HIPOTESIS

b

# Si ¢l dominio de 29 aminoacidos hacia ¢l extremo N-terminal de la esterasa Stel es
parte do la proteina madura, entonces scra posible idemificar su presencia en el
transcrito y en 1z proteina expresada.

¥ §i el dominio de 29 aminocacidos hacia el extremo N-terminal de la esterasa Stel

influve en sus propiedades bioquimicas, entonces la estabilidad de la enzima, su

especificidad de sustrato & la regioselectividad seran diferentes en la proteina

completa (Nsicl) con respecto a fa proteina tuncada (Stcl).
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5. OBJETIVOS GENERALES:

Caracterizar molecularmente la esterasa Stcl de Aspergillus nidulans.
Determinar la funcion de la region N-terminal de la esterasa Stcl en sus
propiedades enzimaticas.

Establecer el uso potencial de la enzima en biocatalisis.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

Estudiar los patrones de expresion de la Stel bajo diferentes condiciones de
cultivo de Aspergillus nidulans.

Clonar y expresar el ADNc completo de nste/ y su version truncada en Pichia
pasioris.

Caracterizar bioquimicamente las enzimas recombinantes.

Establecer la funcion de la region N-terminal adicional en las propiedades
cataliticas de la enzima.

Evaluar el uso en biocatalisis de las enzimas recombinantes en la desacetilacion

de compuestos fenolicos bioactivos.
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6. MATERIAL Y METODOLOGIA

6.1 Microorganismos empleados

El microorganismo vtlizado {ue Aspergilius midulans PW1, cepa auxdtrofa por arginina
proporcionado por el Dr Jesus Aguirre, del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Las
esporas de A. nidulons se cosecharon de placas con medio minimo (Kafer, 1977). Se
colectaron en solucidn al 0.1% de NaCl y se conservaron a 4°C en silica gel (Kawasaki ef

al.. 1995)

Para la clonacion y expresion en lIscherichia coli se utilizaron las cepas: & coli DHSo (F
D80d/acZDNVISA (lacZY A-acgF) U169 endAl recAl hsdR17 (rg- my+) deoR -1
supE44 d~gyrA96 relAY) y L. colr BL2Y (DE3)Y (F ompT hsdSB (rg” mg™) gal dem (DE3)).
Se utilizé el vector pET 20b (+) (Novagen).

Para la clonacién y expresién en Pichia pasioris se ulilizéd la cepa silvestre P. pasioris X-33

y el vector pPICZaB (Invitrogen),

6.2 Medios y condiciones de cultiveo

A. nidulans se crecié en medio minimo y optimizado como controles de no induccin de ST
como ya se ha descrito previamente (Kafer, 1977 Pefia-Montes ef al, 2008) En
condiciones de induccion para 8T, 4. nidulans se crecio en medio con avena, medio YES y
en medio con jarabe de maiz de la misma forma en que fueron descritos por Keller ef ol.

(1994), Keller er af. (1997) y Kelkar ef al. (1997), respectivamenite,

E. colf se crecid a 37°C en medio Luna-Bertani (LB) (1% extracto de levadura, 0.5%
Bacto-triptona y 1% NaCl) y LB bajo en sales (con 0.5% de NaCl) Para seleccidon de
clonas recombinantes, a las placas con LB 6 LB bajo en sales se les adiciond 100 ug

ampicilina/ml & 25 yg zeocina/ml, respectivamente.

P. pasioris se crecid en medio “Yeast Extract Peptone Dextrose” (YPD) que contiene 1%

(p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) peptona y 2% (p/v) dextrosa. Para la seleccion de
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clonas recombinantes, a las placas con YPD se les adiciond 1| M sorbitol y 100 pg/ml
zeocina, constituyendo el medio “Yeast Extract Peptone Dextrose Sorbitol” (medic YPDS).
Las clonas que secrelaron la enzima extracelularmente se seleccionaron en medio YPD con
0.5% (p/v) de dexirosa, 1% (v/v) tributitina y 100 pg /ml zeocina, constituyendo el medio
“Yeast Extract Peptone Dextrose Trbuiyrin” (YPDT). La induccién se mantuvo
adicionando 200  de metanol cada 24 horas (h). Las clongs positivas que gencraron halos
se crecieron duranie 24 h en medio liquido “Buffered Glycerol Complex Medium”
(BMGY), &l cual contiene 1% (p/v) extracto de levadura, 2% (p/v) pepiona, 100 mM de
fosfato de potasio, 1,34% (p/v) bases nitrogenadas sin aminoacidos, 4x10°° % (p/v) biotina
v 1% (v/v) glicerol con pH ajustado a 6. Para la induccion, las células crecidas en BMGY
se centrifugaron (3000 x g, 10 minutos (min)) y resuspendieron en medio “Buffered
Methanol Complex Medium™ (BMMY), el cual contiene medic BMGY con 0 5% (v/v) de

metanol en lugar de glicerol.

6.3 Produccitn de anticuerpos anti-Stel

Los anticuerpos se generaron en conejos, utilizando como antigeno un péptido sintético
diseitado por Sigma-Genosys (The Woodlands, TX). Dos congjos “New Zealand White”, se
inyectaron subcutdneamente con 200 pg de péptido conjugado a KLH en adyuvante
“Complete Freund’s” (CFA) en la primera inmumizacién. Para las inmunizaciones
posteriores se unilizé adyuvante “Incomplete Freund’s™ (IFA) ¢n una proporcion 11 (viv).
Despues de 14, 28, 42, 56 v 70 dias, se inyecto a los conejos con 200 pg de péptido en 1FA,
Se colecto suero en las siguientes etapas: preinmunizacion, 49 y 63 dias y se evalud la
especificidad por inmunoanalisis, Finalmente después de 77 dias de inmunizacion, se

desangraron los conejos y se colects el suero.

6.4 Acondicionamiento de los extractos celulares de A. nidulans para inmunoanilisis

Para la inmunodeteccion de la proteina Stel en los extracios cefulares del micelio de 4.
midulans crecido en condiciones inducidas y no-inducidas para ST, se prepararon las
muestras de la siguiente manera, el micelioc en el caso de medios liquidos, se colecto por
filtracion, se lavo con el amortiguador B (10% glicerol, 25 mM DTT, 0.3 M NaCl, 50 mM

amortiguador de fosfatos pH 7.5, una tableta de inhibidor de proteasas para 50ml
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“complete” (ROCHE)) y se pulverizo hasta obtener un polvo {ino en mortero con nitrégeno
liquido. En el caso de medio solido (avena y avena con A. mdulans), se pesaron 20 g de
muestra, se adicionaron 2 mi del amortiguador B y se pulverizaron de la forma descrita,
Posteriormente, se resuspendieron 10 g de muestra pulverizada en 100 ml de amoniguador
B y se agitaron toda la noche a 170 rpm, 4°C. Posteriormente se centrifugbd a §000 rpm,
durante 20 min, 4°C. El sobrenadante se colectd y se concentrd 1:10 por vltrafiltracién con
una membrana con limite de exclusion de 10 kDa. Finalmente las muesiras con la
concentracion de proteing deseada se precipitaron con acido tricloro acélica (TCA) v se
resuspendieron en el amortiguador de¢ carga Posteriormente s¢  analizaron por

inmunoanalisis (“Western biot”)

6.5 Inmanoanaligis

Después de 77 dias de inmunizacion, e) antisuero se probo con la dilucién 1:40,000. Para la
transferencia de proteinas a membrana de polivinilidenofluoruro (PVDF), los extracios
celulares de A. nidilans con una concentracion de proteina de 30 pg se resuspendieron en
amortiguador de carga para condiciones desnaturalizantes con dodecilsulfato sodico (SDS)
y 100 mmol/L ditiowreitol (DTT) y se calentaron de 80°C a 100°C durante 5 min. Las
proteinas se separgron en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) al
12% vy se transfirieron a ung membrana de PVDF (Immobilon P, PerkinElmer) de acuerdo a
las técnicas descritas por ¢l proveedor y se utilizo ¢l equipo de transferencia semiseco
“Trans-blot Semy-Dry clecirophoretic wansfer cell” (Bio-Rad). Se unlizaron marcadores
pretefiidos de bajo peso molecular (Bio-Rad). Después de la transferencia Ja membrana se
sumergio en amortiguador de fosfatos salino (PBS) durante 5 min, posteriormente se
transfirio a la solucion blogueadora (amortignador PBS con 0.1% Tween 20 v 5% leche
“Skim Milk”) y se incub6 toda }a noche a 4°C. La membrana se incubd después con el
antisuero (anti-Sicl) a la dilucion deseada en solucién blogqueadora por 3 h (lemperatura
ambiente). Se lavé posteriormente tres veces con PBS con 0 1% de Tween 20 durante 15
min y se incubd con el anticuerpo secundario “goat anti-rabbit [gG” con fosfatasa alcalina
(Bio-Rad) diluido 1:10,000 en solucién bloqueadora durante 2 h a temperatura ambiente,
Finalmente la membrana se lavd 2 veces con PBS con 0.1% de Tween 20 durante 15 min y

se reveld la actividad de la fosfatasa alcalina a pH 9.5 con niwroazul de tetrazolio y $-
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bromo-4-cloro-3-indolil fosfato hasta observar bandas color plrpura. La actividad se
detuvo sumergiendo la membrana en S0 mM de dcido etleno diamino tertrasodico
(EDTA).

6.6 Determinacién de Ia concentracién de proteina
Se determind con la técnica de Bradford (Bio-Rad) de acuerdo al prowocolo descrito por el

proveedor y se utilizé albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

6.7 Electroforesis de proteinas
Se prepararon geles de poliacrilamida SDS-PAGE y nativos al 12 % por ¢l método de

Lacrimli (1970). Se utilizaron estandares de bajo peso molecular (Bio-Rad).

6.8 Ensayo de actividad enzimstica

Se detennind por dos técnicas: (i) La actividad de esterasa se midié a 37°C, pH 7.5, 3 410
nny con acetato de p-nitrofenilo (pNPA) (10 mM en dimen) sulfoxido (DMSQ)), se utilizéd
un coeficiente de extincién molar de 14,500 { mol” em™ (410 nm, pH 75, 50 mM
amortiguador de fosfato de s0dio). Una unidad de enzima (U) se definié como la actividad
que hibera | pmol de sustrato por minwo (Sugihara y Tani, 1991) y (1) Actividad de
esterasa con o-nafiil acetato (-NA) en microplacas como lo describen Kakanarl ef al.

(2000).

6.9 Zimogramas para deteccion de actividad de esterasa

Después de la electroforesis, el gel SDS-PAGE o nativo se lavd por inmersidn en agua
destilada 5 min y posteriormente en amortignador de fosfatos 0.1 M, pH 7.5 por 30 mjn a
temperatura ambiente con agitacion consiante. En el caso de los geles SDS-PAGE, se
realizé un tercer favado en las mismas condiciones, pero adicionando 5% Triton X-100 al
amortiguador de fosfatos y se dejo en esta solucion durante 30 min Posteriormente, el gel
se sumergio en amortiguador de fosfatos con 0 3% Triton X-100 por 6 h y se enjuagé 15

min con amortiguador de fosfatos
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Para revelar la actividad de la enzima “mr sin/” en gel, ya sea nativo o SDS-PAGE, se
incubd a temperatura ambiente con 1a solucion A (3 mM a-naftil acetato, 10% (v/v) acetona
en {00 mM de amortiguador de fosfatos, pH 7 5) que contiene el sustralo por 10 min y 3
min con la solucién B (1 mM “Fast Red TR”, 0.1% (v/v) Triton X-100 en 100 mM de
amortiguador de fosfatos, pH 7 5). La actividad de esterasa se detectd por |a aparicién de

bandas de color marrdn Una vez observadas, el gel se iransfirié a agua destilada.

6.10 Bioinformitica

La sccuencia del gen ste/ se¢ obtuve del GenBank™ y se realizé una bisqueda de
secuencias homdélogas al gen sic7 (BLAST) en la base de datos del genoma de A. nidulany
en ¢l “Whitehead Institute” (Galagan ef of., 2005). También se identificaron secuencias de
expresion (EST's) para el gen stc/ realizando una busqueda de secuencias dentro de |a base
de datos de secuencias de ADNc de 4. widnians (Roe et al, 200)). Adicionalinenie se
identificaron secuencias homologas a sicf en las bases de datos: GenBank™ |, LED (“The
Lipase Engineering database™) y ESTHER (Fischer y Pleiss, 2003; Hotelier ef «l., 2004).
Las secuencias se analizaron con los siguiemies programas’ DNA sinder (Douglas, 1994),
ClustalW (Larkin er a/ . 2007), BioEdit Version 7.0 7 (Hall, 2007), Genefinder (De Caprio
er al., 2007), Genescan (Burge y Karlin, 1998) y Expasy Translaie Tool (Gasteiger ef of ,
2003). La prediccion de secuencia sefal se realizo con el programa Signal P v 3 (Bendtsen
eral, 2004).

Los modelos estructurales se obtuvieron con los programas: ESyPred3D (Lamben et al,
2002) y se verificaron con el programa “WHAT IF” (Vrend, 1990). La seleccion de
estructuras molde se llevé a cabo utilizando el método de reconocimiento de plegamiento e
identificacion de homélogos distantes (mGen THREADER) (McGuffin y Jones, 2003)
Este método utiliza un alineamiento de perfil-perfil y estructura secundaria predicha con el
programa PSIPRED (Jones. 1999). Esto aumema la sensibilidad y la precision de los
alineamientos presentados. De acuerdo a este programa, los homélogos mas cercanos a la
proteina Nsicl son: una esterasa de heroina de Rhodococcus sp (19 % de idemidad en la
secuencia de aa) (Zhu er af, 2003y y una esicrasa termofilica de Alicyclobaciiius

acidocaldarius (30% de identidad en la secuencia de aa) (De Simone ef al., 2000, 2004).

34



Material y Metodologio

Ambas estructwras cnistalograficas se utilizaron como molde para el modelado por
homologia de las proteinas Nstcl v Stcl. Los codigos de acceso a la base de datos PDB
(“Protein Data Bank™) para las proteinas molde son. {LZL (esterasa de heroina) v 1QZ3

(esterasa termofilica).

Para el analisis filogenético, las secuencias de aminoacidos se alinearon con el programa
ClustalW v en base al alineamiento se construyo el arbol filogenéiico por el método
“neighbor-joining” (Saitou y Nei, 1987). Se verifico por “1,000 booistrap replicates”. El
andalisis filogenético se realizé con el programa MEGA version 3 (Kumar e/ /., 2004). Los

. A .
ntimeros de acceso en el GenBank '™ de 1as secuencias de esicrasas usadas son:

Aspergilus nomis (AAS90054) Aspergilus flovus (AASI0006)
Asperglius orvzne (BAE71321) Aspergiling porasiticus (AANT6333)
Aspergiiius mger (XP_001394825) Aspergillys fumigoms (XP_ 749730y
Aspergillus flavus (AAOL7921) Aspergilfus nidulons (AN5365 2)
Aspergdius clavatus (XP_001273711) Penictthum cvclopium (AAF82375)
Oleomonas sagarenensis (BAAS2510) Alyciclobacillus acidocaldorivs (TEVQ_A)
Sulfolobus solfaoricus (NP_343858) Sulfolobus solfataricus (NP_243862)
Burtholdena sp. (YP_166466) Pseudomonns aerugmosa (YP_001348220)
Pseudomonans fluorescens (YP_348594) Fronkia sp (YP_001307469)
Corvacbacterunm jeikeium (YP_250326) Sphingopyxis alaskensis (YP_616595)
Gibberella reae (XP_389288) Mornxella sp. (P2A44R4)

6.11 Aiglamiento de ARNm y RT-PCR

Se colectd por filtracion el micelio de A. mdilans crecido en condiciones de no induccion
(medio minimo y optimizado) por 24 b y de induccion (medio YES, jarabe de maiz y
avena). También se uiilizd como conirol negativo la avena sin A. mdnlans incubada en las
mismas condiciones El micelio se lavé con el amoriguador A (10 mM EDTA, 01 M
NaCl, 40 mM Tris-HCl pH 8.0} y se pulverizd en un mortero hasta obtener un polvo fino en
presencia de nitrogeno liquido. Se aislé el total con el kit “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen,
Valencia, CA) y se purifico el ARNm con el kit "PolyATrack ARNm isolation system”
(Promega, Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del proveedor Se sintetizo
ADNec con el kit “cDNA cycle” (Invitrogen) y se usé como templado para las reacciones de

PCR. Adicionalmente se utilizé una genoteca de ADNc de A niduloms en A-ZAPI
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construida por R. Aramayo y comprada en el “Fungal Genetics Stock Center”, Kansas City,
Kans. Se aslo el ADN del fago de acuerdo a los protocolos descritos en el manual para la
construccion de genotecas de ADNc en AZAP. Para los ensayos de RT-PCR se utilizé la
enzima Hotstar Tag ADN polimerasa (Qiagen) y los siguientes oligonucledtidos: Forward-
1, nStcf-F: 5T CCT CTG CAG CAG ATT CCA AGC TAT CAG AGC CAT G 3'; Forward-
2, stcl-F, 5"-CCT CTG CAG CAC AGG GAT GGA AGA CGA TAG-3" y Reverse stcl-R,
5'- TGA GCG GCC GCT TAC TCA CAA ACC CAG C 3" La amplificacién por PCR se
realizo de la siguiente manera | ciclo (95°C por 8 min), 30 ciclos (95°C por | min, 50-

60°C por 40 segy 72°C por | $ min) y un paso final de extension (10 min a 72°C)

6.12 Expresidn de stcl en E. coli

6.12.1 Construccion del plasmido pETstc/

El gen sfe/ se amplifico como se describi6 en la seccidn anterior a panir de la genoteca de
ADNc construida por R. Aramayo. Los oligonucledtidos usados son: Forward sic/-F1, §'-
CCT GAT ATC CAG GGA TGG AAG AGC ATA G -3° y reverse ste/-R1, 5’- TGA CTC
GAG TTA CTC ACA AAC CCA GC -3°, introduciendo los sitios de corle para las enzimas
de restriccion Feo RV en el extremo §'y Xho [ en ¢ extremo 3. Los fragmentos de PCR se
digirieron con Eco RV y Xho 1y se insertaron en los sitios respectivos del veclor pET 20b
(+) generando el vector pETsse/.

Se utilizaron las éenicas de ADN recombinanie descritas por Sambrook e/ al. (1989)

6.12.2 Expresién en E. coli

Se transformaron células competentes de £ coli BL21 (DE3) con el vector pETsief por
electroporacion en el electroporador “Gene Pulser 11" (Bio-Rad) de acuerdo al protocolo
descrito por el proveedor en el boletin 3112-7 con un pulso con voltaje de 2.5 kV,
capacitancia de 25 uF vy resistencia de 200  Las clonas recombinantes se crecieron a 37°C
en 500 ml medio LB hasta alcanzar la fase exponencial (ODgp=0.4-0 8) La expresion de
{a proteina se indujo con la adicion de IPTG (con una concentracion final de 0.05 mM).
Después de 3 h de induccion a 4, 25 6 37°C, se colectaron las células por centrifugacion

(8,000 x g, 15 min) y se lavaron con amortiguador de fosfato de potasio 30 mM, pH 75 a
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4°C, Posteriormente se resuspendio el boton celular en solucion de lisis (amortiguador de
fosfato de potasio 50 mM pH 7.5, ImM EDTA, 0.3 M NaCl, 10% (v/v) glicerol, 0.5 mg/ml
lisozima, 0.03 mg/ml ADNasa y 0 5 mM DTT) y se incubé 20 min a 30°C Los extractos
celulares de £ cofi se sonicaron a 4°C [3 veces por 2 min, potenicia 4 y S, 50% “output”,

Branson Sonifier 250 (Branson, Dietzenbach, Germany)].

6.12.3 Aislamiento de las fracciones periplasmica, citoplasmitica soluble ¢ insoluble.
Se realizaron de acuerdo a las técnjcas descritas en el manual del “pET systemy” (Novagen).
Para extraccion de la freccion del perisplasma se evalud ademas la metodologia de Sroga y
Dordick, (2002). Se realizé 1a induccion a 25 v 37°C, las células se centrifugaron (8,000 x
g. 15 min) vy se resuspendieron en la solucién osmatica 1 (20mM Tris pH8, 2 SmM EDTA,
2mM CaCls, 20% sacavosa ajustando una DOgome de 5. Se incubaron 10 min en hielo y se
centrifugaron a 4°C en las mismas condiciones. Posteriormente se resuspendieron en el
mismo volumen de la solucion osmdtica 11 (20 mM Tris pH 8, 2.5 mM EDTA, 2 mM

CaCly). Se incubaron 20 min en hielo y se centrifugaron en las mismas condiciones.

6.12.4 Aislamiento de cuerpos de inclusién y replegamiento de Ia enzima

Se realizé de acuerdo a las técnicas descritas por Vuillard er of. {1998) Brevemente, para la
solubifizacién de fos cuerpos de inclusion se resuspendid el boton celular de 500 ml de
cultive en medio LB, en el amortiguador A (50 mM acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperacinaetanesulfonico (HEPES)-NaOH pH 7.5, 0.5 M NaCl, 1 mM fluoruro de fenil-
metilsulfonilo (PMSF), 5 mM DTT y 0.35 mg/ml lisozima) y se incubd durante 30 min a
20°C, Postenormente se adiciond Triton X-100 con una concentracion final de 1% (viv) v
se sonico en frio por 30 seg. El extracto se tratd con ADNasa 1 (20 mg/L) por { h a 37°C,
Los cuerpos de inclusion se sedimentaron por centrifugacion a 30,000 g durante 30 min a
4°C. El botén se lavo 2 veces con PBS con 1% triton X-100 (v/iv) v se centrifugd a 30,000 g
durante 30 min a 4°C después de cada lavado. El botén que contiene los cuerpos de
inclusion se solubilizé con 2 ml de amortiguador B (50 mM HEPES-NaOH pH7.5, 6 M
guanidina HCI, 25 mM DTT) y se incubo | h a 4°C. Finalmente, ¢l matenial insoluble se
removid por centrifugacidn a 100,000 g durante 10 min Se determiné la concentracion de

proteina v se ajusto a | mg/mi con amontiguador B para ¢l replegamiento.
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Para el replegamiento, la solucion de proteina amerior se diluyé 1:10 rapidamente en
amortiguador C pre-enfriado {50 mM HEPES pH 7 5, 0.2 M NaCl, | mM DTT, I M “non
detergent sulfobetaine™ (NDSB256 o NDSB201), La conceniracion final no excedio de
0.05 a 0.1 mg/ml. Se dej6 con agitacion (100 rpm) durante 1 h a 4°C. Finalmente, se
eliminé la guanidina y NDSB por dialisis con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.5

también se utiliz6 la técnica descrita por Rudolph y Lilie, {1996).

6.13 Clonacion y Expresidn de stc¥ y nstcl en Pichia pastoris.

6.13.1 Construecibén de los vectores pPICsicl y pPICnsict

Para la clonacion de nstel en el vector pPICZaB, se introdujeron al amplicon por RT-PCR
los sitios de conte para fas enzimas de restriccion Pst Ly Not [, El vector se encuenira bajo
el control transcripcional del promotor de la alcohol oxidasa (AOXI1) y contiene una
secuencia codificadora para una senal de secrecion del facior « de §. cerevisive que facilita
la recuperacion de la enzima heterdloga Aunque el sistema permite la adicién de una cola
de histidinas en la regidn C-terminal, se decidié no incorporarla a la proteina para evitar

mas modificaciones de la misma

Considerando la presencia de un intrdn dentro de la secuencia gendmica del gen nsicl,
existian dos posibilidades para ¢l aislamiento del mismo: utilizar 1a genoteca de ADNe
construida por el Dr Aramayo 6 partir de ADNc obienido del aislamienio de ARNm Se
utilizd en un primer intento la genoteca de ADNCc, partiendo del hecho de que se reportaban
dos secuencias EST para la Stcl en esta genoteca. El gen nste/ completo se amplifico del
ADNc con los cebadores nsic/-F y sic/-R a los cuales se les afadieron los sitios de
restriccion para Pst 1y Nos 1 respectivamente, con el objeto de facilitar su posterior
clonacién en el vector pP1CZa. Para la extraccion y purificacién del ARN se utilizo e} kit
RNAeasy {Qiagen) con algunas modificaciones en el tratamiento previo a {a extraccion de
la muestra Se verificd la concentracion del ARN con el equipo Nanodrop, obteniéndose
una concentracién de 509.7 ng/ul. Se realizé la sintesis de ADNc con el k7 cDNA sintesis

(Invitrogen) segin las recomendaciones del proveedor con dos ciclos de sintesis. La
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concentracion de ADNc obtenida fue de 3280.8 ng/ul. El ADNc se utilizd como templado
para los siguientes ensayos de PCR con los cebadores previamente descritos. Los
fragmentos de PCR se digirieron con las enzimas Pst 1y Nof 1 y se insertaron en los sitios

respectivos del vector pPICZoB generando el vector pP1Cnsicl.

La version truncada del gen sre/ (sin los 29 aa en la regién N-terminal) se clond utilizando
los mismos sitios de restriccion. Se realizé un PCR con los oligonucledtidos stcf-F y sfel-R.

Se wilizd la polimergsa Pfu (Fermentas).

El producto nsiclF-s1cIR o6 stelF-sicIR para la clonacion en el vector de expresion pPICZoB
se purifico empleando un gel preparativo de agarosa al 1% y posteriormente se purnificé
empleando el kit QlAquick (Quiagene) para purificacion de ADN a partir de bandas en
agarosa. Posteriormente el producto se digiric con las enzimas Psr 1y Not 1 en
amortiguador naranja de acuerdo al cédigo del proveedor (Fermentas) en el que ambas
enzimas tienen ef 100% de actividad Lo mismo se hizo con el vector. Ambos producios de

digestién se purificaron nuevamente a partir de un gel de agarosa usando el kit QlAquick.

Se realizo la ligacion del fragmento correspondiente al gen nsic/ con el vector pPICZa
ambos previamente digeridos. Se utilizd ADN ligasa de T4 (Fermentas) con su
amortiguador que contiene | mM de ATP, La ligaciéon se realizo durante toda la noche a 16
°C y el producto de ligacion (2 pl) se utilizé para transformar células competentes de E.
coli DHSa, que seplaquearon en medio LB con zeocina (25 pg/ml). Se purifico el plasmido
pPICnsec! de una de las clonas recombinantes de /2 cofs, se lineanzd con la enzima Pme [y

se unlizé para transformar células de P. pastoris X-33 por eleciroporacion,

6.13.2 Clonacién en E. coli

Se wansformaron células competentes de DH3a por electroporacion con los vectores
pPICsecl y pPIChsic! en el equipo de electroporacion “Gene Pulser 117 (Bio-Rad) con un
pulso con voltaje de 2.5 kV, capacitancia de 25 pF v resistencia de 200 © de acuerdo al
protocolo descrito por el proveedor en ¢l boletin 3112-7 Las clonas recombinantes s¢

crecieron a 37°C en 50 m) de medio LB para la extraccion de plasmidos con el kit “Plasmid
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midi” (Qlagen).

6.13.3 Expresién de los genes stc/ y nstcl en P. pastoris

El protocolo detallado y medios de cultivo se describen en el manual “Easyselect Prelua
expression kit”, version G de P. pasioris (Invitrogen). Brevemente, las células competentes
de P. pasforis X-33 se transformaron por electioporacion en el equipo de electroporacién
“Gene Pulser 11”7 (Bio-Rad) con un pulso con voliaje de 1.5 kV, capacitancia de 25 pyF v
resistencia de 400 Q de acuerdo al protocolo descrito por ¢l proveedor en ¢l boletin 3112-
205 con los veciores pPICstef y pPICnsic/. Todas las incubaciones se realizaron a 30°C.
Las clonas recombinantes se seleccionaron ¢n medio YPDS, descrito en la seccién 6.2 vy se
seleccionaron posteriormente las clonas productorss de halo (positivas) en medio YPDT, en
el cual se sustituyo el sorbitol por 1% (v/v) de tributirina. Las transformantes positivas se
crecieron en medio liquido BMGY hasta alcanzar una ODgg = 2-6, se centrifugaron (4,000
X g, 10 min) y el botén celular se transfirié al medio BMMY para inducir la expresion de la
proteina. Se adiciond metanol (0.5% v/v) cada 24 h para Ja induccién. Los extracios

inducidos se centrifugaron (4,000 x g, 10 min) y se colecto el sobrenadante.

6.14 Validacion de In especificidad de anticuerpos con las enzimas recombinantes

La especificidad de anicuerpos se evalud por inmunoanahisis Se corrobord que el suero
preinmune no presentara antigenicidad con diluciones 1:500, 1'1000 y 1:3000 El antisuero
después de 49, 63 y 77 dias de inmunizacion se probo con las siguientes diluciones |, 1000,
1.5000, 1.10,000, 130,000 y 1:40,000, Para la transferencia de proteinas a membrana de
PVDF, los extractos crudos con diferentes concentraciones de proteina (65, 30,20, 10y 0.5
ng) de P. pastorts silvestre y recombinante (con NStcl y Sl se precipitaron con TCA de
acverdo a la técnica descrita en el manual del “pET systemy”. Se resuspendieron en
amortiguador de carga para condiciones desnaturalizantes con SDS y 100 mmolA de DTT y
se calentaron de §0°C a 100°C durante 5 min 6 en el amortiguador de carga para
condiciones nativas Las proteinas se separaron en geles SDS-PAGE af 12% o gel nativo al
12%. Se procedid con la técnica de inmunoanalisis como se deseribié previamente en la

seccion 6.5,
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6.15 Purificaciéon de anticuerpos Anti-Stcl y preparaciéon de la columna de afinidad
Anti-Stel

Los anticuerpos se purificaron con el kit “Montage Antibody Purification Prosep-A™
(Millipore Corp., Bedford, MA 01730) de acuerdo a la metodologia descrita en el manual
del proveedor. Posteriormente 20 mg del anticuerpo se inmovilizaron en Af1i-Gel-Hz (Bio-

Rad) de acuerdo a la técnica descrita en el manual del proveedor.

6.16 Purificacién de las enzimas recombinantes y de la enzima silvestre

La purificacion de la esterasa Stcl se Nevd a cabo con la columna de inmunoafinidad
previamente descrita Bl extracto celular de A. midnlans se tra1d de la forma descrita en la
seccion 6.4 hasta la ulirafiftracion. Los extractos crudos obtenidos de clonas recombinanies
de P. pasioris después de la induccion, se centrifugaron para eliminar células (4000 spm, 15
min), S00 ml de sobrenadante se concentraron a 12 m) por ulirafilitacion en Amicon
{membrana con limite de exclusion de 30 kDa). El concentrado de la enzima recombinante
o silvestre se paso por la colurana PD10 para desalar (GE healthcare) equilibrada con
amortiguador PBS, pH 7.4 Se colectaron y juntaron las fracciones que presentaron
actividad de esterasa. Se inyectd 1| ml de la muestre anterior a la columna de afinidad
equilibrada con amortiguador PBS. Las proteinas que no se unieron 2 la columna se
eluyeron con 3 volamenes de columna de 0.5 % Triton-X 100 en PBS Para romper la
unién antigeno-anticuerpo s¢ uiilizo la elucion dcida, se pasaron dos volumenes de columna
de 0.15 M de amortiguador de citratos de sodio, pH 3. La elucion de la proteina se
monitoréo por absorbancia a 280 nm El antigeno eluido se newtralizé a pH 7. Las
fracciones con proteina se junfaron y pasaron por una columna PDIO equilibrada con
amortiguador PBS. Finalmenie se evalud la actividad de esterasa. La columna de afinidad
se regenerd con S volumenes de columna con PBS vy 2 volimenes de PBS con 0.02% de

azida de sodio y se almacend a 4°C para nuevo uso.

6.17 Isoeleciroenfoque
Se desarrollé con el equipo “Phast System” (Pharmacia) de acuerdo a las instrucciones
proporcionadas por el proveedor. Se utilizaron geles para 1EF ¢on un rango de 3-9 (GE

Healthcare) y estandares de rango amplio {GE Healthcare) Las proteinas s¢ detectaron por
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tincién con Coomassie y de aclividad con a-NA de l2 misma forma ya descrita para geles

nativos.

6.18 Caracierizacién bioquimica de las enzimas recombinantes

6.18.1 Determinacién de la estabilidad a Ia temperatura y pH y de 1a temperatura y
pH éptimo del ensayo

Se determiné con ef método espectrofotométrico previamente descrito y con ef ensayo “pH-
stat” descrito por Peled y Krenz (1981) utilizando 200 mM de butirato de etilo como
sustrato, que asegura un exceso de susirato, en un equipo pH-stat (Titrino®, Metrohm,
Switzerland). El efecto de la temperatura se evaluo a 20, 30, 40, 50y 60 °C a pH 7 5 (0.1
M, amortiguador de fosfatos) durante 15 min con los controles aplicables para evaluar
autohidrolisis del sustrato. La termoestabilidad de la esterasa se investigé midiendo la
actividad residual después de una incubacion de la enzima sin sustrato en 0.1 M
amortiguador de fosfatos, pH 7.5, a diferentes temperaturas durante 30 min y evaluando la
actividad remanente a 37°C por ambos métodos. Todas las mediciones se realizaron por

triplicado y se corrigieron con Jos valores de los controles.

El pH optimo del ensayo se determind midiendo la aciividad durante 30 min a 37°C en un
rango de pH de 5 a 10 por ambos métodos. Los amortiguadores de acetato de sodio, fosfato
de sodioy Tris-HCI se utilizaron para los pH de §, 6-7 y 8-10, respectivamente (50 mM). El
efecto del pH sobre la estabilidad de 1a enzima se evalud utilizando los amortiguadores
anteriores incubando la enzima sin sustrato por 12 h a 37 °C al pH establecido. Después de
la incubacion se midio la actividad residual, por triplicado y se corrigié considerando los

valores de los controles.

6.18.2 Determinacion de la especificidad de sustrato

Las actividades se determinaron con ésteres de p-nitrofenilo por el método
espectrofotométrico y ésteres de etilo por pH-stat. (i) Lispectrofotométrico. En el caso de los
ésteres de p-nitrofenilo, se utilizaron grupos acilo con Jargo de cadena de C4 a C18

(Sugihara y Tani, 1991) (1) pH-uiai Se unilizaron ésteres de etilo con grupos acilo con
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largo de cadena de C4 a C16 y grupos aromancos. En ambos casos las actividades se
determinaron a las condiciones Opumas del ensayo medidas como se descnbid
anteriormente (Peled v Krenz, 1981) Las mediciones se realizaron por (nplicado y se

corrigieron con los valores de autohidrélisis de los controles.
6.19 Reacciones de biocatilisis con compuestos fendlicos

6.19.1. Acetilacién de compuestos

La acetilacion de los compuesios se realizo bajo condiciones estandares con anhidndo
acético y piridina. Especificamente, se calentaron a 60°C, 45 min; 100 mg del compuesto,
anhidndo acético (3 ml) vy piridina (3 ml). La mezcla de reaccion se evapor6 a sequedad
con gas N, Posteriormeniese disolvié en acido hidrocloridrico ditvido y preenfriado en
hielo (5 ml) y se extrajo con acetalo de etilo (2 x S ml). La fase orgénica se recuperd y se
evaporo a sequedad a presion reducida. Posteriormente, se wtilizé para las reacciones de
desacetilacion y caracterizacion de compuesios

Los espectros de RMN (resonancia magnética nuclear) se midieron en CDCl; (cloroformo
deuterado) a 300 K en un especirofotémetro VarianV XR-300S operando a 300 MHz (H) y
100 MHz ('C) Aproximadamente 25 mg de 1a-1j (Figura 49) se disolvieron en CDCly,
con tetrametilsilano (TMS) como estdndar interno Las estructuras s¢ identificaron por
comparacion directa de las propiedades espectrales Los resultados con espectrometria de
masas (EM) y 'H RMN concuerdan con los abservados en la literatura para los compuestos
avténticos. Los datos de C RMN obtenidos para 10s compuestos acetilados (1a-13) (Figura
48) fueron también compatibles con los datos reportados en la literatura. Se incluyen a
contingacion los datos de '*C BRMN para todos los compuestos acetilados (1a-1j) pero todos
ellos se caraclerizaron también en Jas bases de 'H RMN, EM y punto de fusion.

BC NMR para dcido 4-O-acetil-ferdlico (1) 5=169.12, 167.75, 148.15, 146 43, 145 42,
126 31, 123.22, 115 14, 109.45, 56.07, 20.65.

B¢ NMR para 2-O-acetil-a-naftal (1b) 8 =169.51, 146.72, 134 72, 128.12, 126 51, 126 51,
126 09, 121.21, 118 16.

BC NMR para 1,4-0-Digcetil-2-ter-butil-hidroquinona (1c) § =169.42, 160.35, 147 81,
14246, 124.69, 120,35, 119.74, 34 58, 20.97, 21.59, 21.11
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G NMR para acido 4-O-acetil-coumarico {1d). & =171.30, 169.10, 152.88, 131.75,
120,51, 122.23, 117.27, 2113,

*C NMR para 1,4-O-Diacetil-hydroquinona (1¢). & =169 47, 147.72, 120,75, 2116,

*C NMR para 1-O-Acetil-2-feniletanol (1) & =170 96, 137.83, 128.89, 128.50, 126.56,
64,92, 35.10, 20 94.

BC NMR para acido 5, I’-O-Diacetil-kojico {1g) & =172.06, 168.53, 167.49, 162.18,
147.69, 141.01, 114,19, 60.72, 20.31, 20.14.

I*C NMR para 3-0-Acetil-B-amirina (1h): § = 170 98, 14519, 121.63, 80 93, 55.25, 47 55,
47 23, 46.78, 41 71, 39.81, 38 26, 37.71, 37.14, 36 84, 34.73, 33 13, 32.59, 32.49, 31 08,
28 39, 28 03, 26.93, 26.14, 23 57, 23.53, 21.30, 18 26, 16.80, 16 69, 15 55.

2C NMR para 3-O-Acetil-dihidrocolesterol (1i) & =170.69, 73.78, 56 42, 56.27, 54 24,
44,66, 42.58, 30.99, 39 52, 36.76, 36.17, 35.48, 35.46, 34.04, 31.96, 28.24, 28.01, 27.48,
2421, 23.84, 22.81, 22.56, 21.47, 2) 20, 18.67.

e NMR para pentaacetato de Quercetina (1j): 6 =170.54, 169.76, 168.35, 168.31, 168.29,
168 23, 157.32, 154.75, 15428, 150.86, 144.86, 142.68, 134.52, 128.19, 126.89, 124 .40,
124 31, 115.23, 109 46, 21 .64, 21.50, 21.13, 20.98

C NMR para tetracetaio de Hesperetina (1) 8 =189.05, 160.24, 168 84, 167.94, 163 14,
155.89, 15158, 151.18, 139.89, 130.54, 124.84, 121.02, 11247, 11172, 11051, 10908,
78 77, 56.01, 44 87,21.13, 2] 02, 20.68.

PC NMR para (+) pentacetato de catequina (11y & =17023, 169 05, 168.46, 168 16,
154.50, 149.99, 149,55, 142.24, 14222, 13626, 124,52, 123.83, 121,90, 110,31, 108.90,
107.80, 77.78, 68.40, 24.96, 21.22, 21 08, 20.91, 20.77, 20.75.

3C NWMIR para (-) pentaacetato de Epicatequina (1m). § =170.42, 168.98, 168 42, 168.09,
168.04, 154.96, 149,73, 149.67, 14200, 141,88, 135.84, 12436, 123.29, 122.03, 109,68,
108.74, 108.03, 77 36, 66.64, 26 03, 21 09, 21 05, 20.76, 20.64.

6.19.2 Acondicionamiento de la enzima

Los exwractos crudos de la cepa silvestre de P. pasforis y las clonas recombinantes se
centrifugaron a 4000 rpm durante 15 min, se recuperaron los sobrenadantes y se
liofilizaron. S¢ preparo una solucion de la enzima a una concentracion de 2 mg/ml de

proteina en amontiguador de fosfatos pH 7, 50 mM Se verifico la acuividad de esterasa por
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el metodo espectrofotométrico con acetato de p-nitrofenilo.

6.19.3 Desacetilacion enzimatica

Los compuestos acetilados se dividieron en 3 grupos de acuerdo a su estructura: fenoles (I).
alcoholes alifaticos (I1) y flavonoides (111) (Tabla 4). La mezcla de reaccion contenia: 15
mg del compuesto disuelto en 1.1 ml de solvente (acetona o tolueno), 400 pl de solucion
enzimatica y el volumen se completo a 3.5 ml con 0.05 M de amortiguador de fosfatos, pH
7. La mezcla se incubo por 48 h a 37°C y 200 rpm. El grado de conversion se monitoréo
por cromatografia en capa fina (TLC) y HPLC. Se evaluo también una reaccion sin enzima
para determinar la autohidrolisis de los sustratos en las condiciones evaluadas. Después de
la incubacion, se adicionaron 2 ml de acetato de etilo y se extrajo el producto. La fase

organica se separo y se evaporo el solvente a sequedad a 37°C.

6.19.4 Identificacion de productos

Todos los productos se caracterizaron de la siguiente manera: a) Los puntos de fusion se
determinaron en un equipo MEL-TEM y no estan corregidos. b) Se utilizé TLC para
visualizar la formacion de productos. Los solventes utilizados dependieron de la naturaleza
quimica del sustrato. Las placas se revelaron para el caso de los alcoholes alifaticos con una
camara de iodo ¢ por aspersion de 10% de H,SO, La actividad antioxidante de los
compuestos fenclicos y flavonoides se determind por el método de captura de radicales
libres, revelando las placas por aspersion del radical libre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo) (Forgacs, 2002). La cromatografia de gases (CG) se realizo en el equipo
“Agilent Technologies 6890N Network GC system”, Inyector 7683, Agilent technologies.
Se uso una columna 30 m DB-5MS con diametro interno de 0.25 mm, El intervalo de
temperatura usado fue de 60-325°C. Se evaluaron también los estandares de los compuestos
acetilados y sin acetilar. EI HPLC se realizo en el equipo “Waters 1525 HPLC system”, la
mezcla de reaccion se separd en una columna 3 .9x155 mm Waters Symmetry ® C185 pm.
El sistema de elucion consistio de metanol y acido acético (1%). Los productos se
purificaron por cromatografia en una columna de silica con tamaio de malla de 100-200
wum, se analizaron por resonancia magnética nuclear 'H (NMR) (AC-300 spectrometer) y se

compararon contra estandares comerciales.
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ciertas condiciones v algunas pueden comesponder & pseudogenes,

En [ tabla tres mostradn en 18 seceion 2.3, se encomtro una masa molecular tedrica para |a
proteina Stel de 34.69 kDa, Ta cual comespondé con la observada en los ensayos de
mmunodeteceion v difiere del valor eonco (3145 kD) obtemdo pem ln secuencin
previamente reportada por Brown eraf (1996)

7.4 Estudio de I secuencia de ln proteina Stel a partir de las secuencias de expresion
(EST) ¥ su relacion con otras esterasas similares.

La base de datos “Aspergilivs Comparative Database™ del genoma de A, archodany cuenta
con mucho mas datos sobre los supuesios genes en el genoma v se encuenta mejor
organizado, Utilizando esta base de datos se hizo un andlisis mas profundo de la secuencia
del gen que codifica la proteina Stel {ANTEIG 3} Aunque, tanio en esta baxe de datos coma
en el GenBank™ dicha secuencia se encuenim reponada como completa e igual a la
secuencia reportada por Brown of af (1996}, Hlamakba la atencidn que fa region N-aemminal
no coincidia con una de las secuencias de la genoteca de ADNc reporada por el Dr
Aramayo (ESTs). Dicha secuencia mostraba 29 an sdicionales en la region N-terminal de la
enzma. Se realizo uny bisqueds de secuencias con similitud m 1 seceencia de ln proteima
Stcl en Ia base de datos de ADNc reponada por Roe of af (20001} y se encontraron dos
secuencias EST. Contig 1592 que comesponde o la region C-terminal previamente
reportada v ¢l Contig 452, que corresponds a la region N-terminal de la proteing Szl la
cual wmbidn mostro una regidn adicional de 29 an.

Se revisaron las secuencias de proteinas que presengaban ssimilimd con la proteina Stcl con
estos 29 pa, ln ocunl denominamos NSl (Figure 11) S¢ encontrd unn secuencin
correspondiente a una esterasa de Agpergiling parasificns que se encontraba también dentro
die un agrupamiento de genes para o biosintesis de affatoxings. La enzima mostod 49% de
identidad con ls Siel después de adicionnrle los 29 aa flentes de In seceencin de EST, In
cual indicaba que estos aminoacidos podian formar pante de la proteina Stel. La proteina
Matel mostrd 55-500% de identidad en la secuencia de aninoiacidos con respecto a eslernsas

del génera Aspergifiuy involucradas en |a biosintesis de aflatoxinas (Figura 11) Las
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esterasaslipasas enconmadas en agrupamienios de genes de biosintesis de aflatoxinas en
especies del genero Aspergiiing relacionadas  mostreron que éstos homdlogos comparten un
00% de identidad en |a secuencia de aa (A paresiicns, A, faves v A, nonnis), Resulia
interesante que la esterasa Nsicl, que sintetiza ST, comparta solo un 49% de identidad. 1o
cunl se encuentra dentro del moge de wdeniidad entre lus esterasas reportadas de las vias de
hiosintesis de aflatoxinas v ST en 4. paraviticns, A, flavies, A somine v A, pichafans (Y e
al, 2002), Hasta el momento la secuencia del gen de la esterasa sief e la unica reportada
para a sintests de ST en el genero Aspergifing,

El articuloe donde se reportd el estudio del gen de esterasa homdlogo a Stel en A,
pavaviticns, menciona también que dicho agrupameiento de genes, v por fanio fa misma
proteing, presenta una copio en el genoma v que o gen se expresa constitutivamente {Yu ef
al, 2002) En la base de datos del genoma de A, srinliiforis, encontramos solo una nupi:u: del
gen. Los mismos auiores sugieren que la proteina homologa en A mdulans puede estar
incompleta. Cabe mencionar gue todas estas proteinas contienen 314 an, mientrms que o
proteina Stel reportada contiene 286 aa, si se le suman los 29 aa adicionales. da un tonal de
315 para la proteing NSicl, como se pucde observar en 1o Figura 11

Por owa parte. un analisis adicional con la base de daos LED (“Lipase Engineering
Database™) (Fizcher v Pleiss, 2003} nos permitid identificar los aminodcidos de la triada
eatalitica, asi como los de la cavidad oxianionica v la secugncia penmpéptide consenso
{Figura 11},
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Considerando dichos antecedentes, s¢ procedid a estudiar mis deralladamente la secuencia
a partir del genoma. Cabe mencionar que no sc habia cocontrade una posible region
promitom cercana a la secuencia de la Sicl que se ha estado mangjando S embargo,
cunndo se analizd una regidn mids extensa o arfiba 2 la gue codifica d extrermo N-
terminal. se localizd una region promotora previa a la region que codifica para esos 29 5
El andlisis mostro que 18 secuencia complets analizada contenia dos exones y un intron. E
primer exon codifica pam un polipeptido de 11 as, posteriormente se presenta e miron v o
segundo exdn codifica para un polipéptido de 18 aa advacentes 3 la secuencia Sicl
reporiada de 286 sa v se encuentra antes del sitio de inicie de la tduccion reportado. La
suma de los dos exones cormesponde o lo proteina NSicl de 315 aa (Figura 12) Es
importante menclonar que existe una fuene similited entre los genes mcl v estd de
oA praresiticis, con respecto a la localizscion de intrones v de la region promotora (Yu ef al
2002 )
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De acuerdo a |a base de datos LED, la proteina NSiel pertenece a la familia de Ia lipasas
parecidas a la lipasa 2 de Moravella y compante un porcentaje de identidad en ln secuencin
de aminodaidos del 34-27% con las lipasas v esierasas de esia familia (Fischer v Pleiss,
20613) Esta famalia, a su ver, se encuentra incluida. en la familia de las lipasas parecidas a
las lipasas sensibles a hormonas (familia HSL) de acuerdo a la base de datos ESTHER
(Hotelier, 2004).

Se realizd un andlisis Alogénetico con e fin de establecer la historia evoluliva de la
proteina NSzl con otras esterasas a panmir de la secuencia de amincacidos El arbol
filogenético obtenido s¢ muestra en la figura 13 y s¢ distinguen tres grupos mayores: A, que
incluye las estermsas involucradas en la biosintesis de aflatoxinas, B, que incluye esterasas
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de la familia H5L, v & Glnmo grupo, ©, que corresponde 8 otras carboxilesterasas
Tejanamente relacionadas. La proteing NSl clarmmente se ubica en el grupo A
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Flgurn 13- Amibas filogenélon de ederman. Se muesnn ke valones de bootnep 3¢ distisgun res gupos (A, B, v ©)
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Lu secuencia adicional de 29 oa se analizd con ¢ progrome SIGFIND 2.1 (Signal Peptide
Eucarvotic Prediction Server), con el fin de esclarecer si ésta podria comesponder a una
secuencia de péplido sefial. El resultado mostro que no se predijo una secuencia de peptido
sefial v mampoes se predijo ninguna secuencia de trinsito a organelss como peroxisamas.
Este hecho indicd que ¢8a secuencia pemenecia a la proteina. En este sentido ¢ consadend
que un estudio adicional de la enzima completa (Nstcl) podria proporcioner mis
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informacion, por lo que se decidio clonar la enzima completa (Nstol) v 1a previamente
estudinda (S1el) en el sistema de expresion £ eoli. Se evalud primero la expresion del gen
sicf en F2 eoli.

1.5 Clonacion y expresion de stcl en £ coli

7.5.0 Clonacian de siel en E coli

Se probo inicialmente £ colf como sistema de expresion, dado que existen repories de
varias lipasas v esterasas fungales que s¢ han expresado exitosamente ¢n este sistema
(Benoit ef af, 2007, Liu ef af, 2008, Park ef ol , 2009, Zelena of of, 2009). S¢ ulilizo el
sistema “pET system”, ¢l cual posee un sistema de expresion basado en el promotor de la
ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (Moffan v Studier, 1986). Se disefioron cebadores
especificos para amplificar el gen de la lipasa/esterasa del cluster de la esterigmatocistin
sl reponado por Brown ef af (1996). El gen se clono en el vector pET 20 par expresar
ln enzima con v sin cola de histidinas en la region C-terminal. Este veetor incluye una
secuencia lider de direccionamiento a periplasma v ha sido eficiente en la expresidn de
enzimas recombinantes en £ ool

Los ensayos de PCR realizados produjeron un fragmento de ADN del peso molecular
esperado (890bp) despuds de emplear un barrido de wemperaturas de alineamiento entre
S0.1 w 602 °C Se encontrd que In temperaturs meas adecundn para la amplificacion del
fragmento deseado fuc de 50 °C (Figura 14).
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Fiigutn 14 — Andlials de prosdicnos det PCR olserides iespuds del tarrids de iemperniunss de $1-60°C Fr b Figum LA s
miscsErs de bagienda s devecha’ earrl 1 maresdar {1k bicderl, cartiles 2.7, lemporatitas 506 1 56,1, 574, 586, S06 y
4027, En ba figum 1B s mucsrs & kg, o derechs il |, marcador 1| kb beokfery, camibes 2-7, wmperstums 500,
S0, 510, 522, 53 Ay &UPT
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Este resultado nos levo a utilizar la temperamurm de 50°C para la obtencion del amplicon v
clenacion en el vector de expresion pET 200 Este producto se secuencio v s¢ comprobd gue
se trataba de sef v se digirio eon las enzimas Seo BY v Afwe | al igual que el veetor (Figura
15}

Frgurs 15 - Pemducios de digestion punficades
e prapuienls & detechs s messtran: Cami ||
marcmdor (kb DMA pho falles), coml
wendom pE T 20 carrl 3, pivdiscto sied

15% .
100 -

D | -
"

Se realizd la ligacion del ADN correspondiente a std al vector pET 200 El producio de
ligacién se utilizé para ransformar celulas competentes de £2 el D3 Se ebwvieron
108 colonias transformantes recombinantes. Se tomaron 10 colonias, s¢ crecleron y se
extrajo ¢ plasmido. Se someticron o amplificaoon por BCR usendn los cebadores
universales para el promotor v terminador de TT, que flangquean el sitio de clonacion
multiple del pET 20 (Figura 16). Como resultado del ensayo de PCR se obtuvo un
fragmento del peso molecular esperado {aprox. [0 bp) Se comprobo medianie
secuenciacion que s¢ rataba del gen sref ¥ que el inseno estuviese dentro del mismo marco
de lectura que ln secuencia de exportacion a periplasma (Figurs 17).

1 2 3 4 5
Figam 1§ - Poducios de PCR oblouidos con bea
! cobadbores wniversabe o 4 clonas stbeccionslo 5o
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cuerpos de inclusion. Bl amoriguador de lisis juega un papel muy imponanie en la
estabilidad v solubilidad de la ensima, lo cunl repercute en 1o actividad de lo misma, sin

embaryo, los valores de actividad son bajos

7.5.4 Solnbilizacion de cuerpos de inclosion v replegamienio de la eneims

Se probo la solubilizacion de los cuerpos de inclusion, para lo cual se utilizd un protocolo
basade en la desnaturalizacion con agentes caotropicos y posterionmente su replegamiento,
Parendno del hecho de que las lipasas v esterasas son enmmas con plegamiento de o
abierto, su replegamiento no parece ser complicado. En ¢ protocolo de solubilizacion se
utiliza cloruro de guaniding y DTT, con éste ullimo se obtuvo la disolucion del material
insoluble. Kl matenial solubilizado se presenia como una banda  predominanie
comespondiente al peso molecular de la proteina Stel (Figura 26A)

Tras la solubilizacion se probaron tres condiciones de replegamiento En la pnmera
(Vuillard er aof | 19987 se diluyve el agente castropico con un amortiguador hasta al canear
una concentracion de proteina de 004 mg ml' v una concentracion del agente caotropico
menar 2 15 mM. La muestra diluida se incuba a 4 °C durante 24 h, para que ocurra un
replegamiento espontdnes, Usando este protocelo no se encontrd actividad lipolitica. En o
sepundo ensaye de replegamiento usado (Rudolph v Lilie, 1996) se adiciona glutation v
gluration oxidada, tampoco se encontro actividad alguna. Estos ensavos preliminares no
permiticron recuperar la enzima activa. Esto no quicre decir que la endma no se pucde
replexar. sl no que no se han encontrado las condiciones adecuadas para su replegamiento.
Dado que esta enzima comtiene 7 residucs e cisicing, o5 posible que parte de su
plegamiento se deba a la formacion de puentes disulfuro especificos que no se forman
aungue se tengan las condiciones de potencial redox adecuadas. Se observo claramente que
al diluir los agentes cpotropico y reductor se formo un precipitado que no se ve cuando se
hace la dilucion con ¢l amortiguador que contiene DTT. Existe también Ia posibilidad de
que el plegamientio de esia enzima requiera de asistencia enzimatica. Por esta razin, se
decidio hisar las células con lisozima (0,1 mg mi™') y con un proceso de sonicacion posterior
por intervalos de tiempo muy cortes, Despuds del proceso de ruptura celular, s¢ determind

activided conlitativamente, la cual no se encontrd. Sin embargs, tras una imcubacion de las

[
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En la figura 20 se muesta 13 secuencia completa del gen ssted v su traduccion a proteina,
Tumbién se sefinfan los cebadores disefados para la amplificacion del gen (nsicl-F v siwel-
R). En ese casn, el amino terminal se obtiene con 2 o 4 residuos de aminoacido
adicionales. que podian aféctar la actividad o el plegamiento de la enzima si se encuentra en
una region cnbes de le msma Sin embargo, este hecho no se ohserve como se muestm

mas adelante,

Intcialmente se realizo un ensayo de PCR uthzando como wemplado los fagos de la
genoteca de ADNe de A miglvfares con un tratamiento previo de 10 min a 95°C, Sin
embargo, no se logro oblener producto de amplificacion. Se decidio entonces reamplificar
Ta librerin de ADMNc v realizar una extraccion de ADN del fago para usarse como templado
Los ensayos de PCR realizados con los cebadores produjeron un fragmento de ADN del
peso molecular esperado (cercano a 1000 pb) al emplear una temperatua de 58°C en e
paso de alineamiento. Sin embargo, estn banda era muy tenve Se variaron [as condiciones
del ensavo ¥ no se logro obtener una banda bien definida (resuliedo no mostrado). Se
intentds una reamplificacion usando coma emplado ¢l fragmento obtenido v 1ampoco se
obtuvo una bands de intensidad fuerte.

S¢ procedid a realizar un RT-PCR a partir del ARNm de 4 midvlans. Se realizo la
extraceion del ARNm de A, nidwlans después de 24 h de crecimiento en medio minimao,
considerando que la expresion de un gen homologo en A porastions era constintiva y
ademas las condiciones utilizadas para construir la genoteca de ADMe, El resultado de la
reaccion de PCR mostrd la existencia de una banda del peso molecular esperado (945 bp,
similar a la obienida anteniormente a partir del ADN del fago Sin embargo, la banda
obtenida se observa mas definida (resultado no mostrado).

Se genend el vector pRIChsid v se transformd 2 oofl. Se obtuvieron vanias colonias
transformantes v 2 lomaron 14, lag cual@s se crecienon én agitacion toda 1 noche a 37 °C
en medio LB con zeocina A estos cultivos se les exirajo el plasmido v este se sometio a
amplificacién por PCR usando los cebadores universales, para ¢l promotor y terminador de
AOX, que Nanguean ¢l sitio de clonaciin muluple del pPICZs (Figums 27 v 28) Como
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resuliado del ensayvo de PCR se obtuvo un fragmento del peso molecular esperado (aprox,
1200 pb) para 3 clonas (Figura 28). S¢ comprobd gque se ramba del gen nsref medianme
secuenciscion El alineamiento con secuencias en el GenBank™ y la obtenida de las
secuencias EST mostrd una secuencia idéntica a la del gen mfed mostrada en fa fgura 12
sin el intron. También se observo que el gen estebn en e marco de lectum de o sefinl de
sgcrecion (factor a),

1 2 3 4 5 6 7

[e— -
1680 bp, g
Lo bp,
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Se unlizo el plasmido pPICase! de una de las clonas recombinamies para transformar

células de P, pastaris X-33. Las clonas recombinantes se seleccionaron por la formacion de

(o3


















Fresmftackan v [

Las evidencias expenmentales demostraron que se clonaron los genes sicf v mstod,. Ambos
s& expresaron exitosamente en P pastords, Se observa que ¢l peso molecular de Sl
expresada en [ pestoris es menor al de Stel expresada en |a fraceion citoplasmicn de /2
ol Esto seguramente obedece a que al formarse cuerpos de inclusion en el sistema
hactenano, no se eliming la sefinl de exporiacion a penplasma gue contiene In construccion
en el vecror pET 20, Independienmemente de este hecho, no se requiere de glicosilaciones

para gue las enzimas presenten actividad

Contrario a lo que pasa con muchas proteinas heterdlogas expresadas en f* paxroris,
ninguna de las proteinas clonadas presenta glicosilaciones { resultados no mostrados )

La esterasa recombinante Nstcl se visualizd como una sola banda en gel nativo (Figura
32B), comtrano a lo que se enconird en A parasficns, donde se reporto que EstA actua
como homodimero (Kusumoto v Hsieh, 1996) Sim embargo, para la esterasa Stol siose
observaron dos bandas de actividad en ged nativo, aungue no comesponden o peso
aprosimado para un homodimero (Figura 36b)

Unn ver idennificada Ia actividad de esternsa esperads pura cada enzima recombinante, se
procedio a corroborar la identidad de las mismas con of anticuerpo especifico (anti-stcl) v a

Su vez eslos ensayos servinan para validar la especificidad del anticuerpo

7.8 Validacidn de la especificidad de anticuerpos (anti-sicl) con las proteinas
recombinantes

Los sueros colectados en diferentes etapas de la inmunizacion se anmalizaron  por
inmunoanalisis, s¢ evaluaron las clapas: preinmunizacion, 49, 63 v 77 dias despudés de lo
inmunizacion, utilizando las siguientes diluciones del guero; 101000, 1-3000, 110,000,
1300000 v 140,000 Fara el suero pre-immune solo se evaluaron las diluciones de 1500,
000 y 15000 De la misma manera se evaluaron los exiraeios crudos de /. pasioris
silvestre v clonas récambinantes (con NStcl v Stcly con diféeréntes concentracioneés de
proteina 65, 30, 20, 10 y 0.5 pg). Los resultados mostraron que ¢l suero preinmune no
presentaba reaceion con ninguna de los proteines de los extrctos enudos evaluados con
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fin, se mslo o ARN total de micelio de 4 wiohelans crecido en condiciones de induccian v
no induccion de produccion de csterigmatocisting, las cuales (oeron descritas previamente.
El ARN se utilizo como templado para la deteccion del transcrita por RT-PCR (Figum 41),
Los cebadores utilizados feeron los descritos anferiomiente parn sl

ARN ARN
M MM Aewd AV MO MYES Mo Mad MMM MRS

1Mo by

B by

Figurs 41 - ARM e 1 sidul b e dilemenies pomdiciones de cubtiva. M. marcador | K DA plies bk, MM
mehi e, WHE avedee optimdosls. MYFR medee YIS I malio panibe de made, Avnhl, avons com L onlulae
A v sivke Gritiod

En la figura 42 se observa que macdf (950 bp) se oxpresa en todas las condiciones evaluadas
incluso para las condiciones no inducidas (MM v MO). Las secuencias de los amplicones
s secuenciaron v fueron identicas a sorcd (sin el Intron), In cual cormesponde a la secuencia
de ADNC en la base de datos de ESTs (Anexo C) Este resalindo por 41 mismo oonstituye
una evidencia de ln expresion 8 nivel de transenpeion de mvetf en A nicheons Es
imporante recordar 1o que se describid inicialmente: la proteina Natcl también se expresn
en todas las condiciones evalubdas con una masa molecular aparente de 35 kDa que
comesponde al valor teorieo de la proteina completa. Esto muestra que el pephide de 29 an
en la regidn MN-terminal forma parie de la enzima, D¢ aguerdo a su secuencla gendmica, s
tienen dos codones que pueden ser el punte de inicio de  la rraduccion. el ALUG en la
posicion 136-138 (MOGW | reportado previamente como inicio de la oaduccion de la
proteing Stel) (Brown er al, 199%) v ¢l AUG en la posicion 1-3 (MDSK ) (Figura 11)
Nuestros resaltados confirman que exte ultimo funciona como imcio de la trmduccion, lo
cual concuerda con lo sugendo por Yu of af (2002), después de comparar las secuencias de
los genes sicf v extd. Ademis en T figura 12 se observa ln secuencin consenso Kozak para
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Ia identificacion del sito inicio de la maduccicn una puning (A) lecalizada 3 bases antes del
codon de inicio en 1a posicion 1-3 v una G después del codon de inicio (Kozak. 1987). Esn
secuencia consensa no se observa para el eodon de inicio repomado previamente por Brown
et el (1996)

M MM MO MYES AV Avnid M

Flgura 42 = RT-IMCR con ARM de 4 analakas onocido e dileventes condicsnes de coltive,. U nsscmbor | Kb DN palios
dokier; MM, modio mmime, MO, modio sptimizade; MYTS. medio Y125 INL modio b de mais Avnid, svena con
A ivdelwkoey, Av, avena sl contml

701 Purificacion de In esterasa Nstel expresada en A nidilans

Se procedio con la purificacion de las esterasa Neel del extracio celular de A widhfans
crecido en avena, dado que ahi se encontrd una expresion mayor de la proteing. Se utilizo
[n columna de mmunoatimded con anbicuerpos ant-stel La purezs de 18 eneama se venfico
en gel desnaturalizante v 2o realizd un inmunoanalisis para identificacion de la misma. En
la Figurn 43 se observan los resultados obtemides. Resulta interesante o hecho de que
después de la inmunopurifieacion, ademas de |la banda esperada pam Nstel (35kDa), =
obsérva en algunas fracciones én inmunoanalisis la aparicion de upa segunda banda eén una
masa molecular cercana & 31 kDa. Dicha banda ne se pudo observar al tefir con azul de
Coomasie. Considerando el hecho de que el anticuerpo ann-5tel tene una ala especificidad
para ambas enzimas, s¢ puede considerar que ¢ microorganismo expresa ambas enzimas
(Stel v Nstel), o que la Stel se puede denvar del procesamiento de la proteina Nstel

TH
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mmbien por el hecho de que e pl de Ia esterasa inmunopurificada del micelio de A
tihelems erecido en medio con avenn (condiciones de induccion) fee igual al obenido
tesicamente (4.8)

El gen mvicd v la protemna se expresan constiiutvamenie, lo cunl mmbién se hy observado
para otros genes homologos como extd (Yu e af, 2002) ¥ s¢ ha repomado que
probablemente este gen es el dnico dentro de la via de biosintesis de aflatoxinas que no se
encuentra. bajo fa regulacion de @R (Yu o of | 1995, 2002, Price of of , 2005} Chros
autores también han detectado la proteing EstA en condiciones no inducidas (Yabe er af,
1991}

Por otro pante, ¢s interésante notar que la masa moleculor tedrica s¢ encuentra cercann a 35
kDa en todas lax esterasas imvolucradas en la biosindesis de aflatoxinas, sin embargo, se ha
reportado Unicamenie la penficacion de una esterasa de 32 kDa (Kusumoto v Hsieh, 1996),
Los mesulados de inmunopurificecion de e esternsa Stel a opamir de extracto. eelular
concentrado de A. midilans mostraron dos bandas por inmunoanalisis' la proteing Nael de
35 kDa previamenie observadn en el extracto infracelular no concentrado de A. midfons ¥
ofrn proteing de 30 kDa. A partir de estos resuliados sera importante determinar s estas
bandas se derivan del procesamiento de la proteina Nstcl, de un splicing alernative, como
52 ha reponado para algunos genes en A, melfany (Paukstelis v Lambowitz, 2008) o del
use selective de sitios de inigio de la transenipeion, como s¢ ha reponade para algunos
genes de la conidiacion de A, avidifares (W v Miller, 1997),

Las enzimas recombiantes Wsicl v Sicl pueden hidmolizar sustratos tipicos de esterasas, por
lo que se puede decir que mvicS codifics parm una esterasa con amplin especificidad de
sustrat, Con el fin de verificar este hecho, como ¢ muestra mas adelante, se realizd una

carsctenizacion mas amplia.

S¢ ha encontrado en algunas carboxilesterasas que la region Ne-terminal puede tener un
papel importante en el plegamiento adecuado de la endma, su estabilidad, sus propiedades
bigguimicas o su especificidad de sustraw (Mandrich er of | 2005, Sayani of af | 2005) Par
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mmo, los siguientes esmdios se centraron en 1a funcion de la region N-terminal de la

proteing Nstel en las propiedades cotaliticas de fn encimn

712 Biocatilisis

TAL0 Prediccitn de modelos estrucinrales

En un primer acercamiento pare evaluar las diferencias estructurales entre las dos enzimas
recombinantes v esclarecer |a funcion del péptido adicional de 29aa, se peneraran modelos
estruciurales para cada enzima Se emplearon como estucturas molde, la heroina-esterasa
de fehvalocoveus sp, ln eual presentn un |94 de idenridad de secuencia de aminoicidos con
la proteina MNsecl (Lhu er of, 2003) v la esterasa rermofilica de Aficychobacilfing
acicfocalfdries con 30% de identidad (De Simone of af, 2000, 2004), para el modelado por
homologia de las proteinas Nstel v Sicl. El procedimiento es justificado v cormecto por el
hecho de que las proteinas Nstel v Stel tambidn son una offf abierta del mismo amaio que
las estructuras molde Ademas, los aminoacidos de la tnada catalitics quedan en las mismas

posiciones que en las estructuras molde.

Como ya se menconn, se realizo un analisis de las secuencias de aminoacdos de las
enzimas Stel y Macl en la base de dmos LED (“Lipase Engineering Database™) (Fischer v
Pleiss, 2003). el cual permitg identficar los mminocdcidos camctensticos de la triads
catalitica encontrada en las @/ hidrolosas Estos son® Ser-152, Asp-255 ¢ His-285, asi
como log aminoacidos de la cavidad oxianidnica: Gly-86 v Ala-153. La serina catalitica én
ambas enzinas (Ser-152) se encuentra ubicada en la secuencia pentapéptido consenso. Gly-
Ala-Ser-Ala-Gly (residuos 150-1534). Los modeles estructurales predichos para ambas
enzimas s¢ encuentran ¢laramente relacionados a otras ¢stersas (Figuma 45), Las proteinas
Mstel v Stel tienen tnicamente un dominio correspondiente al plegamiento candnico w/fi
hidrolasa, ¢l cual €5 comin en esterasas que presentan la trinda catalitica Ser/Cys-Asp/Glu-
His
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Los resultados de la clonacion de las variantes de la prodeina en Stol en P postoris,
mostraron que ambas enzimas pueden ser expresadas en este sistema con sctividad. Sin
embaryn, si se observa notoriamente que la proteing Nstel se expresaba con una sctividad
especifica mavor que [a profeing Sicl (9.2 veces mas), Este hecho, junto con el anilisis de
los modelos estructurales presentados antenormente, reforze e dea de que la remon N-
wrminal adicional en la proteina Nsigl le podia confenr propiedades bioquimicas diferentes
coma una mayor estabilidad, pero sobre wdo, una especificidad de sustratos diferente

7022 Efecto de la temperatura v pH sobre la actividad v estabilidad de las enzimas
recombinanies

En las condiciones de ensayo evaluadas, 1a esterasa Msicl presento una mavor actividad en
un intervalo de temperstura de 30 a 50°C, mostrando la maxima actividad 8 40°C; mientras
que la esterasa Sicl fue miax activa en un ntervalo de temperatura de 20 a 40°C, mostrando
T mixima actividad a 30°C (Figura 46A) La termoestabilidad de cada enzima se examing
midiendo T actividad residual despucs de mantener a ln ensima 30 min o la emperatora
indicada en un pHi de 75 En estas condiciones, ambas enzimas retuvieron hasta un 70% de
su activided inicial en un intervalo de temperatura de 20 a 40°C. Sin embargo, cuando la
temperaiura se elevo a S0°C, 1o enzima Nsiel perdio 5096 de su actividad imicial, mientras
que la Stel mantivo solo ¢f 2006 de su actividad. A temperatura de 60°C, ambas enzimas
perdieron el 100% de la sctividad. Las dos presentaron mayor estabilidad a las temperaturas
donds tambien alcanzaron ¢l maximeo de aetividad, 2510 ¢, 40°C para la Nsiel y 3PC para
Ta Stcl (Figura 46B). S¢ obtuvieron resultados similares al ¢valuar con ¢l méodo del pH-
stat (Peled v Krenz, 1981}
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También s¢ evalud el efecto del pH en la actividad v estabilidad de las enzimas. Cabe
mencionar que los resultados que se muestran a conlinuacion se obluvieron utilizando ol
metodo pH-stat para la medicion de actividad con aceiato de eitlo como sustrato. La enzmma
Mstel presentd actividad en un mngo de pH de 7 o % mientras que 1o Sicl s¢ manve activa
en un rango de pH de 6 4 8. Las actividades mas altas se observaron a pH 9 para la Nstel v
PH & para la Stcl. También, s¢ observd que la Nsiel pendio 30°%% de su actividad a pH 10
(Figumm 474). En cuanto a la medicion de estabilidae ol pH, los resulindos mostraron que ln
enzima MNsiel g2 manmuvo estable en un imervalo de pH de 8-10 durante 12 h a 37°C,
observindose la mixima sctividad a pH de 9. Los resultados para i ensima Stel, mostraron
que duranie 12 h a lnp misma temperaiura, la enzima conserva mejor actividad a pH de 9y
s¢ manticne ¢stable en un rango de pH de 7 a 9 (Figura 47B). Estos resultados s¢
obtuvierm con ¢l método espectrolotométneo, sin embarge, en este metodo sdlo se evaluo
I acuividad v estabilidad en un intervalo de pH de 5-9 por la inerfierencia de autohidrolisis
del sustrato a valores de pH mavores,
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TAL.3 Especificidad de las enzimas sobre ésteres de p-nitrofenilo con diferente largo
de cadena

Se encontro gue ambas eneimas pueden hidrolizar los sustratos evalusdos, sin cmbargo en
odos los casos 1a actividad de la enzima Nsrcl fue mavor El resuliado mas interesante
oblenido en estos ensavos e la diferencia encontrada en la especificidad sobre el largo de
cadena de los esteres de ponitrofenilo evaluados. La enzama Nstel presento may or actividad
sobre ésteres de cadena corta (acetato de p-nitrofenilo, C2:0) obreniéndose el maximo valor
de 366 Uimyg protemna. En contraste, la enzmima Stel mosird una mavor actividad hacia
esteres de cadena larga (palmitato de penitrofenilo, C16:0 v estearato, C18.0), mostrando el
mixime valor con estearato de penitrofenilo (104 Ulmg proteina), (Figura 48),



Feamftacken v [larmaia

400
350
200 mhsSd oSl
0 =
ﬁ £ 760
700
L
E E 150
S = 100
T2
0
= =] = = = = =
o~ [ ™ - 4= o
8 § © & 6 0O
Ester de p-nitrofenilo

Flgura 48 Activelal de o cooimas sobiy dsderes ke pemiitndemlo con diferoene laipo de cadona. |a sctivadad se mislii
ool meéicado espocimbolonictro o pl | 7.5, Y70 0 Nuicl, CF Sicl Lo pes lesdos s ol prosneods de tres méplsms

7024 Perfil de desacetilacion de compuestos fendlicos bioactives

Como primer  sustrato o evaluar se considerd utilizar ¢l sustrato que lo enzima utiliza
aturalmente en la via de biositess de estengmatocisting (versiconal hemiacetal acetulo
{(VHA) & versiconal acetatn). Sin embargo, pam su produccion ¥ extraccion e necesano
contar con una mutante hiperproductora de diche sustrato, previamente obienida por ¢
wgrupe de Yabe, la cual no fue posible oblener. Se procedio entonces a evaluar la
desacenlacion de compuesios que tienen una esiructura ssmalar a VHA por ambas enzimas
(Mstel v Stel), La estructure de estos compuesios, los cuales se dividicron en 3 grupos, s¢
miestra en la Figura 49 v los resuliados obienidos se resumen en [a Tabla 4 Se observa que
las dos enzimas tienen una omplia especificidad de sustrato, pero la afinidad por los

mismos g5 diferente
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El grupo 1o constituven los fenoles, algunos compuestos de este grupo tenen la esiructura
mis parecide of sustrato nofural de la enama (VHA ) como son- acetato de penitrofienilo, o-
naftil acetato v acetato de hidroquinona, Todos los compuestos fueron desacetilados
completamente { 100%) por las dos enzimas (Nstel v Stel) como se esperaba. En este grupo
mmbién se incluyen scidos hidrovicindmicos Parm estos compuestos si 8 encontrd ung
diferencia ¢n la hidrolisis, sorprendentemente la enzima Mstol hidrolizd anicamente ¢
deido 4-O-acetil-feralico eficientemente (%6% de conversion}, mientras que la enama Sicl
hidrolizd anicamente el acido 4-O-acetil-coumanco (25% de conversion), En ambos casos
sc recupere la actividad antioxidante después de la desacetilacion de los compuesios
{Figura 50). La hidrolisis del compuesto | 4-0-Dizcetil-2-fer-butil-hidroquinona (TBHQ),
incluido también en este grupo, no se detecto en las condiciones ensayadas.
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Mesandtaedan w ol wrsdan

Los modelos estnuctumles mostraron gue el sito activo en la prodeina Sicl se encuentra
completmmente accessible o solvente, mienas que en lo proteing Nsiel se encuentra
cubieno parcialmente por los residucs adicionales en el N-terminal, formanda pare de una
tapa o una hendidura elaborada donde se encuentra ¢l sitio active. Considerando ademas
Ins diferencias en sctividad obtenidas hpcia vanos sustratos, se puede decir que se confirma
la hiporesis planteada inicialmente v que se refiere @ que una de las funciones de la region
Matermingl adicional de la proteing Natel e2 modular o discriminar ¢l acceso del sustrato
sition acovo Por mano, o ausencia de este monve modifies la quimic-, rego-, v
estereogspecificidad de ln enzima. Ademis, esta region puede tener una funcidn imponante
en la estabilidad

Por otra parte, la superficie hidrofobica expuesia en la Sicl puede inducir agregacion de la
proteina como resultado de interacciones hidrofobicas. como se vid en los geles nativos. La
perdida de la estructura en la protemma Stel puede reducir o empaguetanuento mtenor de la
molécula que mantiene a la enzima plegada por largo tiempo Esta idea es susteniada por
Ins diferencias observadas en los miveles de expresicn de las dos clonas v las diferencias de
respuesta 4 cambios de pH v temperatura Ademas, los rendimientos para todos los
productos acetilados evaluados v la activided sobre Tos sustratos ulilizados comoanmente
para esternsas siempre fueron mayores pues ls forma Msiel,

No existen repomes sobre las propiedades bioquimicas v caraliticas de la proteina Sl
Unicamente = ha reportado como uni lipase/esterasa putativa por Brown of of (1996), En
este trabajo s¢ encontro que la vanante Nstel es una esterasa; mientras que la vanante Sicl
como fue reportado por Brown presenta caracieristicas de lipasa. Esto s¢ comelaciona con
el papel del N-terminal. Existen pocos reportes sobre la funcion de la regidon M-terminal en
la especificidad de susirato de enzimas. Savan y colaboradores (2003) encontraron una
variante mas corta de una lipesa de 32 kDa de Bhizopwy orvooe después de almacenar ¢
medio de cultive a U°C por varios meses La variante tiene un peso molecular de 29 kDa v
resulta de la pérdida de 28 aa en la region N-terminal de la lipasa de 32 kDa Estos autores
encontearcn que 1as dog enzimas presentaban diferemie regio- v estercoselectividad. Por oira
parte, Mandrich v colaboradores (2005) reporanon un estudio ¢structural muy interesante
sobre el papel de la region M-terminal en la familia de las lipasas sensible a hormonas
{HS5L), destacando la importancia de este domino en vanas propiedades de las enzimas
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esultados v Fhisewside

[ichos autores encontraron diferentes propiedades camaliticas en una mutante de una
esterasy termofilica que pertenece a la familia HSL. o la cual se le removieron 33 ao de la
region N-terminal. Esta region de 35 aa se encuentra formando una tapa (“cap domain™)
que cubre ¢l sitio activo én la enzima silvestre. Despuds de removerlo observaron que ¢sla
delecion abre ¢l acceso al siio achive v favorece la actividad de la eneima hacia
riglicéridos de cadena larga, lo que le confiere caracieristicas de lipasa. Es imeresante, que
estos altimos resullados reportados por Mandrich o of (2005), concuerdan con lo
observado en el presente trabajo para la enzima Nsiel, donde se encontraron diferencias en
la hidrélisis de ésteres de p-nitrofenilo, despaes de eliminar los residucs de an 1-29 de la
enzima MNstel. Se observd que contrano a lo detectado para la enzima Nstel, la cual uvo la
mayor actividad hacia sustratos de cadena corta (acetato de p-nitrofenilo), la vanante Sicl
mostrd la mayor actividad hecia sustratos de cadena larga (estearato de p-nitrofenilo). S¢
obiuvieron resultados similares en la hidrdlisis de ésteres de etilo con grupo acilo de largo
de cadena C4:0 a C16:0 por el méodo del pH-stat. Cabe recordar que en los modelos
estructurles obtenidos para las enedimas Stel v Nsel se encontrd también una tapa (“cap
domain™) en la region M- terminal que cubre el sitio activa. Ademas, se ha reportado que en
las enzimas de 1o familia de las hidrolasas se han observado cominmente inserciones en la
esiructurn canonica, ya sea en la region amino o earboxilo terminal. Se cree que dichas
inserciones pueden modular la especificidad de sustrare de lag enzimas (Zhu er af | 2003),
En este trabajo se muestra gue la enzima Mstel puede presentar una insercion de 29 aa,
predominantemente  helicoidal, en la region MN-terminal, la cual puede modular la

especificidad de sustrato.,

Finalmente, Ia diferencia en quimioselectividad de las enzimas puede ser anl para procesos
biotecnologicos. Un cjemplo clare de esto es la diferencia en selectividad entre los sustratos
del grupa 11 (acidos hidroxicinamicos)

En el caso de la desacetilacion de flavonoides, la cual es una transformacion muy
importante a nivel industrial, pocas enzimas pueden llevar a eabo este tipo de reaceiones
(Bazak of af, 2003, Lambusta of of, 2003; Basak o af,, 2008). Mas aun, las condiciones de
reaccion en todas las desacetilaciones evaluadas se pueden oplimizar para incrementar los

rendimientos

a3



Conclusiytes

8. CONCLUSIONES
¢ Se encontraron dos secuencias de expresion para la proteina Stel que corresponden
a la regidon N y C-terminal. Una de ellas codifica un péptido adicional de 28
aminoacidos en la regién N-terminal que forma parie de la enzima, contrario a lo

que se habia reportado para la esierasa Stel

¢ La proteina Stcl con el polipéptido adicional de 29 aminodcidos en la regidn N-
terminal generd una proteina de 315 aminoacidos, la cual denominamos Nstel con

una masa molecular tedrica de 34.8) kDa y un pl de 4.8.
¢ Sc cloné la esterasa Stel de Aspergillus niduwlans PWY en L. cofi pero la enzima
expresada se dinge mayortanamenie como un agregado insoluble en cuerpos de

inclusion. Soélo una parte se recuperd como proteina soluble con baja actividad.

La induccion de Stcl a 25°C durante 18h favorece el direccionamiento de la enzima a

periplasma y disminuye Ja formacion de cuerpos de inclusién. Ademas, el
amorhiguador de {isis juega un papel muy importante en la estabilidad y solubilidad
de la enzima, lo cual repercute en la actividad de la misma. Sin embargo, sélo una

parie se recuperd como proteina soluble con baja actividad

La proteina Stcl solubilizada de cuerpos de inclusion tiene actividad baja tras una
incubacidn a temperatura ambiente durante 24 h en presencia de la biomasa,

probablemente debido a un mal plegamiento de Sicl

El andlisis filogenélico mostrd que las esterasas involucradas en Ja biosintesis de

aflatoxinas y ST se agrupan y pertenecen a la familia de las HSL

Las proteinas Sicl y Nsicl se expresaron correctamente sin glicosilaciones en el
sistema eucariote (P. pastoris) con una actividad mayor a la observada en la enzima

recombinante en £. coli
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Conclusiytes

La proteina recombinante Nstcl se expresa con una actividad de 360 U/mg proteina
después de 24 h de induccion en P. pasioris. Su masa molecular aparente es de 35
kDayunplded 7.

La proteina recombinanie Sicl se expresa con una actividad de 39 U/mg proteina
después de 48 h de induccion en P. pastorrs, tiene una masa molecular aparente de
31 kDa y un pl de 5.3. En geles nativos se observa que esta enzima se encuentra

principalmente formando agregados.

Las anticuerpos anti-Stcl generados tienen una alta especificidad por ambas enzimas,
¢l titulo del anticuerpo es de 1 40,000 y la cantidad minima de proteina detectable
con este anticuerpo ¢s de 20 pg El anticuerpo es capaz de reconocer a ambas enzimas

en su estado nativo.

Se corrobord la expresion de izsicf en A. nidulans, lo cual nos confirmé el hecho de

que |a regidén N-terminal adicional enconirada forma parte de {a enzima

La enzima Nstcl se expresa constittivamente en los diferentes medios y condiciones

evaluadas en este trabajo.

En medio séhido con avena se observa mas claramente la produccién de la esterasa
silvestre Nsicl en A. mdnlans con una masa molecular aproximada de 35 kDa y pl de
438

Después de la concentracion y punificacion de la proteina Nstel a partir del extracto
celular de A. mdulans crecido en avena, se observé una segunda banda con una masa

molecular aproximado de 31 kDa, que corresponde al reporiado para la proteina Stcl.

Las vanantes mosiraron una amplia especificidad de sustraio y diferencias entre ellas

en la especificidad hacia los grupos de sustratos hidsolizados.
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Conclusiytes

Las dos enzimas muestran diferente regioselectividad, dado que generaron diferentes
productos después de la hidrolisis de algunos sustratos del grupo [l y de acido

kdjico.

Las diferencias estrucrurales observadas entre las vanantes en los modelos obtenidos,
conllevan a las diferencias observadas en las propiedades bioquimicas de ambas

enzimas.

Se corrobord expenimentalmente que la region adicional en la Nsicl modifica algunas

propiedades bioquimicas de la enzima como el acceso del sustrato al sitio activo.

La desacetilacion parcial realizada por ambas enzimas sobre flavonoides y acido
kéjico generd productos que conservan el poder antioxidante y muy posiblemente con

mejores propiedades de estabilidad y solubilidad.

La hidrolisis de ésteres de p-nitrofenilo con diferente largo de cadens mostrd un
comporiamiento tipico de esterasa para Ja enzima Nstel v de lipasa para la proteina
Stel.

La regién adicional de 29 aminodcidos es importante para la estabilidad de {a enzima,
dado que siempre se observé una mayor actividad para la esterasa Nstel y para la

respuesta a pH y temperatura donde se observaron ligeras diferencias.
La ingenieria de proteinas puede ser utilizada para modificar el segmento N-terminal

de la esterasas Nstcl para cambiar la regio- o quimioselectividad de esta u otras

enzimas semejantes.
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Recomendaciones y perspectivas

9. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

A partir de las secuencias de carboxilesterasas encontradas en el genoma de A. nidulans, en
la base de datos de secuencias EST v en la genoteca del Dr. Aramayo, se pueden aislar
genes con actividad lipasa/esterasa o cutinasa que pueden corresponder a nuevas e

interesantes enzimas lipoliticas.

Una parte de la secuencia adicional encontrada en la enzima Nstcl se encuentra codificada
por un exon distinto al del resto de la proteina, esto lo convierte en un dominio interesante
para modificar las propiedades bioquimicas de la proteina por modificacion de su espacio

de secuencia en futuros estudios.

Determinar si las dos proteinas observadas en el inmunoanalisis despues de la
inmunopurificacion de la esterasa a partir del extracto celular concentrado de A. nidulans,
se derivan del procesamiento postraduccional de la proteina Nstcl “in vive” ¢ del uso

selectivo de sitios de inicio de la transcripcion.

Es interesante determinar la estructura de cada proteina ya sea por cristalografia o

resonancia magnética nuclear, con el fin de validar los modelos estructurales obtenidos.

Caracterizar por espectrometria de masas y RMN cada uno los productos obtenidos después

de la hidrolisis de flavonoides.

Optimizar las condiciones de hidrolisis de los sustratos que presentaron un bajo porcentaje

de conversion a producto.

Evaluar la capacidad de las enzimas para llevar a cabo reacciones de lipofilizacion de

flavonoides y acido kojico y su aplicacion en alimentos,

Inmovilizar las enzimas recombinantes, caracterizar los biocatalizadores y evaluar el uso de

estos en biocatalisis industrial.
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Abatract Aspergillur nidulons produccs Sl cacrasc,
which s involved in the esynthess of sterigmatocysting
 precursor of aflsoxins, Previous reporns of this cserase in
A. michulans suggest that @t is composed of 286 amine acid
residucy with 8 theorctienl molecular mass of 31 kDa
Various conditions were cvaluased 1o dotermine the optinmal
enpursion oomditnns for Sicl. the ighet lovel was obnervod
when A widilans was cultured in solid om modia Verious
eslotares Were  expressad nﬂﬂnﬂiﬁ acconding to the

msolecnlar mass of 35 Kia m ool extracts. fruem sl cxpresson
condithns. Analyels of the gone sequence and already re-
portesd expressoad sequonce tags indicstod the precence of an
addivions] 20-aminc-scid N-tcrminal region of Siel, which i
not u signal peptide and which has not boon proviously
reported. We ahas deterted the prosence of s sddional %
terminal region using revonc-tancriptase pobymcrase chain
reaction. The complete protem (NScl) won cloned amd
sucecsfully cxpressed in Puokia pastorts,
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Ayryiiy maluban v oo propbyie fuongees tat sosadely
dismributed in mamre, s complete genome has been
soquencod, and an expressed sequence tag (EST) database
bas been genersted (Galagan o sl 2005; Roe et ol 2001 ),
Some of the pones involved in the biosynthetic machinery
of the socondary metabolnam of A4 eidekeny have beon
detcered. cloned. and characrerized (Schacider o al 2008;
Speide el ol TN Yo and Leooand 1995) Slengreiocystin
I5T) snd aflmoxins, which are relsed fimgal sccondary
cmromogenie noturnl products known. A sl produces
ST. the penubtimate intermediate in the aflatoxin pathway.
s mn enal proshect (Beoneit of ol 1985, Bamch o ol 1953)
The pathway of 5T biosynthesis in 4. mishulans is identical
e et of aflatoin baeynthess in Ayperzifus. o tion
and Aspergilfis flavis. In these orgmisms, the genes
bvvulved in cither the blosynthais of ST or aflatoxin lie
m o gene choter (Fong end Leonond |99 Yobe nnd
Wakajirma 2004 ) In A, midfoms, this chaster was previously
iesenibal, mul ihe hosynthatic patlway his been propeosel,
the chaster spans 60 kb, wtalling 25 genes (Brown o al,
1996 Within this reglon, an estense/lipase mitative gene
{unel) b Been peported. The intronless sequence (GenBank
aceesahon no. 26936} appears to be a complete estorase’
lipmse peme. This gene 15 0 homolog of the previomsly
cloned wned gene. which was identificd within the aflaoxin
pithwny gene clsber in A parasiiens (Yoo ol 20600)
Morcover, ¢stermse activities have been confirmed in A,
puarwvitens cell extroets (Anderson anid Chung 1990,
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Kusumaoto and Hsich 1996), and it hos beon repoed that
the estemse EstA converts versiconnl hemincetl eetwie
(VHA) to versicomal (VALY and versiconol acetate to
wversieonal (Chimy en al. 2004, Few expression stodes of
the aflatoxin blosynthesis cluster genes have been done
e, comvseruemily, e regolotion s pootly eslerstomd
(Ko v al, 2003, Motomura ¢t al. 1999 Yu cral, 2000)
There is pe evidence of the cxpression of Stel i A
ridufany. Mo miommation 15 pvmboble about the bochemical
propertics, isolaton, and expression of enrymes involved
m ST baosyntheses moA. midfulars, In s work, we have
annlyred the available information on Stel using muhiple
databases, Speailic antibodhes were dessgned b detect the
Stel proacin under different culture conditions, We found
that the Stcl profein contalne an abfitional N-terminal
region, We hove eloned and expressed the complete Sl
protein in Pichia pasirs,

Esperimental procedures

Microvrsanisms, plasacid, siedia, sl cultire conditions A.
nidulansy PW L (AT, argB2; methCi]; vedl) was kimdly
provided by Dr Jesus Aguirre, Instinute of Cell Physiclogy.
LIS AM, nml 1 has been obstamed from the Fangad Genetics
Steck Center (Kansas Ciry, K5, USA) Exchertolin colf
OHSa (F st 2T 1 S A2 Y A-ugFiL 169 endA |
Al hedBRITin— mg=) deoRt sl supE4d L-grAdt
refAl) was used for cloming, £ pustoris X-33 (wild rvpe:
Invirogen, Cordshod, CA, USA) was wed for enwevme
expression, Medmid pPICExD was supplicd from lovitrogen.

A mifulony dock colbene was mombained on silica el
slomts ot 4°C and sporcs were produced us proviously
eseribnd (Kafer 1977 Kownenki et al 1009) & a eontrol
for the sterigmatocystin induction conditions, A. aldnleny
was grown on minimal mdteate and optimized medium as
prev ey desershed { Pofis-Montes et ol 2103) For mduction
comditions, A, midwfar was grown on YIS medim. com
stoep T, amd ond as deseribend tespectively by Keller ef al
(19T, Kelkmr o al. (1997 ond Keller et al. {1994).

E. ool cells were prown at 37 *C in bow-salt Lunia-
Bermm medium (LB; 1% veast extroct-0.5%  Bacto-
tryplone=0,.5% NaCl), For selection of recombinant lones,
lowesall LH plates wiere supplemented with 25 g deocin
per millilieer.

2 ey growth, media, and sebection of reeombinant
clones were conducted secording 1o the technigues de-
senbed i the manual fom the Mefia expression kit
{Invitogen, Corlshod, CA, USAL  Emsymo-producing
clones were sclected on YEPD medium supplemented with
0.5% (wiv) dewinose, 1% () tbotyom, md (00 pgiml
Zeocin (YEPT medium), To maintain the induction of gene
expressto, 200yl of methonal was added every 24 h

€ Springer

Positive clones were grown for 24 b oin Dgquad BMGY
medinm. For induction, cells grown in BMOY medium
were contrifuged (3,000%g, 10 mink and the cell peller was
rsaspended m BMMY mediom, which s BMOY mednm
in which glycerol was replaced by 0.5% (viv) methinol.

Blotnformavics Sl gene sequence datn were manually
compiled from GenHank. BLAST scarches were cotducted
within the 4. wishelans initmive genome dotshose of the
Whitchead nstitde (Galagan eq al. 2005}, Swcf ESTs were
ilentified wsmy HLAST searches within e A odedalany
cDNA Sequencing Project (Roc et al. 20015, Predicted
sequsiees, of sied homologs were ademtified usog REAST
serches within GenBank, the Lipase Engincering database
(LED) and the ESTHER database (Fischer and Pleiss 2005,
Hotelier of al. 2004}, The sequences werne unalyeed using
the following programe: DNA strider (Douglis 1994),
ClustalW (Ladem of ul. 2007), Bukdit versaon 7007 (Hall
2007y, Genefinder (DeCaprio et sl 2007, Genesean (Burge
and Karlin 199%), amd Expasy Transbite Tool (Gasteiger
cf al. 2003), The prediction of signal peptides was done
using Signal P v3 (Bendtsen et al. 20047, For phylegenctic
wnalysis, mmino ool sequences of the estermses wiere
aligned with ClustalW. Based on the alignment, a ply-
logenehe free was comstructed vin the neghborpoming
method (Saieon and Nel 19870 A phylogenetic test was
dine based an 1,000 boststrap replicates. A phivlogenetic
nnalysis wis conducted wsing MEGA o3 (Kumor ef al,
20045 The GenBank™ accession numbers ised for this
anidysis were: Aspergitfes nouvines (AASHNEL), 4. vy
(AASA0006G), Asprerpils oryzoe (BALTLA2L), A, parasi-
femy (AANTHASR), Aspergilis mwiger (XP_INE 39952 5),
Aspergiliog fumigatiis (XI'_ T49730), A. fMavas
CAAD TN Y 4 widulans {ANSSAS X} dypungeillnn et
(XP_O012T3T31), Penfeilltom  eselopinm (AAFE2375),
Oenionas separumensic (BAAR2SL0), Alvciclobocilluy
aciddwealdarius (1EVE_A), Sulfeluolus  solfutaricns
(WP_343838) Sufflobus aoffiarios (NP_343862), Hur
Mudder sp. (YP_3bbdth), Poendomome aeruginos
(YP_001345220), Prewdamanay flureseens (YP_348594),
Fronkin sp. [YP 001507469), Corveefucterium feikeim
(YP_250326), Sphingopyriy aluskensiv (YP_616595),
Crilsberatla et (XP_389288), and Moravella sp. (P24484),

Teolution of mENA and reverse-transeriptase polimerise
chunin reaetio for el detieetion ol acilution of the
stel gene A, nifdifany stmm PW1 owas gmown in non-
stengmmocystin-conducive media (minimal and optimized)
for 24 h und m indection medis (Y ES, com steep lguor,
and oat) during K 15, and 30 days, respectively. The
fesultmy mycelinm wiss hovestend, washed with buffor A
(10 mM  cthvlencdinminerctmacetic acid, 0.1 M NaCl,
A0 mM Tris-HOL pH 200, and pubverizad o a foe powiler
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in liguid nitogen. Totl RRA was daolated from the mycelia
b the eolumn purification methad wsing the RNepsy Flant
Mini-Kir (Qlagen, Valencia, CA, USA) Poly-A mENA was
puniied from the il BNA by the PolyATmock mBENA
Isolation system | Promegi, Madison, W1, USA) acconding
Lo the et tin el This procedoe effechvely omoves
DRA o prevem commination, First-stmnd cDNA was
synthesized with the cDRA cyele kit {lwvitrogen, Carlshal,
CA, USA) mnd used us the templute i the subscaquent
polymensse chaln reactions (PCRYL We have alse used a
24-h devedopmentol A mididmy cDNA Dbmry m L-ZAPN
comnatucted By B, Aramavo, avallable from the Fungnl
Clenethes, Stck Center, Kansas City, K5, USA. The Hiolsim
Taq DNA polymcrase (Qingen, Valenein, CA, USA) was
msed in KT-PCR experiments. The following prinsers wone
used for the nxic! gene: Forward-1, mwef-Fr 3 OCT CTG
CAG CAG ATT OCA AGC TAT CAG AGC CAT G 3, and
Hevera muplR, 3 TGA GO GO GOT TAC TOA CAA
ACC CAG C 3% The PCR amplification was carried our at
95 °C for 8 min, one eyele, a seeond step, 95 5C for | min,
5540 for 40 5, and 72 °C for 1.5 min, 30 cyeles; and = finnl
extension step of 10 min et 72 °C,

Constrction of e plusoid pPICrstel] To chone the asied
geme mdo the pPICSal vector, whch allows is expression
In I pastoria, tao restriction siees (PerlVerl) wene bntro-
duced by PCR info the fragment. The ated gene was
pmplified from eDNA with the primers matel-F ond astel-R
In this case, e complete protein with the native B-tenminal
end was genermied. The PCR fmgments were cleoved with
Pl and Neul gnd inserted into the respective pPICZal sites,
realimg e pPICasel The meombinod Pl polymense
{Fermentas, Hanover, MD, USA) was used in PCR expen-
mmente A POR gradiont o done with e fnlloading eyele
conditions: first step, 35 “C for 2 mim, one cyele; sceond
step, 95 °C for | min, 50-60 *C gradient for 40 « and 72 °C
for | wman 3005, 25 cyeles; and thind step, 72 7C for 10 mm

Recedinnt DNA fechinigues Standand recombinnnt DNA
methods were used, ns deseribed by Sumbrook et nl.
L 19,

Cloaning vt K coli DHSa<ompetent cells were freshly
tremsformed with the pPICrse! vector by electropasmtion
Selected recombinant clones were grown at 37 *C in 30-ml
LH media for vector extroetion with a plasibd mini-kit
(Qlingen, Vislencin, CA, USA},

Evprexvion af NSed fn 8 posraris £ payioris X-33 cells
were freshly transformed with the expression vecior
PP i ihrongh electropanton. Al coltianes wene carmed
ou at 30 °C, Recombinant ¢lones were seleced on YEPS
methiay, lalo-pricduscing clones wore selected on YEF]

medivm. Positive trasfonmants were sebected amd grown in
BMGY medium until they renched an 00,0 26 and then
transfered 1o BMMY medium for the induction of protein
expression. Methanol (0.5%) wis ndded daiby o0 nduee
expression. After induction, the extmacts were contrifiyzed
3 0000 g2 ) amdl soperrutsngs were collecied

Fut fydenfose aetvaly asvay (1) The edemse activity of
the emede extracts and porified eneymes wis mensired
spectrophastometrically on microtiter plates as compared 1o
pemtropheny] setate (pRPA; 1 mM dissolved im dometiyl
sl foxide), using a molar absomtion cocificient of 14,500 |
mal ©oem ! (00 nm, pH 7S, S0 mM sl phospliate
buifer), One enzvme unit (U) 12 defined us the setivity that
liberntes | pmol of substrate per minae (Sugiham ef al
19990 ) ond (24 estemse sctivity fowards c-nnphilyyl sectate
(a=BA) on microtiter plates s desoribed by Kakanar ot al,
{2000

Prodiein defrronmaifon Profcin concentmmton was  dleler-
mined by Budiord assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
wsing the enhanced method according o the manufacturer’s
mstrutsons and bovime serom gibomm es o stk

Fralvaerylamide gel elovtrophores Sodnm . dodecy] sul-
fine polvacrylamide gel clectrophoresis (SDS-PAGE) on a
1 2% polyscrylomide slab pel wiss wsed o assess the parity
ond moleculir weight of the enryme peeonding o the
method proposed by Laemmbi {19700 Low=molecolar-
weight murkers {Bio-Had, Hercoles, CA, UEA) were used
as standards,

Aymograimy Esternse activity was assaved and visuslized
iy, Fymogiore. Afier SDSPAGE. the acivlnmide el
was wished by mmersion in phosphote boffer 0.1 M,
pH 7.5 for 30 min with constant agitation. A second wash
wits perfimmiesd i e sime conditions, except the il
contained 5% Triton X-100. Finally, the gel s subjected 10
a Mhind wash in the saene bafler with only 1.5% Taton X-
100 for 4 h. The gels were incubated ot Toom temperanire
(RT) in substrate solution for 10 min (3 mM c-nophiliy]
acetnte, 0% (v} sectone and (00 mM sodiom phosphate
baffer, pH 7.5) and then incubated for 5 min in developing
sanlutiom (1 oM Pt Benl TR, 001% fovd Troboan X- 106 aml
100 mM sodiom phosphate buffer, pH 7.5), Escrase
activity was detectod by the appesmnce of plarphe-colored
bunils i the gels.

Bocleririe foenving Electrofocusing, was perfonmed on
PhastSyetem (Pharmacia, Uppsala, Sweden) according 1o
the mstrictions of the manufoctoer. [EF 1.9 Fhasatels (G
Heahheare, Pisburgh., PA. USA) and bigh range standards
(GE Healiboare, Pittsbagh, PA, UISA) were wed. Proteins

€1 Bpringer
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were detected by Coomode saming and  rymogophy
using (a-NA) m desenibod bofiee.

Secl anitthoady prochiction Sicl PAR were  generwied
rabbits, ming a symthetically deigned peptide by Sigma-
Ciemorwys, o ihe swstigen | The Wosdlsnds, TX, Frg oy Sl
sntibody was preparcd in rabbits by Sigma-Geonoys snd
targeted o the Skl sequence Fach of two mbliis (New
Lealond Whate )l were mpected subcutancousty with 200 pg of
peptide conjugated to KLH in complete Freund s adjunvant
ot ihe firdd wtrmnsstion, momplete Froond's slpnoant
(IFA) was used for all subscquent immunizations st 8 1:]
{velivil) rotiin, Alier 14, 28, 42 56, amd 70 dhays, fhe smenaks
received o booster injoction with 200 g of proscin in IFA
adjwvanl. Serurm was olstamed T days afler cach oot

Wentern hlor auays Specificity was miaxyed by Wesen
Tibatting, and proeimoune senam bl oo ooty Siel
antiserum after 49, 63, and 77 days of immunizstion was
st at 101000, )5 000, 110000, | 5006000, asd | 40,000
ditutions, For bloming, crude cxvtmcts from reoombinsm
P pusturs werw pliced in SIS kading buffer containing
106 sl dithiotheesiol st %0 °C w100 “C (3 o)
Proteing were separated on 2% SDS-PAGE and native gels
sl trmmsfemved 100 polyvenylidene membmee, which was
finsed with PBS and incubated in PBS contalning 0.1%
Tween 20 and 5% milk overnight w4 “C. The membrane
s (neubuted fn Stel antiser for 3 b (KT fallowed
washes in PBS and incubation in gom snticabbin IgG
lknline phosplnte-secondary smihody (110,000, Hio-Rad,
Hereules, CA, USAD for 2 h, BT, Membrancs were developed
for alknline phosphatisg activaty, Assiys were done in (he
same way for myeclium cxmacts onder stongmmtocystin-
imiducing and noninducing conditions. The resulling mycelia
were hirvested and washed with buffer A (107 gheoeral,
25 M dithiotheeitol, 0.3 M NaCl, 50 mM phosphat buffes,
PH T 5D Wi then ndided one compliete protease mhabios tmhlet
for 30 mL (Roche, Mannhetim, Germany ) and pulverized it to
a fime powder in e presence of liguid nitrgen. The powder
wus resispended in 100 mL buffer A, mixed overnight
170w, 4% and then centrifiiged af 8,000 pm for 20 min
41 The supermumnt was collected und concentmted by
ultrafiltration to § ml In this case, Stel antierum after 77 days
af pomungeation wies fested of 030 000 ond 123000
dihmions,

Puarificasion of ami-Stel antibody and Sl gel affinin:
nlnn Antibodies were purified wsing the Montage Anti-
hoaly Punifiestion Prosep-A kil scconding fo the technigues
described in the mantal (Millipore Corp,, Bedford, MA,
LSA)L Antibmdies (20 myg) were aomobilied o AT-Cel-
10 {Bio-Rad. Hereules, CA. USAL #s recommended by the
o i fare.

) Springes
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Eestifivition wf the sicl grene in the A alchdans gemme The
Aoy gename dutabuse was analyred wab BLAST
and two putative caterase profeins were Identificd,
ANTEIS D mm) ANSS65D The (sl sequence (ANTRIRZ)
i identical w the ol gone within the 5T cluster reponed by
Beowm ot sl (1996) The putative protein consists of 286
armane oend resihacs. The sovond soquence shares anly 43%.
amino s<id identiny with the Sicl protein and it is anootated
ke anothey estenne thot » mereleted 0 aflstosm baosyn-
thess soquencei. The putative Sicl coerase [ANTEIGD)
s 55500 amnme ackl wlenbity with esterases, from the
Aspergifles genus thar are mvolved in aflstoxin biosynthe-
sis (Fig. 1) Acconding to snalysis performed in the LED
database, this proein belongs o the Afararells ipase 2-like
familly and sharcs 34-27% amine acid idcatiry with lipascs
i e m it oy {Frcher and Plevs 2008) This
family bs included in the hormonc-somsitive lipasc-like
famnily (HSL), scconding to the ESTHER databuse | Hotelier
of pl. T

The Sicd presicin comainy am addivoms] ™0 awine ackd
Netermingl regpion BLAST scarches on the A nidbelins
clNA sequencing, prigect ropentad by Roe of al (2001)
found o EST sequences: Comtig 15397, which comesponds
to the previensly seported C-terminal region, and Comtig
452, which comresponds 1o the N-tormmal region of ihe Sl
protein and an additional 29-amino-acid region ot the N
e of the protem. Am smalyses of the potative
ANTHI6.2 fragment from the genome databasc. inchuding
upetrenm and downstroam wuonoes, wies poformael. The
analvsis showed an additional soquence that emcodes for
twin cxons and one intin. The first exon cnomdes a shont
pelypeptide of 11 amine acids followed by the mtron, snd
the second one encodes a wmall polypeptide of 18 amioe
acubs ndjacent fo e roposted 28h-ammo-scd Sl squence
and lics upstreatn of the reponcd tranalstion stan site. The
s of the small exons resalts ko 29 mmine-ocul region o
the N terminus of the Stel prowein (NSl Fig 2a)
Sequince analysis of the additional N-terminal region did
not suggest any homology with known signal peprides (dain
wot shown). In addition, a promoter region upstream of the
soquienee (il eocodes the Noermimal peplide wos found
(Fig. 2a)

An analysts of the LED datobase sevealed the presence
of the typical uming scud residucs of the comlytic mod
foind in o/} bydmlases (Ser152 Axp-255, and His-288)
airted the moming sl mesidies of the oxyumbon lole (Gly-56
and Ala-1583; Flg. 1) To ldenify the type of esterase
encodinl by ae NSl clINA, @ plybigenetse anilysis nsang
the deduced NStel aming scid sequence and other crcrascs
serjuenees win perforimed. The plylogenctic tree depicted
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Fig. | Anahbs af the complele pepeg MEELEEFNG
Sl exlerise. fvrmrh.lhun al AL flavas ETFFAA. .H

g scid seuITCEs Enwng A, paramivi=us ETFFAG H
NSl aml esietases fom all & RS WTFFAR. .M
s clusters. blertical atstine By nemlun ETRFRA. .0
il resislues are represeniad by Mt m"ﬂ'l-:'ﬂ'
advury pnal paps hy b & flavas o bl
Aming achds from the catalytic A, pacasiticus B LML.e. .
triad 1 5er-1 52, Aop-25F, and Ao BFyRaR i LWL <
Plis-2851 and cogyanion bol & alilap Bsb. 5
(kB0 aned Aki-155]) aie m

Tralid ] avarnive Jeniers,

A Hirel FEFRF PRALD
respectvely The canserval K. flawun 0
pentpepele wquenee i A paremicieus . T.0.8 0
enchaed. The addilanal A, aFyzas .00
Melernainal 24 anitne scids Ao Memius T
Trehaniging 4 Skl e dhoom in
Mm LS -‘-!.nl-ﬁ'ﬂ'll!!'

&, flavus i

R, parssibicus I

Ko mrymaw s, i

k, mewmiun ]
Hre=g I LR
A, [layus RLA P .

A parasieisus JH.LALD.

A oryiam RLAF,,
& nemiue LA
HEnel ORLFFONLLE
K. flawun BT FOOVAY
A parsmiviocus JAT.LAGVAN
k. orysas BT - PTHIVAT
R momian - Kk LEAVAL

in Fig. 2h displays three mujor groups: group 4 includes
caterases invilved in aflatoxin hiosymihesis; group &
cormesponds to eshermses from the HSL famity; ana the lost
group, , comesponds 10 other carboxylesterascs. The N5l
prdein soquence charly belongs to the chester of eiemaes

imvolved in aflmoxin biosymihesis.

el pene exprestion in A nidifany There were no previons
reports of Sl esterase expression in A, widvlues, To in-
vestignte the expresston pottern of tlos eweyime under
different culure conditions, total RRA from myeclium
wizs kel a5 terophofe o detecd the el Bnnscrpt by
RT-PCH. Expression of moef wos dewered in ol pssaved
ot aied mERA was slao detected under conditions
thne were not conducive o ST expression (Fig. 31, KT-PCR
products obtained from mveelium grown ander inductive
AW ES, comn steep Hipr, mud o mpesbiem ) aned noninductive
conditions (minimal and optimized medium) were sequenced.
These eDNAs were identical tn e el genomic seqiicnice
shown in Fig e, withou the intron which comesponds o
cDNA soquences in fhe ESTs database. By iselfl this result
comstifwtes. evidence of the existenee of the nae! mRNA,
which swongly sugpests that the addivional N-terminal
peplide s pet of the bological G of the eeyime
According 1 the genomic scquence shown in Fig, 2
there are two AUG codoms thit conld serve as the starting
point for translotion: the AL'G o1 position 136-138
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{previousty reported as the mnslation stun site of Sl
Brown et al. 1996) and the AUG at position 1-3, Our
realls confirm that the dommmnt translaion dart ste w
the lateer of these,

Srel provein expression in A nldulany Cellwlar exmets of
A midufens mycelivm were obtulned  from all culture
conditions: enher induced or not. they were obmned and
tested for Skl expression by Western blotting and were
evahmied for the presence of estomse activity, In Fig da,
severil Coomassic profein bands appear in the mnge of 30
i 0 kDw inoam SPE-PAGE gl m extmets of differca
culture conditions, The antiserum detected a single protein
hamd of agproximstely 35 ki fom idoced mycelinm
extrcts of A rfdlans that were goown in omt medin, which
15 not expected according 10 the sequence reported by
Hrown et ol (1994, Fige deb, Extoets of cells grown m Y ES
and optimized medium showed also 8 weak band of
approxiuately 35 kDa afler Western blod assay (dots ool
shown), Estermse sctivity, os evalunted by syvmogmms of
mative gels, showed one activity band for extract from A,
miauderny cells grown in optimized medin ond mmy activity
bands for extracts from cells grown in cat and YES media
iFig. Ah).

FEyprreswien of the neved gone oo P pestors 1o onder o shady
WSl protein ind comubomie antibody specificity, we have

£ Bpringer
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Fig. 2 Sacl pemomic snd deduesd sming selid sequences helangingt
the FISL femily, » Secl BINA and coding soqiesce. The deduced
aming scxd sequenes s presented under the comespanding codans.
They are numnbered om the jight sade. In e promnkelen ygion, e will
Iambingg oomsensus (e canotial TOGn UGN binding asteh, UAAT,
aml TATA snjpermors are uodloriioesd, The minm sejeonoe is demtod
hy eursive b b IOR primens sse hald ol Gebelid. The
anvine seads from the catnbytie trind (Ser-183, Asp228 and His-284)
and axyanion Hale [Gly-A6 and Ala-1530 ane bold and undérdined.
Desigred peptide sequenee i enclossd. b Phybogenetic mmalvsis of the
silgmmies. Hootstrap valugs are sbown. Theee grogs G, B, sl £
entrejranid b exlerases belonglig Vi allalonm clusten, oierases. (hum
Ibe HEL Gmmily, and soiher sirboxybsiomses, respeciively,. The
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evilutianary histiery was, infereed abngt the neighbuoe-joiming mehad
(Samei uned Mol 1987) The optimal tree with the wim of Branch
lengthi= 23 7564 109 s shown. The porcentage of replicate treci in
which the sssociated tau chustersal tipelber in e Doutstrag kel
LH0EHD peplicates) are slwam texl o the branchen, The boe i diawn
i wmde, wilh fwmnch bengihs o e same mmils as ose of e
evilutionury distsnces used W infer the phylogeneiio ee. The
evilutionory distances wers compuied iy ihe Pabson carreotian
meihod and are 0 the units of the number of aminn acid
substinutions per st All positions containing gaps und nissing
dala were eliminuled fom Ihe datasel (woniphete debetion gk
e were @ lolal al 243 positwms s e leal datasel, Py ogemels
amalyses were soneicted i MEGAS (Kumar of ol 20044
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Fig. 3 Sicl gone im ° pasevaria
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reluted species show homologous genes thid share morne
thimn W pmino acld identiny (4, priravitens, A, favo, wnd
A momnii) Intercstimgly, KStel shares only S0 s
neid dentity with the reported eaerasca, which is within the
ratige of hirtobogy betwesn aflaboso and 51 basynthetic
pathwny genes in A, parasitious, A, v, A s, end
A, wichulans,

oA, wiidwlans genome dotmbase, we ol only s copy
of the el gene, even i some specien, (ke A, puarainici,
v i secomd copy ol some poms volved i s b
synthetic pathway like estd (Yu et al. 1995), There bs a
simsilurity between the el gene sl the ol gene i A
paraiisei, with respect 1o the intron location and prometer
reghoni; however, NSl conists off 115 amino acids, just one
mone than the cderises 0 the biosynithetic pathways for
aflztonin and 5T in other species of Aypergiflin. In Fig. Ja,
we el (hat the dommont nslotion skt sele of e viel
gene (MDSKL) ks upatresm of the previously deseribed

Fig & Amiibady specaficny ks =
Worsiern blol mmahveis sgainat the R
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trunskstion st sse (MOGW). This was sugeested by Yo ot
al. (2002), after their comparison of sequences of the extd
enes m A, paravisiosy uned el e A midielams. Morover, the
Korsk conscnaus soquence for o translation initation siic
wats ishserved. a paaning (A ) is present three s, apnsm of
the stun codon (AUG) m position [-3, end this codon is
followed by another G (Korak 19870 This conscoss
soquence wis ot observed for the previousty reponied sum
codon. The obtained reaults for gene and protcin cxpression
eomfiern Gt b doemmmnt trsedation stant s ol posidan -3
and the product, the NSiel protein, has & molecular weight of
35 ki and pl of 48 It Is expressed under induction and
noninduction  conditions, results that agree with those
obtainged for expression of cstorases bebongzing o aflabosin
chisters, I must be noted thal the ewd gone fnam A
Paravittens ks also constitutively expreased and is probably
the onby gewe m the aflntoxm cluster that s oot ander ihe
regulution of gfR (Price et sl 2005; Yu et gl, 1995; Yu o1 4,
200023, whilie Yabe of ol (1991} detocied the EsA pindcin
from A. perrasitics in nonaflatoxigenic conditions,
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Appl Microbiol Histeckmal

Fusumoto and Haiel { 1996) reported the presence of at
benst three WHA cstemases, Ay we have shown, there ure many
intracellilor esterases that can be expresaed depending on the
culture mede wsed. Tmmmalogic fechmgues hove sabaed
this problem. Figare 4 shows that, under different cultun:
combifivnes, differenl esfernses are expressed s sevemil
aetiviey bands; however, only one was detceted with Weaemn
hbamting by the specific antibody, which has a mobecolar
muss of 35 kDo oo comesponds i NSl Oiher suthors
have aleo detected severl esterases umdler aflatoxigenic
comhiiones i A parasiioe bot they dild nol imegquivocadly
idemtify the presence of the EstA protcin, cven if the
minleculior mass of 12 ki m el o e loomsdical one
(Kusumoto mnd Hsich 19963, It is important o note thg
Anderson and Clamg (1990) have shown also that porcine
esternse can cotnlyee the hydrobsis of VHA o VAL then,
the VHA esterage activity i not cnough to identify this
protem. The wlentity of lis ceyme o Hhe recombimini
WStel & reinforecd by the fhet thar the rymogram of the
psoclectric focusmy gol of imoumopurificd ctemse fom 4
nfdufans colls grown in ont medin displayed one esternse
activity with a pl of 4.8, which is clise 10 the pl obtained for
recombanant WSl (4.7) expressed o P postonis. The
recomblnont N5l esterase wae observed as o single band
on mabrve and SIS-PAGE gebs In A perasitions, BstA ooty
s homedimer, something that did not sceur throughou our
expenments (Kusimato and Hsich 1996),

It s mtenesting 10 note fut the thooreticol moleenlur
weight is close to 35 kDu in all esterases mvaolved in
wllatoxm beesynthess, bt ot has been. punified only on
csterise of 32 kDa (Kusumors and Heich [996). However,
we hive prelieminory resalis thid show fwi reactive: honils
pfter immunapunification and concentration: the nlrcudy
Aetected protein of 35 ke gl another o of 30 ks i
wodild be interesting o determine whether these bands ans
derived from processing of the manslaed Sl protein or
o obermative splicing, s has been shown for some genes
in A, sfdilan (Pavksielis and Lambowiee 2008 or from a
selective use of smt siles as reporiad for conidiation genes
of 4. atdulary (W ond Miller 1997},

As this etwyme can bydiolyze typical esterase substrates,
the stel gene mvolved o the hosynthesis of 5T m A
nifuluny encodes an estemse gene, which may have broader
substrule specilficity, The N-termimnl region ploys different
roled in other earboxylestonmes, including comrbuting to
correct fislding. stabilation, amd stereospecificity (Mundrich
et ol 2003 Savan et ol 2005). 15 role in Stel prosein
idynumics must be verified.
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