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Resumen

Hemos diseñado tres dominios Rossmann consenso a partir de diferentes alineamientos de 

enzimas shikimato deshidrogenasas, la cual cataliza el cuarto paso de la vía del shikimato. 

En cada uno de los consensos se conservaron los aminoácidos que co-evolucionan, y se usó 

como secuencia guía la secuencia de AroE de Escherichia coli. Solamente uno de los consensos 

se expresó: Con1, el cual se generó a partir de un conjunto de 47 secuencias muy similares 

a AroE, del que se determinaron 15 aminoácidos consenso. La proteína consenso Con1 se 

presentó en la fracción soluble con un rendimiento superior al de la proteína nativa AroE. 

Los experimentos de dicroísmo circular muestran que el contenido de estructura secundaria 

de Con1 es similar al de AroE. Los datos de desnaturalización química con urea de Con1 se 

ajustaron a un modelo de transición de dos estados y los resultados obtenidos sugieren que 

el desplegamiento de Con1 es cooperativo. El perfil de calorimetría de Con1 mostró una 

única transición térmica correspondiente al comportamiento de un monómero. El valor de 

Tm app de Con1 fue de 53.2 °C, solamente 2.3 °C mayor que la determinada para AroE en el 

laboratorio. Con1 mostró actividad in vivo similar a la nativa, y de forma in vitro es capaz de 

usar NADP+ y NAD+ como cofactor.
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se muestran los aminoácidos que son similares en todas las secuencias. En 

letras negras se muestran los aminoácidos que no presentan similitud en las 

secuencias. La x representa todos los aminoácidos que no fueron determinados 

en el consenso. El modelo fue generado con ESPript (Robert & Gouet, 2014)
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Figura 13. Gel SDS-PAGE de la fracción soluble de diferentes cultivos a 37 °C. Carril 1: 

marcador de peso molecular. Carril 2: pt4 vacío como control negativo. Carril 

3: AroE como control positivo. Carril 4: Con1. Carril 5: Con2. Carril 6: Con 3. En 
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Carril 8: Con3 a 30 °C. Carril 9: Con2 a 25 °C. Carril 10: Con3 a 25 °C. En rojo 

se muestra la altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas 

consenso.
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molecular. Carril2: pt4 vacío a 37 °C. Carril 3: AroE a 37 °C. Carril 4: Con1 a 

37 °C. Carril 5: Con2 a 37 °C. Carril 6: Con3 a 37 °C. Carril 7: Con2 a 30 °C. 

Carril 8: Con3 a 30 °C. Carril 9: Con2 a 25 °C. Carril 10: Con3 a 25 °C. En rojo 

se muestra la altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas 
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Figura 16. Gel SDS-PAGE de la purificación de Con1. Carril 1: marcador de peso molecular. 

Carril 2: fracción insoluble. Carril 3: fracción soluble después de entrar a la 

columna. Carril 4: fracción correspondiente a 20 mm de imidazol. Carril 5: 

fracción correspondiente a 35 mm de imidazol. Carril 6: fracción correspondiente 
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Carril 8: fracción correspondiente a 150 mm de imidazol. Carril 9: fracción 

correspondiente a 200 mm de imidazol. Carril 10: fracción correspondiente a 

250 mm de imidazol. En rojo se muestra la altura a la cual se espera observar la 

expresión de las proteínas consenso.

Figura 17. Purificación de Con1. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción 

soluble. Carril 3: fracción correspondiente a 100 mm de imidazol. Carril 4: 

muestra concentrada usando el Vivaspin. Carril 5: primera diálisis. Carril 6: 

muestra purificada después de la segunda diálisis y filtración. En rojo se muestra 

la altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas consenso.

Figura 18. Purificación de AroE. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción 

insoluble. Carril 3: fracción soluble después de entrar a la columna. Carril 4: 

fracción correspondiente a 20 mm de imidazol. Carril 5: fracción correspondiente 

a 35 mm de imidazol. Carril 6: fracción correspondiente a 75 mm de imidazol. 
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Carril 7: fracción correspondiente a 100 mm de imidazol. Carril 8: fracción 

correspondiente a 150 mm de imidazol. Carril 9: fracción correspondiente a 200 

mm de imidazol. Carril 10: fracción correspondiente a 250 mm de imidazol. En 

rojo se muestra la altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas 

consenso.

Figura 19. Purificación de AroE. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción 

soluble. Carril 3: fracción correspondiente a 100 mm de imidazol. Carril 4: 

muestra concentrada usando el Vivaspin. Carril 5: muestra purificada después 
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observar la expresión de las proteínas consenso.
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elipticidades molares residuales (θ) de ambas fueron medidas desde 190-260 
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usando el algoritmo de deconvolución CDsstr

Figura 21. Desnaturalización química de Con1. (A) Valores obtenidos durante el 

experimento de desnaturalización química de Con1, en gris se observa el modelo 

obtenido con Savuka. (B) Fracción aparente de la desnaturalización química 

de Con1, donde 0 indica el estado nativo y 1 es el estado desplegado; en gris 

se observa el modelo obtenido con Savuka. (C) Valores residuales obtenidos al 

realizar el ajuste de los datos de Con1 con el modelo de dos estados. Resultados 

similares fueron obtenidos de tres experimentos independientes.

Figura 22. Desnaturalización térmica de AroE y Con1. El proceso de renaturalización deber 

ser superponible a los datos obtenidos durante la desnaturalización para poder 

afirmar que el proceso de desnaturalización térmica es reversible. Resultados 

similares fueron obtenidos de tres experimentos independientes.

Figura 23. Modelo de la desnaturalización térmica de AroE y Con1. En la parte superior se 

muesta la fracción aparente de AroE (círculos abiertos) y Con1 (triángulos 

abiertos), en gris se muestra el ajuste al modelo de dos estados obtenido con 

Savuka. En la parte inferior se muestran los valores residuales obtenidos al 

realizar el ajuste de los datos de AroE y Con1 con el modelo de dos estados.

Figura 24. Perfiles de calorimetría de AroE (wild type) y Con1 (consenso). El valor de Tmapp 

de AroE fue de 50.9 °C (324.1 K), mientras que el de Consenso 1 fue de 53.2 °C 

(326.4 K). Resultados similares fueron obtenidos de tres experimentos diferentes.

Figura 25. Espectrometría de masas de Con1. El gráfico de la izquierda corresponde a una 

shikimato deshidrogenasa modificada ( Con1)

Figura 26. Complementación en medio rico (LB con antibiótico) y medio mínimo m9. En 

medio rico (gráfico izquierdo) todas las muestras presentan crecimiento desde 

las primeras horas. En medio mínimo m9 (gráfico derecho), AroE (control 

positivo) y Con1 muestran crecimiento después de las veinte horas. Con1 

es capaz de emular la actividad in vivo de AroE. Resultados similares fueron 

obtenidos de tres experimentos independientes.
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Tabla 1. Comparación de parámetros cinéticos de diferentes enzimas shikimato 

deshidrogenasas. Los parámetros cinéticos fueron determinados a ph 9.0 

y 25°C al variar la concentración de sustrato o cofactor mientras el otro se 

mantenía a concentraciones fijas. Los parámetros cinéticos de AroE y YdiB fueron 

determinados por (Michel et al., 2003). 

Figura 27. Michaelis-Menten de Con1. (A) Shikimato como el sustrato que varía mientras  

nadp+ se mantuvo constante. (B) NADP+ como cofactor que varía mientras que 

shikimato se mantuvo constante. (C) NAD+ como cofactor que varía mientras 

que shikimato se mantuvo constante.
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Introducción

Las enzimas son excelentes catalizadores debido a que llevan a cabo diferentes reacciones 

bioquímicas, son altamente selectivas y específicas, y son una alternativa amable con el medio 

ambiente. Estos atributos han llevado al uso de enzimas en diversas industrias para la síntesis 

de moléculas complejas y de alto valor (Schmid et al., 2001).

La mayoría de las enzimas no son aptas para su uso a nivel industrial debido a que las 

condiciones de los procesos catalíticos pueden causar la inactivación o desnaturalización de la 

enzima (Dalby, 2007). La estabilización de proteínas es importante para mejorar su vida media 

y funcionalidad bajo las condiciones adversas presentes en las aplicaciones biotecnológicas.

Se han reportado muchos casos exitosos en los cuales se lograron mejorar ciertas 

características de las enzimas: incremento de actividad en nuevos sustratos (Glieder, Farinas, 

& Arnold, 2002), modificación de enantio-selectividad (Carr et al., 2003), aumento de la 

estabilidad a temperaturas extremas (Merz et al., 2000), ph (Cherry, 2000) y el uso de 

cofactores alternativos (Röthlisberger et al., 2008).

Existen tres enfoques para el mejoramiento de enzimas: ingeniería de proteínas, 

evolución dirigida e ingeniería de consensos (Morán García, 2008).

La ingeniería de proteínas o diseño racional consiste en el diseño de mutaciones en los 

sitios donde se cree que puedan tener un efecto sobre una función (actividad catalítica). Este 

enfoque depende del conocimiento a priori de una gran cantidad de información estructural 

de la molécula y conocimientos de evolución molecular. En este enfoque se debe tomar en 

cuenta la relación existente entre secuencia, estructura y función, ya que por una parte se 

tiene la información de la variabilidad de cada residuo y por el otro, la posición tridimensional y 

la interacción con otros residuos en el espacio (Segovia & Peimbert, 2010). Este conocimiento 

está basado en análisis bioinformáticos de la secuencia de la proteína, reglas generales 

derivadas de caracterizar los efectos de las mutaciones sobre las propiedades de la enzima y 

por la implementación de modelamientos moleculares que nos permiten predecir los efectos 

de las mutaciones sobre la estructura (Dalby, 2007).

En la evolución experimental o dirigida se busca emular el proceso evolutivo natural como 

la mutagénesis al azar y la recombinación sexual. Este tipo de enfoque ha demostrado mejorar 

marcadamente la estabilidad, expresión y actividad de las enzimas sin necesidad de depender 

de información a priori. En este caso, los métodos computacionales pueden ser usados para 

obtener información útil de la secuencia de proteínas y estructuras que puedan guiar a la 

mutagénesis al azar de proteínas, haciendo la evolución dirigida más eficiente (Röthlisberger 

et al., 2008).
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Finalmente, la ingeniería de consensos permite incrementar la estabilidad en las 

proteínas sin tener que recurrir al análisis de una gran cantidad de información estructural o 

a la generación de bancos de miles de variantes. Este enfoque semi-racional permite predecir 

mutaciones estabilizantes mediante el análisis de las secuencias de aminoácidos que en cada 

posición tiene el residuo más común en un alineamiento múltiple, por lo tanto, el respectivo 

aminoácido consenso contribuye en mayor medida a la estabilidad de la proteína que el 

aminoácido no consenso (Lehmann & Wyss, 2001). Este enfoque toma ventaja de la selección 

negativa que la naturaleza ha aplicado a todas las secuencias presentes en un alineamiento 

múltiple (Steipe, Schiller, Plückthun, & Steinbacher, 1994). Las mutaciones al azar 

desestabilizantes son altamente probables y son purgadas por la naturaleza si la estabilidad 

general cae bajo cierto umbral. Como resultado, los residuos que estabilizan las proteínas 

tienden a ser más prevalentes que otros aminoácidos en cualquier otra posición en la familia 

de la proteína (Steipe et al., 1994).

En este trabajo buscamos generar dominios más estables usando la ingeniería de 

consensos, debido a que existen varios casos exitosos en los cuales las enzimas modificadas 

usando este enfoque mostraron un mejoramiento en diferentes características, como la 

actividad o su tolerancia a la temperatura.

Dominio Rossmann

El plegamiento Rossmann fue inicialmente identificado como una proteína de unión a 

dinucleótidos y permanece como uno de los plegamientos de unión a dinucleótidos más 

estudiados (Rossmann, Moras, & Olsen, 1974).

Los dominios Rossmann se encuentran en proteínas con una amplia gama de actividades 

catalíticas como oxidoreductasas, hidrolasas, liasas e isomerasas. El dominio Rossmann de 

unión a nad(p) es uno de los plegamientos más antiguos, ocurre 87 veces en la clasificación 

de dominios y 42 veces en la clasificación de familias (Ma et al., 2008). Y se encuentra en el 

1 % de las proteínas eucarióticas y en el 3 % de las procarióticas reportadas hasta la fecha 

(Persson, Kallberg, Oppermann, & Jörnvall, 2003).

La superfamilia Rossmann es un ejemplo de las pocas que se combinan con muchas otras 

superfamilias, ya que el dominio Rossmann se encuentra en combinación con siete diferentes 

superfamilias de dominios catalíticos. En todos los casos donde los dominios Rossmann están 

unidos a miembros de una superfamilia catalítica, los dominios están en la misma posición 

relativa, sus interfaces tienen la misma estructura y sus regiones de enlace presentan el mismo 
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patrón. Estos resultados indican que la razón por la cual los miembros de una superfamilia de 

dominios catalíticos conservan un orden secuencial en sus conexiones a los dominios Rossmann 

es que cada pareja surgió de un único evento de recombinación y la superfamilia surgió de las 

duplicaciones subsecuentes y divergencia de este par (Bashton & Chothia, 2002).

Se pueden definir cuatro tipos diferentes de conexiones entre los dominios catalíticos 

y el Rossmann. El dominio Rossmann puede estar unido al extremo N terminal del dominio 

catalítico (tipo i) o a su extremo C terminal (tipo ii); el dominio catalítico puede ser insertado 

dentro del dominio Rossmann (tipo iii), o el dominio Rossmann puede ser insertado dentro 

del dominio catalítico (tipo iv). Dentro de una familia, el tipo de conexión de dominios es 

siempre el mismo. Las diferentes familias que forman un superfamilia dada también presentan 

el mismo tipo de conexiones (Bashton & Chothia, 2002).

El dominio Rossmann presenta un plegamiento tipo α/β. El plegamiento que une nad 

y NADP consiste de dos motivos de unión a mononucleótidos que están estructuralmente 

relacionados por una pseudo doble rotación, con la mayoría de las hebras N-terminales 

adyacentes una a la otra (Figura 1). Juntos, los dos motivos βαβαβ forman un conjunto de 

seis hebras β paralelas flanqueadas por hélices α, con el orden relativo de las hojas 3-2-1-4-5-6 

(Bottoms, Smith, & Tanner, 2002). En el dominio Rossmann más simple, la estructura inicia 

en la primera hebra β y termina en la sexta hebra β. El cruce de las hojas internas forma una 

cresta en el extremo C-terminal de la hebra β que conforma el sitio de unión para el nad+. Los 

dominios Rossmann unen a la coenzima nad+, esta coenzima participa en las reacciones redox 

en las cuales el anillo de nicotinamida acepta de forma reversible un hidrógeno (Bashton & 

Chothia, 2002).

Figura 1. Dominio Rossmann. Las flechas designan hojas β y los 
rectángulos hélices α, los círculos representan los residuos de glicina 

conservados. Imagen tomada de (Bottoms et al., 2002).
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Existen dos secuencias comunes características en el plegamiento Rossmann. Primero, 

un bucle rico en glicinas que une fosfatos y que conecta el C-terminal de β1 con el N-terminal 

de αA. Típicamente, este bucle contiene tres residuos de glicina conservados arreglados en 

patrones como GXGXXG (motivo G) e interactúa con el grupo bifosfato del nad. La segunda 

característica es la interacción de una cadena lateral (en la hebra β2) con el grupo de la adenina 

ribosa del cofactor (NAD, NADP o FAD) (Bottoms et al., 2002).

El dominio Rossmann presenta una característica estructural conservada: una molécula 

de agua presente en la apoenzima que estabiliza al asa y al cofactor en su conformación 

extendida y pudiera contribuir entálpicamente a la energía libre de la unión del cofactor 

(Bottoms et al., 2002).

Modelo de estudio

La enzima shikimato deshidrogenasa tiene una gran importancia a nivel industrial: se utiliza 

como materia prima en la síntesis de inhibidores de neuroaminidasas, como el oseltamivir, 

comercialmente distribuido bajo el nombre de Tamiflú, también es de gran interés para la 

generación de antimicrobiales, herbicidas y antiparasitarios, debido a que la vía del shikimato se 

encuentra solamente en bacterias, arqueas, plantas, hongos y parásitos del orden apicomplexa 

(Michel et al., 2003).

La shikimato deshidrogenasa cataliza la reducción reversible del 3-dehidroshikimato 

a shikimato (EC 1.1.1.25) en la presencia de NADPH como donador de electrones (Figura 

2). La reacción constituye el cuarto paso en la vía del shikimato, en la cual, a partir de 

fosfoenolpiruvato y 4-eritrosa fosfato, se produce corismato, el precursor de los aminoácidos 

aromáticos y de algunos metabolitos secundarios aromáticos. La vía del shikimato une el 

metabolismo de los carbohidratos con la biosíntesis de los compuestos aromáticos (Herrmann 

& Weaver, 1999). En hongos y levaduras, la shikimato deshidrogenasa existe como 

componente de un complejo pentafuncional mientras que en plantas está presente como 

una enzima bifuncional: dehidratasa 3-dehidroquinato (AroD, EC 4.2.1.10), y en bacterias 

como una enzima monofuncional sencilla (S. Ye, Delft, & Brooun, 2003).
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La shikimato 5-deshidrogenasa pertenece a la superfamilia de las oxidorreductasas 

dependientes de NADPH, la cual se encuentra presente en enzimas que participan en rutas 

catabólicas y anabólicas así como en la destoxificación de xenobióticos. Esta superfamilia 

usualmente se subdivide en varias familias, incluyendo deshidrogenasas de cadena corta, 

deshidrogenasas de cadena media, aldo-cetorreductasas y deshidrogenasas de cadena larga. 

El mecanismo de reacción usado por estas enzimas involucra la trasferencia de electrones del 

cofactor NADPH para estabilizar la acumulación de la carga negativa en el sustrato aceptor 

(Benach et al., 2003).

La enzima shikimato deshidrogenasa, codificada por el gen aroE en E. coli, es un 

monómero de 271 aminoácidos. Presenta dos dominios que tienen arquitecturas α/β (Figura 

3) y que se encuentran conectados por la hélice α5 y un conector, Asp102-Pro118. El primer 

dominio está compuesto de dos segmentos discontinuos, Met1-Thr101 y Gly237-Ser271, 

mientras que el segundo dominio abarca Gly119-Asp236. El arreglo de estos dos dominios 

a lo largo de las hélices da lugar a un profundo surco en el cual se localiza el cofactor NADP+ 

(Michel et al., 2003).

El dominio N-terminal encargado de la unión del sustrato (y de la dimerización en 

shikimato deshidrogenasas de algunas especies) es un sándwich α-β-α. Consiste principalmente 

de seis hebras β y seis hélices α. El orden de las hebras es 2-1-3-5-6-4, siendo la hebra β5 

antiparalela a las demás. Las tres primeras hebras β siguen una sucesión β/α regular, con las 

hélices α1 y α2 paralelas a las hebras β, flanqueando lados opuestos de la hebra. La siguiente 

unidad α/β/α es irregular, con la hélice α3 orientada aproximadamente a 45° de acuerdo a la 

Figura 2. Reacción catalizada por shikimato deshidrogenasa (EC 1.1.1.25). La enzima shikimato deshidrogenasa, 
codificada por el gen aroE en E. coli, cataliza la reducción reversible del 3-dehidroshikimato a shikimato en la presencia de 

nadph como donador de electrones. Imagen tomada de kegg: http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?rn:R02413
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dirección de la hebra, y una vuelta hélice α4 casi perpendicular a la hebra β4. El dominio se 

completa por una horquilla α helicoidal (α9 y α10), la cual se empaqueta contra la hebra β en 

el mismo lado de la α1 (Michel et al., 2003).

El dominio C-terminal es un dominio Rossmann dependiente de NADP. Está compuesto 

de seis hebras β paralelas en orden 3-2-1-4-5-6 y hélices α a ambos lados. La tercera y la 

cuarta hélices α están remplazadas por asas irregulares, por lo cual es de los Rossmann NADP 

más pequeños. Los dominios interactúan por intercalamiento de cadenas hidrofóbicas: 

α5 interactúa con β10, β11 y α6 (numeradas por la posición final en la enzima con ambos 

dominios), y α4 interactúa con α6 y α7 (Michel et al., 2003).

Figura 3. Representación tridimensional de aroe. En 
amarillo se muestran las hebras β, en verde la hélices α y en 

azul las asas. Imagen tomada de (Michel et al., 2003).

El sitio activo, como en todas las aminoácidos deshidrogenasas, lo constituye una 

hendidura profunda conformada por dos hélices α en la interfaz entre ambos dominios y en 

la cual se une el sustrato por residuos principalmente del dominio N-terminal y el cofactor por 

residuos del dominio C-terminal. Ante la unión del sustrato y el cofactor hay un movimiento 

de los dominios de una estructura abierta a una cerrada. El movimiento corresponde a una 

rotación de aproximadamente 25 ° por el eje que pasa por los residuos Gln26 y Asp102 lo que 

genera que la punta del dominio N-terminal recorra una distancia de aproximadamente 14 Å. 
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Los residuos implicados en la formación de los puentes de hidrógeno que se modifican ante el 

movimiento conformacional son Asn86, Thr101, Gln244, Thr87 y Asn59. Los tres primeros 

residuos (Asn86, Thr101 y Gln244) están altamente conservados en la familia de shikimato 

deshidrogenasa, Thr87 en el 92 % de las secuencias y Asn59 en el 60 %. En la conformación 

abierta, Gln244 forma puentes de hidrógeno con las cadenas laterales de Asn59 y Thr101. 

Cuando se une el sustrato y se adquiere la conformación cerrada, Gln244 genera nuevas 

interacciones con Asn86 y mantiene aquellas con Thr101. Una vez formado el sitio activo, el 

carbono 3 del 3-dehidroshikimato se posiciona a 3 Å de distancia para recibir el hidrógeno 

del carbono 4 del anillo nitrogenado del NADPH (Michel et al., 2003). El mecanismo de 

acción propuesto plantea que la transferencia de hidruros y la protonación del carbono 3 del 

dehidroshikimato ocurren de manera concertada. La Lys65 funciona como un ácido/base 

general. El protón de la Lys65 es recuperado o liberado posteriormente del o hacia el agua 

presente en el sitio activo por coordinación con otro residuo, Asp102. La molécula de agua, 

los residuos que unen al sustrato y los que intervienen en la reacción están conservados en 

toda la familia de shikimato deshidrogenasa (Espinosa Cantú, 2010). 
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Antecedentes

Antecedentes del laboratorio

En el laboratorio del Dr. Lorenzo Segovia se trabaja en la construcción y análisis de proteínas 

quiméricas generadas a partir de la combinación del dominio Rossmann y ambas partes del 

dominio catalítico de los genes aroE (denominado como E) y ydiB (denominado como Y) de 

Escherichia coli, y aroE de Bacillus subtilis (denominado como B).

Los genes aroE y ydiB de Escherichia coli, son xenólogos (Singh, Stavrinides, 

Christendat, & Guttman, 2008), presentan un 25 % de identidad en secuencia, y codifican 

proteínas con actividad de shikimato deshidrogenasa (AroE, EC 1.1.1.25) y shikimato/

quinato deshidrogenasa (YdiB, EC 1.1.1.282) respectivamente, las cuales presentan un 29 % 

de identidad en secuencia peptídica. Ambas estructuras terciarias están compuestas de un 

dominio Rossmann de unión a dinucleótidos y un dominio de unión a sustrato (Michel et al., 

2003). El gen aroE de Bacillus subtilis presenta un 35 % de identidad con aroE de Escherichia 

coli y también presenta un dominio Rossmann de unión a dinucléotidos y un dominio de unión 

a sustrato.

De todas las proteínas quiméricas construidas sólo la quimera denominada ebe (la cual 

consiste en el dominio N-terminal de AroE de E. coli, dominio C-terminal de AroE de B. subtilis 

y las dos últimas α hélices del dominio C-terminal de AroE de E. coli) fue capaz de expresarse, 

ser soluble, y presentar una actividad in vitro e in vivo similar a las enzimas parentales.

En el 2008, siguiendo otro enfoque y modelo de estudio diferente: Areli Morán construyó 

una cistatina consenso realizando un alineamiento de 106 secuencias de fitocistatinas, con 

un punto de corte establecido del 30 %, cambiando 32 de 106 aminoácidos a lo largo de todo 

el polipéptido, respetando solamente los residuos responsables de la interacción con el sitio 

activo de las cisteín-proteasas. Esta cistatina consenso se expresó de forma adecuada en la 

fracción soluble, mostró un incremento en su actividad proteolítica junto con un aumento de 

23 °C en su temperatura media de desnaturalización (Morán García, 2008).

Antecedentes de ingeniería de consensos

Uno de los primeros trabajos que sugiere un método para mejorar la estabilidad de proteínas sin 

ningún conocimiento previo sobre su estructura o los principios que gobiernan su estabilidad 



27C l a u d i a  I r i s  B r a v o  B o n i l l a

es el de Serrano et al quienes probaron mediante mutagénesis sitio dirigida de la barnasa 

(EC 3.1.27.3), el impacto de 17 aminoácidos diferentes entre las secuencias de la barnasa y 

la binasa (ambas ribonucleasas de 110 aminoácidos que comparten un 85 % de identidad en 

secuencia) en la estabilidad de la proteína, y observaron efectos entre +1.1 y -1.1 kcal mol-1. 

Una mutante múltiple que combinaba seis sustituciones mostró una estabilidad incrementada 

de 3.3 kcal mol-1 sobre la enzima silvestre. Los resultados indicaban que la comparación entre 

secuencias de enzimas homólogas mesófilas podría contener información importante para 

incrementar la estabilidad de las proteínas (Serrano, Day, & Fersht, 1993).

Este enfoque comenzó a utilizarse en pequeños motivos o familias pequeñas de proteínas 

sumamente relacionadas. Nikolova et al trabajaron con la proteína supresora de tumores 

p53, realizando un alineamiento de homólogos de 23 diferentes especies, y se mutaron 

individualmente 20 residuos no consensos de p53 de humano a su respectivo residuo consenso. 

Los cambios en la estabilidad fueron desde +1.27 a -1.49 kcal mol-1. Cuatro mutaciones 

estabilizantes se combinaron en una mutante cuádruple la cual fue estabilizada en 2.65 

kcal mol-1 y mostró un incremento de 5.6 °C en la temperatura media de desnaturalización 

(Nikolova, Henckel, Lane, & Fersht, 1998).

En 1999, Wang et al crean dos variantes funcionales y altamente estables de la mini 

chaperona GroEL, las cuales ayudan en el replegamiento de proteínas recombinantes, usando 

un alineamiento de secuencias de 130 miembros de la familia de la chaperonina 60 para 

designar 37 mutaciones individuales. Se combinaron seis mutaciones estabilizantes que dieron 

como resultado dos mutantes múltiples con 6.99 y 6.15 kcal mol-1 más estables que la proteína 

nativa, demostrando que un enfoque basado en la homología es un método simple y eficiente 

para incrementar la estabilidad de una proteína (Wang, Buckle, Foster, Johnson, & Fersht, 

1999).

Steipe et al predijeron sustituciones estabilizantes basadas en la comparación de 

la frecuencia de aparición de aminoácidos en secuencias de dominios variables V
L
 y V

H
 de 

inmunoglobulinas, asumieron que el aminoácido más frecuente en cualquier posición en 

un alineamiento de dominios variables V
L
 o V

H
 de inmunoglobulinas homólogas contribuía 

más a la estabilidad del dominio que aquel aminoácido que solo ocurre una vez. Predijeron 

diez mutaciones estabilizantes para el dominio variable V
H
 de inmunoglobulina, de las 

cuales seis fueron estabilizantes y combinadas incrementaban 20 veces el tiempo medio 

de desnaturalización térmica (Wirtz & Steipe, 1999). Estos autores postularon aunque 

la probabilidad de que las mutaciones al azar sean desestabilizantes es muy alta, son 

selectivamente neutras siempre que el dominio en su estabilidad total no caiga bajo cierto 

valor de umbral. A la inversa, las mutaciones al azar que resultaron en una estabilidad térmica 
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incrementada son altamente improbables en la ausencia de una selección positiva (Lehmann, 

Pasamontes, Lassen, & Wyss, 2000). Como resultado, los residuos que estabilizan a la 

proteína tienden a ser más prevalentes que otros aminoácidos en determinadas posiciones.

Es a partir de este trabajo que la ingeniería de consensos se aplica por primera vez a 

la secuencia de una proteína completa: Lehmann et al definieron 18 aminoácidos consenso 

a partir de 13 secuencias de fitasas (EC 3.1.3.8) de hongos mesofílicos, lo que dio como 

resultado una primera fitasa consenso, la cual mostraba una temperatura de desplegamiento 

(Tm) de 78 °C, que es 15 - 22 °C más alta que cualquier valor de Tm de las fitasas parentales 

usadas para el diseño. Un refinamiento de este enfoque, combinado con experimentos de 

mutagénesis sitio-dirigida dio como resultado una fitasa consenso optimizada con valores de 

Tm arriba de 90.4 °C. Estos incrementos en la Tm se deben a la combinación de intercambios 

múltiples de aminoácidos, los cuales estaban distribuidos en toda la secuencia de la proteína 

y que afectan principalmente a los residuos expuestos en la superficie o en regiones sin 

estructura secundaria definida, donde cada sustitución individual tiene un pequeño efecto 

termo-estabilizador Lehmann et al., 2000). Cualquiera de estas secuencias consenso finales 

diferían de las secuencias parentales más cercanas por un 18 % (80 residuos de 444). 

La ingeniería de consensos también ha sido aplicada a dominios SH3 (Maxwell & 

Davidson, 1998), proteínas con repeticiones ricas en leucina (Binz, Stumpp, Forrer, 

Amstutz, & Plückthun, 2003), proteínas ankirina (Binz et al., 2003), dominios WW (Jiang, 

Kowalski, & Kelly, 2001), entre otros. Recientemente, una versión consenso de gp120 fue 

diseñada y expresada para su uso como vacuna, y aun cuando los datos de estabilidad no se 

reportaron, tuvo una mejor expresión en comparación con cualquiera de los gp120 parentales 

(Gao, Weaver, Lu, Li, & Liao, 2005).

En muchos de estos casos, la estabilidad óptima fue incrementada no solamente al 

producir secuencias consenso sino al combinar consensos con diseño racional basado en la co-

variación de aminoácidos, consideraciones de la estructura de la proteína, datos de estabilidad 

previamente definidos, métodos computacionales o datos de actividad. Por ejemplo, Amin 

y colaboradores usaron mutagénesis consenso combinatoria (CCM, combinatorial consensus 

mutagenesis) para generar variantes de proteínas de β-lactamasa (bla) de Enterobacter 

cloacae al alinear 38 secuencias de homólogos de bla. Una de las variantes que contenía ocho 

mutaciones consenso mostraba una temperatura media de desnaturalización (Tm) 9.1 °C 

mayor que la parental (Amin, Liu, & Ramer, 2004). Binz desarrolló un andamiaje conservado 

de la proteína ankirina, en el cual se conservaban los residuos importantes para mantener 

la repetición de la estructura y en el que los aminoácidos potenciales que interaccionaban 

fueran aleatorizados para mejorar las interacciones entre las unidades repetidas de la proteína 
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ankirina. Esto resultó en un incremento en la expresión, solubilidad y estabilidad de la proteína 

repetida ankirina (Binz et al., 2003).

Vázquez et al usaron la secuencia consenso en combinación con criterios basados en la 

estructura para la generación de una glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.47) termo-estable. 

Se generaron 24 variantes, de las cuales 11 mostraron una estabilidad térmica superior a la 

de la enzima nativa. La mejor variante mostraba una vida media de aproximadamente 3.5 días 

a 65 °C en contraste con la nativa (cuya vida media era de 20 minutos a 25 °C) (Vázquez-

Figueroa, Chaparro-Riggers, & Bommarius, 2007). 

La creación ab initio de proteínas a partir de la información obtenida por consensos 

ha generado casos exitosos, como la proteína novel fluorescente por parte de Dai et al. Esta 

proteína se creó a partir de un alineamiento de 31 secuencias de proteína fluorescentes 

homólogas a la proteína monomérica verde Azami (mag), la cual fue usada como secuencia 

guía cuando el porcentaje de conservación de cierta posición del alineamiento fuese menor 

al 40 %, para eliminar de esta forma los problemas relacionados con la co-variación de los 

aminoácidos y disminuir las probabilidad de agregar una mutación que causara la pérdida de 

fluorescencia. La proteína consenso obtenida tuvo una mejor expresión (llegándose a obtener 

más de 300 mg al final del proceso de purificación), era monomérica, y aunque fue un poco 

menos estable (térmicamente) que la mag parental sus propiedades fluorescentes fueron 

mucho mejores aun cuando sólo difiere por un 10 % de las secuencias parentales (Dai et al., 

2007).

Sullivan et al diseñaron diferentes variantes de triosafosfato isomerasa (tim, EC 5.3.1.1) 

consenso que diferían en un 30 - 40 % de cualquier tim nativa, pero que entre ellas sólo 

diferían por un pequeño número de posiciones sin conservar, ya que presentaban un 85 

% de identidad en secuencia. La primer tim consenso era ligeramente activa y presentaba 

características de glóbulo fundido y era monomérica aun cuando las enzimas parentales son 

diméricas. La segunda tim consenso mostró parámetros cinéticos similares a los de las enzimas 

nativas y una estabilidad térmica incrementada. Aún cuando ambas presentan un 85 % de 

identidad en secuencia, se originaron a partir de bases de datos de diferente tamaño (639 

vs 781 secuencias) pero se cree que esta diferencia no tiene nada que ver con las diferentes 

características de cada una de las tim consenso (Sullivan, Durani, & Magliery, 2011).

El éxito de la ingeniería de consensos depende de las secuencias usadas en el diseño, esto 

lo observaron Jacobs et al cuando diseñaron tres dominios FN3 consenso, que presentaban 

un 40 - 45 % de identidad en secuencia al dominio FN3 más cercano. Los consensos se 

expresaron en E. coli, fueron solubles y altamente estables (78 - 79 °C) y presentaban el 

mismo plegamiento a pesar de su bajo porcentaje de identidad en secuencia (45 % entre 
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ellos). El dominio FN3 consenso que presentó menor estabilidad fue el que se derivó de 

un alineamiento de las secuencias más estables, esto podría deberse a que había pocas 

secuencias para formar un consenso verdadero: un conjunto mayor de datos produce diseños 

de consenso más estables que un conjunto pequeño de datos de las moléculas más estables. 

Otra explicación podría ser que los resultados óptimos para el diseño de consensos depende 

de conjuntos de secuencias menos estables (Jacobs et al., 2012).

Finalmente, Aerts et al realizaron secuencias consenso de la enzima sucrosa fosforilasa 

(EC 2.4.1.7) usando diferentes alineamientos múltiples de secuencias. Estas enzimas consenso 

se plegaban en proteínas estables y mostraban actividad similar a la enzima nativa aun cuando 

diferían de su homólogo más cercano en 70 residuos. Este éxito se debió a que la red de co-

evolución se mantuvo intacta y al uso de una secuencia guía para determinar el consenso 

en regiones muy variables. Estas enzimas consenso presentaban un ligero aumento de 4 °C 

en su estabilidad térmica, esto puede atribuirse a la diferencia intrínseca de las estabilidades 

térmicas de las secuencias parentales de los respectivos alineamientos (Aerts et al., 2013).
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Hipótesis

El reemplazar varios residuos con el aminoácido consenso correspondiente, incrementará la 

estabilidad conformacional del dominio Rossmann de una enzima shikimato deshidrogenasa.
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Objetivos

	Diseño de una enzima shikimato deshidrogenasa con un dominio Rossmann consenso.

	Construcción de una enzima shikimato deshidrogenasa con un dominio Rossmann 

consenso.

	Caracterización bioquímica de una enzima shikimato deshidrogenasa con un dominio 

Rossmann consenso.

Objetivos particulares

◦	 Generar diferentes secuencias consenso al variar los conjuntos iniciales de secuencias 

homólogas.

◦	 Determinar la localización de los cambios en la estructura secundaria de la enzima 

shikimato deshidrogenasa.

◦	 Determinar el efecto que tiene el conjunto inicial de secuencias en el consenso.

◦	 Caracterizar la estructura secundaria mediante dicroismo circular.

◦	 Determinación de la actividad in vitro e in vivo de una enzima shikimato deshidrogenasa 

con un dominio Rossmann consenso.
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Estrategia experimental

Determinación de la secuencia consenso

Los homólogos de shikimato deshidrogenasa fueron identificados a partir de proteínas 

completas al realizar un BLASTp (J. Ye, McGinnis, & Madden, 2006) en una base de datos 

no redundantes de secuencias de proteínas, teniendo como semilla la secuencia de AroE de 

E. coli (Anexo 1) y usando un valor de esperanza de E = 10-3 (Banda, 2013).

Usando el programa CD-HIT v4.1 (Li, Weizhong, & Godzik, 2012) el conjunto de 

datos fue filtrado para reducir la redundancia hasta un valor máximo del 80 %. La región 

correspondiente al dominio Rossmann se extrajo usando EMBOSS 6.3.1.: extractalign (Rice, 

P., Longden, I., & Bleasby, 2000). Estos alineamientos se importaron a ClustalX (Thompson, 

Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins, 1997) para realizar un dendograma, a partir 

de este se obtuvieron los dos primeros conjuntos de datos para obtener las dos primeras 

secuencias consenso. El tercer conjunto de datos correspondía a las secuencias de arqueas, 

estas se obtuvieron mediante la información obtenida con Taxonomic Common Tree 

(«Taxonomic Common Tree», 2012), a las cuales se les extrajo la región correspondiente al 

dominio Rossmann. Las secuencias consenso se realizaron con el programa SeaView (Gouy, 

Guindon, & Gascuel, 2010), estableciendo un punto de corte del 30 % (Anexo 2 y 3).

Diseño y síntesis del gen con la secuencia consenso

A las tres secuencias consenso se les anexó la secuencia del dominio catalítico de AroE y una 

etiqueta de seis histidinas. Las secuencias de aminoácidos fueron convertidas a nucleótidos 

usando el programa Primo Optimum 3.6 Optimal Gene Synthesis And Expression de la compañía 

Chang Biosciences (California, usa). Las secuencias obtenidas se sintetizaron de forma 

comercial por la compañía Life technologies (California, usa) (Anexo 4).

De acuerdo a la información proporcionada por la compañía: los genes sintéticos fueron 

ensamblados a partir de oligonucléotidos sintéticos y/o productos de PCR. Los fragmentos 

fueron clonados en pMK-RQ (KanR) usando el sitio de clonación SfiI (Figura 4). El plásmido 

de adn fue purificado y transformado en bacterias y su concentración fue determinada 

mediante espectroscopía uv. La construcción final fue verificada mediante secuenciación. La 

congruencia de la secuencia con los sitios de restricción usados fue de 100 %.
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A los genes consenso se les adicionó mediante PCR los sitios de corte de las enzimas 

NcoI y XhoI para su posterior clonación en el vector de expresión pT4 que presenta un 

gen de resistencia a kanamicina (KanR) y un promotor trc fuerte, usando las respectivas 

endonucleasas de restricción.

Debido a que el plásmido de expresión presentaba adicionalmente un gen que codifica 

para una enzima quimérica (ebe.His) fue necesario realizar una reacción de doble digestión 

para retirar el gen ebe.His y dejar el vector de expresión vacío (Figura 5).

Figura 4. Vector pMK-RQ de Life Technologies. 
Plásmido multicopia con un sitio de origen Col E1 
y un gen de resistencia a kanamicina (kanr), donde 

Con puede ser cualquiera de los tres genes consenso.

Figura 5. Vector de expresión pT4. Plásmido 
multicopía con un gen de resistencia a kanamicina 
(kanr) y un promotor trc fuerte, donde ebe es una 

enzima quimérica. 
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El vector de expresión se obtuvo al realizar un maxiprep de un cultivo saturado de EBE.

His-DH5α en 50 mL de medio LB con kanamicina usando el protocolo del kit Zyppy Plasmid 

Maxiprep de Zymo Research Corp (California, usa). Se realizó una reacción de doble digestión 

con las enzimas NcoI y XhoI (New England Biolabs; Massachusetts, usa) para retirar el gen 

ebe.His y dejar el vector de expresión vacío. 

La reacción de doble digestión se realizó en un volumen de 100 μL con 60 unidades 

de cada una de las enzimas en el buffer adecuado (NEBuffer4, New England Biolabs; 

Massachusetts, usa) y 2000 ng del vector, con un tiempo de incubación de 4 horas a 37 °C 

y 10 minutos a 65 °C para desactivar a las enzimas. Se comprobó la escisión del vector en un 

gel de agarosa y posteriormente se cortó la banda correspondiente al vector vacío para ser 

purificada usando el protocolo Purification of dna fragments from agarose gel del kit High pure 

PCR product purification de Roche Applied Science (Bavaria, Alemania).

Mediante PCR se insertaron los sitios de corte de las enzimas NcoI y XhoI (en subrayado 

y cursiva) usando los siguientes oligos: NcoConF (5´- GAC AGG TCC ATG GAA ACC TAT GCT 

GT-3´) como oligo directo, y XhoCON1R (5´- CTC GAC TCG AGT CAG TGG TGG TGG T-3´) 

como oligo reverso, ambos fueron sintetizados en la Unidad de Síntesis y Secuenciación del 

Instituto de Biotecnología de la unam (Morelos, México).

Las reacciones de PCR se realizaron en volúmenes de reacción de 50 μL con 1 unidad de 

Taq adn polimerasa (recombinante) en la presencia del buffer apropiado (Fermentas; Vilnius, 

Lituania), 200 μM de dNTPS, 15 pmol de cada oligo y 15 ng del adn templado. Las mezclas 

de PCR se desnaturalizaron al calentar a 94 °C durante 4 minutos. Se realizaron 20 ciclos 

de amplificación usando las siguientes condiciones: 30 s a 94 °C, 45 s a 54 °C, 45 s a 72 °C. 

Y un último ciclo de amplificación de 5 min a 75 °C. Llevado a cabo en el equipo iCycler de 

Bio-Rad (California, usa). 

Se confirmó mediante un gel de agarosa al 0.8 % la presencia de los productos de PCR 

(con un peso aproximado de 834 pb), se purificaron usando el protocolo purification of PCR 

products in solution after amplification del kit de Roche Applied Science (Bavaria, Alemania): 

High Pure PCR Product Purification Kit. 

Los productos de PCR purificados fueron ligados en el vector de expresión (pT4) vacío 

usando la enzima t4 dna ligasa (Fermentas; Vilnius, Lituania), la reacciones se incubaron 

durante una hora a temperatura ambiente. Para realizar la ligación se utilizó el siguiente 

protocolo que consiste en estimar la cantidad de vector e inserto a ligar basándose en la 

intensidad de las bandas de adn en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio (Gratchev, 

s. f.) y usando la siguiente fórmula: Li=3∗Lv∗( Si
Sv

)∗( lv
li
)∗( Vi

Vv
)
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Donde Sv es el tamaño del vector (en pb), Si es el tamaño del inserto (en pb), lv es la 

intensidad relativa de la banda correspondiente al vector, li es la intensidad relativa de la banda 

correspondiente a los insertos, Vv y Vi son los volúmenes (μL) del vector y el inserto que se 

cargaron en el gel, Lv es el volumen (μL) del vector que queremos utilizar, y Li es el volumen 

(μL) de inserto que se debe usar para cada reacción.

El producto de la ligación fue transformado en células quimio-competentes de Escherichia 

coli XL10-Gold (genotipo: endA1 gyrA96 lac Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB- hsdSMR-mrr)173 recA1 

thi-1 relA1 supE44 Hte F'[lacIq lacZ ΔM15 proAB+ Tn10(Tetr) Amy Camr] (Casali, 2003)), 

la cual es una cepa de células ultracompetentes que permite la transformación de moléculas 

grandes de adn con una alta eficiencia y asegura la estabilidad del inserto. Todas las células 

se hicieron competentes usando el protocolo descrito por Tu et al (Tu et al., 2005). 

Se seleccionó una colonia de las células con el producto de ligación, se creció en un 

cultivo líquido de medio LB con kanamicina y se extrajo adn usando el protocolo Isolation 

protocol for small-scale (mini) preparations of purified plasmid adn del kit High pure plasmid 

isolation de Roche Applied Science (Vilnius, Lituania). Se mandó a secuenciar en la Unidad de 

Síntesis y Secuenciación de adn del Instituto de Biotecnología de la unam (Morelos, México), 

usando los oligos pt4 (GAC ATA TAA ACG GTT CTG GCA) y pt4-2 (GCC AGT GAA TTG TAA 

TAC GAC) (Figura 6). Las muestras se cuantificaron mediante gel de agarosa y NanoDrop 

(Delaware, usa).

Figura 6. pT4 consenso. Plásmido multicopia que 
presenta un gen de resistencia a kanamicina (kanr), 
un promotor trc fuerte. Donde Con puede cualquiera 

de las tres secuencias consenso.
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Los plásmidos de expresión resultantes fueron secuenciados y clonados en diferentes 

cepas quimio-competentes de Escherichia coli: XL10-Gold, JM101 y BW25113 ΔAroE.

Expresión

Para la producción de enzima, 2 % de un cultivo de Escherichia coli JM101 transformado con 

el vector que contenía el gen de interés fue inoculado en 500 mL de medio LB (triptona 10 

g/L, NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L) que contenían 25 mg/mL de kanamicina, en 

un matraz de 3 L e incubado a 37 °C con agitación continua a 200 rpm hasta obtener una 

DO (a 600 nm) de 6. 

La biomasa producida fue recolectada por centrifugación durante 10 minutos a 5000 

rpm (3214 x g) y 4 °C, lavada con 100 mL de buffer PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

NaH
2
PO

4
, 1.8 KH

2
PO

4
, pH 7.4), el pellet de células obtenido se disolvió en 100 mL de buffer 

de lisis (50 mM buffer de fosfatos, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, ph 8.0) suplementado con 

lisozima (1.5 mg/gramo de pellet) y PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 0.5 mM). Esta 

suspensión celular fue incubada en hielo por 30 minutos y sonicada durante 15 minutos con 

intervalos de 30 s de sonicación y 30 s de descanso, para posteriormente separar las fracciones 

soluble e insoluble mediante centrifugación a 11000 rpm (15557 x g) durante 15 minutos a 4 °C. 

Se confirmó la presencia de la proteína de interés mediante un gel SDS-PAGE (al 15 %, 

adicionado con tricloroetanol) de la fracción soluble. La electroforesis se llevó a cabo en buffer 

Tris-glicina. El buffer de carga consistía en Tris-HCl 50 mM ph 6.8, 2 % sds, 10 % glicerol, 

1 % β-mercaptoetanol, 12.5 mM EDTA, 0.02 % bromofenol. El marcador de peso molecular 

utilizado fue PageRuler Plus Prestained Protein Ladder de Thermo Scientific (Massachusetts, 

usa). Todas las imágenes se tomaron usando el programa Image Lab 3.0 con el equipo Gel-

Doc EZ de BioRad (California, usa).

En caso de que no se observase expresión, se realizó un western blot del cultivo para 

confirmar la presencia de la proteína. El gel SDS-PAGE se extrajo de la cámara y se colocó en 20 

mL de buffer de transferencia (14.4 g/L glicina, 3 g/L Trizma base, 200 (ml metanol) durante 

al menos 1 minuto. Después el gel se colocó en el Trans-Blot Turbo (Bio-Rad; California, usa), 

se utilizaron 26 V durante 30 minutos para llevar a cabo la transferencia a la membrana de 

fluoruro de polivinilideno (PVDF) con un tamaño de poro de 0.45 μm. La membrana se incubó 

con TBST (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20) adicionado con leche en polvo 

al 5 % durante 4 horas a 4 °C y posteriormente se lavó con TBST durante 10 minutos por 

triplicado. La membrana se incubó con Anti-His
6
-Peroxidasa (Roche; Basel, Suiza) durante 



41C l a u d i a  I r i s  B r a v o  B o n i l l a

una hora y después se lavó con TBST durante 10 minutos por triplicado. La membrana fue 

tratada con Luminol e inmediatamente se analizó en el Chemidoc (Bio-Rad; California, usa). 

Se lavó la membrana con agua destilada y se agregó Novex hrp Chromogenic Substrate (tmb; 

Life technologies; California, usa).

Purificación

Una vez confirmada la presencia de la proteína consenso en la fracción soluble, ésta se pasó a 

través de una columna de níquel (HisTrap FF crude de 5 mL; GE Healthcare, Uppsala, Suecia) 

para purificar mediante cromatografía de afinidad las proteínas con etiqueta de histidinas. La 

elución se realizó mediante un gradiente escalonado de imidazol (buffer de fosfatos de sodio 

50 mM pH 8.0, 500 mM NaCl, con concentraciones de imidazol: 20, 35, 75, 100, 150, 200, 

y 250 mM).

La presencia de la proteína con etiqueta de histidinas fue confirmada a través de un 

gel SDS-PAGE. La fracción que contenía la proteína de interés fue concentrada usando un 

Vivaspin (corte de peso molecular: 10 kDa; GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y después 

dializada durante 12 horas en buffer de fosfatos de sodio 50 mM, ph 8.0. Las muestras fueron 

dializadas nuevamente durante 24 horas en buffer desgasificado (fosfatos de sodio 10 mM, 

ph 8.0) y posteriormente filtradas mediante una unidad de filtración Millex-GS de 0.22 μm 

(Merck Millipore; Darmstadt, Alemania). 

La pureza y concentración de la proteína fueron juzgadas mediante SDS-PAGE y Bradford 

(Bio-Rad; California, usa), respectivamente.

Caracterización

Para los experimentos de dicroísmo circular se usó un espectropolarímetro Jasco J-710 (Jasco; 

Tokio, Japón) con un pelltier Jasco (Tokio, Japón) para controlar la temperatura, en una celda 

de cuarzo de 0.1 cm de ancho (Hellma; Müllheim, Alemania). Los experimentos se realizaron 

en el laboratorio de la Dra. Gloria Saab en el Instituto de Biotecnología de la unam. 

Los espectros de uv-lejano para determinar la estructura secundaria fueron realizados 

por cuatriplicado desde 190 a 260 nm. Los barridos de longitud de onda medían la elipticidad 

cada nanómetro con un tiempo de integración de 8 s y una velocidad de 20 nm/min a una 

temperatura constante de 16 °C.



42 C l a u d i a  I r i s  B r a v o  B o n i l l a

Para la desnaturalización térmica, la elipticidad fue monitoreada a 222 nm con 

temperaturas desde 10 hasta 88 °C. Los datos fueron colectados en pasos de 1 °C con 8 s 

para equilibrar la temperatura y una rampa de 30 °C/hora. En el caso de replegamiento, los 

datos fueron colectados en pasos de 5 °C con 8 s para equilibrar la temperatura y una rampa 

de 40 °C/hora.

En el caso de la desnaturalización con urea: muestras independientes, conteniendo 0.3 

mg de proteína fueron preparadas con concentraciones de urea desde 0 hasta 9 M (con un 

total de 46 puntos) en buffer de fosfatos 10 mM en un volumen de 1 mL y equilibradas durante 

12 horas a 25 °C. Se colectaron los espectros de elipticidad desde 200 hasta 260 nm cada 

nanómetro. Las muestras se dejaron un tiempo de 3 min para equilibrar la temperatura antes 

de iniciar el barrido a una velocidad de 20 nm/min con una temperatura constante de 25 °C.

Los experimentos de calorimetría diferencial de barrido (Differential SCAnning 

Calorimetry, DSC) fueron realizados en un equipo microcalorímetro vp-DSC (MicroCal; 

Massachusetts, usa) en el Instituto de Química de la unam por el Dr. Miguel Costas. El buffer 

en el cual la enzima fue dializada se colocó en la celda de referencia. Se realizó un escaneo 

del buffer para calcular la línea base. Los experimentos se realizaron a una concentración de 

proteína de 0.4 mg/ml y con diferentes velocidades de lectura (desde 10 K/h hasta 150 K/h). 

Muestras de diferentes lotes de Con1 se analizaron mediante espectrometría de masas 

de alta resolución en el Laboratorio Universitario de Proteómica del Instituto de Biotecnología 

de la unam. Las muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE que se tiñó con Comassie para 

poder cortar la banda correspondiente a Con1. Las muestras fueron reducidas con ditiotreitol, 

alquiladas con iodoacetamida (Sigma-Aldrich, Missouri, usa) y digeridas “in gel” con tripsina 

(Promega, Wisconsin, usa). Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS 

con bomba de nanoflujo EASY-nLC II (Thermo Fisher, Massachusetts, usa) acoplado a un 

espectrómetro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher, Massachusetts, usa) con sistema 

de ionización tipo nano-electrospray. En el sistema de cromatografía de líquidos se utilizó un 

sistema gradiente de 10-80% de solvente B (agua/acetronitilo con 0.1% de ácido fórmico) en 

120 minutos utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 um y 10 cm largo RP-C18). 

El flujo de sistema lc fue de 300 nanolitros/minuto. Para la fragmentación de los péptidos 

se utilizó los métodos de cid (Collision-Induced Dissociation) y hcd (High Energy Collision 

Dissociation) donde solamente los iones de carga 2+, 3+, y 4+ fueron seleccionados para los 

eventos de fragmentación. Fueron desconsiderados los iones con cargas 1+, superiores a 5+ y 

de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de detección positivo. 

La ejecución y captura de los datos de fragmentación fueron realizados de forma dependiente 

del escaneo total de iones según las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 
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3.0 (m/z), energía de colisión normalizada de 35 unidades arbitrarias, activación Q de 0.250, 

tiempo de activación de 10 milisegundos y tiempo máximo de inyección de 10 milisegundos 

por micro-escaneo. Los datos espectrométricos fueron sometidos a la búsqueda contra la 

base de datos del NCBInr a través del programa ProteinProspector, así como también fueron 

sometidos a la búsqueda restringida contra odb de UniProt de E. coli y no restringida utilizando 

la base de datos de SwissProt en el Proteome Discoverer 1.4.

Ensayos de actividad

Se monitoreó la actividad in vivo e in vitro de las enzimas consenso. Los ensayos de actividad in 

vivo se realizaron al complementar la cepa BW25113 ΔAroE con las diferentes construcciones 

consenso y monitorear su crecimiento en medio mínimo M9 (0.4 % glucosa, 2 mM MgSO
4
, 

0.1 mM CaCl
2
, Na

2
HPO

4
 6.0 g/L, KH

2
PO

4
 3.0 g/L, NaCl 0.5 g/L, NH

4
Cl 1.0 g/L, tiamina 10 

mg/mL) adicionado con 25 mg/mL de kanamicina. 

Se realizó un cultivo de 3 mL de LB con 25 mg/mL de kanamicina de cada una de la 

muestras, una vez saturado se centrifugó (5000 rpm, 2 min), el pellet se resuspendió en 1 

mL de sales M9 1x (Na
2
HPO

4
 6.0 g/L, KH

2
PO

4
 3.0 g/L, NaCl 0.5 g/L,NH

4
Cl 1.0 g/L) y se 

centrifugó nuevamente, este proceso se repitió tres veces. Se tomaron 100 μL de el pellet 

resuspendido y se inocularon en 2mL de medio LB o medio mínimo M9, ambos adicionados 

con 25 mg/mL de kanamicina, se incubaron a 37 °C con agitación continua (250 rpm) y el 

crecimiento se monitoreó al seguir el cambio en la densidad óptica a 600 nm. 

La actividad in vitro fue monitoreada siguiendo la producción de NADPH o NADH 

(Figura 2) a 340 nm (uv-Vis). La medición se llevó a cabo en un espectro Beckman Coulter 

DU730 con una celda de cuarzo de 10 mm de paso de luz y 8.5 mm de ancho (Hellma; 

Müllheim, Alemania). Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado en un volumen final de 

100 μL (Buffer Tris-HCl 100 mM, pH 9.0) con diferentes concentraciones de NADP+ o NAD+ 

(asumiendo un coeficiente de extinción de 6220 M-1 cm-1), para determinar la preferencia 

de la enzima por algún cofactor, en la presencia de ácido shikímico (SA). Todos los reactivos 

excepto la enzima fueron mezclados previamente e incubados a 25 °C durante 5 minutos. La 

enzima fue agregada al final para iniciar la reacción. 

Los valores de K
M

 y V
Max

 fueron determinados ya sea al variar la cantidad de sustrato o la 

de cofactor mientras se mantenía una de ellas a niveles de saturación. Se consideraron 5 mM 

de sustrato o cofactor como la concentración saturante. Para la determinación del valor de 
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Km para el ácido shikímico (K
M(SA)

), NADP+ se fijo a 5 mM, y el ácido shikímico se varió desde 

100 μM hasta 3000 μM. Para la determinación del K
M

 de NADP+ (K
M(NADP)

), el ácido shikímico 

se fijó a 5 mM y NADP+ varió desde 100 μM hasta 4000 μM. Finalmente para determinar el 

valor de K
M

 de nad+ (K
M(NAD)

), el ácido shikímico se fijó a 5 mM y nad+ varió desde 100 μM 

hasta 10000 μM. 

El análisis de datos se llevó a cabo usando SigmaPlot. Los datos obtenidos (bajo las 

condiciones de velocidad inicial, y al calcular la pendiente de la parte lineal de cada reacción) 

se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten. 
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Resultados y discusión

Determinación de la secuencia consenso

Debido a que en años recientes la cantidad de información de secuencias biológicas ha crecido 

de una forma muy rápida, el uso de herramientas bioinformáticas para poder analizar esta 

información se ha vuelto indispensable. Los programas BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) en sus diferentes variantes son herramientas bioinformáticas ampliamente utilizadas 

que permiten la búsqueda de secuencias similares en bases de datos de adn o proteínas (J. Ye 

et al., 2006), permitiéndonos identificar 4280 secuencias homólogas a aroE. Esta búsqueda 

se llevó a cabo en una base de datos no redundante de proteínas que excluía las muestras 

ambientales de proyectos de secuenciación de genomas completos (Banda, 2013).

El programa CD-Hit puede manejar de forma eficiente bases de datos grandes. En este 

caso se utilizó para generar bases de datos de proteínas no redundantes para disminuir los 

esfuerzos en la búsqueda de datos y mejorar la sensibilidad de detección de homología (Li 

& Godzik, 2006). Nos permitió asegurarnos que las secuencias utilizadas no se pareciesen 

entre si más allá del valor establecido (80 %), de esa forma la sobre representación de enzimas 

se eliminó, debido a que un consenso es fácilmente influenciado por la manera en la cual las 

secuencias son muestreadas y puede ser fácilmente desviado a una secuencia particular si 

demasiadas secuencias similares son incluidas (Dai et al., 2007). Al final, se recuperaron 1637 

secuencias previamente alineadas por BLAST. 

La región correspondiente al dominio Rossmann, el cual abarca del aminoácido 102 al 244 

de la secuencia de AroE, fue extraída usando el paquete de análisis de secuencias de EMBOSS 

(The European Molecular Biology Open Software Suite) (Rice, Longden, & Bleasby, 2000).

Estos alineamientos correspondientes solo a la región Rossmann fueron importados a 

ClustalX (Larkin et al., 2007) para obtener un dendograma, el cual es una representación 

gráfica en forma de árbol que resume el proceso de agrupación en un análisis de grupos, los 

objetos similares se conectan mediante enlaces cuya posición en el diagrama está determinada 

por el nivel de similitud/disimilitud entre los objetos (Villardón, 2011). A partir de este 

dendograma se obtuvieron dos conjuntos de secuencias: el primero de ellos consiste en47 

secuencias (Consenso 1) cuyo nivel de similitud con AroE es mayor, el segundo conjunto (que 

engloba al primer conjunto) consiste en 275 secuencias (Consenso 2) cuyo nivel de similitud 

con AroE es alto. 
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No hay mucha información sobre el número de secuencias necesarias (que van desde 

2 hasta más de 200) para determinar un consenso o a qué grupo deben de pertenecer 

exactamente las secuencias, por lo que se propuso realizar un nuevo conjunto de datos que 

abarcaran únicamente las secuencias pertenecientes a arqueas, para esto se utilizaron los 

indicadores de taxonomía de las secuencias filtradas por redundancia para posteriormente 

usar el buscador de taxonomía del National Center for Biotechnology Information: Taxonomic 

Common Tree («Taxonomic Common Tree», 2012). Esta búsqueda nos arrojó un total de 96 

secuencias similares a AroE correspondientes a arqueas (Consenso 3) (Figura 7).

Figura 7: Dendograma correspondiente al dominio Rossmann de las 1637 secuencias. 
En azul se muestran las secuencias que componen el primer conjunto (Consenso 1) 

junto con las rojas componen el conjunto dos (Consenso 2), mientras que en verde se 
muestran las del tercer conjunto (Consenso 3). Imagen realizada con el programa mega 

6.0 (Tamura, STecher, peTerSon, FilipSki, & kumar, 2013).
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Las secuencias consenso se generaron con el programa multiplataforma SeaView (Gouy 

et al., 2010), este programa facilita los alineamientos múltiples de secuencias moleculares de 

datos mediante el uso de una interfaz gráfica del usuario. Se estableció un punto de corte del 

30 %, ya que se ha reportado que este porcentaje de identidad es un parámetro eficiente para 

obtener un consenso de mayoría simple (Wang et al., 1999).

Para obtener una secuencia consenso del dominio Rossmann se realizó un alineamiento 

de secuencias homólogas a AroE. Aun cuando es difícil dar una razón convincente por la cual 

una secuencia debe ser omitida del alineamiento, se disminuyó la sobre representación de 

enzimas al filtrar por redundancia, ya que el proceso por el cual el alineamiento principal fue 

creado está inherentemente sesgado. Cada una de los consensos proviene de alineamientos 

con diferente número de secuencias y se ha demostrado que la diferencia en el tamaño de 

secuencias de cada uno de los consensos no tiene algún efecto significativo en la secuencia 

consenso final (Sullivan et al., 2011). Finalmente, se obtuvieron tres secuencias consenso 

del dominio Rossmann.

Diseño y síntesis del gen con la secuencia consenso

Los aminoácidos determinados en las secuencias consenso se compararon con los datos de 

análisis de acoplamiento estadístico (SCA) realizados por Jesús Banda durante el 2013, este 

método se basa en el análisis de co-variación entre residuos de una proteína y por lo tanto 

la determinación del acoplamiento entre ellos debido a su evolución conjunta (Lockless 

& Ranganathan, 1999). Esta información nos permitió determinar cuáles aminoácidos 

forman una red de co-evolución que no debe ser interrumpida para así poder mantener 

características importantes como la actividad, especificidad, plegamiento, estabilidad o 

solubilidad (Strafford et al., 2012), ya que anteriormente se ha observado que combinar 

mutaciones consenso individuales solo funciona cuando los correlaciones entre las posiciones 

son tomadas en cuenta (Sullivan et al., 2011).

El análisis de acoplamiento estadístico previamente realizado a ambos dominios de la 

enzima shikimato deshidrogenasa de AroE de Escherichia coli (Banda, 2013), determinó que 

los residuos muy conservados correspondientes al dominio Rossmann se encontraban en las 

posiciones: 102, 212, 215, 220, 237, 240, 244. Y al mismo tiempo se determinó usar como 

secuencia guía la secuencia del dominio Rossmann de la enzima shikimato deshidrogenasa 

de Escherichia coli (AroE).
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En la secuencia del Consenso 1 se determinaron 111 aminoácidos, entre ellos se 

encuentran los residuos determinados por SCA. De los aminoácidos consenso sólo 15 son 

diferentes a la secuencia guía de AroE (ninguno de ellos pertenece a los residuos determinados 

por SCA), la mayoría de las sustituciones entre AroE y Consenso1 son sustituciones no 

conservadoras (Leu120Asp, Ser131Ala, Leu141Tyr, Asp142Gly, Val152Phe, Glu156Gln, 

Ile208Thr, Lys219Leu, Ser231Ala, Ala243Gln), con cinco excepciones (Val104Ile, Arg117Lys, 

Leu135Ile, Val145Ile, Asp195Glu).

Figura 8. Representación tridimensional de la estructura secundaria del dominio Rossmann de Con1. En azul se 
muestran la posición de los aminoácidos mutados, en rojo claro se muestran los aminoácidos que se encuentran en contacto 

con el cofactor (estructura de palitos roja). Imagen realizada con Pymol 1.5.

Las sustituciones de los aminoácidos se encuentran localizadas en regiones particulares 

del dominio: siete de ellas se encuentran en α hélices (Val104Ile, Ser131Ala, Leu135Ile, 

Leu141Tyr, Val152Phe, Glu156Gln, Ala243Gln), una en hoja β (Val145Ile) y siete en giros 

y asas (Arg117Lys, Leu120Asp, Asp142Gly, Asp195Glu, Ile208Thr, Lys219Leu, Ser231Ala).

Las mutaciones en las hélices α se encuentran dispersas: una en la hélice α5 (Val104Ile), 

tres en la α6 (Ser131Ala, Leu135Ile, Leu141Tyr), dos en la α7 (Val152Phe, Glu156Gln) y una en 

la α9 (Ala243Gln). En la hoja β8 se encuentra la única sustitución (Val145Ile) correspondiente 

a este tipo de estructura secundaria.

En la secuencia del Consenso 2 se determinaron 108 aminoácidos, entre ellos se 

encuentran los residuos determinados por SCA. De los aminoácidos consenso sólo 32 son 

diferentes a la secuencia guía de AroE (ninguno de ellos pertenece a los residuos determinados 

por SCA), la mayoría de las sustituciones entre AroE y Consenso 2 son sustituciones no 
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conservadoras (Ser108Arg, Ser114Gly, Arg117Leu, Leu120Lys, Ser131Ala, Asp142Gly, 

Cys143Pro, Thr146Val, Thr148Ala, Ile204Phe, Ile208Thr, Tyr209Leu, Cys210Ala, Phe214Met, 

Gln216Gly, Lys219Pro, Ala243Glu), con quince excepciones ( Val104Ile, Leu107Val, Ile125Leu, 

Leu141Ala, Val145Leu, Arg154Lys, Ser190Ala, Gly191Ser, Ile192Leu, Asp195Glu, Ile196Leu, 

Ala198Pro, Ile199Leu, Cys226Ala, Ser231Ala).

Más de la mitad de las sustituciones de los aminoácidos se encuentran localizadas en las 

regiones correspondientes a los giros y asas ( Ser114Gly, Arg117Leu, Leu120Lys, Asp142Gly, 

Cys143Pro, Ser190Ala, Gly191Ser, Ile192Leu, Asp195Glu, Ile196Leu, Ala198Pro, Ile199Leu, 

Ile204Phe, Ile208Thr, Phe214Met, Gln216Gly, Lys219Pro, Ser231Ala), mientras que ocho 

sustituciones se encuentran en α hélices ( Val104Ile, Leu107Val, Ser108Arg, Ser131Ala, 

Leu141Ala, Arg154Lys, Cys226Ala, Ala243Glu) y solamente seis en hojas β ( Ile125Leu, 

Val145Leu, Thr146Val, Thr148Ala, Tyr209Leu, Cys210Ala).

Las mutaciones en las hélices α se encuentran dispersas: tres en la hélice α5 ( Val104Ile, 

Leu107Val, Ser108Arg), dos en α6 ( Ser131Ala, Leu141Ala) y una en α7 ( Arg154Lys), α8 ( 

Cys226Ala) y α9 ( Ala243Glu). Las mutaciones en las hojas beta corresponden a la hoja β7 ( 

Ile125Leu), β8 ( Val145Leu, Thr146Val, Thr148Ala) y β11 ( Tyr209Leu, Cys210Ala).

Figura 9. Representación tridimensional de la estructura secundaria del dominio Rossmann de Con2. En verde se 
muestran la posición de los aminoácidos mutados, en rojo claro se muestran los aminoácidos que se encuentran en contacto 

con el cofactor (estructura de palitos roja). Imagen realizada con Pymol 1.5
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En la secuencia del Consenso 3 se determinaron 79 aminoácidos, entre ellos se encuentran 

los residuos determinados por SCA. De los aminoácidos consenso sólo 17 son diferentes a la 

secuencia guía de AroE (ninguno de ellos pertenece a los residuos determinados por SCA), 

la mayoría de las sustituciones entre AroE y Con3 son conservadoras (Ile122Val, Leu124Ile, 

Ile125Leu, Gly133Ala, Leu135Ala, Pro137Ala, Ile184Leu, Ile192Met, Ile204Leu, Asn234Thr), 

con siete excepciones ( Leu106Phe, Ser131Ala, Asp142Gly, Cys210Val, Phe214Val, Lys217Pro, 

Cys226Ala).

Figura 10. Representación tridimensional de la estructura secundaria del dominio Rossmann de Con3. En naranja se 
muestran la posición de los aminoácidos mutados, en rojo claro se muestran los aminoácidos que se encuentran en contacto 

con el cofactor (estructura de palitos roja). Imagen realizada con Pymol 1.5

Las mutaciones se encuentran dispersas a lo largo del dominio: seis corresponden a 

hélices α ( Leu106Phe, Ser131Ala, Gly133Ala, Leu135Ala, Pro137Ala, Cys226Ala), seis a hojas 

β ( Ile122Val, Leu124Ile, Ile125Leu, Ile184Leu, Cys210Val, Asn234Thr) y cinco a giros y loops 

( Asp142Gly, Ile192Met, Ile204Leu, Phe214Val, Lys217Pro).

Las mutaciones en las hélices α se encuentran principalmente en la hélice α6 ( Ser131Ala, 

Gly133Ala, Leu135Ala, Pro137Ala), mientras que las hélices α5 y α8 sólo presentan una 

mutación cada una ( Leu106Phe y Cys226Ala respectivamente). La mitad de las mutaciones 

en hojas β se localizan en β7 ( Ile122Val, Leu124Ile, Ile125Leu), mientras que la otra mitad 

está dispersa en las siguientes hojas: β10 ( Ile184Leu), β11 ( Cys210Val), β12 ( Asn234Thr).
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Posteriormente a las tres secuencias consenso de los dominios Rossmann se les anexó 

el dominio catalítico de AroE y una etiqueta de seis histidinas para permitir su posterior 

purificación. Estas secuencias de aminoácidos fueron retro-traducidas usando el programa 

PRIMO de Chang Bioscience el cual es un programa diseñado para optimizar la expresión de 

genes de interés en un organismo huésped (en este caso, E. coli) disminuyendo el uso de 

codones raros, ya que la presencia de éstos puede resultar en un estancamiento durante la 

traducción y en una expresión deficiente (nula expresión, expresión en niveles bajos o como 

Figura 11: Alineamiento de las secuencias de AroE y los diferentes consensos. La estructura secundaria se muestra en 
la parte superior. En los cuadros rojos se muestran los aminoácidos que son los mismos en todas las secuencias. En letras 

rojas se muestran los aminoácidos que son similares en todas las secuencias. En letras negras se muestran los aminoácidos 
que no presentan similitud en las secuencias. La X representa todos los aminoácidos que no fueron determinados en el 

consenso. El modelo fue generado con ESPript (roberT & goueT, 2014)
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proteínas truncadas) (Cruz-Vera, Magos-Castro, Zamora-Romo, & Guarneros, 2004), 

de la misma forma tampoco resulta conveniente utilizar únicamente los codones de máxima 

frecuencia, debido al posible secuestramiento de los aminoacil-tRNAs óptimos que podría 

afectar el crecimiento de la bacteria (Morán García, 2008).

Los productos de PCR se ligaron de acuerdo al protocolo anteriormente descrito, el cual 

consiste en estimar la cantidad de vector e inserto a ligar basándose en la intensidad de las 

bandas de adn en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio (Gratchev, n.d.), al usar 

la siguiente fórmula:
Li=3∗Lv∗( Si

Sv
)∗( lv

li
)∗( Vi

Vv
)

Donde Sv es el tamaño del vector (2044 pb), Si es el tamaño del inserto (834 pb), lv es la 

intensidad relativa de la banda correspondiente al vector (con un valor de uno, segundo carril 

de la Figura 12), li es la intensidad relativa de la banda correspondiente a los insertos (con 

un valor de cinco para Con1 y Con2, y de cuatro para Con3; carril 3, 4 y 5 respectivamente 

de la Figura 12), Vv y Vi son los volúmenes de el vector y el inserto que se cargaron en el gel, 

Lv es el volumen del vector que queremos utilizar, y Li es el volumen de inserto que se debe 

usar para cada reacción.

Figura 12: Ligación. Carril 1: marcador de peso 
molecular. Carril 2: vector EBE.His digerido y 

purificado. Carril 3: inserto Con1 purificado. Carril 
4: inserto Con2 purificado. Carril 5: inserto Con3 

purificado.
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Las construcciones finales fueron verificadas mediante secuenciación y patrón de 

restricción. La congruencia de las secuencias con los sitios de restricción usados fue de 100 

%, a excepción de la secuencia de Consenso 1 en la cual la etiqueta de histidinas consta de 

cuatro histidinas. Debido a que con una etiqueta de cuatro histidinas se puede retener más 

del 90 % de la proteína en una columna de Ni2+-NTA (Terpe, 2003) se decidió dejarla así. 

Las construcciones fueron clonadas en diferentes cepas quimio-competentes de E. coli: 

XL10-Gold (genotipo: T etrΔ(mcrA)183 Δ (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 

recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F' proAB laclqZΔM15 Tn10(Tetr) Amy Camr); JM101 (genotipo: 

supE thi-1 Δ(lac-proAB) [F ' traD36 proAB lacIqZΔM15] ( CGSC, 2014)) y BW25113 ΔAroE 

km- (genotipo: F-, Δ( araD-araB)567, ΔlacZ4787(::rrnB-3), λ-, rph-1, Δ( rhaD-rhaB)568, 

hsdR514, colección Keio (Baba et al., 2006), resistencia eliminada según Datsenko (Datsenko 

& Wanner, 2000) y donada por Adelfo Escalante (ibt, unam, 2009). 

Cada uno de los tres consensos del dominio Rossmann obtenidos presenta diferente 

número de mutaciones: el primer consenso presenta 15 mutaciones, el segundo 32 mutaciones 

y el tercero presenta un total de 17 mutaciones. Trabajos anteriores sugieren que la red de co-

evolución se mantiene intacta solamente si se realiza diseño de consenso a toda la secuencia 

(Aerts et al., 2013). En este trabajo hemos visto que el realizar el diseño de consenso a una 

parte de la enzima, mantiene la red de co-evolución intacta.

Expresión

Para la producción de enzima, se usó la cepa de Escherichia coli JM101 con las siguientes 

construcciones: el vector pT4 vacío como control negativo, el vector pT4 con el gen AroE 

(con etiqueta de histidinas) como control positivo y el vector pT4 con cada una de los genes 

consenso.

Una vez obtenida las fracciones solubles de cada uno de los cultivos, se realizó un gel 

SDS-PAGE para determinar si las proteínas consenso se expresaban. Usando la herramienta 

ExPASy (Gasteiger, 2003) se calcularon los pesos de cada una de las proteínas: AroE 30.64 

kDa, Con1 30.15 kDa, Con2 29.89 kDa y Con3 29.91 kDa. Por lo tanto se espera observar 

expresión de estas proteínas entre las bandas del marcador correspondientes a 25 y 35 kDa.

En la Figura 13 se puede observar la expresión de AroE (carril 3) y Con1 (carril 4) a 

37 °C, pero no se observó expresión de Con2 (carril 5) ni Con3 (carril 6). Se realizó un gel 

SDS-PAGE de la fracción insoluble y tampoco se observó expresión a 37 °C de Con2 o Con3. 

Debido a que Con2 y Con3 no se expresan a 37 °C, se decidió probar con otras dos 
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temperaturas de cultivo: 25 y 30 °C. Escherichia coli es una bacteria mesofílica capaz de 

crecer bien en el rango de temperatura desde 21 hasta 49 °C, con un óptimo a 37 °C; de 

forma rutinaria se usan las temperaturas sub-óptimas entre 15 y 30 °C para la producción 

de proteínas recombinantes ya que la expresión de proteínas a bajas temperaturas previene 

la formación de cuerpos de inclusión y la tasa de traducción disminuye lo cual le da tiempo 

suficiente al polipéptido naciente para plegarse de forma correcta (Song, An, Kang, Lee, & 

Cha, 2012). 

Figura 13: Gel SDS-PAGE de la fracción soluble de diferentes cultivos a 37 °C. Carril 1: marcador de peso molecular. 
Carril 2: pT4 vacío como control negativo. Carril 3: AroE como control positivo. Carril 4: Con1. Carril 5: Con2. Carril 6: 

Con 3.En rojo se muestra la altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas consenso.

Figura 14: Gel SDS-PAGE de cultivos a diferentes temperaturas. Carril 1:marcador de peso molecular. Carril2: pT4 vacío 
a 37 °C. Carril 3: AroE a 37 °C. Carril 4: Con1 a 37 °C. Carril 5: Con2 a 37 °C. Carril 6: Con3 a 37 °C. Carril 7: Con2 a 30 
°C. Carril 8: Con3 a 30 °C. Carril 9: Con2 a 25 °C. Carril 10: Con3 a 25 °C. En rojo se muestra la altura a la cual se espera 

observar la expresión de las proteínas consenso.
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El cultivo se centrifugó y el pellet se cargó en un gel SDS-PAGE. En la Figura 14 podemos 

observar la expresión a diferentes temperaturas: el carril 2 corresponde a el cultivo a 37 °C 

de pT4 vacío (control negativo), el carril 3 corresponde a el cultivo a 37 °C de AroE (control 

positivo), en el carril 4 se observa la expresión de Con1 a 37 °C, los cultivos correspondientes 

a Con2 se observan en el carril 5 (temperatura de cultivo 37 °C), 7 (temperatura de cultivo 

30 °C) y 9 (temperatura de cultivo 25 °C), finalmente los cultivos correspondientes a Con3 

se observan en el carril 6 (temperatura de cultivo 37 °C), 8 (temperatura de cultivo 30 °C) 

y 10 (temperatura de cultivo 25 °C). 

Aun a diferentes temperaturas de cultivo, no se observan diferencias en la expresión 

de AroE y Con1. Tampoco se observa expresión de Con2 y Con3 en ninguna de las tres 

temperaturas de cultivo.

Se realizó un western blot al gel anterior (Figura 15). Debido a que el anticuerpo es 

específico para una etiqueta de seis histidinas por eso no se observa la señal de Con1 (la 

secuenciación de pT4-Con1 mostró que presenta un etiqueta de cuatro histidinas). La 

secuenciación del plásmido pT4-Con2 y pT4-Con3 muestra que ambos presentan una etiqueta 

de seis histidinas, pero no se observa señal alguna en el western blot, por lo tanto, Con2 y 

Con3 no pudieron expresarse.

Figura 15: Western Blot del gel mostrado en la figura anterior. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril2: pT4 vacío 
a 37 °C. Carril 3: AroE a 37 °C. Carril 4: Con1 a 37 °C. Carril 5: Con2 a 37 °C. Carril 6: Con3 a 37 °C. Carril 7: Con2 a 30 
°C. Carril 8: Con3 a 30 °C. Carril 9: Con2 a 25 °C. Carril 10: Con3 a 25 °C. En rojo se muestra la altura a la cual se espera 

observar la expresión de las proteínas consenso.

La proteína consenso Con1, la cual presenta 15 mutaciones respecto a AroE, se encuentra 

en la fracción soluble. Aun con diferentes temperaturas de cultivo no se observan diferencias 

en la expresión de Con1. La expresión de Con1 muestra que ninguno de los aminoácidos 

consensos modificó la solubilidad.
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No fue posible expresar ninguna de las otras dos proteínas consenso (Con2 y Con3) 

en las diferentes temperaturas de cultivo probadas, aun cuando las tres secuencias consenso 

presentan un 90 % de identidad en secuencia. Ambas secuencias consenso provienen de 

alineamientos diferentes y con mayor número de secuencias (275 secuencias para Con2 y 96 

secuencias para Con3) que el correspondiente a Con1 (47 secuencias).

La falta de expresión de las proteínas consenso Con2 y Con3 podría deberse al uso 

de una secuencia guía inapropiada, debido a que estos consensos se originaron a partir de 

bases de datos de diferente origen al de Con1: Con2 abarca un mayor número de secuencias 

de gamma-proteobacterias mientras que Con3 consiste en secuencias de arqueas. Aunque 

no se debe descartar el hecho de que los aminoácidos consenso presentes en Con2 y Con3 

desestabilizan de alguna forma el plegamiento de la proteína, ocasionando una degradación 

de estos productos. A partir de esto podemos afirmar que el mantener la red de co-evolución 

y usar una secuencia guía no garantiza la obtención de un consenso exitoso en todos los casos.

Purificación

Una vez confirmada la presencia de la proteína Con1 en la fracción soluble, ésta se cargó en 

una columna de níquel y se eluyó mediante un gradiente escalonado de imidazol. Se realizó un 

gel SDS-PAGE de cada una de las fracciones recuperadas para determinar donde se encontraba 

Figura 16: Gel SDS-PAGE de la purificación de Con1. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción insoluble. 
Carril 3: fracción soluble después de entrar a la columna. Carril 4: fracción correspondiente a 20 mM de imidazol. Carril 5: 
fracción correspondiente a 35 mM de imidazol. Carril 6: fracción correspondiente a 75 mM de imidazol. Carril 7: fracción 

correspondiente a 100 mM de imidazol. Carril 8: fracción correspondiente a 150 mM de imidazol. Carril 9: fracción 
correspondiente a 200 mM de imidazol. Carril 10: fracción correspondiente a 250 mM de imidazol. En rojo se muestra la 

altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas consenso.
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Con1. Se decidió utilizar la fracción correspondiente a 100 mM de imidazol porque fue la que 

presentó menor número de proteínas contaminantes (Figura 16). Esta fracción se concentró, y 

dializó de forma exhaustiva en buffer desgasificado para disminuir la turbidez de las muestras, 

y poder realizar su posterior caracterización. 

La concentración y pureza de la proteína fueron juzgadas mediante SDS-PAGE (Figura 

17) y Bradford (Bio-Rad; California, usa). Las muestras presentan un 93-95 % de pureza 

de acuerdo al análisis realizado con el programa Image Lab 3.0. Al final de la purificación se 

obtienen 65-70 mg de proteína Con1 por cada litro de cultivo.

Figura 17: Purificación de Con1. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción soluble. Carril 3: fracción 
correspondiente a 100 mM de imidazol. Carril 4: muestra concentrada usando el Vivaspin. Carril 5: primera diálisis. Carril 
6: muestra purificada después de la segunda diálisis y filtración. En rojo se muestra la altura a la cual se espera observar la 

expresión de las proteínas consenso.

Se purificó AroE como control realizando la misma metodología descrita para Con1. La 

proteína AroE (también) se encuentra en la fracción soluble y se purificó a partir de la fracción 

correspondiente a 100 mM de imidazol (Figura 18). 

La concentración y pureza de la proteína AroE fueron estimadas mediante SDS-PAGE 

(Figura 19) y Bradford (Bio-Rad; California, usa). Las muestras presentan un 93-95 % de 

pureza de acuerdo al análisis realizado con el programa Image Lab 3.0. Al final de la purificación 

se obtienen 20-25 mg de proteína AroE por cada litro de cultivo. 

La proteína consenso Con1 se expresó de mejor forma que la proteína parental (AroE). 

Al final de la purificación se obtienen 65-70 mg de proteína Con1 por cada litro de cultivo, lo 

cual es un poco más del doble de lo que se obtiene al purificar AroE (20-25 mg). 

El proceso de purificación aquí descrito y utilizado, nos permitió purificar proteína con 

un porcentaje de hasta 95 % de pureza, sin la necesidad de incrementar los pasos en el tren 

de purificación.
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Figura 18: Purificación de AroE. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción insoluble. Carril 3: fracción 
soluble después de entrar a la columna. Carril 4: fracción correspondiente a 20 mM de imidazol. Carril 5: fracción 
correspondiente a 35 mM de imidazol. Carril 6: fracción correspondiente a 75 mM de imidazol. Carril 7: fracción 

correspondiente a 100 mM de imidazol. Carril 8: fracción correspondiente a 150 mM de imidazol. Carril 9: fracción 
correspondiente a 200 mM de imidazol. Carril 10: fracción correspondiente a 250 mM de imidazol. En rojo se muestra la 

altura a la cual se espera observar la expresión de las proteínas consenso.

Figura 19: Purificación de AroE. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2: fracción soluble. Carril 3: fracción 
correspondiente a 100 mM de imidazol. Carril 4: muestra concentrada usando el Vivaspin. Carril 5: muestra purificada 
después de la segunda diálisis y filtración. En rojo se muestra la altura a la cual se espera observar la expresión de las 

proteínas consenso.

Caracterización

Una vez purificada Con1, se procedió a caracterizarla mediante: dicroísmo circular (CD), y 

calorimetría.

Mediante uv-lejano se determinó la estructura secundaria de AroE y Con1. La señal de 

CD se convirtió a MRE (Mean Residue Ellipticity, cuyas unidades son deg cm2 dmol-1) para 
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normalizar los datos de diferentes concentraciones de proteínas y tipos (AroE y Con1), y 

poder ser comparados, usando la siguiente fórmula:

[θ]MRE=
θ∗MRW
10∗l∗c

Donde θ es el valor obtenido en la lectura (mdeg), MRW es el cociente del peso molecular 

de la proteína (en daltones) entre el número total de aminoácidos que la componen menos 

uno, l es ancho de la celda en cm y c es la concentración de la muestra en mg/mL.

El dicroísmo circular se observa cuando las moléculas absorben la luz circular polarizada 

izquierda y derecha en diferentes grados. El cromóforo amida del enlace peptídico en las 

proteínas domina el espectro de CD abajo de 250 nm. Los espectros de AroE y Con1 muestran 

dos mínimos en 208 nm y 222 nm, correspondientes a una proteína con contenido alfa-

helicoidal (Figura 20). El espectro de la proteína Con1 presenta un mayor contenido de 

estructura secundaria respecto al espectro de AroE. 

Figura 20: Estructura secundaria. Con1 y AroE muestran 
un alto contenido de hélices α. Las elipticidades molares 

residuales (θ) de ambas fueron medidas desde 190-260 nm. 
Los porcentajes de estructura secundaria de Con1 fueron 

determinados usando el algoritmo de deconvolución CDsstr.

Para estimar el porcentaje de estructura secundaria de Con1 se utilizó el servidor 

DICHROWEB (Whitmore & Wallace, 2004) y el algoritmo CDsstr (con el set 4 de datos), 

el cual permite predecir la estructura secundaria de la proteína en cuestión, al realizar una 

comparación con los datos de un conjunto de proteínas cuyo contenido de estructura 

secundaria es conocida (Sreerama & Woody, 2000). CDsstr usa el método de SVD (Singular 
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Value Decomposition) el cual ha demostrado dar la mejor predicción para las alfa hélices 

aunque el análisis para las otras estructuras es variable (W. C. Johnson, 1999).

Los resultados obtenidos de la deconvolución del espectro de Con1 indican que este 

presenta un 51 % en estructuras helicoidales y un 23 % en hojas β, con un NRMSD de 0.006. 

Mientras que los resultados de AroE muestran un 49 % de estructura helicoidal y un 21 % en 

hojas β (NRMSD: 0.014). Finalmente, la estructura cristalográfica de AroE (código PDB: 1nyt) 

depositada en el PDB (Protein Data Bank) posee un contenido de estructura secundaria de: 

44 % helicoidal (13 helices, 121 residuos), 18 % en hojas β (12 hojas, 49 residuos) (Frishman 

& Argos, 1995).

Al comparar los datos de AroE obtenidos mediante DC con los reportados por el PDB, 

notamos que existe una diferencia de 5 % en la estructura helicoidal y 3 % en hebras beta, 

valores que entran dentro del margen de error (10 %) de la técnica. Cuando se comparan los 

datos obtenidos de la deconvolución de los espectros de AroE y Con1 podemos observar que 

Con1 presenta un contenido de estructura secundaria superior al de AroE en un 2 %, lo cual 

indica que las mutaciones introducidas mediante el consenso modificaron de forma ligera la 

estructura secundaria.

Se realizó una curva de desnaturalización de Con1 con urea, estas curvas son usadas para 

obtener un estimado de la estabilidad conformacional de las proteínas al medir las diferencias 

de energía libre entre los estados nativo (plegado) y desnaturalizado (desplegado) (Monera, 

Kay, & Hodges, 1994). El perfil de desnaturalización se monitoreó al seguir el cambio en la 

elipticidad de Con1 a 222 nm.

En la Figura 21 se muestran los valores obtenidos a 222 nm como una función de la 

concentración de urea. A bajas concentraciones de urea (desde 0 hasta 3.2 M) podemos 

observar que la señal obtenida es constante y se consideró como la señal del estado plegado 

(región de pre-transición). La región de transición se observa entre 3.4 y 4.6 M de urea. A altas 

concentraciones de urea (desde 4.8 hasta 9 M) la señal observada presenta una pendiente 

constante y se consideró como la señal del estado desplegado (región de post-transición). 

Se graficó la fracción aparente del estado desnaturalizado contra la concentración de 

urea, donde 0 indica que la muestra está en su forma plegada y 1 que la muestra está en su 

estado desplegado (Figura 21). Para calcular la fracción aparente (Fapp) se usó la siguiente 

fórmula: 

Fapp=
θ−[(θT∗mN)+bN]

[ (θT∗mU )+bU ]−[(T∗mN )+bN ]

Donde θ es el valor de DC en mdeg, θ
T
 es el valor que le corresponde al estado nativo a 

cada condición de temperatura o urea dada, mN es la pendiente de la señal del estado nativo, 
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b
N
 es la ordenada al origen de la señal del estado nativo, m

U
 es la pendiente de la señal del 

estado desplegado y b
U
 es la ordenada al origen de la señal del estado desplegado. 

Los datos de desnaturalización química se ajustaron a un modelo de transición de 

dos estados (Chen, Baase, Nicholson, & Schellman, 1992) usando el software Savuka 

modificado por el Dr. Osman Bilsel (Osman Bilsel, s. f.). Para un proceso de dos estados con 

desplegamiento cooperativo si se define a X
N
 como la fracción de proteína plegada y a X

U
 

como la fracción desnaturalizada:

XN+XU=1

donde Y es el parámetro de medición obtenido:

Y=(YN∗XN)+(YU∗XU )

se define a la fracción de proteína desnaturalizada como:

XU=
YN−Y
YN−YU

siendo la constante de equilibrio, k:

el cambio de energía libre es:

k=
XU

1−XU
=

XU

XN
=

YN−Y
Y−YU

ΔG=−RT ln(k)=−RT ln (
YN−Y
Y−YU

)

Para determinar la estabilidad conformacional en ausencia del desnaturalizante (Δ G en 

agua), el método más simple consiste en asumir una correlación lineal continua hasta cero y 

usar una regresión cuadrada que siga la ecuación:

ΔG=ΔGagua−m[desnaturalizante]

Los datos obtenidos muestran que a una concentración de 3.8 M de urea, la mitad de la 

estructura de Con1 se encuentra desplegada y la otra mitad se encuentra en el estado nativo; 

la estabilidad conformacional de Con1 en la ausencia de urea es de 7.83 ± 0.75 kcal/mol, y 

la dependencia del ΔG en la concentración de urea es de 2.05 ± 0.19 kcal/mol/[urea]. Los 

resultados sugieren que el desplegamiento de Con1 es cooperativo: cualquier desplegamiento 

parcial de la estructura desestabiliza la estructura restante, lo cual provoca un colapso 

simultáneo a una estructura desplegada (BinSheng, 2011). 

La estabilidad térmica de la proteína Con1 y AroE se evaluó al inducir un desplegamiento 

térmico seguido por dicroísmo circular en el uv lejano y por calorimetría (DSC: Differential 

SCAnning Calorimetry). Las mediciones de desnaturalización térmica mediante DC son 
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comúnmente usadas para evaluar la estabilidad de las proteínas y son especialmente usadas 

para evaluar los efectos de las mutaciones de aminoácidos en la estructura de la proteína 

(Pelton & McLean, 2000).

No se pudo realizar un análisis termodinámico para determinar las energías libres de 

plegamiento debido a que la desnaturalización térmica de ambas proteínas fue irreversible 

(Figura 22). En su lugar, la temperatura aparente de fusión (Tm app) a la cual el 50 % de la 

señal observada cambia debido a que la mitad de la proteína se encuentra desplegada, fue 

usada para medir la estabilidad.

En la curva de desnaturalización térmica de AroE (Figura 22) podemos observar una 

curva de desnaturalización sigmoidea que, por definición, corresponde a un mecanismo de dos 

estados (Shaw, Scholtz, Pace, & Grimsley, 2009). Mientras que la curva de desnaturalización 

térmica de Con1 muestra un indicio de otra transición, lo cual podría indicar que el mecanismo 

de desnaturalización de esta proteína no es de dos estados.

Figura 21: Desnaturalización química de Con1. (A) Valores obtenidos durante el experimento de desnaturalización 
química de Con1, en gris se observa el modelo obtenido con Savuka. (B) Fracción aparente de la desnaturalización química 
de Con1, donde 0 indica el estado nativo y 1 es el estado desplegado; en gris se observa el modelo obtenido con Savuka. (C) 

Valores residuales obtenidos al realizar el ajuste de los datos de Con1 con el modelo de dos estados. Resultados similares 
fueron obtenidos de tres experimentos independientes.
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Los experimentos de desnaturalización térmica se realizaron al monitorear el cambio de 

elipticidad a 222 nm al incrementar la temperatura. La elipticidad medida fue normalizada y 

el punto medio donde se observa una transición de desplegamiento (Tm app) fue determinado 

usando el software Savuka, al ajustar los datos de desnaturalización térmica a un modelo de 

dos o tres estados (Figura 23).

En la Figura 23 se graficó la fracción aparente del estado desnaturalizado contra la 

temperatura. En gris se muestra el ajuste al modelo de dos estados obtenido con el programa 

Savuka, las curvas muestran una transición sigmoidal, lo cual es un indicativo de una reacción 

de desplegamiento cooperativo. Los datos obtenidos sugieren que AroE comienza a perder 

estructura a partir de los 38 °C y alcanza el estado desplegado a los 57 °C, con una Tm app 

de 50 °C. Mientras que Con1 comienza a perder estructura a partir de los 52 °C y alcanza el 

estado desplegado a los 61°C, con una Tm app de 56 °C. Finalmente no fue posible obtener 

un ajuste de tres estados para la curva de desnaturalización térmica de Con1.

Aun cuando los resultados obtenidos mediante la desnaturalización química y térmica 

de AroE y Con1, son consistentes con un mecanismo de dos estados esto no demuestra este 

modelo con certeza (Lumry & Biltonen, 1966).

La calorimetría diferencial de barrido mide la capacidad calorífica de los estados y 

el exceso de calor asociado con las transiciones que puede ser inducido por el cambio de 

temperatura. Esta técnica puede ser usada para determinar la estabilidad del equilibrio 

termodinámico y el mecanismo de plegamiento (C. M. Johnson, 2013).

Figura 22: Desnaturalización térmica de AroE y Con1. El proceso de renaturalización deber ser superponible a 
los datos obtenidos durante la desnaturalización para poder afirmar que el proceso de desnaturalización térmica es 

reversible.Resultados similares fueron obtenidos de tres experimentos independientes.
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Para determinar los perfiles de calorimetría de las proteínas AroE y Con1, a los resultados 

obtenidos se les corrigió la línea base del instrumento y todos los datos se normalizaron de 

acuerdo a su concentración para obtener los valores de temperatura aparente de fusión (Tm 

app) debido a que ninguno de los termogramas mostró un proceso reversible.

Los perfiles de calorimetría de las proteínas AroE y Con1 mostraron ambas un 

comportamiento correspondiente a un monómero ya que no se observó dependencia sobre 

la concentración de proteína. El perfil de calorimetría de AroE muestra una única transición 

térmica que comienza a partir de los 42 °C y finaliza alrededor de los 60 °C. Mientras que el 

perfil de Con1 muestra dos transiciones térmicas, la primera de ellas aparece a los 45 °C y la 

segunda a los 57 °C (Figura 24). El valor de Tm app de AroE fue de 50.9 °C, mientras que el 

de Consenso 1 fue de 53.2 °C.

La Tm app de la enzima Con1 es solamente 2.3 °C mayor que la determinada para AroE en 

el laboratorio, y sólo 0.7 °C menor que la Tm de una shikimato deshidrogenasa de Haemophilus 

influenzae (Singh et al., 2005) pero 12.7 °C menor que la enzima shikimato deshidrogenasa 

 
Figura 23: Modelo de la desnaturalización térmica de AroE y Con1. 
En la parte superior se muesta la fracción aparente de AroE (circulos 
abiertos) y Con1 (triángulos abiertos), en gris se muestra el ajuste al 
modelo de dos estados obtenido con Savuka. En la parte inferior se 
muestran los valores residuales obtenidos al realizar el ajuste de los 

datos de AroE y Con1 con el modelo de dos estados.
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de Mycobacterium tuberculosis (Arcuri et al., 2008). Aunque es generalmente cierto que las 

proteínas con una Tm app alta son más estables que aquellas con valores de Tm app bajos, este 

parámetro no es una medida definitiva de estabilidad (Whitford, 2005).

La espectrometría de masas es una técnica analítica sensible, relativamente simple y 

robusta, que permite identificar proteínas (en cantidades que van desde los picomoles hasta 

zeptomoles) si la secuencia de su genoma es conocida (Guerrera & Kleiner, 2005). Esta 

técnica se basa en la medición de la relación masa/carga (m/z) de especies moleculares, 

estas determinaciones requieren de la generación de especies cargadas eléctricamente, lo 

cual se logra mediante la ionización por nano-electrospray (Yates, Ruse, & Nakorchevsky, 

2009). La secuenciación demostró que las bandas analizadas contienen la misma proteína: 

una shikimato deshidrogenasa modificada (Figura 25). 

La proteína nativa, AroE, se ajusta a un proceso de dos estados, que puede ser 

representado como:

Figura 24: Perfiles de calorimetría de AroE (wild type) y Con1 
(consenso). El valor de Tm app de AroE fue de 50.9 °C (324.1 K), 

mientras que el de Consenso 1 fue de 53.2 °C (326.4 K). Resultados 
similares fueron obtenidos de tres experimentos diferentes.

(F )⇔(U )

donde F y U son los estados plegado y desplegado de la proteína. Y en este caso, la única 

transición observada corresponde a la transformación del estado F al estado U, la cual 

comienza alrededor de los 40 °C y finaliza antes de los 60 °C.
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Mediante dos técnicas independientes, con muestras de lotes diferentes, se observa la 

presencia de otra transición. Esta transición sugiere la presencia de un núcleo más estable, 

el cual puede corresponder al dominio Rossmann consenso. Finalmente, se sugiere que el 

proceso de desplegamiento de Con1 podría corresponder a un proceso de tres estados, que 

puede ser representado como: 

Figura 25: Espectrometría de masas de Con1. El gráfico de la izquierda corresponde a una shikimato deshidrogenasa 
modificada (Con1)

F⇔ I ⇔U

donde F, I e U son los estados plegado, intermediario y desplegado de la proteína, 

respectivamente. La primera transición, que corresponde a la transformación del estado F al 

estado I, comienza en 45 °C, con un máximo a 53.2 °C; esta transición puede corresponder 

al desplegamiento de la fracción no estabilizada de la enzima

La segunda transición, que corresponde al desplegamiento del estado I, la cual se observa 

a partir de 57 °C, y finalmente termina en el estado U a 70°C, con un máximo en 62 °C, 

podría corresponder al desplegamiento del núcleo estabilizado por las mutaciones consenso.
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En el caso de Con1, las mutaciones consenso introducidas solamente en el dominio 

Rossmann son capaces de aumentar la estabilidad conformacional de toda la proteína. 

Mediante dos técnicas independientes, con muestras de lotes diferentes, se observa la 

presencia de otra transición, que sugiere la presencia de un núcleo más estable.

Ensayos de actividad

Se realizaron ensayos de complementación para determinar la actividad in vivo de las enzimas 

consenso. En medio rico (LB con antibiótico) todas las muestras presentan crecimiento desde 

las primeras horas. Al monitorear el crecimiento en medio mínimo M9, se puede observar que 

AroE y Con1 presentan crecimiento después de las veinte horas (Figura 26), esto indica que 

Con1 es capaz de emular la actividad in vivo de AroE. Debido a que Con2 y Con3 no mostraron 

crecimiento en medio mínimo M9, no se muestran sus datos; estos resultados son congruentes 

con la observación previa de que estas proteínas no mostraban expresión.

Figura 26: Complementación en medio rico ( LB con antibiótico) y medio mínimo M9. En medio rico (gráfico izquierdo) 
todas las muestras presentan crecimiento desde las primeras horas. En medio mínimo M9 (gráfico derecho), AroE (control 
positivo) y Con1 muestran crecimiento después de las veinte horas. Con1 es capaz de emular la actividad in vivo de AroE. 

Resultados similares fueron obtenidos de tres experimentos independientes.

 La actividad enzimática de Consenso 1 fue determinada a 25 °C al monitorear la 

reducción de NADP+ o NAD+ a 340 nm en la presencia de ácido shikímico. Los datos obtenidos 

(bajo las condiciones de velocidad inicial, y al calcular la pendiente de la parte lineal de cada 

reacción) se normalizaron para poder ajustarse a la ecuación de Michaelis-Menten. El análisis 

de datos se llevó a cabo usando SigmaPlot 12.5. 
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Para normalizar los datos obtenidos se usó la siguiente fórmula:

Vi=

Abso
min
l∗ε ∗FD

Donde Abso/min es la pendiente que se obtiene en cada reacción, l es el ancho de la celda 

en centímetros (1 cm), ε es el coeficiente de extinción molar del NADP+ o NAD+ (6220 M-1 

cm-1), y FD es el factor de dilución que se obtiene dividiendo el volumen total de la reacción 

entre el volumen agregado de enzima.

Una vez obtenido el valor de Vi, se sustituyó en la ecuación de Michaelis-Menten:

Vi=kcat∗E∗S
Km+S

Vi
E
=kcat∗S

Km+S

Donde E es la concentración del stock donde se tomó la enzima. Y se graficó la 

concentración de cada sustrato o cofactor contra Vi/E (Figura 27).

La capacidad de Con1 para usar ácido shikímico como sustrato se determinó al monitorear 

la producción de NADPH+ a 340 nm y 25 °C. Los valores de K
M

 y V
max

 se determinaron al 

variar las concentraciones de ácido shikímico mientras se mantenía el NADP+ en condiciones 

saturantes. Se observó que Con1 cataliza la oxidación de shikimato en la presencia de NADP+ 

con una k
cat

 de 924.65 ± 18.40 s-1 y una constante de Michaelis de 231.51 ± 17.35 μM, 

presentando una R2 de 0.935.

La capacidad de Con1 para usar NADP+ como cofactor se determinó al monitorear la 

producción de NADP+ a 340 nm y 25 °C en la presencia de ácido shikímico. Los valores de K
M

 

y V
max

 se determinaron al variar las concentraciones de NADP+ mientras se mantenía el ácido 

shikímico en condiciones saturantes. Se observó que Con1 cataliza la oxidación de shikimato 

en la presencia de NADP+ con una k
cat

 de 1067.88 ± 24.04 s-1 y una constante de Michaelis de 

279.28 ± 23.47 μM. Con una R2 de 0.932.

También se determinó la capacidad de Con1 para usar NAD+ como cofactor se determinó 

al monitorear la producción de NADP+ a 340 nm y 25 °C en la presencia de ácido shikímico. 

Los valores de K
M

 y V
max

 se determinaron al variar las concentraciones de NAD+ mientras 

se mantenía el ácido shikímico en condiciones saturantes. Se observó que Con1 cataliza la 

oxidación de shikimato en la presencia de NAD+ con una k
cat

 de 250.37 ± 36.65 s-1 y una 

constante de Michaelis de 9915.99 ± 2359.49 μM. Con una R2 de 0.948. 

Los valores obtenidos de los parámetros cinéticos de Con1 se compararon con los 

reportados para AroE y YdiB (Michel et al., 2003) (Tabla 1).
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Figura 27: Michaelis-Menten de Con1. (A) Shikimato como el sustrato que varía mientras NADP+ se mantuvo constante. 
(B) NADP+ como cofactor que varía mientras que shikimato se mantuvo constante. (C) NAD+ como cofactor que varía 

mientras que shikimato se mantuvo constante.
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Se ha reportado que las enzimas pertenecientes al grupo SDH tienen una estricta o 

fuerte preferencia al NADP+ en lugar del NAD+, y que las enzimas que usan este último como 

cofactor presentan una eficiencia reducida (Peek & Christendat, 2014). Michel et al han 

reportado que AroE presenta una estricta preferencia al NADP+ como cofactor y carece de 

actividad en la presencia de NAD+; mientras que YdiB presenta actividad con ambos cofactores 

pero muestra una preferencia fuerte hacia NADP+. 

Con1 presenta una eficiencia catalítica similar a la de AroE cuando ocupa NADP+ como 

cofactor, y al contrario de AroE, presenta actividad con NAD+. Con1 muestra una K
M

 en 

presencia de NAD+ 35 veces más alta que la K
M

 de NADP, lo que sugiere que NADP+ es el 

cofactor preferido de Con1. En presencia de NAD+ Con1 muestra una eficiencia catalítica 

mayor (en dos órdenes de magnitud) a la de YdiB.

Estudios anteriores sugieren que una secuencia consenso se supone que debe parecerse 

al ancestro evolutivo de una familia de enzimas, en cuyo caso, debería de mostrar un 

comportamiento más promiscuo, esto es menor actividad frente a un rango más amplio de 

sustratos (Bershtein, Goldin, & Tawfik, 2008). Pero este no ha sido el caso para las fitasas 

consenso (Lehmann et al., 2000), la sucrosa foforilasa consenso (Aerts et al., 2013) y la 

enzima shikimato deshidrogenasa con dominio Rossmann aquí reportada.

Tabla 1. Comparación de parámetros cinéticos de diferentes enzimas shikimato deshidrogenasas. Los parámetros cinéticos 
fueron determinados a pH 9.0 y 25°C al variar la concentración de sustrato o cofactor mientras el otro se mantenía a 

concentraciones fijas. Los parámetros cinéticos de AroE y YdiB fueron determinados por (Michel et al., 2003). 

Cinética dependiente de sustrato Cinética dependiente de cofactor

Shikimato NADP+ NAD+

Enzima

k
cat

K
M

k
cat

/K
M

k
cat

K
M

k
cat

/K
M

k
cat

K
M

k
cat

/K
M

(s-1) (μM) (s-1 M-1) (s-1) (μM) (s-1 M-1) (s-1) (μM) (s-1 M-1)

Con1 925 232 4x106 1068 279 3.83x106 250 9916 2.52x104

 AroE (b) 237 65 3.65x106 237 56 4.23x106 NA NA NA

 YdiB (c) 0.12 120 1x103 0.12 100 1.2x 103 0.05 87 5.74x102

NA: No presenta actividad.
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Conclusiones

Se construyeron tres enzimas shikimato deshidrogenasas con dominios Rossmann consenso 

a partir de diferentes alineamientos de secuencias múltiples. En cada uno de los consensos se 

conservaron los aminoácidos que co-evolucionan, y se usó como secuencia guía la secuencia 

de AroE de Escherichia coli.

Sólo uno de los consensos (Con1) se expresó. Con1 se expresó en la fracción soluble, 

obteniéndose de 65-70 mg de proteína al final de la purificación por cada litro de cultivo, más 

del doble de lo obtenido con AroE.

No fue posible expresar ninguna de las otras dos proteínas consenso (Con2 y Con3) 

en las diferentes temperaturas de cultivo probadas, aún cuando las tres secuencias consenso 

presentan un 90 % de identidad en secuencia. Ambos consensos no expresados presentan un 

mayor número de mutaciones (32 para Con2 y 17 para Con3), y provienen de alineamientos 

con mayor número de secuencias (275 secuencias para Con2 y 96 secuencias para Con3) que 

el correspondiente a Con1 (47 secuencias, 15 mutaciones).

Al determinar la estructura secundaria de Con1 mediante dicroísmo circular se observó 

que el espectro de la proteína Con1 presenta un contenido de estructura secundaria superior 

al de AroE en un 2 %, lo cual indica que las mutaciones introducidas mediante el consenso 

modificaron de forma ligera la estructura secundaria.

Los datos de desnaturalización química con urea de Con1 se ajustaron a un modelo de 

transición de dos estados usando el software Savuka, y los resultados obtenidos sugieren que 

el desplegamiento de Con1 y AroE es cooperativo. Debido a que la desnaturalización térmica 

de Con1 fue irreversible no se pudieron determinar las energías libres de desplegamiento. El 

análisis de los datos con Savuka sugiere una Tm app de 55.6 °C, la cual es 5.6 °C mayor a la 

determinada para AroE (50 °C).

El perfil de calorimetría de Con1 muestra un comportamiento correspondiente a un 

monómero y que no es dependiente de la concentración. El valor de Tm app de Con1 fue de 

53.2 °C, el cual es 2.3 °C mayor que el determinado para AroE (50.9 °C) en el laboratorio. 

Con1 también muestra dos transiciones térmicas, la primera de ellas aparece a los 45 °C y la 

segunda a los 57 °C, lo cual indica que el desplegamiento de Con1 podría corresponder a un 

proceso de tres estados. 

Con1 es capaz de emular la actividad in vivo de AroE. Al determinar la actividad in vitro 

de Con1, observamos que presenta una eficiencia catalítica similar a la de AroE cuando ocupa 

NADP+ como cofactor, y al contrario de AroE, presenta actividad con NAD+. Con1 también 
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muestra una K
M

 en presencia de NAD+ treinta y cinco veces más alta que la K
M

 de NADP, lo 

que sugiere que NADP+ es el cofactor preferido de Con1. En presencia de NAD+ Con1 muestra 

una eficiencia catalítica mayor (en dos órdenes de magnitud) a la de YdiB.

El diseño de consensos nos permitió mutar quince aminoácidos del dominio Rossmann 

de la enzima shikimato deshidrogenasa de E. coli. Estos aminoácidos consenso incrementaron 

la estabilidad conformacional de toda la enzima, al generar un núcleo más estable, en al 

menos 2 °C en su Tm app. Todo esto junto con una mejoría en algunas de sus características: 

un aumento en sus constantes cinéticas y el hecho de que es capaz de usar otro cofactor para 

llevar a cabo su actividad catalítica. 

Esperamos que este dominio Rossmann consenso nos permita desarrollar proteínas 

quiméricas estables, solubles y activas, mediante el intercambio de dominios de proteínas 

homólogas.
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Perspectivas

Mediante diseño racional buscar mutaciones puntuales que incrementarán de forma 

significativa la estabilidad del consenso expresado (Con1) y/o la actividad catalítica en 

presencia de otros cofactores. Realizar un análisis de correlación de mutaciones (CMA, 

correlated mutation analysis) para explorar el rol de las redes de correlación en el consenso y 

posteriormente examinar si cada una de las mutaciones consensos tiene efectos neutrales, 

estabilizantes o desestabilizantes.

Es necesario realizar un proceso de purificación más astringente para eliminar toda 

contaminación posible y descartar que la contaminación sea la causa de la segunda transición 

observada en calorimetría. Para esto sería necesario realizar separación por punto isoeléctrico, 

cromatografía de exclusión por tamaño o remover la etiqueta de histidinas de la proteína Con1.

Una vez asegurada la pureza de la proteína Con1 es necesario realizar más experimentos 

de dicroísmo circular y calorimetría con diferentes condiciones (rampa de temperatura, 

concentraciones) para determinar si el proceso de desplegamiento corresponde a dos o tres 

estados. Todos estos experimentos también deben realizarse a la proteína AroE, para poder 

comparar los resultados.

Finalmente sería buena idea expresar solamente el dominio Rossmann consenso Con1, 

para poder determinar sus características, y compararlas contra las de otros dominios 

Rossmann conocidos. Para posteriormente realizar quimeras con otras enzimas que presenten 

un dominio Rossmann.

En el caso de Con2 y Con3 es necesario determinar si existe transcripción de los genes 

consenso, por lo que podría realizarse RT-PCR semi-cuantitativa para monitorear los niveles de 

expresión de los genes. En caso de que no exista transcripción, se podría cambiar la secuencia 

guía utilizada. Otro de los aspectos que podrían ayudar a la expresión de los dos consensos 

restantes, sería usar una cepa que presente chaperonas que ayuden al plegamiento de los 

consensos.
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Anexos

Anexo 1: Secuencia de aminoácidos de la enzima shikimato deshidrogenasa (AroE) 

de Escherichia coli

La secuencia correspondiente a AroE se obtuvo de la base de datos de NCBI («Escherichia 

coli str. K-12 substr. MG1655 chromosome, complete genome», 2012)

>gi|49175990:c3428860-3428042 Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 

chromosome, complete genome

METYAVFGNP IAHSKSPFIH QQFAQQLNIE HPYGRVLAPI NDFINTLNAF FSAGGKGANV 

TVPFKEEAFA RADELTERAA LAGAVNTLMR LEDGRLLGDN TDGVGLLSDL ERLSFIRPGL 

RILLIGAGGA SRGVLLPLLS LDCAVTITNR TVSRAEELAK LFAHTGSIQA LSMDELEGHE 

FDLIINATSS GISGDIPAIP SSLIHPGIYC YDMFYQKGKT PFLAWCEQRG SKRNADGLGM 

LVAQAAHAFL LWHGVLPDVE PVIKQLQEEL S*

A continuación se muestra la secuencia de cada dominio de AroE.

•	 Secuencia correspondiente al dominio catalítico (aminoácidos 1-101 y 245-271).

Aminoácidos 1-101

 METYAVFGNP IAHSKSPFIH QQFAQQLNIE HPYGRVLAPI NDFINTLNAF FSAGGKGANV 

TVPFKEEAFA RADELTERAA LAGAVNTLMR LEDGRLLGDN T

Aminoácidos 245-271

 AAHAFL LWHGVLPDVE PVIKQLQEEL S

•	 Secuencia correspondiente al dominio Rossmann (aminoácidos 102-244).

Aminoácidos 102-244

 DGVGLLSDLE·RLSFIRPGLR·ILLIGAGGAS·RGVLLPLLSL·DCAVTITNRT·

VSRAEELAKL FAHTGSIQAL·SMDELEGHEF·DLIINATSSG·ISGDIPAIPS·

SLIHPGIYCY·DMFYQKGKTP FLAWCEQRGS·KRNADGLGML·VAQ
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 Anexo 2: Dominios Rossmann consensos determinados por el programa SeaView

>Consenso1 

DGIGLLSDLE·RLXFIKPGDR·ILLIGAGGAA·RGVILPLLSY·GCXITITNRT·

FSRAQXLAXX FXHXGXIXAX·XXXXLXXXXF·DLIINATSSG·IXGEIPXIPX·

SLIXXXTXCY·DMFYQXGLTP FLXWCXQXGA·XXXADGLGML·VGQ 

>Consenso2

DGIGLVRDLX·RLGXXLXGKR·ILLLGAGGAA·RGVLLPLLXA·GPALVIANRT·

XSKAEXLAXX FAXXGXIXAX·XXDXLXGXXF·DLIINATSAS·LXGELPPLPX·

XLFXXXTLAY·DMMYGXXPTP FLXWAXXXGA·XXXADGLGML·VEQ

>Consenso3

DGXGFXXXLX·XXXXXXXGXR·VLILGAGGAA·RAVAXALLXL·GXXXXIXNRT·

XXRAXXLAXX FXXXGXXXAX·XXDXLXXXXF·DLLINATSXG·MXGDXPXXPX·

XLLXXGXXVY·DXVYXPXXTP FLXXAXXXGX·XRTXDGLGML·VXQ

Anexo 3: Dominios Rossmann consenso determinados por el programa SeaView con 

los aminoácidos indeterminados sustituidos

>Consenso1

DGIGLLSDLE·RLSFIKPGDR·ILLIGAGGAA·RGVILPLLSY GCAITITNRT·

FSRAQELAKL·FAHTGSIQAL·SMDELEGHEF DLIINATSSG·ISGEIPAIPS·

SLIHPGTYCY·DMFYQKGLTP FLAWCEQRGA·KRNADGLGML·VGQ

>Consenso2

DGIGLVRDLE·RLGFILPGKR·ILLLGAGGAA·RGVLLPLLSA GPALVIANRT·

VSKAEELAKL·FAHTGSIQAL·SMDELEGHEF DLIINATSAS·LSGELPPLPS·

SLFHPGTLAY·DMMYGKGPTP·FLAWAEQRGA·KRNADGLGML·VEQ

>Consenso3

DGVGFVSDLE·RLGFIRPGKR·VLVLGAGGAA·RAVLLALLSL·GCAITITNRT

VSRAEELAKL·FAHTGSIQAL·SMDELEGHEF·DLIINATSSG·MSGDIPAIPS·

SLLHPGIYVY·DMVYQPGETP·LLAWAEQRGA·KRTADGLGML·VAQ
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 Anexo 4: Secuencias consenso (aminoácidos) sintetizadas

>GenConsenso1

METYAVFGNP·IAHSKSPFIH·QQFAQQLNIE·HPYGRVLAPI·NDFINTLNAF·

FSAGGKGANV TVPFKEEAFA·RADELTERAA·LAGAVNTLMR·LEDGRLLGDN·

TDGIGLLSDL·ERLSFIKPGD RILLIGAGGA·ARGVILPLLS·YGCAITITNR·

TFSRAQELAK·LFAHTGSIQA·LSMDELEGHE FDLIINATSS·GISGEIPAIP·

SSLIHPGTYC·YDMFYQKGLT·PFLAWCEQRG·AKRNADGLGM LVGQAAHAFL·

LWHGVLPDVE·PVIKQLQEEL·SHHHH*

>GenConsenso2

METYAVFGNP·IAHSKSPFIH·QQFAQQLNIE·HPYGRVLAPI·NDFINTLNAF·

FSAGGKGANV TVPFKEEAFA·RADELTERAA·LAGAVNTLMR·LEDGRLLGDN·

TDGIGLVRDL·ERLGFILPGK RILLLGAGGA·ARGVLLPLLS·AGPALVIANR·

TVSKAEELAK·LFAHTGSIQA·LSMDELEGHE FDLIINATSA·SLSGELPPLP·

SSLFHPGTLA·YDMMYGKGPT·PFLAWAEQRG·AKRNADGLGM LVEQAAHAFL·

LWHGVLPDVE·PVIKQLQEEL·SHHHHHH*

>GenConsenso3

METYAVFGNP·IAHSKSPFIH·QQFAQQLNIE·HPYGRVLAPI·NDFINTLNAF·

FSAGGKGANV TVPFKEEAFA·RADELTERAA·LAGAVNTLMR·LEDGRLLGDN·

TDGVGFVSDL·ERLGFIRPGK RVLVLGAGGA·ARAVLLALLS·LGCAITITNR·

TVSRAEELAK·LFAHTGSIQA·LSMDELEGHE·FDLIINATSS·GMSGDIPAIP·

SSLLHPGIYV·YDMVYQPGET·PLLAWAEQRG·AKRTADGLGM LVAQAAHAFL·

LWHGVLPDVE·PVIKQLQEEL·SHHHHHH*
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