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Resumen 

 

Las colina-O-sulfatasas son enzimas ampliamente distribuidas en los 

microorganismos. Estas enzimas participan en el metabolismo del azufre (S) y en 

procesos de regulación osmótica en los microorganismos. La enzima colina-O-

sulfatasa de Ensifer (Sinorhizobium) meliloti pertenece a la familia de las 

arilsulfatasas (sulfatasas de tipo I) y se escogió como modelo de estudio. Se realizó 

su clonación y expresión en E. coli y se diseñó un protocolo de purificación. Se 

realizó la caracterización bioquímica de esta proteína, determinando que se 

encuentra en estado dimérico en solución y que presenta un puente disulfuro 

intramolecular. 

La actividad nativa de sulfatasa de la enzima fue probada contra p-nitrofenil-

sulfato (pNPS) y metilumbeliferil sulfato (MUS) obteniéndose valores de kcat de  3.5 x 

10-2 y 4.2 x10- 2 s-1 y KMs de 75.8 y 11.8 mM, respectivamente. Estos valores de kcat 

son ~100 veces menores a los reportados para otras arilsulfatasas con los mismos 

substratos. Del mismo modo se midió la hidrolisis del sustrato natural, sulfato de 

colina, mostrando valores de kcat de 2.47 x 10-1 s-1 y una KM de 11.11 mM; estos 

valores no pueden ser comparados ya que no existen estudios previos que 

presenten valores de kcat sobre estas enzimas y su sustrato natural.  

La causa de la baja actividad de esta enzima se debe a la falta de una 

modificación postraduccional que deben tener todas las sulfatasas en su sitio activo, 

en la cual se modifica enzimáticamente una cisteína por una formilglicina (FGly). 

Este residuo es el responsable de realizar el ataque nucleofílico sobre el sustrato. 

La ausencia de FGly se comprobó mediante la reacción de Ellman en la cual se 

cuantificaron seis cisteínas de las seis presentes en la secuencia de la proteína lo 

cual nos sugiere la falta de esta modificación. Este resultado fue confirmado por 

medio de un análisis detallado de HPLC-espectroscopia de masas de los péptidos 

trípticos, el cual reveló la ausencia de la modificación postraduccional. A pesar de 

la falta de modificación postraduccional, la actividad catalítica de COS tiene 
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múltiples ciclos catalíticos, lo cual sugiere que la cisteína del sitio activo es capaz 

de realizar el ataque nucleofílico sobre los distintos ésteres de sulfato. 

 

Se probaron también las actividades promiscuas de fosfatasa y fosfonatasa de 

la COS, las cuales son menores a las obtenidas con los sulfatos (kcat 3.4 x 10-5 s-1 y 

kcat 4.28 x 10-3 s-1 y  KM de 8.2 mM y 45.5 mM respectivamente), lo cual es esperado 

para las actividades promiscuas que siempre son varios órdenes de magnitud más 

bajas que la actividad nativa; a pesar que estas actividades promiscuas son mucho 

mayores que para las reacciones no catalizadas. 

 

Finalmente, se realizó la co-expresión de la colina-O-sulfatasa junto a la 

enzima generadora de formilglicina FGE de E. meliloti (encargada de la modificación 

postraduccional). Con lo anterior se logró la conversión de un 29% de la cisteína 54 

a formilglicina, y un aumento de 65 veces en la actividad contra el sulfato de colina 

(kcat 5.22 s-1). 

 

Este trabajo representa la primera caracterización cinética en una enzima 

purificada de la familia de las colina-O-sulfatasas, y abre la puerta para investigar 

con mayor detalle estas enzimas en los microorganismos. 
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Abstract 

 

Choline-O-sulfatases are enzymes broadly distributed in microorganisms. 

They are involved in the metabolism of sulfur (S) and in the cellular osmotic 

regulation processes. Choline-O-sulfatase from Ensifer meliloti (COS) belongs to the 

family of arylsulfatases (sulfatases type I) and was chosen as a case of study. Its 

expression was performed in E. coli and a purification protocol was designed. The 

biochemical characterization of COS showed that it is a dimer in solution and has an 

intramolecular disulfide bridge. 

 

COS native sulfatase activity was tested against p-nitrophenyl sulfate (pNPS) 

and methylumbelliferyl sulfate (MUS), obtaining values of kcat = 3.5 x 10-2 and 

4.2 x 10- 2 s-1 and KM = 75.8 and 11.8 mM, respectively. These kcat values are ~100-

fold lower than those reported for other arylsulfatases with the same substrates. 

Furthermore, measurement of the hydrolysis of its natural substrate (choline sulfate) 

gave a kcat value of 2.47 x 10-1 s-1 and a KM of 11.11 mM.  

 

The reason for the low COS activity is the lack of a posttranslational 

modification that all sulfatases should have in their active site, in which a cysteine is 

enzymatically modified to a formilglicine (FGly). This residue is responsible for 

carrying out the nucleophilic attack on the substrate. The absence of FGly in COS 

was tested by the Ellman reaction in which all six cysteines from its sequence were 

determined as present in the recombinant protein, indicating the lack of this 

modification. This was confirmed by HPLC-Mass spectroscopy analysis of COS 

tryptic digestion, which showed no evidence of the FGly presence. Despite the 

absence of the posttranslational modification, COS has multiple catalytic turnovers, 

suggesting that the active site cysteine is able to perform the nucleophilic attack to 

the sulfate esters.  
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COS promiscuous activities of phosphonatase and phosphatase were also 

determined, finding that they are lower than those obtained with sulfate esters (kcat 

3.4 x 10-5 s-1 and kcat 4.28 x 10-3 s-1 and KM 8.2 mM and 45.5 mM, respectively). This 

is expected for promiscuous activities, which are always several orders of magnitude 

lower than the native activity. 

 

Finally, the co-expression of choline sulfatase and the FGE from E. meliloti 

(formylglycine-generating enzyme responsible for the post-translational 

modification) was performed. With the above, the conversion of 29% of cysteine 54 

to formylglycine was achieved, and a 65-fold increase was observed for the choline 

sulfate hydrolysis (5.2 kcat s-1). 

 

This work represents the first kinetic characterization of a purified member of 

the choline-O-sulfatase family, and paves the way for further investigations of these 

enzymes in microorganisms. 
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 Introducción 

 

En 1998 fue identificado el gen BetC que codifica para la colina-O-sulfatasa de 

Ensifer (Sinorhizobium) meliloti (Osteras, Boncompagni, Vincent, Poggi, & Le 

Rudulier, 1998). Esta enzima se encuentra involucrada en el primer paso de la 

biosíntesis de la glicinbetaina a partir del sulfato de colina en condiciones de estrés 

osmótico (Osteras et al., 1998). También se sabe que los productos catabólicos del 

sulfato de colina pueden utilizarse como fuente de C, N y S en condiciones de 

escases nutricional (Cregut, Durand, & Thouand, 2013; Galvao, de Lorenzo, & 

Canovas, 2006; Woolley & Peterson, 1937).  

 

 Así mismo, se ha demostrado que las colina-O-sulfatasas se encuentran 

ampliamente distribuidas entre los microorganismos, aunque la función que realizan 

en cada uno de ellos no está claramente definida.  Debido a lo anterior, el estudio 

de las colina-O-sulfatasas se vuelve esencial en la comprensión de los procesos de 

osmoprotección y el metabolismo del S en los microorganismos. Sin embargo, 

existen solo tres  estudios sobre la caracterización cinética de las colina-O-

sulfatasas, pero todos ellos han sido realizados con extractos crudos (Lucas, 

Burchiel, & Segel, 1972; Scott & Spencer, 1968; Takebe, 1961). 

 

En este trabajo se realizó la expresión heteróloga de la colina-O-sulfatasa de 

Ensifer meliloti  en E. coli BL21 (DE3), así como su purificación y caracterización 

bioquímica y cinética. 
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 Antecedentes. 

 

  Simbiosis  y osmoprotección 

 

Las plantas realizan simbiosis con los microorganismos para satisfacer sus 

necesidades nutricionales. Una de las más importantes es la endosimbiosis 

bacteriana en las leguminosas que sirve para la fijación de nitrógeno, como en el 

caso de Ensifer meliloti (anteriormente conocida como Sinorhizobium meliloti 

(Young, 2010)) una especie simbiótica de la alfalfa (Medicago sativa) (Jones, 

Kobayashi, Davies, Taga, & Walker, 2007). Estas simbiosis se encuentran 

localizadas en las raíces de las plantas, formando un microambiente denominado 

rizosfera (zona del suelo que interactúa con las raíces de las plantas). La rizosfera 

es un sistema en constante cambio ya que es modificado por un gran número de 

factores como la cantidad de agua, la composición de las sales así, como los 

cambios fisicoquímicos inducidos por las plantas y los microorganismos. Estos 

factores puede producir cambios drásticos en la osmolaridad (concentración de 

solutos en el medio) de la rizosfera (Miller & Wood, 1996). Debido a esto, la habilidad 

de adaptación de las bacterias a cambios en la osmolaridad juega un papel muy 

importante en la supervivencia y la colonización de la rizosfera. Las bacterias 

combaten el estrés osmótico mediante la acumulación de solutos inertes que 

proveen un balance en la presión osmótica. Estos solutos pueden acumularse en 

altas concentraciones sin que interfieran con los procesos vitales para el organismo. 

Los solutos más significativos son el glutamato, la prolina, el K+, la trehalosa, la 

glicina  betaína, la prolina betaína y la ectoína (Galvao et al., 2006; Miller & Wood, 

1996). Estos compuestos se acumulan mediante tres procesos: a) su transporte 

activo, b) vía la modulación de su biosíntesis y c) una combinación de ambos 

mecanismos (Miller & Wood, 1996). De los compuestos osmoprotectores, la glicina 

betaína  es uno de los más eficientes (Lerudulier, Strom, Dandekar, Smith, & 
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Valentine, 1984). La glicina betaína puede ser sintetizada a partir de colina a través 

de mecanismos enzimáticos (Miller & Wood, 1996). Algunas bacterias y hongos 

pueden obtener colina a partir de colín-O-sulfato a través de la hidrólisis de éste por 

la colina-O-sulfatasa  (betC) (Galvao et al., 2006; Miller & Wood, 1996; Osteras et 

al., 1998). 

 

El mecanismo de síntesis de la glicina betaína a partir del sulfato de colina en 

condiciones de estrés osmótico en Ensifer meliloti fue descrito por Osteras et al 

(Osteras et al., 1998). En dicho estudio, se logró la identificación del operón betICBA 

involucrado en este proceso (Figura 2.1). Este operón está constituido por un gen 

regulatorio (betI) y tres genes estructurales, betC (colina-O-sulfatasa), betB 

(betaina-aldehído deshidrogenasa) y betA (colina deshidrogenasa) (Osteras et al., 

1998). Esta ruta biosintética es dependiente de la concentración de colina en el 

medio y en menor medida de la concentración de sulfato de colina y acetilcolina 

(Mandon et al., 2003; Osteras et al., 1998). 

 
Figura 2.1. Síntesis de glicina betaína partir de sulfato de colina en condiciones de 

estrés osmótico en Ensifer meliloti 
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Por otro lado, el sulfato de colina puede ser almacenado por las bacterias para 

utilizarse como fuente de carbono, nitrógeno y azufre en condiciones de escasez 

nutricional, como es el caso de Pseudomonas putida y Aspergilus sydowi (Cregut et 

al., 2013; Galvao et al., 2006; Woolley & Peterson, 1937). No obstante, la utilización 

de sulfato de colina como fuente de nutrientes, solo es posible en condiciones de 

baja osmolaridad para algunos microorganismos como Rhizobium meliloti 

(Lerudulier & Bernard, 1986; Miller & Wood, 1996). El sulfato producido por la 

hidrólisis del sulfato de colina, ayuda a satisfacer las necesidades de azufre. Por 

otro lado, la colina juega un papel importante en la biosíntesis de fosfatidil colina 

(PC), que es un componente esencial de la membrana de algunas especies de 

bacterias como en la familia Rhizobiaceae (de Rudder, Sohlenkamp, & Geiger, 

1999). 

 

Debido a la importancia de las colina-O-sulfatasas en el mecanismo de 

regulación del estrés osmótico, estas enzimas se encuentran ampliamente 

distribuidas en muchos microorganismos (Figura 2.2), aunque la función que 

realizan en cada microorganismo no está claramente definida (Cregut et al., 2013). 

En algunos casos es considerada como proveedora de fuentes alternativas de 

azufre (Galvao et al., 2006; Woolley & Peterson, 1937), o como parte del mecanismo 

de regulación del estrés osmótico por acumulación de glicina betaína (Mandon et 

al., 2003; Osteras et al., 1998). 
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Figura 2.2. Distribución de las colina-O-sulfatasas en microorganismos (Cregut, 

Durand, & Thouand, 2014). 

 

  Sulfatasas 

 

Una gran parte de los compuestos de azufre en la naturaleza se encuentran 

presentes en forma de ésteres de sulfato. Estos ésteres de sulfato son hidrolizados 

por sulfatasas, las cuales se encuentran distribuidas tanto en eucariontes como en 

procariontes. Las sulfatasas cumplen diversas funciones celulares como 

metabolismo del azufre, degradación celular, y señalización celular. Pueden 

hidrolizar una gran diversidad de ésteres de sulfato desde glicolipidos, carbohidratos 

sulfatados, hasta hormonas (Hanson, Best, & Wong, 2004). 

 

Las sulfatasas pueden ser clasificadas  en tres grupos mecanísticamente 

distintos: Las sulfatasas Tipo  II, que incluyen a las Fe (II) α-cetoglutarato-
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dependiente dioxigenasas; las sulfatasas Tipo III, que son el grupo identificado más 

recientemente de alquilsulfatasas Zn-dependientes, y finalmente se encuentran las 

sulfatasas de Tipo I también conocidas como “arilsulfatasas” (ARS). Debido a un 

alto grado de identidad, las colina-O-sulfatasas se encuentran dentro de este último 

grupo de sulfatasas. Estructuralmente, las sulfatasas Tipo I pertenecen a la 

superfamilia de la fosfatasa alcalina y muestran un alto grado de conservación en 

su secuencia, estructura y mecanismo enzimático, tanto en enzimas de origen 

eucariontes como procariontes (Hanson et al., 2004). Las ARS tienen una secuencia 

de aminoácidos altamente conservada en su sitio activo: C/S-X-P-X-R (Figura 2.3) 

(Dierks, Lecca, Schlotterhose, Schmidt, & von Figura, 1999; Hanson et al., 2004; 

Sardiello, Annunziata, Roma, & Ballabio, 2005; von Figura, Schmidt, Selmer, & 

Dierks, 1998). Esta secuencia es fundamental ya que es el sitio de reconocimiento 

para una modificación postraduccional de un residuo de cisteína o serina del sitio 

catalítico, al residuo catalíticamente activo formilglicina (FGly). Esta modificación es 

realizada mediante una reacción catalizada por la enzima denominada enzima 

generadora de FGly (GFE), la cual solo reconoce la secuencia si ésta se encuentra 

en el primer tercio del extremo N-terminal de la proteína (Hanson et al., 2004). 
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Figura 2.3. Secuencia altamente conservada en las sulfatasas procariotas y 

eucariotas.  

 

  Estructura 
 

La estructura de las arilsulfatasas humanas y de bacterias gram-negativas 

presenta una gran similitud, dominando principalmente  un monómero globular con 

una topología  de sándwich  α/β, que se divide en dos dominios, y algunas sulfatasas 

presentan un dominio trasmembranal (Figura 2.4) (Ghosh, 2005; Hanson et al., 

2004). 
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El dominio N-terminal está formado de una larga cadena de hojas β (alrededor 

de 10-11 hojas β) rodeada de hélices α y este dominio  contiene el centro catalítico  

al final de la  gran cadena de hojas β. El dominio C-terminal contiene una cadena 

de hojas β  antiparalelas rodeado por hélices α, y una larga hélice α que empaqueta  

las regiones bucle de la hoja β del dominio N-terminal (Ghosh, 2005; Hanson et al., 

2004). 

 

 
Figura 2.4. Estructura de las sulfatasas y la representación de los subdominios (los 

círculos son hélices y los triángulos hojas β). Tomado de (Ghosh, 2005). 

 

La cavidad del sitio activo está ubicada en el extremo C-terminal de la gran 

cadena de hojas β, con el residuo FGly situado en la parte inferior de una estrecha 

hendidura rodeada de aminoácidos cargados positivamente. El dominio N-terminal 

del sitio catalítico de las sulfatasas muestra un alto grado de similitud estructural con 

la de las fosfatasas alcalinas (AP), pero difiere drásticamente en secuencia 

(Sowadski, Handschumacher, Murthy, Foster, & Wyckoff, 1985). Al superponer las 

estructuras tridimensionales de las ARS, se pueden observar 10 residuos altamente 

conservados (Figura 2.5), así como un catión divalente (Ca2+ ó Mg2+). Este catión 

está coordinado con los residuos AspA, AspB, AspC y AsnA, además un oxigeno 
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(γ1) del residuo hidratado de FGLy así como de uno de los oxígenos del sulfato 

están unidos a este catión (determinado a través de estructuras cristalizadas con 

sulfatos). Los residuos  cargados positivamente LysA, LysB y HisB se encuentran 

uniendo al sustrato y los residuos ArgA y HisA estabilizan y orientan a el hidrato de 

FGly, que es responsable del ataque nucleófilico ( O γ2) (Figura 2.5) (Ghosh, 2005; 

Hanson et al., 2004). 

 

 
Figura 2.5. Residuos conservados del sitio activo de las sulfatasas tipo I.(tomado 

de (Hanson et al., 2004). 

 

  Mecanismo enzimático 
 

El residuo de FGly que es catalíticamente activo es la forma α-formilglicina 

hidratada. Este diol es el responsable del ataque nucleófilico. El primer paso  del 

mecanismo es la adición de una molécula de agua al aldehído de la FGly para 

formar el diol (Figura 2.6 AB). Posteriormente a la unión del éster de sulfato en el 

sitio activo, se produce el ataque nucleófilico del oxígeno del diol (γ1) hacia el azufre 

del éster, para liberar el resto del alcohol como grupo saliente. Esto se realiza 
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mediante una sustitución nucleófilica (SN2) con un intermediario pentavalente del  

azufre, resultando un intermediario covalente S-O (Figura 2.6 CD). El siguiente 

paso consiste en la eliminación del grupo SO4 para regenerar el aldehído de la FGly. 

Esto es impulsado por el oxígeno (γ2) que es desprotonado por la HisA, para 

finalmente regenerar el sitio activo (Figura 2.6 DA) (Boltes et al., 2001; Ghosh, 

2005; Hanson et al., 2004; Toesch, Schober, & Faber, 2014). 

 

Figura 2.6. Esquema del mecanismo catalítico de las sulfatasas tipo I. Tomado de 

(Boltes et al., 2001).  

 

  Modificación Postraduccional (FGly) 
 

Las sulfatasas de tipo I tienen en común un penta-péptido característico  C/S-

X-P-X-R que dirige la modificación postraduccional del primer residuo de cisteína 

(en eucariotas y procariotas) o serina (en procariotas) a FGly (Dierks et al., 1999; 

Hanson et al., 2004; Sardiello et al., 2005; von Figura et al., 1998). Debido a esto, 

A) 

C) 

D) A

B) 
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podemos clasificar a las sulfatasas en tipo serina y  tipo cisteína. La modificación de 

enzimas del tipo Ser y del tipo Cys se produce por diferentes vías, y varios estudios 

han sido diseñados para identificar y caracterizar la maquinaria  de la formación de 

la FGly (Figura 2.7) (Benjdia, Deho, Rabot, & Berteau, 2007; Bojarova & Williams, 

2008; Sardiello et al., 2005).  

 

 
Figura 2.7. Mecanismos de maduración  de sulfatasas en procariontes tomado de 

(Benjdia et al., 2007). 

 

La conversión de las sulfatasas tipo Cys a FGly se realiza 

postraduccionalmente por una clase de enzimas llamadas FGE. En los eucariontes, 

estas enzimas residen en el retículo endoplasmático y realizan la modificación 

mediante la oxidación de la cisteína a través de un proceso que utiliza oxígeno 

molecular. El mecanismo propuesto para la formación de FGly por esta ruta  

involucra la formación de un disulfuro mixto entre el sustrato (cisteína de la 

sulfatasa) y la Cys 341 de la FGE, la oxidación de otro  residuo de cisteína de la 

FGE a un ácido o perácido sulfenico, la transferencia de oxígeno de la cisteína del 

sustrato para generar un nuevo perácido en la cisteína, una eliminación de agua 

para  dar un tio-aldehido y por ultimo una hidrólisis para formar la FGly (Figura 2.8) 

(Bojarova & Williams, 2008). 
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Figura 2.8. Mecanismo de maduración de las sulfatasas tipo Cys Por la FGE 

tomado de (Benjdia et al., 2007). 

 

Las sulfatasas tipo Ser son modificadas a FGly  de manera anaerobia por un 

grupo de enzimas llamadas enzimas anaerobias maduradoras de sulfatasas 

(anSME). Recientemente se ha demostrado que  las anSME son capaces de la 

maduración de sulfatasas de tipo Cys (Berteau, Guillot, Benjdia, & Rabot, 2006). 

Las anSME son dependientes del cofactor S-adenosilmetionina (SAM), el cual es 

utilizado para formar el radical 5’-deoxiadenosil, que cataliza la extracción directa 

de un átomo de hidrógeno del sustrato (Benjdia, Leprince, Sandstrom, Vaudry, & 

Berteau, 2009; Bojarova & Williams, 2008). Sin embargo, el mecanismo por el cual 

estas enzimas catalizan la oxidación anaerobia de residuos de Cys o Ser todavía 

no es claro (Benjdia et al., 2009). 

 

Por otro lado, E. coli tiene la capacidad de reconocer la secuencia 

característica de las sulfatasas (C/S-X-P-X-R) y convertir la cisteína a FGly, a pesar 

de no tener un gen homólogo que codifique para la enzima FGE, o equivalentes 

funcionales de anSME (Benjdia et al., 2009, Bojarova, 2008 #80). Lo anterior indica 

que E. coli presenta un tercer mecanismo de maduración de las sulfatasas Tipo Cys 

aún no descrito (Benjdia et al., 2007). 
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 Objetivos 

 

 Objetivo general  

 

Expresar y  purificar la colina-O-sulfatasa de Ensifer (Sinorhizobium) meliloti, 

para determinar los parámetro cinéticos asociados a su actividad nativa, para la 

caracterización de este grupo de enzimas. 

 

 Objetivos particulares. 

 

 Sobre-expresar la proteína recombinante  de Ensifer meliloti en E. coli. 

 Purificar y caracterizar la enzima en solución. 

 Determinar la presencia de la modificación postraduccional (FGly) de la 

enzima. 

 Caracterizar la actividad nativa contra su sustrato natural y contra sustratos 

sintéticos. 

 Determinar la presencia de actividades promiscuas de la enzima y 

caracterizar aquellas que estén presentes. 

 Co-expresar la enzima junto con la FGE de Ensifer meliloti para lograr la 

modificación postraduccional de la enzima. 
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 Materiales y métodos  
.  

  Producción del vector de expresión para COS 

 

El gen betC [AAC13371.1] fue optimizado - para su expresión en E. coli  y 

sintetizado por GeneScript USA Inc. Seis residuos de  histidina (His-Tag) fueron 

introducidos de manera adicional en el extremo C-terminal para  facilitar su posterior 

purificación. Para obtener el vector de clonación (pET26-COS) el gen fue clonado 

en el  pET26b+ (Novagen) entre los sitios de restricción NdeI (5´ CATATG 3´) y XhoI 

(5´ CTCGAG 3´). 

 

 Cultivo Celular y condiciones de expresión de la COS 

 

El vector pET26-COS  fue transformado en bacterias E. coli BL21 (DE3) 

químicamente competentes ( método de cloruro de calcio (Sambrook & Russell, 

2001)) utilizando medio Luria-Bertani (LB)-agar adicionado con 50 mg/ml de 

kanamicina. Las bacterias transformadas se seleccionaron y el ADN plasmidico fue 

extraído utilizando un kit de miniprep (QIAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN). 

Posteriormente se hizo un patrón de restricción para confirmar su identidad, 

utilizando las enzimas de restricción NdeI y XhoI (Fermentas) utilizando el protocolo 

del fabricante. La muestra se analizó mediante un gel de electroforesis de agarosa 

al 1%, con un amortiguador TAE, utilizando una cámara de electroforesis (B1a 

Thermo Scientific).  

 

Para obtener las condiciones óptimas de expresión se realizaron experimentos 

para determinar la concentración óptima de Isopropil β-D tiogalactopiranosido 
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(IPTG), así como el tiempo de inducción. Para esto se preparó un cultivo de 3 ml de 

medio LB adicionado con 50 µg/ml de kanamicina,  a 37 °C y agitación de 250 rpm, 

durante toda la noche. 50 µl de este cultivo se utilizaron para inocular 20 ml de 

medio LB adicionado con 50 µg/ml kanamicina, estos últimos fueron incubados a 

las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad óptica de DO600 0.6. Para la 

inducción se adicionó IPTG hasta una concentración final de 1.0 mM y se incubaron 

disminuyendo la temperatura a 30 °C. Se tomaron muestras de 1 ml de medio de 

cultivo a tiempo 0 y a cada hora durante las primeras 8 horas. Por otro lado se 

realizaron pruebas de inducción siguiendo el mismo procedimiento anteriormente 

citado, pero se varió la concentración final de IPTG a 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 1.5 mM. 

La incubación se realizó a 30 °C y manteniendo el tiempo inducción en 4 horas, 

después de las cuales se tomaron muestras de 1 ml de medio de cultivo para su 

análisis. Las muestras de la proteína recombinante se analizaron mediante 

electroforesis en gel al 10% de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) 

aplicando un voltaje de 120 V durante 120 minutos. Con los resultados obtenidos 

en el gel, se seleccionaron las mejores condiciones para la producción de la 

proteína. 

La expresión de la proteína se realizó a partir de un cultivo de 3 ml de medio 

LB adicionado con 50 µg/ml kanamicina, a 37 °C y agitación de 250 rpm durante 

toda la noche. Este cultivo fue transferido a 1L de medio LB adicionado con 50 µg/ml 

kanamicina incubado a las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad óptica 

OD600 de 0.6. Para la inducción se adiciono IPTG hasta una concentración final de 

1.0 mM, disminuyendo la temperatura a 30 °C. Finalmente las células fueron 

colectadas después de 7 hrs de inducción, por centrifugación a 10,000 rpm durante 

15 minutos a temperatura ambiente. 

 

  Purificación de la COS. 
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Los extractos proteicos se obtuvieron al resuspender el botón de células 

sedimentadas en 40 ml de amortiguador de lisis (Tris-HCl 200 mM pH 7.5 y 20 mM 

de imidazol), adicionando lisozima a una concentración final de 1 mg/ml, esta 

mezcla se incubo a 4°C  durante 30 minutos. Posteriormente la mezcla fue tratada 

con ultrasonido (Sonicator 300 Misonix) utilizando pulsos de 30 segundos con un 

intervalo de 2 minutos entra cada pulso, durante un total de 20 ciclos manteniendo 

la temperatura de la muestra a 4°C. El extracto fue centrifugado a 10,000 rpm 

durante 15 minutos a temperatura ambiente para clarificación del lisado celular. 

 

El extracto crudo se aplicó en una columna His-Trap FF (GE-Healthcare) de 1 

ml equilibrada previamente con 3 volúmenes de columna (VC) utilizando 

amortiguador de lisis, la muestra se eluyó utilizando un gradiente de concentración 

de imidazol de 20 a 250 mM en 10 VC utilizando el sistema HPLC (Shimadsu Serie 

20) a un flujo de 1 ml/min, se colectaron fracciones de 1ml. Las fracciones fueron 

analizadas mediante PAGE-SDS (10%), y aquellas que presentaron la proteína 

fueron  reunidas. 

 

Posteriormente se realizó una cromatografía de exclusión molecular, utilizando 

una columna de filtración en gel preparativa (HiLoadSuperdex 200 16/600 GL; GE-

Healthcare), previamente equilibrada con un amortiguador Tris-HCl 20 mM pH 7.5. 

La muestra fue eluída utilizando un flujo continuo de 1ml/min, colectando fracciones 

de 2ml, las cuales fueron analizadas mediante un gel de acrilamida PAGE-SDS 

10%, las fracciones que presentaron la proteína fueron reunidas 

 

La proteína fue cuantificada utilizando el coeficiente de extinción molar teórico 

de 97,750 M-1cm-1 a 280 nm calculado en el servidor ExPASy ProtParam tool 

(Gasteiger et al., 2003) y se realizaron alícuotas de 1 ml  las cuales fueron 

congeladas a -20°C para su posterior análisis. 
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 Caracterización de la COS 

 

Para determinar el peso molecular de la proteína nativa se utilizó una columna 

de filtración en gel analítica (Superdex 200 10/300 GL; GE-Healthcare). La 

calibración se realizó con los estándares trioglobulina (670 KDa), gammaglobulina 

(158 KDa), Ovoalbumina (44 KDa), Mioglobulina (17KDa) y Vit B12 (1.35 KDa) (Gel 

Filtration Standard; Bio-Rad). 

 

La masa de la proteína fue determinada por espectrometría de masas en un 

equipo Bruker Microflex, que emplea la técnica de desorción-ionización láser 

asistida por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (Bruker Daltonics GmbH, 

Leipzig, Alemania), equipado con un láser de nitrógeno a 20-Hz a =337 nm. Los 

espectros se registraron en un reflector en el modo positivo lineal para el rango de 

masas de 25000-250000 Da. La muestra se preparó mezclando 1.0 µL de solución 

de la COS con 5 µL de 30% de acetonitrilo, 70% de agua, 0.1 % TFA, y saturado 

con ácido sinapínico. Posteriormente 1.0 µL de esta solución se depositó sobre el 

objetivo del equipo MALDI y se dejó secar a temperatura ambiente. 

 

También se realizó un análisis de Dynamic light scattering (DLS) de la proteína 

a 25 °C utilizando un equipo Malvern Nano S (Malvern, Ltd) equipado con un láser 

NIBS (Non Invasive Back Scattering). El radio hidrodinámico fue calculado usando 

el software Zeta Sizer incluido en el equipo. 
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  Ensayos de actividad nativa 

 

La actividad enzimática de la COS en contra el sulfato de colina, fue 

determinada mediante calorimetría de titulación isotérmica (ITC) utilizando un 

calorímetro VP-ITC  (Microcal Inc.). Esto se realizó a 25 °C en el Amortiguador de 

Reacción (200mM de Tris-HCl pH 7.5 y NaCl de 500 mM). Los parámetros cinéticos 

fueron obtenidos siguiendo el procedimiento de múltiples inyecciones, en el cual la 

solución de enzima fue incubada en la celda del calorímetro (2.46 µM) y la solución 

del sulfato de colina (300 mM)  fue inyectada en múltiples tiempos (2 × 5 µL y 18 × 

10 µL) para adquirir el termograma calorimétrico. Los datos calorimétricos fueron 

transformados a gráficos de velocidad inicial contra concentración de sustrato 

utilizando el software ITC Data Analysis en Origin 7.0 (Microcal Inc.). Las constantes 

cinéticas kcat, KM y Ki fueron calculadas a partir de una regresión no lineal de los 

gráficos de velocidad inicial contra sustrato utilizando el software GraphPad Prism 

6 (GraphPad Software, inc.). Para determinar el calor de dilución del sulfato de 

colina se realizó un experimento “blanco” utilizando el Amortiguador de Reacción en 

la celda del calorímetro y se inyectó la solución del sulfato de colina (300 mM), 

siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente. 

La entalpia de reacción fue determinada por triplicado utilizando el método de 

inyección simple. Se incubó la enzima (21.2 uM) junto con el Amortiguador de 

Reacción en la celda del calorímetro y se realizó una simple inyección de 10 µl de 

sulfato de colina 300 mM. Los datos se analizaron utilizando el software ITC Data 

Analysis en Origin 7.0 (Microcal Inc.). 

 

La actividad contra el p-nitrofenil sulfato (pNPS) se realizó utilizando el 

Amortiguador de Reacción, utilizando una concentración de enzima de 1.7 µM y 

concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-80 mM, en un volumen de reacción 

de 100 µl, a una temperatura de 25 °C. La reacción fue seguida mediante la 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 

Materiales y métodos 

20 

cuantificación de p-nitrofenolato liberado durante la hidrólisis, midiendo su cambio 

en la absorbancia a 400 nm. Para esto se realizaron curvas patrón de p-nitrofenolato 

en un intervalo de 1-200 µM a pH 7.5 y 25 °C y 400 nm. 

 

La actividad contra el 4-metilumbeliferil sulfato (MUS) se determinó utilizando 

el Amortiguador de Reacción, en un intervalo de concentración de sustrato 1-20 mM 

con una concentración de 1.7 µM de enzima, manteniendo la temperatura constante 

a 25 °C. Esta reacción fue seguida midiendo los cambios de absorbancia a 370 nm. 

También se realizó una curva patrón de 4-metilumbeliferona a 370 nm en el 

amortiguador de reacción a pH 7.5 y 25 °C. 

 

La dependencia de la actividad enzimática con el pH fue determinada a 25 °C 

utilizando el pNPS como sustrato. Las soluciones amortiguadoras utilizadas fueron 

las siguientes: pH 5.5 ácido acético/acetato de sodio (200 mM), para pH 6.5 - 8.5 

Tris-HCl (200 mM), los amortiguadores fueron preparados con 500 mM de NaCl. La 

velocidad de hidrólisis fue determinada por el cambio de absorbancia a 400 nm. 

Para el pH 5.5 se realizó un ensayo discontinuo en el cual alícuotas de la mezcla de 

reacción fueron tomadas a diferentes tiempos, posteriormente se les ajustó el pH a 

8.0 con 1.0 M de Tris-HCl  y se determinó inmediatamente su absorbancia a 400 

nm. 

 

  Ensayos de actividad promiscua 

 

Para la actividad enzimática contra el p-nitrofenil fosfato (pNPP) se utilizó el 

Amortiguador de Reacción, empleando una concentración de enzima de 11.2 µM y 

concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-20 mM, en un volumen de reacción 

de 100 µl y una temperatura de 25 °C. La reacción fue seguida mediante la 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 

Materiales y métodos 

21 

cuantificación de p-nitrofenolato liberado durante la hidrólisis, midiendo su cambio 

en la absorbancia a 400nm. 

 

La actividad enzimática contra el p-nitrofenil fenil fosfonato (pNPPP) se realizó 

utilizando el Amortiguador de Reacción, empleando una concentración de enzima 

de 6.2 µM y concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-40 mM, en un volumen 

de reacción de 100 µl, la reacción se llevó a cabo a una temperatura de 25 °C. La 

reacción fue seguida mediante la cuantificación de p-nitrofenolato liberado durante 

la hidrólisis, midiendo su cambio en la absorbancia a 400 nm.  

 

La actividad enzimática contra el fosfato de colina, fue determinada utilizando 

ITC con el método de inyecciones múltiples utilizando una solución de enzima de 

24.6 µM en el amortiguador de reacción y una solución de fosfato de colina de 

300 mM, siguiendo el programa de inyecciones utilizando para el sulfato de colina,  

a 25 °C. Para determinar el calor de disolución del fosfato de colina se utilizó el 

Amortiguador de Reacción en la celda del calorímetro y se inyectó la solución del 

fosfato de colina siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente. 

 

  Ensayos de inhibición 

 

Se realizaron estudios de inhibición de COS por sulfatos (sulfato de amonio), 

fosfatos (fosfato de sodio) y colina (cloruro de colina), para estos ensayos se utilizó 

pNPS como sustrato. Estos se realizaron en el Amortiguador de Reacción, utilizando 

una concentración de enzima de 1.7 µM y una concentración de sustrato de 20 mM. 

El estudio se realizó en un intervalo de 10 – 80 mM de inhibidor.  
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Para el estudio más detallado de la colina como inhibidor se utilizó el pNPS 

como sustrato en el amortiguador de reacción, una concentración de 1.7 µM enzima 

y una concentración de sustrato de 1-80mM, en un volumen de reacción de 100 µl, 

a los cuales se les adicionó el inhibidor cloruro de colina en concentraciones de 20, 

50 y 70 mM. La reacción fue seguida por la cuantificación de p-nitrofenolato a 

400nm. Para determinar las constantes de inhibición se realizó un ajuste global con 

el software GraphPad-Prism6. Posteriormente este estudio se realizó para las 

actividades promiscuas de monofosfatasa y fosfonatasa, siguiendo el protocolo 

anteriormente descrito. 

 

  Determinación de la modificación postraduccional 

 

La cuantificación de cisteínas presentes en la proteína se realizó mediante la 

reacción de Ellman (Ellman, 1959), para esto se preparó un stock de 2 mM 5,5’-

ditiobis (2-ácido nitrobenzoico) (DTNB) con una concentración final de 50 mM de 

acetato de sodio. Para la preparación de la solución de trabajo se adicionó 50 µL 

del stock DTNB y 100 µL de buffer de Tris-HCl 1M pH 8.0 y agua destilada para un 

volumen de 990 µL. Se  adicionaron 10 µl (250 µM) de la proteína 1) nativa, 2) 

tratada previamente con 8M de urea, 3) tratada con 8 M de Urea y 100 mM de 

Ditiotreitol (DTT) y 4) tratada con 8 M de Urea y 100 mM de Tris (2-carboxi-etil) 

fosfina (TCEP). Después del tratamiento fue removido el exceso de DTT y TCEP 

para esto se realizó un cambio de amortiguador utilizando ultrafiltración (Vivaspin 

20, 10,000 MWCO, Sartorius) y una solución 8 M de urea, antes de ser mezclada 

con la solución de DTNB. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 5 

minutos, para posteriormente medir la absorbancia a 412 nm. Para la cuantificación 

se realizó una curva patrón utilizando un estándar de acetil-cisteína en 

concentraciones de 10-200 µM. 
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Adicionalmente, la ausencia de la modificación fue analizada en un equipo 

HPLC-ESI-TOF-MS basándose en el procedimiento reportado por Rabuka, et al 

(Rabuka, Rush, deHart, Wu, & Bertozzi, 2012). 200 µg de la proteína fueron 

desnaturalizados con una solución de 6 M de urea y 100 mM de Tris pH 8.5 durante 

15 minutos. Posteriormente la muestra fue incubada con 50 mM de DTT a 37 °C por 

35 minutos, seguido por una alquilación con iodoacetamida 30 mM por 60 minutos. 

Posteriormente la muestra fue lavada con bicarbonato de amonio, se deshidrato con 

acetonitrilo y se llevó a la sequedad. La digestión fue llevada a cabo con 30 µl de 

tripsina porcina durante 18 horas a 37 °C. Posteriormente la muestra fue desalada 

y concentrada en una columna Ziptip C18 utilizando 12 µl de fase móvil (97% agua 

3% acetonitrilo 0.1% de ácido fórmico). Las muestras fueron analizadas por HPLC-

ESI-TOF-MS (nanoACQUITY-Waters Synapt-G2SWaters) en la USAI de la 

Facultad de Química de la UNAM. 

 

  Co-expresión 

 

El gen que codifica para la proteína FGE de Ensifer meliloti (GI: 459644275, 

SM2011_b20334) fue optimizado para su expresión en E. coli y sintetizado por 

GeneScript. Para obtener el vector de clonación (pRSFduet-FGE-COS) el gen FGE 

fue clonado en el vector pRSFDuet-1 (Novagen) en el primer sitio de clonación, 

entre el sitio de restricción NcoI (5´ CCATGG 3´) y HindIII (5´ AAGCTT 3´). Para 

completar el vector de expresión, el gen de la sulfatasa COS fue clonado en el 

segundo sitio de clonación entre los sitios de restricción NdeI (5´ CATATG 3´) y Xho 

I (5´ CTCGAG 3´). Esta clonación fue realizada por GeneScript. La co-expresión fue 

realizada en bacterias E. coli BL21 (DE3) siguiendo el procedimiento descrito 

anteriormente para el vector pET26-COS. 
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El gen FGE fue clonado en el vector pBAD/Myc-His A (Invitrogen) entre el sitio 

de restricción NcoI (5´ CCATGG 3´) y HindIII (5´AAGCTT 3´). Este vector (pBAD-

FGE) fue transformado conjuntamente con el vector pET26-COS en bacterias E. 

coli BL21 (DE3), las clonas positivas  fueron identificadas por análisis  de restricción 

utilizando medio LB adicionado con 50 µg/ml de kanamicina y 100 µg/ml de 

ampicilina. La expresión de la proteína se realizó  a partir de un cultivo de 3 ml de 

medio LB adicionado con 50 µg/ml kanamicina y100 µg/ml de ampicilina, a 37 °C y 

agitación  de 250 rpm durante toda la noche. Este cultivo fue transferido  a 1L de 

medio LB adicionado con 50 µg/ml de kanamicina y 100 µg/ml de ampicilina 

incubado a las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad óptica OD600 de 

0.6. Para la inducción se adiciono inicialmente  L-arabinosa hasta una concentración 

final de 0.02%, fue incubada a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente se 

adicionó IPTG hasta una concentración final de 1.0 mM, se incubaron disminuyendo 

la temperatura a 30 °C. Finalmente las células fueron colectadas después de 7 hrs 

de incubación, por centrifugación a 10,000 rpm durante 15 minutos a temperatura 

ambiente. 
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 Resultados. 
 

  Producción del vector. 

 

Se realizó una optimización de los codones de la secuencia del gen que 

codifica para la colina-O-sulfatasa de Ensifer meliloti (betC) para su mejor expresión 

en E. coli. Este proceso lo realizó la compañía GenScript utilizando el software 

OptimumGene. Con lo anterior, se modifica la secuencia del gen pero no se altera 

la secuencia de los aminoácidos de la proteína expresada, como se puede observar 

en la Figura 5.1  

 

Figura 5.1. Comparación entre fragmentos de la secuencia el gen silvestre de COS 

(betC) (SEQ_2) y el gen COS optimizado para la expresión en E. coli (SEQ_1). 
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A la secuencia del gen optimizada, se le incluyó al final seis codones extras 

que codifican para una cola de histidinas (His-Tag), la cual facilitó la purificación de 

la proteína expresada. El gen fue sintetizado por la compañía GeneScript, y fue 

después subclonado en el plásmido pET26b+ obteniendo el vector de expresión 

pET26b-COS (Figura 5.2ª). El vector fue transformado en células químicamente 

competentes de E. coli DH5 α. Para corroborar que las clonas tuvieran el vector 

correcto se realizó una prueba de patrones de digestión, utilizando las enzimas de 

restricción NdeI y XhoI, en el cual se obtuvieron dos fragmentos correspondientes 

para el vector (5,231 pb) y al inserto COS (1,575 pb) (Figura 5.2B). 

 

Figura 5.2.A) Esquema del vector de expresión pET26b-COS y B) patrones de 

digestión  para el vector de expresión. Vector linelizado con XhoI (línea 1) y 

tratado con NdeI y XhoI  (línea 2), M marcador de peso (pares de bases pb). 
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  Cultivo Celular 

 

Posteriormente, el vector pET26b-COS fue transformado en E. coli BL21 (DE3) 

para su expresión, esta cepa fue utilizada ya que es utilizada por Rabuka et al. 

(Rabuka et al., 2012) en su protocolo para la expresión y coexpresión de sulfatasas. 

El efecto de la concentración de IPTG y el tiempo de inducción en la expresión de 

la colina-O-sulfatasa fueron analizados por la cantidad de proteína presente 

utilizando SDS-PAGE. La concentración de IPTG se varió desde 0.25-1.5 mM 

manteniendo el tiempo de inducción de 4 horas constante. En la Figura 5.3A se 

muestra el aumento en la cantidad de proteína al aumentar la concentración de 

IPTG hasta la concentración de 1.0 mM. En concentraciones superiores no se 

observa un aumento significativo en la cantidad de proteína. Después, manteniendo 

la concentración de IPTG constante se determinó la cantidad de enzima durante 

cada hora hasta las 8 horas, observándose un aumento gradual en la concentración 

de proteína durante el periodo de inducción. Sin embargo, a un tiempo de 8 horas 

se puede observar una disminución en la cantidad de proteína (Figura 5.3B). Con lo 

anterior se determinó que las condiciones óptimas de inducción fueron 1.0 mM IPTG 

y 7 hrs a 30 °C. Una vez concluido el tiempo de inducción, las bacterias fueron 

lisadas utilizando ultrasonido, y después se centrifugó para obtener el sobrenadante 

con el extracto crudo. 
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Figura 5.3. SDS-PAGE para la determinación de condiciones óptimas de 

inducción. A) Variación de la concentración de IPTG y B) Influencia del tiempo de 

inducción 
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 Purificación 

 

Una vez obtenido el extracto crudo se prosiguió con la purificación de la 

proteína mediante una cromatografía de afinidad, utilizando una columna HisTrap, 

la cual retiene la proteína mediante la interacción de su secuencia His-Tag con los 

iones de níquel inmovilizados en la membrana de la columna. La proteína 

recombinante eluyó de la columna en un solo pico, como se observa en la Figura 

5.4A, y con un alta pureza, como se observa al analizar mediante SDS-PAGE 

(Figura 5.4B) que muestra una sola banda en el peso esperado (59 kDa). 

 

Figura 5.4. A) Cromatografía de afinidad (HisTrap) para la muestra de COS. B) 

SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificación: 1) extracto crudo, 2) HisTrap y 

3) filtración en gel. y C)  Cromatograma de filtración en gel para la COS. 

 

A pesar de la pureza observada después de la columna de afinidad se decidió 

someter la muestra a una cromatografía de exclusión molecular para eliminar 
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posibles agregados solubles de la proteína que sería imposible detectar en SDS-

PAGE. Para esto se utilizó una columna de filtración en gel preparativa, la cual 

separa las proteínas en función del tamaño de estas. La muestra eluye en un solo 

pico como se observa en la Figura 5.4C. Nuevamente se puede observar una alta 

pureza al analizar la muestra mediante  SDS-PAGE (Figura 5.4B). 

Posteriormente, la proteína fue cuantificada utilizando el coeficiente de 

extinción molar teórico de 97,750 M-1cm-1 (Gasteiger et al., 2003)(Gasteiger et al., 

2003)(Gasteiger et al., 2003). Se obtuvieron alícuotas de 1 ml, las cuales se 

congelaron  a -20°C para su posterior análisis. El rendimiento promedio obtenido 

fue de 30-35 mg de proteína /L de medio de cultivo. 

 

  Caracterización  

 

Para determinar el estado oligomérico de la proteína en solución se utilizó  una 

columna de filtración en gel analítica. Inicialmente la columna fue calibrada 

utilizando  estándares de peso molecular, con lo cual se obtiene una gráfica lineal 

de Log peso molecular en función del tiempo de elución (Figura 5.5A). Una vez 

calibrada la columna se determinó el peso molecular en solución de la proteína  

recombinante. Considerando el tiempo de elución (Figura 5.5B) se determinó que la 

proteína presenta un peso molecular de aproximadamente 120 KDa, lo cual es 

indicativo que la proteína se encuentra de forma dimérica en solución. 
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Figura 5.5. Determinación del peso molecular en solución mediante cromatografía 

de filtración en gel  A) calibración de la columna, B) Determinación del peso 

molecular de COS.   

 

Posteriormente, para corroborar la forma dimérica de COS en solución se 

realizó  una prueba de DLS, con la cual es posible determinar la distribución de los 

radios hidrodinámicos de macromoléculas en una solución. A partir de estos valores, 

se puede conocer su peso molecular. La muestra presentó una mono dispersión en 
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un radio hidrodinámico promedio de 5.6 nm (Figura 5.6) lo cual representa una masa 

molecular de 120 KDa, correspondiente a la forma dimerica de la proteína. 

 

 

Figura 5.6. Análisis DLS para la proteína COS, en el cual se muestra un solo pico 

con un radio hidrodinámico en 5.6nm. 

 

Por otro lado, la muestra fue sometida a MALDI TOF para conocer el peso de 

la muestra. En los resultados se pude observar la presencia tanto de la forma 

dimérica (118 kDa) como de la forma monomérica de la proteína (59 kDa) (Figura 

5.7), lo cual nos confirma que la proteína se encuentra formando homo-dimeros en 

solución, con una masa molecular de 118 KDa. 
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Figura 5.7. Resultado del análisis MALDI-TOF para COS. Se pueden observar  

picos correspondientes al monómero (59.170 KDa) y al dimero (118.411 KDa) de la 

proteína. 

 

  Ensayos de actividad nativa. 

 

Debido a que la reacción de hidrólisis del sulfato de colina (sustrato natural de 

la proteína COS) no presenta un cambio en el espectro UV-visible, se utilizó 

calorimetría de titulación isotérmica (ITC) para determinar la actividad cinética de la 

proteína. Para ello se empleó la técnica de inyecciones múltiples (Todd & Gomez, 

2001), la cual consiste en realizar una inyección de baja concentración de substrato 

sobre la enzima y medir la velocidad inicial. Momentos después y antes de que el 

reactivo se consuma en más de ~1.0%, se realiza una segunda inyección de 

sustrato para aumentar su concentración en el medio y se determina la nueva 
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velocidad inicial. Este proceso se repite consecutivamente para obtener las 

velocidades iniciales a concentraciones cada vez mayores de sustrato. A la par de 

este experimento es importante realizar las inyecciones del sustrato sobre el buffer 

de reacción sin la enzima y conocer los posibles calores de dilución del sustrato 

para substraerlos del análisis. En el termograma de la Figura 5.8, podemos observar 

el aumento en la potencia del equipo en cada inyección correspondiente al calor de 

dilución del sustrato en el amortiguador de reacción dentro de la celda en ausencia 

de la enzima. Después de cada inyección, la potencia regresa a la línea base al 

alcanzar el equilibrio. Cuando se realizó el experimento adicionando la enzima COS 

en la celda, se obtuvo el termograma de la Figura 5.9, donde podemos observar 

inicialmente un aumento en la potencia del equipo correspondiente al calor de 

dilución,  seguido de una disminución de la potencia hasta alcanzar un estado semi-

estacionario, correspondiente a la velocidad inicial de la  hidrólisis a esa 

concentración de sustrato. Este proceso de inyecciones se repite múltiples veces. 

 
Figura 5.8. Termograma del calor de dilución del sulfato de colina en el 

amortiguador de reacción a 25°C y un pH 7.5. 
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Figura 5.9. Termograma de la hidrólisis del sulfato de colina por COS. En este se 

observan las múltiples inyecciones así como los diferentes estados  estacionarios 

correspondientes a las velocidades iniciales a cada concentración a 25°C y un pH 

7.5. 

 

Para poder transformar el termograma en un gráfico de velocidades iniciales 

en función de la concentración de sustrato (gráfico de Michaelis–Menten), es 

necesario utilizar la Ecuación 1, la cual nos permite transformar  datos de potencia 

a velocidades iniciales.  

 

Ecuación 1.    ݒ = ௗ[௉]
ௗ௧

= ଵ
௏∙∆ுೌ೛೛

∙ ௗொ
ௗ௧

 

 

Como podemos observar en la ecuación, es necesario conocer la entalpia 

aparente de la reacción (∆Happ). Esta se determinó utilizando el método de inyección 

simple, en el cual se realiza una sola inyección de sustrato y se permite que la 
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reacción se lleve a cabo por completo (Figura 5.10). Una vez obtenido el 

termograma se integra el  área bajo la curva, que es igual al Happ, el cual tiene un 

valor de  -73.63 ± 3.34 kJ/mol (-17,600 ± 800 cal/mol). 

 
Figura 5.10. Entalpía aparente (∆Happ) para la hidrólisis del sulfato de colina por 

COS, determinada por ITC utilizando el método de inyección simple a 25°C y pH 

7.5. 

 

Una vez obtenido el ∆Happ, se obtuvo el grafico de Michaelis-Menten para la 

hidrólisis de sulfato de colina (Figura 5.11). En esta se puede observar que existe 

inhibición por sustrato, por lo cual se hizo un ajuste de los datos al modelo 

correspondiente (Ecuación 2). Los parámetros cinéticos obtenidos fueron: 

kcat = 0.27 ± 0.02 s-1 , KM = 11.1 ± 1.0 mM. y una constante de inhibición por sustrato 

Ki = 11.4 ± 1.1 mM. 

Ecuación 2:   ݒ଴ = ௩೘ೌೣ∙[ௌ]

௄ಾା[ௌ]∙൬ଵା[ೄ]
಼೔
൰
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Figura 5.11. Gráfico de Michaelis-Menten para la hidrólisis del sulfato de colina 

catalizado por COS a 25°C y un pH 7.5.  En la cual se observa inhibición por 

sustrato. 

 

Adicionalmente, se determinó la actividad catalítica de COS contra sustratos 

sintéticos como el pNPS y el MUS, debido a que estos compuestos son 

ampliamente utilizados como  substratos modelo para las sulfatasas. 

 

Para la hidrólisis del pNPS, la reacción se siguió espectrofotométricamente a 

400 nm cuantificando la formación de p-nitrofenol que a pH básico (pKa = 7.2); 

presenta una coloración amarilla. Para determinar las velocidades iniciales se 

calculó el coeficiente de absortividad molar a 400 nm del p-nitrofenol, realizando 

una curva patrón (Figura 12) a las condiciones de los ensayos enzimáticos, 

obteniendo un coeficiente de absortividad molar de 13,467 M-1 cm-1. A partir de las 

velocidades iniciales se obtuvo el gráfico de Michaelis-Menten (Figura 13) y las 

siguientes constantes cinéticas: 
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Figura 5.12. Curva patrón de p-nitrofenol a 400nm, a un pH= 7.5 y 25°C.  

 

kcat = 3.5 x 10-2 s-1, el cual es un valor muy bajo para esta familia de enzimas  (D. E. 

Kim et al., 2005; J. H. Kim et al., 2004; Pesentseva et al., 2012; Stawoska et al., 

2010; Wiegmann et al., 2013), y una KM ≥ 76 mM. Estos valores tienen errores de 

ajuste altos, 22% para KM y 13 % en kcat, ya que con este sustrato no se logra la 

saturación de la enzima (Figura 5.13). Debido a la solubilidad del sustrato, no fue 

posible realizar ensayos a concentraciones de sustrato mayores. 
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Figura 5.13. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrólisis del  pNPS a 25°C y 

pH 7.5. Se puede observar que no se logra la saturación de la enzima con este 

sustrato. 

 

Para la hidrólisis del metilumbeliferol sulfato (MUS), la reacción fue seguida 

determinando las concentraciones de metilumbeliferol (MU) 

espectrofotométricamente a 370 nm utilizando un coeficiente  de absortividad molar 

de 6,014 M-1 cm-1 (Figura 5.14). A partir de las velocidades iníciales  se obtuvo la 

gráfica de Michaelis-Menten (Figura 5.15), pero al igual que para  el pNPS, la 

solubilidad del MUS impidió hacer ensayos a concentraciones mayores de sustrato. 
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Figura 5.14. Curva patrón de MU a 370nm, a 25°C y pH 7.5. 

 

Las constantes cinéticas son muy similares a las obtenidas para pNPS: la kcat 

es del mismo orden (4.3 x 10 -2s-1) pero se observa una KM menor (11.8 mM), aunque 

del mismo orden de magnitud. Estos valores también son aproximados (errores del 

20 % para KM y 11% en kcat), ya que con este sustrato tampoco se logra la saturación 

completa de la enzima como se observa en la Figura 5.15. 
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Figura 5.15. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrolisis del MUS a 25°C y 

pH=7.5. Se puede observar que no se logra la saturación completa de la enzima 

con este sustrato. 

 

A pesar de que no se observa la saturación completa de la enzima con estos 

sustratos, se observaron múltiples ciclos catalíticos, Por ejemplo para el pNPS se 

logró medir 73 ciclos en una hora (Figura 5.16),  y 90 ciclos catalíticos para el sulfato 

de colina en el experimento de inyección simple. 

V 0
 (M

/s
)
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Figura 5.16.Gráfico de curso de la reacción en el cual se observan los múltiples 

ciclos catalíticos en la reacción de hidrólisis del pNPS (70mM) y 1.7µM de COS a 

25°C y un pH 7.5. 

 

La dependencia de la actividad enzimática con el pH fue determinada 

utilizando el pNPS como sustrato ya que este compuesto es estable en el intervalo 

de la prueba y es fácil seguir su hidrólisis por espectrofotometría visible. Para esto 

se realizaron experimentos en un intervalo de pH 5.5-8.5; en los cuales se 

determinaron las constantes cinéticas para cada pH. Para lo anterior se calculó el 

coeficiente de absortividad molar a 400 nm del p-nitrofenol, realizando curvas patrón 

para  cada pH utilizado (Figura 5.17)  ya que la coloración del p-nitrofenol presenta 

una dependencia con el pH. En el caso del pH 5.5, el p-nitrofenol no presentaba 

absorbancia a 400 nm, por lo que se decidió realizar un experimento discontinuo, 

en el que la reacción se detiene con un rápido cambio a pH 8.5 en el cual se realizan 

las mediciones, para determinar los parámetros cinéticos. 
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Figura 5.17. Curva patrón de p-nitrofenol a 400nm a los diferentes pH de trabajo y 

25°C. Se observa la dependencia del coeficiente de absortividad molar en función 

del pH: 4,917 M-1 cm-1 a pH 6.5; 13,567 M-1 cm-1 a pH 7.5 y 19,581 M-1 cm-1 a pH 

8.5. 

 

En los gráficos de la Figura 5.18, observamos que la constante cinética kcat 

disminuye a medida que el pH se vuelve ácido (Figura 5.18 A). Del mismo modo, se 

observa una disminución en el valor de KM (Figura 5.18 B) y la constante de 

especificidad (kcat/KM) presenta un máximo a pH 6.5 lo cual nos indica el pH óptimo 

de nuestra enzima (Figura 5.18 C), ya que a este pH la enzima presenta el estado 

óptimo de protonación de los residuos del sitio activo, por lo que presenta una mayor 

relación entre la  afinidad (KM mayor) y la kcat . 
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Figura 5.18. Constantes cinéticas de la hidrólisis del pNPS en función del pH. A) 

kcat vs pH B) KM vs pH y C) la constante de especificidad (kcat/KM) vs pH que presenta 

un máximo a pH 6.5. 
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  Ensayos de actividad promiscua. 

 

Debido a la baja actividad de la enzima para la hidrólisis de ésteres de sulfato  

se probaron actividades de enzimas pertenecientes a otras familias de la misma 

superfamilia, para comprobar si es una sulfatasa o pertenece a otra familia de 

enzimas (Jonas, van Loo, Hyvonen, & Hollfelder, 2008). 

El estudio de las actividades promiscuas de monofosfatasa, fosfonatasa, y 

fosfodiesterasa de la COS se realizó utilizando los sustratos p-nitrofenilfosfato (p-

NPP), p-nitrofenil-fenilfosfonato (p-NPPP) y bis-p-nitrofenilfosfato (bpNPP) 

respectivamente (Figura 5.19). En cada caso se determinaron las velocidades 

iniciales siguiendo espectrofotométricamente la formación del p-nitrofenol a 400 nm.  

 

 

Figura 5.19. Estructura de los compuestos utilizados como sustratos para la COS. 

 

En el caso de la actividad promiscua de monofosfatasa, fue necesario seguir 

la reacción hasta por 24 horas, ya que la hidrólisis ocurre de manera muy lenta, y el 

cambio de absorbancia es muy pequeño (Abs =0.1 en 90 minutos) (Figura 5.20). 

Como se observa en la Figura 5.21, las velocidades iníciales son del orden de 10-10 

M/s y la constante cinética kcat (3.4 10-5 s-1) es 1000 veces  menor que para la 
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observada para el pNPS. Aunque la KM es de 8.2 mM, un valor menor que la que 

presenta la actividad de sulfatasa contra pNPS.  

 

Figura 5.20.  Curso de la reacción de Hidrólisis del pNPP (40 mM) por COS (5.2 

µM) a 25°C y pH 7.5. La reacción tiene un comportamiento lineal hasta por 24 h. 

 

La actividad de fosfodiesterasa contra el bpNPP no fue detectada a las 

condiciones utilizadas en los experimentos. 
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Figura 5.21. Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua de 

monofosfatasa contra pNPP a 25°C y un pH 7.5. 

 

Por otro lado, la actividad de fosfonatasa presenta una actividad solo 10 veces 

menor que la actividad nativa contra el pNPS. La constante cinética  kcat  tiene un 

valor de 4.28 10-3 s-1 y la KM un valor de 45.5 mM, la cual es menor que la presentada 

contra el pNPS. A pesar de esto, los valores son aproximados ya que no se observa 

saturación de la enzima con este sustrato (Figura 5.22), por lo que los errores en el 

ajuste son grandes (15% KM y 18% para kcat). Debido a la baja solubilidad del 

sustrato, no fue posible aumentar las concentraciones de este en el análisis. 
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Figura 5.22.  Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua de 

fosfonatasa contra pNPPP a 25°C y un pH 7.5. 

 

Adicionalmente, la actividad de monofosfatasa se intentó determinar con un 

análogo del sustrato natural: el fosfato de colina. Esto se realizó utilizando 

calorimetría de titulación isotérmica, con el método de múltiples inyecciones, 

siguiendo las mismas condiciones descritas para el sulfato de colina pero 

aumentando la concentración de COS a 5.2 µM. En el termograma (Figura 5.23) 

podemos observar inicialmente un aumento en la potencia del equipo que 

corresponde al calor de dilución del sustrato en el amortiguador de reacción dentro 

de la celda, pero se observa que el potencial disminuye hasta alcanzar de nuevo el 

estado estacionario inicial correspondiente a la línea base del calorímetro y no se 

observa un proceso exotérmico que pudiera corresponde a la reacción de hidrólisis. 
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Figura 5.23. Termograma de la hidrólisis del fosfato de colina por COS a 25°C y pH 

7.5. En todas las inyecciones se observa el calor asociado a la dilución del sustrato, 

pero en cada caso se observa que la potencia regresa a la línea base inicial, 

indicando la ausencia de reacción.  

 

Para corroborar esto se realizó un experimento para determinar el calor de 

disolución del sustrato en el amortiguador de reacción, esto es el experimento en 

ausencia de la enzima. Como muestra la Figura 5.24, el termograma es muy similar 

a lo observado en presencia de la COS, por lo anterior podemos asegurar que no 

existe reacción entre el fosfato de colina y la COS a las condiciones experimentales 

estudiadas. 
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Figura 5.24.Termograma del calor de disolución del fosfato de colina en el 

amortiguador de reacción a 25°C y un pH 7.5. 

 

  Ensayos de inhibición. 

 

Se estudió el efecto inhibidor en la enzima de los productos de la reacción 

nativa: colina y sulfato, así como también se determinó la inhibición por fosfatos. 

Para estos experimentos se utilizó pNPS como sustrato. Inicialmente se utilizó un 

intervalo de 10-80 mM de cada inhibidor, y se determinó la actividad a cada una de 

las concentraciones.  En la Figura 5.25 se puede observar la actividad relativa para 

cada inhibidor. En el caso del sulfato no se presentó inhibición alguna a las 

concentraciones empleadas en el análisis. En el caso del fosfato observamos una 

rápida caída de la actividad relativa a concentraciones bajas, la cual se mantiene 

constante a concentraciones altas. Por otro lado, la inhibición por colina presenta 

un comportamiento menos pronunciado que el observado para los fosfatos, por lo 
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que la disminución en la actividad relativa es proporcional a la concentración de 

compuesto. 

 

Figura 5.25. La grafica nos muestra la variación de la actividad relativa de COS en 

función de la concentración de diferentes inhibidores a 25°C y un pH 7.5. 

 

Posteriormente se decidió realizar un estudio más detallado sobre el tipo de 

inhibición de COS por la colina, utilizando nuevamente pNPS como sustrato. Para 

esto se realizaron ensayos de actividad a diferentes concentraciones de inhibidor, y 

se obtuvieron los parámetros cinéticos en cada caso. La Figura 5.26 muestra los 

gráficos de Michaelis-Menten para las diferentes concentraciones de inhibidor. 
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Figura 5.26.Gráfico de Michaelis–Menten para la hidrólisis de pNPS a las diferentes 

concentraciones de colina a 25°C y un pH 7.5. 

 

Posteriormente se realizó un ajuste global de los datos utilizando el programa 

GraphPadPrism 6 con el cual se obtuvo que el comportamiento se ajusta mejor a 

una inhibición de tipo competitiva con una constante de inhibición (KI) con valor de 

57.8 mM. Una representación gráfica de los datos como dobles recíprocos 

(Lineweaver-Burk) se muestra en la Figura 5.27.  
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Figura 5.27. Gráfica de dobles recíprocos junto con el ajuste global para determinar 

el tipo de inhibición y su constante de inhibición a 25°C y un pH 7.5. 

Para asegurar que las actividades promiscuas son realizadas por la COS y no 

debidas a alguna impureza, se realizó el análisis de inhibición por colina para las 

actividades promiscuas de monofosfatasa y fosfonatasa, utilizando las mismas 

condiciones experimentales que para la actividad de sulfatasa. Las Figuras 5.28 y 

5.29 muestran los gráficos de Michaelis-Menten para las diferentes concentraciones 

de inhibidor para cada una de las actividades promiscuas. Con los datos anteriores 

se realizó un ajuste global con el cual pudimos determinar que en cada caso el mejor 

modelo de inhibición es el competitivo y las constantes de inhibición (KI) para las 

actividades de monofosfatasa y fosfonatasa son muy similares: 52.8 y 54.46 mM 

respectivamente (Tabla 1). Estos resultados sugieren fuertemente que es el mismo 

sitio activo el que cataliza la actividad de sulfatasa y las dos actividades promiscuas.  
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Figura 5.28. Gráfico de Michaelis–Menten para la actividad promiscua de 

monofosfatas, a las diferentes concentraciones de colina. 

 

Figura 5.29.Gráfico de Michaelis–Menten para la actividad promiscua de 

fosfonatasa a las diferentes concentraciones de colina. 
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Tabla 1. Constantes de inhibición para la COS por parte de la colina utilizando 
diversos sustratos. 
  KI   (mM) 

 Sulfato (pNPS) 57.83 ± 6.21 

Mono Fosfato (pNPP) 52.8 ± 5.59 

Fosfonato (pNPPP) 54.46 ± 6.03 

 

  Determinación de la modificación postraduccional. 

 

Como se mencionó en la introducción,  al pertenecer COS a la familia de las 

ARS requiere una modificación postraduccional en la cual la Cys del sitio activo es 

transformada en formilglicina (FGly). Debido a la importancia de esta modificación 

es necesario determinar su presencia y para ello se realizó la cuantificación de las 

cisteínas presentes en la proteína mediante la reacción de Ellman. En este ensayo 

el DTNB (5,5′-Dithiobis (ácido 2-nitrobenzoico)) reacciona con las cisteínas 

liberando un compuesto colorido por el cual se puede determinar la concentración 

de cisteínas en la muestra (Figura 5.30). 
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Figura 5.30. Esquema de la reacción de Ellman para la cuantificación de cisteínas 

en la proteína. 

 

Para poder determinar la concentración de cisteínas en la muestra fue 

necesario conocer el coeficiente de absortividad molar del compuesto liberado en la 

reacción (ácido 2-nitro-5-mercapto-benzoico). Para lo anterior se realizó una curva 

patrón  utilizando como estándar acetilcistíina (Ellman, 1959),  bajo las mismas 

condiciones que el ensayo y obteniendo un coeficiente de absortividad molar de 

13,690 M-1cm-1 (Figura 5.31). 
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Figura 5.31. Curva patrón de la reacción de Ellman para la cuantificación de 

cisteinas a 412 nm. 

 

Para esta cuantificación se realizó el análisis a diferentes muestras: la proteína 

nativa, la proteína desnaturalizada con urea y la proteína desnaturalizada y tratada 

con agentes reductores de puentes disulfuro (DTT y TCEP). Como se muestra en 

la Tabla 2, se determinó que de las 6 cisteínas presentes en la proteína 4 están 

libres (muestra desnaturalizada) y 2 están formando un puente disulfuro (muestras 

tratadas con DTT y TCEP), lo cual también nos sugiere la ausencia de la FGly.  

 

Tabla 2. Cuantificación de cisteínas presentes en la colín-O-sulfatasa utilizando la 
reacción de Ellman 
Tratamiento de la 
muestra 

Numero de Cys 
detectadas 

Proteína nativa 0.30 ± 0.01 
Urea 8 M  3.99 ± 0.03 
Urea 8 M + DTT  6.05 ± 0.09 
Urea 8 M + TCEP 5.98 ± 0.01 

[Cys] M

0 50 100 150 200
0

1

2

3
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Adicionalmente, para determinar la presencia o no de la modificación 

postraduccional de la cisteína 54 del sitio activo, se realizó un análisis de 

espectroscopia de masas (MS). La proteína fue reducida, alquilada y digerida con 

tripsina, posteriormente se realizó una cromatografía  liquida de alto rendimiento 

(HPLC)-acoplado a MS para determinar la posible presencia y la comparación 

directa de los fragmentos que contuvieran la Cys o la FGly. La FGly es un aldehído 

que en medio acuoso sufre una hidratación para formar un diol (Figura 2.6). Debido 

a esto, el análisis de MS es capaz de detectar estas dos especies de FGly  con sus 

diferentes pesos moleculares.  Por esta razón en el análisis de MS podríamos 

encontrar el péptido con tres pesos diferentes: el correspondiente a la forma Cys de 

la proteína y las dos especies de FGly (Figura 5.32). 

 

Figura 5.32. Especies que pueden detectarse por MS cuando se analiza el péptido 

con la cisteína del sitio activo de las ARS. 

 

Los resultados  del análisis de MS confirmaron la presencia del péptido  en la 

forma Cys (Figura  5.33) en la forma carbamidoacetilada (M+3H= 578.93 m/z), el 

cual eluye a 17.17 minutos.  Los péptidos esperados para la forma FGly del péptido, 

aldehído (M+3H=553.93 m/z) y la forma diol (M+3H=559.94 m/z), no fueron 
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detectados en el análisis de MS, lo cual confirma la ausencia total del residuo FGly 

en la proteína. 

 

Figura 5.33. Resultado del análisis HPLC-MS para COS A) cromatograma de iones 

extraídos del péptido M+3H= 578.93 m/z  y B) Espectro de masas para este péptido. 
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  Co-expresión. 

 

Con el fin de obtener la proteína con la modificación postraduccional se 

llevaron a cabo  co-expresiones de la sulfatasa con  la proteína generadora de FGly 

(FGE) de Ensifer meliloti. Para esto se siguieron dos metodologías de co-expresión: 

utilizando el vector del sistema pDUET (Novagen), y utilizando un sistema de doble 

vector (Rabuka et al., 2012).  

 

   Producción de los vectores y cultivo celular 
 

  Sistema pDUET 
 

Se realizó una optimización del gen que codifica para la FGE de Ensifer meliloti 

para su expresión en E. coli como anteriormente se realizó para la sulfatasa COS. 

El gen optimizado fue sintetizado por GeneScript y fue clonado en el plásmido 

pRSFDuet, en el primer sitio de clonación, mientras que el gen que codifica para la 

COS fue insertado en el segundo sitio de clonación. Con eso se obtuvo el vector de 

expresión pRSFDuet+FGE+COS (Figura 5.33A). El vector fue transformado en 

células químicamente competentes de E. coli DH5 α y para corroborar que las 

clonas tuvieran el vector correcto se realizó una prueba de patrones de digestión 

utilizando las enzimas de restricción HindIII y XhoI, en el cual se obtuvieron dos 

fragmentos correspondientes para el vector (5000pb) y al inserto COS (2000pb) 

Figura 5.34 B. 
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Figura 5.34.A) Esquema del vector de expresión pRSFDuet+FGE+COS y 

B) patrones de digestión  para el vector de clonación (línea 1), el vector linelizado 

con XhoI (línea 2) y tratado con HindIII y XhoI  (linea3), M marcador de peso en 

pares de bases. 

 

Posteriormente el vector pRSFDuet+FGE+COS fue transformado en E. coli 

BL21 (DE3) para su expresión. El efecto de la concentración de IPTG y la 

temperatura de inducción en la co-expresión de colina-O-sulfatasa fue analizado por 

actividad específica de los extractos celulares contra pNPS, esto  debido a que al 

aumentar la expresión de la proteína FGE se espera que modifique a COS en su 

sitio activo y esto a su vez aumente la actividad catalítica de la COS, siendo esto un 

indicador indirecto de la eficiencia de la co-expresion. La concentración de IPTG se 

varió desde 0.25-1.0 mM manteniendo el tiempo de inducción de 7 hr constante. 

Este ensayo se realizó a 30°C y 25°C y un ensayo a 18°C. En la Figura 5.35 se 

muestra el gráfico  de la actividad específica de la proteína a cada una de las 

condiciones. Se puede observar que  la concentración de IPTG no es un factor que 

influya considerablemente en la  actividad específica de la proteína. Por el contrario 
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a 18°C se observa una actividad cercana a la presentada por el control  de la 

proteína no modificada (COS-Cys), por lo que a estas condiciones es probable que 

no hay una expresión de la proteína FGE. 

 

Figura 5.35. Gráfico de la actividad específica de COS a las diferentes condiciones 

de co-expresión utilizando el sistema pDUET. Modificando la temperatura de 

inducción y la concentración de IPTG (mM). 

 

   Sistema pBAD + pET 
 

Por otro lado, el gen FGE fue clonado en el vector pBAD, para obtener el vector 

pBAD+FGE (Figura 5.36A). El vector fue transformado en células químicamente 

competentes de E. coli DH5 α y para corroborar que las clonas tuvieran el vector 

correcto se realizó una prueba de patrones de digestión utilizando las enzimas de 
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restricción NcoI y HindIII, en el cual se obtuvieron dos fragmentos correspondientes 

para el vector (4,046pb) y al inserto FGE (918pb) Figura 5.36 B.  

 

Figura 5.36. A) Esquema del vector de expresión pBAD+COS y B) patrones de 

digestión  para el vector de clonación el vector tratado con las enzimas de restricción 

NcoI y HindIII (linea1), M marcador de peso en pares de bases. 

 

Posteriormente, el vector pBAD+FGE  fue transformado en E. coli BL21 (DE3) 

que previamente tenían el vector de clonación pET26b-COS  para su co-expresión. 

El efecto de la concentración de L-arabinosa en la co-expresión de colina-O-

sulfatasa fue analizado por actividad específica de los extractos celulares contra 

pNPS, ya que esto será un indicador indirecto de la eficiencia  de la co-expresion. 

La concentración de L-arabinosa se varió desde 0.0002% hasta 0.2%  m/v  

manteniendo el tiempo de inducción de 30 minutos constante. Posteriormente se 

realizó la expresión de la proteína COS con IPTG como se realizó anteriormente 

para el pET26-COS. En Figura 5.37 se muestra el gráfico de la actividad específica 

de la proteína a cada una de las condiciones. Se puede observar que la actividad 
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específica de las muestras es muy similar (del mismo orden) que para la muestra 

COS-Cys por lo que la co-expresion con este método no es muy efectiva. 

 

 

 
Figura 5.37. Gráfico de la actividad específica de COS a las diferentes condiciones 

de co-expresión con el sistema pBAD. 

 

A pesar de que en los dos sistemas (pDUET y pBAD)  se observa un aumento 

en la actividad de la COS, la expresión de la FGE no se observa mediante SDS-

PAGE, esto se puede deber a que la cantidad que se expresa es muy poca para la 

sensibilidad de este método. 

 

   Purificación 
 

La muestra de COS que finalmente mostró mayor actividad específica fue la 

co-expresada utilizando el método pRSFDuet utilizando 0.75 mM de IPTG y 30 °C . 

La purificación se realizó utilizando el protocolo antes mencionado para la proteína 
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COS-Cys: Un primer paso en una columna de afinidad (His-Trap) seguido de una 

cromatografía de exclusión molecular, después de las cuales las se obtiene la 

proteína COS-FGly, con un alto grado de pureza. La Figura 5.38 muestra un gel 

SDS-PAGE en el cual se muestran los diferentes pasos de purificación. Después de 

la purificación se obtiene un rendimiento promedio de 45-50 mg de proteína /L de 

medio de cultivo. La proteína fue guardada en alícuotas de 1 ml y congelada a -

20°C para su posterior análisis 

 

Figura 5.38. Gel de SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacion1) extracto 

crudo, 2) eluida de la columna His-Trap y 3) eluida de la columna de filtración en 

gel.   
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   Caracterización y determinación de la modificación 
postraduccional 

 

Para determinar el peso molecular de la proteína COS-FGly se utilizó  una 

columna de filtración en gel analítica. Inicialmente la columna fue calibrada 

utilizando estándares de peso molecular como  se realizó para la proteína COS-

Cys. Una vez calibrada la columna, se analizó la proteína  recombinante la cual 

considerando el tiempo de elución se determinó que presenta un paso molecular de 

aproximadamente 120 KDa, lo cual es indicativo que la proteína COS-FGly también 

se encuentra de forma dimérica en solución (Figura 5.39). 

 

Figura 5.39. Determinación del peso molecular de COS-FGly utilizando una 

columna de filtración en gel. 

Posteriormente para corroborar la forma dimérica de COS en solución se 

realizó  una prueba de  DLS. La muestra COS-FGly presenta una mono dispersión 

en un radio hidrodinámico de 5.6 nm (Figura 5.40) lo cual representa una masa 

molecular de 120 KDa lo cual corresponde a la forma dimérica de esta proteína. 
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Figura 5.40. Análisis DLS para la proteína COS-FGly, en el cual se muestra un 

solo pico con un radio hidrodinámico en 5.6nm. 

 

Para determinar la presencia de la modificación postraduccional se realizó la 

cuantificación de las cisteínas presentes en la proteína mediante la reacción de 

Ellman, se utilizó el coeficiente de absortividad molar de 13,690 M-1cm-1 

determinado anteriormente. Para esta cuantificación se realizó el análisis a 

diferentes muestras: la proteína nativa y la proteína desnaturalizada con urea. Con 

esta prueba se determinó que de los  cuatro equivalentes de cisteínas libres 

presentes en la proteína (los dos restantes están formando un puente disulfuro), 

3.71 cisteínas están presentes. Esto nos indica  que tenemos una mezcla de 

proteína no modificada COS-Cys y proteína modificada  COS-FGly, esta última se 

encuentra en un 29 %.  
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   Ensayos de actividad nativa. 
 

Para determinar la actividad cinética de la proteína COS- FGly contra su 

sustrato natural, el sulfato de colina, se utilizó nuevamente calorimetría (ITC) 

utilizando la técnica de múltiples inyecciones. Este ensayo se realizó utilizando las 

mismas condiciones empleadas para la muestra COS-Cys, solo se modificó la 

concentración de enzima disminuyéndola hasta una concentración final en la celda 

de 25 nM. Bajo estas condiciones se obtienen un termograma similar  al obtenido 

para la COS-Cys (Figura 5.41). 

 

Figura 5.41 Termograma de la hidrólisis del sulfato de colina por COS-FGly .En este 

se observan las múltiples inyecciones así como los diferentes estados estacionarios 

correspondientes a las velocidades iniciales a cada concentración  a pH7.5 y 25°C. 

 

Para poder transformar el termograma en un gráfico de velocidades iníciales 

en función de la concentración de sustrato (grafico de Michaelis –Menten), se utilizó 
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la Ecuación 1 y el valor obtenido de ∆Happ. Con esto se obtuvo el grafico de 

Michaelis-Menten para la hidrólisis de sulfato de colina (Figura 5.42). En esta se 

puede obtener las constantes cinéticas kcat 5.22 ± 0.2 s-1 y un valor de KM = 14.05 ± 

1.0 mM. Por otro lado, para la proteína COS-FGly también se puede observar la 

presencia de inhibición por sustrato con una constante de inhibición por sustrato Ki 

13.6 mM.   

 

Figura 5.42. Gráfico de Michaelis-Menten para la hidrólisis del sulfato de colina por 

COS-FGly a pH 7.5 y 25°C.En la cual se observa una inhibición por sustrato. 

 

El valor de kcat de 5.22 s-1 es el obtenido para la mezcla de proteínas  

modificada (29%) y no modificada (71%), por lo que si consideramos que sólo el 29 

% de la proteína se encuentra modificada, la kcat de la enzima modificada tiene un 

valor de 17.35 s-1.  

 

Adicionalmente, se determinó la actividad catalítica de COS-FGly  contra el 

sustrato sintético pNPS siguiendo su hidrólisis  a 400 nm. Las constantes que se 
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obtuvieron fueron: kcat = 0.726 s-1, y KM= 76.2 mM. Al igual que con la muestra COS-

Cys con este sustrato no se logra la saturación de la enzima (Figura 5.43). 

 

Figura 5.43. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrólisis del  pNPS por COS-

Fgly a pH 7.5 y 25°C. Se puede observar que no se logra la saturación de la enzima 

con este sustrato. 

 

   Ensayos de actividad promiscua. 
 

El estudio de las actividades promiscua de monofosfatasa, de la COS-FGly, 

se realizó utilizando el sustrato p-nitrofenilfosfato y los ensayos cinéticos se 

siguieron espectrofotométricamente cuantificando la formación del p-nitrofenol a 

400 nm.  

 

En el caso de la actividad promiscua de monofosfatasa, se observan unas 

constantes cinéticas de kcat = 6.204 10-4 s-1y un valor de KM = 9.66 mM (Figura 5.44). 
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La actividad de fosfodiesterasa  contra en bpNPP no fue detectada a las condiciones 

utilizadas en los experimentos. 

 

Figura 5.44. Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua  contra 

pNPP con la enzima COS-FGly.  

 

Adicionalmente, la actividad de monofosfatasa se intentó determinar con un 

análogo del sustrato natural: el fosfato de colina. Esto se realizó utilizando 

calorimetría ITC, utilizando el método de múltiples inyecciones, utilizando las 

mismas condiciones descritas para el sulfato de colina.  En la  Figura 5.45 se 

observa un termograma similar a lo observado con la COS-Cys, por lo anterior 

podemos asegurar que no existe reacción entre el fosfato de colina y la COS-FGly 

a las condiciones experimentales empleadas.    
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Figura 5.45.Termograma de la hidrólisis del fosfato de colina por COS-FGly. En 

este se observan en múltiples inyecciones el calor asociado a la disolución, 

posteriormente se observa que la potencia regresa a la línea base a pH7.5 y 25°C. 
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 Discusión. 

 

En 1998 fue identificado el gen BetC que codifica para la colín–O-Sulfatasa 

(COS) de Ensifer meliloti (Osteras et al., 1998). La secuencia proteica de la enzima 

presenta una gran similitud con los miembros de la familia de las arilsulfatasas, 

incluyendo la secuencia de reconocimiento para que una cisteína de su sitio activo 

sea modificada al amino ácido formilglicina. Esta modificación es catalizada por la 

enzima FGE y la secuencia de reconocimiento es la más conservada dentro de la 

familia de las arilsulfatasas. 

 

En este trabajo la COS fue expresada en E. coli y después de ser purificada 

presenta un peso aparente de 59 KDa en SDS-PAGE considerando la presencia de 

la His-Tag. Se determinó también que en solución presenta una estructura dimérica, 

lo cual es poco común en las arilsulfatasas ya que estas enzimas tienen una 

estructura muy conservada, formando principalmente monómeros con una 

estructura 3-D de sándwich α/β (Hanson et al., 2004). Solo la arilsulfatasa A de 

humano ha sido reportada como dimérica (Lukatela et al., 1998). Por otro lado, la 

forma dimérica es común en miembros de otras familias dentro de la misma 

superfamilia, como las fosfatasas alcalinas y las fosfonatasas monoester hidrolasas, 

que llegan a presentar tetrámeros (dímero de dímeros)(Jonas et al., 2008). 

 

Las arilsulfatasas presentan un alto grado de conservación principalmente en 

la secuencia de reconocimiento para la modificación postraduccional C/S-X-P-X-R 

(Dierks et al., 1999; Hanson et al., 2004; Sardiello et al., 2005; von Figura et al., 

1998) la cual es fundamental para su actividad. Sin embargo, a pesar de la 

presencia de esta secuencia en la COS, dicha modificación no se presentó en la 

proteína expresada en E .coli, lo cual nos indica que la FGE presente en E. coli no 

es capaz de reconocer a nuestra enzima. Este hecho ha sido también reportado con 
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algunas otras arilsulfatasas. Lo anterior nos demuestra que la sola presencia de la 

secuencia de reconocimiento no es suficiente para que dicha modificación se lleve 

a cabo. La Tabla 3 muestra que esta secuencia consenso puede ser reconocida y 

transformada a FGly en diferentes grados en E. coli por la maquinaria enzimática, 

la cual no ha sido todavía identificada (Benjdia, Deho et al. 2007). En algunos casos, 

una mezcla de cisteína sin modificar y FGly ha sido observado por análisis 

cualitativo de MALDI-TOF, mientras que en otros casos sólo el péptido con la FGly 

se ha detectado, lo cual indica 100% de modificación. Sólo en tres ejemplos el grado 

de formación FGly se ha cuantificado directamente en mezclas con los péptidos de 

Cys no modificados. Para casi la mitad de todos los casos, el porcentaje de FGly no 

se ha determinado. Basándose en estos resultados, es evidente que la presencia 

de los cinco residuos mínimos conocidos como "firma de sulfatasa”, o incluso la 

secuencia extendida de 25 aminoácidos presentada en la Tabla 3, no es una 

garantía de modificación ni siquiera parcialmente de FGly en E. coli. La enzima 

Iduronato 2-sulfato sulfatasa humana y COS tienen un residuo de serina en la 

posición (-13) con respecto a la cisteína del sitio activo que es diferente del residuo 

consenso glicina, pero aún con glicina en esta posición, la modificación puede ser 

baja ya que fue el caso de la sulfatasa de M. tuberculosis (Hossain, Kawarabayasi 

et al. 2009). 
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Tabla 3. Secuencias de reconocimiento para la cisteína del sitio activo expresadas 
en E. coli, y el porcentaje de modificación a FGly.Tomada de (Sánchez-Romero & 
Olguin, 2015) 

Sulfatasa Secuencia Presencia Método de 
determinación 

Co-
expresión Ref 

FGly 
F. heparinum 

(69)GTRFTRAYCAQPLCTPSRSAIFSG 100% MALDI-MS  (Myette et al., 
2003) FH2S 

C. perfringens 
(37)GYNFENAYTAVPSCIASRASILTG Parcial 

MALDI-TOF 
- (Berteau et al., 

2006) (BAB79937.1) 100% anSME 
P. aeruginosa 

(39)GLRLTDFHTAST-CSPTRSMLLTG 95% DTNB - 

(Olguin, 
Askew, 

O'Donoghue, 
& Hollfelder, 

2008) 
(CAA88421.2) 

E. meliloti 
(41)SARFHNNYTSSPLCAPARASFMAG 0% DTNB - This work 

(AAC13371.1) 
M. tuberculosis 

(45)GILFTRAHATAPLCTPSRGSLFTG ND1 - - 
(Hossain, 

Kawarabayasi, 
Kimura, & 

Kakuta, 2009) 
(F70837) 

H. sapiens 
(66)GLLFPNFYSANPLCSPSRAALLTG ND1 - - (Rodriguez et 

al., 2010) (NP_000503.1) 
H. sapiens 

(71)SLLFQNAFAQQAVCAPSRVSFLTG ND1 - - 
(Morales-

Alvarez et al., 
2013) (AAC77828.1) 

P. sp ATCC19151 
(CBI83290.1) (40)GVVFDSAYCNSPLCAPSRFTLVSG ND - - 

(Jovcic, 
Venturi, 

Topisirovic, & 
Kojic, 2011) 

F. heparinum 

(67)GMLFNNCFVTNAVCGPSRATILTG ND - - 

(Myette, 
Soundararajan, 

Shriver, 
Raman, & 

Sasisekharan, 
2009) 

FH6S 

F. heparinum 
(67)GVRFTNAFCSSPSCTPARAGMLTG ND - - 

(Myette, 
Soundararajan, 

Behr, et al., 
2009) 

NSulf 

H. pomatia 
(71)GVRLENYYVQ-PICTPTRSQLMSG 2 - - 

(Wittstock, 
Fischer, 

Svendsen, & 
Halkier, 2000) 

(AAF30402.1) 

Phosphonate Monoester Hydrolase      

R.leguminosarum 
(49)GTLFRRHYAGAAPCSPARATLYTG 25% fluorophore 

labelling 
- (Jonas et al., 

2008) (WP025417352.1) 62% MtbFGE 
B. caryophylli 

(45)GLTFRNHVTTCVPCGPARASLLTG 
Parcial 

MALDI-TOF 
- 

(van Loo et 
al., 2010) ( AAC44467.1) Parcial3 MtbFGE 

ND   No determinado. 
[1]    La baja actividad sugiere falta de modificación. 
[2]    Expresión en E. coli no completada. 
[3]    Parcialmente, pero aumenta en comparación a la no co-expresada. 
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Para aumentar el porcentaje de la modificación a FGly en las sulfatasas 

recombinantes expresadas en E. coli, una estrategia común es la co-expresión de 

enzimas generadoras de Fgly (FGE). Por ejemplo: la expresión de la sulfatasa de 

Clostridium perfringens, se realizó junto con la co-expresión de su correspondiente 

anSME en E. coli obteniéndose la completa conversión (Berteau, Guillot et al. 2006). 

Del mismo modo, hidrolasas de monoéster de fosfonato (PMHs), que son enzimas 

que comparten la secuencia de reconocimiento de las sulfatasas, fueron co-

expresadas con la FGE de Mycobacterium tuberculosis (MtbFGE) obteniendo 

conversiones de 62 % (Jonas, van Loo et al. 2008, van Loo, Jonas et al. 2010). Este 

último método es muy eficiente (> 85%), ya que se logra modificar secuencias de 

reconocimiento para FGE en el  N- o C- terminal en algunas proteínas (Berteau, 

Guillot et al. 2006, Jonas, van Loo et al. 2008, Rabuka, de Rush et al. 2012), pero 

en PMHs las conversiones fueron mucho más bajas (Jonas, van Loo et al. 2008, 

van Loo, de Jonas et al. 2010).  

 

El genoma de Ensifer meliloti incluye una supuesta FGE y en este trabajo  se 

realizó su co-expresión con COS. Sin embargo, con la co-expresión solo se logró la 

modificación parcial de la cys54 en un 29%, esto se cree que fue debido a la baja 

expresión de FGE en E. coli. Como era de esperar la presencia parcial de FGly 

aumenta la actividad enzimática, especialmente la kcat, que fue aumentada 65 veces 

(Figura 6.1), lo cual  concuerda con el aumento observado de entre 5 y 2500 veces 

en kcat en otras sulfatasas o hidrolasas de monoéster de fosfonato (Recksiek, 

Selmer et al. 1998, Jonas, van Loo et al. 2008, Olguín, Askew et al. 2008, van Loo, 

de Jonas et al. 2010). En esos ejemplos, la comparación realizada entre la enzima 

no modificada y modificada fue posible utilizando una mutación en sus sitios activos 

(Cys a Ser), esto se hizo para evitar la formación de FGly en E. coli.  

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 77 

Discusión 

COS-C
ys

COS-FGly

COS-C
ys

COS-FGly

 

Figura 6.1. Incremento de A) kcat y B) eficiencia catalítica (kcat/KM), para la enzima 

modificada COS-FGly en comparación a la no modificada  COS-Cys. El valor de KM 

no se modifica con la FGLy. 

 

A pesar de la ausencia de la modificación postraduccional, COS-Cys era una 

enzima competente capaz de realizar múltiples ciclos catalíticos como se mostró  en 

la Figura 5.20. Esto muestra que la enzima debe tener un mecanismo alternativo 

para llevar a cabo su función a pesar de la ausencia de la FGly, por lo que nos indica 

la importancia de la COS en la bacteria. En ausencia de la FGly es muy probable 

que el ataque nucleófilico sea realizado por el –SH de la cisteína como se observa 

en la Figura 6.2A, en lugar del grupo –OH de la FGly Figura 6.2B. 
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Figura 6.2. Mecanismos catalíticos propuestos A) en ausencia de la modificación 

postraduccional  (FGly) y B) con la modificación. 

 

Por otro lado, el valor de KM 11,1 mM obtenido en este trabajo para COS-Cys 

es conservado para la enzima COS-FGly, como es el caso de las enzimas 

parcialmente modificadas y las realizadas con mutantes de Ser (Recksiek, Selmer 

et al. 1998, Jonas , van Loo et al. 2008, Olguín, Askew et al. 2008, van Loo, de 

Jonas et al. 2010). Este valor relativamente alto de KM es consistente con otros KMs 

para otras colina-O-sulfatasas de fuentes naturales: 40 mM para Pseudomonas 

nitroreducens (Takebe 1961); 35 mM de Aspergillus nidulans (Scott y Spencer 1968) 

y 1.4 mM para Pseudomonas aeruginose (Lucas, Burchiel et al. 1972), y podría 

implicar que las concentraciones intracelulares de sulfato de colina están en el rango 

milimolar, al igual que lo es para muchos otros osmoprotectores (Bernard, Pocard 

et al. 1986, Miller y Wood 1996). También la inhibición por sustrato observada para 

COS, podría ser utilizada para prevenir el agotamiento rápido de sulfato de colina  
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cuando se encuentra en alta concentración y preservar su efecto osmoprotector 

(Reed, Lieb et al., 2010). 

 

En cuanto a su especificidad de sustrato, COS mostró una kcat ~ 8 veces menor 

contra los de éster de sulfato aromáticos (pNPS y MUS), en comparación con el 

éster de alquilo del sulfato de colina, a pesar de que los primeros son ~ 108 veces 

más lábiles (Edwards, Lohman et al. 2012). Del mismo modo podemos observar la 

baja afinidad por estos sulfatos aromáticos, observando sus valores elevados de 

KM. Este comportamiento es contrario a otras arilsulfatasas que muestran las kcats 

más altas y valores menores de KM para los sustratos aromáticos (Hanson, Best et 

al. 2004,(D. E. Kim et al., 2005; J. H. Kim et al., 2004; Okamura, Yamada, Murooka, 

& Harada, 1976; Pesentseva et al., 2012; Stawoska et al., 2010). Esta actividad baja 

o nula hacia sulfatos aromáticos podría ser una característica común de las colina-

O-sulfatasas, ya que también se observó para el caso de la colina-O-sulfatasa de 

Pseudomonas nitroreducens (Takebe 1961) y resultaría interesante conocer en un 

futuro las diferencias estructurales y mecanísticas de esta distinción. 

 

La kcat medida indica la notable eficiencia catalítica (kcat/kuncat) de las COS, 

modificada y no modificada, ya que la reacción de hidrólisis para el sulfato de colina 

se acelera de 1020 -1022 veces en comparación con la reacción no catalizada (kuncat 

= 2.25 x10-21 s-1 estimada  mediante el uso de la ecuación de la gráfica de Brønsted 

reportada (Edwards, Lohman et al. 2012) y usando un pKa = 13,9 para el sulfato de 

colina (Dawson 1982)). 

 

Por otro lado, a pesar de que los valores de la constante catalítica kcat de la 

COS por la actividad promiscua de monofosfatsa (pNPP) es varios órdenes de 

magnitud menor que para el sustrato natural, ésta presenta una eficiencia catalítica 

(kcat/kuncat) de las COS, modificada y no modificada, considerablemente alta con 

respecto a la reacción no catalizada, ya que se acelera la reacción de 107 -108 veces 
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en comparación con la reacción no catalizada (kuncat = 2.25 x10-11 s-1 (Edwards, 

Lohman, & Wolfenden, 2012)). Estos valores son altos, ya que la mayoría de las 

enzimas presentan valores de eficiencia catalítica (kcat/kuncat) para sus actividades 

nativas entre 107 – 1019 veces (Wolfenden & Snider, 2001). Esta disminución entre 

la actividad nativa y promiscua de 1000 veces, es comparable con la reportada para 

la arilsulfatasa de P. aeruginosa (Olguin et al., 2008). 

 

Anteriormente, la presencia de la FGly en las enzimas se asociaba 

exclusivamente a las sulfatasas de tipo I, pero recientemente se demostró que otras 

enzimas de la superfamilia de la fosfatasa alcalina presentan esta modificación: la 

familia de las Fosfonato monoester hidrolasa/ fosfodiesterasa (PMH). Debido a esto, 

enzimas inicialmente clasificadas como sulfatasas, se clasificaron después como 

PMH (Jonas et al., 2008, van Loo, 2010 #87). Debido a esto fue necesario analizar 

la actividad de la COS contra fosfonatos (pNPPP) para asegurar la correcta 

clasificación de esta como sulfatasa de tipo I. Lo anterior se demuestra con la baja 

actividad contra fosfonatos (kcat 100 veces menor que para el sulfato de colina) que 

presenta la COS. 

 

Por otro lado, no se observó la actividad contra el fosfato de colina a las 

condiciones utilizadas en este trabajo, lo cual contrasta con lo reportado por Osteras 

(Osteras et al., 1998), quien observó actividad contra este substrato, pero en 

extractos crudos de Ensifer meliloti  que fueron crecidas añadiendo sulfato de colina 

al medio para inducir la expresión de la COS. 

 

Con el análisis de inhibición por colina, podemos ver que este comportamiento 

es consistente con una inhibición competitiva. Los valores de esta inhibición se 

observan en la Figura 6.3 en la cual podemos observar que las constantes de 

inhibición por colina para las diferentes actividades, tanto nativas como promiscuas, 

son muy similares dentro del error experimental. Con esto podemos asegurar que 
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las actividades tanto nativa como promiscuas ocurren en el mismo sitio activo de la 

proteína (Olguin et al., 2008). 

 

Figura 6.3. Gráfica de las constantes de inhibición competitiva por colina para 

cada una de las actividades. 
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Se logró la expresión heteróloga de la colina-O-sulfatasa de Ensifer meliloti en 

E. coli con un rendimiento aproximado de 35 mg /litro de cultivo. La proteína se 

purifico  a un alto de pureza y se encuentra en forma  

dimérica en solución. 

 

Se determinó la ausencia de la modificación postraduccional  de la COS 

expresada en E. coli, por lo que el mecanismo de maduración de sulfatasas en E. 

coli no es capaz de reconocer a COS  a pesar de tener la “firma” de las sulfatasas 

en su secuencia. 

 

A pesar de la falta de la modificación postraduccional, la enzima COS es 

funcional, ya que se logró medir su actividad contra su sustrato natural (sulfato de 

colina), así como contra “sustratos modelo” para las sulfatasas y en ambos casos la 

enzima puede realizar multiples ciclos catalíticos. 

 

La proteína no modificada presenta actividades promiscuas de 

fosfomonesterasa y fosfonatasa, con kcats 100 ó 10 veces menores, 

respectivamente, en comparación con la actividad nativa. Durante los experimentos 

no fue posible detectar la actividad promiscua de fosfodiesterasa. 

 

Se logró la co-expresión de la COS con la FGE de Ensifer meliloti, utilizando 

el sistema pDUET, con lo que se obtuvo una  modificación postraduccional parcial 

a FGly de 29% de la COS. Con esta modificación, la kcat de la COS aumento 65 

veces en comparación con la enzima no modificada. 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 83 

Referencias 

 Referencias 

 

Benjdia, A., Deho, G., Rabot, S., & Berteau, O. (2007). First evidences for a third sulfatase maturation 
system in prokaryotes from E. coli aslB and ydeM deletion mutants. FEBS Lett, 581(5), 1009-
1014. doi: S0014-5793(07)00136-6 [pii]10.1016/j.febslet.2007.01.076 

Benjdia, A., Leprince, J., Sandstrom, C., Vaudry, H., & Berteau, O. (2009). Mechanistic investigations 
of anaerobic sulfatase-maturating enzyme: direct Cbeta H-atom abstraction catalyzed by a 
radical AdoMet enzyme. J Am Chem Soc, 131(24), 8348-8349. doi: 10.1021/ja901571p 

Berteau, O., Guillot, A., Benjdia, A., & Rabot, S. (2006). A new type of bacterial sulfatase reveals a 
novel maturation pathway in prokaryotes. J Biol Chem, 281(32), 22464-22470. doi: 
10.1074/jbc.M602504200 

Bojarova, P., & Williams, S. J. (2008). Sulfotransferases, sulfatases and formylglycine-generating 
enzymes: a sulfation fascination. Curr Opin Chem Biol, 12(5), 573-581. doi: 
10.1016/j.cbpa.2008.06.018S1367-5931(08)00106-3 [pii] 

Boltes, I., Czapinska, H., Kahnert, A., von Bulow, R., Dierks, T., Schmidt, B., . . . Uson, I. (2001). 1.3 A 
structure of arylsulfatase from Pseudomonas aeruginosa establishes the catalytic 
mechanism of sulfate ester cleavage in the sulfatase family. Structure, 9(6), 483-491.  

Cregut, M., Durand, M. J., & Thouand, G. (2013). The Diversity and Functions of Choline Sulphatases 
in Microorganisms. Microb Ecol. doi: 10.1007/s00248-013-0328-7 

Cregut, M., Durand, M. J., & Thouand, G. (2014). The diversity and functions of choline sulphatases 
in microorganisms. Microb Ecol, 67(2), 350-357. doi: 10.1007/s00248-013-0328-7 

de Rudder, K. E., Sohlenkamp, C., & Geiger, O. (1999). Plant-exuded choline is used for rhizobial 
membrane lipid biosynthesis by phosphatidylcholine synthase. J Biol Chem, 274(28), 20011-
20016.  

Dierks, T., Lecca, M. R., Schlotterhose, P., Schmidt, B., & von Figura, K. (1999). Sequence 
determinants directing conversion of cysteine to formylglycine in eukaryotic sulfatases. 
EMBO J, 18(8), 2084-2091. doi: 10.1093/emboj/18.8.2084 

Edwards, D. R., Lohman, D. C., & Wolfenden, R. (2012). Catalytic proficiency: the extreme case of S-
O cleaving sulfatases. J Am Chem Soc, 134(1), 525-531. doi: 10.1021/ja208827q 

Ellman, G. L. (1959). Tissue sulfhydryl groups. Arch Biochem Biophys, 82(1), 70-77.  
Galvao, T. C., de Lorenzo, V., & Canovas, D. (2006). Uncoupling of choline-O-sulphate utilization from 

osmoprotection in Pseudomonas putida. Mol Microbiol, 62(6), 1643-1654. doi: 
10.1111/j.1365-2958.2006.05488.x 

Gasteiger, E., Gattiker, A., Hoogland, C., Ivanyi, I., Appel, R. D., & Bairoch, A. (2003). ExPASy: the 
proteomics server for in-depth protein knowledge and analysis. Nucleic Acids Research, 
31(13), 3784-3788. doi: Doi 10.1093/Nar/Gkg563 

Ghosh, D. (2005). Three-dimensional structures of sulfatases. Methods Enzymol, 400, 273-293. doi: 
10.1016/S0076-6879(05)00016-9 

Hanson, S. R., Best, M. D., & Wong, C. H. (2004). Sulfatases: structure, mechanism, biological activity, 
inhibition, and synthetic utility. Angew Chem Int Ed Engl, 43(43), 5736-5763. doi: 
10.1002/anie.200300632 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 84 

Referencias 

Hossain, M. M., Kawarabayasi, Y., Kimura, M., & Kakuta, Y. (2009). Expression and functional analysis 
of a predicted AtsG arylsulphatase identified from Mycobacterium tuberculosis genomic 
data. J Biochem, 146(6), 767-769. doi: 10.1093/jb/mvp141 

Jonas, S., van Loo, B., Hyvonen, M., & Hollfelder, F. (2008). A new member of the alkaline 
phosphatase superfamily with a formylglycine nucleophile: structural and kinetic 
characterisation of a phosphonate monoester hydrolase/phosphodiesterase from 
Rhizobium leguminosarum. J Mol Biol, 384(1), 120-136. doi: 10.1016/j.jmb.2008.08.072 

Jones, K. M., Kobayashi, H., Davies, B. W., Taga, M. E., & Walker, G. C. (2007). How rhizobial 
symbionts invade plants: the Sinorhizobium-Medicago model. Nat Rev Microbiol, 5(8), 619-
633. doi: 10.1038/nrmicro1705 

Jovcic, B., Venturi, V., Topisirovic, L., & Kojic, M. (2011). Inducible expression of choline sulfatase 
and its regulator BetR in Pseudomonas sp. ATCC19151. Arch Microbiol, 193(6), 399-405. doi: 
10.1007/s00203-011-0685-x 

Kim, D. E., Kim, K. H., Bae, Y. J., Lee, J. H., Jang, Y. H., & Nam, S. W. (2005). Purification and 
characterization of the recombinant arylsulfatase cloned from Pseudoalteromonas 
carrageenovora. Protein Expr Purif, 39(1), 107-115. doi: 10.1016/j.pep.2004.09.007 

Kim, J. H., Byun, D. S., Godber, J. S., Choi, J. S., Choi, W. C., & Kim, H. R. (2004). Purification and 
characterization of arylsulfatase from Sphingomonas sp. AS6330. Appl Microbiol Biotechnol, 
63(5), 553-559. doi: 10.1007/s00253-003-1463-8 

Lerudulier, D., & Bernard, T. (1986). Salt Tolerance in Rhizobium - a Possible Role for Betaines. Fems 
Microbiology Letters, 39(1-2), 67-72. doi: Doi 10.1016/0378-1097(86)90062-5 

Lerudulier, D., Strom, A. R., Dandekar, A. M., Smith, L. T., & Valentine, R. C. (1984). Molecular-Biology 
of Osmoregulation. Science, 224(4653), 1064-1068. doi: DOI 
10.1126/science.224.4653.1064 

Lucas, J. J., Burchiel, S. W., & Segel, I. H. (1972). Choline sulfatase of Pseudomonas aeruginosa. Arch 
Biochem Biophys, 153(2), 664-672.  

Lukatela, G., Krauss, N., Theis, K., Selmer, T., Gieselmann, V., von Figura, K., & Saenger, W. (1998). 
Crystal structure of human arylsulfatase A: the aldehyde function and the metal ion at the 
active site suggest a novel mechanism for sulfate ester hydrolysis. Biochemistry, 37(11), 
3654-3664. doi: 10.1021/bi9714924 

Mandon, K., Osteras, M., Boncompagni, E., Trinchant, J. C., Spennato, G., Poggi, M. C., & Le Rudulier, 
D. (2003). The Sinorhizobium meliloti glycine betaine biosynthetic genes (betlCBA) are 
induced by choline and highly expressed in bacteroids. Mol Plant Microbe Interact, 16(8), 
709-719. doi: 10.1094/MPMI.2003.16.8.709 

Miller, K. J., & Wood, J. M. (1996). Osmoadaptation by rhizosphere bacteria. Annu Rev Microbiol, 
50, 101-136. doi: 10.1146/annurev.micro.50.1.101 

Morales-Alvarez, E. D., Rivera-Hoyos, C. M., Baena-Moncada, A. M., Landazuri, P., Poutou-Pinales, 
R. A., Saenz-Suarez, H., . . . Echeverri-Pena, O. Y. (2013). Low-scale expression and 
purification of an active putative iduronate 2-sulfate sulfatase-Like enzyme from Escherichia 
coli K12. J Microbiol, 51(2), 213-221. doi: 10.1007/s12275-013-2416-2 

Myette, J. R., Shriver, Z., Claycamp, C., McLean, M. W., Venkataraman, G., & Sasisekharan, R. (2003). 
The heparin/heparan sulfate 2-O-sulfatase from Flavobacterium heparinum. Molecular 
cloning, recombinant expression, and biochemical characterization. J Biol Chem, 278(14), 
12157-12166. doi: 10.1074/jbc.M211420200 

Myette, J. R., Soundararajan, V., Behr, J., Shriver, Z., Raman, R., & Sasisekharan, R. (2009). 
Heparin/heparan sulfate N-sulfamidase from Flavobacterium heparinum: structural and 
biochemical investigation of catalytic nitrogen-sulfur bond cleavage. J Biol Chem, 284(50), 
35189-35200. doi: 10.1074/jbc.M109.053835 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 85 

Referencias 

Myette, J. R., Soundararajan, V., Shriver, Z., Raman, R., & Sasisekharan, R. (2009). Heparin/heparan 
sulfate 6-O-sulfatase from Flavobacterium heparinum: integrated structural and 
biochemical investigation of enzyme active site and substrate specificity. J Biol Chem, 
284(50), 35177-35188. doi: 10.1074/jbc.M109.053801 

Okamura, H., Yamada, T., Murooka, Y., & Harada, T. (1976). Purification and Properties of 
Arylsulfatase of Klebsiella-Aerogenes Identity of Enzymes Formed by Non-Repressed and 
De-Repressed Synthesis. Agricultural and Biological Chemistry, 40(10), 2071-2076.  

Olguin, L. F., Askew, S. E., O'Donoghue, A. C., & Hollfelder, F. (2008). Efficient catalytic promiscuity 
in an enzyme superfamily: an arylsulfatase shows a rate acceleration of 10(13) for 
phosphate monoester hydrolysis. J Am Chem Soc, 130(49), 16547-16555. doi: 
10.1021/ja8047943 

Osteras, M., Boncompagni, E., Vincent, N., Poggi, M. C., & Le Rudulier, D. (1998). Presence of a gene 
encoding choline sulfatase in Sinorhizobium meliloti bet operon: choline-O-sulfate is 
metabolized into glycine betaine. Proc Natl Acad Sci U S A, 95(19), 11394-11399.  

Pesentseva, M. S., Sova, V. V., Sil'chenko, A. S., Kicha, A. A., Sil'chenko, A. S., Haertle, T., & 
Zvyagintseva, T. N. (2012). A new arylsulfatase from the marine mollusk Turbo 
chrysostomus. Chemistry of Natural Compounds, 48(5), 853-859. doi: DOI 10.1007/s10600-
012-0400-4 

Rabuka, D., Rush, J. S., deHart, G. W., Wu, P., & Bertozzi, C. R. (2012). Site-specific chemical protein 
conjugation using genetically encoded aldehyde tags. Nat Protoc, 7(6), 1052-1067. doi: 
10.1038/nprot.2012.045nprot.2012.045 [pii] 

Rodriguez, A., Espejo, A. J., Hernandez, A., Velasquez, O. L., Lizaraso, L. M., Cordoba, H. A., . . . 
Barrera, L. A. (2010). Enzyme replacement therapy for Morquio A: an active recombinant N-
acetylgalactosamine-6-sulfate sulfatase produced in Escherichia coli BL21. J Ind Microbiol 
Biotechnol, 37(11), 1193-1201. doi: 10.1007/s10295-010-0766-x 

Sambrook, J., & Russell, D. W. (2001). Molecular cloning : a laboratory manual (3rd ed.). Cold Spring 
Harbor, N.Y.: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

Sánchez-Romero, J. J., & Olguin, L. F. (2015). Choline sulfatase from Ensifer (Sinorhizobium) meliloti: 
Characterization of the unmodified enzyme. Biochemistry and Biophysics Reports, 3, 161-
168. doi: 10.1016/j.bbrep.2015.08.002 

Sardiello, M., Annunziata, I., Roma, G., & Ballabio, A. (2005). Sulfatases and sulfatase modifying 
factors: an exclusive and promiscuous relationship. Hum Mol Genet, 14(21), 3203-3217. doi: 
10.1093/hmg/ddi351 

Scott, J. M., & Spencer, B. (1968). Regulation of choline sulphatase synthesis and activity in 
Aspergillus nidulans. Biochem J, 106(2), 471-477.  

Sowadski, J. M., Handschumacher, M. D., Murthy, H. M., Foster, B. A., & Wyckoff, H. W. (1985). 
Refined structure of alkaline phosphatase from Escherichia coli at 2.8 A resolution. J Mol 
Biol, 186(2), 417-433.  

Stawoska, I., Gaweda, S., Bielak-Lakomska, M., Brindell, M., Lewinski, K., Laidler, P., & Stochel, G. 
(2010). Mechanistic studies of the hydrolysis of p-nitrophenyl sulfate catalyzed by 
arylsulfatase from Helix pomatia. Journal of Coordination Chemistry, 63(14-16), 2472-2487. 
doi: Doi 10.1080/00958972.2010.500377 

Takebe, I. (1961). Isolation and characterization of a new enzyme choline sulfatase. J Biochem, 50, 
245-255.  

Todd, M. J., & Gomez, J. (2001). Enzyme kinetics determined using calorimetry: a general assay for 
enzyme activity? Anal Biochem, 296(2), 179-187. doi: 10.1006/abio.2001.5218 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 86 

Referencias 

Toesch, M., Schober, M., & Faber, K. (2014). Microbial alkyl- and aryl-sulfatases: mechanism, 
occurrence, screening and stereoselectivities. Appl Microbiol Biotechnol, 98(4), 1485-1496. 
doi: 10.1007/s00253-013-5438-0 

van Loo, B., Jonas, S., Babtie, A. C., Benjdia, A., Berteau, O., Hyvonen, M., & Hollfelder, F. (2010). An 
efficient, multiply promiscuous hydrolase in the alkaline phosphatase superfamily. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 107(7), 2740-2745. doi: 10.1073/pnas.09039511070903951107 [pii] 

von Figura, K., Schmidt, B., Selmer, T., & Dierks, T. (1998). A novel protein modification generating 
an aldehyde group in sulfatases: its role in catalysis and disease. Bioessays, 20(6), 505-510. 
doi: 10.1002/(SICI)1521-1878(199806)20:6<505::AID-BIES9>3.0.CO;2-K 

Wiegmann, E. M., Westendorf, E., Kalus, I., Pringle, T. H., Lubke, T., & Dierks, T. (2013). Arylsulfatase 
K, a novel lysosomal sulfatase. J Biol Chem, 288(42), 30019-30028. doi: 
10.1074/jbc.M113.499541 

Wittstock, U., Fischer, M., Svendsen, I., & Halkier, B. A. (2000). Cloning and characterization of two 
cDNAs encoding sulfatases in the Roman snail, Helix pomatia. IUBMB Life, 49(1), 71-76. doi: 
10.1080/713803591 

Wolfenden, R., & Snider, M. J. (2001). The depth of chemical time and the power of enzymes as 
catalysts. Acc Chem Res, 34(12), 938-945.  

Woolley, D. W., & Peterson, W. H. (1937). The chemistry of mold tissue XIV. Isolation of cyclic choline 
sulfate from Aspergillus sydowi. Journal of Biological Chemistry, 122(1), 213-218.  

Young, J. M. (2010). Sinorhizobium versus Ensifer: may a taxonomy subcommittee of the ICSP 
contradict the Judicial Commission? Int J Syst Evol Microbiol, 60(Pt 7), 1711-1713. doi: 
10.1099/ijs.0.025163-0 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 87 

Anexo 

 Anexo 

 

 

Parte del trabajo realizado durante los estudios de doctorado fueron publicados 

en: 

Sánchez-Romero J.J., Olguin L. (2015). ”Choline sulfatase from Ensifer 

(Sinorhizobium) meliloti: Characterization of the unmodified enzyme” Biochemistry 

and Biophysics Reports, Volume 3, September, Pages 161-168. 

doi:10.1016/j.bbrep.2015.08.002 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 88 

Anexo 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 89 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 90 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 91 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 92 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 93 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 94 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 95 

Anexo 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/

	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Objetivos
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Referencias
	9. Anexo


