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RESUMEN

La biomemediacion enzimatica es una tecnologia derivada de la bloremediacion
con la finalidad de disminuir los efectos indeseables de los contaminantes en el
ambiente. Entre los contaminantes mas peligrasos se encuentran los dencminados
persistentes, que en su mayaria son compuestos orgarscloradas. Su persistencia
en el ambiente se debe principaimente a su estabiioad fisica y quimica, asi come a
Ia baja biodegradabilidad en el amoiente. En wabajos realizados previamente par
nuestro grupo de investigacion, en el labaratorio de bioquimica toxicologica, se
encontro que Ja planta Ocimun Basiicum tienc un efeclo biorremediador sobre el
endosulfan, ur plaguicda organaclorado. En el proceso de biorremediacion
realizado por Iz planta, se encontraron datos ue sugieren que la enzima GST iene
un papet activo, Lo anterior se refuerza con datos bibliograficos que sustentan que
la enzima GST tiene Ia capacidad para biodegradar compuestos organocloradas,
Por atro lado, algunos estudios sugieren que las enzimas dioxiganasas catalizan la

6n de aromaticos y Debido a lo anterior
es probable el uso de ambas enzimas para binrremediar los conaminantes
persistentes organacloradas.

En este trabajo de investigacion se propuso clonar y producir la enzima
recombinante GST y analizar secuencias de la catecul-2 3-dioxigenasa para su
posterior clonacion. Se han seleccionado dichas enzimas por su capacidad de
q este estudio tiene como
finalidad sentar las bases bioquimicas que nos permilan utiizar estas enzimas en
un biorreactor, que permia utiizar esta tecnologia en la bioremediacion de suelos
contaminados.




Maestria en Ciencias Ambientales CBAP.

1. INTRODUCCION

A causa de la gran demanda antropogenica alimentaria, industrial y tecnologica, se
ha ampliado la produccion de monocultivos agricolas y la liberacion de desechos
téxicos en el mundo. Lo cual ha llevado a una inestabilidad en los ecosistemas. Esto
ha provacado, plagas indeseables en las cosechas y en las comuridades. Por lo

que, el uso de organicos como los es

abundante y en muchas ocasiones na maderado, causan sroblemas importantes de

salud (cancer, dafios entre olros) y
y pérdida de (Souza, 2013).

En 2001, en la convencion de Estecalmo se establecio "La docena toxica” formada
por los compuestos mas persistentes y 16xicos para el humano y el ambiente
Destacando los organaciorados (convenio de Estocolmo, 2011). £ convenio busca
medidas sustentables para disminuir o eliminar la presercia de estos compuestos

Por esta razon, se debe destacar el valor de desarrollar tecnologias sostenibles
como; la biorremediacion como altemativa para saneamiento ambiental. La
biorremediacion puede disminuir o efiminar compuestos arganicos persistentes del
ambiente, con el uso de organismos o derivados de ellos como son las enzimas. A
la que se le llama biorremediacion enzimatica. Esta tecnolagia utiliza enzimas para
transformar contarinantes. Se ha demostrado que las enzimas tienen mecanismos
para degradar Das enzimas imp: que se han
propuesto es Ghutation-S-transferasa y la catecal 2,3 cioxigenasa.

Durante el desarrollo del presente trabajo 36 clond el gen de la enzima GST usando
el ptasmido pGEX-6p-2. se expresd, purifico y se determinG su actividad enzimética

Se buscaron las secuencias del gen nahH, que cadifica para Ia enzima catecol 2.3
dioxigenasa, en diversas especies de Pseudomonas y se analizaron por
multialineamientos ~ con el piograma  Clustal W
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?/  La  idenlificacion de dos  secuencias
conservadas que flanquean la longitud completa del ger parmitia disefiar un par de
aliganucledtidos complementarios para la abtencion completa del gen y su postenor
clonacien en un vector de expresion. La expresian de los genes de las enzimas
Glutation-S-transferasa y Catecol 2.3 dioxigenasa clonadas permitira su uso
posterior en de suelos con sl0s organicos
persistentes como los organaclorados
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2. MARCO TEORICQ

2.1 Contaminantes organicos persistentes

Los compuestos arganicos persistentes (COPs) son generadas por la actividades
antropogénicas como las industiales, alimenticias y tecnologicas. Estos
compuestos, son llamades asi, debido a su_acumulacion y dificil degradacion del
ambiente y de las organismos (5 aitos 0 mas) (EPA, 2004). Esto causa graves danos
en el ambiente y & fa salud humana (Canvencion de Estocotmo, 2002).

La exposicion a los COPs esté vinculado a muchas enfermedades cronicas, como
la diatetes y las enf pérdida de y
desertificacion en los ecosistemas (Lee y Jacobs, 2014). Mucho de estos efectos
adversos se debe a la persistencia de esios compuestos en el ambiente. Esta
persistencia es causada principalmente por las siguientes razones

= Son resistentes al ataque rapido de los microrganismos
+ Son metabolizados muy lentamente en la naturaleza
= Algunos son eliminados en ciertos ambientes, y en otros no.

Oira de las razones de la persistencia de estos compuestos es su esiabilidad y
composicion quimica; son Gompuestas aramaticos que derivan del aniflo bencénico
Este anillo posee una estructura quimica resonante o que les da una elevada
estabilidad termodinamica, siendo por ello dificiles de atacar fisico-quimicamente
por la radiacien ultravioieta, oxidacion, acidez, etc., asi coma biolgicamente. Son
de baja polaridad, lo que les confiere que sean paco hidrosolubles y muy

que les permite larse faciimente en los
organismos yio que pasen facimente a lravés de las cadenas tréficas, con lo que
se biomagnifica su presancia {Alexander. 1999).

La convencién de Estocolma, surge en 2001, can &l objeta de proleger I salud
humana y el ambiente frente a l0s diversos COPs, asi como promover [as mejores
tecnologias disponibles para elimnarios. El Convenio proguso a una docena ds
COPs. como; la "docena toxica® (Tabla 1), debido a sus efectos ambientales y su
persistencia en el interior del cuerpa humano, 13 mayorfa de ellos, compuestos
organodlorados representan el 87% de dicha lista. En el 2009, se agregaron diez
compuestos més a I lista (The Nes POPs), entre los que se encuentran siele
plaguicidas organaciorados (Convenio de Estocolmo, 2010)
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Tabla 1. Primera lista de COPs establecida por el convenio de Estocolmo. £1converia
se €12l 2010 se propusieron os tes com toxicos, porlo que
55 fe. noming "La docena Wrica”

Compusstos organicos persistentes

= Aldrina = Bifeniios policiorados (PBC)

= Hepiacioro = Diclro Difenil Tricloroetano (DDT)
* Clordana = Hexaclrobenceno

* Dieldrina - Mirex

- Dioxinas - Toxaleno

- Endina « Furanos

Corvenio de Estacaim. 2008

2.2 Plaguicidas organcclorados.

Los plaguicidas organoclorados, fueron sintalizados a finales del siglo XX, con la
finalidad de combatr plagas de insectos, tanto en la industria como en la agricultura;
loque provacd su amplia distribucion en la biosfera (Hwang, 2014). A principios de
la década de los 70, fueron los plaguicidas con mayor apiicacion agricola

Quimicamente son moléculas orgénicas, ciya esirucura general corresponde a

tener. tomos de oxigeno, azufre, 0 ambos,
y todos ellos contienen zmllos ciclicos o aromaticos en su estructura. En la Figura 1
se ejempiifica la estructura quimica de algunos compuestos organaclorados
(Tomado de, Narvez y col, 2012). Poseen baja solubilidad en agua, efevada
solubilidad en compuestas organicos, baje presion de vapor y alta estabilidad
quimica. Todo lo anterior los hace dificiles de degradar por los organismos, lo que
los convierte en compusstos persistentes (Akber y col., 2013)

Lo

Figura 1. Estructura quimica ce los organoclorados.



Los plaguicidas organociorados en humanos, pueden ingresar al organismo por
ingestion, inhalacion, o por contacto en la piel. Una vez absorbidos se almacenan
generalmente en el tejido adiposo (Narvaez y cal., 2012). La exposicion prolangada
o crénica a estos compuestos, puede causar dafios de lipo: teratogénicos como
malformaciones en @l feto, mutagénesis que pueden causar retrasos mentales,
carcinogénicos, atrafias al sistema nervioso central, entre otres (Darko y col., 2008)

Causan muerte en peces, adelgazamiento en el cascardn de huevos de aves, e
infertiidad en mamiferos. En ecosistemas nalurales y agroindustriales provacan
desertificacian de suelos y grandes pérdidas econdmicas (Liu y col,, 2012). Los
organaciorados fusron prohibidos en el mundo a mediadas de la década de los 70°s
por la EPA (Environmental Protection Agency). Sin embargo, en algunos paises
como México se siguen Ltilizando sin ningdn control (Darko y col., 2008).

Los organociorados pueden ademas bioacumularse y biomagnficarse. Eso hace
que cuando estan acumulados en el organismo, limiten su biodisponibilidad hacia
otros organismas, por lo Gue estos sirven de reservorio para el contaminante; de tal
forma que. hasta que el organismo muere el contaminante se “desplaza’ ya sea en
la red wofica o regresa al ambiente. En el ambiente, la mayoria de los
organaclarados slcanzan entre el 75 y el 100 % de su degradacion en un tiempo de
43 30afios (Sankararamakrishnan y col., 2005)

2.3 Biorremediacion.

La biorremediacion es una estrategia de saneamiento amviental, donde se ulilizan
animales, plantas, micraorganismos o derivados de ellos como las enzimas, para
disminuir o eliminar los efectos indeseados de los contaminantes en el ambiente
(Veldzquez y col, 2012). La biorremediacion surgié como una rama de la
biotecnologia, @ mediados det siglo XX con las primeras investigaciones para
identificar el potencial de los microorganismos para degradar contaminantes
(Valiejos y col., 2013). En la actualidad, se han desarrallado diversas proyectos con
el uso de fa bioremediacion, por lo que la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
de los Estados Unidos de América la ha recomendado como una tecnologla
adecuada para la sanacisn ambiental (EPA. 2000). Devido a las diferentes
problematicas ambientales, se han adecuado diferentes lipos de biomemedicion
como se muestra en la Figura 2. Elegir el tipo de biomremediacion a utilizar ante un
problema de contaminacion depende de la naturaleza def contaminante, del
ecosistema y de las ventajas propias del organisma o compuesto remediador.




Compertes

Figura 2. Ejemplos de biorremediacion. Tomado y modificado de Olguin y col, 2007

El uso de y plantas para
remediar ambientes contaminados es un drea prometedora y creciente de la
biolecnologia ambiental. Una de las desventajas de estas dos herramientas es la
produccion de biomasa, que pareceria no tener ningun problema si se degrada el
contaminante organico hasta compuestos minerales. Sin embargo, cuando el
contaminante no es totalmente degradado, los contaminantes se confinan en una
biomasa cada vez mayor. debido a que los microorganismos pueden sequir
reproduciéndose y las plantas seguir creciendo (Velazquez y Mufiiz, 2013)

€n el laboratorio de bioguimica toxicologica ds la Universidad Autérioma de Nayarit
se realizo un proyecto de biorremediacion usando a la planta Ocimum basilicum L.
como modelo. La exposicion de la planta al compuesto organoclorado endosulfan
fue a través del suelo. Se abservé que Ia planta redujo los niveles de endosulfan,
por lo que se sugiria un proceso de degradacién del contaminante donde enzimas
como la glutatin S-Transferasa (GST), podrian estar participando. Por Io que se
realizaron ensayos especificos para medir la actividad enzimética de la GST y se
observaron variaciones de acuerdo al érgano de la planta (incluyendo raiz y
rizésfera) y la concentracion de endosulfén a la que estuvo expuesta (Ramirez et
al, 2013). Este rabajo ejemplific ciaramente que la albahaca, de manera similar a
otras plantas, s una planta fitoremediadora; cuya efecto puede



ser explicado en términos de las capacidades de biotransformacion de la planta o
de su rizosfera.

Por esta razan. se ha propuesto el uso de otras tecnaloglas coma la biarremediacion
enzimalica, debido a que éstas son las principales implicadas en los procesos de
G o enlos

2.4 Biorremediacion enzimatica.

Las enzimas son catalizadores biolégicos que facilitan la conversion de sustratos en
productos, proporcionando condiciones favorables que disrinuyen la energia de
activacion de la reaccién (Chandrakant y Shwetha, 2011). Para hacer
biorremediacién enzimatica se deben hacer inicialmente pruebas degradacién de
xenobidticos preferentemente con bacterias. Como por ejemplo en los
6 la solutle esla da de realizar

la primera oxidacion catabdlica del metano, pero ademas es activa sobre
compuestos aromaticos policiclicos y una gran variedad de substancias derivadas
del petroleo consideradas como contaminantes (Inastroza, 2011). Esto se debe a
que las enzimas son las principales participantes en los procesos de
de de (Copley, 2009, Ramirez,

2013).

Las enzimas aisladas de no pierden sus ¥ pueden
ser mas eficaces cuando se purifican (Arias, 2012), Muchos enfoques de ingenieria
genética se han desarrallado para demostrar la utiidad de las en n los
procesos de degradacian de xenobiéticos (Velazquez y Mufiz 2013, Capley 2009).

La biorremediacion enzimatica consiste en utlizar la capacidad catalizadera, eficaz,
estable, promiscua, y degradativa de las enzimas, con el fin de degradar sustancias
nocivas del ambiente (Copley, 20009).

Las enzimas seleccionadas para biorremediacién deberan tener caracteristicas
Gnicas, coma: actividad promiscua, estabilidad, eficacia y bajo costa de produccitn,
entre otras, de tal forma que resulte sustentable su Uso como remediadoras de
ambientes contaminados (Velazquez y Muniz, 2013). En la Tabla 2 se muestran las
principales venlajas y desventajas del uso de enzimas como biorremediadores
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Para llevwsr & cabo la biorremediacian basada en el uso de enimas, se han sugerido
diversas famiias de estas, como las peroxidasas y oxidasas, lransferasas y
oxigenasas.

Tabla 2. Ventajas y desventajas del uso de enzimas en biorremediacién

Ventajas Desventajas

= Nogeneran biomasa. = Puede ser dfici asiacas

+ Tonsomor iy sesieurs:. = Aliiclohayquotscatmuchas prisbas de
o pare  determinar  que

Eomaminantes, nasadmioila s |  eraimaa son on degradaarss, osto
eiminarla puedo llevar arios

« Son el prncipal efeclor de todas las |+ Iniciamente el proscso de asiamiento y
transfarmaciones gue ceure en la | purificacion es costosa
biota

Son catalizaderes ya sea con uno o
varios sustralcs (promiscuas),

- Se puede utlizar en  altas
concentraciones del contaminante

Estabildad, ya que, no  son
consumidas durante fa catalisis.

T7abia 17 €A, 2000, Corlay. 2009, Chandrakanty cal 2011, VeBzquer Formndar y cal 2013).

« Peroxidasas y oxidasas: son producidas por bacterias, hangos, plantas y
animales. Participan en I3 respuesta celular al dafio cxidativo.
Transferasas: son producidas en bacterias, hongos. algas planias y
animales. Calalizan el traspaso de ur grupo quimico {metilo, aldenido
glucosilo, amino, etc) a otra molécula. Participan principalmenta en la
proteccién celular al dafio oxidativo,

Oxigenasas: son producidas por plantas, hongos y bacterias. Oxidan

sustratos mediante la de uno o dos oxigenos.
y Dicsigenssas). Participan en la proteccion celular como respuesta
xenobidticos.

2.5 Glutation S transferasa.

A partir del conocimiento de las enzimas para biodegradacién de contaminantes y
mediante técnicas de ingenierla genética, se han desarroliado estrategias de
eliminacién de contaminantes como es el caso, det uso de la glutatién S-transferasa
(GST) del grupo de las translerasas y las dioxigenasas del grupo de la



como catecol 2,3 dioxigenasa del grupo de las oxigenasas. Estas enzimas  estén
presentes en casi todos los organismos y pueden degradar compuestas aromaticas
y halogenados. Estas enzimas muestran ventajas sobre olras enzimas como las
citocromo P450, que al degradar este tipo de campuestos generan epoxidos toxicos
(Velazquez y cols, 2012). De entre las transferasas conocidas, la GST es Ia
principal implicada en la para fines de GsT
pertenece a una superfamilia de enzimas que se han encontrado en bacterias.
hangos, algas, plantas y animales (Velazquez y col., 2012). Catalizan 2 conjugacion
del glutauon endégeno a una variedad de compuestos electrafilicos como parte del
mecanismo de defensa de mgamsmcs conlra toxicos (Cota, 2010). Por ejemplo,
teer la capacidad de biodegradar
pentaclorofenal mediante la luncmn de varias enzimas siendo una de ellas la GST
(Huan y col., 2008).

La GST cataliza el ataque nucleofilico del sustralo fisiologico aiutation (GSH) sobre
el centro electréfilo de un gran nimera de estructuras toxicas (Fig. 3). EI GSH es
cosustrato de las GST, es un compueslo de bajo peso molecular con grupo
sulfhidrilo (-SH). formado por fos aminoécidos: 4cido glutamico, glicina y cisteina
(Martinez y col.,2006).

Figura 3. Modelos de reacciones catalizadas por GST. Se riugstran ejemplas
Featain ds des-halogenacion (A) y O-dealqudacion (3). Tamado ds velgsauar. Famandez
yeol, 2012

La superfamilia de enzimas GST tienen un peso molecular de aproximadamente 25
KDa: se clasifican en « (alfa), & (delta),  (mu), x (kappa), 0 (teta), ¢ (zeta), = (pi), ¢
(tau), @ (omega) y microsomal. Estas se diferencian en su secuencia, propiedades
inmunologicas y papel fisalégica (Hayes y col.. 1995). La clase =
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participa e los mecanismos de desintoxicacion de herbicidas, mientras que : puede
ser inducida por ataque de palégencs, metales pesados, dafio oxidativo y estrés
térmico (Frova, 2003).La GST es uno de los pocos ejemplos de enzimas que puedes
verse involucradas en las tres fases de la biotransformacion, es decir, pueden
catalizar reacciones ce deshalogenacion. oxidacion. reduccian e hidrdlisis (fase 1),

(fase Il y (1), Esto resulta muy interesante, en
especial porque esta enzima se encuentra evalutivamente conservada, lo que
quiere decir es que se encuentran en una gran variedad de organismos (Ramirez,
2013}

2.6 Dioxigenasa (Catecol 2,3 dioxigenasa)

Se ha reportado Ja de las en i de
contaminantes recalcitrantes como fenantreno, fluoranteno y benzopireno {Melchor
y col, 2013). Ademés. se ha demostrado que dioxigenasas bacterianas son
responsables de la biodegradacién in silu del naftaleno, benzeno, tolueno,
athylbenzeno, y xylenoand en sedimentos contaminadas (Jean y col., 2003, Melchor
y col. 2013) Bacosaa y Inouea, 2014, Hassan y col, 2014 ). Una de estas
dioxegenasas es Ia catecol 2,3 dioxigenasa (Hassan y col., 2014) (EC 1.13.11.2)
Esta enzima pertenece a la familia de las intradiol dioxigenasas, esta formada por
cuatro subunidades idénticas de 32 kDa y contiene un cation ferroso en cada
subunidad, El rango de sustrato de esta enzima es bastante amplio, oxida 3-metil-,
3-etil-, 4-metil- y 4-cloro-catecol (Kaitlyny col., 2014). Esta presente en varios tipos
de bacterias en las del género Esta enzima rompe

anillos aromaticos de varios contaminantes ambientales, tales como derivados de
toluena, xileno, naftaleno y bilenilo (Figura 4) (Ajao y cal., 2012),

Figura 4, Mecanismo de accion de dioxigenasas en CoMPUEStos aromaticos. A) anilo
aromatico hidroxilante dioxigenasa; B) dioxigenasa escision anillo extadiol, y C) inlradiol
escision de anilios dioxigenasa (Arora y cols. 2009).
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GST y catecol 2,3 dioxigenasa podrian ser ulilizadas para llevar a cabo procesos de
6 para fines industrial

Mediante el uso de técnicas de ingenieria genética como la transformacion

bacteriana, es posible produci una gran cantidad de enzimas (Copley, 2009). Sin

embargo, se debe estudiar para conocer sus caracteristicas enzimaticas y saber si

es adecuada o no para su uso en biorreactores

2.7 Plasmido pGEX-6P-2.

Un vector de expresion, o construccion de expresion, es usualmente un plasmido
disefiado para la expresion de la proteina en las células. Se uliliza para introducic
un gen especifico en una célula diana, y que esta produzca la proteina objetivo. E1
plasmido est disenado para contener secuencias reguladoras que actian como
potenciador y regiones promotoras y dar lugar a fa transcripcion eficiente del gen
(Douillarda y col., 2011). Este vector es portador de la secuencia de expresion de la
enzima (GST; EC 2.5.1.18) de 25 kDa. La enzima fue aislada del parasito
Schistosoma japonicum helmintosm por Smith y Johnson en 1988 Este vector esta
compuesto por un origen de replicacién, un gen lac! (gen regulador), y lacZ (gen de
B galactosidasa) un promotor tac que le permite ser inducible por IPTG, un gen que
confiere resistencia a ampicilina y un sitio miltiple clonaje (Figura 5) (Smith y
Johnson, 1988)
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Figura 5. Plasmido pGEX-6P-2. Se muestran los diferentes genes que lo conforman y fos
sitios de restriccién (imagen tomada de la campanfa Addgene). Las flechas moradas
serialan los sillos de corte de (as enzimas EcoRV'y Xhol
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2.8 Transformacion bacteriana,

Para poder expresar una enzima par incerieria genética, es necesario dos
elementos fundamentales, los cuales son; el vectores de expresion y la célula
hospedera. El vector lleva la secuencia del gen, y el hospedera es I3 célula donde
se introducira este vectar. a este proceso se le conace como transformacion. La
transformacion genética ocurre cuando una célula incorpora dentro de efla material
genélico extgeno, esto puede ser de manera natural o in vitro, para que estas
células expresen un nuevo segmento de DNA (Brack, 2009)

El proceso de transformacion genélica puede ser natural o por ingenieria genética
preferentemente en bacterias, por la facil reproducibilidad y manejo de estos
organismos. Para poder transformar una célula o bacteria in vitro, es necesario que
previamente se les haya hecho compelentes, 0 sea, que sean capaces de tomar el
plasmido exégeno de una manera eficiente. Para ello, existen diferentes métodos.
Los mas usuales por su éxito en la transfarmacion son la, choque érmica y por
poros hechos por calcio. La electroporacion consiste en inducir la competencia
mediante la aplicacién de un pulso eléctrico muy breve e intenso (Frandsena y cal.,
2014). La competencia por media del Ca2+ mas la combinacion e la temperatura,
auments la porosidad de la membrana celular. o que facilita la asimilacion de los
plasmidos (Brzezinski y col., 2012). El choque lémmico, se refiere al uso de
gradientes extremos de lemperatura que va desde 85 °C a -80 °C por periodos
establecidos de iempo, para lograr una membrana mas permeable para la
asimilacion del plasmido (Brock, 2009)

Escherichia coli BL21 en una de Ias bacterias que pos
necesarios para realizar los procesos de transcripcion y traduccion, es una de las
bacterias que es defectiva en las proteasas OmpT y Lon, involucradas en la
degradacion de proteinas, 1o que la hace a la cepa de E. coli BL21 mas utilizada e
tecnicas de clonacian plasmidica (Wildt y col., 2005)

& los elementos génicos
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los OrgaANIcos persi: causan dafios y de salud, la
mayoria de estos compuestos son relativamente nuevos en el ambiente debido a
su origen sintético (actualmente a nivel mundial, s liberan al ario entre 80,000 y
120,000 de estos compuestos al ambiente) y su degradacion natural s poca o nula.
€1 87% de eslos son plaguicidas los cuales causan
darios neurotéxicos, que afectan tanta a insecios Como a organismos no blanco,
provocando dafios fisicos, mentales e incluso la muerte. La poca informacion que
hasta ahora cc tiene acerca de la degradacion de eslos compuestos hace
imprescindible desarrallar tecnolngias de biorremediacion.

4. JUSTIFICACION

Las enzimas son las principales moléculas implicadas deniro de los procesos de
en los org : porlo que la

animatia resulla ser una estrategia sustentable que permita eliminar o disminuir
Ios contaminantes persistentes en el ambiente, coma los organacioradas. Existen
varios reportes donde se reconoce la capacidad de la glutation S ransferasa (GST)
y la catecol 23 (CaDiox), de de

halogenados. Por lo anterior se propane utilizar técnicas de ingenieria genética para
Ia produccién de GST y CaDiox para su posterior uso en biorremediacin.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener enzimas recombinantes con actividad de GST y dioxigenasa

5.2 Obietivos especificos

5.2.1 Produccion de la enzima recombinante GST.

522 6n de la GST ¥ 6n de su actividad.

5.2.3 Analisis bioinformatico de las secuencias de catecol 2,3 dioxigenasa.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Diseiio del estudio.

Con base en el abjetivo de estudio se trabaj6 con dos estrategias diferentes, una
para la enzima GST y otra para la dioxigenasa catecol

+ Produccién de la enzima recombinante GST. El vector de expresion pGEX-
6P-2 que se uso en este rabajo es un plasmido de 4,985 bp y fue donado por el
Doctor Alvaro Villarroel, de la Unidad de Biofisica Centro Mixto Consejo Superior
de Investigacion Cientifica -Universidad del Pais Vasco, Espafia. I gen que
codifica para la enzima glutation-S- transferasa se clond en este vector de
expresion. La estructura del plasmido PGEX-6P-2 se describe on la Figura §
brevemente; contiene un casette de resistencia a ampicilina y €1 gen GST cuya
expresion se encuenlra regulada bajo el promolor tac que le permite ser
inducible por IFTG. €1 vecior se utiliz6 para transformar 2 tipos de baclerias E.
coli BL21 por que permite una mejor expresion de proteina (Wildt y col.. 2008) y
E. coli BSJ que presenta una mayor probabilidad de clanacion Aunado a esto.
se establecio expresar la proteina para posteriormente purificaria por
cromatografia de afinidad y exclusién de tamario, para finaimente determinar su
actividad.

Estrategia de obtencion de la secuencia del gen nahH, El gen nahH. codifica
para I enzima catecol 2,3 dioxigenasa. Con la finalidad de obtener Ia secuencia
completa del gen nahH, se planted disenar un par de oligonuclestidos con
secuencias conservadas que permitieran abarcar Ia totalidad de amplificacion
del gen en Pseudomonas spp. Para disefiar el par de oligonucledtidos putativas,
se recurr6 al analisis bicinformatico de varias secuencias del gen nahH de
diferentes especies de Pseudomonas obtenidas de las bases de datos del NCBI
(National Center for y Kegg (Kyolo E of
Genes and Genomes). Se realizd un MSA (Mulliple Sequence Alignment) de las
de los genes nahH con ef progama Clustal W 2.1
. k/Togls/msalelustalw2! para definir 1as regiones constantes entre
s, ias que se usaron para el disefio de los oligonucledtidos Forward y
Reverse
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6.2, Produccion de |a enzima recombinante GST.
6.2.1 Preparacion de células competentes,

Previo @ la transformacin bacteriana, se obluvieron células competentes de
acuerdo a la écnica realizo segin el método de Sambrook, 1989, con algunas
madificaciones propuestas por el Dr. Villarrael, de la Unidad de Biofisica Centro
Mixto Consejo Superior de Investigacian Cientifica -Universidad del Pais Vasco,
Esparia. Brevemente; las cepas de £ coli BSJ y BL 21, se crecieron toda la noche
237C en 3 ml de medio LB. Posteriormente en un matraz Erlenmeyer de 500 mL
se adicionaron 200 mL del medio LB estéril y 2 mL de inoculo de los cultivos previos
por separado. Ambos frascos se incubaron por espacio de 2 a 3 horas a 37 °C con
agitacion a 250 rpm hasta lograr una ODsenn de 0.3. Una vez alcanzada la densidad
esperada, se centrifugo &l culivo a 2500 rpm por 12 min, el sobrenadante se
desecno y la biomasa bacteriana se resuspendio en 5 mL de una disolucion de 50
mmoliL CaClz previamente colocada sobre hielo. La suspension se colocd en hielo
durante 30 min. Pasado este tiempo las céluias fuercn nuevamente calectadas por
centrifugacién a 2500 ipm durante 10 min. Luega e eliminar el sobrenadante. el
precipitado celular se resuspendid en una mezcla de una disolucin de 50 mmolL
CaClz con glicerol al 20 %. Finalmente, allcucas de 200 4L fueron conservadas a -
“C

6.2.2 Transformacion de E. coli BSJ.

Una vez obtenidas las células competentes, se realizo primeramente la
transformacion de las células de £ coli BSJ por choque térmico segin el método
de Sambrook 1988 medificada en la unidad de biofisica de la UPV (Universidad del
pais Vasco). Brevemente, en un lubo ependorff de 1.5 mL se agregaron 1 ul de
plasmido a una concentracion de 1 ugluL, y 50 ul de células competentes. Las
celulas se colocaron en hiela par 20 min y posteriormente se incubaron por 455 en
termaplacas a 42 °C. A conlinuacién. se incubaron 5 min sobre hielo, y &l término
de esta incubacion se agregaron 500 UL de medio LB fresco y se incubaron
inmediatamente 45 min a 37 °C. Después de esto, el tubo se centrifugs 1 min a
13,000 rpr a temperalura ambiente y se elimind aproximadamente fa mitad de su
volumen. Con el volumen restante, se resuspendit el pellet y se sembro en masivo
en cajas cor agar LB con ampicilina 100 mg/mi, a 37 °C teda la noche.
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6.2.3 Extraccion plasmidica.

De las colonias bacterianas anteriormente cultvadas que fueron capaces de crecer
en agar con ampicilina se tomaron € colonias al azar. y se realizé la extiraccion
plasmidica por lisis alcalina de acuerds al Sambrook y col,, 1989, Las clonas se
cosecharon del agar por picadura y se crecieron en 3 ml de medio LB con ampicilina
100 mg/mL, 37 °C en agitacion tada Ia noche, por o més de 16 h,

Una vez crecidas las bacterias, se tomaron 2 ml. de este cultivo, se pasaron a tubos.
falcon de 2 mlL y se centrifugaron por 1 min a 13,000 g a 4 °C. Se eliming el
sobrenadante con una bomba de vacio. Al pellel resultante se le agregaron 150 ul
de TE (Tris-HCI 1 M pH 8, EDTA 0.5 M pH 7.5). los lubos se mezclaron “contra
gradilla”. Se les agragaron 150 kL de solucién de fisis SOS (NaOH 5 M, SDS 10%),
se volcaron los tubos 2 veces y rapidamenie sa agregaron 150 uL de sales de
neutralizacion (Acetato potasico 3 My Acido Acético 5 M). Se volearon otra vez dos
veces, se le agregaron 80 pl de fenol y se mezclaron en vortex tres veces por 2
seg. Después, las muestras se centrifugaron 5 min a 4 °C por 5 min. Se extrajo el
sobrenadante y fue pasado a tubos eppendorf de 15 ml, con 200 uL de
isopropanol, y se centrifugaron nuevamente § minutos & 13,000 rpm, a 4 °C. Se
extrajo el sobrenadante y se agregaron 200 p_ de etanol al 70%, se centrifugo igual
que los anteriores 3 pascs. Finalmente, se extrajo el sobrenadante y se dejaron
votatilizar los restos de stancl en el wbo en una carpana e flujo laminar, Una vez
volatizado el etanol s la agregaran 30 L de TE con RNAsa, y se guardaron en
congelacion a -20 °C.

6.2.4 Verificacién de la restriccion del plasmido pGEX-6P-

La reaccion por anzimas de restriccion se siguié sequn lo establecido en el manual
de Therma Scientific 2010. Para hacer la verificacion de restriccion se tuvo cuidada
en elegir enzimas que cortaran una sola vez el pldsmido, y que ambas compartieran
el buffer de reaccion. EI DNA plasmidico extraido de las bactenas previamente
transformadas, se digirié con las enzimas de restriceion EcoRV y Xhol. La mezcla
de reaccion de cada digestion contenian 0.2 L de cada una de las enzimas, 1 L
de DNA a digesir en un volumen final de 20 L. Las reacciones se incubaron foda
la noche a 37 °C. Los fragmentos esperados para este corts fueran 2 con un peso
1,811y 3,174 bps. Posteriormente, se carrié en un gel de agarosa al 1%, 6 muestras
de la extraccidn plasmidica digerida, usando como marcador molecular A EcoR),
Fermentas®a 110V por 1 h,
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6.2.5 Transformacion de E. coli BL21.

Las células competentes de E. coli BL21 se Uransformaron siguiendo este
procedimiento; en tubos eppendorf de 15 ml se agregaron 80 ul de T8
(Transformation Buffer of CaClz), 1 L de plasmido a una concentracion de 1ug/ul.
y se dejo en hielo por 20 min. Posteriorments, se dejo a temperatura ambiente 10
minulos, y se agregaron 100 uL de células competentes de E. coli BL21, para
después incubar por 45 minutos a 37 °C. A continuacion, los tubos se centrifugaron
& temperatura ambiente y se extrajeron 600 uL de sobrenadante, ef

pellet se resuspendia en o que resta de medio en el oo, y se tomaron 150 uL para
sembrar en agar LB con ampicilina. Se dejaran crecer toda la noche a 37 °C.

6.2.6 Expresion de GST.

La expresion de la proteina se realizo de acuerdo al métado descrito en GST Gene
Fusién System Handbook 1994. De las clonas que lograron crecer en el paso
anterior, se picaran 4 colonias, se crecieron en 3 mL de medio LB también con
ampicilna toda la noche a 37 °C en agitacion. De las bacterias E. coli BL2T
anteriormente crecidas o/n, se tomaron 4 indculos de 100 uL., y se agregé a 4 tubos
Falcon de 50 ML con 10 . de medio LB con ampiciina 100 mg/mL. Se incubo en
agitacion a 37 °C hasla lograr una DOuo nm. de 0.6 a 0.8, para después ser
inducidas con 5 kL IPTG 0.5 mM por 4 . Una vez observado el crecimiento, se
centrifugaron los tbos & 4 °C a 5,500 g por 15 min. Se desecho el sobrenadante
El pellet se resuspendi6 en 500 ul de PBS 1X a pH 7.4. El pelet celular se pasé a
tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior lisis por sonicacion. Los tubos con el
paquete calular se incubaran sobre hielo un cuarta frio a -4 °C. Para la lisis de la
célula se uso una sonda ullrasonic FISHERBRAND® con micropunta por 2 ciclos
90 seq. Hasta que el medio se viera transparente. Después de sonicar se
centrifugaron las muestras a 20,000 rpm por 30 min. a 4 °C, se extrajo el
sobrenadante y se vertié a tubos eppendorf de 1.5 mL. El pellet resultante se
resuspendio con 50 uL de PBS 1x (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl y 10 mM bufter de
fosfatos @ pH 7.4). Las muestras resuspendidas. se corrieron en un gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% a 110 V por casi 2 h

Una vez que se comprobd en el gel SDS-PAGE una banda de 25 kDa, que
correspande al peso de GST, se procedio a producida en gran cantidad, para
posteriormente purificaria. En un matraz Erenmeyer con 1 L de medio L8 con
ampiciinal00 mgiml. se agregs 1 mL de baclerias transformadas cracida
previamente en medio LB con ampicilina. Se incuba por en agitacion a 37 °C hasta
alcanzar una DOsosen de 0.6 2 0.8, posteriormente, la expresion se indujo

16
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con 500 ulde IPTG 1 mM por 3 h, Después, las células se centrifugaron a 20,000
rpm par 30 min a 4 °C. Una vez centrifugados, el litro de cultivo, se desechd
sobrenadante y el peflet se introdujo 2 nitrégeno liquido por 5 min. S resuspendio
el pellet en 25 mL de buffer PBS 1X pH 7.4 y se vertio posteriormente en un tubo
Falcon 50 mL para lisar las células. Se sénico por 10 min bajo (as mismas
condicianes anteriormente mencionadas. Una vez lisadas las células se cantrifugo
por 30 min a 20,000 rpm a 4 "C. Se recuperd todo el sobrenadante para con este
hacer la purificacion de la proteina.

6.2.7 Purificacion de proteina,

La purificacion de proteinas se realizd de acuerdo al métado de GST Gene Fusion
System Handbook 1994 usando el equipo de cromatografico Akta ® para la
parificacion de proteina. Los buffers requeridos fueran: buffer de elusion GST
(50mM Tris-HCI, 10 MM de GSH, pH 8.0), PBS 1X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl y 10
mM buffer de fosfatos a pH 7.4) y como fase estacionaria Glutation sefarosa
GSTraar GE® de 1 ml 2 4 °C con un flujo de 1 mL/min

Para nsertar la muestra de donde se pretendia purificar GST. Previamente La
columna se lavé con Agua mili Q, y para equilibrarla con buffer PBS 1X pH 7.4. Una
vez hecho esto se inyecté la muestra (15 mL). Primero en la cofumna se nicio
lavanda can el buffer PBS 1X pH 7.4, para eliminar las proteinas no fusran GST
Una vez heche esto se procedio a lavar con el buffer de elusion GST, finaimente
como lavado de fa columna se volvio & usar PBS 1X. Todas las fracciones las cuales
fueran de 1 ml., fueron colectadas en tubos eppendorf de 1.5 mL. Los resultados de
a de afinidad fusron enun que registrd
tada 1o eluido & una DOz .

Para tener una enzima cromatograficamente pura, se realizé una segunda
cromatografia, Cromatografia por exclusion molecular (SEC), esta lécnica realizd
segun el método Plerce® Glutathione Agarose de Thermo sciantific 1997. Para esta

se usd el equipo Akta ® Los buffers requeridos
fueron: bufier de elusién GST: (50mM Tris-HCI, pH 8.0 contiene 10 mM de alutation
reducido) y Buffer de lavada/calibracian: (50 mM Tris, 150 mi NaCl, pH 8.0). Se
ulilizd una columna Superdex 10/30 200, con un superloop de 500 pL todo esto se
realizé a una temperatura de 4 °C con un flujo de 0.5 mLmin

Para esta cromalografia se tomaron solo las fracciones de la cromatografia de
afinidad donde se observa GST. Estas fracciones fueron pasadas a una membrana
de dialisis de 25 mm, la cual fue sumergida en buffer PBS 1X pH 7.4 previamente
fitrada y se dejo sumergida loda fa nache a 4 °C. Antes de inyectar



v . . B

la muestra, primero se lavé la columna con agua mill-Q. y después se lavé con el
buffer de favado pH 8. Una vez lavada la columna se procedié a equiliorarla, para
est0 se us6 el mismo buffer de lavado. Cuando la columna estuvo equilibrada se
procedio a inyectar la muestra (2 mL). Después se uso el bufier de elusion para
obtener la enzima. Se obtuvieron 10 fracciones en tubas de 2 mL. Los resultados
de Ia cromatografia de sxclusion molecular fueron expresadns en un cromatograma.
se leyo a 280 nm

Se corrieron en un gel de poliacrilamida SDS PAGE al 12% a 200 V por 2 h, 3
fracoiones que correspondian a GST segin el pico indicado en cromatograma.
Como marcador molecular s usé kaleidoscope de Bio-Rad @ con un rango de 10-
250 kd. En el gel se colocaron solo las 3 elusiones que correspondian 3 GST seqin
&l pico indicado en cromatograma.

Finalmente, las fraccicnes que contenian la enzima GST se liofilizaron. Brevemente,
en una membrana de didlisis de 25 mm se vertieron solo las fracciones que habian
expresado ser GST, se sumergié la membrana en buffer PBS 1X pH de 7.4 toda la
nache a -4 °C. Después las elusiones fueron recolectadas en tubos eppendorf de
1.5 mL vertiendo en estos, sola 500 ul de las elusiones. Fueron colocadas en el
liofilizador que hizo un vacio de 30 mTarr a 17 °C durante 24 horas.

6.3 Determinacién de I actividad de GST.

Para calcular la actividad enzimatica, se utiizé el promedio de las diferencias del
cambio de absorbancia a 340 nm, después de restar Ia linea basal (blanco) y el
caeficiente de extincin molecular del producto (9,600 M em). La actividad
enzimética se expresé en nmales de producto/min mg de protefna total del extracto,

La determinacion de la actividad de GST se tomo coma sustrato estandar al CONB
(1-cloro-2.4 Esta on fue por
nuestro grupo de trabajo (Cota, 2010 y Ramirez, 2012). Con este procedimiento se
determina el cambio de absorbancia del producto del CDNB al ser conjugado con
GSH por la enzima GST para la farmacion del tioéster, en donde el pico mximo de
absorbancia se presenta a 340 nm (Ramirez, 2013). De esta manera, para
determinar la aclividad enzimética, se agregaron, en una celda de cuarzo (para
espectrofotomelria), 25 pl de CONB 40 mM a 900 plL del amortiguador
KHPOWK:HPOL 0.1 M (pH 6.5) mas §0 uL de GSH 0.1 M (pH 7.0) y el extracto
enzimatico. Se midié con el cambio de absorbancia a 340 nm cada 30 s durante los
tres primeros min. Previo a ello, se ley6 la linea basal antes de agregar
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el extracto enzimatico. Posteriormente, con los datos de las aoserbancias
resultantes se calcula el promedio del cambio de absorbancia por minuto con y sin
la enzima. Al cambio de absorbancia con la muestra enzimatica se le resté el cambic
de absorbancia basal. A partir de dicho dato se calculd la actividad enzimatica
utilizando el coeficiente de extincion molecular del producio (9,600 M- cm) (Habigyyyry 1
y Jakoby, 1981). Asl, la actvidad enzimatica se calculé mediante la siguiente
formula:

(Ecuacion 1)

Donde Ae=actividad enzimtica en nmoles de producto (en amoles oSISTEMADE By,
productofmineing de proteina). Ve=volumen del extracto enzimatico colocado en la
cubeta de cuarzo (en i), prot=concentracion de proteina (ver siguiante apartado)
n ese extracto enzimitica (en mgimi), c=coeficiente da extincién molecular (9,600
M cmrt), b=paso de la luz (1 em), 10°=factor de conversion de M a nmoles/mi,
promedio del cambio de de la muestialmin, Az=promedio del
cambio de absorbancia de la linea basal. Este cambio se calcula de I siguiente
manera

(Aes1=Ad)
05(n-1)

AA, (Ecuacién 2)
Donde Ay, es la medicion de absorbancia a un tiempo t, y Auws es la absarbancia del
tiempo siguiente. 0.5 es el factor de correccion para expresar |a diferencia por
minuto. porgue (as n (seis) medicianes se realizaron cada 30 s. De esta manera Aan
y Aac es el pramedio del cambio de las absorbancias de la muestra y de la finea
basal respectivamente.

6.4 Determinacion de proteinas totales

La determinacion de 2 prateina lotal se realizd mediante i métado de Foin-
Ciocalteu. La concentracian de proteina se calcula a partir de una curva estandar
con BSA a diferentes cancentraciones conocidas que van desde 0.001 a 1.5 ma/mL
La concenlracion de proteina en la muestra se calcula a partir de la interpolacion de
la absorbancia cbservada a 750 nm de la muestra en la curva estandar.Para esta
geterminacion se utiizan tres solucianes: solucién A (NaOH 2 g, Na:COs 10 g
tartrato de sodio y potasio 0.134 g, afarada a 500 mL can agua), solucién B (Sulfato
clprico al 0.5%) y solucién de Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich)
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En tubos de ensaye de 5 mL se hicieron reaccionar 2 ul de muestra de GST pura
con 2 mL del reactivo de Lowry (preparado e partes iguales de Ia sal. Ay 12 sol. 8)
y se agito en vortex. Despues sin ejar pasar liempo, se agregaron 100 ul del
reactivo. Folin-Ciocalteu y se agitaba en Vortex inmediatamente. Se dejaron
reaccionar par 40 a 50 min a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia a 750
nm en espectrofotémetro visible de Thermo Scientific®. Cada determinacion se
realizé por duplicado,

6.5 Diseio de oligonucledtidos para el gen nahM (catecol 2,3
dioxigenasa).

Para el disefio de los oligonucledlidos se tomé en cuenta las secuencias
de los sitios de fi tocol 2.3

o anterior, se usaron los siguientes programas informaticos,

Primero se lacalizo en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes), la secuencia codificante del gen catecol 2.3 dioxigenasa, después se
realizé un BLAST (Basic Local Alignment Search Toal), y se obtuvieron las
secuencias que se presentaron una identidad de mas del 90%. De las secuencias
obtenidas en BLAST, se realizé un mulialineamiento para identificar la secuencia
consenso enlre las 4reas del flanqueo del gen. Finalmente se usd la base de datos
MEME (Mulliple Expectation-maximization for Mot Elicitation) para identificar los
aminoacidos altamente conservados en las secuencias de flanqueo de la proteina
catecol 2,3 dioxigenasa
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7. RESULTADOS y DISCUSION
7.1 Transformacion de E.coli BSJ y BL21.

Se logrd transformar las células competentes de E.coli 8SJ. De estas células
transformadas seleccionadas en presencia de ampicilina, se tomaron 6 clonas para
hacerles extraccion plasmidica por miniprep con lisis alcalina. La verificacion de los.
plasmidos por medio de Ia digestion can las enzimas de restriccion EcoRV y Xho,
produjo dos bandas del tamario esperado, una de 1811 pb y la sequnda de 3,174
pb (Figura 6) EI esquema del plasmido pGEX-6P-2-GST mostrado en la Figura 5.
sefiala los sitios de corte de las enzimas usadas en este trabajo y los fragmentos producto
e estas digestiones. lo que comespande a los resultados obtenidos. Las bandas que se
observaron en el gel segin el marcador de pesc molecular, ABStE!, fueron las
esperadas

Figura 6. Fotagrafia escaneada de electroforesis de ADN plasmidico digerido con las
enzimas EcoRV y Xhol. Los plasmidos purificados a parti de seis clonas de £. <ol 8.,
wransformadas con el plasmida pGEX-6P-2-GST, se digineron con las enzimas EcoRY y
Xhol. €n los carrles 123 y 4 a 6 se muestran los productos de digestion observados en ur
gel de agarosa al 1% tefido can bromura de etidio al 1%. En &l carril marcado como 4. se
muestra el marcador de peso molecutar ABSIEN

Otras investigaciones ya han probado estos métodos obteniendo resultados
parecidos a los nuestros, como o hicieran en trabajos en el usa GST como proteina
de fusion. La proteina se expresd en E. coil BL21, transtormada con un vector
DGEX, can el segmento de GST situado en el extremo N-terminal sequido por la
proteina diana. Donde el uso de GST fue coma etiqueta de fusion fus &l esperado,
puesto que puede actuar como una chaperona para faciltar el plegamients de
grateinas (Harper y Speicher, 2011). Los plasmidos pGEX son

2
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comunmente utlizados por sus altos niveles de expresion de proteinas
recombinantes. El uso de £. coli BL21, se usa como un sistema de expresion muy
eficiente por la versatilidad que tiene para su posterior purificacion, ademas de ser
ideal para la expresion de protefna, por la delacion del gen ompT el cual confiere
una deficiencia de proteasas y con esto se evita degradar productos recombinantes
(Rojas, 2007)

7.2 Expresion de GST.

Después de ser confirmado el plé . se lransform con ef mismo la cepa
E.coll BL21 para expresar Ias proteinas GST. Las bacleras que fueron clonadas se
recrecieron, inducidas can IPTG para después lisarse, se extrajo la proteina y se
corrio en un gel de Gel de SDS-PAGE (Figura 8), donde se observaron bandas de
25 kDa que correspande al tamaiio esperado para la enzima GST

w17
St e

Figura 7. Gel de SDS-PAGE de eluslores de GST, Gel de SDS-PAGE (12% Bis-Tris) s
nimeros de los carmiles representan a las muestras fisadas enumeradas del 1 31 4. En el
cartl sin numaro se muesira el marcador de peso molecular kaleidoscape Bio-Rad,

7.3 Purificactén de la enzima GST por cromatografia de afinidad y de
exclusion por tamanio.

La purificacién de GST por afinidad (Figura 8-A) resulta ser una de las mas
acertadas para esta enzima sin que sufra desnaturaiizacién, como lo describe
Harper y Speicher, 2011. Con la cromatogafia de afinidad se logro purificar la
proteina glutatién y otras con éxito y se han utiiizado en estudios inmunologicos,
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deferminaciones de estructura, produccion de vacunas, proteina-proteina, y
estudios de interaccian proteina-DNA y olros andlisis bioquimicos (Harper y
Speicher, 2011)

Figura 8. Cromatogramas de purificacién de GST. En a figura A se muestra el resultado
de la cromatografla por afinidad con glutalion sefarosa, columna, GSTrap, 1 mijmin, 4° C,
a linea azul representa la absorbancia a 280 nm, ia linea verde indica el gradiente de la
elucitn. En la figura B se muestra el cramatograma por exclusién molecular GST, columna
‘Superdex 10/30 200 pg, 0.5 mimin, 4 °C. La linea azul representa la absorbancia a 280 nm.

Para el caso de la cromatografia por exclusion de tamafio (Figura 8-B) el pico
resultante implica el volumen de elucién que se determina desde la base det pico
hasta su_limite equivalente det principio o al final de Ia zona. Esta posicién de
elucien refleja el tamafio promedio de Ja proteina en su concentracion de carga
inicial entre mas alto el pica, mayor concentracin (Legaz y cal, 2011). Aunque bien
si se comparan ambos diagramas (Figura 8) el pico cromatografico es igualmente
puro, pues en ambos casos no se detectan contaminaciones u otras proteinas
diferentes a GST que habrian resultado con la aparicion de olros picos en el
cromatograma. De esta manera, la enzima tiene una gran confiablidad con respecto
a que se esta abtenienda la proteina pura
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En investigaciones recientes, la GST sigue siendo purificada por métodos
semejantes al nuestro como en el caso de Ghoshal y Ghosh en 2014, donde usan
a GST como etiqueta de un factor cancerigeno SFRP1. Se clond en pGEX-4T2
vector de expresion y la proteina recombinante se sobreexpreso en E. coli BL21
Para purificarla utilizaron cromatografia de afinidad de glutation agarosa y
finalmente la proteina purificada se caracterizo mediante Western Blot, y el analisis
de espectroscopia de dicroismo circular (Ghoshal y Ghosh, 2014). Aungue bien en
este caso GST no es la proteina objetivo.

Las eluciones resultantes de cromatografia de exclusion molecular, s corrieron en
Gel de SDS-PAGE al 12% para corroborar el peso y pureza de Ia proteina GST
(Figura 9). Se puede observar que de las fracciones 6 a 9 se observa una proteina
electroforéticamente pura, de 25 kDa que corresponde al tamario esperado para la
enzima GST

Figura 9. Gel de SDS-PAGE de las fracciones de GST. L

de exclusibn por tamafio se somefieron a electroforesis _de pahca:nlamma (12%)
desnaturalizante. Se muestra la banda que corresponde a GST. Los numeros del 1 al 10
senalan la fraccion cromatografica de exclusion por tamaio descrito en la Fig. 3. MW:
Marcador de peso molecular kaleidoskope de Bio-Rad

£l gel comobora lo obtenido en los cromatogramas. En el gel se puede ver que la
elucién 7 muestra una banda més abundante en comparacién en las otras lo cual
coincide con el pico alto del cromatograma de exclusion molecular. Por o que se
vuelve a observar una enzima pura.

7.4 Acti

lad enzimatica de GST.

A la proteina purificada se le determiné la actividad enzimatica y se observé la
absorbancia de! producto de la reaccion de GSH y CDNB a 340 nm. Dicha
determinacién se hizo por triplicado. Los resuttados se muestran en la Figura 10,

2
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La actividad de GST pura sin sustrato, no muestra actividad significativa puesto que
Ios valores oblenidos de absorbancia casi son constanles. La actividad de GST pura
con sustrato (CDNB mas GSH) es evidente con elincremento de la absorbancia del
producto. €1 valor de la actividad enzimdlica es de 1.2 + 0.2 10° pmoles
producto/miniyig proteina.

Finalmente, ta actividad oblenida de GST 1.2 £ 0.2 . 106 nmoles praducto/min/ug
proteina, demuestra que es mucho mas alla ue los obtenidos en atros estudios.
Sobre todo si se le compara con la actividad de GST en la bacteria de! presente
proyecto, la cual es viualmente cero.

Figura 10. Cambio de la absorbancia a 340 nm por GST. A GST purificada se colocé en
amortiguador de PBS 1X pH. 7.4 (pH 7.0). se le agreg6 CDNB 40 mM y GSH 0.1M (linea
azul) y GST_Como blanco se colocs la GST sin los sustralos a la misma cancentracion
(Iinea roja). Se muesira el promedio desviacion estandar de una muestra determninada por
triplicado.

En el mosquito Culex quinquefasciatus tras ser expuesto al xenobiélico
tambdacialotina present una actividad de GST (ufilizando CONB 40 mM y GSH,
y bufter de fosfato 0,1 M, pH 7,4) de 0.171 nmoles producto/miniug proteina (Diaz
y col., 2004). La actividad GST en la membrana sinovial de las aiculaciones
de animales equinos fue de 84,
45+7,92, nmoles produclolmlnlug protelna y en las la alteradas fue de 74, 88 4 5,
27 nmoles producta/min/ug protefna (Galleguillos y col., 2012), La actividad GST
esta presente en fracciones citosdlicas y mitocondriales analizadas. De acuerdo a
Frova (2003), Ia GST presente en mamiferos se relaciona mas con respuesta
inmune més que con respuesta a contaminantes. La estudiada en este proyecto de
arigen bacteriano se encuentra implicada mayormente en la degradacion de
compuestos xenabiblicos.
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Como se puede notar en las actividades enzimaticas ciladas anteriormente, es
mucho menar con respecto a fa obtenida en esta investigacion. Esto resulta de una
manera esperada puesto que un organismo natural ya sea expuesto o no, habra
atras enzimas o mecanismos que respondan a ciertos factores ambientales. Por ello
la actividad de la enzima se vera variable, a diferencia de cuando es GST pura. Lo
que si cabe destacar €s que en los estudios aqui citados, GST es una de las
enzimas que por lo regular se relaciona con la resistencia o repuesta de los
arganismos a compuestos contaminantes, siendo a veces esta sugerida como
posible degradadora, Pero cabe mencionar que aunque la enzima GST ha sido muy
estudiada desde su caracterizacidn a su purificacion, no femos encontrado

alafecha, sobre alg actividad de GST que se asemeje
3 l0s nuestros, es decir, donde se mida la actividad de la enzima pura. Todos los
reportes de investigacion encontrados, miden la actividad de esta enzima en
organismos, puesto que la enzima es tomada en cuenta como biomarcador, como
factor de resistencia, o en respuestas a dafio oxidativo.

En otras investigaciones también se ha puricado GST, pero es usada
frecuentemente como proteina fusionada y no como prateina objetivo como es
nuestro caso. En la investigacién de Harper y Speicher en 2011, par ejemplo, se
usé la GST como proteina de fusion del para inducir, la expresion de proteinas de
alto nivel y purificacion a partir de lisados de células bacterianas. El uso de GST
como una etiqueta de fusion es conveniente, ya que puede actuar como una
chaperona para facilitar el plegamiento de proteinas, y con frecuencia la proteina de
fusién se puede expresar como una proteina soluble en lugar de en cuerpos de
inclusien (Harper y Speicher, 2011). Por lo que resulta novedaso y sustentable,
nuestra propuesta de usar esta enzima con enfoques de remediacion ambiental,
como organicos del ambiente

7.5 Analisis de las ias del gen codif de fa
enzima catecol 2,3 dioxigenasa y disefio de oligonucleétidos.

En una busqueda detaliada de los 12,
se localizd al gen nahH de arigen cromosomal reportado para Pssudomonas putida
de origen ambiental (NCIB 9818-4) (Ghosala, 1987. Dennis y Zylstra, 2004), La
secuencia del gen se obtuvo de la base de datos Keeg (Kyato Encyclopedia of
Genes and Genomes hitp:/vwww genome jpikegg/)

Para diseriar de un par de que permitieran la total del
gen nahH, fue necesario realizar un analisis bicinformatico con Ia finalidad de
comprobar la identidad de la secuencia en ambos exiremos del gen. De igual forma,
se buscé la identidad de las regiones usando las secuencias de

%
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aminodcidos del praducto de los genes nahH analizados. Esta secuencia se obluvo
de la base de datos Keeg (Kyolo Encyclopedia of Genes and Genomes
ntip:/fwww.genome jplkegg/).

Con Ia secuencia de aminoacidos se realiz6 un BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) con el uso del programa blastp (disponible en
hitp:#fblast mehi.nim.nih.qov/Blast.cqi), del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Con lo anterior, se logré identificar las secuencias de enzimas calecol
2,3 dioxigenasa provenienles de diversos reportes de P. putida. Se seleccionaron
las secuencias que mostraron homologia con las criterios de e-value <0, identity
100%. La busqueda se realizo considerando el parametro "Non-redundant protein
sequences’ (Figura 11). Unicamente se consideraron secuencias homélogas de P,
putida (NCIB 9816-4), ya que es uno de los géneros bacterianos ambientales
reportados con capacidad degradativa de COPs, por la accién de la enzima catecol
2,3 dioxigenasa (Dennis y Zylstra, 2004). Lo anterior se realizo para poder
determinar la constancia o variabilidad en los extremos amino y carboxilo. Las
secuencias homélogas encontradas (Figura 12), se sometieron a un
mulialineamiento  por medio del programa  bioinformatico  ClustalW 2.1
ebi.ac.uk/Tools/msalclustahw2!.

Figura 11. BLAST de la secuencia de {os aminoacidos de la enzima catecol 2,3
dioxigenasa. P. putida NCIB 9816-4 results con fa mayor valores de identidad para a para
la enzima.

De un total de 10 secuencias analizadas, se muestran atineadas en |a Figura 13, las
tres primeras secuencias de aminoacidos. Como resultado del MSA, se determing
variabilidad en Ias regiones amino y carboxilo terminal de los aminoacidos (Figura
12). El numero de secuencias analizadas mostra diferencias no conservativas en
ambos extremos, por tanto esto es el resultado consecuente de diferencias a nivel
delas secuencias nucleatidicas. Por tanto, los resultados sugieren que para disefar
un par de oligonucledtidos que permitan ampificar el gen nahH en su tolalidad, se
debe considerar dichas Alrealzar el

se determino de igual forma diferencias en fa secuencia de ambos extremos




Maestria en Ciencias Ambientales CBAP.

L 9410907075101 0008374 10 Bl

Figura 12. Alineamiento miltiple los aminoacidos de la catecol 2,3 dioxigenasa. £I
MSA se realizé con el pragrama ClustalW 2.1 y e determinG variabildad en 1as regiones
amina (A) y carboxlo (B) terminal

En la Figura 13 se muestran los resultadas del MSA realizado a las secuencias
nucleatidicas del gen nahH oblenidas de la base de datos del NCBI En
consecuencia, al igual que se determiné variabilidad en las secuencias de
aminoécidos, estos resullados muestran la necesidad de trabajar con una cepa de
P. putida de coleccién y preferentemente, que su secuencia se encuentre reportada
en alguna de las bases de datos disponibles, por ejemplo Kegg y NCB. Lo anterior
para asegurar la amplificacion del gen buscado con el uso de los cligonucledtidos
que se diserien. N abstante, se disefiaron un par de oligonucledlidos para ambas
regiones. variables, los cuales consideran la incorporacion de degeneraciones
(Figura 13). Sin embargo, las oligonucledtidos propuestos incrementaron en mas de
un 50% la proporcion de G y C. Por lo anterior, se subraya una vez mas, la
importancia de realizar la amplificacion del gen nant de una cepa de P. putida cuya
secuencia se encuentre en la hase de datos, por ejemplo la cepa que se trabaj6 en
este andlis's (NGIB 9816-4)
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Figura 13. MSA def en nahi an sacuenclas de P. puida y olgonuedtidos
propuestos para su amplificacion. Se muestra el MSA para los extremos §' (A) y 3° (C)
del gen nahH. Considerando la varlabilidad encontrada en ambos extremos, se dlseﬁamn
los oligonucledlidos Forward (B)y Reverse (D), para lo cual se considero la incorporacion
de degeneraciones. Ambos oligonucleétidos, se marcan con una linea roja.

Por ofra parte, para el diserio de los oligonucieétidos, se deberan considerar agregar
las secuencias de corle enzimalico, con a finalidad de que el amplicon generado,
pueda ser clanado en un vector. Esta estrategia permiira la posterior expresion de
la enzima y finalmente su purificacion con usos en biorremediacion.
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8. CONCLUSIONES

La proteina GST recombinante mostr6 actvidad enzimatica.

La actividad de la enzima GST determinada en este trabajo fue de 1.2
0.2.10° nmoles producto/miniug proteina.

Las secuencias nucleotidicas del gen nanH que codiica para la enzima
catecol 2,3-dioxigenasa, presentan variavifidad en las regiones 5°y 3

Las secuencias de aminoacidos de la enzima catecol 2.3-dioxigenasa.
presentan variabilidad en las regianes amino y carboxilo terminal

La vanabiidad determinada por los andlisis bicinformaticos sugieren
amplificar el gen a partir de una cepa tipo cuya secuencia se encuentre
reportada en algunas de las bases de datos disponibles

9._PROSPECTIVAS

Amplificar el gen de fa dioxigenasa para su posterior clanacién, y purificacisn,
para su uso en biorremediacian.

Debido a la promiscuidad que la GST y a dioxiganasa presentan, padrian ser
ullizadas para bioremediar diferentes contarinantes. Por lo que se podria
probar su eficacia para degradar contaminantes aromaticos halogenados,

Crear un biorreactor con las enzimas, donde se puedan ingresar suelos
con parasu
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