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RESUMEN

Las esterasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de enlaces éster y son ampliamente
diversas en sus propiedades enzimaticas y especificidad de sustrato, lo cual las hace muy
atractivas para la industria alimentaria, formulaciones de detergentes, papel, etc. En las
Ultimas décadas las técnicas metagenomicas han permitido acceder a la diversidad
genética de los microorganismos directamente de su ambiente, gracias a ello se han
descubierto nuevas enzimas. En el CICY se generd una biblioteca metagenomica a partir
de una muestra del Acuifero de Yucatan, se cloné el ADN metagenémico en el fésmido
pCC2fos y se transformé en la cepa E. coli Epi300 (Epicentre). Se identificaron 12 clonas
con actividad de esterasa y éstas fueron secuenciadas. El andlisis in silico permitio
identificar 4 marcos de lectura abiertos de esterasas a partir de 3 clonas que dieron
resultado positivo en el escrutinio funcional de esterasas. En una de estas clonas
denominada Fos 3, se identific6 un ORF con 91% de identidad con una esterasa de
Sphingobium yanoikuyae. La caracterizacion in silico revelé que el ORF EstAS3B
posiblemente pertenece a una nueva subfamilia dentro de la familia IV o a una nueva familia
y que posee el pentapéptido GFSAG. El modelamiento de EstAS3B indica que es un
homologo estructural de una esterasa metagendmica anotada en la base de datos de
proteinas como 4Q3K: A; Asi mismo el andlisis estructural bioinformatico permitié predecir
la posible aplicacion de la enzima, ya que se identificd la secuencia GAA en el agujero
oxianioén y esta secuencia se relaciona con enzimas que acttan sobre alcoholes terciarios;
este tipo de esterasas tienen un nicho en la sintesis de farmacos. Por otro lado, en la
caracterizacion cinética se determiné una de Km de 0.14 mM, temperatura 6ptima de 40 °C
y pH 6ptimo de 7.5, actuando también a pH basico. Estos valores se encuentran en el rango
de las enzimas comerciales. Sus parametros cinéticos junto con sus caracteristicas
estructurales hacen de esta proteina, una enzima interesante por ser novedosa y por su

potencial de aplicacion en la industria farmacéutica.







ABSTRACT

Esterases are the enzymes that catalyze the hydrolysis of ester bonds; which are widely
diverse in its enzymatic properties and substrate specificity. These properties makes them
very attractive for the food industry, detergent formulations, paper, etc. In recent decades
the metagenomic techniques have allowed access to the genetic diversity of
microorganisms directly from their environment, in this manner new enzymes have been
discovered. In CICY, a metagenomic library was generated from Yucatan aquifer sample.
The metagenomic DNA was cloned into Fosmid Vector (pCC2fos) and transformed into E.
coli strain EPI1300 (Epicentre). Twelve clones with esterase activity were identified and then
sequenced. In silico analysis allowed to identify four esterase open reading frames (ORFs)
from three clones that gave positive results in the functional esterase scrutiny. Within those
clones, one named as Fos 3 having an ORF which has 91% identity with Sphingobium
yanoikuyae esterase. The in silico characterization revealed that EStAS3B ORF maybe
belong to a new subfamily (within the family IV) or a new family and having GFSAG
pentapeptide. EstAS3B modeling indicates that a structural homologue of a metagenomic
esterase annotated in the protein database as 4Q3K: A; Similarly, bioinformatic structural
analysis allowed predict the possible application of the enzyme, since the GAA sequence
was identified in the oxyanion hole. This sequence is related to the enzymes that acts on
tertiary alcohols. This type of esterases has a major role in the synthesis of drugs .Besides,
the kinetic characterization was determined as Km of 0.14 mM, optimum temperature of 40
° C and optimum pH of 7.5, and these enzymes could acts well also in basic pH. These
values were found in the commercial enzymes. Their kinetic parameters and structural
features made them an interesting enzyme and this innovation could be a potential

application in the pharmaceutical industry.







CAPITULO |

INTRODUCCION

Las enzimas lipoliticas, incluyen esterasas (EC 3.1.1) y lipasas (EC 3.1.1.3); son hidrolasas
de ésteres carboxilicos que catalizan el corte y formacién de enlaces éster. Las esterasas
hidrolizan enlaces éster de acidos grasos cadena corta (€ 10 carbonos), los cuales son
solubles en agua, mientras que las “lipasas verdaderas” muestran su maxima actividad
hacia los enlaces éster de acidos grasos de cadena larga (> 10 carbonos). (Arpigny y
Jaeger, 1999). Ambas, lipasas y esterasas, pertenecen a la superfamilia o/f hidrolasa y su
actividad catalitica se basa sobre una triada catalitica formada generalmente por los
residuos Ser-Asp/Glu-His (Bornscheuer, 2002).

En afios recientes se ha incrementado el uso de enzimas en diversas aplicaciones
industriales (Jisha et al., 2013), las cuales usualmente requieren de caracteristicas
particulares, tales como: especificidad de sustrato, alta velocidad de reaccién en un rango
de temperatura, pH y estabilidad, etc. Las esterasas tienen caracteristicas que las hacen
muy atractivas para aplicaciones industriales, tales como estabilidad en solventes
organicos, alta quimio y regio selectividad y porque no requieren de la adicion de cofactores
(Martinez-Martinez et al., 2013; Bornscheuer, 2002).

Actualmente, las esterasas se emplean en amplio rango de aplicaciones, principalmente en
la produccién de componentes enantiopuros en la sintesis quimica (Bornscheuer and
Kazlauskas, 1999), en la industria farmacéutica, como aditivos en detergentes, en la
produccién de cosméticos, alimentos y en la fabricacion de textiles (Cheng et al., 2014; Xin
y Ying, 2013).

Estas industrias demandan nuevas esterasas con caracteristicas especificas. Por lo cual
se haincrementado la blusqueda de esterasas con nuevas propiedades. En los dltimos afios
la busqueda ha sido compleja utilizando métodos tradicionales de microbiologia basados
en el cultivo de microorganismos. Con estos procedimientos solo se puede acceder al 1 %
de bacterias presentes en una muestra ambiental (Amann et al., 1995; Torsvik y Daae,
1990), lo cual ha sido muy restringido. La busqueda de actividades funcionales en
bibliotecas metagendémica ha demostrado que es una excelente opcion para el
descubrimiento de enzimas (De Santi et al., 2015; Hu et al., 2015; Kim et al., 2015), debido
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a gque estas tecnologias permiten la clonacién y expresion de genes de bacterias no
cultivables.

El estado de Yucatan, México alberga uno de los rios subterraneos mas grandes del mundo.
Este Acuifero contiene comunidades microbianas particulares (Schmitter et al., 2002;
Gamboa-Angulo et al., 2012), posiblemente debido a las condiciones tales como, falta de
luz, la riqueza de carbonato de calcio y el agua oligotréfica, por o que este ambiente es
atractivo para analisis metagendmico (Rojas et al., 2011) en la busqueda de enzimas

biotecnolégicamente Utiles.

En este trabajo, se identific6, a partir de una biblioteca metagenémica del Acuifero de
Yucatan y a través del escrutinio de 27 000 fésmidos, una nueva esterasa, a la cual se le
denomind EsStAS3B. Esta esterasa fue clonada, sobreexpresada y caracterizada
funcionalmente. El analisis in silico arrojé una identidad de 91 % con una esterasa de
Sphingobium yanoikuyae. Su caracterizacion estructural a través de la bioinformatica
sugiere que pertenece a una nueva familia de esterasas o a una subfamilia de esterasas

de la familia IV.
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ANTECEDENTES

Las enzimas son los catalizadores de las reacciones en los sistemas bioldgicos, cuyas

caracteristicas principales son la alta especificidad y velocidad de reaccion.

Las funciones fisioldgicas de las lipasas y esteraras no se conocen totalmente; se sabe que
su expresién depende de una compleja regulacion, mas alla de la hidrdlisis de grasas y
participan en el suministro de fuentes de carbono a la célula (Beisson et al., 2000). Ademas,
se sabe que muchas bacterias producen lipasas que actian como factores de virulencia
(Degrassi et al., 2008; Devescovi et al., 2007; Heurlier et al., 2004).

1.1.1 Esterasas y lipasas

Las enzimas lipoliticas —lipasas y esterasas- catalizan la hidrélisis de enlaces éster
mediante la adicién de agua entre los acidos grasos y el glicerol u otro residuo alcohdlico.
Las enzimas lipoliticas comprenden dos grupos que se diferencian por la longitud de los
acidos grasos sobre los que actian; las lipasas "verdaderas" actlian sobre acilgliceroles de
cadena larga (= 10 &tomos de carbono), los cuales son poco solubles en agua. La mayoria
de las lipasas actlan sobre sus sustratos en la interfase lipido-agua. Por su parte las
esterasas actlan preferentemente sobre acilgliceroles de cadena corta (< 10 atomos de
carbono) (Gilham y Lehner, 2005). En disolventes organicos, o cuando so6lo una pequefia
cantidad de agua esta presente, estas enzimas son capaces de catalizar la reaccion de
esterificacion o la transesterificacion, donde el residuo de un éster carbonilo se intercambia
con otro grupo carbonilo de un alcohol. Las reacciones de sintesis pueden ser de distintos
tipos: esterificacion (sintesis de un ester partir de un &cido carboxilico y un alcohol),
transesterificacion (intercambio de grupos entre un éster y un alcohol, reaccion de

nominada alcohdlisis, un éster y un acido, acidolisis, o dos esteres, interesterificacion) (Fig.
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1.1).
a O "
AJ\ + Hz O — - JJ\ + HO—R'
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Figura 1.1. Reacciones catalizadas por esterasas: a) Hidrélisis, b) Esterificacién y c)

Transesterificacion (Levisson et al., 2009).

1.1.2 Estructuray mecanismo de accion

El mecanismo de accion de las lipasas es el mismo para las esterasas, el cual consiste en
la hidrélisis de un enlace éster entre un acido carboxilico y un grupo alcohol en agua
(Holmquist, 2000). Asi mismo el mecanismo catalitico se basa en un sistema de intercambio
de cargas que consta de cuatro etapas.

1) Tras la unién del sustrato a la enzima, se produce el ataque nuclecfilico. Este ataque es
llevado a cabo por parte del grupo hidroxilo de la serina catalitica de la enzima sobre el
enlace éster del sustrato, lo que lleva a la ruptura del enlace éster y a la formacién de un
intermediario tetraedro entre el acido graso y la serina nucledfilica, el cual es estabilizado
por la presencia de dos glicinas cercanas al centro activo formando el agujero oxianion; el
residuo nucleofilico serina esta localizado en el extremo carboxilo terminal de la cadena [3-
5 en un pentapéptido altamente conservado, Gly-X-Ser-X-Gly, donde X puede ser cualquier
aminoacido, formando una estructura 3-giro-a llamada bolsillo nucleofilico. 2) Este tetraedro
es rgpidamente descompuesto, con la ayuda de una histidina protonada, lo cual provoca la
liberacion del alcohol del enlace éster y la formacién del complejo acil-enzima. 3)
Posteriormente, el complejo acil-enzima es atacado por una molécula de agua, con la ayuda
de la histidina, formandose un segundo intermediario tetraedro y 4) Finalmente se produce

la liberacién del acido graso y la regeneracion del centro catalitico.

6
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Las esterasas y lipasas comparten una estructura o/f hidrolasa; esta conformacion
estructural esta altamente conservada entre estas enzimas hidroliticas. Dicha estructura
esta compuesta por 8 hojas B y por 6 a-hélices y generalmente contienen una triada

catalitica constituida por Ser-Asp/Glu-His (Fig.1.2).

Figura 1.2. Plegamiento a/f hidrolasa de lipasas y esterasas. Hojas f mostradas en flechas en
azul (1-8), a hélices mostradas en rojo (A-F). Las posiciones relativas de la triada catalitica se

indican en circulos rojos (Figura basada en Jochens et al., (2011) y Bornscheuer (2002).

1.1.3 Diferencias entre lipasas y esterasas

Las lipasas se pueden distinguir de las esterasas por el fendmeno de activacion interfacial,
el cual s6lo ha sido observado en las lipasas. Las esterasas obedecen a la cinética clasica
de Michaelis Menten, mientras las lipasas requieren concentraciones pequefas de sustrato
para activarse e incrementar su actividad. La activacion interfacial se debe a un dominio
hidréfobico (tapa) que cubre el sitio activo de las lipasas. En presencia de una minima
concentracion de sustrato, por ejemplo una fase de triglicéridos o un disolvente organico

hidréfobo, la tapa se mueve haciendo el sitio activo mas accesible (Jochens et al., 2011).
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Las lipasas “prefieren” sustratos insolubles en agua, generalmente triglicéridos con acidos
grasos de cadena larga, mientras que las esterasas preferentemente hidrolizan ésteres
simples (por ejemplo, acetato de etilo) y &cidos grasos de cadena corta (Bornscheuer,
2002). Es decir una diferencia sustancial es que las esterasas pueden actuar sobre ésteres
no lipidicos 6 ésteres de lipidos de cadena corta (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Diferencias entre lipasas y esterasas basado en sus propiedades cataliticas (Kapoor y
Gupta 2012; Bornscheuer 2002).

Propiedad Lipasa Esterasa

Sustrato preferido Triglicéridos(con acidos grasos | Esteres simples, triglicéridos
de cadena larga), alcoholes (con é&cidos grasos de
secundarios cadena corta)

Activacion interfacial (tapa) Si No
Grado de hidrofobicidad del Alto Alto a bajo
sustrato
Enantioselectividad Generalmente alto Alto a bajo
Estabilidad en solventes Alto Alto a bajo

1.2 Aplicaciones biotecnoldgicas

Mas alla de su relevancia desde el punto de vista bioldgico, las lipasas y esterasas han
atraido mucha atencion debido a su amplia aplicacién en procesos biotecnoldgicos (Pereira
et al., 2015; Lépez et al., 2014;Peng et al., 2014; Fillat et al.,2014; Selvin et al., 2012).

Muchas lipasas y esterasas presentan regio y estereoselectividad, lo que las hace
herramientas valiosas como catalizadores para procesos de sintesis organica. Ademas,
algunas son estables en disolventes organicos, lo que facilita la disolucién de los sustratos
y la recuperacion de los productos de la reaccion. No requieren de cofactores para su
actividad, y en muchos casos pueden obtenerse en grandes cantidades por procedimientos
accesibles, pudiendo incluso en algunas aplicaciones utilizarse los extractos crudos o
preparaciones enzimaticas con niveles bajos de purificacion. Estos dos factores disminuyen

los costos de las reacciones catalizadas por lipasas y esterasas, haciéndolas
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econémicamente viables (Bornscheuer, 2002).

Tanto las lipasas como las esterasas pueden ser agregadas a detergentes, como
surfactantes para eliminar manchas de aceite. Esto es posible debido a que estas enzimas
son extraordinariamente estables frente a los detergentes. Como se ha mencionado, la
amplia mayoria de carboxilesterasas y lipasas actian de forma independiente de un
cofactor, lo que hace su aplicacion industrial mas facil y rentable (Godinho et al., 2011).

Ampliando sobre las esterasas, las cuales son el interés de este trabajo, estas enzimas se
han aislado principalmente a partir de Streptomyces sp. (Nishimura y Inouye 2000),
Pseudomonas sp. (Kim et al., 2002), Bacillus sp. (Kim et al., 2004), Lactobacillus sp. (Choi
y Lee, 2001), Thermoanaerobacterium sp. (Shao y Wiegel 1995) y Micrococcus sp.
(Fernandez et al., 2004).

Hoy en dia con la biotecnologia industrial, las esterasas microbianas se utilizan en una
gran cantidad de campos industriales, por ejemplo en la sintesis de farmacos como el
ibuprofeno, acetaminofén, etc., y cosméticos o en la fabricacion de textiles y alimentos
(Deiman et al., 2008; Kirk et al., 2002). Las esterasas también se utilizan para la produccién
de ésteres sabaorizantes y sustancias olorosas para perfumes (Divakar y Manohar, 2007), y
son capaces de procesar productos de desecho hidrofobicos (ceras, triglicéridos) que se
acumulan durante la producciéon de textiles y papel, esterificando el polivinil alcohol con
acético y convirtiéndolo en acetato de polivinilo (Jegannathan y Nielsen, 2013; Skals et al.,
2008; Patrick, 2004; Jaeger y Reetz 1998,). Durante la produccién de biodiesel a partir de
aceites vegetales y metanol las enzimas lipoliticas realizan reacciones de esterificacion y
transesterificacion que dan lugar a los ésteres metilicos deseados. En sintesis, las
esterasas no solo degradan acidos grasos, también sintetizan sustratos ésteres que no son
de naturaleza lipidica (Lopez et al., 2014; Fan et al 2012; Robles-Medina et al 2009). Cabe
recalcar que a diferencia de las lipasas, la falta de necesidad de un ambiente lipidico para
actuar hace mas faciles de utilizar las esterasas en medios acuosos, resultando mas facil y
economico. Es decir, para reacciones que pueden ser mediadas por lipasas o esterasas,

estas ultimas ofrecen ventajas de facilidad de manejo.

1.3 Propiedades fisicoquimicas de interés industrial de esterasas
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Las esterasas son enzimas robustas, capaces de soportar condiciones duras de
bioconversiones industriales; amplio rango de pH, presencia de solventes organicos y
estabilidad a altas temperaturas, versatilidad catalitica y especificidad de sustrato.

Muchas de las esterasas son de origen microbiano y se han aislado de una gran variedad
de fuentes; los extreméfilos en particular son adaptados a condiciones de vida en la que
existen, condiciones fisicoquimicas extremas como altas temperaturas (termdfilos), frio
(psicrofilos), valores de pH bajos (aciddéfilos), o altos (alcaléfilos), altas concentraciones de
sales (haldfilos), altas presiones (bardfilos) (Lopez et al., 2014). Estos microorganismos se
encuentran adaptados a su ambiente, por lo tanto, sus enzimas muchas veces estan

disefiadas para funcionar en las condiciones en las que habitan esos organismos (Fig. 1.3).

Actividad a
altas/bajas
Efecto de tempera-

detergentes turas -‘ Termoesta-
y/o bilidad

inhibidores

Actividad
Tolerancia = | \ bajo valores

alasal extremos de
pH

Quimioy | : Estabilidad
regio- | en solventes

selectividad . e
- Enantio- ,‘ organicos

selectividad

Figura 1.3. Propiedades valiosas de las esterasas que determinan su potencial como

10



CAPITULO |

biocatalizadores industriales. Modificado de Lopez et al., 2014.

El uso de enzimas como biocatalizadores para remplazar los productos quimicos o para
crear métodos alternativos es muy importante en el area de la biotecnologia blanca. En
décadas pasadas se ha incrementado el uso de nuevas tecnologias para el descubrimiento
de nuevos biocatalizadores. En contraste a los clasicos escrutinios basados en cultivo de
microorganismos o cultivos enriquecidos, las técnicas modernas utilizan el enfoque

metagenomico (Barone et al., 2014; Uchiyama et al., 2009).

1.4 Metagendmica

En las dltimas dos décadas, una de las estrategias ampliamente adoptadas para estudiar
la diversidad microbiana ha sido el uso de la metagenémica. El metagenoma se define
como el total de la composicion genética de las comunidades microbianas de un medio
ambiente. Su estudio se basa en el aislamiento del ADN total de una muestra ambiental y
la amplificacion y secuenciacion masiva de genes, como los 16S ribosomales; en el caso
de construir bibliotecas metagendémicas, los fragmentos de ADNs metagendmicos se clonan
en vectores de ADN (Handelsman, 2004).

La metagendémica es una tecnologia reciente y poderosa, que surgié como reaccion a la
observacion de que la mayoria de los microorganismos son imposibles de cultivar en el
laboratorio. Se estima que un 99% de la vida microbiana no es cultivable (Handelsman,
2004). Los pasos basicos de la construccion de la biblioteca de ADN (generacion de
fragmentos de ADN de tamafio adecuado, la clonacién de fragmentos en un vector y
tamizado para la identificacion del gen de interés se muestran en la figura 1.4 (Sabree et
al., 2009).

11
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Extraccion de ADN
Genoémico

Genomico del vector

ADN :}" { 4+ nSJ Restriccion-Digestion

ADN
Clonado

Expresion
Heterdloga

Transcripcién

Traducccién

Proteina l

Secrecion

Determinacion y analisis de secuencia del ADN
metagenémico

Escrutinio de fenotipos de interés

Figura 1.4. Construccién y analisis de bibliotecas metagendémicas para el descubrimiento de

enzimas (modificada de Handelsman et al., 2007).

Hasta la fecha, las enzimas industrialmente mas relevantes son de origen microbiano. Por
lo tanto, el descubrimiento de enzimas microbianas es un paso clave en el desarrollo de
bioprocesos industriales, y la metagendémica es un enfoque alternativo a los analisis
microbiol6gicos convencionales. Se preveé que esta tecnologia permita acelerar el proceso

12
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de descubrimiento de nuevos genes microbianos Utiles. De hecho, al momento se han

identificado diversas enzimas con actividades y / o secuencias Unicas (Steele et al., 2009,
Ferrer et al., 2009).

Estudios recientes sobre escrutinios funcionales de metagenomas muestran el éxito

obtenido en la identificacion de enzimas de interés, como se puede observar en el cuadro

1.2

Cuadro 1.2. Identificacion y aislamiento de enzimas durante el periodo 2007 a 2009 a partir de

metagenomas (modificado de Uchiyama et al., 2009).

Tamafio
Ambiente Gen diana Huésped y Qel C|OI"1?S Técnica de
vector usado | inserto(k | positivos ensayo
b)
Esterasa 14/21 000
Amilasa E.coli, 13/ 31 967 Ensayo en placas
Composta Fosfatasa plasmido 3.2 38/31 967 de agar
Proteasa 0/31 967
. E.coli, Ensayo en placas
Suelo Xilanasas L 8.5 1/24 000
plasmido de agar
Suelo . E.coli, Ensayo en placas
Oxigenasa L 55 1/65 000
franco plasmido de agar
H|elg AD_N E.f:oll,_ 4 230/230 000 Ensz_iy(_) de
glaciar polimerasa | plasmido crecimiento
Sedimento . C e E I
! Lipasa E.coli, fésmido | 32 1/8 823 nsayo en placas
marino de agar
Agua Ensayo en placas
marina Esterasa E.col, BAC |70 4/20 000 Yo en p
. de agar
superficial
Gen de
Heces — de resistencia a | E.coli, BAC 15 10/9 000 Ensgyg de
cerdos - crecimiento
tetraciclina
Pseudomonas
I ;
Sug o0 con Naftqleno putida, 25 2124 000 Ensz_ay(_) de
aceite deoxigenasa L crecimiento
césmido
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1.5 Antecedentes de la biblioteca metagendmica del Acuifero de Yucatan

En el afio 2012 en el grupo de la Dra. Aileen O connor (Unidad de Biotecnologia, CICY) se
construyd una biblioteca metagendémica proveniente del Acuifero de Yucatan. EI ADN
metagendmico se clond en el fdsmido pCC2FOS™ transformando la cepa E. coli EPI300™

(Epicentre).

En la Peninsula de Yucatan existen ecosistemas acuaticos con una diversidad
microbiolégica muy particular. Estos ambientes son fundamentales en el equilibrio
ecoldgico, y estan fuertemente amenazados debido a las actividades humanas. El acceso
y conocimiento de los recursos microbianos de estos sitios, ademas de tener un enorme
atractivo cientifico, tiene el potencial de traducirse en productos biotecnolégicos que
generen procesos mas eficientes y ambientalmente amigables. La singular composicion y
conformacion del subsuelo, la rica diversidad biolégica de la region, la falta de estudio de
esta biodiversidad (del Acuifero, en particular), y la naturaleza altamente aislada de algunas
de sus areas, hacen de éste un ambiente de gran interés para los analisis de metagenémica
(Rojas et al., 2011).

1.6 Identificacién de clonas con actividad de esterasas

Con la finalidad de seleccionar un clon con actividad lipolitica se emplearon dos sustratos;
el gliceril tributirato o tributirina, el cual esta formado por tres acidos butiricos (C4) unidos
mediante enlaces éster al glicerol y el gliceril trioleato o la trioleina, el cual esta formado por
tres acidos oleicos (C18) unidos por enlaces éster al glicerol. El primer sustrato permite
detectar clones con actividad de esterasa, el segundo sustrato permite distinguir cuales

tienen actividad de lipasa.

En el escrutinio funcional se analizaron un total de 27,000 clonas de la biblioteca
metagendmica del Acuifero de Yucatan sobre medio LB con tributirina al 1% como medio
selectivo, incubando toda la noche a 37°C. Después de la incubacién se mantuvieron a
temperatura ambiente (25°C) para realizar las observaciones y encontrar las clonas con

halos claros alrededor, que corresponden a la actividad lipolitica (Fig. 1.5).
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Figura 1.5. Escrutinio funcional de la biblioteca metagendémica del Acuifero de Yucatan sobre
medio LB solido con tributirina. Una colonia muestra el halo claro, indicativo de la actividad de

esterasa. Fotografia tomada por Sergio Ramos Jiménez (datos no publicados).

Como control negativo se empled la cepa E. coli EPI300™ desprovista del fésmido.
Previamente el CICY en 2013, Mufioz-L6pez identificé 12 clonas con actividad de esterasa
mediante un analisis funcional, el cual se bas6 en la identificacion de fenotipos que

mostraron halos de degradacién en medios de cultivo con tributirina (datos no mostrados).

Por otro lado, se realizé un ensayo de actividad en medio LB con aceite de olivo y
Rodhamina B y no se detect6 actividad, lo que sugiere que no poseen actividad de lipasas.

A partir de las 12 clonas que presentaron actividad lipolitica se purificaron los fésmidos con
el Kit “Fosmid Max TM DNA purification”, con el fin de analizar mediante patrones de
restriccion el tamafio del inserto clonado, asi como el patron de restriccion para descartar
las clonas que fueran iguales, con base en coincidencia de los perfiles de restriccion. Se
concluyd que todas las clonas fueron diferentes y se enviaron a la Universidad de Utah,
Estados Unidos para su secuenciacion. La clona 3 fue secuenciada sola y las clonas 1,2,
4-12 se secuenciaron el pool. Se usoé la plataforma lon Torrent (Lifes Technologies). Para
los pools los fosmidos fueron digeridos y cada fragmento etiquetado; las etiquetas para
cada fésmido fueron diferentes, con el fin de que fuera posible distinguir a que clona
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pertenecen y poder ensamblar las secuencias de cada uno.

Se pudieron ensamblar 5 insertos cuyos tamafios no coinciden con los tamafios estimados
por digestion; lo que indica que para una valoracion exacta del tamafio de los insertos, el
andlisis de restriccion no es adecuado por la sobreestimacion del tamafio de las bandas
obtenidas. Otra posibilidad en la variaciébn del tamafio podria deberse al tipo de
secuenciacion empleada (lon torrent) en la cual se generan fragmentos muy cortos de ADN
y son mas dificiles de ensamblar (50-100 pb). El 50% de los insertos no pudieron ser

ensamblados in silico.

Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis in sillico de los insertos de la clona 3 y los
provenientes del pool (agrupamiento) de 11 clonas usando el programa Geneious Pro tralil
5.4.7. Se realiz6 prediccion de los marcos de lectura abiertos (ORF’s) de cada contig para

realizar un analisis BlastX en el NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Este era el estado del arte en el momento de iniciar esta tesis. A partir de estos

antecedentes se planteé el siguiente trabajo.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar un gen con actividad de esterasa proveniente de una biblioteca

metagendmica del Acuifero de Yucatan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar un gen con actividad de esterasa extracelular

Subclonar en un vector de expresion pLATE31 la region codificante de un gen de
esterasa

Sobreexpresar el gen de esterasa en el sistema de expresion aLICator

Determinar la especificidad de sustrato

Determinar el pH 6ptimo de la enzima

Determinar la temperatura optima de la enzima

Caracterizar in silico la enzima

YV VvV

YV VV VY
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JUSTIFICACION

Las esterasas son biocatalizadores diversos en sus propiedades enzimaticas y muestran
amplia especificidad por el sustrato, lo que las hace muy atractivas en la industria papelera,
farmacéutica, de detergentes, etc. En las ultimas décadas, la metagendémica se ha
convertido en una tecnologia poderosa que ha permitido acceder a la diversidad genética
de los microorganismos, directamente de su ambiente, por lo que el escrutinio funcional

podria permitir identificar enzimas con potencial biotecnolégico.

Asi mismo las enzimas lipoliticas estan recibiendo mucha atencion, debido a que algunos
de los productos industrialmente importantes fabricados mediante procesos quimicos
pueden ser generados por las esterasas con mayor rapidez y especificidad (Shah et al.,
2007; Salis et al., 2005;) por lo tanto, su potencial biotecnolégico es alto, ya que pueden ser
utilizadas en la industria agroalimentaria, biocombustibles, farmacéutica, procesamiento de
aceites, industria cosmética, etc. Estas areas requieren de procesos enzimaticos para la
modificacion y/o eliminacion de moléculas. Desde esta perspectiva, las esterasas
constituyen un grupo de enzimas importantes para la modificacion y generacién de nuevos
productos para el mercado creciente en el mundo actual (Leis et al., 2014; Lépez et al.,
2014).

Las esterasas han sido aisladas de diversas fuentes, en las cuales se incluyen un gran
namero de bacterias, hongos, plantas y animales (Dutta y Ray, 2009). Esta diversidad de
fuentes de origen les confieren una amplia gama de propiedades con respecto a la
especificidad posicional (posicion del éster que atacan en un triglicérido), la especificidad

de acidos grasos, termoestabilidad, pH 6ptimo, etc. (Akoh, 2004; Jaeger et al., 2002).

Las enzimas microbianas son, a menudo, mas Uutiles que las derivadas de plantas o
animales debido a la gran variedad de actividades que catalizan, la posibilidad de producir
grandes cantidades utilizando manipulaciéon genética, asi como el rapido crecimiento de
microorganismos en los medios de cultivo, bajo costo, a sus altos rendimientos y facilidad
de manipulacion genética (Gurung et al., 2013). Ademas, las enzimas microbianas son mas
estables que las enzimas extraidas de vegetales y animales, y su produccién es mas

conveniente y mas segura (Anbu et al., 2015; Adrio y Demain, 2014).
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La gran mayoria de las lipasas y esterasas aisladas para aplicaciones industriales se
obtuvieron a través del estudio de cultivos de cepas puras de microorganismos (Ogawa y
Shimizu, 2002). Sin embargo, por este método es cada vez mas dificil obtener lipasas
verdaderamente diferentes, ya que los métodos de cultivo permiten accesar solamente
alrededor de 1% de la diversidad microbiana existente, ya que su crecimiento requiere
condiciones desconocidas (Lorenz et al., 2005).

Muchos de los microorganismos aun no cultivables pueden adaptarse a una amplia gama
de parametros fisico-quimicos que coinciden con los requisitos industriales (pH, presiéon y
temperatura), por lo que los genes de una determinada microbiota representan una fuente
potencial de funciones biolégicas desconocidas. La elucidacion de estos genes puede

aumentar la oportunidad de disefiar nuevos procesos biotecnoldgicos (Nacke et al., 2011).

La gran mayoria de los microorganismos que se analizan en una muestra ambiental no son
cultivables, por lo tanto, se necesitan emplear nuevas metodologias que nos permitan
acceder a todo el material gendmico desconocido. El conocimiento de las poblaciones
microbianas en aguas, suelos y otros ambientes especificos se halla en etapas tempranas,

por lo que es imperativo actualmente el estudio de los metagenomas.

La metagendmica funcional es una estrategia que involucra herramientas de biologia
molecular, como el aislamiento directo del ADN de un ambiente determinado, seguido por
la clonacién del metagenoma completo en un vector apropiado, la secuenciacion directa de
este ADN ambiental o, la amplificacion de secuencias de interés para analisis de funcion
(Sleator et al., 2008).

En la Peninsula de Yucatdn existen ecosistemas acuaticos con una diversidad
microbioldgica que se espera sea particular. Estos ambientes son fundamentales en el
equilibrio ecoldgico de la zona, y estan fuertemente amenazados debido a las actividades
humanas. El acceso y conocimiento de los recursos microbianos de estos sitios, ademas
de tener un enorme atractivo cientifico, tiene el potencial de traducirse en productos
biotecnol6gicos que generen procesos mas eficientes y amigables con el medio ambiente.
Estos productos se pueden poner a disposicion de la industria no sélo local sino mundial,

todo un arsenal de microorganismos y/o moléculas novedosas acordes con las necesidades
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actuales. En afos recientes, con la aparicion de la tecnologia metagenémica, el
conocimiento de la diversidad microbiana en comunidades complejas ha empezado a
experimentar un desarrollo vertiginoso (Rojas et al., 2011). Se plantea la posibilidad de
obtener una enzima con caracteristicas diferentes a las existentes, dadas las condiciones

del sitio antes mencionado.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

X

Identificacion de clonas Secuenciacion de e

. . Analisis in silico
con actividad de clonas con actividad
BLAST
esterasa de esterasa
Clonacion de la proteina Disefio de oligos Seleccion de
en el sistema de <:| para amplificar los <::| marcos de lectura
expresion alLlCator marcos de lectura abierto de
esterasas

Caracterizacion

[ Purificacion la proteina ] |:> bioquimica de la

enzima

*Actividades realizadas previamente por Mufioz-Lopez
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CAPITULO I

CAPITULO II: IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE UN GEN DE
ESTERASA.

2.1 INTRODUCCION

La subclonacién es un procedimiento basico en la biologia molecular, requerida para mover
un inserto de un vector a otro, para poder realizar estudios posteriores de funcionalidad del

inserto (Fromme et al., 2007).

Tradicionalmente los métodos de clonacién se han basado en la amplificacion por PCR del
fragmento de interés, utilizando cebadores para facilitar la clonacidn; los sitios de restriccion
unicos en las regiones cebadoras flanqueantes se digieren y el producto de PCR se liga en
un vector gue contiene extremos cohesivos compatibles. Otra técnica de clonacion es la
técnica “TA”, en la cual se afiade un Unico residuo de adenina en cada extremo del producto
de PCR mediante la Taq polimerasa, lo cual facilita la ligaciébn en un vector que lleva un
residuo de timina saliente, complementaria al residuo antes mencionado (Holton y Graham,
1991).

Otra alternativa a los métodos anteriores es la clonacion independiente de ligacion, en la
cual se disefian cebadores que flaquean al gen de interés y se le agregan adaptadores
(secuencias de ADN complementarias al vector). De esta manera, el producto amplificado
puede ser recombinado con el vector debido a que contiene extremos complementarios del

mismo (Holmberg et al., 2014).

Por otro lado, la expresion de proteinas recombinantes en E. coli permite producir grandes
cantidades de proteina. Sin embargo, no siempre se obtiene altos rendimientos de enzima
soluble y pura a partir de un cultivo celular. Esto se debe a que algunas enzimas tienen el
potencial de interferir con el metabolismo y la membrana celular del huésped,
especialmente E. coli, reprimiendo la alta produccién de enzimas o almacenandola de forma
inactiva en cuerpos de inclusion (Dtugotecka et al., 2008; Chung et al., 1991). Con la
finalidad de evitar un mal plegamiento, se han utilizado huéspedes fungicos como Pichia
pastoris (Ahmad et al., 2014), Saccharomyces cerevisiae (LOpez-Lopez et al., 2010), las
especies de Kluyveromyces (Rocha et al 2011) y Candida rugosa (Ferrer et al., 2001); los
huéspedes mencionados anteriormente han sido utilizados como como cepas de expresion.

Sin embargo, E. coli sigue siendo el huésped de expresion utilizado con mayor frecuencia

23



CAPITULO I

para las lipasas y esterasas bacterianas, debido a su facil manejo de cultivo y su bajo costo,
ademas porque actualmente estan disponibles muchas cepas diferentes y sistemas de
expresion en E. coli.

El empleo de una etiqueta de histidina en una proteina permite obtener un alto nivel de
pureza ya que la proteina puede ser purificada en sencillos pasos por medio de
cromatografia de afinidad. Actualmente los procedimientos de purificacion evitan pérdidas
debido a la facilidad de purificacion. Y la adicién de una etiqueta de afinidad permite la facil
deteccién de la proteina recombinante. Se ha demostrado que dicha etiqueta no interfiere
con la estructura, funcién y secrecion de la proteina (Eschenfeldt et al., 2011; QlAexpress®
Ni-NTA Fast Start Handbook, 2011; Ramchuran et al., 2006).

Se realiz6 una extensa revision bibliografica en cuantos a las caracteristicas funcionales
gque se han utilizado en diferentes trabajos de clonacién de lipasas y esterasas en vectores

de expresion. El resumen se presenta en el cuadro 2.1.

Cuadro 2.1 Vectores y caracteristicas de los genes clonados.

Nombre del | Vectores empleado Caracteristicas del gen Referencia
articulo clonado

Identification and | Sub-bibliotecas en | No se identifico péptido | Glogauer et al.,
characterization puUC18 sefial ni  dominios de | 2011.

of a new true transmembrana.

lipase isolated | Vector de expresion El gen fue predicho como

through pET-28a(+) vector | una proteina soluble.

metagenomic (Novagen)

approach N-terminal (His)6 tagged

Gene cloning and | pET 28a(+) Zhang et al., 2009

characterization
of a novel | His-tag en N-terminal
esterase from
activated sludge
metagenome
Identification and | pUC19 vector (Novagen) Jiang et al., 2011
characterization
of novel | Vector de expresion
esterases pPET-28b(+)

from a deep-sea
sediment
metagenome

A novel esterase No se encontr6 sitio de corte | Peng et al., 2011
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gene cloned from

ni péptido sefial con signal P

a metagenomic | pUC18 lo que sugiere que es una

library from neritic proteina soluble.

sediments of the | pET28a(+)

South China Sea

A novel family VII | pET-22b(+) Se identific6 un péptido | Kang et al., 2011.
esterase with | (QIAGEN) sefial en el amino terminal

industrial

potential from

compost

metagenomic

library

Expression and | QlAexpress Cloning Kit | La secuencia tenia una | Khan y Jithesh,,
purification of | from QIAGEN sefial de secrecibn en C- | 2012.

organic  solvent terminal con un posible

stable lipase motivo de unién Ca+,

from soil dependiente del

metagenomic transportador ABC.

library

Isolation and | Expresion en pET-32a | No se identific6 péptido | Zuo et al., 2010.
functional con una etiqueta de | sefal

expression of a | histidina en el extremo N

novel lipase gene | terminal

isolated directly

from oil-

contaminated soil

Identification  of | Etiqueta de histidinaenel | Las secuencias de | Nacke et al,

novel lipolytic
genes and gene
families by
screening of

metagenomic
libraries derived
from soil samples
of the German
Biodiversity
Exploratories

extremo N terminal

aminoacidos analizadas en
Signal P muestran las tres
distintas partes; N, Hy C, lo
gque sugiere que estas
enzimas son secretadas y su
funcion es extracelular.

2011.

Isolation of a
novel alkaline-
stable lipase from
a

metagenomic
library and its
specific

application for

Vector pET28 con una
etiqueta de histidina en el
extremo C-terminal.

La secuencia se
amplifico sin el péptido es
decir partir del

aminoacido 27

El analisis Signal P revelo
presencia de un péptido
sefial.

Peng et al., 2014.
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characterization of
a heavy metal-
resistant,
thermophilic

His-tagged N-terminal

como una proteina soluble;
no se detectd péptido sefial.
Se identific6 un dominio de
transmembrana usando el

milkfat flavor
production
Isolation and | vector pET-SUMO La proteina fue predicha | Mohamed et al.,

2013.

esterase from a programa TMAP.
Red Sea Brine Pool
The Metagenome- | pET21la Se encontr6 un péptido | Chow et al., 2012.

Derived Enzymes sefial en el N terminal

LipS and LipT

Hise-tag en el C-terminal

Increase the
Diversity of Known
Lipases

N, H, C, amino terminal, region hidréfobica y carboxilo terminal, respectivamente.

Como se puede observar en el cuadro 2.1, en diversos trabajos se han empleado vectores
de expresion que en general tienen la etiqueta de histidina en el extremo contrario donde
se encuentra localizado el péptido sefial. También se han reportado trabajos de clonacién
de genes de esterasas y lipasas, donde estos no se identifican los péptido sefial y se han
logrado clonar con éxito y visto la actividad en placa, lo que sugiere que esos genes
codifican para proteinas extracelulares, aunque no poseen un péptido sefial canénico de

secrecion.

Entre los vectores mas usados estan los de la serie pET, los cuales se derivan del plasmido
pBR322, contienen un promotor del gen bacteriéfago T7, el cual promueve un alto nivel de
transcripcion y traduccion. La ARN polimerasa del bacteriéfago T7 es altamente especifica
para la secuencia del promotor T7 y el promotor no es reconocido por la ARN polimerasa
de la célula huésped. De esta manera el gen introducido se encuentra trancripcionalmente
apagado en estado no inducido; después de la induccién, ocurre un alto nivel de expresion
del gen de interés, el cual se transcribe y se traduce abundantemente, mayormente se
emplea la induccion positiva, adicionando IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) o

lactosa al medio de cultivo bacteriano (pET System Manual, 2011).

El sistema de expresion y clonacion aLlCator (Clonacién Independiente de Ligacion) fue
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disefiado para una rapida y eficiente clonacién sin necesidad de emplear enzimas de
restriccion y regulando la expresion del gen en E. coli. Los vectores de expresion
bacterianos pLATE fueron disefiados para obtener altos niveles de expresion de la proteina
de interés bajo condiciones de induccion, pero en ausencia del inductor hay expresion
minima basal, lo que permite la expresion de proteinas que son toxicas para la células E.

coli (aLICator LIC Cloning and Expression, 2012).

Una de las proteinas deducidas in silico en este trabajo (EstAS3B) presenta el péptido sefal
en el extremo amino terminal por lo que se eligié un vector que contiene la etiqueta de
histidina en el extremo carboxilo terminal, para evitar que la etiqueta se perdiera en el
procesamiento natural de la enzima expresada, pues se espera que el péptido sefial se

digiera al ser secretada.

A continuacién se presenta el vector seleccionado para la sobreexpresién del gen de

esterasa (Fig. 2.1).

pLATE vectors
~4,5 kb

%%

¢

1)

Figura 2.1. Vector de expresion elegido para la sobreexpresion del gen de esterasa en el

presente trabajo.
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2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Disefio de cebadores

El disefio de cebadores se realiz6 de acuerdo a las recomendaciones del Manual aLICator
LIC Cloning and Expression Kit 2 (N-terminal His-tag/WQ), #K1251 (Thermo Scientific). Este
manual indica que el extremo 5' del cebador debe incluir secuencias especificas del vector
y en el extremo 3' sobrelapar con el gen de interés. Se recomienda que la temperatura de

fusion de la seccion de los cebadores complementarios al gen de interés sea de 60 ° 0 mas.

Se eligieron 24 nucleétidos del gen a partir del codén de inicio del marco de lectura y 24
nucleétidos rio abajo del coddn de término. Cada cebador contenia una region

complementaria al vector, de acuerdo a las instrucciones del Manual aLICator.

El calculo de la temperatura de alineamiento de los cebadores, el porcentaje de C-G y
formacion de estructuras secundarias fueron analizados con los softwares Oligo Analyzer
3.1y OLIGO EXPLORER 4.

2.2.2 Estandarizacién de la Reaccién en Cadena de la polimerasa

Cabe mencionar que a pesar de seguir las recomendaciones del Manual se tuvieron que
realizar varias reacciones de PCR para estandarizar la temperatura de alineamiento, ya que
en las primeras reacciones de PCR no hubo amplificacién. La temperatura de alineamiento
calculada era de 60 °C y después de las pruebas experimentales se encontré amplificaciéon
a 53°C.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 3 minutos de desnaturalizacién a 94 °C,

1 minuto de alineamiento a 53° C, 1 minuto de extension a 72° C, durante 30 ciclos.
2.2.3 Clonacio6n de los productos de PCR en el vector TOPO TA
Los productos de PCR fueron purificados empleando el Kit Gel extraction, 250 (QIAGEN),

de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los productos purificados fueron clonados en el Vector TOPO TA con la finalidad de enviar
a secuenciar los fragmentos obtenidos, no se us6 directamente el kit de expresion pLATE

porque implicaba gasto de reacciones innecesarias ya que si algin marco de lectura no era

28



CAPITULO I

el mismo al identificado in silico, este podia descartarse, nos interesdé saber que gen
teniamos para luego expresarlo. La clonacion se realiz6 usando el kit TOPO TA Cloning
for sequencing (PCR 4 TOPO Vector, Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante;
se transformé la cepa E. coli TOP 10, siguiendo las indicaciones del protocolo One Shot®
TOP10 Competent Cells (Invitrogen).

Se realizaron las extracciones del ADN plasmidico de las 4 construcciones empleando el
kit Miniprep, 250 (QIAGEN).

2.2.4 Secuenciacion y andlisis de secuencias

Se solicito el servicio de secuenciacion a la empresa MACROGEN (Corea); se enviaron los
ADN plasmidicos en concentracion de 100 ng/ul en un volumen de 20 ul cada uno.

Para el alineamiento de las secuencias de los amplicones clonados en el vector TOPO TA
se us6 el programa ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/).

2.2.5 Subclonacién en el vector de expresion pLATE

Debido a que se encontré un cambio de nucleétido en una de las secuencias, lo cual pudo
deberse a que no se utilizé un taq polimerasa de alta fidelidad, se decidi6 para la expresion
amplificar a partir de los fésmidos y no de los ADNs subclonados en el vector TOPO-TA,

empleando los cebadores descritos en 2.2.1

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 3 minutos de desnaturalizacion a 94 °C,

1 minuto de alineamiento a 53° C, 1 minuto de extensiéon a 72° C, durante 30 ciclos.

Posteriormente los productos de PCR se purificaron con el Kit Gel extraction, 250 (QIAGEN)
con el fin de eliminar contaminantes de ADN o productos inespecificos, asi como cebadores

y dNTPs no incorporados en la reaccion.

La concentracion de ADN del producto de PCR purificado fue de 65 ng/ul. La reaccion de
recombinacion de este producto de PCR vy el vector se llevd acabo de acuerdo con las

indicaciones del Manual aLICator Ligation Independent Cloning and Expression System Kit
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2, #K1251 (Thermo scientific).

Los productos clonados en el paso anterior fueron transformados en las células E. coli
TOP10, estas células fueron empleadas debido a sus caracteristicas genotipicas, ya que
no contiene el gen de la T7 ARN polimerasa lo que elimina la inestabilidad del plasmido, se
empled el método de transformacion de choque térmico, de acuerdo al protocolo One
Shot® TOP10 Competent Cells (Invitrogen).

2.2.6 Verificacion de la clonacion

Para confirmar la clonacion se realiz6 una PCR en colonia empleando los cebadores del kit
pLATE; de acuerdo al manual, debido a que en la reaccién de ligacion el inserto es
incorporado de manera direccionada por recombinacién de las regiones complementarias
entre los extremos del vector y el inserto, normalmente mas de 95% de los transformantes
contienen el inserto en la orientacion correcta, por lo que se decidié analizar Gnicamente

3 clonas recombinantes de cada transformacion.

Cabe mencionar que las células BL21 (DE3) son usadas para la expresion de proteinas
debido a que son deficientes de las proteasas Lon y OmpT, mientras que DE3 es el
Liségeno que codifica la ARN polimerasa T7. Lo cual hace Util a esta cepa para sistemas

de expresion que emplean el gen de la T7 ARN polimerasa.

Adicionalmente se realizé la extraccion del ADN plasmidico de cada una de las
construcciones y se procedié a trasformar el plasmido en las células de expresion BL21
(DE3), empleando el método de choque térmico, siguiendo las indicaciones del fabricante
Cat. C252718 (New England Biolabs).

Finalmente, se realiz6 un analisis de restriccién a cada clona, empleando las enzimas Stu |
y Xba | (Invitrogen) que se encuentran como sitios Unicos en el vector y que permiten liberar
el inserto. Previamente se verific6 mediante un patrén de restriccion in silico que estos sitios

no se encontraran en el inserto.
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2.2.7 Analisis funcional en placas de LB y tributirina

Las clonas recombinantes en pLATE conteniendo el gen de esterasa EstAS2, EStAS3A,
EsStAS3B, y EstAS10 se plaguearon sobre medio LB (Luria Bertani) conteniendo Tributirina
al 1 % por ser un sustrato comunmente usado por la esterasas. Se empled ampicilina como
agente de seleccion (AmpR 50 mg/L) e IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside)

como inductor de expresion, a una concentracion de 0.1 mM.

Se determind la actividad de esterasa identificando la presencia de un halo claro de
degradacion del sustrato alrededor de la colonia.

Se emple6é como control negativo a la cepa E. coli BL21 (DE3) sin vector y como control
positivo de expresion una clona del vector pLATE conteniendo el gen de la cloranfenicol
acetiltransferasa.

2.2.8 Analisis de expresién de la proteina en un cultivo liquido

Se inocularon las clonas recombinantes conteniendo presuntivamente el gen de esterasa
EstAS2, EsStAS3A, EstAS3B, y EstAS10 en 20 mL de medio liquido LB con 50 mg/ml
ampicilina (agente de seleccion), ademas, se inoculé en medio liquido sin antibittico la cepa
BL21 sin transformar. Los cultivos fueron cosechados después de incubarlos durante toda

la noche a 37° C con agitacion (200 rpm).

Posteriormente estos cultivos (2%) fueron usados para inocular 1 litro de medio LB liquido
y se cultivé como se describe previamente, hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 (600
nm) y se indujo con 0.1 mM de IPTG durante 5 horas. Los cultivos fueron centrifugados a
4,000 g durante 20 minutos a 4 ° C y el sobrenadante fue descartado.El cultivo celular fue
resuspendido en una solucién amortiguadora de unién (10 mM de imidazole, 300 mM de
NaCl, 50 mM de NaH;PO4 pH 8.0) y sonicados en un Ultrasonic Cleaner (Cole-Parmer,
model EW-08895-16) durante 10 min. Los extractos fueron centrifugados a 12,000 x g a 4
°C vy los sobrenadantes fueron transferidos a tubos nuevos Eppendorf. Como control, se
uso la cepa silvestre BL21 (DE3) sin transformar fue también lisada y la proteina fue

recuperada para su posterior analisis.

Se determiné la presencia de actividad de los lisados por el método de difusion en placas
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(empleando papel filtro), mojando el papel con 10 pl de sobrenadante y depositando el
papel mojado sobre placas de agar conteniendo tributirina como sustrato.

2.2.9 Cuantificacion de proteinas totales

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método de BCA usando Albumina de Suero
Bovino como estdndar (BSA), de acuerdo con las indicaciones del fabricante “BCA™
Protein Assay Kit-Reducing Agent Compatible, PIERCE” (Cat. NUm. 23250). Las muestras
analizadas fueron los extractos lisados de las cepa BL21, los extractos lisados de la clona
EstAS3B y la proteina purificada.

2.2.10 Purificacion de la proteina EstAS3B: Monitoreo de actividad mediante ensayo
de difusién en discos

La proteina EstAS3B fue purificada empleando el método de cromatografia de afinidad por
metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés) con resina Ni-NTA (QIAGEN, cat.
nam. 301210). Para ello primero se preparé la columna con 1 ml de agarosa niquel, y se
equilibré adicionandole 10 ml de 10 mM de Imidazole, 300 mM de NaCl, 50 mM de
NaH:PO., pH 8.0 (buffer de equilibrio). Posteriormente se carg6 el extracto citosoélico; las
proteinas contaminantes fueron eliminadas lavando con 10 mM de Imidazole en 300 mM
de NaCl, 50 mM de NaH.PO,4 pH 8.0 y EstAS3B fue eluida en 250 mM de Imidazole en 300
mM de NaCl, 50 mM de NaH.PO. pH 8.0. Las fracciones eluidas de la proteina fueron

colectadas y se le adicionaron glicerol 10 % v/v).

El sobrenadante obtenido después de la lisis fue evaluado empleando el método de difusion

en placa mencionado anteriormente.

Asi mismo, se aplicé en papel filtro 10 ul de la proteina EstAS3B eluida de la columna de

niquel.

Se determind la presencia de actividad de esterasa mediante la presencia de un halo claro

alrededor del papel filtro.

2.2.11 Electroforesis de Proteinas (Andlisis SDS-PAGE)

El andlisis del perfil de proteinas en las muestras se llevd a cabo realizando una

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), se analiz6
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en cada caso 10 ug de proteina en un gel de 10 % de poliacrilamida. La proteina fue resuelta
a 80 voltios durante 2 horas, posteriormente el gel fue tefiido con 20 ml de Pageblue Protein
Staining Solution (Thermo Scientific), a 50 rpm durante 1 hora (Ausubel, 2003).

2.2.12 Caracterizacién bioquimica de EstAS3B

Un ensayo enzimatico se basa en la actuacion de la enzima sobre una sustancia, llamada
sustrato, catalizando su conversion en otra especifica, conocida como producto.
Comunmente algun elemento de los que intervienen en la reaccion absorbe luz a una
longitud de onda determinada, con lo que la reaccion puede seguirse por colorimetria o
espectrofotometria (Marangoni, 2003).

Se elabor6 una curva estandar empleando diferentes concentraciones de p-nitrofenol (0.01-
0.18 um); se prepar6 una solucién madre (“stock”) de 10 mM de p-nitrofenol, disuelto en
isopropanol. La curva se construy6 diluyendo el stock en amortiguador fosfato 50 mM, pH
7.5 en un volumen final de 1ml y cuantificando la absorbancia en el espectrofotémetro DU-
650 (Beckman Coulter) a 410 nm.

2.2.13 Determinacion de longitud de cadena (sustrato preferido)

Se emplearon p-nitrofenol ésteres con diferentes longitud de cadena hidrocarbonada
(Sigma-Aldrich): pNP butirato (C4), pNP octanoate (C8), pNP decanoato (C10), pNP
dodecanoato (C12), pNP miristato (C14) and pNP palmitato (C16). La actividad enzimatica
se detectd con base en la hidrélisis del enlace éster entre el grupo acilo y el p-nitrofenol
(acilo-pNP); de esta manera se libera el p-nitrofenol (p-NP), el cual a pH alcalino o neutro

es de color amarillo y absorbe a 410 nm.

Cada reaccion enziméatica contenia 50 mM de buffer fosfato de sodio pH 7.5, Tritén 0.4 %,
1 mM de cada p-nitrofenol éster disuelto en Isopropanol y 40 ng de la enzima EsStAS3B
pura. La produccion de p-nitrofenol fue continuamente monitoreada a 410 nm empleando
un espectrofotémetro DU-650 (Bekman Coulter) durante 10 minutos a 40° C. Una unidad
de actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar un

pmol de p-nitrofenol por minuto.

Las reacciones fueron hechas por triplicado en celdas de 1 cm de espesor, se incluyo una
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reaccion blanco (sin enzima) para cada sustrato.

2.2.14 Determinacion de los parametros cinéticos

Para evaluar los pardmetros cinéticos, los ensayos fueron realizados empleando diferentes
concentraciones de p-NP butirato (0.01-1 mM), el cual fue el sustrato ante el cual mostro la
mayor preferencia. La mezcla de reaccion contenia buffer fosfato pH 7.5, y 40 ng de la
enzima pura. Se incluy6 una reaccion blanco (sin enzima). La absorbancia fue monitoreada
durante 10 minutos a 410 nm a 40 °C; en todos los casos los ensayos fueron realizados por
triplicado.

Los datos obtenidos con cada concentracion del sustrato fueron graficados y se obtuvo una
pendiente, la cual fue considerada como la velocidad inicial, y estos valores fueron tomados
para determinar los parametros de Km y Vmax.

2.2.15 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica, los ensayos fueron
realizados en 50 mM de buffer fosfato de sodio pH 7.5, Triton 0.4 %, 1 mM de p-nitrofenol
butirato (C4) disuelto en Isopropanol y 40 ng de la enzima EstAS3B pura.

La produccion de p-nitrofenol fue monitoreada a 410 nm de manera continua durante 10
minutos en el espectrofotdmetro DU-650 (Bekman Coulter) conectado a un controlador de
temperatura y fijando la temperatura a 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50
°C, 55 °C, 60 °C y 65°C.

2.2.16 Estabilidad en diferentes temperaturas

Para determinar la estabilidad en diferentes temperaturas, la enzima pura fue incubada a
20 °C, 30°C, 40°C, 50 y 60 °C durante 30 minutos. Los ensayos de actividad fueron
realizados en buffer fosfato pH 7.5 a 40 ° C durante 10 minutos. Como control se emple6

una reaccion con enzima sin incubar, cuya actividad se consideré como el 100%.

2.2.17 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad enzimatica, se emplearon diferentes

amortiguadores: acetato de sodio (pH 5-6), fosfato de sodio (pH 6.5-7.5), tris (pH 8-9),
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carbonato (pH 9.5-10).

Las reacciones fueron llevadas a cabo en la mezcla del amortiguador, 0.4 % de Tritén X-
100, 40 ng de EsStAS3B pura y 1 mM de p-NP-Butirato; la liberacion de pNP se cuantifico
durante 10 minutos a 40 °C. Esta temperatura fue fijada en los ensayos debido a que en los
analisis de temperatura 40 °C fue la Optima.

2.2.18 Caracterizacion in silico de EstAS3B

Los marcos de lectura abiertos en el contig de la clona 3 fueron identificados usando el
programa Geneious 7.1. Este programa permite utilizar la herramienta Glimmer de
prediccion de genes comparando con la base de datos de bacteria del NCBI, usando
BLAST. El mapa genético del contig 3 fue nuevamente dibujado en el programa ApE
Plasmid y editado con el software Inskcape 0.91.

2.2.19 Prediccion de péptido sefial y dominios transmembranales

La prediccion de existencia de péptido sefial, identificacibn de dominios alfa y beta
transmembranales y estimacion del peso molecular fueron determinados usando los
programas Signal P 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM vy
Boctopus; http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 'y http://boctopus.cbr.su.se/ vy
ProtParam http://web.expasy.org/protparam/, respectivamente.

2.2.20 Analisis filogenético de EstAS3B
Con la finalidad de asignar una familia al gen en estudio se realiz6 una busqueda de motivos

conservados caracteristicos descritos en cada familia (Arpyginy et al., 1999).

Para realizar el arbol filogenético se emplearon secuencias de esterasas pertenecientes a
la familia 1V, la mayoria de ellas cristalizadas, las cuales fueron reportadas por Kourist et
al., 2010; (también se incluyeron algunas esterasas descubiertas mediante metagenémica

y dos secuencias seleccionadas al azar de la familia VII.

2.2.21 Modelamiento molecular de EStAS3B

La secuencia deducida de aminoacidos de la EStAS3B fue enviada al servidor I-Tasser

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), el cual identific6 5 modelos

35



CAPITULO I

estructuralmente parecidos al modelo que predice para EstAS3B. Se considerd el mejor
modelo, es decir el que tuvo el porcentaje de identidad y valor Z-score mas alto, y a partir
de este se localiz6 el probable sitio catalitico de la proteina, el cual se sefialé en la
estructura graficada en Pymol. La superposicion estructural fue realizada con Mustang-MR
Structural  Sieving  Server  (http://pxgrid.med.monash.edu.au:8080/mustangserver/).
También se realizé una busqueda de proteinas que son estructuralmente similares en
BLASTP contra la base de datos de proteinas (Protein Data Bank, PDB).

2.3. RESULTADOS

2.3.1 Diseflo de cebadores

En el cuadro 2.2 se presentan lo cebadores disefiados en este trabajo. En el contig 3
(perteneciente al fosmido 3) se encontraron 2 esterasas, a las que en lo subsiguiente se
les mencionard como EstAS3A y EstAS3B. Los cebadores disefiados para su clonacién en
PLATE se nombraron como EstAS3A, EstAS3B, EStAS8 y EstAS10; la temperatura de
alineamiento fue estandarizada en la PCR, empleandose 53 °C en todos los casos, a pesar
de que tedricamente fueron disefiados con una temperatura de alineamiento de 60°C. Estos
cebadores contenian adaptadores (secuencias homadlogas al vector en el cual se ligarian
los productos de PCR) y estas secuencias de nucleétidos pudieron interferir con la

temperatura de alineamiento.

Cuadro 2.2 .Cebadores usados en este trabajo para la clonacién del gen de interés en el vector
pLATE.

Nombre | Nombre Secuencia de cebadores Tamario
del del ORF esperad
cebador o(pb)
EstASS8 EstAS2 FW5'GGTTGGGAATTGCAAATGAAGCCGATCAGGGACG | 849

CCATC 3

RV5'GGAGATGGGAAGTCATCAGGCAGTGGTTTCGCGC

ACAAA3'
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EStAS3A

EStAS3A

Fw &'
GGTTGGGAATTGCAAATGACCGCGCTGCTCGTCAC 3
RV 5' GGAGATGGGAAGTCATCACGCAGGCACCAGCCG
3

981

EstAS3B

EstAS3B

FW5'
GGTTGGGAATTGCAAATGAAGCGTCTTGCCATCGCCY
RV5'GTGGTGGTGATGGTGATGGCCTTGGCCGGCCTTT
GCAGTCAACAG3

909

EstAS10

EstAS10

FW5'GGTTGGGAATTGCAATTGCAAATTTTAGGTCGCAA
AGCCTATGC 3
RV5'GGAGATGGGAAGTCATTAAATTTCCACTCGGTTCA
GCCCTAAATCAZ'

804

* La region subrayada corresponde a la regién que traslapa con el vector. La regién no subrayada

corresponde a la secuencia especifica del gen de interés

Extracciéon de ADN de los Fésmidos

En la Figura 2.2 se puede observar los ADN de los fésmidos extraidos de las clonas que

se identificaron funcionalmente con actividad de esterasa;

se obtuvieron altas

concentraciones de ADN tal como se puede observar en el cuadro 2.3. Estos ADNs fueron

utilizados para realizar las amplificaciones de los ORFs de esterasas.

12 Kb =—

M1 2 34 56 7 8 9 10 11 12 M
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Figura 2.6. ADNSs de los fésmidos identificados funcionalmente conteniendo esterasas, M,
Marcador de Masa molecular, 1-12 nimeros asignados arbitrariamente a los fdsmidos que

presentaron actividad.

Cuadro 2.3. Concentraciones de ADNSs de los fésmidos.

Concentracion ng/ul

Fésmido

907

727
564
518
987.8
706.2
1402.5
1573
1018
10 1303
11 1200.3
12 1093.0

QN0 WIN| -

2.3.2 Correlacién de los genes de esterasas identificados con la clona metagendmica

En este ensayo se muestra la correlacion de los ORFs de esterasas identificados en la
secuenciacion de “pools” de fésmidos y las clonas especificas que los contienen. El ensayo
para la correlacion se realiz6 mediante PCR utilizando los cebadores del cuadro 2.2. y
usando como templado mezclas de los ADNs de los fésmidos (Fig. 2.3 Ay 2.3 B). Con base
en los resultados se asignaron los ORFs de esterasas a las clonas correspondientes
(Cuadro 2.4).

Cebadores EstAS3A EstAS3B EstASS8

— s ¥ M/

M (1-3) @4-6) (79 (10-12) () (1-3) (4-6) (7-9) (10-12) (-) (1-3) (a-

1650 =

650
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Figura 2.3 A. Identificacion de clonas que contienen los marcos de lectura de esterasas en las
muestras secuenciadas por pool. Los cebadores usados para identificar los EStAS3A, EStAS3B y
EstAS2 fueron nombrados inicialmente EstAS3A, EsStAS3B y EstASS, respectivamente. M, Marcador

de masa molecular.

Cebadores EstAS8 EstAS10

>

M (7-9) (10-12) () (1-3) (4-6) (7-9) (10-12) (-)

Figura 2.3 B. Identificacion de clonas que contienen los marcos de lectura de esterasas en las
muestras secuenciadas por pool. Los cebadores usados para identificar los EStAS2 y EstAS10
fueron nombrados inicialmente, EStAS8 y EstAS10, respectivamente. M, Marcador de masa

Cuadro 2.4. Preparacion de las clonas para su envio a secuenciacion

Combinacion de ADN de fésmidos | Cebadores | ORF identificado | Tamafio obtenido
(pb)

1-3 EStAS3A EStAS3A 981

1-3 EstAS3B EStAS3B 909

1-3 EstAS8 EstAS2 849

10-12 EstAS10 EstAS10 804

Los cuatro ORFs de esterasas fueron amplificados y clonados en el vector TOPO TA (datos

no mostrados), y secuenciados por la empresa Macrogen (Corea). El alineamiento mostré
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100 % de identidad entre las secuencias de los ORFs clonados en TOPO y las secuencias
identificadas en los contig de los fésmidos, excepto en el ORF EStAS3A, en el cual se
encontré una diferencia de un nucleétido entre el contig y el ADN subclonado.

2.3.4 Subclonacién en el vector de expresion pLATE

Se lograron buenas amplificaciones a partir de 30 ng de ADN templado en reacciones de
PCR de 50 pl (Fig. 2.4); estas bandas de ADN se purificaron y analizaron de nuevo en gel
(Fig. 2.5). Se obtuvieron los tamafios esperados: para el ORF EstAS2 el tamaiio fue de 849
pb, para el EStAS3A de 981 pb, EStAS3B 909 pb y para el EstAS10 de 804. En todos los
casos se obtuvieron concentraciones mayores a 80 ng/pl.

1 650 pb ===

850 pb =)

Figura 2.4. Amplificacion de los marcos de lectura completos de los genes de esterasas

identificados en las clonas metagenémicas en este trabajo. Carriles 1 y 2, EstAS2; carriles

3y 4, EsStAS3A, carriles 5y 6, EStAS3B; carril 7, EstAS10; M, marcador de masa molecular.
M 1 2 3

1650 pb =

850 pb )
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Figura 2.5. Productos de PCR purificados con el kit “Gel Extraction” de QIAGEN. Carril 1,
EstAS2; carril 2, EsStAS3A; carril 3, EstAS3B; carril 4, EstAS10; M, marcador de masa

molecular
2.3.5 Verificacion de la clonacion

En la Figura 2.6 Ay 2.6 B se puede observar el andlisis por PCR en colonia de las clonas
en el vector de expresidon pLATE. Se muestran los ORFs EstAS2, EStAS3A EsStAS3B
EstAS10; ademas se clond el gen de la cloranfenicol acetil transferasa (720 pb) y esta
subclonacion fue usada como control de clonacion. Para esta amplificacion se emplearon
los cebadores incluidos en el Kit pLATE, los cuales flanquean los insertos clonados. Los
fragmentos obtenidos mediante PCR corresponden a los tamafios esperados, resultado de

la suma de los respectivos ORFs mas 260 pb del vector.

M 12 3 4 5 6 ()

1650 ==

850 ==

Figura 2.6 A. Andlisis por PCR en colonia de las clonas en pLATE conteniendo los ORFs. Carriles 1-3,

EstAS2; Carriles 4-6, EStAS3A, carril (-), control negativo de PCR. M, marcador de masa molecular.
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1 650 ==
850 ==

Figura 2.6 B. Andlisis por PCR en colonia de las clonas en pLATE conteniendo los ORFs. Carriles 1-3,
EstAS3B y carriles 4-6, EstAS10. M, marcador de masa molecular.

Adicionalmente se realiz6 una PCR a partir de la ADN plasmidico (pLATE conteniendo el
gen de interés) de cada una de las construcciones generadas; se incluyé el control

conteniendo el gen de la cloranfenicol acetil transferasa, mencionado anteriormente (Fig.
2.7).
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1650 pb s

500 pb ==

Figura 2.7. Verificacion de la clonacién en el vector de expresién pLATE mediante PCR de los
ORFs carril 1, EstAS2; carril 2, EStAS3A; carril 3, EStAS3B; carril 4, EstAS10, carril 5, CAT
(cloranfenicol acetil transferasa) a partir de los ADN plasmidicos purificados y usados como

templado, carril 6, control negativo de PCR; M, marcador de masa molecular.
Evaluacién de las clonas en pLATE mediante enzimas de restriccion

En la Figura 2.8 se puede observar el andlisis de cada construccion con las enzimas de
restriccion Xba | y Stu |. Se liberaron los insertos del vector y en cada caso coincidié con el
tamafio esperado de 4500 pb, y el tamafio de los insertos respectivos corresponden a los

tamanos esperados.
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5000 pb
4000 pb ey

1070 pb
940 pb L000bb 900 pb

1000 pb s 700 pb

Figura 2.8. Digestion con las enzima Xbal y Stul de los constructos en el vector pLATE liberandose
los insertos respectivos: carril 1, EStAS2; carril 2, EStAS3A, carril 3, EStAS3B, carril 4, EStAS10;
carril 5, CAT (Cloranfenicol acetil transferasa). M, marcador de masa molecular.

2.3.6 Andlisis funcional en placas de LB y tributirina

El andlisis funcional de la clona de pLATE-EstAS3B permitié detectar actividad, la cual fue
observada como un halo alrededor de la colonia crecida sobre LB conteniendo tributirina
como sustrato y ampicilina como agente de seleccién. El analisis fue monitoreado a las 12
horas de incubacién a 37 °C (Fig. 2.9). Los genes EstAS2, EstAS3A y EstAS10 clonados
en pLATE no presentaron actividad extracelular (Fig. 2.10).
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Figura 2.9. Analisis funcional de actividad esterasa de la clona en el sistema de expresion aLlCator
pLATE-EstAS3B. La clona fue cultivada sobre LB-tributirina-ampicilina A) induccién con 0.1 mM de
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG); B) sin IPTG, y C) Cepa BL21 silvestre, sin vector,
empleada como control negativo, D) clona en el sistema de expresién aLlCator conteniendo el gen

de la cloranfenicol acetil transferasa en el vector pLATE (segundo control negativo).
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Figura 2.10. Analisis funcional de actividad de esterasa de las clonas en el vector de
expresion pLATE de los ORFs EstAS2, Est3A, EstAS10 A) medio LB con tributirina
(sustrato), ampicilina (selector) e IPTG (inductor de expresion). B) idéntico a A, pero sin

inductor.

2.3.7 Andlisis de expresion de la proteina en un cultivo liquido

Debido a que se observo actividad extracelular de esterasa en la clona pLATE31- EStAS3B
en los cultivos so6lidos, esta clona se cultivé posteriormente en medio liquido con ampicilina
a 50 mg/ml dey 0.1 mM de IPTG. Se recuperé el sobrenadante y se evalué la actividad de
esterasa mediante el ensayo de difusién en placa; el resultado fue negativo, es decir no
hubo actividad en el sobrenadante a pesar de la adicion del IPTG, “no se presentan los
resultados”. Por lo tanto se procedié a sonicar las células para liberar el contenido interno;
la actividad de esterasa fue detectada en el citosol (sobrenadante del lisado). Los resultados
se presentan en la Figura 2.11 (panel 1A). Igualmente, se observé halo de actividad con la
proteina después de purificacion (Fig. 2.11, panel 2A), lo que muestra que se recupera de

manera activa.

Para identificar las fracciones proteicas en las que eluye EstAS3B en la columna de niquel
se monitore0 la actividad de esterasa mediante ensayo de difusion en placa. Se observan
2 picos de elucion, el primero en las fracciones 1-3 y el segundo en las fracciones 9-17,
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siendo las fracciones 9 y 10 donde eluye la mayor actividad. La actividad observada en las
fracciones 1-3 corresponden a la proteina EstAS3B que no logré pegarse a la columna, por
saturacion de ésta, mientras que las fracciones 4-7 corresponden al lavado. A partir de la

fraccion 8 corresponde la elucion.

Figura 2.11. Ensayo de actividad de esterasa en difusion en placa de EstAS3B durante el proceso
de purificacion. Panel A; corresponde a las fracciones colectadas durante la purificacion, 1-3
fracciones que eluyeron inmediatamente después de agregar el extracto lisado a la columna de
niquel; 4-7 fracciones colectadas después de agregar el buffer de lavado, 8-20 fracciones colectadas
después de agregar el buffer de elucion, el cual contenia una alta concentracién de imidazole (250
mM). Panel B; extracto lisado de pLATE- EstAS3B; inducido con 0.1 mM de IPTG y B2 sin inducir.

Panel C, extracto lisado de BL21 (D3) empleado como control negativo
Analisis funcional de los genes EstAS2, Est3A, EstAS10

También se realizé el ensayo de difusién en placa para deteccion de esterasa para las
clonas de los genes EstAS2, EstAS3A y EstAS10, utilizando tanto el medio libre de células
como la fase soluble después de la lisis celular, pero en los 3 casos no se detect6 actividad
de esterasa (Fig. 2.12).
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Figura 2.12. Andlisis funcional de actividad de esterasas mediante ensayo de difusion en placas
(papel filtro sobre medio selectivo para deteccidn de esterasas. Los ensayos 1, 2 y 3 corresponden
al extracto soluble después de la lisis celular de las clonas con los genes EstAS2, Est3A y EStAS10

respectivamente. Panel A, se indujo con 0.1 mM de IPTG; B) sin inducir.

2.3.8 Cuantificacion de proteinas por el método BCA (Acido bicinconinico)

En el cuadro 2.5 se presenta el resumen de la purificacion de proteina EstAS3B. Se partié
de 8.33 mg de proteina y se recuperé 2.24 mg, 0 sea 26% de la proteina soluble es
EsStAS3B. Se puede observar que en el extracto total inducido se obtuvo 2.082 de un total
de 4 ml cargados en la columna de purificacion, cabe sefialar que solo se cuantificaron las
proteinas en las fracciones que mostraron mayor actividad en el analisis funcional descrito
anteriormente (fracciones 9-12). Se puede decir que la proteina estd muy enriquecida en el
eluato y que se recuperd un cuarto de la proteina total.
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Cuadro 2.5. Proteinas cuantificadas método de BCA (Acido bicinconinico)

(fracciones 9-12)

Concentracién de proteina | Vol. (ml) Proteina total
(mg/ml)
Extracto crudo 2.083 4 8.33 mg
Eluato puro 1.242 1.8 2.24 mg

2.3.9 Electroforesis de Proteinas (SDS-PAGE)

En la Figura 2.13 se puede observar el andlisis electroforético en gel disociante de

poliacrilamida de las proteinas intracelulares solubles (fase soluble después de lisis) de

BL21 (DE3), usado como control, asi como los extractos crudos de la clona pLATE-

EstAS3B sin inductor (Fig. 2.13, carril 2) y con inductor (Fig. 2.13, carril 3). En el extracto

del cultivo en presencia del IPTG se observa una banda extra, abundante, de

aproximadamente 32 KDa que no esta en el extracto del cultivo sin inductor En los carriles

6-9 se observo una banda intensa de aproximadamente 32 KDa, es claro que en el carril 6

la proteina de interés se encuentra con otras proteinas y se va alcanzando una mejor pureza

sucesivamente hasta llegar al carril 9.

El tamafio de la proteina purificada de 32 KDa, coincide con la prediccion in silico.

KDa
95 —

72 —
55—

43

34—

26  —

M
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Figura 2.13. Analisis SDS-PAGE de la purificacion del perfil de proteinas durante la purificacién de
EstAS3B. Se carg610 ug de proteina por carril y al final de la electroforesis el gel fue tefiido con
Coomassie Blue. Carril M, Marcador de masa molecular de proteinas; carril 1, extracto proteico del
lisado de la cepa silvestre BL21 (DES3), carril 2, extracto proteico del lisado de pLATE- EStAS3B sin
inducir; carril 3, extracto proteico del lisado de pLATE- EstAS3B inducido con 0.1 mM de IPTG; carril
4, flujo obtenido después de agregar el extracto proteico de EstAS3B a la columna (proteina que no
logro unirse a la columna); carril 5, lavado, carriles 6-9 fracciones obtenidas de la proteina purificada

en columna de niquel.

2.3.10 Caracterizacion bioquimica de EstAS3B

Para los célculos de actividad enzimatica es necesario convertir los valores de densidad
Optica por minuto en micromoles de producto usando las mismas condiciones de reaccion

hechas en las mediciones cinéticas.

La figura 2.14 corresponde a los resultados de la curva estdndar de las absorbancias del
PNP a 410 nm. Se logré una correlacion de 0.99 (R?) por lo que la concentracion de pNP
liberado en las reacciones enzimaticas pueden estimarse confiablemente usando esta

curva estandar.

1.6
1.4 °
1.2 9
1.0
0.8 9 ®

0.6

Abs(410 nm)
()

0.4

0.2

00 1 T T 1 T T 1
0.00 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15 0.18 0.21

um de p-NP

Figura 2.14. Curva estandar del p-nitrofenol (pNP) usando un volumen de 1 ml de cada
concentracion disuelto en 10 % de isopropanol y ajustando el volumen de 1ml con el amortiguador

fosfato de sodio pH 7.5.
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2.3.11 Determinacidn de longitud de cadena (sustrato preferido)

Se determiné la especificidad del sustrato empleando p-nitrofenol ésteres con diferentes
longitud de cadena hidrocarbonada; pNP butirato (C4), pNP octanoato (C8) pNP decanoato
(C10), pNP dodecanoato (C12), pNP miristato (C14) y pNP palmitato (C16). Se empled una

concentracion fija de enzima (40 ng), y 1 mM de cada uno de los sustratos.

La enzima mostrd la mayor actividad con el pNP butirato, por lo que se definié como el 100
% para comparar los otros pNP-acilo. Es decir, bajo las condiciones estandar del ensayo,
el sustrato preferido de EStAS3B es el pNP butirato (C4), sin embargo mantiene una
actividad mayor al 60 % con pNP-octanoate (C8); la actividad cae abruptamente al 10 %
cuando se evalu6 con pNP-decanoato (C10). La enzima no mostré actividad al evaluarse
con pNP dodecanoato (C12), pNP miristato (C14) y pNP palmitato (C16) (Fig. 2.15).

1201

100 1

Actividad relativa (%)

Substrato

Figura 2.15. Determinacion de la especificidad de EstAS3B por el sustrato, empleando diferentes
pNP-ésteres.

2.3.12 Determinacion de los parametros cinéticos

En el modelo cinético de Michaelis Menten, el valor de Km es la concentraciéon de substrato
a la que se alcanza la mitad de la velocidad maxima (Vmax). La Vmax corresponde al valor

maximo de actividad de la enzima, generalmente expresada en micromoles/min.

Las constantes cinéticas Km y Vmax fueron determinadas usando el software GraphPad.
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La enzima muestra una Km de 0.13 mM y una Vmax de 1490 pumol/min (Fig. 2.16). El valor
bajo de Km de la enzima nos indica la alta afinidad de la enzima por el pNP-butirato.

1200 PY [

Vo(pmol/min)

0 T T T 1 1 1

00 02 04 06 0.8 1.0 1.2
[S] (mM)

Figura 2.16. Comportamiento cinético de la enzima EstAS3B, graficado con el software
GraphPad. El ensayo fue realizado usando diferentes concentraciones pNP-butirato, buffer

fosfato pH 7.5 a 40° C.

2.3.13 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima

La temperatura 6ptima de la enzima se determiné variando la temperatura de reaccién
desde los 15 °C hasta los 65 °C, bajo las condiciones de ensayo estandar. La enzima mostrd
una actividad maxima a 40 °C, mantiene una actividad mayor al 60 % entre los 35y 50 °C,
y una baja actividad entre los 15 °C y los 25°, asi como un descenso de la actividad

enzimatica a partir de los 55 °C (Fig. 2.17).
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Figura 2.17. Actividad de esterasa de EstAS3B evaluada en diferentes temperaturas. El
ensayo fue realizado empleando pNP-Butirato, cada temperatura fue monitoreada durante

10 minutos.

2.3.14 Estabilidad en diferentes temperaturas

La estabilidad térmica de la enzima fue determinada incubando la enzima a diferentes
temperaturas (20° C, 30 °C, 40 °C, 50 °C y 60 °C) durante 30 minutos.

Una reaccion con enzima sin incubar, fue empleada como control y su actividad fue

considerada como el 100 %.

La enzima mantiene actividad mayor al 50 % a 20 °C, 30°C y 40 °C después de 30 minutos
de incubacion, y su actividad cae mas del 90 % a 50 °C después de una hora y a 60 °C

después de media hora de incubacion (Fig. 2.18).
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12017

Actividad relativa (%)

Temperatura (°C)

Figura 2.18. Actividad residual de esterasa de EStAS3B después de 30 minutos de
incubacion en diferentes temperaturas. El ensayo fue realizado empleando pNP-Butirato,

cada temperatura fue monitoreada durante 10 minutos.

2.3.15 Efecto del pH sobre la actividad de la enzima

El efecto del pH sobre la actividad de la enzima EstAS3B fue evaluado en un rango de pH
entre 5y 10 con intervalos de 0.5. La enzima muestra su maxima actividad a pH 7.5, y

mantiene actividad mayor al 60 % entre pH 8 y 9.5 (Fig. 2.19).

12019
1004
80 1

60

Actividad relativa (%)

Figura 2.197. Efecto del pH sobre la actividad de esterasa de EstAS3B .Amortiguador
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acetato de sodio (pH 5-6), fosfato de sodio (pH 6.5-7.5), tris (pH 8-9), carbonato (pH 9.5-

10). El ensayo fue realizado empleando pNP-Butirato durante 10 minutos a 40 °C

2.3.16 Caracterizacion in silico de EstAS3B
2.3.17 Andlisis BLASTX

En la Figura 2.20 se puede observar el mapa genético del contig del inserto del fésmido 3
de la biblioteca metagendémica. El contig consta de 23, 439 pb; el marco de lectura abierto
de esterasa esté representado con el ndamero 32.

1 23456 7 8 9 101112 13 14 151617181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

1
0 3Kb 6Kb 9Kb 12Kb 15Kb 18Kb 21Kb 23439

Figura 2.20. Mapa del inserto de fésmido 3, mostrando 30 marcos de lectura abiertos, identificados
usando el software Geneious 7.1. El marco de lectura abierto 30, sombreado en negro, representa
la esterasa EStAS3B.

En el cuadro 2.6 se muestran los 30 marcos de lectura abiertos identificados con el
programa GLIMMER, se muestra su descripcibn basada en homologia en el contig
perteneciente al foésmido 3 de la biblioteca metagendmica en estudio. Cabe mencionar que
de los 30 ORFs descritos en el cuadro, la mayoria presenté homologia con el género
Sphingobium. Entre las proteinas deducidas se encontraron ATP asas, tranposasas,
proteinas de membrana, acil transferasa, glucésido hidrolasas, y algunas proteinas con
funcion desconocida (proteina hipotética). La esterasa se encuentra hacia el 5', precedida
por glucésidos hidrolasa y una proteina hipotética.

Cuadro 2.6. Proteinas deducidas a partir de los marcos de lectura abiertos identificados por el
programa GLIMMER el cual usa modelos ocultos de Markov para identificar las regiones codificantes
y distinguirlos de ADN no codificante, y funcién deducida basada en homologia, comparando contra
la base de datos del NCBI (software Geneious 7.1) en el contig perteneciente al fésmido 3

metagendmico en este estudio.
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ORF | ORF ORF | Descripcién Microorganismo % de valor
n° comienzo (pb) | (nGmero de Identidad | e-
[Termino acceso)

1 105-281 105 | ATPasa Pseudomonas 36 0.1
(WP5779443.1) amygdali

2 276-998 723 | ATPasa Pseudomonas 41 8e-63
(WP005779443.1) | amygdali

3 1191-1367 177 | Determinante de Sphingobium 88 3e-22
estabilidad yanoikuyae
(WP037521786.1)

4 1367-1642 276 | Modulo de Sphingobium 73 3e-38
antitoxina yanoikuyae
(WP037521787.1)

5 1807-2136 750 | Proteina hipotética | Sphingomonadaceae | 99 4e-59
(WP019052499.1)

6 2120-2542 423 | Transposasa Sphingomonadaceae | 100 le-74
(WP019052498.1)

7 2546-4210 1665 | Transposasa Sphingomonadaceae | 99 0.0
(WP019052497.1)

8 4228-4473 246 | Proteina hipotética | Sphingomonadaceae | 100 3e-51
(WP019052496.1)

9 4587-5810 1224 | Proteina hipotética | Sphingobium 66 7e-115
V473 12610 czechense LLO1
(KMS55579.1)

10 5818-6420 603 | Proteina hipotética | Sphingobium 76 7e-90
(WP021227465.1) | lactosutens

11 6555-6770 216 | Proteina hipotética | Sphingobium 64 7e-22
(WP048939071.1) | yanoikuyae

12 6935-7294 360 | Proteina de Sphingobium sp. 94 7e-08
membrana C100
(WP024018307.1)

13 7358-8290 933 | Electron de Sphingomonas sp. 94 7e-179
transferencia MEA3-1
Flavoproteina
subunidad beta
(WP048577912.1)

14 8287-9036 750 | Electron de Sphingomonadaceae | 97 8e-156
transferencia
Flavoproteina
subunidad beta
(WP025550216.1)

15 9133-10332 | 1200 | Ligasa Malato-CoA | Sphingobium 98 0.0
subunidad beta yanoikuyae
(WP004207732.1)
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16 10321- 153 | Alcohol tipo Bactrocera dorsalis 46 2.9
10473 deshidrogenasa
(XP011213341.1)
17 10480- 369 | Proteina hipotética | Sphingobium 65 5e-41
10848 (WP037491663.1) | yanoikuyae
18 10892.11269 | 378 | Proteina de Sphingobium 85 4e-73
membrana lactosutens
(WP021227457.1)
19 11279- 174 | Proteina hipotética | Sphingobium 86 9e-27
11452 V473_12650 czechense LLO1
(KMS55587.1)
20 11451- 132 | Acil transferasa Colletotrichum 37 7.9
11582 (XP007596152.1) fioriniae PJ7
21 11568- 1209 | Protén anti Sphingobium 75 le-173
12776 portador de sodio xenophagum
(WP017181343.1)
22 12828- 1500 | Proteina hipotética | Sphingobium 82 0.0
14327 V473 12660 czechense LLO1
(KMS55588.1)
23 14324- 1080 | Proteina hipotética | Sphingobium 59 4e-125
15403 V473 12665 czechense LLO1
(KMS55589.1)
24 15461- 915 | Permeasa Sphingobium sp. 94 3e-101
16375 (WP024018062.1) | C100
25 16375- 762 | Proteina hipotética | Sphingobium 95 3e-144
17136 V473 12675 czechense LLO1
(KMS55591.1)
26 17221- 1320 | Proteina hipotética | Sphingobium 89 0.0
18540 V473_12680( czechense LLO1
KMS55592.1)
27 18737- 1083 | Glucosido Sphingobium sp. 82 0.0
19819 hidrolasa C100
(WP024020355.1)
28 19816- 2247 | Glucosido Sphingobium sp. 89 0.0
22062 hidrolasa C100
(WP024020355.1)
29 22083- 441 | Proteina hipotética | Sphingobium 73 4e-35
22523 (WP048937636.1) | yanoikuyae
30 22520- 909 | Esterasa Sphingobium 91 2e-151
23429 (WP037520116.1) | yanoikuyae
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Como se puede observar el cuadro 2.7, se encontraron 4 marcos de lectura abiertos de
esterasas mediante analisis BlastX en el NCBI, esto fue logrado debido a que se obtuvieron
todos los posibles marcos de lectura de cada contig en el programa Geneious y a cada

secuencia se le realiz6é un BlastX.

Cuadro 2.7. Marcos de lectura abiertos encontrados en las clonas seleccionadas funcionalmente

Programa | ORF Longitud | Similitud Cobertura | Valor E | Identidad
(pb) Query

Genious EStAS3A 981 Esterasa 99% 2e-91 83%
(Sphingobium
xenophagum)

ORF EsStAS3B 909 Esterasa 97% 2e-151 | 91%

Findery (Sphingobium

Geneious yanoikuyae)

Geneious | EstAS2 849 Esterasallipasa 99% le-68 79%
(Sphingobium
japonicum)

Geneious | EstAS10 804 Esterasa 99% 3e-178 | 97%
(Sphingobium
yanoikuyae)

2.2.18 Prediccion de péptido sefal y dominios transmembranales

Como se puede observar en el cuadro 2.8, el andlisis in silico predijo que el marco de lectura
abierto EstAS3B es de naturaleza extracelular, ya que presenta un péptido sefial en la
region amino terminal y no presenté dominios alfa y beta transmembranales; los otros
marcos de lectura analizados no presentaron péptido sefal ni dominios transmembranales.
Se tomé la decisién de clonarlos ya que como se mencioné anteriormente, en diversos
trabajos se han clonados genes con estas caracteristicas y en algunos casos han obtenido
proteinas extracelulares y recuperado la proteina (Glogauer et al., 2011; Peng et al., 2011,
Chow et al., 2012).
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Cuadro 2.8. Prediccion de Péptido sefial, Dominios trasnmembranales y Peso molecular

ORF Péptido sefal Dominio Peso molecular (KDa)
transmembranal
EstAS2 NO NO 29.9
EStAS3A NO NO 35. 08
EstAS3B Sl NO 32.1
EstAS10 NO NO 29.5

Con base en todo lo anterior en este trabajo se decidié subclonar 4 marcos de lecturas

abiertos de esterasas en el sistema de expresion aLlCator.

2.2.19 Analisis filogenético de EstAS3B

Las secuencias de EstAS3B y proteinas relacionadas fueron alineadas con el algoritmo
MAFT en el programa Geneious. En los alineamientos mdltiples se identificaron 5 regiones
conservadas (motivo | corresponde al agujero oxianion, HGGGF; motivo Il corresponde al
pentapéptido que alberga la serina catalitica, GDSAG; motivo Ill DPL, conteniendo el
residuo acidico aspartico, motivo IV corresponde a la histidina, la cual se encuentra
albergada en el motivo HGF; motivo V, YRLX identificado recientemente por Kim et al.,
(2015). Se emplearon 16 secuencias de esterasas, de las cuales 6 son secuencias
cristalizadas; la secuencia 4Q3K es una esterasa aislada de Clostridium novyi NT de un
metagenoma a partir de agua de una fosa marina hipersalina del Este del Mar Mediterraneo;
3DNM:A, 1LZL:A, 1EVQ:A, 2C7B:A, 1JJI:A fueron clasificadas por Kourist et al., (2010)
como miembros de la familia IV de esterasas y han sido cristalizadas. Las demas
secuencias comprenden a AAB89533.1 carboxylesterase (estA, Archaeoglobus fulgidus
DSM 4304); AAC38151.1 lipasa (Pseudomonas sp. B11-1); AAC41424.1 enzima tipo lipasa
(Cupriavidus necator); CAA37862.1]| Triacilglicerol lipasa (Moraxella sp.); WP_020908446.1
esterase (Rhodococcus erythropolis); AAC73578.1 acetil esterasa (Escherichia coli str. K-
12 substr. MG1655), KM350209 (secuencia metagenomica reportada por Kim et al., 2015)
y 2 secuencias de la familia VII tomadas al azar, Q01470.1 y CAA22794.1

El mejor alineamiento se obtuvo con el algoritmo MAFT de Geneious; se observan
claramente que los motivos en la familia IV estan conservados, y que hay diferencias claras

entre la familia IV y la VII. Se observa que los motivos en EStAS3B muestran mayor similitud
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con los motivos de las esterasas de la familia IV que con las esterasas de la familia VII, por
lo que parece un miembro de la familia IV ( Fig. 2.21).

| \Y; I n WY
Consenso E Y 'R I PN & D D B2 BaG F
Identidad - - BEE - B
EstAS3B PENEL~I F@SA! @&Ar a BEiG F
4Q3KIA PENENENY M-MHM: @Ar %5 BiG L
3DNM|A ENERCINd FAIA A @ED EIE g - EdV F
IE2Li CHENENCERE FOMAA EOEPNE pio@m BIG S
1EVQIA CHENCENEN] FASMMA EDERIE o BIG F
2C7BJA HENEENE Fa:AA [@ED DN G F
1JJIIC CHENENENE FaAMA [@ED (D PNT | g}G F
AAB89533.1 HGC GG FEEVR T EWNCH) D B3 EiG F
AAC38151.1 CHENERCNE FAMA:A @EDoENIYE oA EBEiIG F
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FAMVIFCAA227941 FHIENER . . FEIOEAC @EOENE BVl ER- L

Figura 2.21. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de EStAS3B con proteinas
relacionadas de la familia IV y VII. Motivo | corresponde al agujero oxianién; motivo Il corresponde
al pentapéptido en el cual se encuentra la serina catalitica; motivo Ill corresponde al residuo acidico;
motivo IV corresponde a la histidina catalitica y el motivo V es una nueva secuencia conservada en
la familia 1V identificada por Kim et al., (2015).

En el arbol se pueden observar los nimeros de accesion con clave PDB, tomados del
trabajo de Kourist et al., (2010). Ademas se agrego la secuencia 4Q3K, la cual comparte
motivos estructurales similares a EstAS3B, que fue la que se us6 como templado para

obtener la estructura tridimensional de EStAS3B (Fig. 2.22).
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Figura 2.22. Relaciones filogenéticas de proteina EstAS3B con miembros de la familia IV y VII, con
las cuales presenta homologia. EstAS3B es un nuevo miembro de un clado hermano de la familia IV
de esterasas. Arbol obtenido por Neighbor Joining y Boostrap de 1000. Las distancias evolutivas
fueron calculadas empleando el método de correccién de Poisson. El andlisis evolutivo fue realizado
en MEGA 6.

EStAS3B presenta la triada catalitica serina-aspartico-histidina. Los motivos encontrados
en EstAS3B son similares a los que se encuentran en las esterasas de la familia IV pero
existen algunas diferencias, como a continuacion se describe. La serina nucleofilica se
encuentra en el pentapéptido GFSAG (en vez de GDSAG comUnmente encontrado en la
familia IV 6 GESAG de la familia VII); el residuo acidico albergado en el motivo DSL en vez
de DPL comunmente encontrado en la familia IV 6 DEW de la familia VII. La secuencia del
oxianién (PGGAF) de EstAS3B diverge un poco del motivo HGGGX encontrados en las
familias IV y VII. Unicamente el motivo que alberga a la histidina, HGF, es idéntico al

canodnico en la familia IV.

En el analisis a detalle de las proteinas que presentan homologia con EsStAS3B
(identificadas en el BLAST en el NCBI usando como query la secuencia de EStAS3B) se

observo que presentan el mismo orden de la triada y exactamente las mismas divergencias
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con los motivos de las esterasas de la familia V. Es decir los motivos de EStAS3B y esas
proteinas son idénticos. En el cuadro 12 se observa claramente que las proteinas con
codigos de accesion WP_017503158.1, WP_007708648.1, WP_010338908.1,
KMS55596.1 y ETI63162.1 presentan exactamente los mismos aminoécidos en los 5
motivos identificados en EstAS3B. Esas proteinas fueron anotadas como dienolactonas en
un proyecto de secuenciacion masiva de genomas bacterianos. Los motivos de EstAS3B
no son idénticos pero también son similares a los identificados en la esterasa 4Q3K, que
fue con la que hizo traslape en la base de datos de proteinas modeladas. El Cuadro 2.9
presenta un resumen de la comparacién de motivos de esterasas de las familias IV y VI,

de la proteina EstAS3B y de sus homélogas.

Cuadro 2.9. Comparacion de motivos importantes en las esterasas EstAS3B, 4Q3K y otras proteinas

relacionadas

Esterasa Pentapéptido | Triada Motivo  que | Motivo que | Oxianion

conteniendo catalitica hospeda al | hospeda la

el nucledfilo | (orden de | residuo H

catalitico aminoacidos) | acidico (D o

(Serina) E)
Familia IV GDSAG S-D-H DPL HGF HGGGF
Familia VII GESAG S-D-E DEW HTL/HSL/H | HGGGX

AL

EStAS3B GFSAG S-D-H DSL HGF PGGAF
4Q3K GFSAG S-D-H DDL HGL PGGGY
*WP_017503158.1 GFSAG S-D-H DSL HGF PGGAF
*WP_007708648.1 GFSAG S-D-H DSL HGF PGGAF
*WP_010338908.1 GFSAG S-D-H DSL HGF PGGAF
*KMS55596.1 GFSAG S-D-H DSL HGF PGGAF
*ETI63162.1 GFSAG S-D-H DLF HGF PGGAF

*Proteinas reportadas en el GenBank a partir de proyectos de secuenciacion masiva y anotadas

como dienolactonas hidrolasas.
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Con el objetivo de demostrar que la proteina EstAS3B es una verdadera esterasa, se realizoé
un alineamiento empleando secuencias de la familia IV, VIl y dienolactonas hidrolasas
verdaderas (con funcién probada). En el alineamiento se observa que las dienolactonas
hidrolasas (CAD_28143.1, NP_97009.1, 1DINPDB, AAZ34411.1, ZP_013033464.1,
ZP_01107847.1, YP_114241.1, YP_096670.1) no comparten con las esterasas de la familia
IV'y VII el motivo oxianion 1, HGGGX, ni el motivo YRLX, el residuo nucleofilico es Cisteina
y no serina como en las familia IV y VII, el residuo acidico y el residuo base histidina no se
encuentran en motivos conservados (Fig. 2.23).
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Figura 2.23. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de EStAS3B con proteinas

relacionadas de la familia IV y VII y dienolactonas verdaderas.

Con la finalidad de evidenciar que EStAS3B pertenece a nueva familia de esterasas, se
realiz6 un arbol filogenético empleando las 15 familias reportadas por Lee, 2016. En la figura
2.23 se puede observar que la proteina EstAS3B (sefialada con punto rojo) forma un nuevo
clado cercano a la familia IV y VII, pero se separa de la familia IV. EStAS3B junto con las
dienolactonas homoélogas en el BLAST del Genbank forman una nueva familia de esterasas
y se une a esta familia la proteina con c6digo PDB: 4Q3K, sefialada con punto verde (Fig.
2.24).
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Figura 2.24. Relaciones filogenéticas de proteina EstAS3B con los miembros de las 15 familias de
enzimas lipoliticas. EstAS3B junto con las dienolactonas hidrolasas forman un clado cercano a las
familias IV y VII. Arbol obtenido por Neighbor Joining y Boostrap de 1000. Las distancias evolutivas
fueron calculadas empleando el método de correccion de Poisson. El analisis evolutivo fue realizado
en MEGA 6.

2.2.20 Modelamiento molecular de EstAS3B

El modelamiento de EstAS3B fue realizado en el servidor I-Tasser, tomando como templado
a MGS-ML1 (codigo PDB: 4Q3K), el cual comparte 25 % de identidad con EsStAS3B. El
servidor Mustang permitié superponer los 5 modelos arrojados por I-TASSER con la
estructura de la esterasa EstAS3B. El modelo seleccionado como el mejor resulté de la
superposicion de todas las estructuras (Fig. 2.25 A). La superposicion revel6 que la enzima
4Q3K y EstAS3B son homologos estructuralmente (Fig. 2.25 B y 2.25 C). El modelamiento
de la superficie estructural de EstAS3B muestra un bolsillo catalitico amplio en comparacion
con la esterasa 4Q3K (Fig. 2.25 D). La prediccion del sitio catalitico (Serl88, Asp237,
His268) es congruente con los resultados del alineamiento. La estructura de ESAS3B consta
de seis alfa hélices enlazadas por ocho laminas betas. En el recuadro de acercamiento se
muestra el sitio catalitico de la esterasa, el cual consiste de S188-D237-H268. Las esferas
marcadas en naranja (Fig. 2.25 E) muestran los aminoacidos que representan el agujero

oxianion, el cual se encuentra cerca del sitio activo.
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D237
H268

Figura 2.25 A. Superposicion de los 5 modelamientos propuestos por el servidor | Tasser
para la proteina EstAS3B y sobrepuesto con el modelo del templado (secuencia 4Q3K). El
cuadro de acercamiento (“close up”) muestra los residuos de la triada catalitica, Ser188,

Asp237, His268. El modelamiento de I-TASSER fue abierto con el programa Pymol.

H268; H201

AL
)

D237;D169

$188;S113

Figura 2.25 B. Representacion de EstAS3B (Azul) superpuesto sobre la estructura de la esterasa
4Q3K: A (Rojo). Los residuos cataliticos se encuentran marcados en el recuadro de acercamiento

en el cual se indica primero la posicidon del aminoacido en EstAS3B y luego la posicion de ese
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aminodcido en 4Q3K: A.

EstAS3B 4Q3K

Figura 2.25 C. Analisis del modelamiento con el servidor I-Tasser y visualizado con el
software Pymol, mostrando la triada catalitica S188-D237-H268. En el lado derecho se
muestra la estructura de la proteina 4Q3K y en el lado izquierdo la posible estructura de la

proteina en estudio, revelando la conservacion del plegamiento o/ hidrolasa.
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EstAS3B 4Q3K

Figura 2.25 D. Comparacién de estructuras, mostrando en azul la superficie de EstAS3B,
en rojo se muestra la representacion de la superficie de la estructura usada como templado
(4Q3K). En la figura de la izquierda el rojo resalta el sitio activo (serina catalitica 188) en
EstAS3B y en la figura de la derecha el azul resalta el sitio activo (la serina catalitica 113)
en 4Q3K.
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Figura 2.25 E. Representacion estructural de la proteina EstAS3B generado por I-Tasser
y visualizado con Pymol. Conservacion del plegamiento o/f hidrolasa. N, es extremo amino
terminal y C, extremo carboxilo terminal. La estructura consta de seis alfa hélices enlazadas
por ocho laminas betas. En el recuadro de la derecha se muestra el sitio catalitico
conservado de la esterasa, el cual consiste de Ser188-D237-H268. Las esferas marcadas
en naranja muestran los aminoacidos que representan el agujero oxianion, el cual se

encuentra cerca del sitio activo (como se muestra en el cuadro de acercamiento).
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DISCUSION

En este trabajo se clonaron cuatro genes de esterasas, pero solo el gen EstAS3B fue
expresado de manera activa en el vector de expresion pLATE31 en la cepa E. coli BL21
(DE3).

La ausencia de actividad de los otros tres genes puede deberse a varias razones: una
posibilidad puede ser que las proteinas se estén quedando como cuerpos de inclusién, tal
como se report6 en el trabajo de Fang et al., (2014), es decir que se produzcan en exceso
y que no puedan ser activas. Otra posibilidad es el uso diferente de codones entre las
bacterias de la que proceden los genes y la bacteria hospedera ya que el reconocimiento
de los codones varia entre las mismas cepas de E. coli (Sgrensen y Mortensen, 2005); en
la biblioteca metagenémica donde se obtuvieron resultados positivos en el escrutinio
funcional se usé6 la cepa E. coli Epi300, mientras que para la sobreexpresion de las
esterasas, los constructos en pLATE se hospedaron en la cepa E. coli BL21 (DE3), lo cual
es poco probable que pudiera ocurrir. También puede ser que la actividad en las clonas
metagenomicas se debid a otro ORF en el contig, no identificado bioinformaticamente como
esterasa y por lo tanto que no fue subclonado.

La proteina EstAS3B se logro purificar exitosamente por afinidad en una columna de niquel,
lo cual se muestra en el andlisis de SDS-PAGE; su masa molecular es congruente con la

que se predijo en el andlisis in silico (32 KDa).
Clasificacion de EstAS3B

El andlisis de alineamiento y de agrupamiento por vecinos cercanos (Neighbor Joining)

apoya que EstAS3B es una esterasa.

Cabe mencionar que se decidi6 seleccionar el resultado del Neighbor Joining entre
diferentes analisis; no siempre el mejor arbol filogenético se logra con M&xima Parsimonia
o Méaxima Verosimilitud. En este caso estos dos ultimos se descartaron y se concluy6 que
el mejor arbol se logré6 con Neighbor Joining. En otros trabajos sobre esterasas se ha
descrito que tuvieron la misma experiencia en cuanto a sus analisis filogenéticos (Glogauer
et al., 2011; Chow et al., 2012, Selvin et al., 2012; Leis et al., 2015) y se debe a que los
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algoritmos de los programas de construccion de arboles evolutivos no pueden resolver bien
los miembros de las diferentes familias y agruparlos en clados separados; esto se debe a
la alta diversidad que existe entre las esterasas. Esto lleva a que los miembros de las

diferentes familias se mezclen y no se resuelvan en clados discretos.

Neighbor Joining logré agrupar correctamente las familias y esto se concluyé porque se
usaron secuencias ya reportadas (la mayoria de las secuencias de proteinas incluidas en
la construccion del &rbol filogenético ya fueron cristalizadas) y se logré un alineamiento
congruente de los motivos funcionales reportados y el arbol Neighbor Joining coincide con
el agrupamiento reportado para esas secuencias. Esto se considerdé como la validacion del

arbol filogenético.

EstAS3B agrupd cerca de la familia IV, lo cual es consistente con el resultado de su
modelamiento y la presencia de los motivos caracteristicos cataliticos de esta familia: el
motivo pentapéptido conteniendo el nucledfilo catalitico (GXSXG), el dominio consenso
GDSAG,; en EstAS3B hay un cambio en este dominio, en vez de D (Asp) se encuentra una
F (Fen). El residuo &cido de la triada catalitica, generalmente D (Asp), en DPL cambia a
DSL en EstAS3B pero algunos miembros de la familia IV muestran este mismo cambio. El

motivo HGF de EstAS3B también es un motivo tipico de la familia IV.

En la construccion de los arboles filogenéticos con maxima Parsimonia se observo que
algunos arboles agrupan a EstAS3B en la familia VI, pero esto se descarté porque presenta
mas similaridad con los motivos de las esterasas de la familia IV que de la VII y porque
todos los miembros de la familia VII son proteinas mayores de 50 KDa; EstAS3B (32 KDa)
es pequefia como todas las esterasas de la familia IV. Los miembros de la familia VII
presentan secuencias de alrededor de 500 aminoacidos, mientras que en la familia IV son
de aproximadamente 300 aminoécidos. La familia VII de esterasas comparte algunas
caracteristicas con las esterasas de la familia IV: ambas poseen el mismo orden en los
amino&cidos de la triada catalitica (Serina catalitica, residuo acidico y residuo histidina).
Ambas comparten similitud en el agujero del oxianion (HGG) y la presencia del motivo YRLX
identificado recientemente por Kim et al, (2015). Estas caracteristicas en comdn pueden

explicar porqué algunos arboles mezclan miembros de la familias IV y VII, como fue el caso
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de quedar EstAS3B agrupada en la familia VIl en la filogenia por Parsimonia.

Ademas de la diferencia en tamafio entre las esterasas de las familias IV y VIl se pueden
mencionar otras diferencias. El residuo &cido de la triada es generalmente acido glutdmico
(E) (en DEW) en la familia VII mientras en las IV es aspartico (D) en DPL. La histidina de la
triada catalitica esta tipicamente en el motivo HGF en la familia IV mientras que en la familia

VII no se alberga en un motivo conservado (los aminoacidos flanquentes varian).

La observacion detallada del arbol revela que forma un clado hermano con la familia IV pero
no se integra completamente a su grupo, lo que sugiere que esta emparentada con esta
familia pero 6 es una nueva subfamilia de ésta o se trata de una nueva familia de esterasas.
El primer hit en el BLAST en la base de datos del NCBI reporté homologia con una esterasa
de Sphingobium yanoikuyae pero curiosamente el segundo hit reporté con una supuesta
dienolactona hidrolasa, sin embargo, como se ha explicado, los andlisis bioinformaticos,
analisis de escrutinio funcional y caracterizacion bioquimica sobre ésteres de acidos grasos
indican que EstAS3B es una esterasa. Otros genes homélogos a EStAS3B en el BLAST
con la base de datos del GenBank fueron también predichos como dienolactonas
hidrolasas, estos genes no se han caracterizado, por lo tanto, no se cuenta con informacion

estructural ni funcional (se revisaron las primeras 5 secuencias).

Las dienolactonas hidrolasas catalizan la hidrélisis de dienolactona a maleilacetato y
participan en la degradacion de compuestos cloroaromaticos; también tienen actividad de
carboxilesterasa. Las dienolactonas hidrolasas tienen una triada catalitica Cys-His-Asp
mientras que las encontradas en el GenBank con homologia con EstAS3B tienen Ser-Asp-
His (como EstAS3B). La secuencia alrededor del nucleofilo (Cys) en las dienolactonas
hidrolasas es Sm-X-Nu-Sm-Sm donde Sm= es cualquier aminoacido pequefio y Nu es
residuo nucleofilo Cisteina (Kim et al., 2015; Moiseeva et al., 2002; Hollender et al., 1997).
Este motivo muestra algo de similitud con el pentapéptido GFSAG de las esterasas, pues
glicina y alanina son aminoacidos pequefios alrededor del nucleofilico, que en el caso de
las esterasas es serina. En el analisis detallado de sus secuencias se encontré que esas
proteinas presentan los mismos motivos I, II, lll, IV y V que EsStAS3B (Motivo oxianion
PGGAF; residuo nucleofilico serina albergado en el pentapéptido GFSAG; residuo acidico

Asp (D) albergado en el motivo DSL; residuo Histidina (H) albergado en el motivo
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conservado HGF, y motivo YRLX).

Esas proteinas hipotéticas no han sido caracterizadas, por lo tanto, su funcién no ha sido
demostrada, ya que se derivan de un proyecto de secuenciacion y anotacion masiva. Esas
proteinas presentan alrededor de 90 % de identidad con EStAS3B y en el andlisis de sus
secuencias se identificaron todos los motivos caracteristicos de las esterasas, incluyendo
el motivo catalitico. Con base en los analisis bioinforméticos en este trabajo se sugiere que
se trata de esterasas y que pertenecen a la misma familia que EstAS3B. La busqueda en
la base de datos de proteinas (Data Bank Protein, PDB) para encontrar el modelo para
EstAS3B arrojé como primer hit a la enzima 4Q3K, la cual es una esterasa verdadera. La
proteina EStAS3B y la 4Q3K poseen un dominio oxianion PGGAF y PGGGY
respectivamente, que se separan del candénico HGGGF de la familia IV. Nuestra propuesta
es que EstAS3B, 4Q3K, WP_017503158.1, WP_007708648.1, WP_010338908.1,
KMS55596.1 y ETI63162.1 conforman una nueva familia de esterasas o una subfamilia de
la familia IV. Estas supuestas dienolactonas se derivan de un proyecto de referencia para
el proyecto del microbioma humano, el origen de la coleccién de cepas es muy amplio, no

se describe de donde se obtuvieron estos genomas.
Caracteristicas de EStAS3B

La esterasa EStAS3B presenta parametros cinéticos interesantes. Para poder medirla in
vitro se tuvo que usar 40 ng de la proteina pura mientras que en otros trabajos (Privé et al.,
2015, Fu et al., 2010, Tchigvintsev et al., 2015,) usaron 0.4 mg, 0.1 yg, 0.1 ug lo cual es
entre 2.5 (en el caso de 0.1 ug) hasta 10,000 (en el caso de 0.4mg) veces mas de lo que
se uso en los ensayos del presente trabajo. La enzima mostro una Km de 0.13 mM. Algunas
esterasas reportadas muestran un Km inferior a EstAS3B. Por ejemplo, Rao et al., (2013)
reportaron una esterasa con una Km de 0.09 mM; Sriyapai et al., (2015) reportaron una
esterasa con una Km de 0.02 mM; Oh et al., (2012) reportaron una Km de 0.07 mM.
EStAS3B muestra una Km similar a las reportadas por Tirawongsaroj et al., (2008);
Rodriguez et al., (2015); Pereira et al., (2015), que reportaron kms de 0.1 mM, 0.16 mM y
0.22 mM respectivamente. Otros trabajos reportan kms superiores a la de EstAS3B: Park
et al., (2006); Tekincanli et al., (2015); Brault et al., (2012); Rashamuse et al. (2009); Oh et
al. (2012) reportaron esterasas con Kms de 0.85 mM, 4.2 mM, 0.84 mM, 1.5 mM, y 0.9 mM
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respectivamente. Es decir aunque hay algunas esterasas con mayor afinidad por el
sustrato, EStAS3B presenta una afinidad superior a la de la mayoria de las esterasas
reportadas. Cabe mencionar que esterasa EstAS3B presenta los parametros cinéticos de
km en los érdenes de magnitud de las enzimas usadas de manera comercial, los cuales
van de 101a 10° M (Fullbrook, 1996, Bar-Even et al., 2011) por lo que esterasa EstAS3B
tiene potencial industrial.

La enzima fue estable 20-50 °C después de 30 minutos de incubacion en cada temperatura;
su actividad cae después de incubar 30 minutos a 60°C, similar a otras reportadas. Su
temperatura 6ptima fue de 40 °C, similar a otras reportadas (Peng et al., 2011; Rodriguez
et al., 2015; Rashamuse et al., 2009). Algunas esterasas son estables a 60 °C pero estas
enzimas fueron aisladas de microorganismos termofilos (Leis et al., 2015; Zhu et al., 2015)
lo que puede explicar su termoestabilidad, mientras la esterasa EStAS3B se aislé de una
fuente mesdfila. Sin embargo, la mayoria de los procesos industriales que emplean
esterasas requieren temperaturas de reaccion de alrededor de los 45 °C (Haki y Rakshit,
2003), por lo que la enzima tiene potencial industrial, ya que mantiene 80 % de su actividad

a esta temperatura.

La esterasa EstAS3B no actia a pH acido y su éptimo es 7.5, similar a otras reportadas (Fu
et al., 2011, Jeon et al., 2009; Jian et al., 2012), lo cual pueda explicarse porque presenta
péptido sefial que indica que es una esterasa secretada al exterior de la bacteria y las aguas

de Yucatan, medio ambiente donde tendria que actuar, son alcalinas.

La preferencia por acidos grasos de cadena corta (<10 carbonos) e incapacidad de actuar
sobre acidos grasos de cadena larga (>12 carbones) apoya que EstAS3B es una verdadera
esterasa. Actualmente el uso de las esterasas esté en crecimiento en el mercado mundial
de enzimas industriales. En la industria alimentaria se ha usado para la modificacion de
sabores (eliminacion de sabores no deseados como rancidez); en la industria papelera para
la remocion de sustancias pegajosas de la pulpa del papel; como aditivos en detergentes;
para la sintesis de componentes enantiopuros en la industria farmacéutica (antibioticos,
anti-inflamatorios como ibuprofeno, ketoprofeno, etc.). Otro uso importante de las esterasas
es en la biorremediacion (Bornscheuer, 2002; Jaeger and Eggert, 2002, Joseph et al., 2007,
Lépez et al., 2014).
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El orden de aminoacidos en el oxianién de EstAS3B (PGGAF), dos glicinas seguido por una
alanina, es un tipo de oxianion que esta presente en esterasas que actian sobre alcoholes
terciarios (Bassegoda et al, 2013; Bassegoda et al, 2010; Henke et al 2002, 2003; Kourist
et al, 2008). Las funciones biolégicas de las esterasas que actian sobre alcoholes terciarios
son desconocidas; Ferreira et al., (2006); Francois (2003), propusieron que estas esterasas
pueden participar en algunas vias de degradacion metabdlicas, por ejemplo la hidrélisis de
ésteres terciarios derivados de la degradacion metabdlica de metil ter-butil éter. En la
industria estas esterasas son usadas en la transformacion de alcoholes terciarios
enantiopuros, para la “construccién de bloques moleculares” en reacciones de sintesis
organica de farmacos (Hasan et al., 2006; Jaeger and Eggert 2002, José et al., 2015), lo

que hace de esta nueva esterasa una enzima de interés en la industria farmacéutica.

El gen de esterasa EstAS3B probablemente proviene del genero Sphingobium ya que él
mismo y varios de los genes identificados en el inserto del Fésmido 3 presentan homologia
con genes de bacterias del género Sphingobium. Cabe mencionar que el género
Sphingobium pertenece a la clase alfaproteobacteria y se agrupa dentro de la familia
Sphingomonodaceae. Los miembros de esta familia se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza y son conocidos por degradar una gran variedad de
componentes (Lal et al., 2008). Se han identificado 25 especies, aisladas principalmente de
suelos contaminados y lodos residuales; sus principales funciones se han atribuido a la
biorremediacion y biodegradacion de contaminantes como hexaclorociclohexano y otros
compuestos xenobibticos. Todas las especies de este género de bacterias son
estrictamente aerdbicas, Gram negativas y quimiotroficas, muchas cepas han sido
identificadas y cultivadas por métodos tradicionales (Basta et al., 2005; Bala et al., 2010;
Yan et al.,, 2010; Wang et al., 2011). La presencia de estas bacterias en las aguas del
Acuifero de Yucatan sugiere esas bacterias pueden prosperar en estas aguas

aprovechando sus minerales mediante su metabolismo quimiotréfico.
Proteina EstAS3B

La esterasa EStAS3B presenta un péptido sefial que comprende los primeros 18
aminoacidos Metl—-Alal8, lo cual sugeria que es secretada al espacio extracelular y explica

que se haya identificado en una clona metagendmica mediante halo de hidrdlisis en un
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medio de cultivo sélido conteniendo tributirina. Sin embargo, en la sobreexpresion
heterol6ga de la proteina en medio liquido no pudo detectarse en el medio extracelular. Una
posibilidad es que la proteina puede ser secretada del huésped original, pero no cuando es
expresada de manera heteroléga en la cepa BL21 (DE3) de E. coli (Sgrensen and
Mortensen, 2005; Villegas y Kropinski, 2008; Warren et al., 2008; Kellner et al., 2011),
mientras que la cepa EPI300 de E. coli, que tiene otro fondo genético, si fue capaz de
secretar a la proteina. Diugotecka et al., 2008 reportaron una esterasa que obedece al
sistema de secrecion del transportador ABC, en el caso de EStAS3B es poco probable que
esta situacion se presente debido a que este gen no presenta dominios transmembranales,
ni los genes que se encuentran alrededor de él. Los resultados sugirieron que la proteina
quedé retenida en el citoplasma o en el periplasma, por lo cual no fue eficientemente
secretada al exterior. Esto pudo deberse al incorrecto reconocimiento del péptido sefal por
parte de E. coli BL21 (DE3). Una alternativa para solucionar este problema es utilizar un
péptido sefial que provenga de E. coli 0 un vector que incluya un péptido sefial con funcion

probada en sistemas de expresién heterdloga en E. coli.

El porcentaje de éxito reportado en la literatura para la identificacion de esterasas en
bibliotecas metagenémicas de fésmidos ha sido de 0.01 a 0.5 % (Uchiyama et al., 2009),
similar a lo que se obtuvo en este trabajo (0.04 %), lo que apoya que la biblioteca
metagenomica construida en el CICY fue correctamente elaborada, con una buena

representacion de metagenoma y también el escrutinio de esterasas fue adecuado.

En resumen, se identifico una nueva esterasa, miembro de una posiblemente nueva familia,
cercana a la familia 1V, que posee parametros cinéticos atractivos para la industria. De
confirmarse que es capaz de actuar sobre alcoholes terciarios, la enzima tendria un nicho
de aplicacién en la sintesis de farmacos. Su estabilidad en presencia de disolventes

organicos, iones, cationes especialmente alcoholes, debe evaluarse también.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
CONCLUSIONES

Se logro el escrutinio funcional de esterasas. El porcentaje de clonas positivas identificadas
en la biblioteca metagendémica es similar a lo reportado en otros trabajos.

Se logré la expresion heter6loga de la proteina EStAS3B y se confirmd que es una
verdadera esterasa.

EStAS3B es una esterasa nueva, procedente posiblemente de una bacteria del género
Sphingobium.

Los andlisis de alineamientos mdultiples, modelamiento y filogenia apoyan que EStAS3B
pertenece a una nueva clase o subclase de esterasas, la cual comprende a esta proteina,
a la proteina 4Q3K y a proteinas reportadas en el GenBank como supuestas dienolactonas

hidrolasas.

Con base en los analisis de motivos estructurales y a la filogenia, se rebate la anotacién de
dienolactonas hidrolasas para las proteinas con nimeros de accesiéon WP_017503158.1,
WP_007708648.1, WP_010338908.1, KMS55596.1 y ETI63162.1 en el GenBank y se

propone gue estas corresponden a esterasas verdaderas.

La esterasa EStAS3B posee parametros cinéticos comparables a las enzimas usadas

actualmente en aplicaciones industriales

El modelamiento de EstAS3B muestra un bolsillo catalitico amplio. Este dato junto con la
secuencia encontrada para el oxianién, sugieren que esta esterasa pueda actuar sobre

alcoholes terciarios, reaccién de gran importancia en la industria farmacéutica.
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PERSPECTIVAS

Evaluar la estabilidad enzimatica de EstAS3B ante disolventes y metales.
Evaluar la actividad en alcoholes terciarios.

Explorar sus potenciales usos en la industria alimentaria, papelera, energética,

biorremediadora y farmacéutica.
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