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RESUMEN
El plasmido pUMS505 de Pseudomonas aeruginosa posee el gen chrA que codifica la
proteina de membrana ChrA de 416 aminoacidos (aa) la cual confiere resistencia a
cromato a través de un sistema de expulsion, mediado por el potencial de membrana. De
igual manera, la resistencia a cromato en Cupriavidus metallidurans CH34 es
codificada por el gen chrA del plasmido pMOL28. El operdon chr de C. metallidurans
ademas del gen chrA posee los genes chrB, chrC, chrE y chrF también involucrados en
la resistencia a cromato. Se ha propuesto que el gen chrB de C. metallidurans codifica
la proteina ChrB que funciona como un regulador transcripcional de la resistencia a
cromato y cuya ausencia ocasiona un aumento en la acumulacion e hipersensibilidad al
ion. El plasmido pUMS05 de P. aeruginosa posee aledafio al gen chrA un gen chrB, el
cual codifica una proteina hipotética denominada ChrB de 296 aa. ChrB presenta 44%
de aa idénticos con la proteina ChrB de C. metallidurans. La presencia de un homoélogo
al gen chrB de C. metallidurans en el plasmido pUMS505 de P. aeruginosa sugiere que
el gen chrB de pUMS505 puede codificar una proteina reguladora involucrada en la
resistencia a cromato en P. aeruginosa. El objetivo de este trabajo fue sobreexpresar y
purificar a la proteina ChrB codificada en el plasmido pUMS505 de P. aeruginosa. Para
lograr la purificacion de la proteina ChrB, el gen chrB fue clonado en el vector de
expresion pQE31 que afnade una etiqueta de seis histidinas (6xHis) en el extremo amino
de ChrB obteniendo la proteina recombinante ChrB-His y se transfirio a cepas de
Escherichia coli. Se llevo a cabo la expresion de la proteina recombinante ChrB-His
empleando diferentes concentraciones del inductor IPTG (isopropil B-D
tiogalactopirandsido), variando el tiempo y la temperatura de induccion. La obtencion
de ChrB-His se realiz6 utilizando Triton X-100 al 1% y posteriormente se observo la
proteina mediante el corrimiento electroforético en SDS-PAGE al 12%. La purificacion
de ChrB-His a partir de extractos celulares se llevo a cabo en una columna de afinidad
con Ni-NTA. Durante la elaboracion de este trabajo se encontraron las condiciones
Optimas para sobreexpresar a la proteina recombinante ChrB-His empleando 1 mM de
IPTG e incubando por 4 horas a 30°C después de la induccion. Se comprobd por
Western blot que la banda mayoritaria de ~32 kDa observada corresponde a ChrB-His.
Finalmente, se logré una purificacion de aproximadamente 80% de la proteina

recombinante ChrB-His.
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I. INTRODUCCION

1. El cromo

a) Generalidades del cromo

El cromo (Cr) es un metal de transicion el cual se encuentra agrupado dentro de los elementos
quimicos denominados metales pesados, término utilizado para referirse al grupo de metales y
metaloides asociados con la toxicidad en los seres vivos, incluyéndose también en este grupo
elementos esenciales para el funcionamiento de algunos organismos a bajas concentraciones
(Alloway, 1990). El Cr se encuentra ubicado en el grupo VIB de la tabla periddica, tiene un
nimero atomico de 24 y un peso atomico de 51.996 g/mol. Este elemento ocupa el séptimo
lugar en orden de abundancia sobre la corteza terrestre y el vigésimo primero en rocas
minerales (McGrath y Smith, 1990). En su forma de mineral el Cr es un metal gris y
quebradizo que puede ser altamente pulido y resistir el ataque por oxidacion.

Los estados de oxidacion del Cr van desde -2 hasta +6, encontrandose en el ambiente como las
formas mas comunes la +3 y +6 (McGrath y Smith, 1990). La forma mas estable es el estado
trivalente Cr(III). Los derivados del Cr(IIl) (6xidos, hidroxidos y sulfatos) son poco solubles en
agua a pH neutro, mientras que a pH de 5.5 ocurre la precipitacion completa del compuesto
(Losi y col., 1994). El Cr(Ill) se encuentra generalmente asociado a la materia organica, por lo
que su movilidad es menor, en comparacion con la del Cr(VI) (Bartlett, 1991). Por su parte, el
Cr(VI) es considerado la forma mas toxica del Cr en bacterias, usualmente se encuentra
asociado con el oxigeno formando iones de cromato (CrO4>) o dicromato (Cr,0,>) (McGrath y
Smith, 1990). El Cr(VI) es un fuerte agente oxidante y en presencia de materia organica es
reducido a Cr(Ill); este proceso de reduccion se lleva a cabo con mayor rapidez en ambientes
como los suelos acidos (McGrath y Smith, 1990). Sin embargo, altas concentraciones de Cr(VI)
pueden sobrepasar la capacidad reductora del ambiente y asi persistir como un contaminante

(Vajpayee y col., 1999).

b) Transporte y acumulacion del cromo

El Cr(VI) en forma de cromato es transportado activamente a través de las membranas
biologicas tanto en procariontes (Dreyfuss, 1964) (Figura 1), como en eucariontes (Wiegand,
1985; Alexander y Aashet, 1995). Su permeabilidad radica en la similitud quimica que tiene

con el sulfato, ya que ambos oxianiones son moléculas tetraédricas con radios atdmicos y de



hidrataciéon semejantes (Pardee y col., 1966). El cromato es transportado al interior de las
células con tal facilidad que actia como un inhibidor competitivo del transporte de sulfato en

bacterias (Ohtake y col., 1987).

¢) Mecanismos de toxicidad del cromo en bacterias

Los efectos toxicos del Cr dependen de su estado de oxidacion. En el exterior de la célula el
Cr(III) es relativamente indcuo debido a la baja solubilidad de sus compuestos en medio acuoso
(Pardee y col., 1966). Por otro lado, la toxicidad del Cr(VI) se relaciona con el proceso de
reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(Ill) (Figura 1) causando un dafio importante al DNA,
ademas del dafio oxidativo generado a través de intermediarios reactivos (Voitkun y col.,
1998). La reduccion del Cr(VI) a Cr(IIl) ha sido reportada en varios sistemas biologicos y la
formacion transitoria de Cr(V) es el mecanismo probablemente implicado en la toxicidad del

Cr (Kawanishi y col., 1986). Durante la reduccion del Cr(VI) puede ocurrir la formacion de
radicales libres ‘OH, O,y productos intermediarios como el Cr(V) (Kawanishi y col., 1986);
este ultimo puede reaccionar con el H202 dando origen al radical *OH que interactia con el

DNA (Shi y col., 1990). EI Cr(IlI) también puede interactuar con el DNA (Nishio y Uyeky,

1985) o con las proteinas alterando su estructura y actividad (Levis y col., 1982) (Figura 1).

2. Mecanismos de resistencia a cromato en bacterias

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los efectos
nocivos de los metales toxicos (Silver y Phung, 2005). Entre ellos se encuentran principalmente
los que involucran: a) componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su
toxicidad; b) enzimas que modifican el estado redox de los metales o metaloides,
convirtiéndolos en formas menos toxicas; y c¢) transportadores de la membrana que expulsan las
especies nocivas del citoplasma celular (Cervantes y col.,, 2006). La presencia de altas
concentraciones de cromato en el ambiente ejerce un efecto inhibitorio sobre los
microorganismos, promoviendo la seleccion de variantes resistentes al i6n (Cervantes y Silver,
1992). Esta resistencia puede estar conferida en el cromosoma bacteriano o en plasmidos

(Cervantes y col., 1990).



©) <=

Cr(Vl)

D)
Reduccion Estrés
C)

oxidativo

Cr(lln)
7 N\
Daro al DNA

Citoplasma

Periplasma

Figura 1. Mecanismos de transporte y toxicidad del cromato en la célula bacteriana. A)
Las membranas biologicas son impermeables al Cr(III) por lo que éste resulta indcuo
extracelularmente. B) El cromato (CrO4*) ingresa a la célula a través del sistema de transporte
del sulfato. C) Intracelularmente el Cr(VI) puede reducirse a Cr(Ill). D) En este proceso se
puede generar estrés oxidativo [radicales libres y productos intermediarios como Cr(V)]
(Kawanishi y col., 1986). E) El Cr(IIl) también puede interaccionar con las proteinas (Levis y

col., 1982) o F) con el DNA (Nishio y col., 1985).



a) Resistencia cromosomica

La reducciéon del Cr(VI) a Cr(Ill) puede ser considerada como un mecanismo cromosdmico
alternativo ( o secundario) de resistencia con bajos niveles de tolerancia a cromato en adicién a
la tolerancia codificada por plasmidos (Bopp y Ehrlich, 1988; Cervantes y Silver, 1996). La
reduccion puede ocurrir en el citoplasma, en la membrana o en el espacio periplasmico
(Campos y col., 1995). La reduccion periplasmica, transforma a nivel de la cubierta celular por
accion de enzimas inespecificas, el Cr(VI) a Cr(Ill) que es impermeable y por lo tanto no
toxico (Cervantes y Vaca, 1991). Adicionalmente, se sabe que la resistencia a cromato puede
ser consecuencia de mutaciones cromosOmicas que afectan el transporte del sulfato
disminuyendo su entrada y consecuentemente la entrada del i6n cromato generando

poblaciones resistentes a cromato (Marzluf, 1970).

b) Resistencia plasmidica

La resistencia conferida por plasmidos radica en la acumulacion disminuida del i6n toxico
cromato (Ohtake y col., 1987). De las cepas bacterianas resistentes a cromato estudiadas, solo
se han analizado a nivel molecular, los determinantes de resistencia presentes en los plasmidos
pUMS505 de P. aeruginosa (Cervantes y col., 1990) y pMOL28 de C. metallidurans (antes
Alcaligenes eutrophus) (Nies y col., 1990).

3. Caracteristicas de la proteina ChrA

ChrA es una proteina de membrana de 416 aminodcidos (aa) codificada por el plasmido
pUMS05 de P. aeruginosa la cual confiere resistencia al i6n toxico cromato expulsandolo del
citoplasma a través de un sistema dependiente de la energia generada por el potencial de
membrana (Alvarez y col., 1999). ChrA es un miembro de los transportadores del i6n cromato
pertenecientes a la superfamilia CHR, compuesta de al menos varias docenas de miembros
distribuidas en los tres dominios de la vida (Diaz-Pérez y col., 2007). En la actualidad se han
identificado 135 secuencias de proteinas homologas a ChrA pertenecientes a la superfamilia
CHR [77 secuencias de cadena larga o bidominio (LCHR) y 58 secuencias de cadena corta o
monodominio (SCHR)] (Diaz-Pérez y col., 2007). La proteina ChrA de C. metallidurans
(perteneciente a la subfamilia LCHR2) posee 10 segmentos transmembranales, con los

dominios amino y carboxilo terminal orientados de manera similar con respecto al eje de la



membrana (Nies y col., 1998). Por otro lado, se encontr6 por medio de fusiones traduccionales
con proteinas reporteras (fosfatasa alcalina y [B-galactosidasa), que la proteina ChrA de P.
aeruginosa (perteneciente a la subfamilia LCHRS) contiene 13 segmentos transmembranales
conectados por 6 asas periplasmicas y 6 citoplasmicas, con su extremo amino localizado en el
citoplasma y su extremo carboxilo terminal localizado en el periplasma (Jiménez-Mejia y col.,

2006).

4. Genes adicionales de resistencia a cromato

El operdn chr presente en el plasmido pMOL28 de C. metallidurans posee los genes chrl, chrB,
chrA, chrC, chrkE y chrF (Juhnke y col., 2002). En base a la similitud que poseen con proteinas
predichas, se ha propuesto una funcion para cada uno de los genes. El gen chrC codifica un
producto con similitud a superoxido dismutasas (SOD). La delecion de chrC en C.
metallidurans ocasiona la pérdida de 1/7 o 1/8 en la resistencia a cromato. Debido a que la
proteina ChrC present6 actividad de SOD, se postuldé que éste es un sistema adicional de
detoxificacion de cromato para la célula (Juhnke y col., 2002). El gen chrE codifica un
producto que posee similitud con una rodanasa; chrF, se propuso forma parte de un grupo de
genes que regulan el sistema de resistencia a cromato; y finalmente, para chrl no se ha
identificado ninguna funcion (Juhnke y col., 2002). Se ha propuesto que el gen chrB de
pMOL28 codifica una proteina predicha de 297 aa probablemente con funcion reguladora (Nies
y col., 1990). Interesantemente, la construccion de un plasmido con los genes chrA y chrC en
ausencia de chrB en C. metallidurans tuvo como consecuencia la acumulacion de cromato y la
hipersensibilidad al i6n, lo que indica que el producto del gen chrB es necesario para la
expresion de la resistencia a cromato (Nies y col., 1990). Recientemente se encontrd que el
plasmido pUMS05 de P. aeruginosa posee aledafio a chrA el gen chrB, el cual codifica una
proteina predicha de 296 aa denominada ChrB. La proteina ChrB de pUMS505 present6 un 44%
de aa idénticos y un 72 % de aminoacidos similares cuando se hizo un alineamiento con la

proteina ChrB de C. metallidurans (Diaz Magaiia, 2006).

5. Analisis de proteinas
La electroforesis es la migracion de moléculas cargadas en solucion en respuesta a un campo

eléctrico. El rango de migracion depende de la fuerza del campo, de la carga neta, del tamafio y



la forma de las moléculas, asi como de la fuerza idnica, la viscosidad y la temperatura del
medio en el cual las moléculas se mueven. Como una herramienta analitica, la electroforesis es
simple, rapida y altamente sensible; es usada analiticamente para estudiar las propiedades de
especies cargadas y principalmente como una técnica de separacion (Coney y col., 2003).
Generalmente la muestra se corre en un soporte 6 matriz como papel, acetato de celulosa, gel
de almidon, geles de agarosa o poliacrilamida. Al final del corrimiento, la matriz puede
almacenarse o usarse para ser escaneada o revelada. Ademas, los soportes matrices mas usados,
agarosa y poliacrilamida, proveen el medio de separar las moléculas por tamano debido a que
forman geles porosos. Un gel poroso actiia como una malla, retardando o, en algunos casos,
obstruyendo completamente el movimiento de moléculas grandes mientras permite a las

moléculas pequenias migrar libremente (Coney y col., 2003).

a) Expresion de proteinas recombinantes

La expresion Optima de proteinas recombinantes en distintos sistemas de expresion incluyendo
Escherichia coli se puede lograr cuando los vectores y las células receptoras son
cuidadosamente elegidos y si se controlan adecuadamente las condiciones de crecimiento del
cultivo y la induccién de la expresion se pueden tener resultados favorables y en este contexto,
influir directamente en las estrategias empleadas para la purificacion de proteinas. Las
proteinas recombinantes expresadas en E. coli se pueden producir en forma soluble. La
formacion de cuerpos de inclusion (agregados proteicos depositados en el citoplasma
bacteriano), estd influenciada por la naturaleza de la proteina, de la célula huésped, por el nivel
de expresion resultante de la eleccion del vector, las condiciones de crecimiento y de induccion.
Los cuerpos de inclusion invariablemente limitan la utilidad de los estandares de purificacion

de los procedimientos que dependen de la forma soluble de las proteinas nativas.

b) Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
La electroforesis analitica de proteinas es llevada a cabo en geles de poliacrilamida (PAGE)
bajo condiciones que aseguran la disociacion de las proteinas en sus subunidades polipeptidicas
individuales y que minimice la agregacion. Comunmente, el detergente fuertemente anidnico
dodecil sulfato de sodio (SDS) es usado en combinacién con un agente reductor y calor para

disociar las proteinas antes de cargarlas en el gel. El polipéptido desnaturalizado se une al SDS



y adquiere carga negativa. Debido a que la cantidad de SDS unido es casi siempre proporcional
al peso molecular del polipéptido y es independiente de su secuencia, los complejos SDS-
polipéptido migran a través de geles de poliacrilamida de acuerdo con el tamafio del
polipéptido. En saturacion, aproximadamente 1.4 g de detergente es unido por gramo de
polipéptido. Usando marcadores de peso molecular conocido, es por lo tanto posible estimar el
peso molecular de cadenas polipeptidicas separadas en SDS-PAGE (Sambrook y col., 1989).

Los geles de poliacrilamida se forman por la copolimerizacion de acrilamida y bisacrilamida
(N,N’-metilen-bisacrilamida) iniciada por un sistema generador de radicales libres como
persulfato de amonio y TEMED (tetrametiletilendiamina): el TEMED acelera la formacion de
radicales libres del persulfato y cataliza de esta forma la polimerizacion (Sambrook y col.,
1989). El rango efectivo de separacion de geles de SDS-PAGE depende de la concentracion de
poliacrilamida usada para preparar el gel y de la cantidad de enlaces cruzados. Los enlaces
cruzados por la bisacrilamida dan rigidez y tension al gel, formando los poros a través de los
cuales los complejos SDS-polipéptido deben pasar (Sambrook y col., 1989). Las propiedades
de un gel como tamiz son determinadas por el tamafio de sus poros, lo cual esta en funcidon de
las concentraciones absolutas de acrilamida y bisacrilamida usadas para preparar el gel
(Sambrook y col., 1989). Los polipéptidos separados por SDS-PAGE pueden ser finalmente

tefiidos con colorantes como el azul brillante de Coomassie R250 (Sambrook y col., 1989).

¢) Inmunodeteccion de proteinas inmovilizadas (Western blot)

La técnica Western blot, inmunoblot o inmunoelectroblot es un método en el que pueden ser
caracterizadas simultdneamente las propiedades electroforéticas y antigénicas de una proteina.
Es usado para detectar, en una mezcla de proteinas o fragmentos de proteinas, aquellas que
reaccionan con un anticuerpo especifico (Mathews y van Holde, 1983; Gerhardt y col., 1994).
La técnica puede ser aplicada en el estudio de cualquier proteina que retiene su estructura
antigénica funcional después de su corrimiento en SDS-PAGE (Gerhardt y col., 1994).

El paso inicial es la separacion de la mezcla mediante SDS-PAGE, en base a su tamaifio.
Después de la electroforesis, el gel es puesto en contacto con un soporte sélido, generalmente
una membrana de nitrocelulosa, y las proteinas son transferidas (blotted) a la membrana por
una corriente eléctrica. Las proteinas se unen irreversiblemente a la membrana y puede ser

visualizada la reaccion antigeno-anticuerpo después del tratamiento de la membrana con el



anticuerpo especifico (Mathews y van Holde, 1983; Gerhardt y col., 1994). La visualizacion

requiere el uso de un segundo anticuerpo el cual puede ser radiomarcado con yodol25 y
detectado por autorradiografia, o bien, unido covalentemente a una enzima, como la fosfatasa
alcalina o la peroxidasa de rabano que, en presencia de su sustrato, dan origen a un compuesto
colorido. Cantidades tan pequefias como 1 a 5 ng de una proteina de tamafio promedio pueden
ser detectadas por un Western blot (Mathews y van Holde, 1983; Sambrook y col., 1989;
Gerhardt y col., 1994).

6. Purificacion de proteinas

Los sistemas que emplean proteinas de fusion son una alternativa para expresar proteinas
recombinantes con alto rendimiento, siendo apropiados ademas por poseer esquemas de
purificacion simples. En estos sistemas, la purificacion, deteccion y seguimiento en el proceso
productivo son relativamente sencillos debido a la expresion de péptidos, polipéptidos o
proteinas fusionados a la proteina recombinante de interés en el extremo amino o carboxilo
terminal. Ademads, el uso de estos sistemas disminuye o evita la formacién de cuerpos de
inclusion, mejora el plegamiento molecular y limita la degradaciéon proteolitica. Respecto a la
recuperacion y purificacion del producto final, el mismo varia de acuerdo al sistema empleado,
dependiendo de que la proteina recombinante sea secretada, intracelular, soluble o se encuentre
en cuerpos de inclusion. En el caso particular del sistema pQE31 (QIAGEN), donde el producto
recombinante es expresado como proteina de fusidon con una etiqueta de seis histidinas (6xHis),
la purificacion es efectuada por cromatografia de afinidad con una resina de niquel-
nitriloacético-agarosa (Ni-NTA). La especificidad del sistema y las condiciones poco

desnaturalizantes en la que se produce la elusion, pueden arrojar un producto aplicable.

a) Purificacion de proteinas bajo condiciones desnaturalizantes

Los altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en una variedad de sistemas de
expresion pueden llevar a la formacion de agregados insolubles. Algunos desnaturalizantes
fuertes como el hidroxicloruro de guanidina (GuHCI) 6 M 6 urea 8 M, pueden solubilizar
completamente los cuerpos de inclusion y las proteinas con etiquetas 6xHis. Pueden utilizarse
otros desnaturalizantes o detergentes, pero la eleccion de estos reactivos y las concentraciones

especificas necesarias deben establecerse de manera empirica. En virtud de las condiciones de



desnaturalizacion, las etiquetas de 6xHis en una proteina estaran totalmente expuestas a fin de
mejorar la unién a la matriz de Ni-NTA vy la eficiencia del procedimiento de purificacion sera
maximizada por el potencial de reduccion de las uniones inespecificas. Las proteinas con
etiquetas 6xHis purificadas bajo condiciones de desnaturalizaciéon se pueden utilizar
directamente o pueden ser renaturalizadas y replegadas. La renaturalizacion y el replegado de
proteinas puede llevarse a cabo en una columna de Ni-NTA antes del proceso de elucion

(Holzinger y col., 1996).

b) Purificacion en columnas de afinidad

Las proteinas que poseen 6xHis pueden ser purificadas por medio de cromatografia en columna
con resinas de Ni-NTA. Se utilizan columnas de vidrio o plastico con una fase estacionaria
constituida por un s6lido poroso y una fase moévil formada por la solucién en la cual se
encuentra resuspendida la proteina que lentamente va atravesando la fase estacionaria. La fase
estacionaria constituida de Ni-NTA se compone de un dtomo de niquel unido a un complejo de
acido nitriloacético-agarosa. El complejo ocupa cuatro de los seis sitios de union en la esfera de
coordinacion del i6n de niquel, dejando dos lugares libres para interactuar con la etiqueta 6xHis
unida a la proteina recombinante. De esta manera, las proteinas recombinantes con 6xHis se
quedan unidas a la resina Ni-NTA, mientras que el resto de las proteinas fluyen a través de la
resina sin interaccionar. Posteriormente las proteinas recombinantes se eluyen de la columna al
adicionar un buffer con altas concentraciones de imidazol, el cual compite con las histidinas de
las proteinas por unirse al niquel de la resina, desplazando las proteinas con 6xHis, las cuales se

recuperan en el eluido.



II. ANTECEDENTES

La resistencia a cromato conferida por el plasmido pMOL28 de C. metallidurans CH34 se
sugiere esta dada por la expulsion de cromato a través de la proteina ChrA. El determinante chr
de pMOL28 posee los genes chrB, chrA y chrC (Nies y col., 1990). Adicionalmente, con el
mismo arreglo estructural que el determinante chr de C. metallidurans, dentro del transposon
Tn5719 el plasmido pB4 de Pseudomonas sp. posee los genes chrB, chrA y chrC. Sin embargo,
estos genes no han sido caracterizados a nivel molecular (Tauch y col., 2003).

El plasmido pUMS505 posee el gen chrA que confiere resistencia a cromato en P. aeruginosa
(Cervantes y col., 1990). Mediante la secuenciacién por PCR inverso de las regiones aledanas
al gen chrA del plasmido pUMS505, Diaz Magana (2006), identifico un gen homologo a chrB de
C. metallidurans, esta secuencia nombrada chrB codifica una proteina predicha de 296 aa
(Figura 2). Sin embargo, el papel del gen chrB en la regulacion y/o resistencia a cromato se
desconoce (Diaz Magafa, 2006). Un andlisis de comparacion de secuencias de aminodcidos
mostr6 que la proteina predicha ChrB de pUMS505 de P. aeruginosa posee un 44% y 88% de
identidad con las ChrB homologas de los plasmidos pMOL28 de C. metallidurans y pB4 de
Pseudomonas sp., respectivamente (Figura 3). Dado que se propone que la proteina ChrB de
pMOL28 estd implicada en la regulacion de la resistencia a cromato, la presencia de un gen
homodlogo en el plasmido pUMS505 sugiere que dicho gen puede codificar también una proteina

implicada en la regulacion de la resistencia a cromato conferida por el gen chrA de pUMS505.

a) Clonacion del gen chrB del plasmido pUMS05 en un vector de expresion.

En un trabajo previo el gen chrB se clono en el vector pPGEMT vy posteriormente se subclono en
el vector de expresion pQE31 (Figura 4). Los plasmidos recombinantes fueron transferidos a
células competentes de E. coli JM101. Una de las transformantes obtenidas se emple6 en este
trabajo para determinar las condiciones de sobreexpresion y purificacion de la proteina

recombinante ChrB-His.
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-35 -10 RBS
tttttgacgaaggagcccgtgcttgagetttcttgecctattegtcagectgeccaccaaggeatc
gaccggccgc

248 atgcgcgtctggcgttctgtcaaagcgcagggctgcgcaacgctyg
M R VvV W R S V K A Q G C A T L
293 cgcgacggggtctatctgctgcccgactcggcggacagtgcggeg
R D G V Y L L P D S A D S A A
338 acgctgggcgaagtggcggcegecaggcggtggaagtcecgggggeage
T L G E VvV A A Q A V E V G G S
383 ggccaggtctatcgactgtcggggtgtgacgaagctcagaaggcecc
G O VvV Y R L S G C D E A Q K A
428 gcgctacgcgccctgttcgaccggggcgaggagtacgccagcatc
A L R A L F D R G E E Yy A S I
473 gccgaggagatcaaagcgctcgggcgtaacctggcatccccggac
A E E I K A L G R N L A S P D
518 ggcgccgatgccatgcgcaagctccagccgctecgtgegecgette
G A D A M R K L 0 P L VvV R R F
563 gagcaggtgaaccgcatcgacttcttccccggcgaggecgcagcgyg
E 0 v N R I D F F P G E A O R
608 cagaccttgagcctgctggacgacctgcgcgacgcgatcacccgce
Q T L S L L D D L R D A I T R
653 cgtatgtctcccgacgagccgaccgcccggcagacggatattceccg
R M s P D E P T A R O T D I P
698 cggctgaaccgcgccgactatcagggtcggacctgggccacgcgg
R L N R A D Y Q G R T W A T R
743 gcgcgcccgtgggtggaccgactcgcttcggecctggectgatceccgyg
A R P W V D R L A S A W L I R
788 cggttcatcgacccgagcgcgcgcatcgtctggctggecgagtceccce
R F I D P S A R I v w L A S P
833 tccgactgccgcaatggctggctcggcttcgatttcgacggcgec
s bD ¢C R N G W L G F D F D G A
878 gccttcagtcatgtgggcaccaaggtcaccttcgagacgctgcectyg
A F S H VvV G T K VvV T FOE T L L
923 gcgagtttcggacttgattccgcccctgcactggtacgecctggge
A S F G L D s A P A L V R L G
968 aagctcgtgcattgcctggatttgggcgggctgccggtagcagaa
K L VvV H C L D L G G L P VvV A E
1013 gcgctgggcatcgaatcgctgctcgeccggecttgecgecgecatcggaa
AL G I E s L L A G L R A S E
1058 cccgatgacgacgcgctgcttgcccgecgecgtgecgaaatttttgat
P D b b A L L A R A C E I F D
1103 tggctattgaagagttacgaggacaaaacaacgtga 1138
w L L K S Y E D K T T * 296 aa

acgccccgaccagtcecctcagaccgceccgcgcaaccacgeccggececgteecgtetttetgggacatcea
cccaagacgacctgc

Figura 2. Secuencia de aminoacidos deducida del gen chrB del plasmido pUMS505 de P.
aeruginosa. Se muestra una posible region promotora (-10 y -35), y un posible sitio de union a
ribosomas (RBS). Subrayados se indican el codon de inicio (atg) y el codon de paro (*) (Diaz

Magaia, 2006).
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Figura 3. Arreglo estructural de los genes de resistencia a cromato de los plasmidos pB4
de Pseudomonas sp, pUMS505 de P. aeruginosa y pMOL28 de C. metallidurans. Las
regiones que codifican son mostradas por las flechas que indican la direccion de la
transcripcion. Con lineas verticales punteadas se muestran los productos de los genes que se
compararon en base a la secuencia de aminodacidos realizando el alineamiento por el método de
ClustalW. Se indican el porcentaje de identidad y de similitud de cada uno. La secuencia
predicha del promotor (P) del gene chrB de pB4 es senalada por un rectangulo. Las secuencias
invertidas (IR) se indican con barras verticales de color negro. La deleciéon de un gen es

mostrada con un tridngulo (A) (Diaz Magana, 2006).
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Figura 4. Clonacion del gen chrB del plasmido pUMS505 de P. aeruginosa. A) Amplificacion
por PCR del gen chrB. B) Clonacion del gen chrB en el vector pGEMT originando el plasmido
recombinante pGEMT-chrB. C) Restriccion del gen chrB del plasmido pGEMT con las enzimas
de restriccion BamHI y Pstl. D) Subclonacion del gen chrB en el vector de sobreexpresion pQE31

originando el plasmido recombinante pQE31-chrB.
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III. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

a) HIPOTESIS

El gen chrB del plasmido pUM505 de Pseudomonas aeruginosa codifica una proteina de 296

aa.

b) OBJETIVO GENERAL

Realizar la sobreexpresion y purificacion del producto del gen chrB del plasmido pUMS05 de

Pseudomonas aeruginosa.

¢) OBJETIVOS PARTICULARES

1.  Determinar las condiciones Optimas para sobreexpresar la proteina recombinante ChrB-

His del plasmido pUMS505 de P. aeruginosa.

2. Determinar el tamafio de la proteina ChrB-His

3. Purificar la proteina ChrB-His del plasmido pUMS505 de P. aeruginosa.
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VL. MATERIALES Y METODOS

1. Medios de cultivo

a) Caldo Luria (CL): Para un litro de agua destilada adicionar, NaCl al 10%, peptona de

caseina al 10% y extracto de levadura al 5%.

b) Agar Luria (AL): Al caldo Luria previamente preparado se agrego6 agar bacterioldgico a

una concentracion de 1.5%.
2. Plasmidos

Se utiliz6 el plasmido pQE31-chrB (Ramirez-Diaz, 2006) el cual posee el gen chrB del
plasmido pUMS505 clonado en el vector de sobreexpresion de proteinas pQE31 (Qiagen). El
plasmido pQE31-chrB posee un gen de resistencia a ampicilina y codifica la proteina ChrB

fusionada a una etiqueta de seis histidinas (Figura 5).

3. Cepas

Para los ensayos de induccion se utilizoé la cepa de Escherichia coli BL21 pLysS (Studier,
1991), transformada con el plasmido recombinante pQE31-chrB. Como control se utiliz6 la

cepa de BL21 pLysS sin el plasmido.

4. Aislamiento de plasmidos

El DNA de plasmidos se obtuvo utilizando el método de lisis alcalina (adaptado de Birnboim y
Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente protocolo: Se creci6 un
cultivo bacteriano en CL durante 18 h a 37°C con agitacion constante de 220 rpm, se distribuy6
en tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd durante 2 min a 13000 rpm, se decant6 el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 100 pl de solucion STE (sacarosa 50 mM, Tris-
HCI 25 mM, pH 8.0 y EDTA 10 mM, pH 8.0) se le adicionaron 20 pl de lisozima (20 mg/ml),
se mezclo ligeramente y se incubo a 37°C durante 5 min. Posteriormente a la suspension se le
agreg6d 200 pl de una solucion recién preparada de NaOH 0.2 N y SDS (dodecil sulfato de

sodio) 1%, se agitd suavemente y se incub6 durante 10 min en hielo. Se le adicion6 150 pl de
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BamHl| Pstl

—

PT3-lac O- lac O-RBS-ATG-6xHis-cfirB-Stop codons

/

Amp PQE31-chrB

4.3 kb

Col E1

Figura 5. Esquema del plasmido recombinante pQE31-chrB. El plasmido pQE31 contiene
un gen de resistencia a ampicilina (Amp), un origen de replicacion para E. coli (Col E1), un
promotor (PT5), un sitio de unién a ribosomas (RBS), un coddn de inicio (ATG), una secuencia
que codifica una etiqueta de 6 histidinas (6xHis) y un codén de paro. Adicionalmente presenta

el gen chrB clonado en los sitios BamHI y Pstl (Ramirez-Diaz, 2006).
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una solucidn de acetato de potasio 3 M, pH 4.8 (acetato de potasio 3 M y acido acético glacial),
se mezclo ligeramente y se incubd 10 min en hielo. Se centrifugd durante 5 min a 13000 rpm y
posteriormente con un palillo estéril se retiraron los restos celulares. Al sobrenadante se le
adicionaron 500 pl de una mezcla (24:24:1) de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, se mezclo
moderadamente, procediendo a centrifugar 10 min a 13000 rpm, recuperandose la fase acuosa
superior a la que se adiciond 1 ml de etanol absoluto frio y se incubo durante 1h a —20°C. Se
centrifugd durante 10 min a 13000 rpm, el sedimento se lavd 3 veces con 1 ml de etanol al 70%
y al final se le adicion6 1 ml de etanol absoluto. Se sec6 la pastilla a 65°C y se resuspendi6 en
50 pl de H20 grado HPLC estéril. Las muestras se almacenaron a —20°C o fueron sometidas a

corrimiento electroforético en geles de agarosa.

5. Electroforesis en geles de agarosa

Para llevar acabo el corrimiento electroforético del DNA plasmidico, se preparé un gel de
agarosa (Sigma) a una concentracion de 1% en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M y
EDTA 0.001 M), el gel se depositd en una camara de electroforesis horizontal, la cual contenia
el mismo amortiguador. Se mezclaron 5ul del DNA plasmidico con 2pl de una solucion
colorante [azul de bromofenol al 0.05%; EDTA 0.1 M, pH 8.0; SDS 0.5%; sacarosa 40%], y se
sometio a corrimiento con un voltaje constante de 125 voltios durante ~35 min, empleando una
fuente de poder E-C Apparatus Corporation modelo EC452. Como marcador de peso molecular
del DNA lineal se utilizo6 el DNA del fago lambda digerido con la enzima endonucleasa HindIII
(Sigma).

6. Tratamientos enzimaticos de acidos nucleicos

Para corroborar las construcciones se llevaron a cabo restricciones con endonucleasas. El DNA
previamente purificado fue digerido utilizando una unidad de las endonucleasas por 1 pg de
DNA, incubando a 37°C por un minimo de 2 h. El producto de la restriccion se analizo a través

de un corrimiento electroforético en un gel de agardsa al 1%.

7. Induccion de la expresion de ChrB-His
A partir de cultivos crecidos durante 18 h a 37°C con agitacién constante de 220 rpm, se
inocularon con una dilucion 1:50 del cultivo, matraces con 150 ml de CL adicionando

ampicilina a una concentracion final de 100 png/ml de medio. Los cultivos con las cepas BL21

17



pLysS y BL21 pLysS (pQE31-chrB) se incubaron a 37°C con agitacion constante hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.5 a 590 nm. Se dividio el cultivo en fracciones de 30 ml. A
cada fraccion se le dio un tratamiento diferente: 1) BL21 pLysS (pQE31-chrB) no inducido, 2)
adicionando 0.2 mM de IPTG [(isopropil B-D-tiogalactopiran6sido) (USB)], 3) 0.5 mM de
IPTG, 4) 1.0 mM de IPTG, 5) 2.0 mM de IPTG y 6) BL21 pLysS no inducido. La incubacion
se realizé por4 o0 12 ha 300 37°C.

8. Extraccion de proteinas

Los cultivos obtenidos de los ensayos de induccion fueron procesados de la siguiente manera:
se centrifug6 a 7000 rpm, durante 10 min a 4°C para obtener las pastillas celulares y se desech6
el sobrenadante. Se resuspendieron las pastillas en buffer A (NaCl 300 mM, imidazol 10 mM y
Tris-HCI 50 mM, pH 8.0) frio al 10% y se centrifugaron nuevamente. Se decanto el
sobrenadante y nuevamente se resuspendieron las pastillas celulares en buffer A al 10%, se
agregd a la suspension triton X-100 a concentracion final de 1% y se incub6 30 min en hielo.
Posteriormente las pastillas tratadas se centrifugaron a 7000 rpm, por 10 min a 4°C y se
separaron en las fracciones nombradas en adelante como fracciones soluble (correspondiente al
sobrenadante obtenido de la centrifugacion) y fraccion membranal (correspondiente a la pastilla
celular obtenida de la centrifugacién). Ambas fracciones celulares obtenidas en este proceso se

corrieron en un gel SDS-PAGE al 12%.

9. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)
El corrimiento electroforético de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevd a cabo en
geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% y se utiliz6 una camara de corrimiento

electroforético Thermo EC Ec120 Mini vertical gel system.

a) Preparacion del gel de poliacrilamida al 12%

GEL SEPARADOR

Acrilamida/bisacrilamida 30% 3 ml H, O desionizada 2 4 ml
Tris-HC1 1.5 M pH 8.8 1.95 ml Persulfato de amonio 30% 751l
SDS 10% 75 ul TEMED 3l
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GEL CONCENTRADOR

Acrilamida 30% 330pl
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 250u1
SDS 10% 20ul
H20 desionizada 1.4ml
Persulfato de amonio 30% 20ul
TEMED 3ul

b) Preparacion de las muestras

Se cargaron en el gel 10 ul de cada una de las fracciones solubles, asi como 5 ul de cada una de
las fracciones membranales aplicando a cada muestra 4 pl de buffer de carga (Ditiotreitol;
0.01g, azul de bromofenol; 50 pl, f-mercaptoetanol; 50 ul, SDS, 0.2g, glicerol; 100 pl, Tris-
HC1 0.5 M pH 6.0 125ul, H,O desionizada cbp 1 ml).

¢) Corrimiento eletroforético

El corrimiento electroforético de las proteinas se realizé por un periodo de ~2 h a 90 V. Se
utiliz6 el amortiguador de corrida Tris —glicina 10X (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1 %,
y H,O cbp 1L) diluido a una concentracion 1X con H»O destilada.

10. Tincion del gel

Se coloco el gel en una solucion de tefiido [0.25 g de azul brillante de Coomassie, 90 ml de una
mezcla metanol-agua (proporcion 1:1), 10 ml de acido acético glacial] por 3 min. Finalmente se
incubo en solucion de destefiido (metanol 10%, acido acético glacial 10% y H20 destilada cbp

1 L) por ~15 minutos.

11. Ensayo de inmunodeteccion

Luego del corrimiento electroforético en SDS-PAGE, las proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Invitrogen) en una cdmara humeda de transferencia (Thermo
EC140 MINI BLOT MODULE), utilizando una soluciéon amortiguadora (Tris 25 mM, glicina
192 mM, metanol 20%, SDS 0.1 %, H,O cbp 1 L), por ~30 min a 32 mA (~125 Volts). La

membrana de nitrocelulosa se bloqued con una solucién de leche descremada Blotting Grade
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Blocker Non-Fat Dry Milk (Biorad) al 5% en amortiguador TBS-Tween [ 50ul de Tween 20
(0.05%) en 100 ml de TBS ( Tris 20 mM y NaCl 0.5 M )] durante 1 h. Se elimin6 la solucion
bloqueadora y se lavo 2 veces con 10 ml del amortiguador TBS-Tween por 10 min a
temperatura ambiente. La membrana se colocd en un agitador orbital a baja velocidad, se
decant6 el TBS-Tween y se afiadio el niquel activado His-Probe (Amersham), en TBS-Tween a
una dilucion 1:5000, se incubd durante 1 h con agitacion suave a temperatura ambiente.
Posteriormente se lavo la membrana 4 veces con 10 ml de la solucion de TBS-Tween en cada
lavado, por 10 min con agitacion suave; finalmente se incubd durante la noche a 4°C sin

agitacion para aumentar la sensibilidad de la deteccion.

a) Deteccion de la proteina recombinante ChrB-His por Western blot
Se realiz6 la deteccion con el Kit ECL + plus Western blotting system (Amersham) siguiendo
las instrucciones del proveedor. Posteriormente la membrana se colocd sobre una pelicula de

rayos X (Kodak) por 5 min y la pelicula se proces6 con una solucion de revelado (Kodak).

12. Purificacion de proteinas

La purificacion de la proteina recombinante ChrB-His se realiz6 empleando la fraccion soluble
proveniente de la extraccion de proteinas y la fraccion membranal a la cual se le dio un
segundo pase de extraccion con Triton X-100 a concentracion final de 2% y se centrifugd a
7000 rpm, durante 10 min a 4°C. Las dos fracciones solubles se adicionaron a una columna
vertical [500 pl de resina (Ni-NTA complejo agarosa-nitriloacético-niquel) previamente
sedimentada], equilibrada con 2.5 ml de buffer A. Posteriormente la columna se lavo 2 veces
con 4 ml de buffer de lavado (NaH,PO4 50 mM, NaCl 800 mM, imidazol 20 mM, glicerol
30%, B-mercaptoetanol 10 mM y Tween 0.1%) y se obtuvieron dos fracciones de 250 pl. Se
adiciono 2 ml de buffer de elucion (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM) a pH
8.0 y se recuperaron de 5-7 fracciones de 250ul cada una. Finalmente las fracciones
membranales, los lavados y los eluidos obtenidos de la purificacion se guardaron a -20 °C o en

su caso se corrid un SDS-PAGE.
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V. RESULTADOS

1. Caracterizacion del plasmido recombinante pQE31-chrB

El DNA de la cepa Escherichia coli (BL21 pLysS) transformada con el plasmido recombinante
pQE31-chrB, fue analizado con las endonucleasas BamHI y Pstl. Después de la restriccion se
observo una banda de 3.4 kb correspondiente al plasmido lineal pQE31 y una banda de
aproximadamente 900 pb correspondiente al gen chrB (Figura 6). Determinando asi que el
plasmido pQE31-chrB posee el gen chrB clonado. Para comprobar la conservacion en fase del
marco de lectura del gen chrB y las 6 histidinas del vector, se mando secuenciar el DNA del
fragmento del gen chrB del plasmido recombinante a fin de descartar posibles errores o
cambios de nucleotidos a lo largo de la secuencia (Figura 7). El resultado mostrd la secuencia
del gen chrB con el codon de inicio y la etiqueta de histidinas adicionados por el plasmido
pQE31, una region de nucledtidos que sustituye el codon de inicio del gen chrB por la enzima
de restriccion BamHI y la secuencia de nucledtidos conservados en las secuencias de chrB

comparadas.

2. Sobreexpresion de la proteina ChrB-His

Con el fin de sobreexpresar la proteina ChrB-His codificada en el pldsmido recombinante
pQE31-chrB, se indujo la expresion de ChrB-His a partir de cultivos tratados con
concentraciones variables del inductor de expresion IPTG, diferentes temperaturas y variando
también el tiempo de induccion, como se describe en materiales y métodos. A condiciones de
30°C y 12 h post-induccidn, no fue posible apreciar la expresion de la banda en ninguna de las
dos fracciones obtenidas de los extractos de proteinas (Figura 8). La expresion de una proteina
de ~32 kDa se pudo apreciar después de inducir a 37°C por 4 o 12 h en los cultivos inducidos
con IPTG pertenecientes a las fracciones insolubles y no en las fracciones solubles (Figura 9).
Adicionalmente se observd la sobeexpresion de una banda mayoritaria en la fraccion
membranal correspondiente a la proteina recombinante ChrB-His a la concentracion de 1 mM
de IPTG cuando se incub6 a 30°C por 4 h. La banda sobreexpresada presentd un tamafio de ~32

kDa correspondiente al tamafio predicho para ChrB-His del plasmido pQE31-chrB (Figura 10).
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Figura 6. Caracterizacion del plasmido recombinante pQE31-chrB por medio de
restriccion enzimatica. A) Esquema del plasmido recombinante pQE31-chrB. B)
Corrimiento electroforético en gel de azarosa de la restriccion enzimatica de pQE31-chrB.
Carril 1, marcador de tamafio molecular A HindIII; carril 2, DNA de pQE31-chrB digerido

con las enzimas BamHI y Pstl.
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B CAGGGCTECECARCECTGOGOGACGEEET CTATCTCOTGOCCRACTCRECEGACARTCECG 87

khEREEREid AL i b LR AL A r bR A LA AL AR A LA AR AL AL

DOE3 I G GAC GO T e G CAAGT BECEaC CC ARG CET CRAART CRGEGEIAGIGENCAGSTCTAT 177

B GCGACGCTGEGLEAAGT GECEECECACECEET GRAART CRGGEGCAGLGGICAGETCTAT 147
e R R R e e R e T e R T T

Figura 7. Alineamiento del DNA de pQE31 -chrB con el gen chrB del plasmido pUMS505.
Secuencia del gen chrB clonado en el plasmido pQE31 comparado con el gen obtenido del
plasmido pUMS505 de P. aeruginosa. Secuencia que codifica a la etiqueta de 6 histidinas (azul),
codon de inicio adicionado por el plasmido pQE31 (negro y subrayado), nucledtidos

conservados (*), espacios vacios (--).
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Figura 8. Induccion de la sobreexpresion de ChrB-His. Gel SDS-PAGE 12% de extractos
celulares obtenidos a partir de cultivos bacterianos post-induccién a 12 h 'y 30 °C. Carriles 1 a
5, fraccion soluble y 7 a 11, fraccion membranal de BL21 pLysS (pQE31-chrB) no inducido,
inducido con 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0 mM de IPTG, respectivamente. Carriles 6 y 12, BL21 pLysS de
las fracciones soluble y membranal, respectivamente. M, marcador de peso molecular Rainbow

(Amersham).
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Figura 9. Induccion de la sobreexpresion de ChrB-His. Gel de SDS-PAGE 12% de extractos
celulares obtenidos a partir de cultivos bacterianos post-induccién a 4 o 12 h a 37°C, A)
Induccion a 4 h y 37°C. B) induccion a 12 h y 37°C. Carriles 1 a 6, fraccion soluble y 7 a 11,
fraccion membranal. 1 a 5 BL21 pLysS (pQE31-chrB) no inducido, inducido con 0.2, 0.5, 1.0 y
2.0 mM de IPTG, respectivamente. Carriles 6 y 12, BL21 pLysS, correspondiente a las
fracciones soluble y membranal respectivamente. M, marcador de peso molecular Rainbow

(Amersham).
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Figura 10. Induccion de la sob reexpresion de ChrB-His. SDS-PAGE 12%, el cultivo de la
cepa BL21 pLysS (pQE31-chrB) se crecié en CL a 37°C con agitacion constante, al llegar a
D.O de 0.5s9 se adiciono IPTG a diferentes concentraciones y se incubd por 4 h. A) Fraccion
soluble; carriles 1-5 BL21 pLysS (pQE31-chrB) no inducida, 0.2, 0.5, 1.0 y 2.0 mM IPTG
respectivamente; carril 6, BL21 pLysS. B) Fraccidon membranal; carriles 7-11 BL21 pLysS
(pQE31-chrB) no inducida, 0.5, 0.2, 1.0, y 2.0 mM IPTG respectivamente, carril 12 BL21

pLysS, carril 13 marcador de peso molecular All blue precision plus STD prestained (Biorad).
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3. Deteccion de ChrB-His por Western blot

A fin de confirmar que la proteina mayoritaria identificada en el SDS-PAGE corresponde a
ChrB-His, se llevo a cabo la deteccion de la proteina recombinante por medio de la interaccion
con el reactivo His-probe (Amersham), el cual se une de manera especifica a la etiqueta de 6
histidinas. Se detectd una banda unica de ~32 kDa, que corresponde a la banda mayoritaria de
la induccion a 30°C por 4 h (Figura 11), con lo que se confirmé que esta banda corresponde a

la proteina ChrB-His, la cual se sobreexpresa bajo estas condiciones.

4. Purificacion de ChrB-His

Con el propdsito de purificar a la proteina recombinante ChrB-His se llevo a cabo la
purificacion de proteinas fusionadas a histidinas por el método de cromatografia de afinidad
utilizando una resina de Ni-NTA. Se logr6 obtener eluidos con la proteina recombiniante ChrB-
His (Figura 12). Sin embargo, los eluidos inicialmente presentaron una cierta proporcion de
proteinas contaminantes. Con la finalidad de obtener eluidos mas puros de la proteina ChrB-His
se modificé el método de purificacion empleando una columna de afinidad con resina de
cobalto (Stratagene). Con esta ultima estrategia se obtuvieron eluidos de la proteina
recombinante ChrB-His con mayor grado de pureza (Figura 13). De esta manera se obtuvo una

fraccion altamente enriquecida de ChrB-His.
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Figura 11. Inmunodeteccion de ChrB-His por Western blot. A) Electroforesis en SDS-
PAGE de las fracciones soluble y membranal de los cultivos BL21 pLysS (pQE31-chrB)
inducido a 1 y 2 mM de IPTG por 4 h a 30°C y BL21 pLysS. B) Autorradiografia de la
deteccion de ChrB-His por western blot con el reactivo His-probe. Carriles 1 y 2) BL21 pLysS
(pQE31-chrB) inducido con 2 y 1 mM de IPTG; respectivamente, carril 3, BL21 pLysS.
Carriles 4 y 5, BL21 pLysS (pQE31-chrB) inducido con 2 y 1 mM de IPTG, respectivamente.
Carril 6, BL21 pLysS; carril 7), Marcador de peso molecular Rainbow (Amersham).
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Figura 12. Purificacion de la p roteina recombinante ChrB-His. Se utiliz6 el extracto
soluble de BL21 pLysS (pQE31-chrB) inducido con 1 mM de IPTG por 4 h a 30°C y se
purifico utilizando una columna con una resina de niquel. 1) Extracto crudo BL21 pLysS
(pQE31-chrB) inducido con 1 mM IPTG, 2) flujo de proteinas que no se unieron a la resina, 3)
proteinas que se eliminan con el buffer de lavado, 4) marcador de peso molecular Rainbow

(Amersham), 5-9) proteina ChrB-His eluida por la adicion de un buffer de imidazol 200 mM.
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Figura 13. Purificacion de la proteina recombinante ChrB-His con resina de cobalto. El
cultivo de BL21 pLysS (pQE31-chrB) proveniente de la induccion con 1 mM de IPTG por 4 h
a 30°C se sometio a extraccion con triton X-100 al 1% y la fraccion soluble obtenida del
proceso se mezcld con una resina de cobalto. 1) Extracto crudo BL21 pLysS (pQE31-chrB)
inducido con 1 mM IPTG, 2) flujo de proteinas a través de la resina, 3) proteinas que se
eliminan con el buffer de lavado, 4) proteina ChrB-His eluida al adicionar un buffer de
imidazol 200mM y 5) marcador de peso molecular de proteinas [unstained protein molecular

weight marker SM0431 (Fermentas)].
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VI. DISCUSION Y CONCLUSION

Debido al interés que surge actualmente por mejorar la calidad del medio ambiente, se ha
estimulado la realizacion de investigaciones que evaltian el comportamiento quimico y los
efectos biologicos de la contaminacion por metales pesados sobre la hidrosfera y litdsfera
terrestres (Zelibor y col., 1987). Los metales son introducidos al ambiente por varias vias: 1)
por procesos industriales, 2) durante su extraccion de los minerales o 3) por fuentes naturales,
entre otras, esto ha causado un importante incremento en las cantidades de metales liberados al
ambiente, donde su reciclaje natural a través de los ciclos biogeoquimicos ha sido rebasado

(Collins y Stotzky, 1992).

El Cr por ser un elemento con diferentes estados de oxidacion puede jugar un papel dual en los
organismos, el Cr(VI) en forma de cromato es uno de los iones inorganicos mas toxicos que se
conocen. Es nocivo tanto en organismos superiores como en microorganismos y se considera
mutageno y carcinogénico (Petrilli y De Flora, 1977; Albert, 1991). Por otra parte, se ha
propuesto que el Cr(IIl) participa como un oligoelemento esencial para los seres humanos,
debido a que participa en el metabolismo de la glucosa y de lipidos (Anderson, 1997). Sin
embargo, intracelularmente el Cr(IIl) es responsable de la mayoria de los efectos toxicos
debido a la capacidad que tiene de interaccionar con los grupos fosfatos del DNA (Kortenkamp

y col., 1991) y los grupos carboxilo y sulthidrilo de las proteinas (Levis y col., 1982).

Con el incremento en las concentraciones de cromato en el ambiente se han seleccionado
bacterias que poseen mecanismos para vivir en presencia de este agente toxico (Williams y
Silver, 1984). Un ejemplo de ello es la reduccion bacteriana del Cr(VI) a Cr(IIl) en el exterior
celular, el cual es considerado un mecanismo de resistencia a cromato debido a que a pH
fisiologico el Cr(IIl) es menos soluble y a pH neutro tiende a precipitar (Ehrlich 2002). Sin
embargo, altos niveles del i6n toxico pueden sobrepasar la capacidad de reduccion en el
ambiente e inhibir el desarrollo bacteriano. La resistencia a cromato conferida por plasmidos se
ha establecido que se debe a una disminucion en la acumulacion intracelular del 16n, lo cual le
confiere a las bacterias mayor tolerancia a cromato que el proceso de reduccion (Cervantes y
Silver, 1992). La mayoria de los estudios de determinantes de resistencia bacteriana a cromato

se han realizado en cepas Gram-negativas (Horitsu y col., 1978; Summers y Jacoby, 1978; Luli
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y col., 1983; Ohtake y col, 1987, Bopp y Ehrlich, 1988; Ohtake y col., 1990), aunque también
existen trabajos hechos con bacterias Gram-positivas (Efstathiou y Mckay, 1977; Campos y
col., 1995). Sin embargo, hasta ahora so6lo se han caracterizado a nivel molecular los
determinantes de resistencia a cromato de los plasmidos pUMS505 de P. aeruginosa (Cervantes
y col., 1990) y pMOL28 de C. metallidurans (Nies y col., 1990). En el 2006 Diaz Magafia
determind dos secuencias aledafas al gen chrA de P. aeruginosa obtenidas a través de la
amplificacion por PCR-Inverso del plasmido pUMS505, mostrando que, al igual que los
plasmidos pMOL28 y pB4, posee los genes chrB y chrC a los extremos 5' y 3' de chrA,
respectivamente, manteniendo asi el mismo arreglo génico que en los plasmidos antes descritos
(Figura 3). Actualmente las bases de datos contienen decenas de homodlogos del gen chrA de
pUMS505 (C. metallidurans, Burkholderia fungorum, Vibrio vulnificus etc.), incluyendo
proteinas de eucariontes (Neurospora crassa) (Diaz-Pérez, 2007). Algunos de estos homologos
(B. fungorum, Burkholderia sp.) presentan el mismo arreglo génico chrBAC, lo cual indica que
los genes chrB y chrC se han mantenido a lo largo de la evolucion, posiblemente por su
importancia en la resistencia a cromato (Diaz-Pérez, 2007).

Interesantemente, el gen chrB de 888 nucledtidos del plasmido pUMS505 codifica una proteina
de 296 aa que, ademds de mostrar identidad significativa con las proteinas ChrB de pMOL28 y
pB4, presenta similitud con proteinas de la familia de las rodanasas (datos no mostrados). Se ha
propuesto que las enzimas tipo rodanasa participan en la eliminacion de complejos selenio-
glutation, que son formados por la reaccion de selenito con glutation (Self y col., 2000). A
partir de que el cromato puede interactuar con el glutation se puede sugerir que una de las
funciones de ChrB sea romper algunos de los complejos cromo-glutation formados en la célula.
Los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad a cromato en la cepa de P.
aeruginosa PAO1 mostraron que la proteina ChrB por si sola no confiere resistencia a cromato,
no descartando su papel en la regulacion de la resistencia a cromato en presencia de la proteina
ChrA (Diaz-Magaifia, 2006). La comparacion con las proteinas ChrB reportadas a través de un
alineamiento tipo ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), mostré que la proteina ChrB del
plasmido pUMS05 posee un 44% y 88% de identidad con las ChrB homologas de los
plasmidos pMOL28 de C. metallidurans y pB4 de Pseudomonas sp, respectivamente. El alto
porcentaje de identidad de ChrB de pUMS505 con la proteina ChrB de pMOL28 sugiere que

esta proteina podria tener la misma funciéon que su homodloga ChrB en C. metallidurans.
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Aunque se predice a ChrB-His como una proteina soluble en base a su secuencia de aa, cuando
se expres6 en E. coli se localizo como una banda enriquecida Gnicamente en la fraccion
membranal. Sin embargo, no se descarta que la presencia de la proteina ChrB-His de pUMS505
en la fraccion membranal se deba a la formacion de cuerpos de inclusion de la proteina como
resultado de la sobreexpresion, los cuales se quedan en la fraccion de la membrana y no son
disgregados por el proceso empleado. Adicionalmente, la proteina homologa ChrB de C.
metallidurans también se ha observado asociada a la membrana (Nies y col., 1990; Junke y
col.,, 2002). Sin embargo, también se ha propuesto que la asociacion de ChrB de C:
metallidurans a la membrana estd dada por una region hidrofobica localizada en el extremo

carboxilo terminal de la proteina, region que esta ausente en la proteina ChrB-His de pUMS505.

En este trabajo se logré sobreexpresar la proteina recombinante ChrB-His a partir de cultivos
bacterianos de BL21 pLysS (pQE31-chrB) inducidos 4 h con 1 mM IPTG a 30°C. La deteccion
se realiz6 por western blot después de corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida,
mostrando una banda con un peso de ~ 32 kDa, mismo que concuerda con el peso deducido de
la secuencia de aminodcidos. Esto sugiere que la banda sobreexpresada corresponde al
producto del gen chrB. La purificacion de la proteina ChrB-His empleando cromatografia de
afinidad en columna con una resina de niquel-nitrioacético-agarosa dio como resultado la
obtencion de una fraccion enriquecida de ChrB-His, sin embargo, dicha fraccion presenta una
alta proporcion de proteinas contaminantes. Con la finalidad de obtener una mayor purificacion
de ChrB-His se empled una columna con resina de cobalto (Talon) la cual presenta
requerimientos mas estrictos para el posicionamiento espacial de las histidinas. Estas resinas
constan de un nucleo reactivo que une solo las polihistidinas de la etiqueta y no las localizadas
en diferentes sitios en la proteina. La resina de afinidad Talon con su matriz uniforme
proporciona alta afinidad de union en una variedad de condiciones de purificacion, asegurando
la purificacion Optima de proteinas. Al emplear esta columna se logroé obtener una purificacion
de la proteina ChrB-His de aproximadamente un 80%. En conclusion, se determind que el gen
chrB del plasmido pUMS505 de P. aeruginosa codifica a una proteina de ~ 32 kDa, misma que

fue purificada empleando técnicas cromatograficas de afinidad.
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VII. PERSPECTIVAS

Una vez comprobada la expresion de la proteina ChrB de pUMS05, se pretende modificar el
método de purificacion con el objeto de obtener un mayor grado de pureza de la proteina ChrB-
His. De esta manera sera posible utilizarla en posteriores ensayos para determinar su actividad
y su posible participacion como regulador transcripcional de la resistencia a cromato en P.

aeruginosa.
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