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Re su men
Algu nos com pues tos de ori gen na tu ral, como los iso pre noi des ací cli cos ci tro ne lol y
ge ra niol, po seen una ra mi fi ca ción en la po si ción 3 de la ca de na prin ci pal que pre vie ne 
la de gra da ción bac te ria na. En Pseu do mo nas ae ru gi no sa és tos se han uti li za do como 
mo de lo para el es tu dio de la de gra da ción de com pues tos 3-metil ra mi fi ca dos. La ruta
de gra da ti va de iso pre noi des ací cli cos com pren de a la vía cen tral (co di fi ca da por el
ope rón atu) y a la vía de leu ci na/iso va le ra to (co di fi ca da por el ope rón liu); en am bas
vías hay reac cio nes aná lo gas y en tre sus ope ro nes se en cuen tran ge nes pa rá lo gos,
ex cep to para el gen liuE, que es el úni co en con tra do en el ge no ma de P. ae ru gi no sa.
Lo an te rior su gie re que el pro duc to de liuE par ti ci pa en am bas vías me ta bó li cas. La
en zi ma LiuE es una 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) lia sa que tam bién pre -
sen ta ac ti vi dad de 3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA (HIHG-CoA) lia sa. En el pre sen -
te es tu dio, la pro teí na LiuE fue ex pre sa da en un or ga nis mo he te ró lo go y pu ri fi ca da a
ho mo ge nei dad. Bajo con di cio nes óp ti mas de reac ción la en zi ma mues tra pre fe ren cia 
por el ca tión di va len te Mg2+ y es in hi bi da por uno de sus pro duc tos, ace til-CoA. Por
otro lado, la se cuen cia de ami noá ci dos de la pro teí na LiuE pre sen tó 7 si tios pro ba bles 
de fos fo ri la ción, su gi rien do que és tos po drían es tar re la cio na dos con la re gu la ción de
la ac ti vi dad en zi má ti ca. Los re sul ta dos in di can que LiuE es una en zi ma re gu la da me -
ta bó li ca men te a ni vel de pro duc to y con ca pa ci dad de uti li zar HMG-CoA y HIHG-CoA
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como sub stra tos, pro pie dad que jue ga un pa pel cla ve en las vías de gra da ti vas de leu -
ci na e iso pre noi des ací cli cos.

Pa la bras cla ve: iso pre noi des ací cli cos, leu ci na, LiuE, re gu la ción me ta bó li ca.

Abstract
Some na tu rally oc cu rring com pounds such as acy clic iso pre noids ci tro ne llol and ge ra -
niol, have a branch at the 3 po si tion of the back bo ne, which pre vents bac te rial de gra -
da tion. The se com pounds in Pseu do mo nas ae ru gi no sa have been used as mo del for
stu dies of de gra da tion of 3-methyl bran ched com pounds. The acy clic iso pre noid de -
gra da tion path way com pri ses cen tral path way (en co ded by atu ope ron) and leu ci -
ne/iso va le ra te path way (en co ded by liu ope ron), in both path ways the re oc cur
ana lo gous reac tions en co ded on their ope rons whe re pa ra lo gous ge nes are lo ca ted,
ex cept for the liuE gene, which was found only in the ge no me of P. ae ru gi no sa, sug -
ges ting that the pro duct of liuE gene par ti ci pa tes in both de gra da ti ve path ways. The
LiuE pro tein is a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lya se (HMG-CoA lya se), that also
has ac ti vity of 3-hydroxy-3-isohexenylgluratyl-CoA (HIHG) lya se. In the pre sent study, 
the LiuE pro tein was he te ro lo gously ex pres sed and pu ri fied to ho mo ge neity. Under
op ti mal reac tion con di tions it shows pre fe ren ce for the di va lent ca tion Mg2+ and it was
in hi bi ted by one of its pro ducts, acetyl-CoA. On the ot her hand, the se quen ce of ami no
acids of the LiuE pro tein shows 7 pu tati ve si tes of phosp hory la tion, sug ges ting that
the se si tes could be re la ted with its enz yma tic ac ti vity re gu la tion. Re sults in di ca te that
LiuE is me ta bo li cally re gu la ted at pro duct le vel and ha ving the ca pa bi lity to use
HMG-CoA and HIHG-CoA as sub stra tes, pla ying an im por tant role in the de gra da tion
path ways of leu ci ne and acy clic iso pre noids.

Key words: acy clic iso pre noids path way, LiuE, me ta bo lic re gu la tion.

Intro duc ción
La uti li za ción de al ca nos por mi croor ga nis mos como fuen te de car bo no y ener gía ha

sido su je ta de es tu dio, de bi do al im pac to am bien tal que és tos cau san (Díaz-Pérez et al.,
2004). Los al ca nos ra mi fi ca dos son ge ne ral men te me nos sus cep ti bles a la bio de gra da ción,
ya que la ra mi fi ca ción dis mi nu ye la dis po ni bi li dad me ta bó li ca del com pues to. Un ejem plo de
esto se re fie re a que una ra mi fi ca ción en la po si ción 3 de la ca de na prin ci pal del al ca no re -
pre sen ta un im pe di men to es truc tu ral que evi ta la de gra da ción del com pues to, re sul tan do en 
un im pe di men to es té ri co para las en zi mas oxi dan tes. Lo an te rior ocu rre con los al ca nos
3-metil ra mi fi ca dos, tam bién lla ma dos  ra mi fi ca dos, cuya sus ti tu ción evi ta a la oxi da ción 
(Pir nik et al., 1974; Fall et al., 1979; Schaef fer et al., 1979). Estruc tu ras mo le cu la res me til ra -
mi fi ca das se en cuen tran en com pues tos de ori gen na tu ral, ta les como los iso pre noi des.
Algu nos de ellos como el ci tro ne lol (3, 7-dimetil-octen-1-ol) y el ge ra niol (3, 7-dimetilocta-2, 6 
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dien-1-ol) se han uti li za do como com pues tos mo de lo para el es tu dio de la de gra da ción de
com pues tos 3-metil ra mi fi ca dos en Pseu do mo nas ci tro ne llo lis y P. ae ru gi no sa (Cant well et
al., 1978; Höstle et al., 2005; Föster-Fromme et al., 2006; Díaz-Pérez y Cam pos-García.,
2012). Esta vía de de gra da ción cons ta de 4 eta pas: (i) vía su pe rior de oxi da ción-activación,
(ii) vía cen tral de ter pe nos ací cli cos (ATU), (iii) aco pla mien to a la oxi da ción  y (iv) con ver -
gen cia con la vía de leu ci na/iso va le ra to (LIU). Se ha ob ser va do que las reac cio nes de des hi -
dro ge na ción, car bo xi la ción, hi dra ta ción y tió li sis son aná lo gas en tre la vía ATU (co di fi ca da
por el ope rón atu) y la vía LIU (co di fi ca da por el ope rón liu) (Fig. 1). Sin em bar go, aun que en -
tre los ope ro nes que co di fi can a am bas vías es tán con te ni dos ge nes pa rá lo gos, sólo se ha
en con tra do un úni co gen liuE en el ge no ma de P. ae ru gi no sa, su gi rien do que el pro duc to del
gen liuE tie ne una fun ción dual, par ti ci pan do en las vías ATU y LIU (Chá vez-Avilés et al.,
2010; Cam pos-García, 2010).
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Fi gu ra 1. Vía cen tral de uti li za -
ción de iso pre noi des/ter pe nos
ací cli cos (ATU) y la vía de leu -
ci na/iso va le ra to (LIU). Las fun -
cio nes pro pues tas se ba sa ron en 
el aná li sis fe no tí pi co, de ter mi -
na ción de la ac ti vi dad, y/o aná -
li sis in for má ti co de las
se cuen cias de las pro teí nas co -
di fi ca das de los ge nes iden ti fi -
ca dos. En círcu los se in di can
las eta pas en las que par ti ci pa la 
en zi ma co di fi ca da por el gen
liuE (Mo di fi ca do de Chá -
vez-Avilés et al., 2009; Cam -
pos-García, 2010; Díaz-Pérez y
Cam pos-García, 2012).



Re cien te men te se ha re por ta do que el gen liuE co di fi ca para la en zi ma LiuE, la cual es
una HMG-CoA lia sa que par ti ci pa en la vía LIU y que ca ta li za el rom pi mien to del HMG-CoA
en ace til-CoA y ace toa ce ta to (Fig. 1). Esta en zi ma se con for ma como un ho mo dí me ro pro téi -
co, con un com por ta mien to ci né ti co de tipo Mi chae lia no, con tem pe ra tu ra y pH óp ti mos de
37°C y 7.0, res pec ti va men te; te nien do cons tan tes ci né ti cas de Km de 100 µM y Vmax de 21
µmol·min-1·mg-1 de pro teí na, y una de pen den cia por co fac to res me tá li cos di va len tes como
el Mg2+ y Mn2+ (Chá vez-Avilés et al., 2009). Se ha su ge ri do que la en zi ma LiuE par ti ci pa en
las vías LIU y ATU, de bi do a que la mu tan te de P. ae ru gi no sa en el gen liuE es in ca paz de asi -
mi lar leu ci na e iso pre noi des ací cli cos del tipo del ci tro ne lol (Agui lar et al., 2006; 2008). En la
vía ATU la pro teí na LiuE lle va ría a cabo la trans for ma ción del HIHG-CoA a
7-metil-3-oxo-6-octenil-CoA (Fig. 1). Esta pro pues ta se ve for ta le ci da, ya que la vía ATU ha
sido re cons ti tuí da in vi tro y se de mos tró que la en zi ma LiuE tam bién tie ne ac ti vi dad de
HIHG-CoA lia sa (Chá vez-Avilés et al., 2010). De bi do a su fun ción dual, LiuE po dría con si de -
rar se como una en zi ma cla ve en la vía de de gra da ción de iso pre noi des ací cli cos. Este tipo
de en zi mas es tán su je tas a una re gu la ción pre ci sa para ajus tar la de gra da ción de me ta bo li -
tos a los re que ri mien tos fi sio ló gi cos y pue den es tar re gu la das a di fe ren tes ni ve les: con trol
trans crip cio nal, con trol fun cio nal por in ter con ver sión y mo du la ción por li gan dos (Kool man y
Roehm, 2005). Por lo que en el pre sen te es tu dio se ex plo ra el me ca nis mo de re gu la ción de
la ac ti vi dad en zi má ti ca de LiuE, con la fi na li dad de pro fun di zar el en ten di mien to de la vía de
de gra da ción de iso pre noi des ací cli cos en P. ae ru gi no sa.

Ma te ria les y Mé to dos

Ce pas, plás mi dos y con di cio nes de cul ti vo.
Las ce pas y los plás mi dos uti li za dos en éste tra ba jo se en lis tan en la Ta bla 1. Las ce -

pas cre cie ron a 37ºC o 30ºC en cal do Lu ria-Bertani (CL), agar Lu ria-Bertani (AL) o me dio mí -
ni mo M9 su ple men ta do con 0.2% glu co sa, 0.02% pep to na de ca seí na y 0.5 ml/l de una
so lu ción de tra zas de me ta les (Sam brook et al., 1989). Los an ti bió ti cos se adi cio na ron al me -
dio AL en con cen tra cio nes de g/ml: para E. coli, am pi ci li na (Ap), 100; P. ae ru gi no sa, gen ta -
mi ci na (Gm), 100 y es trep to mi ci na (Sm), 200.

Ma ni pu la ción del DNA.
La pre pa ra ción de plás mi dos, res tric cio nes y el co rri mien to de pro teí nas en ge les des -

na tu ra li zan tes de po lia cri la mi da al 10% (SDS-PAGE) se hi cie ron por mé to dos es tán dar
(Sam brook et al., 1989).
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TA BLA 1
Ce pas y plás mi dos em plea dos en este tra ba jo.

Ce pas Ca rac te rís ti cas Re fe ren cia

Esche ri chia coli JM101
Cepa es tán dar de la bo ra to rio supE, 
thi, (lac-proAB), [F’, traD36,
proAB, lacIqZ M15].

Ya nish-Perron et al., 1985.

Pseu do mo nas ae ru gi no sa
PAO1SR

P. ae ru gi no sa PAO1 re sis ten te a
es trep to mi ci na. Wong y Me ka la nos, 2000.

PAMliuE PAO1SR liuE::GmR, mu tan te ob te -
ni da por re com bi na ción. Díaz-Pérez et al., 2004.

Plás mi dos Ca rac te rís ti cas Re fe ren cia

pTLE2011
PTrcHis2A con un frag men to de 0.9 
kb co rre pon dien te al ORF
PA2011de P. ae ru gi no sa.

Chá vez-Avilés et al., 2009.

Expre sión y pu ri fi ca ción de la pro teí na re com bi nan te LiuE.
La cepa de E. coli JM101 trans for ma da con el plás mi do pTLE2011 se cre ció en CL con 

agi ta ción cons tan te (150 rpm a 30°C) a una D.O.600nm=0.6, adi cio nan do 0.1 mM de IPTG
para la in duc ción del gen liuE. El cul ti vo cre ci do bajo las con di cio nes de in duc ción se co se -
chó por cen tri fu ga ción a 10,000 rpm du ran te 15 mi nu tos a 4ºC. La pas ti lla bac te ria na se lavó
y re sus pen dió en amor ti gua dor de equi li brio 1X (50 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, pH 8.0)
adi cio na do con 1 mM de in hi bi dor de pro tea sas PMSF (Sig ma). Se li sa ron las cé lu las por so -
ni ca ción y se eli mi na ron cé lu las y res tos ce lu la res por cen tri fu ga ción bajo las con di cio nes
an tes men cio na das. La frac ción so lu ble se apli có a 300 µl de la re si na de co bal to TALON
(BD Bios cien ces) pre via men te equi li bra da. La sus pen sión se agi tó sua ve men te por una
hora a 4ºC y se cen tri fu gó a 7,500 rpm du ran te 10 min a 4ºC. El so bre na dan te se de se chó y
el com ple jo re si na-proteína se lavó, agi tán do lo sua ve men te du ran te 10 min a 4°C con amor -
ti gua dor de la va do (50 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 15 mM de imi da zol, pH 8.0), pos te rior -
men te se cen tri fu gó a 7,500 rpm, 10 min a 4°C, este paso se re pi tió 7 ve ces. La pro teí na se
elu yó con 500 µl del amor ti gua dor de elu ción (50 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 500 mM de
imi da zol, pH 7.0), agi tan do sua ve men te du ran te 20 mi nu tos a 4ºC. La mues tra se cen tri fu gó
y la frac ción so lu ble se re cu pe ró para dia li zar la en 25 mM Na2HPO4 y 31.25 mM DTT, pH 6.7
du ran te 1 h a 4°C, pos te rior men te fue con cen tra da por ul tra fil tra ción (Ami con Ultra- 4, fil tro
de 30 kDa MWCO; Mi lli po re).

De ter mi na ción de la ac ti vi dad de HMG-CoA lia sa.
La ac ti vi dad en zi má ti ca se de ter mi nó por el mé to do re por ta do por Wan ders et al.,

(1988) con al gu nas mo di fi ca cio nes. La mez cla de reac ción se pre pa ró en un vo lu men fi nal
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de 100 µl con amor ti gua dor de fos fa tos (20 mM KH2PO4, pH 6.7), 10 mM MgCl2 y ex trac to
pro téi co o pro teí na pu ri fi ca da. La reac ción se ini ció con la adi ción del sub stra to,
3-HMG-CoA, se in cu bó a 37°C por 5 min y se de tu vo con la adi ción de 3 µl de HCl al 25%. La
mez cla fue cen tri fu ga da y el so bre na dan te se re cu pe ró y se neu tra li zó con 15 µl de amor ti -
gua dor de fos fa tos (2 M KH2PO4, pH 9.1). La reac ción se ana li zó por cro ma to gra fía lí qui da
de alta re so lu ción (HPLC, Va rian Mod 240), con una co lum na Mi cro sorb-MV 100-5 C-18,
150 X 4.6 (Va rian) equi li bra da con amor ti gua dor de fos fa tos (50 mM KH2PO4, pH 6.7). La se -
pa ra ción de los com pues tos se rea li zó me dian te la fase mó vil cons ti tui da por un gra dien te
de ace to ni tri lo (10-80%) en amor ti gua dor de fos fa tos 50 mM, con un flu jo de 1 ml/min. La de -
tec ción de los com pues tos se rea li zó me dian te un de tec tor de arre glo de dio dos a una lon gi -
tud de onda de 455 nm (Chá vez-Avilés et al., 2009). La de ter mi na ción de la con cen tra ción
de pro teí na se rea li zó por el mé to do de Brad ford (Sam brook et al., 1989).

De ter mi na ción de la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa.
La de ter mi na ción de la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa se rea li zó en ex trac tos cru dos li -

bres de cé lu las de P. ae ru gi no sa PAO1 o de la mu tan te PAMliuE ob te ni dos a par tir de cul ti -
vos de 200 ml de me dio mí ni mo M9 su ple men ta do con 0.2% glu co sa, 0.02% pep to na de
ca seí na y 0.5 ml/l de una so lu ción de tra zas de me ta les, cre ci dos a 30°C con agi ta ción cons -
tan te, a las 24 h se adi cio nó ci tro ne lol al 0.075%, y se in cu bó 24 h adi cio na les. La mez cla de
reac ción se pre pa ró con 5 mM ATP, 10 mM MgCl2, 10 mM NaHCO3, 100 mM amor ti gua dor de 
fos fa tos de po ta sio, pH 7.6, ex trac to cru do de PAO1 o ex trac to cru do de PAMliuE con o sin
0.01 g/l de LiuE, en un vo lu men fi nal de 100 l. La reac ción se ini ció con la adi ción de 10 l
de cis-ge ra nil-CoA 10 mM (Agui lar et al., 2008), se in cu ba ron 15 o 30 min a 37°C y se de tu -
vie ron con la adi ción de 5 l de HCl al 25%. Las mez clas de reac ción se cen tri fu ga ron a
13,000 rpm du ran te 5 min y la frac ción so lu ble se ana li zó por HPLC.

Aná li sis de la se cuen cia de la en zi ma LiuE.
La se cuen cia de ami noáci dos de la en zi ma LiuE fue ob te ni da en for ma to Fas ta en la

pá gi na web Pseu do mo nas ge no me da ta ba se (www.pseu do mo nas.com; ID=PA2011) y para 
la bús que da de si tios de fos fo ri la ción, la se cuen cia de LiuE fue ana li za da en el ser vi dor
NetP hos Bac 1.0 Ser ver (Mi ller et al., 2009) en la pá gi na web del Cen ter for bio lo gi cal se -
quen ce analy sis (www.cbs.dtu.dk/ser vi ces/NetP hos Bac-1.0).

Re sul ta dos y Dis cu sión

Expre sión y pu ri fi ca ción de la pro teí na re com bi nan te LiuE de P. ae ru gi no sa
Para la ca rac te ri za ción del me ca nis mo de re gu la ción de una en zi ma se su gie re pre fe -

ren te men te uti li zar a la en zi ma pu ri fi ca da. Con la fi na li dad de pro fun di zar en el me ca nis mo
de re gu la ción de la HMG-CoA lia sa, co di fi ca da por el gen liuE de P. ae ru gi no sa, se pro ce dió

Bi fun cio na li dad de la acil-coenzima A lia sa....

Cien cia Ni co lai ta No.  61 63 Abril de 2014



a la ex pre sión y pu ri fi ca ción de la en zi ma. Se de ci dió eti que tar a la pro teí na LiuE en su ex tre -
mo car bo xi lo con el epí to pe de 6-Histidinas, el cual per mi ti rá su pu ri fi ca ción me dian te cro -
ma to gra fía de afi ni dad, ade más, esta es tra te gia hace po si ble la iden ti fi ca ción de la pro teí na
ex pre sa da me dian te in mu no de tec ción, usan do an ti cuer pos es pe cí fi cos an ti-etiqueta (Ter -
pe, 2006). Para lle var a cabo esta es tra te gia se dis pu so del plás mi do pTLE2011 (Chá -
vez-Avilés et al., 2009), el cual tie ne clo na do al gen liuE en el vec tor para ex pre sión de
pro teí nas pTrCHis2A, que adi cio na al gen clo na do una se cuen cia de nu cleó ti dos que co di fi -
ca para 6 his ti di nas, eti que ta que se fu sio na en el ex tre mo car bo xi lo de la pro teí na (Fig. 2A).
Con el plás mi do pTLE2011 se trans for mó a E. coli JM101 y a las clo nas se lec cio na das por el
gen re por te ro se les rea li zó la pu ri fi ca ción del plás mi do pTLE2011, el cual fue ana li za do por
res tric ción con las en do nu clea sas BamHI y HindIII, ob te nién do se el pa trón de res tric ción es -
pe ra do, dos frag men tos de 0.9 kb y 4.4 kb, co rres pon dien tes al gen liuE y al plás mi do
pTrCHis2A, res pec ti va men te (Fig. 2B). Con el ob je ti vo de ob te ner una ma yor can ti dad de la
en zi ma LiuE, se de ter mi nó el tiem po de ex pre sión má xi ma de la pro teí na re com bi nan te en la 
cepa trans for ma da con pTLE2011. Alí cuo tas de ex trac tos ce lu la res to ma dos del cul ti vo de
E. coli trans for ma da con el plás mi do pTLE2011 a di fe ren tes tiem pos de in duc ción, fue ron
se pa ra dos elec tro fo ré ti ca men te en ge les de po lia cri la mi da (SDS-PAGE), se ob ser vó una
ban da di fe ren cial co rres pon dien te al peso mo le cu lar es pe ra do de 33 kDa a par tir de las 8
ho ras pos te rior a la in duc ción. Los re sul ta dos in di can que la má xi ma ex pre sión de la pro teí -
na fue en el pe río do com pren di do en tre 20 y 24 ho ras de in duc ción (Fig. 3A). Con éste re sul -
ta do se pro ce dió a la pu ri fi ca ción de la pro teí na LiuE a par tir de los ex trac tos ce lu la res
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Fi gu ra 2. Esque ma y aná li sis del
plás mi do pTLE2011. A) Plás mi do
de ex pre sión pTLE2011, el cual
con tie ne el gen liuE de P. ae ru gi no -
sa que co di fi ca para la en zi ma
HMG-CoA lia sa. Se in di can los si -
tios de res tric ción de las en do nu -
clea sas usa das para es cin dir el gen
liuE, mis mos que fue ron uti li za dos
para la sub clo na ción en el vec tor
pTrcHis2A. Se se ña la la eti que ta
que se ane xa (po li-histidina) al gen
liuE fu sio na do, el gen re gu la dor
(lacI), el mar ca dor de re sis ten cia a
am pi ci li na (Amp) y el ori gen de re -
pli ca ción del plás mi do pBR322. B)
Fo to gra fía del co rri mien to elec tro -
fo ré ti co en gel de aga ro sa de los
pro duc tos de la reac ción de res tric -
ción del plás mi do pTLE2011. Ca rril 
1) mar ca dor de ta ma ño mo le cu lar,
DNA del fago  (HindIII); ca rril 2)
res tric ción del plás mi do pTLE2011
(BamHI/HindIII).



ob te ni dos a las 24 ho ras de in duc ción (Ma te ria les y Mé to dos). La pu ri fi ca ción de la pro teí na
LiuE se co rro bo ró me dian te el co rri mien to elec tro fo ré ti co en ge les SDS-PAGE, en don de se
ob ser vó un en ri que ci mien to de la ban da de in te rés, cuyo peso mo le cu lar cal cu la do co rres -
pon dió a 33 kDa y se es ti mó una pu ri fi ca ción ma yor al 95% (Fig. 3B), lo cual in di ca que la pro -
teí na fue ex pre sa da efi cien te men te y pu ri fi ca da a ho mo ge nei dad.

Mo du la ción de la HMG-CoA lia sa de P. ae ru gi no sa por li gan dos me tá li cos
La ac ti vi dad en zi má ti ca de la pro teí na pu ri fi ca da LiuE se de ter mi nó cuan ti fi can do los

pro duc tos de la reac ción me dian te la se pa ra ción y de tec ción por HPLC (Ma te ria les y Mé to -
dos). Para la reac ción en zi má ti ca de la HMG-CoA lia sa se uti li za ron los pa rá me tros óp ti mos
de tem pe ra tu ra y pH re por ta dos pre via men te (Chá vez-Avilés et al., 2009), y se de ter mi na -
ron el tiem po óp ti mo de reac ción y la con cen tra ción óp ti ma de pro teí na (don de la ve lo ci dad
de reac ción pre sen ta un com por ta mien to lí neal). Los re sul ta dos mos tra ron que los pa rá me -
tros óp ti mos de reac ción fue ron 5 mi nu tos y 1 µg de pro teí na to tal, res pec ti va men te. Una vez 
ob te ni das las con di cio nes de reac ción y en fun ción de que el co fac tor es un ele men to que in -
flu ye en la ca tá li sis en zi má ti ca, se pro ce dió a la de ter mi na ción del efec to del co fac tor me tá li -
co so bre la ac ti vi dad de la en zi ma. Se ha des cri to que otras HMG-CoA lia sas pre sen tes en
otros or ga nis mos son de pen dien tes de Mg2+ (Chá vez-Avilés et al., 2009); sin em bar go, para
la en zi ma en con tra da en P. ae ru gi no sa no se ha ex plo ra do si al gún otro ca tión di va len te pue -
de ser usa do como co fac tor, por lo que se de ter mi nó el efec to de los co fac to res Mg2+ y Mn2+

so bre la ac ti vi dad de la en zi ma LiuE de P. ae ru gi no sa. Cuan do se uti li zó MnCl2 se ob ser vó
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Fi gu ra 3. Expre sión y pu ri fi ca ción de la pro teí na re com bi nan te LiuE. A) Mo ni to reo de la in duc ción de la pro teí na LiuE en
ex trac tos de E. coli. Fo to gra fía del co rri mien to elec tro fo ré ti co SDS-PAGE. Ca rril 1) mar ca dor de peso mo le cu lar; ca rril 2)
ex trac to ce lu lar del cul ti vo de E. coil (pTLE2011) pre vio a la in duc ción; ca rri les 3, 5, 7 y 9) ex trac tos ce lu la res de cul ti vos
de E. coli (pTLE2011) in du ci dos y to ma dos a los tiem pos 4, 8, 20 y 24 h, res pec ti va men te; ca rri les 4, 6, 8 y 10) ex trac tos
ce lu la res de E .coli (pTLE2011) no in du ci dos to ma dos a los mis mos tiem pos. B) Aná li sis de la pu ri fi ca ción de la pro teí na
re com bi nan te LiuE. Fo to gra fía del co rri mien to elec tro fo ré ti co del gel SDS-PAGE. Ca rril 1) mar ca dor de peso mo le cu lar
(kDa); ca rril 2) ex trac to ce lu lar del cul ti vo de E. coli JM101; ca rril 3) ex trac to ce lu lar del cul ti vo de E. coli (pTLE2011) no
in du ci do; ca rril 4) ex trac to ce lu lar del cul ti vo de E. coli (pTLE2011) in du ci do por 24 h; ca rril 5) pro teí na pu ri fi ca da LiuE.



una dis mi nu ción en la ac ti vi dad en zi má ti ca del 13% con res pec to a la ob ser va da con el
MgCl2, mien tras que en au sen cia de és tos ca tio nes di va len te la en zi ma fue inac ti va (Fig. 4).
Cuan do se adi cio nó a la mez cla de reac ción en con cen tra ción cre cien te el agen te que lan te
EDTA, la ac ti vi dad en zi má ti ca se afec tó drás ti ca men te, dis mi nu yen do en un 68% (Fig. 4).
Estos re sul ta dos in di can que la en zi ma LiuE de P. ae ru gi no sa es una me ta loen zi ma, con
pre fe ren cia por el ión Mg2+. Se ha re por ta do que hay pre fe ren cia por el Mg+2 en com pa ra ción 
al Mn+2 para in te rac tuar con re si duos de ami noá ci dos que con tie nen oxí ge no (gru pos car bo -
ni los o hi dro xi los), por lo que este re sul ta do es con gruen te al me ca nis mo de reac ción pro -
pues to para éste tipo de en zi mas, el cual plan tea que un ca tión di va len te in te rac túa con el
oxí ge no de un gru po car bo ni lo de un re si duo de la en zi ma y el oxí ge no del gru po hi dro xi lo del 
sub stra to (Tuins tra y Mi zior ko, 2003; Fo rouhar et al., 2006).

Fre cuen te men te las en zi mas cla ve en las ru tas me ta bó li cas son in hi bi das por al gu no
de sus pro duc tos de reac ción (in hi bi ción por re tro-alimentación) (Kool man y Roehm, 2005);
por lo que se es tu dió si la en zi ma HMG-CoA lia sa (LuiE) es in hi bi da por sus pro duc tos de
reac ción, el ace toa ce ta to y el ace til-CoA (Fig. 1). Para lo an te rior, se rea li za ron prue bas de
in hi bi ción de la ac ti vi dad en zi má ti ca a di fe ren tes con cen tra cio nes tan to del sub stra to como
de los com pues tos a pro bar como in hi bi do res. El ace til-CoA cau só in hi bi ción de la ac ti vi dad
en zi má ti ca de la HMG-CoA lia sa (al can zan do en tre 65% al 95 % de in hi bi ción con con cen -
tra cio nes de 5 y 10 mM de in hi bi dor). Por el con tra rio, a las con cen tra cio nes pro ba das, el
ace toa ce ta to no pro du jo in hi bi ción en la ac ti vi dad de la en zi ma (Fig. 5). Los re sul ta dos an te -
rio res su gie ren que uno de los pro duc tos de la reac ción, el ace til-CoA, es ca paz de pro du cir
in hi bi ción de la ac ti vi dad de la HMG-CoA lia sa, muy pro ba ble men te por un me ca nis mo de in -
hi bi ción por pro duc to y no así para el se gun do de és tos, el ace toa ce ta to.
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Fi gu ra 4. Efec to de la adi ción de ca -
tio nes di va len tes so bre la ac ti vi dad
en zi má ti ca de HMG-CoA lia sa de P.
ae ru gi no sa. La ac ti vi dad en zi má ti ca
fue de ter mi na da en la frac ción pu ri fi -
ca da de la pro teí na re com bi nan te LiuE 
en pre sen cia de MnCl2 y MgCl2, así
como en pre sen cia del agen te que lan te 
EDTA uti li zan do las con di cio nes des -
cri tas en Ma te rial y Mé to dos.



Para de ter mi nar el tipo o me ca nis mo de in hi bi ción cau sa do por el ace til-CoA so bre la
HMG-CoA lia sa, se rea li zó el aná li sis del efec to in hi bi to rio del ace til-CoA so bre la ac ti vi dad
en zi má ti ca, em plean do el mo de lo ma te má ti co de Li ne wea ver-Burk (da tos no mos tra dos).
Los re sul ta dos pre li mi na res ob te ni dos pre sen ta ron una ten den cia de las rec tas a in ter cep -
tar se en el eje de las “X” del cua dran te I del pla no car te sia no, éste tipo de in ter cep to es clá si -
co para un in hi bi dor com pe ti ti vo, por lo que se su gie re que el ace til-CoA se com por ta como
un in hi bi dor com pe ti ti vo para la en zi ma HMG-CoA lia sa.

Acti vi dad de hi dro xi-isohexenil-glutaril-CoA lia sa por la pro teí na LiuE
La de ter mi na ción de la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa de la pro teí na LiuE se rea li zó en

ex trac tos cru dos li bres de cé lu las de P. ae ru gi no sa PAO1 y de la mu tan te en el gen liuE,
PAMliuE (Ma te ria les y Mé to dos). Se ob ser vó que la reac ción con el ex trac to ce lu lar de la mu -
tan te PAMliuE pre sen tó un re ma nen te del 40% en la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa con res -
pec to a la reac ción con el ex trac to ce lu lar de la cepa con trol, P. ae ru gi no sa PAO1 (Fig. 6).
Cuan do a la reac ción con el ex trac to ce lu lar de la mu tan te PAMliuE se le adi cio nó la pro teí na
re com bi nan te LiuE, la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa se res ta ble ció a un 110%. Adi cio nal men -
te, se ob ser vó un in cre men to en la ac ti vi dad de HIHG-CoA lia sa de 160% en el ex trac to ce lu -
lar de la cepa sil ves tre, P. ae ru gi no sa PAO1, cuan do se adi cio nó a la reac ción la pro teí na
re com bi nan te LiuE (Fig. 6). Estos re sul ta dos su gie ren que la pro teí na re com bi nan te LiuE
ex pre sa da en un or ga nis mo he te ró lo go y pu ri fi ca da a ho mo ge nei dad, po see ac ti vi dad adi -
cio nal de HIHG-CoA lia sa, par ti ci pan do en la catá li sis del cis-ge ra nil-CoA, me ta bo li to de la
ruta de gra da ti va de iso pre noi des ací cli cos (Fig. 1).
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Fi gu ra 5. Efec to de los pro duc tos
de reac ción ace til-CoA y ace toa ce -
ta to so bre la ac ti vi dad en zi má ti ca
de la HMG-CoA lia sa de P. ae ru gi -
no sa. Acti vi dad de HMG-CoA lia -
sa de la pro teí na pu ri fi ca da LiuE en 
pre sen cia de ace til-CoA o ace toa ce -
ta to usan do con cen tra cio nes de 0.5
y 1 mM del sub stra to HMG-CoA.



Aná li sis de si tios de fos fo ri la ción en la pro teí na LiuE de P. ae ru gi no sa
Du ran te la ca rac te ri za ción de la pro teí na LiuE de P. ae ru gi no sa se en con tró ex pe ri -

men tal men te me dian te elec tro fo re sis de isoe lec troen fo que, que la en zi ma pre sen ta al me -
nos 5 iso for mas con pun tos isoe léc tri cos de 5.9, 6.2, 6.5, 6.8, y 7.0 (Chá vez-Avilés et al.
2009). El pun to isoe léc tri co de 5.9 co rres pon de al re por ta do teó ri ca men te, mien tras que los
pun tos isoe léc tri cos de 6.8 y 7.0 fue ron las dos iso for mas que ma yo ri ta ria men te se ob ser va -
ron en los ge les de isoe lec troen fo que–SDS-PAGE. La pre sen cia de és tas iso for mas de la
pro teí na LiuE po drían ser el re sul ta do de mo di fi ca cio nes post-traduccionales, como la fos fo -
ri la ción, ya que la in ter con ver sión de al gu nas en zi mas de una for ma ac ti va a una inac ti va, o
vi ce ver sa, es un me ca nis mo de re gu la ción me ta bó li ca me dia do prin ci pal men te por el gra do
de fos fo ri la ción de sus re si duos, el cual es de pen dien te del es ta do ener gé ti co de la cé lu la.
Por lo an te rior, se ana li zó in si li co la se cuen cia de ami noáci dos de la pro teí na LiuE de P. ae -
ru gi no sa en la bús que da de pro ba bles si tios de fos fo ri la ción (Ma te ria les y Mé to dos).

Me dian te el pro gra ma in for má ti co NetP hos Bac1.0 se en con tra ron en la se cuen cia de
la pro teí na LiuE, 7 si tios pro ba bles de fos fo ri la ción (Ta bla 2). Los re si duos in di ca dos como
si tios de po si ble fos fo ri la ción re caen en 6 re si duos de se ri na y una treo ni na, és tos dos re si -
duos (se ri na y treo ni na) son los más fre cuen tes de ser fos fo ri la dos en las pro teí nas que son
re gu la das por éste me ca nis mo (Lau et al., 1989). De los da tos ob te ni dos, de acuer do al pro -
gra ma in for má ti co usa do, los re si duos Ser120 y Ser143 pre sen ta ron los ma yo res va lo res de
pro ba bi li dad (sco re), lo que nos in di ca que és tos re si duos en la pro teí na LiuE po drían ser
blan co de even tos de fos fo ri la ción. El pro ce so de in ter con ver sión (fos fo ri la ción/de fos fo ri la -
ción) re pre sen ta ría para la en zi ma HMG-CoA lia sa un pun to de re gu la ción me ta bó li ca, pa -
san do en tre un es ta do ac ti vo e inac ti vo. Este sis te ma de re gu la ción pos tra duc cio nal
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Fi gu ra 6. De ter mi na ción de la ac ti vi -
dad de HIHG-CoA lia sa en ex trac tos
ce lu la res de P. ae ru gi no sa. Extrac tos
ce lu la res ob te ni dos de cul ti vos de las
ce pas fue ron uti li za dos con o sin la
adi ción de una frac ción de pro teí na
LiuE pu ri fi ca da, para la de ter mi na ción 
de la ac ti vi dad en zi má ti ca de
HIHG-CoA lia sa como se des cri be en
Ma te rial y Mé to dos. PAO1, cepa sil -
ves tre, WT; PAMliuE, cepa mu tan te
en el gen liuE. PAO1+LiuE y
PAMliuE+ LiuE, ex trac tos cru dos de
ce pas adi cio na das con la pro teí na pu -
ri fi ca da LiuE.



re quie re de un me nor gas to ener gé ti co que el con trol a ni vel trans crip cio nal-traduccional,
de bi do a que la en zi ma inac ti va es con ver ti da a la for ma ca ta lí ti ca men te ac ti va so la men te
por una mo di fi ca ción quí mi ca me dia da por los ni ve les de ener gía (ATP/AMPc).

TA BLA 2
Si tios pro ba bles de fos fo ri la ción de la pro teí na LiuE de P. ae ru gi no sa.

Ami noá ci do Po si ción Con tex to Sco re

Se ri na 49 IEVGSFVSP 0.546

Se ri na 116 NINCSIKDS 0.550

Se ri na 120 SIKDSLERF 0.679

Se ri na 143 RGYISCVLG 0.774

Treo ni na 184 IGVGTAGAT 0.615

Se ri na 232 AVFDSSVAG 0.515

Se ri na 287 VLGKSNGRS 0.672

Con clu sio nes
La  en z i  ma co di  f i  ca da por e l  gen l iuE  de  P. ae ru g i no sa  es una

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA lia sa ca paz de usar como sub stra tos el HMG-CoA y el
HIHG-CoA, mos tran do que el Mg2+ es el ión me tá li co pre fe ren cial para la ac ti vi dad en zi má ti -
ca. La ac ti vi dad en zi má ti ca de la HMG-CoA lia sa de P. ae ru gi no sa mues tra in hi bi ción por
uno de sus pro duc tos (ace til-CoA). La HMG-CoA lia sa pre sen ta di ver sas iso for mas y se
iden ti fi ca ron pro ba bles si tios de fos fo ri la ción en su se cuen cia ami noa cí di ca. Adi cio nal al he -
cho de que esta en zi ma mos tró bi fun cio na li dad, sien do ca paz de re co no cer los sub stra tos
de la vía de asi mi la ción de la leu ci na y de la vía ca ta bó li ca de iso pre noi des ací cli cos y al pre -
sen tar po si bles si tios de fos fo ri la ción su gi rie re que la HMG-CoA lia sa es una en zi ma que
pue de es tar ju gan do un pa pel esen cial como pun to de re gu la ción a ni vel me ta bó li co en las
vías en las que par ti ci pa.
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