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Introduccion. La sobre expresion de proteinas recombinantes
puede resultar en la activaciéon de proteasas debido a la
presencia de proteinas mal plegadas y/o a la limitaciéon de
aminoacidos disponibles, lo cual pone en riesgo su integridad (1).
Una de las estrategias para evitar la protedlisis es la adicién de
inhibidores de proteasas durante el cultivo y el proceso de
purificacién, lo cual es caro y poco efectivo debido a su baja
estabilidad (2).

El objetivo de este estudio es proponer una estrategia para la
produccion intracelular de un péptido inhibidor de proteasas en
un sistema de expresion bacteriano.

Metodologia. Los genes de la ruta biosintética (RBL) para la
produccion de un péptido aldehidico tipo leupeptina, llamado
livipeptina, fueron clonados en plasmidos de transferencia y de
expresion adecuada para E. coli, bajo un promotor inducible por
tetraciclina (3). La RBL se expres6 de forma transitoria usando la
cepade E. coli C41 (DE3)/pGroEL-GroES (3). Se evalud el efecto
de la expresién de la RBL en el crecimiento celular y la
produccioén del péptido inhibidor de proteasas.

Resultados. El sistema para la produccion de la livipeptina
(RBL) esta conformado por tres genes que codifican para una
sintasa de péptidos no ribosomales, una transferasa de
leucil/fenil t-RNAs, y una acetilasa que en conjunto producen la
livipeptina (fig. 1).
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Fig. 1. Ruta biosintética que produce el péptido pequefio aldehidico
livipeptina (3,4).

La expresion heterdloga de la RBL en E. coli (fig. 2A) no tiene
efecto en su crecimiento (fig. 2B). Los sobrenadantes de estos
cultivos fueron procesados para recuperar a la livipeptina y
analizados por HPLC fase reversa (fig. 2C y 3A). La expresién
de la RBL en la cepa de E. coli empleada, produce un compuesto
(fraccidn 10.3) que es capaz de inhibir la actividad de la tripsina
(fig. 3B) y que se ha identificado que tiene una masa de 365.08
Da (3).
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Fig. 2. A. Estrategia de cultivo para la produccién de la livipeptina en
cultivos de E. coli. B. Cinética de crecimiento de las bacterias que
contienen el plasmido con la RBL (pALVP) o el plasmido vacio
(pVacio), inducidas (tet (+)) y sin inducir (tet (-)). C. Tratamiento del
sobrenadante del cultivo para la identificacion de la livipeptina.
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Fig. 3. A. Cromatogramas de sobrenadantes de cultivos procesados
como se indica en fig. 1. Las fracciones sefialadas en A se colectaron.
B. Inhibicion de la actividad de la tripsina al agregar cada una de las
fracciones. En rojo se sefiala la fracciéon 10.3 con actividad anti tripsina.

Conclusiones. La expresion del conjunto de genes de la RBL en
una cepa de E. coli produce una molécula capaz de inhibir a la
serin proteasa, tripsina.
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