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Introducciéon. Los organofosforados (OPs) son los
insecticidas quimicos mas utilizados en la actualidad. Las
hidrolasas de OPs o fosfotriesterasas (FTE) son enzimas
que se encuentran distribuidas a lo largo de la escala
filogenética. La fosfotriesterasa de Flavobacterium sp
ATCC 27551 es capaz de hidrolizar una gran variedad de
compuestos OP. La FTE (72kDa), codificada por el gen
opd de origen plasmidico, es un dimero con dos
subunidades idénticas cada una de 336 residuos de
aminodcidos que se pliegan como barriles (B/a)s. El sitio
activo contiene dos iones zinc, coordinados por 5
aminoacidos: His55, His57, His201, H|3230yAsp30‘I (‘I)
Los |ones de zinc se pueden intercambiar por Co*, cd*

Ni** y Mn**. La enzima substituida con cobalto es Ia mas
activa para la degradacion de diferentes insecticidas,
pero también es la mas sensible ante los agentes
quelantes (2). En el presente trabajo, clonamos el gen
opd sin el péptido sefal, en el vector pET24a (Novagen)
para sobreexpresar a la FTE, en presencia de zinc.
Preparamos la apoenzima para reemplazar el ion zinc
por cobalto, comprobando que con esta substitucion,
obteniamos una enzima mas activa. Con el fin de
aumentar la estabilidad de la FTE-Co®*, ante diferentes
quelantes, modificamos quimicamente la superficie de la
enzima. Determinamos los parametros cinéticos vy Ia
estabilidad de todas las formas obtenidas (FTE- Zn*

FTE-Zn** PEGilada, FTE-Co®* y FTE-Co®* PEGilada) en
presencia de diferentes insecticidas y agentes quelantes.

Metodologia.Se purifico el plasmido en el que esta
codificado el gen opd a partir de una colonia de
Flavobacterium sp ATCC27551 y se amplificé el gen por
PCR, utilizando oligonucleotidos con sitios de restriccion .
Se indujo la produccién de la proteina en E. coli y se
purificé utilizando una columna HisTrap (Amersham
Biosciences) de 1 mL precargada con niquel; se
corrobor¢ la eficiencia de la purificacion por medio de una
electroforesis SDS-PAGE. Para llevar a cabo la
modificacion quimica de la Zn*-FTE y Co®*-FTE, se
utilizé metoxipolietilenglicol (MPEG) de 5kD activado con
cloruro cianudrico. Se midio la act|V|dad y establlldad de
las cuatro espemes de la FTE Zn*-FTE, Co*-FTE,
mPEG- Zn**-FTE y mPEG- Co”*-FTE ante el quelante
orto-fenantrolina.

Resultados y discusién. Se obtuvieron 5mg de proteina
pura a partir de un litro de cultivo de E. coli. La

substitucion del zinc por cobalto, da como resultado una
enzima mas activa y también mas estable ante el
quelante orto-fenantrolina. Para el caso de la Zn*"-FTE,
la pegilacion contribuye a aumentar la estabilidad de la
enzima, ya que su inactivacion en presencia de 2 mM de
orto-fenantrolina, es mas rapida que la de la especie
pegilada. Este resultado es opuesto a lo que observamos
para la Co*-FTE.

326 HKDha —

Fig. 1.La proteina eluye a una concentracion de imidazol de
300mM. Los carriles 1 y 2 corresponden al extracto total
inducido sin purificar, 3: sin inducir, 4: marcador de PM.

Tabla 1. Actividad especifica e inactivacion en presencia
de quelante, de la FTE nativa y de la FTE modificada.

L Actividad Constante de
Preparacion o : N
enzimatica especmca |nact|vaC|_9n

(mU/mg proteina) (Kin, min™)
Apo-enzima 0 —-
Zn+2-FTE 484 -0.1885
PEG-Zn+2-FTE 81 -0.0275
Co+2-FTE 576 - 0.0027
PEG-Co+2-FTE 165 - 0.0545

Conclusiones. Hemos logrado montar un protocolo de
expresion y purificacion de la FTE que nos permite
obtener cantidades suficientes de enzima para la
obtencién de la apoenzima, la substitucion del ion
catalitico, la pegilacién y los ensayos con agentes
quelantes.
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