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Introduccion. El acido ent-karenoico (KA) es un
diterpeno tetraciclico de ocurrencia natural, valuado entre
otras actividades, por su potente efecto hipoglicémico
(Bresciani et al., 2004). En las plantas de la familia
Asteraceae, la tasa metabdlica para la produccion de KA
es mucho mas elevada que en plantas modelo comunes.
Este hecho podria estar correlacionado con la actividad
de las enzimas ent-kaureno oxidasas (KO) que lo
generan. A la fecha solo se ha demostrado someramente
la funcion de una enzima proveniente de una Astericea
que corresponde a Stevia reabaudiana (Humphrey et al.,
2006). Aqui nosotros evidenciamos la funcionalidad de
un ADNCc aislado de Montanoa tomentosa (zoapatle), que
codifica para una KO, denominado MtKO (Villa-Ruano et
al., 2010). Se muestran la caracterizacion bioquimica
parcial de la proteina heterloga MtKO, usando
Saccharomyces cerevisiae como sistema de expresion.
El objetivo de este trabajo, fue iniciar con el proceso de
obtencién de una levadura genéticamente modificada
que produzca el compuesto hipoglicémico KA a
disposicion y con miras al disefio de reactores bioldgicos.
Metodologia. EI ADNc completo de la MtKO del
zoapatle, que cataliza la oxidacion del ent-kaureno en
acido ent-kaurenoico mediante tres pasos intermediarios
de oxido-reducciéon, fue obtenido y almacenado
fisicamente por Villa-Ruano et al., 2010. A partir de esta
secuencia se obtuvieron distintas construcciones
génicas, cu%/o vector de expresién fue el PYESDEST52D
(Invitrogen ™) conteniendo la secuencia de la MtKO. Las
construcciones fueron insertadas por choque térmico en
células INVScl de S. cerevisiae, previamente tratadas
con acetato de litio. Las células fueron inducidas en
medio minimo con galactosa. Entonces la proteina
heteréloga fue extraida por medio de fracciones
microsomales y sometida a ensayos enzimaticos usando
ent-kaureno como precursor inmediato. Los productos de
la reaccion fueron identificados y cuantificados por GC-
MS. Una vez demostrada su actividad, se procedié a
obtener los parametros bioquimicos de la proteina
heterdloga, asi como a verificar el metabolismo in vivo
del ent-kaureno.

Resultados. Los analisis moleculares de PCR en colonia
de levadura, mostraron la presencia de las
construcciones de expresion génica dentro de las células
INVScl de S. cerevisiae. Algunas colonias positivas a la

reaccion, fueron escogidas al azar e inducidas con
galactosa. La transformacion del ent-kaureno in vitro
(fracciones microsomales) e in vivo (levadura intacta), fue
demostrada por la identificacion de los 3 productos de
oxidacién de la MtKO mediante GC-MS: ent-kaurenal,
ent-kaurenol y KA (Figura 1A). El pH y temperatura
Optimos de la enzima fue de 7.6 y 30 °C mientras que las
constantes cinéticas aparentes fueron calculadas con
valores Kpapp de 80.63 UM Y Viax.app de 31.80 nmol™mg’
'h™. Los parametros cinéticos revelan una alta eficiencia
enzimética, mientras que de manera particular el valor de
la Ky app, Sugiere fuertemente una promiscuidad de la
proteina MtKO. Los ensayos in vivo demostraron la
absorcion del ent-kureno y la excrecion del KA al medio
de cultivo (Figura 1B).
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Fig. 1. Perfil quimico de los tres productos de oxidacién de la MtKO a

partir del ent-kaureno, utilizando microsomas (A), y células intactas

INVSc1 (B). Reacciones con levadura sin transformar son mostradas

(C). IS, acido abiético como estandar interno.

Conclusiones. Se obtuvieron distintas lineas de
levaduras transgénicas que metabolizan el ent-kaureno y
lo transforman en el compuesto hipoglicémco KA. Se
logro caracterizar parcialmente a la proteina MtKO.
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