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“Los cientificos no estudian la naturaleza porque sea
util; la estudian porque les place, y les place porque
es bella. Si la naturaleza no fuese bella, no valdria la
pena conocerla, no valdria la pena vivir la vida”.

Henri Poincaré
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“El hombre de ciencia no aspira a un resultado inmediato. No espera que sus avanzadas
ideas estén listas para ser asumidas. Su trabajo es como el del sembrador: para el futuro.
Su deber es poner los cimientos para los que estdn por venir y seiialar el camino. Vive vy
trabaja y mantiene la esperanza como el poeta que dice:

Procura que el trabajo diario de mis manos,
iOh, fortuna!, yo lo complete.

ino me dejes, no, desfallecer

no, estos no son vanos suemnos:

Lo que ahora son solo varas, estos drboles,

un dia dardn fruta y sombra".

Nikola Tesla
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RESUMEN

El cianuro es abundante en la naturaleza y se presenta como cianuro inorganico
(HCN) y como nitrilo organico (RCN). No obstante su alto grado de toxicidad, se usa
en una gran variedad de procesos industriales, principalmente mineros para la
lixiviacion de metales preciosos, por lo que si no es manipulado de manera
adecuada puede originar considerables problemas ambientales. El cianuro se
produce también de forma natural, aunque en pequefias cantidades, por una
variedad de plantas, animales y microorganismos como moléculas de defensa o
como productos del metabolismo del nitrégeno. Para “convivir’ o lidiar con la
toxicidad del cianuro, estos organismos han desarrollado enzimas y vias para su
degradacion o transformacién. Las cianuro dihidratasas comprenden un grupo de
enzimas bacterianas que catalizan la hidrdlisis del cianuro a acido férmico y amonio,
con una alta especificidad. Pertenecen a la familia conocida como Nitrilasa/Cianuro
Hidratasa, que a su vez pertenece a la superfamilia Nitrilasa. Las estructuras
cristalograficas de veinte homélogos distantes, sugieren que este grupo de enzimas
poseen una triada catalitica particular Glu-Lys-Cys, y una conformacion multimérica
que presenta un motivo estructural Unico formado por cuatro capas alfa-beta-beta-
alfa (apBa sandwich).

El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar cinéticamente 4 enzimas con
una mutacién de sitio dirigido de la cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus GMAL.
Los aminod&cidos seleccionados se eligieron a partir de los resultados de un analisis
de dinamica y acoplamiento (docking) molecular del modo de unién del sustrato al
sitio activo de la enzima. Estudios in sillico mostraron que los los residuos A133,
H308 y W165 se encuentran en contacto con el cianuro durante su entrada al sitio
activo, muestran interacciones que estabilizan la unién con el ligante y que pueden
ser determinantes en la especificidad por el sustrato. Las mutaciones propuestas
fueron: A133V, A133G, H308S y WI165F. Las mutantes se purificaron a
homogeneidad, se establecieron los métodos para determinar el cianuro consumido
o el amonio producido en la reaccion y se obtuvieron los parametros cinéticos para
cianuro Yy algunos nitrilos alifaticos. Observamos que la mutante H308S presenta
actividad para CN un orden de magnitud superior a la enzima silvestre, asi como
también alta especificidad para nitrilos alifaticos, 8 veces mayor a la enzima silvestre
y al resto de las mutantes. La mutante W165F no presenta actividad para CN ni para
ningun nitrilo. Sugerimos que el triptéfano 165 juega un papel importante en la
entrada y permanencia del cianuro en el sitio activo, funcionando como compuerta
que impide que el sustrato escape del sitio y permanezca dentro el tiempo suficiente
para ser hidrolizado.
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INTRODUCCION

Cianuro

El cianuro es un anién monovalente de representaciéon CN-, formado &tomo de
carbono unido a un atomo de nitrégeno mediante un enlace triple (Figura 1).

Figura 1. 16n ciano. Estructura tridimensional del
ion ciano cargado negativamente: Un atomo de
Nitrogeno (azul) unido por un triple enlace a un
atomo de Carbono (gris).

De forma orgénica, estos compuestos son llamados nitrilos de acuerdo a la
nomenclatura [IUPAC ("International Union of Pure and Applied Chemistry", 2017).
El cianuro se puede encontrar en fase acuosa como acido cianhidrico, formando
compuestos como el cloruro ciandégeno (CNCIl) o en complejos cristalinos
tetraédricos como el cianuro de sodio (NaCN) y cianuro de potasio (KCN). El cianuro
es un producto quimico ampliamente utilizado por la industria minera para la
lixiviacion de metales preciosos y oro. Su alto grado de toxicidad lo convierte en un
compuesto de gran peligrosidad si no es manipulado de manera adecuada,
pudiendo originar considerables problemas ambientales. Alrededor del 80% del
cianuro fabricado en el mundo se emplea en la produccién de quimicos organicos
como nitrilo, nylon y plasticos acrilicos; asi como en distintas técnicas de impresion,
revelado de fotografias y la produccion de goma sintética. Ademas, el cianuro se
utiliza en diversos productos farmacéuticos como el laetril que se utiliza en el
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tratamiento de cancer y el nitroprusiato para reducir la presién arterial (Akcil, 2003).
Las formas mas comunes de cianuro en el medio ambiente son como complejos de
metalocianuros vy nitrilos. El cianuro libore comunmente como HCN a pH de 9.2 o
inferiores se vuelve un agente toxico para el medio acuatico (Gurbuz, Ciftci, & Akcil,
2009).

Importancia bioldgica del cianuro

El cianuro es un compuesto toéxico que inhibe la respiracion y otros procesos del
metabolismo celular como la cadena respiratoria; a nivel tisular, el cianuro actla
sobre el sistema respiratorio, impidiendo el uso del oxigeno que se encuentra en el
torrente sanguineo. El cianuro forma un complejo estable con la enzima citocromo
oxidasa impidiendo la transferencia de electrones al oxigeno en la cadena
respiratoria mitocondrial, por lo que se inhibe la fosforilacién oxidativa y la sintesis
de ATP. Las consecuencias de la intoxicacion por cianuro son debidas a la hipoxia
citotoxica o asfixia celular que provoca, al imposibilitar la utilizacion del oxigeno en
la cadena respiratoria celular. La falta de oxigeno promueve que el metabolismo
cambie de aerobio a anaerobio, o que conlleva a la acumulacion de acido lactico
(algo muy parecido a lo que sucede cuando realizamos un esfuerzo muscular muy
grande) que desencadena una depresion en el sistema nervioso central que puede
causar paro respiratorio y provocar la muerte. La exposicion a periodos de
inhalacion prolongados afecta principalmente el sistema nervioso central y el
sistema cardiovascular.

La intoxicacion por cianuro en la especie humana causa efectos nocivos,
afectando a los sistemas vitales; de forma natural podemos encontrar que existen
organismos como plantas, hongos, algas, insectos y principalmente bacterias para
los cuales no resulta ser toéxico, estos organismos presentan mecanismos para
utilizarlo como fuente de nitrégeno o lo sintetizan como mecanismo de defensa ante
depredadores; también encontramos cianuro de forma sintética, producido de forma
antropogénica en industrias como la minera para la extraccion de oro
principalmente.

Paradéjicamente el cianuro resulté de gran importancia para el origen de la vida
sobre la Tierra, ya que este compuesto se formé durante las primeras fases de la
evolucion quimica a partir de dinitrégeno y metano o de amoniaco y monoéxido de
carbono (Or6. J., & Lazcano-Araujo. A., 1978).

Existen alrededor de 2000 fuentes de cianuro en la naturaleza, en plantas hongos,
bacterias y animales. Cerca de 1.1 millones de toneladas de cianuro de hidrégeno
(HCN) son producidas anualmente en todo el mundo de las cuales cerca de
900,000 toneladas se originan ya sea de la produccién primaria 0 como un
subproducto en multiples instalaciones industriales (Mudder, T.I., & Botz, M.M. 2004
Cyanid-Signinficant). Actualmente existen diversos métodos de tratamiento de
eliminacién de cianuro: la degradacion natural (consta de la volatilizacion con
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posteriores transformaciones atmosféricas y efectos de la luz solar a sustancias
menos téxicas); oxidacion quimica (SO2/Aire y H202); la precipitacién (consta del
agregado de otros metales como el hierro para formar complejos); reciclado (consta
de la recuperacion y reutilizacion de cianuro para asi disminuir la cantidad total de
cianuro utilizado) y por ultimo la biodegradacién (sistemas activos y pasivos de
tratamiento bioldgico, empleado microorganismos tanto aerobios como anaerobios
que remueven el cianuro) (Logsdon, Mark.J. 1999). Los tratamientos para la
eliminacién de cianuro pueden ser clasificados como destructivos y de
recuperaciéon. En los primeros, reacciones quimicas o bioldgicas son utilizadas para
convertir al cianuro en un compuesto menos toxico; mientras que en los segundos,
el proceso de reciclaje involucra la remocion del cianuro de la solucion (Guerrero
Rojas. 2015).

Si hablamos de aquellos microrganismos que emplean CN como fuente de
nitrdbgeno es necesario mencionar que estos poseen una ruta degradativa de
cianuro y diversos mecanismos de resistencia, como oxidasas, defensas
antioxidantes y sideréforos para la captacion de hierro. Durante el metabolismo del
cianuro, este induce una respuesta compleja en la que participan proteinas
relacionadas con la adquisicién de hierro, el estrés oxidativo y la disponibilidad de
nitrogeno (Bonete & Martinez-Espinosa, 2009).

Cianuro: Contaminacion y Medio Ambiente

Como ya explicamos, el cianuro se emplea para la fabricacion de medicamentos y
diferentes procesos durante la extraccion de oro en las minas, como consecuencia
de ello, ha habido muchos accidentes en el mundo debido a la manipulacién
incorrecta o falla durante el transporte; si bien es cierto que actualmente existen
gran numero de procesos para la eliminacion de cianuro (quimicos vy fisicos) el
problema de la contaminacién por cianuro, es que las normas medioambientales
son estrictas y el costo del cumplimento de estas excesivo, por lo que las industrias
mineras aun siguen generando quimicos con alto impacto ecotoxicologico (Gurbuz,
Ciftci, & Akcil, 2009). En el mundo se han presentado diversas crisis ambientales
por derrames de cianuro que contaminan mantos freaticos y suelos, que dafian el
metabolismo de los organismos que ahi habitan, por lo que es muy importante tomar
medidas para el control de las aguas residuales. El tratamiento biolégico se ha
considerado como técnica de remediacion en muchas condiciones: in situ, en
condiciones aerobias, anaerobias, de forma activa y de forma pasiva (Gurbuz, Ciftci,
& Akcil, 2009).
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Enzimas y Biocatélisis

Las proteinas son polimeros de aminoéacidos, en los que cada aminoacido esta
unido con otro por medio de enlaces covalentes, llamados enlaces peptidicos. Estas
moléculas o biomoléculas son la base estructural de todas las formas y procesos
biolégicos en los seres vivos. Para clasificar de forma practica a las proteinas
podemos hacerlo en dos grandes grupos: estructurales y enzimas; las proteinas
estructurales son en nuestras células como los bloques, vigas y andamios de un
edificio en construccion y las enzimas como todo aquello que produce, suministra y
distribuye energia al edificio, las enzimas se encargan de que todas y cada una de
las reacciones quimicas de nuestras células se lleven a cabo de manera correcta y
lo mas importante, de forma eficiente, en tiempos sumamente cortos. Las enzimas
presentan una alta especificidad hacia su sustrato, funcionan en condiciones
bastante especificas de temperatura y pH. Si las enzimas no encuentran las
condiciones necesarias ya sea dentro o fuera de la célula no llevan a cabo la
reaccion catalitica que les corresponde.

Los catalizadores biolégicos o enzimas, fueron descritos hasta el siglo XVIII en
estudios de digestién de la carne por secreciones del estbmago. En 1850 Pasteur
llego a la conclusion de que la fermentacion del azucar en alcohol por la levadura,
estaba catalizada por “fermentos”. El descubrimiento de Edward Buchner en 1897
de que los extractos de levadura pueden fermentar azucar, demostréo que las
moléculas que intervienen en este proceso pueden seguir funcionando aun cuando
se separan de las células vivas; Frederich W. Kiihne (1878) llamo a estas moléculas
“‘enzimas”. Varios afios mas tarde, el aislamiento y cristalizacion de la ureasa por
James Summer (1926) proporciono un gran avance en el estudio de las enzimas;
observo que los cristales de esta enzima estaban constituidos de forma semejante
a los de las proteinas y postulo que “todas las enzimas son proteinas”. Alrededor
del afio de 1930 J. B. S. Haldane escribi6 un tratado denominado “Enzimas”, en este
se sugeria que la enzima y el sustrato mantenian contacto por interacciones de
enlaces débiles y que estos podian catalizar la reaccion, esta seria la base de la
“Catalisis enzimatica” (Cox, Lehninger, & Nelson, 2005).

Microorganismos degradadores de cianuro

Muchos microorganismos tienen de forma intrinseca, la capacidad para degradar
compuestos organicos que entran en el ambiente como consecuencia de la
contaminacion y de actividades naturales (Dubey, & Holmes, 1995); dentro del
grupo de compuestos organicos utilizados por estos microorganismos encontramos
al cianuro. Los organismos con la capacidad para transformarlo poseen sistemas
enzimaticos especificos y vias para degradarlo. Algunas especies de hongos como
Fusarium sp. y Hansenula andomala o bacterias como Escherichia coli,
Pseudomonas fluorencens, Cifrobacter freundii y diferentes variedades de Bacillus,
pueden utilizar cianuro como fuente de nitrogeno y/o carbono generando en la
mayoria de los casos NHsz como intermediario (Dubey, & Holmes, 1995). Algunos de
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estos microorganismos han sido utilizados para la degradacion de cianuro
contaminante, proporcionando oportunidades para el desarrollo de métodos
biolégicos de degradacion y destoxificacion en aguas y suelos contaminados. En la
Figura 2 se muestran las vias de degradacion de cianuro hasta el momento
conocidas, las enzimas involucradas y los productos obtenidos en las reacciones
(Gupta, Balomajumder, & Agarwal, 2010).

Nltnlasa Nltrogenasa
RCH,COOH RCH,CN
NHasa
Anidasa Oxigenasa
RCH,CONH,
Oxmﬂnlasa
RCH(OH)CN RCHO +HCN

Cianuro

Cnay Qtasa
Cianuro
CO, + NH, Dihidratasa HCOOH + NH,
HCONH;

Figura 2. Vias de degradacion de cianuro. Rutas de degradacion de cianuro por distintas enzimas que
hidrolizan cianuro y compuestos derivados. El cianuro se convierte en primer lugar en CO,, amoniaco y
acido férmico que requieren los microorganismos para su crecimiento. (Figura modificada de Gupta,
Balomajumder, & Agarwal, 2010).

Bacillus pumilus

El género Bacillus spp., esta formado por bacterias moviles por flagelos periticos
(flagelos que rodean el perimetro de la célula) en su mayoria aerobios estrictos.
Algunos miembros de este género son capaces de producir endosporas que
resisten altas temperaturas, desecacion, radiacion, acidos y desinfectantes
quimicos (SNEATH, 1989). Bacillus pumilus es una bacteria gram negativa que
forma endosporas. Se encuentra en suelos y en la raiz de plantas presentando una
actividad antibacteriana y antifungica.
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En 1993 Meyers y colaboradores identificaron una cepa de B. pumilus C1 con la
capacidad de degradar altas concentraciones de cianuro, aislada de una presa de
aguas residuales de cianuro. Posteriormente se aisld, purificd y caracterizé a la
enzima responsable de esta actividad, una cianuro dihidratasa llamada también
cianidasa, que cataliza la conversion de cianuro en formamida y amonio (Meyers
1993). Las cianuro dihidratasas descritas a la fecha, comprenden un grupo de
enzimas bacterianas que incluyen a organismos como Alcaligenes xylosoxidans
subsp denitrificans/DF3, B. pumilus C1, Pseudomonas stutzeri AK61 vy
Pseudomonas florescens NCIMB 11764.

Cianuro dihidratasa - Cianuro hidratasa

Las primeras cianuro dihidratasas descritas, comprenden un grupo de enzimas
bacterianas que incluyen a organismos como Alcaligenes xylosoxidans subsp
denitrificans/DF3, Bacillus pumilus C1 y Pseudomonas stutzeri AK61. Como se
menciono anteriormente la hidrdlisis enzimatica del cianuro (HCN) es catalizada por
un grupo de enzimas especificas (ver Figura 2). Las cianuro dihidratasas (CynD)
producidas por bacterias, y las cianuro hidratasas (CHT) producidas exclusivamente
por hongos, catalizan la hidrdlisis especifica del cianuro inorgéanico. Las CynD lo
hidrolizan en &cido férmico y amonio, mientras que las CHT lo convierten a
formamida (Figura 3).

RCONH, RCN ., RCOOH

< J [

Nitrilo Hidratasa Nitrilasa

HCONH, HCOOH

Cianuro Hidratasa Cianuro Dihidratasa

Figura 3. Conversiéon del CN/nitrilo. La conversion enzimatica de HCN/Nitrilo a
su correspondiente acido puede llevarse acabo en un paso, como es el caso de
las nitrilasas y las dihidratasas, o en dos pasos con una amida de intermediario
como en el caso de las nitrilo hidratasas y las cianuro hidratasas.
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Tanto las CynDs como las CHTs se agrupan en una familia llamada
Nitrilasa/cianuro hidratasa, que incluye a las nitrilasas, enzimas que catalizan la
transformacion de nitrilos organicos en sus correspondientes acidos carboxilicos y
amonio. Esta familia pertenece a su vez, a la superfamilia Nitrilasa, que agrupa en
trece ramas distintas a las hidrolasas carbono-nitrégeno (Pace, 2001). Sélo una de
las ramas contiene a las nitrilasas/CynD y CHT, mientras que en las otras restantes
estan representadas entre otras, las amidasas, carbamilasas y N-aciltransferasas .
Més de un centenar de secuencias, ademas de las estructuras cristalogréaficas de
once homodlogos y de dos nitrilasas microbianas permitieron identificar en las
distintas familias, una triada catalitica particular E-K-C (Figura 4), y una
conformacion multimérica que presenta en su plegamiento un motivo estructural
anico formado por cuatro capas a-p-p-a (Figura 5), denominado ABBA “sandwich”.

1 - Nitrilase BIP|E|a|f h|R|K| I & T I|.|C|W|E]|n .|p
2 - Aliphatic Amidase FIP|E|Y|S Y|R|K|i |[PIW| c i|1|C|d|D|G|n P
3 - N-terminal Amidase EIP|E| . X r|K| . EIE] . .| |C|IM|D| . P|Y|
4 - Biotinidase fIP|E|d| . X|r|K|. hlE|y FItIC|IFID|i|! |y
5 - Beta-ureidopropionase | .| Q| E|A (W |R|K|NJIHEE| P NII|C|Y|G|R|H|H|P
6 - Carbamylase Flp|E[LTA YIR[<[7 [RILC]| P fI1|[C[N|D|R[R[W]P]
7 - Pro. NAD+ Synthetase | f|P|E|L| . B K] . s P .ILIC|E|D]| . |w|i p
8 - Euk. NAD+Synthetase |G| P|E|L|E Rip|K|mf ] a E|i|C|E|E|L|w|p
9 - ALP N-acyltransferase |w|p|E a .| K| . Bl v JCly|E]| .| . .
10 - Nit and NitFhit BIP[E[ |7 r[K[. [HLF i [c[Y[D] [REElp]
11-NB11 BlqlE|!]|f YIR|K| . [HE| P .Ji|Clw|D| q|wiflp
12-NB12 FIP[E|i|F Qly |1 IR T alt|c[Y[D]i [E|E|P]
13 - Non-fused Outliers  [l| P|E r|[K]. IRJE] f i[cly[d] . [r|[Elp]

Figura 4. Identificacion de la triada catalitica. En letras rojas se muestran los residuos altamente
conservados en las trece ramas (Modificado de Pace y Brenner, 2001).
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Figura 5. Dimero de nitrilasa de Syechocystis PCC6803 (3wuy). Los residuos de la
triada catalitica se muestran en cada uno de los mondmeros E53 (rojo), K135 (azul) y C169
(amarillo).

Las nitrilasas estan formadas por subunidades de aproximadamente 37 kDa que
se asocian en homooligdmeros de diferentes tamafios (Dubey, & Holmes, 1995).
Una caracteristica particular de las CynD es su capacidad para formar estructuras
cuaternarias en forma de espirales. Los monémeros de P. stutzeri y B. pumilus C1
forman espirales con un tamario definido, 14 y 18 subunidades respectivamente. La
estructura cuaternaria se determiné por microscopia electronica con tincion negativa
y reconstruccién tridimensional (Figura 6). En el caso de la CynD de B. pumilus C1,
los agregados espirales de 18 subunidades pueden formar fibras helicoidales
regulares de mayor tamario, al incubar la enzima a pH 5.4. El modelo estructural
generado revela que cada vuelta de hélice comprende 4.9 dimeros. (Jandhyala, et
al. 2003).
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Figura 6. Estructura cuaternaria de la enzima CynD. Tres reconstrucciones
tridimensionales a partir de micrografia de electrones con tincidon negativa de la CynD de
B. pumilus C1 a 3.2 nm de resolucién. Vistas hacia abajo (A y C) y perpendicular (B) del
eje de simetria de orden dos. La estructura es un espiral de dos vueltas formadas por 18
subunidades. (Imagen tomada de Jandhyala 2003).

Mecanismo de reaccion

Jandhyala y colaboradores (2005) propusieron un mecanismo de reaccién para las
CHD y CynD, considerando la presencia de la triada catalitica. En la Figura 7 se
muestra el mecanismo propuesto: El glutamato actiia como base general activando
un ataque nucleofilico por la cisteina al nitrilo formando un tioamidato (Paso 1).
Después la lisina, actia como base general catalizando una hidroélisis para producir
un intermediario tetraédrico (Paso 2). En el caso de las cianuro hidratasas el enlace
C-S se rompe y provoca la liberacion de formamida, mientras que en las cianuro
dihidratasas se rompe el enlace C-N dando lugar a la liberacibn de amonio y la
formacién de una acilenzima (Paso 3). El glutamato activa una segunda hidrolisis
gue conduce a la formacion de un segundo intermediario tetraédrico (Paso 4) que
se rompe para formar acido férmico (Jandhyala, Willson, Sewell, & Benedik, 2005).
Mutaciones en alguno de estos residuos causan la pérdida total de la actividad
enzimatica (Watanabe, et al.1998), asi como la adicion de metales pesados,
principalmente el Hg?* disminuyen de manera considerable la actividad de este
grupo de enzimas.
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Figura 7. Mecanismo de reaccion. Propuesta del mecanismo de reaccién para las Cianuro dihidratasas y
las Cianuro hidratasas. (Modificado de Jandyala et al. 2005).
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ANTECEDENTES

Cianuro dihidratasa de Bacillus pumilus GMA1

En el laboratorio se cloné y caracterizé cinéticamente la enzima CynD silvestre de
Bacillus pumilus GMAL1, bacteria aislada de aguas termales mexicanas (Granados
2009). La enzima recombinante expresada con una etiqueta de histidina (His-tag)
en el extremo C-terminal present6 actividad con cianuro. Los parametros cinéticos
reportados, Km de 8.8 mM y kcar de 228 s se obtuvieron empleando el método
colorimétrico para la deteccién de cianuro con acido picrico (Fisher & Brown, 1952)
estos valores son comparables con los reportados para la CynD de B. pumilus C1y
de P. stutzeri (Jandhyala, 2005).

Actualmente no se cuenta con la estructura cristalografica de ninglin miembro de
este grupo de enzimas, por lo que fue necesario emplear herramientas de modelado
por homologia y dinamica molecular para predecir su conformacion. En
colaboracion con el Dr. Rogelio Rodriguez Sotres de la Facultad de Quimica de la
UNAM, se obtuvo un modelo estructural del monémero de la CynD de B. pumilus
GMAL, a partir del cual se determind, mediante experimentos de dinamica molecular
(cada atomo del sistema que se simula incluyendo a las moléculas de iones y
solvente, se representa con una particula. El tiempo de simulacién se divide en
pequefos lapsos en cada uno de los cuéles se obtiene la posicion y velocidad de
las particulas que se describen mediante principios de fisica clasica. El resultado de
estas simulaciones es una trayectoria que especifica la evolucion espacial del
sistema, Dror et al., 2012) y acoplamiento molecular (docking), la forma en la que el
cianuro se une al sitio activo. Los resultados de las simulaciones mostraron las
interacciones de los aminoacidos pertenecientes a la triada catalitica y de algunos
de los residuos de la cavidad del sitio activo que parecen estabilizar la union del
ligante, y que pueden ser determinantes en la especificidad por cianuro. En la Figura
8a se muestra el sitio activo de la enzima modelada, ligado al CN y 10 ns después
de que el CN salio del sitio activo. En la apoenzima se puede ver un bolsillo estrecho
formando la cavidad del sitio activo en el que esta presente la triada catalitica
canodnica. Al menos uno de los residuos, triptéfano 165, estéricamente obstaculiza
la entrada a la cavidad del sitio activo, lo que sugiere que su movilidad funciona
como una compuerta para la union del sustrato (Figura 8b). La arginina 132 y la
alanina 133 también mostraron cambios conformacionales significativos tras la
union del cianuro, girando su orientacion cuando se encuentra ligado al sitio activo
(Figura 8a) y regresando a su posicion original cuando abandona el sitio (Figura 8b).
Un caso especial es la histidina 308, residuo que forma parte de la cavidad por
donde entra el cianuro, pero se encuentra 8a 10 A del sitio activo. Sin embargo, en
todas las simulaciones realizadas se observé consistentemente la interaccion de la
H308 con el cianuro.
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Figura 8. Experimentos de acoplamiento de la enzima CynD. a) Sitio activo ocupado por una molécula de CN
(esfera azul), se muestran algunos residuos pertenecientes a la triada catalitica: Glu 48 y Lys 130; asi como también
los residuos seleccionados para realizar las mutaciones sitio dirigidas: Trp 165 y A133. b) Apoenzima 10 ns después
de la salida del CN del sitio activo; ademas se observan algunos los residuos pertenecientes a la triada catalitica: Glu
48 y Cys 164; e igualmente los residuos A133 y Trp 165. Los residuos de aminoacidos se muestran de acuerdo al
cbdigo de colores (Corey, Pauling, Koltun).

Deteccion de cianuro

Dada la importancia del cianuro en la industria minera, el analisis quimico resulta
ser complejo y de gran importancia para su control durante la cianuracion y la
descarga de efluentes. Para el analisis de cianuro existen una gran variedad de
métodos analiticos disponibles, sin embargo estos presentan dificultades a causa
de la interferencia de algunos elementos presentes en la solucion, por lo que el
analisis resulta complicado y los resultados pueden variar de forma significativa
segun el método utilizado (Nava-Alonso, Elorza-Rodriguez, Pérez-Garibay, & Uribe-
Salas, 2007). En la hidrolisis enzimatica del HCN se han reportado diferentes
métodos para medir la desaparicion del cianuro, o la aparicién del amonio o acido
férmico, productos de la reaccion catalizada por la CynD. Los métodos mas
comunes son colorimétricos como el de acido picrico para cuantificar el cianuro o el
del fenol-hipoclorito para el amonio. En este apartado nos enfocaremos
especificamente en el método de deteccion de cianuro por acido picrico y un método
fluorimétrico de deteccién de amonio por o-Ftaldialdehido.

En 1952 Fisher & Brown propusieron un método de deteccién de cianuro que
tendria ciertas ventajas sobre otros métodos colorimétricos. El principal atractivo
analitico del picrato como reactivo radica en los cambios de coloracion que sufre
durante la reaccion, la cual puede ser registrada facilmente y correlacionada con la
concentracion del analito; en general los procedimientos que involucran acido
picrico implican la destilacion de acido cianhidrico de la muestra acidificada en una
solucién de carbonato de sodio a la que se afiade acido picrico. El picrato entonces




se reduce por el cianuro para formar un compuesto colorido que se compara con el
color producido en una solucion estandar de cianuro (Fisher & Brown 1952).

El método de deteccibn de amonio por espectrometria permite una gran
selectividad espectral, dos monocromadores se utilizan, uno para la longitud de
onda de excitacion y el otro para la fluorescencia emitida (Stokes). Este método se
puede utilizar como una buena alternativa para la determinacién de la actividad
enzimatica de los sistemas productores de NHs (Banerjee, Sharma & Banerjee,
2003). En colaboracion con el Dr. Menandro Caramillo se estandarizo y ajusto el
método de deteccién de amonio por medio de la formacién de un complejo estable
amonio-o-Ftaldialdehido (OPA); en esta reaccion el OPA actda primero como un
agente reductor con el N-acetil-cisteina (OPA-NAC) que en presencia de amonio
produce un isoindol del cual se mide su emision a 415 nm (Figura 9). La aplicacion
de este método reduce las posibles interferencias con aminas, amidas y otros
compuestos, por lo que fue empleado en la determinacion de los parametros
cinéticos en este trabajo.

N-acetilcisteina

COOH
/
HS —cH — cHL_
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Isoindol derivatizado

o ftaldialdehido (fluorescente)

Figura 9. Reaccion del método OPA-NAC. Formacion del isoindol derivatizado que emite la sefial de
fluorescencia.
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JUSTIFICACION

A partir de los resultados de los experimentos de dindmica y acoplamiento molecular
en el modelo estructural del monémero de la CynD de B. pumillus GMAL, se
disefiaron mutantes sitio-especificas de algunos de los aminoacidos que mostraron
cambios conformacionales significativos al unir el cianuro (Figura 8). Las
mutaciones seleccionadas permitiran validar los resultados de las simulaciones y
determinar la contribucion de estos residuos en la afinidad y especificidad por el
cianuro. Las cuatro mutantes propuestas fueron: A133G, A133V, W165F y H308S.
Estas mutaciones buscan mantener casi en su totalidad las caracteristicas quimicas
de los residuos de aminoacidos de la enzima silvestre, como son polaridad,
aromaticidad y nucleofilicidad, modificando esencialmente el tamafio de las cadenas
laterales. ElI cambio propuesto deberia mantener la estructura nativa de las
mutantes, afectando el grado de interaccion con el sustrato, los contactos con los
aminodacidos que los rodean y el volumen de la cavidad del sitio activo; si esto es
asi, la actividad catalitica de la enzima y la afinidad por el sustrato se veran
afectadas, asi como también la actividad frente a diferentes nitrilos.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de las mutaciones individuales A133G, A133V, H308S y W165F
en la actividad y especificidad de la CynD de B. pumilus GMA1

OBJETIVOS PARTICULARES

I) Sobreexpresar y purificar la enzima silvestre y las enzimas mutantes: A133V,
A133G, H308S y W165F.

ii) Corroborar los parametros cinéticos reportados Vmax, keat y Km de la enzima
silvestre.

iii) Estandarizar los métodos para determinar el cianuro consumido o el amonio
liberado en los ensayos de actividad.

iv) Determinar los parametros cinéticos Vmax, kcat y Km de las enzimas mutantes.

v) Probar y evaluar la actividad sobre nitrilos alifaticos y aromaticos para determinar
cambios en la especificidad del sitio activo.
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HIPOTESIS

De acuerdo con los resultados mostrados por experimentos de acoplamiento
molecular en la CynD silvestre, algunos aminoacidos parecen estar en contacto con
el sustrato (CN) durante la entrada a la cavidad del sitio activo, se identificaron tres
aminoacidos que sufren los mayores cambios conformacionales: A133, H308 y
W165. Si estos aminoacidos estan relacionados con la entrada y unién del sustrato
al sitio activo, mutaciones puntuales modificaran la actividad catalitica y la
especificidad por el sustrato.
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METODO

Crecimiento de células y sobreexpresion de las enzimas

Los genes se mandaron a sintetizar en la empresa Epoch Life Science, en un vector
de expresion pET22b (Novagen®) (de manera independiente, un gen para cada
mutacion). Para la sobreexpresion de cada enzima se transformaron células de E.
coli BL21 pLysS, con el vector correspondiente a cada una de los genes. A partir de
una colonia del cultivo en medio sdlido LB-ampicilina se inocularon 50 mL de medio
liquido LB-ampicilina y se mantuvieron en incubacion durante 12 horas a 37 °C en
agitacion constante (250 rpm). Una vez transcurridas las 12 horas, se centrifugo el
precultivo durante 15 minutos a 5000 rpm y las células se resuspendieron en 1 mL
de medio LB, con éste se inoculd 1 L del mismo medio con ampicilina, el cultivo se
mantuvo a 37 °C en agitacion constante hasta que alcanzé una D. O.es00 ~ 0.6, y se
adiciono como inductor, IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosido) a una
concentracion de 0.4 mM para promover la sobreexpresion proteica La
sobreexpresion se llevd a cabo a 37 °C en agitacién constante (250 rpm) durante 4
horas.

Cosecha de células

Una vez transcurridas las 4 horas de sobreexpresion, las células se cosecharon por
centrifugacion a 5000 rpm durante 15 min. Para corroborar la sobreproduccién de
las proteinas se tomaron muestras antes y después de la induccion, para
posteriormente ser analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5%
con dodecilsulfuro de sodio (SDS-PAGE).

Fragmentacion celular

Después de centrifugar las células, se desecho el sobrenadante y la pastilla se
resuspendio en 40 mL de solucion amortiguadora de lisis/lavados (KH2PO4 35 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM, pH 7.5). Las células se rompieron con el método de
sonicacion a 4 °C con 10 pulsos a 35% de amplitud y 45 segundos de duracién
con 2 minutos de espera entre cada intervalo. El extracto celular total se centrifugo
a 15000 rpm durante 20 min a 4 °C. Se tomé una alicuota de 1mL del sobrenadante
para su posterior andlisis en gel de poliacrilamida, el resto se utilizo para la
purificacion de la proteina.
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Purificacion de las enzimas

El sobrenadante resultante se paso por una columna de afinidad de niquel con una
resina Protino Ni-TED, ya que las enzimas presentan cola de histidinas en el
carboxilo terminal para facilitar su purificacion. La columna fue previamente
equilibrada con 60 mL de solucion amortiguadora 1: lisis/lavados (KH2PO4 35 mM,
NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM, pH 7.5), para después pasar el resto de la muestra.
Antes de la elucion de la enzima, se realizaron lavados con 2 concentraciones
distintas de Imidazol: solucién amortiguadora 1 (KH2POs4 35 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 5 mM, pH 7.5) y solucion amortiguadora 2 (KH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM,
Imidazol 15 mM, pH 7.5). Para la elusion de la enzima se realiz6 un lavado con 100
mL de solucion amortiguadora 3 (KH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 100 mM,
pH 7.5), las fracciones de elusion se colectaron en tubos de ensayo, obteniendo 4
mL en cada una de ellas, hasta colectar 100 mL totales.

Las fracciones obtenidas en cada paso de purificacion fueron analizadas por
medio de SDS-PAGE al 12.5% para detectar las fracciones en donde la enzima se
encontrara mas pura y en mayor concentracion. Una vez detectadas, se colectaron
y concentraron utilizando cartuchos de filtraciéon (Amicon Ultra de 15 mL, con 10 kDa
de MWCO), hasta alcanzar un volumen final de 10 mL. Para la obtencion de la
muestra final, se realiz6 una dialisis de 12 horas realizando dos cambios de solucion
amortiguadora de fosfatos + NaCl (KH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM), al finalizar la
dialisis se centrifugd la muestra durante 10 min a 14000 rpm a una temperatura de
4 °Cy se recupero el sobrenadante, obteniendo asi la muestra final.

Pruebas de actividad enzimética para cianuro

Las pruebas de actividad enzimatica para cianuro se realizaron con el método
colorimétrico propuesto por Fisher & Brown en 1952, mediante el cual se determina
el cianuro residual en un tiempo determinado de reaccion. Para la realizacion de
este método, se prepararon tubos de 1.5 mL con una mezcla de reaccion de 1 mL
con solucion amortiguadora de fosfatos y NaCl con un pH de 7.5 (KH2POa4 50
mM+NaCl 300 mM), 2.5 mM de cianuro de potasio (KCN 50 mM) y 10 yg/mL de
enzima. El ensayo se llevé a cabo a una temperatura de 30 °C durante 30 minutos.
Pasado dicho tiempo de incubacién se tomaron 0.05 mL de la reaccién y se
adicionaron 0.1 mL de una mezcla de bicarbonato de sodio (NaHCO30.5 M) y &cido
picrico 1% (p/v) en una relacion 1:1. Las muestras se colocaron en bafio maria
durante 6 min, inmediatamente después se afiadieron 850 pL de agua y se dejaron
a temperatura ambiente para finalmente medirse a Asz2o0. La actividad catalitica de
cada una de las enzimas, se determind bajo las mismas condiciones, tomando
como el 100% la actividad de la enzima silvestre.
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Dicroismo circular (DC)

Las enzimas se dializaron en soluciéon amortiguadora de KH2PO450 mM + NaCl 300
mM, después se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min, se recuperé el
sobrenadante y se filtraron a través de membranas de 0.22 ym 500 uL de cada
enzima, se realizaron diluciones para tener una concentracién final de 100 ug/mL;
las mediaciones se realizaron en un espectropolarimetro JASCO J-715 equipado
con un portaceldas tipo Peltier. La elipticidad molar [0] por residuo se calculd
utilizando una masa promedio de 110-111 gramos por mol de aminoacido.

El analisis de deconvolucién de los espectros de DC se realizd con la paqueteria
CDPro (disponible en http://lamar.colostate.edu/Bsreeram/CDPro/ListPro.htm), con
los programas CONTINLL, CDSSTR y SELCONS.

Dispersiéon dinamica de luz (DLS)

Las enzimas se dializaron en solucion amortiguadora de KH2PO450 mM + NaCl 300
mM, después se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min en centricones, se
recuperoé el sobrenadante y se filtraron a través de membranas de 0.22 ym. Cada
enzima se ajusté a una concentracion de 100 ug/mL para después ser transferidas
a cubetas de cuarzo rectangulares para realizar la lectura en un equipo Zetasizer
(Malvern) a 25 °C.

Determinacion de parametros cinéticos: Kmy kcat
Método colorimétrico (acido picrico). Construccion de la curva patron de KCN

Para obtener una curva patron que nos mostrara la sensibilidad de este método, su
estabilidad en el tiempo y la proporcion adecuada entre las muestras de reaccion y
la mezcla de &cido picrico-bicarbonato de sodio se construyeron distintas curvas
patron con distintas concentraciones de KCN y variando la proporcion entre la
reaccion y la mezcla de acido picrico-carbonato de sodio: en tubos de 1.5 mL se
prepar6 una mezcla de reaccion con distintas concentraciones de KCN que iban de
0 a 15 mM (solucién stock de 50 mM) ajustadas a 1 mL de volumen final con
solucién amortiguadora de MOPS-NaCl pH 8.0 (MOPS 170 mM + NaCl 50 mM) se
incubaron durante 30 min a 30 °C. Para la deteccion del cianuro presente se
prepararon tubos de 0.6 mL con distintas cantidades de mezcla de &cido picrico-
carbonato de sodio, a estos tubos igualmente se afiadieron distintas cantidades de
muestra de reaccion (Tabla 1). Una vez tomadas las alicuotas se colocaron en bafio
maria durante 6 minutos, inmediatamente después se afiadieron 0.85 mL de agua
y se dejaron a temperatura ambiente para finalmente medirse a As2o.
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Tabla 1. Proporciones de mezcla de acido
picrico y mezcla de reaccion. Se realizaron
diferentes combinaciones de mezcla de reaccion y
mezcla de acido picrico para la construccion de las
curvas patrén.

Proporcion
Reaccion Mezcla picrico (uL)

(kL)

50 200
200 100
200 500
300 500
100 50
80 100

Parametros cinéticos

Para determinar los parametros cinéticos de la enzima silvestre por el método
colorimeétrico de Fisher & Brown se implementd el siguiente protocolo: en tubos de
1.5 mL se prepar6 una mezcla de reaccién con solucion amortiguadora de MOPS-
NaCl a un pH de 8.0 (MOPS 170 mM + NaCl 50 mM), KCN en concentraciones de
0 a 5 mM (KCN stock 50 mM) y 25 pg/mL de enzima, teniendo una volumen final de
1 mL. La reaccion comienza con la adicion de la enzima a la mezcla de reaccion
(soluciéon amortiguadora + KCN) incubando durante 3 min a 30 °C; al finalizar el
tiempo de reaccion se tomaba una alicuota de 0.05 mL de la reaccion final y se
colocaban en tubos de 1.5 mL a los que ya previamente se les habia colocado 0.1
mL de la mezcla de a&cido picrico (NaHCOs 0.5 M + acido picrico p/v),
inmediatamente se hervian en bafio maria durante 6 minutos, después se les
afladian 0.85 mL de agua destilada y se dejaban enfriar a temperatura ambiente
para posteriormente ser leidos en el espectrofotdometro a Aszo.

Método fluorimétrico (OPA-NAC)

La medicion fluorimétrica para detectar el amonio producto de la reaccion
enzimatica se llevé a cabo preparando la mezcla de deteccidon de amonio, en una
celda de cuarzo de 10 mm de paso de luz en agitacion continua, en el siguiente
orden: 1.9 mL de agua desionizada, 0.1 mL de la muestra, 0.1 mL de solucién
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amortiguadora de Boratos 0.5 M pH 10.8 (HsBO3s 0.5M) y finalmente 0.96 mL de una
mezcla de OPA-NAC 8.8 mM disuelta en solucidon amortiguadora de boratos 0.5 M
pH 10.8, teniendo asi, una reaccion con un volumen final de 3 mL, toda la mezcla
se mantiene en agitacion constante a una temperatura de 25 °C; para la lectura se
utilizé una apertura (slit) de 8 nm de exitacion y 4 nm de emision, con A5 de
extincion y a Aags de emision. Los datos se colectaron cada 5 segundos durante 500
segundos de lectura en cada medicion.

Pruebas de actividad para nitrilos

Para comprobar la actividad enzimatica hacia diferentes nitrilos, se utilizo el kit
Spectroquant de Merck® de cuantificacion de amonio (NH4*), en el cual una mezcla
alcalina de fenol e hipoclorito reacciona con el amonio de la muestra usando
nitroprusiato de sodio como catalizador y desarrollando una coloracion azul que es
directamente proporcional a la cantidad de amonio presente. Los nitrilos empleados
para determinar la actividad tipo nitrilasa son los siguientes: Benzonitrilo,
Valeronitrilo, Acrilonitrilo, Propionitrilo y Adiponitrilo. Para realizar este ensayo, se
prepar6 una mezcla de reaccién en tubos de 1.5 mL con solucion amortiguadora de
fosfatos y cloruro de sodio a un pH de 7.5 (KH2PO450 mM + NaCl 300 mM), una
solucion stock de 100 mM de cada nitrilo y 100 ug/mL de enzima, teniendo una
concentracion final de 1 mM de sustrato y 100 ug/mL de enzima en una reaccién
con un volumen final de 1 mL. La reaccién comienza con la adicion de la enzima en
la mezcla de reaccion, incubando a 30 °C durante 60 minutos. Al finalizar el tiempo
de incubacion se agregan 0.1 mL de acido clorhidrico 2N para detener la reaccion.
Posteriormente, cada reaccion se cambia a tubos de ensayo a los cuales
previamente se les afiadié 3.9 mL de agua destilada. Para llevar a cabo la deteccién
de amonio producido durante la reaccion se emplea el protocolo del kit de deteccion,
al finalizar cada uno de los pasos de deteccidbn se incuban las muestra a
temperatura ambiente por 5 minutos para ser medidos a Asso.

Determinacion de parametros cinéticos para nitrilos: Vmax y Kw

Una vez comprobada la actividad para nitrilos, se llevaron a cabo los ensayos de
cinética, para cada sustrato (Adiponitrilo, Acrilonitrilo y Propionitrilo). Se utilizé el
meétodo de cuantificacion de amonio (NH4*) utilizando el kit Spectroquant de
Merck®. Al igual que para las pruebas de actividad con nitrilos, se preparé una
mezcla con solucién amortiguadora de fosfatos y cloruro de sodio a un pH de 7.5
(KH2PO4 50 mM + NaCl 300 mM), una solucién stock de 100 mM de cada nitrilo y
50 pg/mL de enzima a excepcion de la mutante A133V, en la cual se utilizé una
concentracion de 100 pg/mL; las concentraciones de sustrato se variaron en cada
mezcla de reaccion; la reaccion comenzo adicionando la enzima en la mezcla en
una reaccién con un volumen final de 1 mL, con un tiempo de 30 minutos a 30 °C
en agitacion constante, al finalizar la reaccion se afiadian 0.1 mL de HCI 2N para
detener la reaccion. A continuacion se aplicaba el protocolo del kit de deteccion para
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medir las muestras a Aesso. ES importante mencionar que los stock de nitrilos se
preparaban en su limite de solubilidad en H20, en el caso del Benzonitrilo y el
Valeronitrilo, no fue posible ajustar un protocolo que nos permitiera aumentar la
concentracion de estos sustratos sin sobrepasar el limite de solubilidad (10 mg/mL),
por lo cual fueron descartados para los ensayos cinéticos. Todos los ensayos se
llevaron a cabo por duplicado, por lo que en los resultados se muestran los
promedios con sus respectivas barras de error.

RESULTADOS

Sobreexpresion y purificacién de las enzimas

Se transformaron células electrocompetentes E. coli BL21 (DE3) plys con el gene
correspondiente a cada una de las enzimas. Las enzimas se sobreexpresaron de
forma exitosa después de 4 horas de induccion con IPTG. En la Figura 10 se
muestra la diferencia entre las muestras antes de la induccion y después de la
sobreexpresion de cada enzima.

Al DI Al DI Al DI Al DI Al DI

wr A133G A133V H308S W165F

Figura 10. Muestras antes y después de la induccion de
cada enzima. SDS-PAGE al 12% que muestra Ila
sobreexpresion de cada enzima. AD (antes de inducir), DI
(después de inducir), enzimas WT, A133G, 133V, H308S y
W165F.

31

——
| —



Para llevar a cabo la purificacion de las enzimas se recuperé la fraccidon soluble y
se pasaron a través de una columna de afinidad a niquel (resina Protino Ni-TED),
dado que las enzimas tienen una etiqueta de histidinas aseguramos que gquedan
unidas a la resina; una vez pasado el sobrenadante se realizaron los lavados previos
a la elusion de la enzima: Primer lavado con solucion amortiguadora 1 (lisis/ lavados,
KH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 5 mM, pH 7.5), segundo lavado con
solucion amortiguadora 2 (KH2PO4 35 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 15 mM, pH 7.5)
y finalmente el lavado de elusién con el amortiguador 3 (KH2PO4 35 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 100 mM, pH 7.5), obteniendo aproximadamente 25 fracciones de 4
mL con la enzima pura (Figura 11).
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Figura 11. Purificacion de las enzimas. a) SDS-PAGE al 12% que muestra las fracciones
obtenidas en cada paso de purificacion de la enzima mutada H308S como representacion de la
purificaciéon del resto de las enzimas. Extracto total (1); Sobrenadante (2); Solucion de lavados
(3); Lavado con solucion amortiguadora, imidazol [5 mM] (4); Lavado con solucién
amortiguadora, imidazol [15 mM] (5); Elusion de la proteina imidazol, [100 mM] (6); b) SDS-
PAGE al 12%, en cada carril se muestran las enzimas purificadas: enzima silvestre (WT),
A133G, A133V, H308S y W165F.

Pruebas de actividad enziméatica para cianuro

Una vez purificadas las enzimas, estas fueron sometidas a pruebas de actividad con
el sustrato tipo (CN) para determinar si durante la purificacion no se vio afectada su
actividad y para tener una aproximacion del porcentaje de actividad respecto a la
enzima silvestre, tomada como el 100% (Figura 12).
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Figura 12. Determinacion de la actividad enzimatica para CN. Se determino la actividad para CN
de la enzima silvestre y las enzimas mutadas en una mezcla de reaccion de K-fosfatos 50 mM-NaCl
300 mM, pH 7.5, 10 pug/mL de encima y cianuro 2.5 mM. El cianuro residual se determiné mediante la
absorcion del complejo de acido picrico a 520 mM.

Podemos notar que las mutantes H308S y A133G presentan actividades cataliticas
similares a la enzima silvestre. La mutante A133V presenta una actividad
considerablemente menor en relacion a la enzima silvestre, con una disminucion de
aproximadamente el 60%. Finalmente tenemos a la mutante W165F que no
presenta actividad para cianuro. Es importante mencionar que se realizaron varios
ensayos de actividad con la mutante W165F, se aumentd la concentracion de
proteina hasta alcanzar concentraciones de 100 uyg/mL, se probaron diferentes
concentraciones de cianuro y se alargaron los tiempos de incubacion hasta por mas
de 24 horas, y en ninguna de estas pruebas se obtuvo actividad para cianuro.

Dicroismo Circular (CD)

Para asegurarnos que la nula actividad de W165F no se debia a un plegamiento
incorrecto o pérdida de estructura provocada por las mutaciones procedimos a
realizar pruebas de Dicroismo Circular. Esta técnica permite llevar a cabo estudios
estructurales de las proteinas en solucion y nos brinda informacion sobre cambios
estructurales esenciales para su funcién bioldgica bajo el siguiente fundamento: un
rayo de luz polarizado en un plano puede considerarse formado por dos
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componentes polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda;
si los componentes circularmente polarizados son absorbidos en diferentes grados
por la solucion de una muestra, la luz que pasa a través de la misma estara
polarizada elipticamente y se dice que la muestra presenta dicroismo circular (DC),
magnitud expresada en unidades de elipticidad molar (8). Los espectros de
dicroismo circular se obtienen en las regiones del ultravioleta cercano (250-350 nm)
y del ultravioleta lejano (170-250 nm) de la radiacion electromagnética. Para este
andlisis nos interesa el espectro en la region del UV lejano, ya que su aportacion se
debe a la presencia de enlaces amida que unen los residuos de amino&cidos entre
si, es decir el arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo tanto las
sefales del dicroismo circular se pueden interpretar en términos de aportacion de
estructura secundaria presentes o porcentaje de residuos que se encuentran en
alguna conformacion, ya sea hélices a, hojas B3, giros y estructura desordenada. En
la Figura 13 se muestran los espectros de dicroismo circular de la enzima silvestre
y las enzimas mutadas.
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Figura 13. Dicroismo circular de la enzima silvestre y las enzimas mutadas.
Espectros de dicroismo circular (CD) en el UV lejano (170-250 nm). Cada espectro
representa el promedio de 5 barridos consecutivos.
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De acuerdo a los espectros de CD de la figura anterior constatamos que el
plegamiento de las todas las enzimas mutadas es similar al de la enzima silvestre.
Se observan dos minimos, a 208 nm y a 222 nm caracteristicos de la contribucién
de estructura hélice a; la intensidad de la banda a 208 nm es mayor con respecto
alabandaen 222 nm, lo que significa que la contribucion entre estructura de hélices
a y hojas B es la misma, caracteristico de proteinas con plegamiento a+p. Como se
menciono, el objetivo de realizar este ensayo fue comprobar que la inactivacion de
la mutante W165F no se debia a un plegamiento incorrecto o pérdida de estructura
que afectara al sitio activo y por tanto la actividad de la proteina, observando al
espectro correspondiente a esta mutante (espectro en color verde) podemos
asegurar que la estructura secundaria no se ve afectada por la mutacion ya que el
espectro aunque de menor intensidad, mantiene el mismo patrén de la enzima
silvestre, por lo tanto la falta de actividad para cianuro de esta mutante no es
causada por un mal plegamiento de la enzima.

En la Tabla 2 se muestra el contenido de estructura secundaria estimado a partir
de la deconvolucion de los espectros de CD con el programa CD Pro (Sreerama
and Woody, 2000). Podemos observar que el aporte de estructuras a. y § en todas
las enzimas es la misma, aumentando ligeramente la estructura desordenada en la
mutante W165F.

Tabla 2. Elementos de estructura secundaria. Datos obtenidos a partir de la deconvolucion de los
espectros de CD utilizando el paquete CD Pro. Se hizo un promedio de los tres resultados
(CONTINLL, CDSSTR Y SELCOM3) que arroja el programa.

Enzima Hélice Beta *QOtras
WT 0.230£0.008 0.28710.022 0.46910.001
A133G 0.278+0.034 0.26410.024 0.452+0
A133V 0.246%0.016 0.27010.034 0.47610
H308S 0.23440.012 0.28610.031 0.22710.012
W165F 0.218%0.011 0.27510.011 0.24710.005

*Giros y Estructura desordenada
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Dispersiéon dinamica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS) es una técnica espectroscopica de correlacion
de fotones empleada para la determinacion de la distribucion de tamafios de
particulas en suspension (Foord et al., 1970), o macromoléculas en solucion como
proteinas. La luz laser alcanza muchas particulas que estdn en suspension, se
dispersa en todas direcciones, la obtenciébn de una intensidad de dispersion
determinada es provocada por la interferencia de los haces de luz dispersados por
distintas particulas. Como consecuencia del movimiento browniano las posiciones
relativas de las particulas varian constantemente entre si. La velocidad de las
particulas se vera afectada por su tamafio de la particula, siendo las particulas mas
pequefas las que se muevan mas rapidamente, aumentando también la variacion
de la intensidad de dispersion; por el contrario las particulas grandes seran
particulas mas lentas y su variacion de intensidad de dispersion sera también mas
lenta.

Este ensayo se realizé con el propdsito de mostrar el radio promedio de las
enzimas purificadas. En la Tabla 3 se muestran los radios hidrodinamicos, los
porcentajes de polidispersidad y de masa de las muestras analizadas; un porcentaje
de polidispersidad de <20% indica que las poblaciones son bastante homogéneas.

Tabla 3. Dispersion Dinamica de Luz (DLS). DLS de la enzima silvestre y las
enzimas mutadas. En nm se muestran el Radio hidrodinamico (R;,) y el porcentaje
de de polidispersidad (%Pd). La concentracién de todas las enzimas se ajusto a 100
Hg/ml; los resultados son el promedio de 10 mediciones a 25 °C.

Enzima R, Pd Intensidad Masa
(nm) (%) (%) (%)

WT 10.3£1.7 12.7 20.1 100
A133G 9.4+1.1 20 86 99.7
A133V 12.3%1.3 7.2 7.6 90.3
H308S 10.7+1.3 14.3 100 99.3
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Curva patrén de KCN

La elaboracion de un protocolo que se empled para determinar la actividad de la
enzima silvestre y las mutantes comenzd con la construccion de una curva patron
gue mostrara la sensibilidad del método, su estabilidad en el tiempo y la proporcién
entre la reaccion y la mezcla de acido picrico-bicarbonato de sodio. En la Figura 14a
se muestran las distintas curvas construidas y las proporciones empleadas entre la
mezcla de acido picrico y la reaccion final respectivamente, podemos observar que
a concentraciones por arriba de 5 mM las curvas pierden linealidad, con algunos
puntos dispersos, ahora bien, si nosotros tomamos los datos hasta la concentracion
de 5 mM vemos que todas las proporciones son lineales (Figura 14b). Como
podemos ver, en esta proporcion (la maxima concentracién de cianuro en mM)
presenta una absorbancia por debajo de 0.6. Como discutiremos mas adelante este
método presenta problemas de sensibilidad con concentraciones que superen un
valor de absorbancia de 1.0 (Jandhyala et al., 2003).
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Figura 14. Construccion de curvas patrén para KCN. a) Curvas del ensayo colorimétrico de deteccion de
cianuro con acido picrico. Ensayo realizado en un tiempo de incubacion de 30 min a 30°C, abs. 520 nm; b)
Curvas ajustadas a 5 mM de cianuro. En ambas graficas, se muestran con simbolos los puntos de cada
alicuota tomada en un tiempo definido, los simbolos indican las proporciones en microlitros utilizadas entre
la reaccion y la mezcla de acido picrico, respectivamente.
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Velocidades iniciales

Para obtener una aproximacion de las velocidades iniciales para cada enzima se
realizd un ensayo con el método de acido picrico. Para detectar que en la actividad
catalitica de una enzima estamos en tiempos de velocidades iniciales, es necesario
que dicha enzima consuma aproximadamente el 10% de la concentracion total de
sustrato. En la Figura 15 se muestran las curvas de las velocidades iniciales para
cada enzima.
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Figura 15. Curvas de velocidades iniciales. Determinacion de las velocidades iniciales para la enzima
silvestre (WT) y las enzimas mutadas: A133V (V), A133G (G) e H308S (S). Ensayos realizados en 30

minutos de incubacion a 30 °C. Lecturas realizadas en espectrofotéometro a Abs 520 nm.

Método fluorimétrico (OPA-NAC)

Para entender la importancia de la utilizacion de este método, es importante
recordar que uno de los productos de la hidrolisis de cianuro de la enzima CynD es
el amonio, y este método justamente se emplea para detectar amonio en solucién
por medio de la formacion de complejo estable entre el o—ftaldialdehido—N-
acetilcisteina y el NH4* (OPA-NAC-amonio) liberado en la reaccion enzimatica.
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Interferencia del cianuro con el método fluorimétrico

Para demostrar que la presencia de cianuro no causaba interferencia con la
deteccion de amonio durante las mediciones, se realizaron distintos controles
utilizando sulfato ferroso (FeSO4) como agente precipitante. En la Figura 16a se
muestran las reacciones realizadas: amonio; amonio + SF; CN; CN + SF; amonio +
CN; amonio + CN + SF, podemos ver que la diferencia entre las reacciones con
agente precipitante y sin agente precipitante no muestran diferencias, por lo que
podemos asegurar que la presencia de cianuro no interfiere en este método de
deteccion, por otro lado vemos que las reacciones que no presentan amonio (CNy
CN-SF) no dan sefial de fluorescencia ya que no se forma el complejo OPA-NAC-
NHa fluorescente. En la Figura 16b podemos observar la intensidad de fluorescencia
de las reacciones NH4* + FeSO4 y NH4" + FeSO4 + CN 10 Mm, podemos ver que
igualmente que en la grafica 6, no hay diferencia entre la reacciébn con agente
precipitante y sin este, o que nos indica que efectivamente el cianuro no causa
interferencia alguna con la fluorescencia.
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Figura 16. Interferencia del cianuro con el método fluorimétrico. a) Intensidad de florescencia dada por
las reacciones realizadas usando como agente precipitante sulfato ferroso (FeSO,). b) Intensidad de
fluorescencia dada por las mezclas NH,+FeSO, y NH,+FeSO,+CN (10mM).
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Parametros cinéticos: Enzima silvestre

La actividad enzimatica de la enzima CynD silvestre se determiné por dos métodos
distintos de deteccion, el método colorimétrico de &cido picrico y el método
fluorimétrico OPA-NAC. En la Figura 17a se muestra el ensayo colorimétrico
ajustado a la ecuacion Michaelis-Menten (MM), las constantes cataliticas obtenidas
por medio del ensayo colorimétrico (acido picrico) son: Vmax= 6.2 mmol CN min*
mg?, Ku= 2.5 mM, kcar= 2.33E+0.5 min'; en la grafica 17b vemos los resultados
obtenidos por el método fluorimétrico ajustados a una ecuacion MM, las constantes
cataliticas obtenidas por este método son: Vmax= 7.4 mmol NH4* mint mg?t, Ky= 1.6
mM, kcat=2.78E+05 min?. En ambos ensayos los pardmetros cinéticos para la
enzima silvestre son similares por lo que podemos asegurar que la capacidad de
ambos meétodos para detectar, por un lado cianuro no hidrolizado (método
colorimétrico) y el amonio producido en la reaccion (fluorimétrico) es la misma.

Actividad Especifica
(mMoles CN/min/mg)
(mMoles NH4+/min/mg)

Actividad especifica

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5

[KCN] mM [KCN] mM

Figura 17. Parametros cinéticos enzima silvestre. a) Resultados de la actividad enzimatica de la enzima
silvestre, por el método colorimétrico de &cido picrico. Se muestra la desviacion estandar del ensayo realizado por
triplicado. b) Resultados de la actividad enzimatica de la enzima silvestre por el método fluorimétrico.
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Parametros cinéticos: Mutante A133G

La actividad enzimatica de esta mutante se determind por el método fluorimétrico
(OPA-NAC), alcanzando una concentracién maxima de 25 mM de KCN. En la Figura
18 se muestran los resultados obtenidos ajustados a una ecuacion Michaelis-
Menden, las constantes cataliticas obtenidas por este método son: Vmax= 6.72 mmol
NH4* min't mg?!, Ky= 8.9 mM, kcar= 2.53E+05 min,

Actividad Especifica
(mMoles NH4+/min/mg)

T T T T T
0 5 10 15 20 25

[KCN] mM

Figura 18. Parametros cinéticos mutante A133G. Actividad enzimatica para la mutante A133G
determinada por el método fluorimétrico. Se muestra la desviacion estandar del ensayo realizado

por triplicado.
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Parametros cinéticos: mutante A133V

La actividad enzimatica de la mutante A133V se realizé con el método fluorimétrico
(OPA-NAC). En la Figura 19 se muestran los resultados obtenidos ajustados a una
ecuacion Michaelis-Menden, las constantes cataliticas obtenidas por este método
son: Vmax= 1.6 mmol NH4* min't mg?, Ku= 0.67 mM, kcar= 6.02E+04 min-_.

Actividad Especifica
(mMoles NH4+/min/mg)

1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
[KCN] mM
Grafica 19. Parametros cinéticos mutante A133V. Actividad enzima de la mutante

A133V determinada por el método fluorimétrico. Se muestra la desviacién estandar
del ensayo realizado por triplicado.
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Actividad enziméatica: mutante H308S

LA actividad enzimatica de la mutante H308S se realiz6 con el método fluorimétrico
(OPA-NAC). En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos ajustados a una
ecuacion Michaelis-Menden, las constates cataliticas obtenidas por este método
son: Vmax= 43.81 mmol NHs* min* mg*, Ky= 0.97 mM, kcat= 1.65E+06 min™'.
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Grafica 20. Actividad enzimatica mutante H308S. Actividad enzimatica de la mutante
H308S determinada por el método fluorimétrico. Se muestra la desviacion estandar del
ensayo realizado por triplicado.
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En la Tabla 4 se muestran los parametros cinéticos obtenidos para la enzima
silvestre y las enzimas mutadas. Los datos presentados son el resultado del
promedio de ensayos para cianuro realizados por triplicado.

Tabla 4. Constantes cataliticas. Parametros cinéticos de las enzimas mutadas y
enzima silvestre para cianuro.

Enzima Sustrato (mm(\’llgéstHf Ku kear kear | Ky
min - mg-) (mM) (min)

Silvestre Cianuro 74 1.6 2,33E+05 1.74E+05
A133G Cianuro 6,7 8.9 2,5E+05 2 84E+04
A133V Cianuro 1,6 0,67 6,02E+05 8,98E+04
H308S Cianuro 43,8 0,97 1,65E+06 1,70E+06

Los resultados muestran cambios en los parametros cinéticos de las enzimas
mutantes con respecto a la CynD silvestre. Las mutante A133G tiene un aumento
en 5.5 veces el valor de la Ky, manteniendo una kcat similar a la enzima silvestre,
en cambio la mutacién por valina disminuye su Vmax 4.5 veces y reduce a la mitad
la Km. EI cambio més importante se observa en la mutante H308S, con un aumento
considerable en la kcat, 7 veces respecto de la enzima silvestre y una disminucion
de la Ky, dando como resultado una eficiencia catalitica (kcat /Km) un orden de
magnitud mayor.
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Actividad enzimatica para nitrilos

Para determinar si las mutaciones realizadas en las enzimas causaban algun efecto
en la selectividad del sitio activo para sustratos distintos al cianuro, se probé la
actividad relativa de cinco distintos sustratos: Benzonitrilo (BzCN), Adiponitrilo
(AdCN), Acrilonitrilo (AcCN), Propionitrilo (PrCN) y Valeronitrilo (VaCN). En la tabla
5 se muestran las férmulas de cada uno, el BzCN es un nitrilo aromético, los demas
tienen cadenas alifaticas, el acrilonitrilo es el mas pequefio y el adiponitrilo es
ademas un dinitrilo.

Tabla 5. Estructura de Nitrilos. Formula y estructura de los nitrilos utilizados para los ensayos de
actividad y cinética.

Nitrilo Formula Molecular Estructura

Acrilonitrilo
C5H3N
ELRE] é\\\
Propionitrilo
CsHsN //\
N——

Valeronitrilo

HC N

Adiponitrilo N

CeMaN; PPN
Pz
z

. =
/
Benzonitrilo C,H.N : Z
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En la Figura 21 podemos observar que tanto la enzima silvestre como todas las
mutantes presentan selectividad para todos los nitrilos probados; es importante
resaltar tres cosas interesantes de este experimento: 1) respecto a la enzima
silvestre, hasta el momento no se tenian reportes sobre la actividad enziméatica de
una CynD para otro sustrato diferente al cianuro (Thuku et al 2009); 2) la mutante
H308S es la enzima que mayor actividad presenta para los cinco sustratos, en
comparacion con el resto de las enzimas y 3) la mutante W165F no presenta
actividad para nitrilos; la mutacién realizada impide a la enzima llevar a cabo
catalisis, podria indicar que este aminoacido es importante para la permanencia de
sustrato dentro del sitio activo en el momento de la hidrolisis quimica.

- - - - N
N H ;] (-] o
1 1 1 1 ]

Actividad Especifica
=)
1

(rMol NH,"'min"'mg™

BZCN ADCN ACRCN PRPCN VALCN

Figura 21. Selectividad para nitrilos. Actividad especifica de la enzima CynD silvestre y las
enzimas mutadas, para los nitrilos: benzonitrilo (BzCN), adiponitrilo (AdCN), acrilonitrilo
(AcrCN), propionitrilo (PropCN) y valeronitrlo (ValCN). Cada ensayo se llevo acabo con 100
pg/mL de enzima y una concentracion de 100 mM de cada nitrilo. Tiempo de incubacion 60 min,
30° C.
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Actividad enzimatica para diferentes nitrilos

En las Figuras 22 a 25 se presentan los resultados obtenidos de las cinéticas de la
CynD silvestre y las mutantes para los nitrilos alifaticos adiponitrilo, acrilonitrilo y
propionitrilo. Los datos mostrados son el promedio de ensayos realizados por
triplicado. Los pardmetros cinéticos se determinaron por el ajuste de los datos a una
ecuacion de Michaelis-Menten y se muestran en la Tabla 6.

Actividad enzimatica: Enzima silvestre.

400+ 180 -
160 -

140 4
1204
100+

Actividad Especifica
(umoles NH4+/min/mg)
Actividad Especifica
wmoles NH4+/min/mg)

a) 0 50 100 150 200 250 300 350 400 b) 0 100 200 300 400 500
[AdICN] mM [ACrCN] mM

Actividad Especifica
(pmoles NH4+/min/mg)

T T T
0 100 200 300 400 500
[PropCN] mM

Figura 22. Actividad enzimatica de la enzima silvestre (WT) para nitrilos alifaticos. Graficos ajustados a
una ecuacion Michaelis-Menten, a) Adiponitrilo (AdiCN), b) Acrilonitrilo (AcrCN) y ¢) Propionitrilo (PropCN). Se
muestra la desviacion estandar del ensayo realizado por triplicado.
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Actividad enzimatica: Mutante A133G.
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Figura 23. Actividad enzimatica de la enzima mutada A133G para nitrilos alifaticos. Graficos ajustados a
una ecuacién Michaelis-Menten, a) Adiponitrilo (AdiCN), b) Acrilonitrilo (AcrCN) y ¢) Propionitrilo (PropCN). Se
muestra la desviacion estandar del ensayo realizado por triplicado.




Actividad enzimatica: Mutante A133V.
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Figura 24. Actividad enzimatica de la enzima mutada A133V para nitrilos alifaticos. Graficos ajustados a
una ecuaciéon Michaelis-Menten, a) Adiponitrilo (AdICN), b) Acrilonitrilo (AcrCN) y ¢) Propionitrilo (PropCN). Se
muestra la desviacion estandar del ensayo realizado por triplicado
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Actividad enzimatica: Mutante H308S.
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Figura 25. Actividad enzimatica de la enzima mutada H308S para nitrilos alifaticos. Graficos
ajustados a una ecuacion Michaelis-Menten, a) Adiponitrilo (AdICN), b) Acrilonitrilo (AcrCN) y c)
Propionitrilo (PropCN). Se muestra la desviacion estandar del ensayo realizado por triplicado
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Tabla 6. Actividad enzimatica para diferentes nitrilos. Parametros cinéticos de las enzimas
mutadas y enzima silvestre para nitrilos alifaticos. Se incluye la eficiencia catalitica para CN. (ND.
No Determinado).

et (|| Ereereers (mmola: NH,min - K, kear | koar /Kn o

mg-) (mM) (min') B /e
AdiCN 0,513 186 | 1,03E+04 | 1,04£402

Wi AcrCN 0,185 104 6,95E+03 | 6,69E+01 1,74E+05
PropCN 0,047 57,2 1,77E+03 | 3,09E+01
AdiCN 0,365 233 1,37E+04 | 5,89E+01

AIBIG | reron 0,142 135 5,34E+03 | 3,95E+01 2 84E+04
PropCN 0,055 80 2,07E+03 2,58E+01
AdiCN 0,15 sas | 5,64E403 | 1,03E401

A133V 1 pcren ND ND ND ND 8,98E+04
PropCN 0,057 57 2,14E+03 | 3,76E+01
AdiCN 0,655 310 | 2.46e404 | 7,948401

H308S | Acren 0,371 03 1,39E+04 | 1,50E+02 1.70E+06
PropCN 0,388 1000 1,46E+04 | 1,46E+01

Tanto la CynD silvestre como las mutantes presentan una afinidad muy baja por los
nitrilos, los valores de Ku son >100 veces mayores a los obtenidos para cianuro y
velocidades casi dos 6rdenes de magnitud menores con respecto a los valores de
kcat para cianuro. La enzima silvestre y la mutante A133G muestran una menor
afinidad por el AdiCN, y una mayor afinidad por el PropCN. Es importante hacer
notar que la eficiencia catalitica de la mutante H308S para el acrilonitrilo, es mayor
al resto de las enzimas. Para el adiponitrilo el valor es muy cercano al de la CynD
silvestre. Sin embargo, para el PrpCN la enzima H308S muestra muy poca afinidad,
calculando un valor de Ku cercano a 1M. Por otro lado, la mutante A133V muestra
muy baja afinidad por el AJiCN y el AcrCN; de hecho para éste ultimo nitrilo, las
concentraciones usadas no alcanzaron a saturar la enzima por lo que no se
presentan parametros cinéticos.
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DISCUSION

Actualmente solo se conocen las estructuras cristalograficas de algunos miembros
de la superfamilia Nitrilasa, como las carbamil-D-amino amidohidrolasa de
Agrobacterium sp. (PDB 1ERZ, la N- Nakai et al., 2000) y la proteina NitFhit de
Caenorhabditis elegans (PDB 1EMS. Pace y Brener 2001), por lo cual el estudio de
la estructura de la proteina CynD (y de muchas otras proteinas) se ve limitado al no
contar con estructura cristalografica resuelta; sin embargo, se emplean
metodologias para generar modelos que ayuden en la determinacion de dichas
estructuras. Uno de los métodos empleados para el estudio de la estructura de
proteinas es el modelado por medio de homologia, en nuestro caso esta
metodologia nos proporcion6 informaciéon valiosa acerca de la posicion y el
movimiento y/o efecto (en cuanto a interacciones con otros aminoacidos) de las
mutaciones propuestas. Los resultados de estas simulaciones nos muestran que
ademas de los residuos cataliticos, existen otros que cuando el CN se acerca al sitio
activo se mueven de tal forma que parece que promueven la entrada del sustrato al
sitio activo. Los residuos que muestran un cambio mas grande en su posicion antes
y después de la hidrolisis del sustrato son: Alanina 133, Histidina 308 y Triptéfano
165 (Figura 8).

La sobreexpresion y purificacion de las enzimas se llevd acabo de la misma forma
gue el protocolo empleado para la enzima silvestre, reportado en el laboratorio
(Granados 2009); en ningun caso hubo problema para su sobreexpresion y
purificacion, como vemos en la figura 11 todas las enzimas se purifican con alto
rendimiento y pureza, por lo cual estamos seguros que no existen interferencia de
impurezas para la realizacion de los experimentos de caracterizacion y cinética.

Para la realizacion de los experimentos de actividad enzimatica, se probaron
distintos amortiguadores: MOPS, fosfatos+NaCl y TRIS, de acuerdo a las pruebas
realizadas, los amortiguadores en los que la enzima no mostraba disminucion de
actividad fueron: MOPS (experimentos de cinética con CN) y fosfatos+NaCl
(experimentos de actividad y cinética con nitrilos); en el caso de los experimentos
con CN, tanto el amortiguador de fosfatos como el de TRIS, causan interferencia
con los métodos de deteccién empleados (acido picrico y OPA-NAC); la cual no se
vio disminuida al emplear amortiguador MOPS.

Para el estudio de la actividad enzimatica usando como sustrato cianuro, el
método de deteccion mas empleado es el del acido picrico que mide el cianuro
presente (Fisher & Brown). Por este método se detecta el cianuro que no fue
hidrolizado considerado como un método indirecto. Como se mostro en la seccion
de resultados dicho método presenta problemas de sensibilidad a concentraciones
mayores de 5 mM de CN, cuando se obtienen absorbancias mayores de 1.0
(Jandhyala, et al. 2003). Para obtener los parametros cinéticos tenemos que
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manejar concentraciones del sustrato 5-10 veces el valor de la Km por lo que fue
necesario implementar el método fluorimétrico para determinar el amonio liberado y
no el cianuro residual. En la literatura se reportan valores muy diferentes de las
constantes cinéticas de la CynD. Estas diferencias dependen principalmente del
método de deteccion usado en los ensayos como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Parametros obtenidos para la enzima CynD. Métodos de deteccién empleados para cianuro y amonio.

CynD (r::\”n) fiiial /\rlnn:::1 img-) Método Origen Referencia
B. pumilus C1 25 0.088 Picrico-CN NR Meyers 1993
B. pumilus C1 7.3 0.097 Picrico-CN His-tag R Jandhyala 2005
B. pumilus GMA1 8.3 0.35 Picrico-CN His-tag R Granados 2009
B. pumilus C1 3.6 8.2 Nessler-NHs* His-tag R Crum, 2016
B. pumilus GMA1 1.6 7.4 OPA-NH;* His-tag R Este trabajo

Como primer acercamiento, para conocer un poco sobre el comportamiento de las
enzimas, se realizaron pruebas de actividad con el sustrato tipo, este ensayo se
realiz6 en 30 minutos con una concentracion de 2.5 mM de cianuro y 10 pg/mL,
tomando como referencia del 100% de actividad la enzima silvestre, las mutantes
A133V y A133G muestran ademas de inestabilidad una actividad catalitica un orden
de magnitud por debajo de la enzima silvestre.

En las pruebas de actividad con nitrilos (Grafica 21), observamos que la enzima
con mayor actividad para nitrilos es la mutante H308S, estos datos posteriormente
se corroboran con los ensayos de cinética, en donde se muestra una actividad
enzimatica un orden de magnitud mayor al resto de las enzimas, para los nitrilos
(adiponitrilo, acrilonitrilo y propionitrilo).

La mutante W165F no muestra actividad ni para cianuro ni para los distintos
nitrilos, esto puede ser ocasionado debido al impedimento estérico que el segundo
anillo presenta en la estructura del triptéfano genera; el tript6fano funciona como
una puerta de entrada al sito activo, cuando el sustrato se encuentra en el medio
este aminoacido “abre” la entrada al sitio, una vez que el sustrato se encuentra
dentro del sitio el tript6fano se mueve “cerrando” la entrada al sitio; el aminoacido
fenilalanina solo presenta un anillo en su estructura, lo que genera que la entrada al
sitio no quede totalmente cubierta y el cianuro escape del sitio antes de que se lleve
a cabo la catalisis, en el caso de los nitrilos al ser mas grandes en ninguno de los
casos logre ingresar al sitio.
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Influencia de las mutaciones en la actividad enziméatica

El caso de la serina 308 es interesante, en la figura 26a observamos que este
residuo se encuentra alejado del sitio activo (entre 8 y 10 A) y del resto de los
residuos seleccionados, este residuo se encuentra en una cavidad de la enzima, la
cual es ocupada por moléculas de sustrato cuando este se encuentra en el medio,
la importancia de esta cavidad radica, al parecer en la entrada del cianuro y nitrilos
al sitio activo. En la figura 26b podemos observar el residuo H308 presente en la
enzima silvestre, este residuo, a diferencia de la serina presenta un anillo imidazol,
este anillo provoca impedimentos estéricos en la cavidad, o que impide la entrada
del sustrato por este “tunel” al sitio activo. Usando como sustrato cianuro, el efecto
de la apertura en la cavidad que genera esta mutante podemos medirla mediante la
obtencion de los parametros cinéticos, al comparar la eficiencia de esta mutante
contra la enzima silvestre vemos que esta cavidad permite que la eficiencia catalitica
aumente un orden de magnitud (Tabla 4), en el caso de los nitrilos, a excepcion del
sustrato adiponitrilo, igualmente, la eficiencia aumenta un orden de magnitud (Tabla
6). La mutante H308S es cataliticamente mas eficiente que la enzima silvestre y que
el resto de las mutantes.
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Figura 26. Estructura de la mutante H308S. En azul se muestran los residuos de la triada
catalitica: Glu 48, Cys 164 y Lys 130. a) En color magenta el residuo correspondiente al residuo
Ser 308 y la distancia de este respecto a la triada catalitica, en color amarillo se muestra una
molécula de cianuro cercana al residuo Ser 308. b) En color magenta se muestra el residuo

H308.
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El residuo correspondiente a la alanina 133 cambia su posiciéon cuando el CN se
encuentra en el sitio activo sufriendo un ligero giro, regresando a su posicion original
cuando finaliza la hidrolisis quimica (Figura 8). Los cambios realizados de este
residuo por glicina y valina, guardan las mismas caracteristicas quimicas (polaridad,
cargas, nucleoficidad, etc) pero no del todo las caracteristicas fisicas, el tamafio de
ambos respecto al residuo alanina cambia. Ambas mutantes presentan ademas de
poca estabilidad (detectamos una considerable perdida de la actividad 7 dias
después de ser purificadas) una eficiencia catalitica un orden de magnitud por
debajo de la enzima silvestre tanto para cianuro como para nitrilos (Tablas 3y 4), a
excepcion de la mutante A133G que presenta una eficiencia catalitica similar al de
la mutante H308S y enzima silvestre para el sustrato adiponitrilo. Si pensamos en
las cadenas laterales de los residuos alanina, glicina y valina en relacion a su
tamafio, vemos que la alanina se encuentra en la media de tamafio, la glicina es el
residuo mas pequefio y la valina el de mayor tamafio y si eso lo trasladamos al
medio en donde se esté llevando a cabo la entrada de los sustratos al sitio activo
vemos que la glicina genera menores interacciones tanto con el sustrato como con
los residuos a su alrededor, al observar el residuo de valina, vemos que pasa lo
contrario, se generan mayores interacciones con el sustrato y con los residuos
circundantes, esto lo vemos reflejado en la eficiencia catalitica, de ambas mutantes
la que presenta una mayor eficiencia es la mutante A133G, el residuo glicina es muy
pequeno, lo cual aparentemente “ayuda” o facilita que la apertura sea mayor y los
sustratos escapen del sitio con mayor facilidad (Figura 27a); el caso de la mutante
A133V su eficiencia es menor ya que aparentemente se genera mayor impedimento
para que ingrese el sustrato a la cavidad del sitio activo (Figura 27b).
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Figura 27. Estructura de la mutante A133G y A133V. En azul se muestran los residuos de la
triada catalitica: Glu48, Cys 164 y Lys 130. a) En color magenta el residuo correspondiente al
residuo Gly 133. b) En color magenta se muestra el residuo Val 133. En ambas imagenes se
observa que este residuo se encuentra en la misma asa que al residuo Lys 130.
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El efecto causado por el cambio de triptéfano por fenilalanina se ve reflejado en la
actividad con la pérdida total de esta en la enzima mutada. En los resultados de las
simulaciones de acoplamiento se observa como el residuo W165 se mueve de tal
forma que permite la entrada al sitio activo como una especie de compuerta. En la
figura 8-a podemos observar que el residuo W165 se encuentra en una posicion
“abierta” respecto al sitio, en la figura 8-b observamos que su posicion cambia a una
estado “cerrado” una vez que el CN ha entrado al sitio activo. Los resultados de las
pruebas de actividad sugieren que el doble anillo del aminoacido triptéfano impide
gue unavez que el sustrato ingrese al sitio activo este escape, en la enzima mutante
este efecto de compuerta no se ve reflejado, ya que el cambio por fenilalanina
provoca un efecto en la cobertura que impide que el sustrato permanezca el tiempo
necesario dentro del sito para que se lleve a cabo la hidrdlisis (Figura 28).
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Figura 28. Estructura de la enzima silvestre y la mutante W165F En azul se muestran los
residuos de la triada catalitica: Glu48, Cys 164 y Lys 130. a) En color magenta el residuo
correspondiente al W 165. b) En color magenta se muestra el residuo F165. En ambas imagenes
se muestran los residuos W165 y F165 en posicion cerrada respectivamente.
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Nitrilos y actividad

Los resultados muestran que la CynD de B. pumillus GMA1 tiene muy poca pero
significativa actividad de nitrilasa. De forma general podemos observar cierta
especificidad a nitrilos, la enzima silvestre y las mutantes (excepto la mutante
W165F) son capaces de reconocerlos y procesarlos debido a la naturaleza quimica
que tienen en comun, sin embargo es evidente la quimioselectividad que existe, esto
lo vemos en la actividad relativa que cada enzima presenta para cada uno de los
sustratos. Si comparamos estructuralmente a cada nitrilo (tabla 4), a excepcion del
benzonitrilo (que es un compuesto aromatico) el resto son compuestos alifaticos,
las actividades especificas son distintas para cada uno de ellos, lo que indica que
las enzimas poseen afinidad que depende de la naturaleza quimica del radical
presente, la estructura y el tamafio de cada uno de ellos que provoca impedimentos
estéricos que aumentan o disminuyen la eficiencia catalitica. El propionitrilo es el
nitrilo alifatico mas sencillo, de hecho para la enzima silvestre y las mutantes en la
posicién A133, se observan los valores mas bajos de Kv pero también de Vmax. Cabe
seflalar que el propionitrilo es considerado un solvente aprético, similar al
acetonitrilo, y posiblemente esto afecte la actividad de las enzimas. EI acrilonitrilo,
es de tamano similar al propionitrilo, tiene un grupo vinilo unido a un nitrilo, esto
puede verse reflejado en el aumento de la Km, sin embargo la velocidad aumenta al
doble con respecto al propionitrilo. El adiponitrilo es el sustrato mas grande pero
ademas es un dinitrilo, su tamafio se refleja en los valores de Ku, menor afinidad;
pero se obtienen las velocidades mas altas. Esto posiblemente se debe a que una
molécula de adiponitrilo libera los dos amonios de forma secuencial, antes de que
el acido monocarboxilico deje el sitio activo.

Las cianuro dihidratasas y las cianuro hidratasas catalizan la hidrolisis del cianuro
con alta especificidad. La cianuro hidratasa del hongo Fusarium lateritium tiene una
actividad 3000 veces mayor frente a KCN en comparacion con benzonitrilo (Nolan
et al., 2003), mientras que la cianuro hidratasa de Aspergillus niger K10 hidroliza la
2-cianopiridina y el fumaronitrilo con una actividad 500 veces menor con respecto al
KCN (Rinagelova et al.,, 2014). Hasta ahora, son los Unicos trabajos donde se
muestra que una cianuro hidratasa puede hidrolizar nitrilos organicos. Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran que la CynD de B. pumillus GMA1
puede hidrolizar preferentemente nitrilos alifaticos con actividades 15 a 25 veces
menores en comparacion con KCN. Por dltimo, se probo la actividad de una nitrilasa
frente a KCN. La nitrilasa de Rhodococcus sp. V51B hidroliza preferentemente
nitrilos arométicos como el benzonitirilo y la 3-cianopiridina, aunque también
presenta algo de actividad para nitrilos alifaticos como el valeronitrilo, acrilonitrilo,
adiponitrilo y propionitrilo, sin embargo, no presentd actividad por KCN. Estos
resultados indican que la cavidad del sitio activo de la CynD da cabida a nitrilos
organicos, todos de tamafio mayor al cianuro. Aun cuando las actividades frente a
estos sustratos son mucho menores que para cianuro, podemos clasificar a la CynD
como una enzima con una especificidad amplia o promiscuidad de substratos.
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CONCLUSIONES

+ El método de deteccion de cianuro por acido picrico es eficiente si tenemos
enzimas con valores de Km pequefias, ya que con una baja afinidad debe
aumentarse la concentracion de cianuro y el método pierde sensibilidad.

% El método de deteccion OPA-NAC permite utilizar altas concentraciones de
cianuro, sin causar interferencia y es altamente reproducible.

% La mutante H308S es un orden de magnitud més eficiente para cianuro que
la enzima silvestre, lo que la hace un excelente candidato para aplicacién en
biorremidiacion.

% La enzima CynD silvestre muestra promiscuidad para nitrilos aromaticos y
alifaticos

s Las mutantes A133V, A133G y H308S son promiscuas para nitrilos
aromaticos y alifaticos.

% Elresiduo W165 es clave para la permanencia del cianuro en el sitio activo y
por tanto para la actividad enzimatica.

61

——
| —



Bibliografia

Akcil, A. (2003). Destruction of cyanide in gold mill effluents: biological versus
chemical treatments. Biotechnology Advances, 21(6), 501-511.

Banerjee, Sharma, R., & Banerjee, U. (2003). A rapid and sensitive fluorometric
assay method for the of nitrilase activity. Biotechnology And Applied Biochemistry,
37(3) ,289.

Bonete, M., & Martinez-Espinosa, R. (2009). Avances en el metabolismo de
nitrégeno (1st ed.). [San Vicente del Raspeig, Alicante]: Club Universitario.

Brenner, C. (2002). Catalysis in the nitrilase superfamily. Current Opinion In
Structural Biology, 12(6), 775-782

Cox, M., Lehninger, A., & Nelson, D. (2005). Lecture notebook for Lehninger
principles of biochemistry (1st ed.). New York, NY: Freeman.

Dafos por derrame en rio Sonora asciende a mil 870 mdp: Comisién. (2017). La
Jornada. Retrieved 7 February 2017. From:
http://www.jornada.unam.mx/ultimas/2015/01/20/danos-por-derrame-en-rio-
sonora-asciende-a-mil-870-mdp-4238.html

Dror RO, Dirks RM, Grossman JP, Xu H, Shaw DE (2012) Biomolecular simulation:
a computational microscope for molecular biology. Annu Rev Biophys 41: 429-452.

Dubey, S., & Holmes, D. (1995). Biological cyanide destruction mediated by
microorganisms. World Journal Of Microbiology & Biotechnology, 11(3), 257-265.

Fisher, F., & Brown, J. (1952). Colorimetric Determination of Cyanide in Stack Gas
and Waste Water. Analytical Chemistry, 24(9), 1440-1444.

Granados Hernandez Marco Vladimir. (2009). Clonacion de la cianuro dihidratasa
de Bacillus pumilus GMAL. Tesis de licenciatura. UNAM.

Gupta, N., Balomajumder, C., & Agarwal, V. (2010). Enzymatic mechanism and
biochemistry for cyanide degradation: A review. Journal Of Hazardous
Materials, 176(1-3), 1-13

Gurbuz, F., Ciftci, H., & Akcil, A. (2009). Biodegradation of cyanide containing
effluents by Scenedesmus obliquus. Journal Of Hazardous Materials, 162(1), 74-79.

International Union of Pure and Applied Chemistry. (2017). IUPAC International Union
of Pure and Applied Chemistry. Retrieved 1 June 2017, from http://iupac.org/

Jandhyala, D., Berman, M., Meyers, P., Sewell, B., Willson, R., & Benedik, M.
(2003). CynD, the Cyanide Dihydratase from Bacillus pumilus: Gene Cloning and
Structural Studies. Applied And Environmental Microbiology, 69(8), 4794-4805.

62

——
| —


http://www.jornada.unam.mx/ultimas/2015/01/20/danos-por-derrame-en-rio-sonora-asciende-a-mil-870-mdp-4238.html
http://www.jornada.unam.mx/ultimas/2015/01/20/danos-por-derrame-en-rio-sonora-asciende-a-mil-870-mdp-4238.html
http://iupac.org/

Jandhyala, D., Willson, R., Sewell, B., & Benedik, M. (2005). Comparison of cyanide-
degrading nitrilases. Applied Microbiology And Biotechnology, 68(3), 327-335.

Kao, C., Liu, J., Lou, H., Lin, C., & Chen, S. (2003). Biotransformation of cyanide to
methane and ammonia by Klebsiella oxytoca. Chemosphere, 50(8), 1055-1061.

Logsdon, Mark.J. et. al., (1999). The Management of Cyanide in Gold Extraction.
Ontario, Ottawa .ICME.

Meyers, P., Gokool, P., Rawlings, D., & Woods, D. (1991). An efficient cyanide-
degrading Bacillus pumilus strain. Journal Of General Microbiology, 137(6), 1397-
1400.

Meyers, P., Rawlings, D., Woods, D., & Lindsey, G. (1993). Isolation and
characterization of a cyanide dihydratase from Bacillus pumilus C1. Journal Of
Bacteriology, 175(19), 6105-6112.

Mudder, T.I., y Botz, M.M., (2004). Cyanide and society: a critical review. The
European Journal of Mineral Processing and Environmental Protection, Vol. 4, No.
1, 62-74.

Nava-Alonso, F., Elorza-Rodriguez, E., Pérez-Garibay, R., & Uribe-Salas, A. (2007).
Chemical analysis of cyanide in cyanidation process: Review of methods. Revista
De Metalurgia, 43(1).

Nolan, L., Harnedy, P., Turner, P., Hearne, A. and O'Reilly, C. (2003). The cyanide
hydratase enzyme ofFusarium lateritiumalso has nitrilase activity. FEMS
Microbiology Letters, 221(2), pp.161-165.

Oro6. J., y Lazcano-Araujo. A., (1978). The role of HCN and its derivatives in prebiotic
evolution. Nature, 266 (43), 519-441.

Rinagelova, A., Kaplan, O., Vesela, A., Chmatal, M., Kfenkova, A., Plihal, O.,
Pasquarelli, F., Cantarella, M. and Martinkova, L. (2014). Cyanide hydratase from
Aspergillus niger K10: Overproduction in Escherichia coli, purification,
characterization and use in continuous cyanide degradation. Process Biochemistry,
49(3), pp.445-450.

Thuku,R.N., Brady, D., Benedik, M.J., and Sewell, B.T. (2009). Microbiol nitrilase:
versatile, spiral forming industrial enzimes. J. Appl. Microbiol. 106, 703-727.

Watanabe, A., Yano, K., Ikebukuro, K., & Karube, I. (1998). Cyanide hydrolysis in a
cyanide-degrading bacterium, Pseudomonas stutzeri AK61, by
cyanidase. Microbiology, 144(6), 1677-1682

Pace, H., and Brenner, C. (2001). The nitrilase superfamily: classification, structure
and function. Genome Biol. 2, 1-9.

63

——
| —






	Portada 

	Índice 

	Resumen 

	Introducción 

	Justificación   Objetivos 

	Hipótesis 

	Método
	Resultados 
	Discusión 

	Conclusiones 

	Bibliografía 


