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Resumen

Las peroxigenasas inespecificas fungicas (UPOs) son enzimas de hongos que se
describieron por primera vez hace menos de dos décadas; son capaces de catalizar
diversas reacciones de interés biotecnolégico. PaDa-l es una recombinante
expresada en levadura de AaeUPO, la primera enzima descrita de esta familia con
caracteristicas biogquimicas muy similares. Como muchas otras enzimas, PaDa-| es
susceptible a inactivarse en ciertas condiciones, debido al potencial biotecnoldgico
de estas enzimas como biocatalizadores y a que, histéricamente, la estabilidad de
las hemo-enzimas ha sido un obstaculo para sus aplicaciones, el propdsito de este
proyecto fue mejorar la estabilidad de PaDa-l, utilizando estrategias que han
demostrado ser efectivas para estabilizar otras enzimas, como lo son la
mutagénesis sitio dirigida y las modificaciones quimicas y fisicas. La importancia de
probar estas estrategias es que cada enzima es Unica; asimismo estas estrategias
incrementan nuestro conocimiento de esta familia de proteinas.

A través de modificaciones genéticas donde se reemplazaban residuos oxidables
cerca del sitio activo en PaDa-I se obtuvieron tres mutantes, ninguna de ellas mas
estable ante peroxido de hidrégeno que PaDa-I; se sugieren estrategias como la
evolucion dirigida para incrementar la estabilidad de PaDa-I.

Las modificaciones quimicas se realizaron con polietilenglicol (PEG) y quitosano
utilizando tres diferentes estrategias de modificacion; dos de ellas exitosas. PaDa-l
fue modificada activando PEG con cloruro ciandrico para posteriormente conjugar
el polimero con PaDa-I sobre los residuos de lisina. Esta modificacién no mejoro su
estabilidad ante ninguno de los factores mencionados. La modificacién con
quitosano utilizando como agente entrecruzante al glutaraldehido produjo un
entrecruzado no soluble en el que se retiene la enzima que se propone caracterizar
en un sistema de catalisis heterogéneo. Adicionalmente se encontr6 que el
quitosano actia como un agente estabilizador ante temperatura de PaDa-I al estar
presente en solucioén.



Introduccion

Las peroxigenasas inespecificas (UPOs) son enzimas extracelulares que catalizan
reacciones de oxidacion utilizando el peréxido de hidrogeno como donador de
oxigeno y aceptor de electrones. Estructuralmente, se sabe que son proteinas
hemo-tioladas, es decir, que tienen un residuo cisteina como ligando axial del grupo
hemo. Se sabe que son producidas exclusivamente por hongos, y fueron reportadas
por primera vez por Ullrich et al., 2004, la primera de estas enzimas reportada
(AaeUPO) la produce el basidiomiceto Agrocybe aegerita. Las reacciones
catalizadas por estas enzimas son muy diversas: catalizan hidroxilacion de alcanos
y compuestos aromaticos, epoxidacion de olefinas, oxigenacion de heterodtomos,
ruptura del enlace éter, oxidacion de bromuro y cloruro y compuestos de naturaleza
fendlica. Ademas, el tipo de sustratos que puede reconocer es muy diverso,
aproximadamente 400 compuestos han demostrado ser sustratos de las UPOs
(Hofrichter et al., 2020), por lo que se le atribuye una elevada versatilidad y por eso
se les ha denominado “inespecificas”.

Se ha comprobado que estas enzimas pueden ser usadas en la sintesis de
farmacos, pesticidas y en la transformacién de contaminantes ambientales,
convirtiéndolas en catalizadores de gran interés para diversas aplicaciones
biotecnoldgicas; sin embargo, el rol natural de las enzimas aun es incierto y por esta
razon se ha obstaculizado su expresion nativa al desconocerse los inductores. Por
tanto, una alternativa para estudiarles es la expresion recombinante. PaDa-I es una
variante recombinante de AaeUPO, que se obtuvo por evolucion dirigida y tiene
caracteristicas bioquimicas y cataliticas muy similares a la enzima nativa, con la
ventaja de que se puede producir facilmente en las levaduras Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoris.

Antecedentes

Historia

En 2004 se reporté en el basidiomiceto Agrocybe aegerita (AaeUPO) a la primera
enzima del grupo de las peroxigenasas inespecificas (unspecific peroxygenase,
UPOs) fangicas. Inicialmente se considerd una peroxigenasa aromatica (APO) por
su capacidad de hidroxilar compuestos aromaticos, sin embargo, después de que
se demostré su actividad con una amplia variedad de compuestos, su nombre
cambio a peroxigenasa inespecifica (Hofrichter et al., 2020).

En 2011 AaeUPO se reconocié como el primer miembro de una subclase de
oxidoreductasas (EC 1.11.2.1), que se consideran enzimas hibridas debido a que
combinan los atributos cataliticos de las hemo-peroxidasas clasicas y de las
enzimas tipo citocromo p450 (Ramirez-Escudero et al., 2018a) (Grobe et al., 2011).



La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago, que se incluyd en este grupo de
UPOs, se ha estudiado desde hace décadas, pero se habia considerado un caso
especial de las hemo-peroxidasas; esta enzima cataliza halogenaciones y su
funcidn fisiologica es participar en la sintesis de un antimicrobiano. Era la Unica
enzima conocida de esta familia hasta que se descubrié a AaeUPO, siendo estas
dos enzimas las mas estudiadas a la fecha y sobre las que se tiene mas informacion
(Sigmund & Poelarends, 2020).

Como se mencionaba, otro tipo de enzima con la que cominmente se compara a
las peroxigenasas inespecificas es el citocromo p450, debido a que es capaz de
hidroxilar enlaces C-H no activados (oxifuncionalizacion), una reaccion valiosa
principalmente en sintesis organica. Los citocromos p450 son similares a las UPOs
debido a su reconocimiento de sustratos de muy diversa naturaleza quimica; a que
el hierro esta coordinado por un &tomo de azufre de una cisteina; y a que se forma
un compuesto altamente oxidante que es el que cataliza la oxigenacion de un
sustrato. Sin embargo, las UPOs presentan ventajas por ser extracelulares y
solubles, lo que las hace mas estables; ademas de no requerir de cofactores
costosos, simplificando el sistema a implementar para sus posibles aplicaciones.

Clasificacion

Filogenéticamente en las UPOs existen dos familias de proteinas, la familia |
compuesta por secuencias cortas y presente en los filos Ascomycota,
Basidiomycota, Mucoromycotina, Glomeromycotina, Zoopagomycota,
Chytridiomycota,Oomycota y Bacillariophyta y puede subdivirse en dos sub familias,
la subfamilia 1.1 con 296 secuencias hipotéticas de UPOs con tamafio promedio de
31.9 kDay pl de 7.3, y la subfamilia 1.2; algo caracteristico de esta familia de UPOs
es que la mayoria carece de péptido sefal. Esta subfamilia incluye secuencias
hipotéticas de UPOs con un tamafio promedio de 29 kDa y un pl de 6.4; en esta
familia se encuentran las UPOs nativas caracterizadas de Chaetomium globosum
(CglUPOQ), Marasmius rotula (MroUPQO) y Marasmius wettsteinii (MweUPOQO) y de la
CPO de Caldariomyces fumago (Hofrichter et al., 2020).

La familia Il es de UPOs con secuencias largas, con un tamafio promedio de 44.4
kDa y un punto isoeléctrico promedio de 5.8, la mayoria de ellas contienen un C-
terminal con un puente disulfuro y se predicen secuencias que si contienen péptido
sefal; un representante de este grupo es la caracterizada AaeUPO, y también estan
la UPO recombinante de Coprinopsis cinerea (rCciUPO) y las enzimas nativas de
Coprinopsis verticillata (CveUPQO), Coprinellus radians (CraUPOQO) y Psathyrella
aberdarensis (PabUPO), asi como decenas de secuencias predichas en
basiodiomicetos. La familia Il también la podemos dividir en dos grupos, el primer
grupo comprende las enzimas mencionadas y en el segundo solo hay secuencias
hipotéticas donde ninguna proteina ha sido caracterizada hasta ahora (Hofrichter et
al., 2020). Con esta informacion solo es posible reafirmar lo mucho que hay por
descubrir de estas enzimas.



Estructuray mecanismo de catalisis

Las UPO contienen al grupo hemo (hierro protoporfirina IX) en su sitio activo, que
esta coordinado con un atomo de azufre de un residuo de cisteina, siendo este su
ligando axial (Hofrichter et al., 2020). La region de unién al hemo contiene un motivo
PCP (Pro-Cys-Pro) que permite que el grupo sulfhidrilo de la cisteina interactte con
el hemo, este motivo esta altamente conservado en UPOs; ademas en el sitio
catalitico se encuentra presente un par acido-base (Glu196-Arg186 en AaeUPQO)
involucrado en la ruptura del peroxido de hidrogeno (Hofrichter & Ullrich, 2014). La
estructura del sitio activo de AaeUPO se muestra en la Figura 1. Las enzimas de
esta familia estan altamente glicosiladas (entre 10 y 40% de su peso). Como en
otras hemo-peroxidasas fungicas extracelulares, el rol de la glicosilacion es mejorar
la solubilidad y estabilidad de las enzimas, sin afectar su actividad catalitica.
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Figura 1. Sitio activo de AaeUPO (PDB: 2YOR). Se muestra el grupo hemo en
rojo; la cisteina que coordina al hemo en azul y el par acido-base en amarillo.

Se han determinado pocas estructuras tridimensionales experimentalmente, a
continuacion, su nombre y su cédigo del Protein Data Bank:

La estructura de la cloroperoxidasa: 1CPO (Sundaramoorthy et al., 1995), AaeUPO:
2YOR (Piontek et al., 2013); MroUPO:5FUK (no publicado), PaDa-1:50XU
(Ramirez-Escudero et al., 2018b), HspUPO: 701R (Ratilio et al., 2021) y rCviUPO:
7ZCL (Linde et al.,, 2022). En general, se puede observar que las UPO en su
estructura contienen principalmente alfas hélices y betas plegadas que forman un
tunel que conecta el seno de la solucion con la cavidad del grupo hemo, y que
seguramente es por donde ingresan los sustratos. El tamafio del tinel y su forma
varia dependiendo de la enzima, ademas de los residuos que lo componen, lo que
puede estar relacionado con las diferencias de especificidad de estas enzimas
(Ramirez-Ramirez et al., 2020a).



El mecanismo de catdlisis general que utilizan estas enzimas inicia cuando entra el
peroxido de hidrogeno por el tunel e interactta con el grupo hemo, resultando en un
peroxo-complejo que se desprotona y facilita la ruptura de la union O-O generando
un oxoferril-hemo como la especie oxidante (llamada Compuesto I). Esta especie
interactda con el sustrato y es la responsable de transferir el atomo de oxigeno al
sustrato (Wang et al.,, 2017a) como podemos ver en la Figura 2. Este es el
mecanismo que le permite a las UPOs catalizar una diversidad de reacciones.
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Figura 2. Mecanismo de catdlisis simplificado de las UPOs (Hofrichter et al., 2015).

Reacciones catalizadas por UPOs

La diversidad de reacciones catalizadas por estas enzimas es una de sus
principales caracteristicas. Estas reacciones usualmente pueden dividirse en dos
tipos, con base en el niumero de electrones involucrados en la reaccion: las
oxidaciones de un electron (tipo peroxidasa) y las oxidaciones de dos electrones,
gue involucran la transferencia oxigeno (peroxigenasa). La posibilidad de usar estas
dos vias contribuye a que esta familia de enzimas sea capaz de catalizar reacciones
muy diversas (Figura 3). Particularmente, las hidroxilaciones y epoxidaciones son
reacciones muy importantes debido a que es posible convertir compuestos alifaticos
(acidos grasos, alcoholes, alcanos terpenos Yy esteroides) que son
termodinamicamente muy estables, en materias primas de industrias quimicas y
farmacéuticas, aumentando el interés en las UPOs por sus potenciales aplicaciones
(Hofrichter & Ullrich, 2014) (Wang et al., 2017b).



\OH

|

L OH
RNF
OH x
ﬁ/ Hydroxylation of sp2-C-H-bonds |
e e.g. in aromatics R//
Hydroxylation of sp®-C-H-bonds Hydroxylation of allylic/benzylic
in (cyclo)alkanes sp3-C-H-bonds

e

H

HyO0,

- = HO

o
(o]

AN o
oy ﬁf
I/ = Cl
R

o
o S S
Epoxidation of | Chemoenzymatic halogenation
H/ =

(o]
o
H

o
%

C=C-double bonds e.g. of phenols

Heteroatom oxygenation
e.g. sulfoxidation

Current Opinion in Chemical Biology

Figura 3. Ejemplos de reacciones catalizadas por UPOs (Wang et al., 2017b).

Interés biotecnoldgico

Por muchos afios las enzimas se han considerado alternativas en procesos
industriales que tipicamente se basan en sintesis y catalizadores quimicos, ya que
los procesos enzimaticos tienen ventajas ambientales y de simplicidad frente a la
sintesis quimica, ademas de que generalmente necesitan condiciones suaves para
la catalisis.

De manera general las enzimas fangicas representan al menos el 50% de
biocatalizadores aplicados a nivel industria por ser solubles, robustas y por su
elevado poder catalitico, caracteristicas que poseen las UPOs y que, sumadas a su
elevada versatilidad, a que no requieren cofactores y a que las reacciones
catalizadas por estas enzimas pueden ser altamente regio y enantioselectivas, han
convertido a las UPO en enzimas de gran interés para la biotecnologia,
principalmente en las reacciones de peroxigenacibn como se mencionaba
anteriormente.

De entre los 400 compuestos que han demostrado ser sustrato de las UPOs es
posible destacar algunos de ellos donde las UPO tienen aplicaciones potenciales
como biocatalizadores, por ejemplo, en la sintesis de farmacos como el diclofenaco,
el paracetamol y el 4,4'-dihidroxi-trans-estilbeno (Hofrichter et al., 2020), un analogo
del resveratrol que se ha investigado en los ultimos afos por su potencial



anticancerigeno y anti neurodegenerativo (Aranda et al., 2019). También es posible
utilizarlo en sintesis quimica como “building block” como en el caso del 1-naftol, un
quimico del que se usan 40,000 toneladas por afio para producir herbicidas,
insecticidas, compuestos farmaceéuticos y tintes; el 1-naftol se puede obtener a partir
de naftaleno en una reaccion de oxidacion catalizada por UPOs. Otra aplicacion
potencial es en la produccion de hidroxivitamina-D-25 como suplemento alimenticio
usado para animales de granja, reaccion catalizada por la recombinante de la UPO
de Coprinopsis cinerea y cuya patente posee Novozymes (Lucas et al., 2016)
(Martinez et al., 2017).

Asimismo la UPO es capaz de catalizar la oxidacion de contaminantes ambientales;
de la lista de contaminantes prioritarios de la EPA (con un total de 126
contaminantes) las UPOs pueden usar a 41 de estos compuestos como sustrato,
incluyendo hidrocarburos policiclicos aromaticos, bencenos clorados y compuestos
nitroaromaticos, todos compuestos altamente recalcitrantes que por otros métodos
es dificil oxidar (Karich et al., 2017) (Wang et al., 2017b).

En el trabajo realizado por (Karich et al., 2017) se demostré que 35 de 40 de estos
contaminantes prioritarios eran sustrato de las UPOs, utilizando para estos ensayos
solamente a la UPO de Marasmius rotula MroUPO y a la UPO de Agrocybe aegerita
AaeUPO; por lo que el rango real de contaminantes que las UPOs pueden oxidar
aun esta por descubrirse. Y no solo de contaminantes, como ejemplo tenemos a la
testosterona. Compuesto que no es oxidado ni por AaeUPO ni por MroUPO pero si
es oxidado por CglUPO, una UPO de Chaetomium globosum (Kiebist et al., 2017).
Afadiendo esta reaccion a las de interés biotecnoldgico catalizadas por las UPOs.

Diferentes UPOs tienen diferentes tuneles, (en tamafo, forma y composicién de
aminodacidos) estas diferencias hacen posible el reconocimiento y la oxidacién de
diferentes sustratos; es necesario aumentar el nimero de UPOs caracterizadas y
sus estructuras para tener un mayor entendimiento de la relacion entre estos
factores relevantes en el tanel y la especificidad de estas enzimas (Ramirez-
Ramirez et al., 2020a). El reciente analisis de la estructura cristalografica de
HspUPO (Rotilio et al., 2021) nos confirma que ligAaeUPO y HspUPO tienen una
conformacion similar, el estrecho tunel de HspUPO podria explicar su preferencia
por sustratos aromaticos con sustituyentes pequefios. Asi que lo mas probable es
que el numero de sustratos de interés siga en aumento entre mas de estas UPOs
se puedan caracterizar.



UPOs caracterizadas experimentalmente

Se han reportado hasta ahora mas de 4,000 secuencias hipotéticas de
peroxigenasas en genomas de diferentes hongos pero se han caracterizado
solamente 18 UPOs hasta la fecha: 10 provenientes de ascomicetos (CglUPO,
CPO, rHIinUPO, entre otros) y 8 de basidiomicetos (AaeUPO,MroUPO, CraUPO,
entre otros )(Kinner et al., 2021)(Hofrichter et al., 2015). Este hecho convierte a las
UPOs en enzimas de las que tenemos todo por aprender. En la Figura 4 podemos
ver esto reflejado graficamente, mostrandonos el bajo porcentaje de UPOs
caracterizadas respecto a las que se predicen en genomas de hongos, sefialando
las secuencias hipotéticas que corresponden a basidiomicetos, ascomicetos y otros
hongos.

UPQOs caracterizadas

UPOs no caracterizadas

UPOs hipotéticas

Ascomicetos

mm Basidiomicetos

mm Otros hongos

Figura 4. Caracterizacion de las UPOs. (Adaptado de (Kinner et al., 2021).

Las 18 UPOs caracterizadas se han expresado homoéloga o heter6logamente (Tabla
1); la expresién homologa se ha visto obstaculizada debido a que se desconoce el
rol de estas enzimas en la naturaleza (aunque se sugieren roles de detoxificacion,
degradacion de lignina o sintesis de metabolitos) (Hobisch et al., 2020) y por tanto
se desconocen sus inductores. Por tanto, y como se puede ver reflejado en la Tabla
1, aproximadamente la mitad de estas enzimas se ha expresado heter6logamente,
principalmente en organismos modelo como Sacharomyces cerevisiae. Este
organismo ya se ha usado anteriormente para producir heterologamente otras
enzimas de hongos (lacasas y peroxidasas) y ademas su maquinaria de
recombinacion homologa in vivo puede utilizarse para enriquecer las librerias
genéticas.

Otro modelo donde se han expresado UPOs exitosamente es Escherichia
coli (Linde et al., 2020), aunque su expresion es menor en comparacion con los
hospederos eucariotes (Pullmann et al., 2021).



Organismo

Caldariomyces fumago

Agrocybe aegerita

Coprinellus radians

Coprinopsis verticillata

Marasmius rotula

Chaetomium
globosum

Marasmius wettsteinii

Psathyrella
aberdarensis

Coprinopsis cinérea

Humicola insolens
Daldinia caldariorum
Chaetomium virescens
Thielavia terrestris

Myceliophthora
hinnulea
Myceliophthora
thermophila
Myceliophthora
fergusi
Hypoxylon sp.

Enzima

LfuCPO

AaeUPO

CraUPO
CveUPO

MroUPO

CgluPO

MweUPO

PabUPO

Enzima
recombinante,
Organismo

rLfuCPO, A. niger

rAaeUPO, s.

cerevisiae

PaDa-l, s. cerevisiae
& P.pPastoris

rMroUPO, E. coli &
S. cerevisiae & P.
pastoris

rCglUPQ, s.
cerevisiae & Pichia
pastoris

rMweUPQ, s.

cerevisiae

rCciUPODb, A. oryzae

rHinUPO, A. oryzae
rDcaUPO, E. coli
rCviUPO, E. coli
rTteUPO, s.

cerevisiae & Pichia
pastoris

rGmaUPOQ, s.

cerevisiae

rMhiUPO, p.
pastoris

rMthUPO, s.

cerevisiae

rMfeUPO, p.
pastoris

HspUPO, P. pastoris

Masa
molecular
(kDa)

42

45-46
52

43-45
42

32
27*

36

61

40-41

44

36
27*
24*
27-35
39*
28*
38*

28*

55

Referencias

Dunford (1999) and Kellner et al.
(2016)

(Ullrich et al., 2004) and Gupta et
al. (2018).

Molina- Espeja et al. (2014, 2015,
2016)

(Dau et al., 2007)

(Dau et al., 2007)

(Grobe et al., 2011) & (Ullrich et
al., 2018)

(Carro et al., 2019)

(Kiebist et al., 2017) & (Pillmann
etal., 2021)

(Ullrich et al., 2018) (Pillmann et
al., 2021)

(Kimani, 2019)
(Babot et al., 2013)

(Kiebist et al., 2017)

(Linde et al., 2020)

(Linde et al., 2020)

(Pullmann & Weissenborn, 2021)

(Ptllmann et al., 2021)

(Pullmann & Weissenborn, 2021)
(Ptllmann et al., 2021)
(Pullmann & Weissenborn, 2021)

(Rotilio et al., 2021)

Tabla 1. UPOs caracterizadas hasta la fecha, resaltadas en color rosa se muestran
las que se han logrado expresar homoélogamente (y heterélogamente) y en verde

las que solo se han logrado expresar heterélogamente.
* masa molecular sin glicosilar



Expresion recombinante de las UPOs

Uno de los principales obstaculos para el estudio e ingenieria de las UPOs es su
baja expresion. Como podemos ver en la Tabla 1 los esfuerzos de producir estas
enzimas en los ultimos afios se han centrado en la expresion heterologa. Entre las
dificultades para ésta se encuentran las modificaciones post-transcripcionales, los
diferentes usos de codones y la unién del grupo prostético hemo, mismas que han
afectado a las hemo-proteinas con anterioridad. Sin embargo, para la UPO de A.
aegerita (AaeUPOQO), este obstaculo fue superado por Molina-Espeja, 2016 que
mediante evolucion dirigida expresé esta enzima en P. pastoris y S. cerevisiae,
siendo este el caso mas exitoso en ingenieria de UPOs hasta la fecha (Hobisch et
al., 2020) mejorando la expresion de la enzima 3,200 veces.

La estrategia empleada fue inicialmente fusionar distintos péptido sefial a la
secuencia de la proteina y posteriormente someterlas a rondas de mutagénesis
aleatoria y recombinacion de ADN. Se obtuvieron librerias génicas y se evaluaron
las mutantes con un cribado de alta capacidad o alto rendimiento (high-throughput
screening) que permite evaluar simultineamente las actividades peroxidasa y
peroxigenasa, permitiendo seleccionar a las mutantes mas eficientes en cuanto a
expresion en cada ronda (Molina-Espeja et al., 2014). El resultado fue la obtencién
de la mutante PaDa-I, con propiedades espectroscopicas, bioquimicas y cataliticas
muy similares a AaeUPO, pero con una expresion en levadura érdenes de magnitud
mayor a la enzima parental y con actividad catalitica mejorada (mejoré 18 veces la
eficiencia catalitica de la oxidacién de NBD comparado con AaeUPO), abriendo la
posibilidad de disefiar y aplicar mutantes UPO para diversos procesos
biotecnolégicos.

PaDa-| posee 9 mutaciones en comparacion con la enzima parental AaeUPO, 4 de
ellas en el péptido sefial y 5 en la proteina madura, todas ellas lejos el sitio activo.
Se ha especulado que la mejora en la eficiencia catalitica puede deberse a una
mutacion que causa que el canal de acceso al hemo sea mas amplio (Molina-
Espeja, 2016). PaDa-l tiene una masa ligeramente mayor en comparaciéon con
AaeUPO, relacionado con su mayor nivel de glicosilacidon, 22% para AaeUPO y 30%
para PaDa-l. La sustitucibn de aminoacidos no introdujo nuevos sitios de
glicosilaciébn, mas bien se sabe que S. cerevisiae tiende a hiperglicosilar. Sin
embargo, a pesar de que la glicosilacién generalmente confiere cierta estabilidad,
PaDa-l y AaeUPO tienen estabilidad ante temperatura muy similar, aunque en la
variante PaDa-l si aument6 ligeramente la estabilidad ante solventes organicos
(Molina-Espeja et al., 2014).

A la fecha solo conocemos las estructuras cristalograficas de 5 UPOs: CPO,
AaeUPO, MroUPO y HspUPO, y de esta variante de AaeUPO: PaDa-l. Tener
acceso a esta estructura nos permite tener la informacion estructural pertinente para
el disefio racional de mutantes de esta enzima, con el fin de modificar ciertas
propiedades que podrian ser de interés para sus aplicaciones potenciales.



Es comun que, para poder usar las enzimas como catalizadores en cualquier
proceso, sea necesario mejorar ciertas propiedades: estabilidad ante temperatura,
pH, actividad en presencia de altas concentraciones de sustrato/producto, tolerancia
a solventes organicos o enantioselectividad, entre otras.

PaDa-l posee muchas caracteristicas para ser un biocatalizador prometedor, sin
embargo, aln es necesario mejorar algunas propiedades para que sea posible su
uso fuera de los laboratorios de investigacion. Entre los objetivos mas importantes
en laingenieria de las UPOs y especificamente de PaDa-I se encuentran: convertirla
en una peroxigenasa enantioselectiva, lograr una mejora de su estabilidad en
presencia de solventes y mejorar su estabilidad en presencia de peréxido de
hidrogeno (Molina-Espeja, 2016). Las UPO han mostrado enantioselectividad en
reacciones como sulfoxidaciones, epoxidaciones e hidroxilaciones de enlaces sp3
C-H. Y en la actualidad, a pesar de estar en una fase temprana de desarrollo, estas
enzimas alcanzan niveles suficientes de sintesis para darles una aplicacion en un
medio de reaccion optimizado (Bormann et al., 2015).

Por lo que en este proyecto nos enfocaremos en la mejora de PaDa-I en relacion
con su estabilidad, abordando los ultimos dos objetivos que se mencionan en el
parrafo anterior, y agregando termoestabilidad, una caracteristica importante a
considerar en los procesos a escala industrial.

Estrategias para estabilizar a PaDa-I

Para empezar a entender las estrategias para estabilizar a las enzimas, es
necesario entender por qué las enzimas se inactivan y como las estrategias que se
plantean para PaDa-| evitarian su inactivacion.

Dados los objetivos de este trabajo se abordaran las razones por las que estas
enzimas se inactivan en presencia de peréxido de hidrégeno, altas temperaturas y
la presencia de solventes, y posteriormente las diversas estrategias que para otras
enzimas similares a PaDa-l (lacasas, citocromo C y peroxidasas) han funcionado
para conferirles mayor estabilidad.

Estabilidad ante peroxido de hidrégeno

Todas las hemo-proteinas se inactivan en presencia de su co-sustrato, el perdxido
de hidrégeno, limitando la estabilidad de las enzimas y por tanto la velocidad, la
conversién y la eficiencia (medida como catalizador consumido) de la reaccion.

Para plantear una estrategia es necesario recordar que en la inactivacion por
peréxido de hidrogeno el Compuesto | (el responsable de transferir el atomo de
oxigeno hacia el sustrato) puede seguir diferentes vias de descomposicién que
resultan en la inactivacion de la enzima; de forma general, se han descrito dos
mecanismos:



¢ Blanqueamiento del hemo: el grupo hemo es oxidado y degradado, liberando
el atomo de hierro.

e Oxidacion de residuos de la enzima: las especies reactivas pueden oxidar
residuos tanto en la superficie de la enzima como en la vecindad del hemo,
generalmente residuos con un bajo potencial redox (Cys, Met, Trp, Tyr);
estos residuos se muestran ordenados de acuerdo con su potencial redox
(incluyendo algunas otras reacciones) en la Tabla 2.

Redox Reaction E.(mv) Tabla 2. Potencial redox de algunas
- - reacciones involucradas en la inactivacion

HO- + H* + e — H,0 2200 L

Mn (Ill) + e~ — Mn (Il 1549 ~ OXidativa _ de las

Met-* + e — Met 1500 peroxidasas/peroxigenasas.

HOO- + H' + & — H,0, 1480 Tomada de Valderrama et al., 2002.

VAt + e — VA 1400

Trp-" + e —Trp 1200

TyrO- + e~ + HY — TyrOH 930

CysS: + e + H™ — CysS 900

Para PaDa-| se sabe que la destrucciéon del hemo es el principal mecanismo de la
inactivacion y que esta inactivacion ocurre en pocos minutos aun utilizando
concentraciones estequiométricas de peréxido de hidrégeno. En el trabajo de Karich
et al. 2016 se realizaron experimentos donde por HPLC evaluaban la degradacion
del grupo hemo de AaeUPO (enzima nativa, bioquimicamente igual a PaDa-l). El
ensayo se realiz6 agregando perdxido de hidrogeno hasta que no quedaba actividad
(99% de inactivacion) y se observé que el grupo hemo estaba degradado. En
nuestro laboratorio se realizaron méas estudios que confirman que el principal
mecanismo de inactivacion para PaDa-l es la destruccion del hemo; en el estudio
se complementé el medio de reaccion con moléculas conocidas como atrapadores
de radicales libres que provocan la inactivacion (scavangers) y no se observé un
retraso de la inactivacion por peroxido de hidrégeno en PaDa-1 (Mireles Raul, 2020).

Se han utilizado diversas estrategias para resolver este problema y las podemos
clasificar en tres:

e Dosificacion de peroxido en el medio de reaccion
Desde este enfoque se intenta mantener la concentracién de peréxido de
hidrégeno en niveles que le permitan a la enzima realizar la catélisis sin inactivarla.
Para la generacion de peréxido de hidrégeno in situ se han utilizado estrategias
donde un catalizador (Ej. Glucosa oxidasa) oxida a un sustrato y como
consecuencia de esta reaccidon se produce peroxido de hidrégeno que la



peroxigenasa usara ahora para oxidar a su sustrato. Las estrategias mas relevantes
gue se han empleado se muestran en la Tabla 3.

Cosustratoreq 0, Productog,
Catalizador Peroxigenasa
Coproducto,y H0, Sustratoreq
Catalizador Cosustrato Coproducto
Glucosa oxidasa Glucosa Gluconolactona
Catodo - -
Pd Ha -
Flavina/hy EDTA CO;, formaldehido, etilendiamina

Tabla 3. Algunos ejemplos de métodos de generacion in situ de peréxido de
hidrogeno, acoplados a reacciones mediadas por peroxigenasas. En la parte inferior
de la Tabla se ejemplifican los catalizadores que se han utilizado, con los
respectivos cosustratos que se tienen que utilizar en las reacciones y el coproducto
gue se genera. Tomado de (Holtmann et al., 2014).

Cada método tiene su ventajas y desventajas, entre sus ventajas
encontramos la simplicidad, y entre las desventajas podemos destacar el requerir
equipo especializado, la generacion de subproductos y el impacto de la generacién
del peréxido de hidrogeno otros componentes del solvente (ej. pH). Ademas, con
estas estrategias aun se tiene que establecer un disefio especifico para cada
reaccion de peroxigenacion debido a que la eficiencia en el uso del peréxido
dependera de qué tan bien compite la reaccion de interés con la reaccion secundaria
de inactivacion (Holtmann et al., 2014).

e Unién a un soporte

El efecto de la inactivacion por peréxido de hidrégeno se minimiza reduciendo la
exposicion de los grupos que tienden a ser oxidados en la superficie o evitando
modificacion quimica de la enzima (Hernandez et al., 2012), esto se logra uniendo
en el exterior de la enzima un soporte adecuado que evite esta exposicion. En el
trabajo realizado por (Fernandez-Lafuente et al., 1999) se mejor6é 20 veces la
estabilidad de la D-aminoacido oxidasa (DAAO) a peroxido de hidrogeno a traves
de la modificacion quimica con glioxil-agarosa y su post-inmovilizacién con
dextrano-aldehido. Estas modificaciones obstaculizan el acceso a los grupos
sensibles a ser oxidados por el peréxido de hidrégeno, aumentando asi su



estabilidad. Sin embargo, se perdi6 aproximadamente un 20% de la actividad
enzimatica después de la modificacidon y la post-inmovilizacion.

¢ Ingenieria de proteinas
El enfoque de esta estrategia es aumentar la estabilidad de las enzimas ante
peroxido de hidrégeno haciendo mutaciones especificas, principalmente en
residuos de bajo potencial redox como metionina, cisteina, triptéfano e histidina.

Estas estrategias no son excluyentes entre si, por lo que la optimizacion de las
enzimas respecto a su tolerancia a perdxido de hidrégeno se puede lograr
combinando todos estos enfoques, sin embargo, y aunque cada estrategia presenta
sus ventajas, la ingenieria de proteinas nos permite una solucion mas directa por
gue involucra solo modificaciones en la proteina que posteriormente se pueden
sumar a las estrategias de inmovilizacién y dosificacion de peréxido de hidrégeno
(Zhao et al.,, 2019). Ademas de que, a través de la ingenieria de proteinas
aprendemos mas acerca del papel que juega cada aminoacido en la estructura de
la enzima que se modifique.

El reemplazo de residuos se ha realizado principalmente en la vecindad del hemo.
En esta estrategia se pueden reemplazar directamente los residuos de bajo
potencial redox alrededor del sitio activo, alterando las vias de transferencia de
electrones y asi retardar o suprimir la inactivacion (Valderrama et al., 2002).

En el trabajo realizado por Karich et al, 2016 se analiz6 la destruccién del hemo en
AaeUPO, MroUPO y rCciUPO, permitiéndonos comparar la inactivacion por
peroxido de hidrégeno entre estas enzimas. Destaca el hecho de que se necesita
una concentracion de aproximadamente 3 veces mas peréxido de hidrégeno para
alcanzar la destruccién del hemo en MroUPO y rCciUPO comparadas con AaeUPO.
Para realizar una propuesta de los aminoacidos que se deben reemplazar en PaDa-
I, se analizara la estructura tridimensional y la ubicacién de los residuos oxidables
en estas enzimas.

Otra estrategia de la ingenieria de proteinas es la evolucion dirigida. A diferencia de
la mutagénesis sitio dirigida, basada en un analisis racional de la vecindad del hemo,
con la evolucion dirigida se han obtenido variantes hasta 100 veces més estables
en presencia de peroxido de hidrogeno. Los ejemplos mas representativos se
muestran en la Tabla 4.



Enzima

Mejora en la
estabilidad
H20:2 (half-life)

Mutaciones

Referencia

Manganeso
peroxidasa

4.4xenl1l mM
de H202

9% en 0.1 mM
de H202

Las mutantes contienen 3
sustituciones (elegidas previamente)
en residuos de la esfera del hemo.
Sustitucion comun: L83l. El residuo
A79 se cambidé por Eo0 S, y el residuo
N81 por S o L en todas las mutantes.
La mejora en la estabilidad oxidativa se
dio por un mejor arreglo local alrededor
del sitio de unién a H202

(Miyazaki-
Imamura et
al., 2003)

Peroxidasa
de
Coprinus
cinereus
(CiP)

100x en 0.2
mM H20:2

Se acumularon 7 mutaciones: 149S,
V53A, T121A, M166F, E239G, M242],
Y272F. Mutaciones lejos del sitio
activo, se compacto la estructura de la
enzima. Se presume que el hemo esta
mas protegido por un contacto mas
estrecho entre las hélices que forman
a la peroxidasa.

(Cherry et
al., 1999)

Peroxidasa
versatil

5.3x en una
relacion molar
H20O2/enzima
de 4000:1

Se acumularon 4  mutaciones
silenciosas: E37K, V160A, T184M vy
Q202L.

El nuevo residuo K37 establece un
puente de hidrégeno con la Asp30
adyacente de la hélice A. Causando
que estas dos hélices estén mas
cercanas. Este posible cambio en la
posicion de la hélice B (donde se
encuentran los residuos cataliticos)
puede afectar la unién a peréxido de
hidrégeno.

(Garcia-
Ruiz et al.,
2012)

Peroxidasa
versatil

12x en 3000
equivalentes
molares de
H20:2

Se acumularon 8 mutaciones: N11D,
G35K, E40K, T45A, S86R, P141A,
F186L, T323l.

La mutacion P141A permite una
modificacion en un loop cercano al
hemo y las mutaciones S86R y T45A
cambian la posicion de la hélice
conteniendo los residuos cataliticos.
Estas mutaciones pueden afectar la
union a peroxido de hidrégeno.

Las mutaciones G35K, E40K impiden
la unibn a Mn relajando el estrés
oxidativo de la enzima.

(Gonzalez-
Perez et
al., 2014)




Se acumularon 5 mutaciones: P106R,

Q210H, L211V, A243R, F255L.

La mutacion A243R esta en la

superficie, pero estd cerca de W171y

6x en la del grupo hemo.

afinidad (Km) | La mutacion Q210H parece favorecer
ante H20> el paso del estado basal al activado de

la enzima. La histidina se encuentra

comunmente en el sitio activo de

enzimas similares.

Lignina
peroxidasa

(Ryu et al.,
2008)

Tabla 4. Mutantes de peroxidasas obtenidas por evolucion dirigida donde se
aumento la estabilidad oxidativa.

Estabilidad ante temperatura y solventes organicos

Otro de los parametros cruciales para considerar a una enzima apta para una
aplicacion dada es la termoestabilidad; esta propiedad les confiere a las enzimas
estabilidad cinética lo que se traduce en que la enzima se puede usar en
condiciones industriales que pueden ser consideradas agresivas para los
biocatalizadores, impactando en su capacidad de reutilizacién y como consecuencia
en los costos. Ademas de que una elevacion en la temperatura acelera las
reacciones y contribuye a la solubilidad del sustrato (Xu et al., 2020). PaDa-I no es
particularmente una enzima susceptible a la temperatura, su termoestabilidad, en
términos de T50 °C (temperatura a la que PaDa-I pierde 50% de su actividad inicial
después de una incubacién durante 10 min) es de 55 °C, sin embargo, un
incremento en la termoestabilidad supondria una mejora en el proceso, esta
generalidad le aplica a PaDa-lI como biocatalizador potencial.

La estabilidad de las enzimas en solventes organicos es relevante dado que a veces
es necesario solubilizar los sustratos hidrofobicos en ellos, favorecer ciertas
reacciones o evitar otras. PaDa-| es capaz de catalizar reacciones de interés con
sustratos hidrofébicos (como los hidrocarburos policiclicos arométicos), por lo que
la optimizacién de su estabilidad ante solventes organicos es de importancia para
diversas potenciales aplicaciones, asi PaDa-l se podria usar en un disolvente que
permita solubilizar adecuadamente a algun sustrato de interés sin desestabilizar su
conformacién y sin afectar su elevada actividad enzimética (Martin-Diaz et al.,
2021). Se espera que estas optimizaciones no solo nos permitan incrementar el
potencial de los procesos enzimaticos en su aplicacién industrial, si no también
explorar areas que se habian excluido por la inestabilidad de las enzimas ante estas
condiciones (Zhang Tong et al., 2010). Actualmente, PaDa-I pierde méas del 50% de
su actividad en un medio con 10% de acetonitrilo (Molina-Espeja et al., 2019), este
disolvente al 10% es comunmente utilizado para solubilizar 5-nitro-1,3-benzodioxol,
sustrato estandar de PaDa-I (Poraj-Kobielska et al., 2012).



Para utilizar a las enzimas a un nivel industrial se ha considerado la estabilidad ante
temperatura y solventes organicos como una de las caracteristicas mas relevantes,
dadas las condiciones de un proceso industrial, y en muchos casos estas dos
propiedades estan relacionadas (Choi et al., 2015).

La estructura tridimensional plegada de una enzima depende de sus interacciones
covalentes y no covalentes, tanto entre los residuos de la proteina como de su
interaccion con el solvente. Estas interacciones estan estrechamente relacionadas
con la estabilidad estructural de las enzimas, y de manera muy directa con la
termoestabilidad de éstas. La inactivacion por temperatura generalmente se da
dado que, al aumentar la temperatura la energia libre de Gibbs se reduce hasta que
eventualmente se vuelve menor que 0 y el estado desplegado tiene menor energia
libre, por lo que la proteina se despliega. Las estrategias que se utilizan para evitar
el desplegamiento tienden a aumentar las interacciones o a proteger a la enzima de
su entorno (Cieplak & Sutkowska, 2005).

La inactivacion de enzimas por solventes organicos miscibles en agua (y en general
para las proteinas) ocurre porque las enzimas en solucion acuosa tienen una capa
formada por moléculas de agua unidas a la superficie de la proteina por puentes de
hidrogeno, que es esencial para darle estructura a la proteina y para las funciones
enzimaticas. Cuando se agrega un solvente miscible en agua éste desplaza algunas
moléculas de agua de la superficie de la proteina causando que la estructura
conformacional se desestabilice y la proteina se desnaturalice (Plou & Ballesteros,
1999). Adicionalmente, algo similar ocurre en el sitio activo de varias enzimas;
muchas enzimas tienen un sitio activo hidrofébico, por lo que la interaccién con
sustratos hidrofébicos se ve favorecida sobre la interaccion sustrato-agua (en el
medio de reaccién), cuando en el medio de reaccién el agua es reemplazada con
algunas moléculas del solvente organico, los sustratos hidrofébicos son
termodinamicamente mas estables en el solvente organico que en el agua, se altera
la termodinamica de la reaccion resultando en una disminucion de la actividad
enzimatica (Doukyu & Ogino, 2010).

Con esto podemos asumir que las proteinas tenderan a desnaturalizarse menos si
ese escudo de agua se une mas fuerte a los grupos funcionales en la superficie de
la proteina, por lo que introducir grupos polares o cargados por modificacion
covalente incrementard la afinidad de la proteina por el agua. Otra estrategia es
crear un microambiente donde la enzima esté mas protegida de estos factores
externos. Con este objetivo se han explorado estrategias muy diversas para
estabilizar a las enzimas que podemos ver representadas en la Figura 5.
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Figura 5. Estrategias para estabilizar enzimas. Tomado de Silva et al., 2018.

Ante factores inactivantes como alta temperatura y presencia de solventes
organicos, la modificacion quimica con polietilenglicol (PEG) ha dado buenos
resultados. El PEG un polimero estabilizante, biodegradable y capaz de preservar
la capacidad catalitica de una enzima. Esto se debe a los efectos que causa el
confinamiento, el impedimento estérico y las preferencias de hidratacion de la
proteina en presencia de PEG, ya que es un polimero polar; se ha observado que
el efecto protector es mejor cuando se utiliza PEG de alto peso molecular (=5 kDa)
(Jain et al., 2020).

Esta estrategia ha sido usada en enzimas como la peroxidasa de rabano, el
citocromo cy la cloroperoxidasa, logrando mejorar la eficiencia catalitica en diversos
solventes, aumentar el rango de sustrato y mejorar drasticamente la
termoestabilidad (Jeng & Lin, 2006) (Tinoco & Vazquez-Duhalt, 1998) (zhi et al.
2007). Estas mejoras en las propiedades se resumen en la Tabla 5.

Proteina Propiedad Libre Con PEG Referencia
(actividad (actividad
residual) residual)
Peroxidasa de Estabilidad ante  Inactivacion 70 % (Jeng & Lin,
rabano acetonitrilo>40% 2006)
Citocromo C Rango de sustrato 8 PAH (de 17 PAH (de (Tinoco &
20) 20) Vazquez-Duhalt,
1998)
Cloroperoxidasa Termoestabilidad Inactivacion 26% (Zhi et al. 2007)
50 min a 60 °C

Tabla 5. Enzimas modificadas con polietilenglicol. Las enzimas modificadas e
informacion respecto a la propiedad mejorada por la modificacion.



Otro polimero empleado comunmente para modificar a las enzimas es el quitosano,
con diversos grupos funcionales presentes naturalmente que le confieren polaridad
y permiten la interaccion (covalente y no covalente) entre éste y la enzima. Ademas
de ser biodegradable, con resistencia a la degradacién quimica y abundante en la
naturaleza, ha demostrado que confiere a las proteinas estabilidad ante solventes
organicos y temperatura. Ejemplo de esto son los trabajos realizados por Mohamed
et al. 2013 y Zhang et al. 2009, donde se modifico la peroxidasa de rabano y la
cloroperoxidasa con quitosano, creando interacciones proteina-soporte del tipo no
covalente que ayudan a mantener la conformacion de la enzima. Como podemos
observar en la Tabla 6 se mejoré la tolerancia a solventes organicos y la
termoestabilidad respectivamente.

Enzima Propiedad Libre Quitosano  Referencia
(actividad (actividad
residual) residual)
Peroxidasa de Tolerancia a 55% 85% (Mohamed et
rabano solventes al. 2013)
(Butanol 10%, 1h)
Cloroperoxidasa Termoestabilidad = Inactivacién 40%
(50 min, 50°) (Zhang et al.
2009)

Tabla 6. Enzimas modificadas con quitosano. Ejemplos de enzimas modificadas
e informacion respecto a la propiedad mejorada por la modificacion.

La estabilidad ante temperatura y solventes organicos en PaDa-| se ha determinado
para la enzima inmovilizada. En el trabajo realizado por Molina-Espeja et al., (2019)
se inmoviliz6 a PaDa-l con una estrategia de directed unique-point covalent
immobilization (DUCI, por sus siglas en inglés) controlando la orientacion de la
enzima en un soporte comercial de tiol sefarosa, reemplazando una serina por una
cisteina, para llevar a cabo la modificacion quimica (inmovilizacién) sobre este
residuo. Se midi6é la actividad residual de PaDa-l por ensayos colorimétricos
después de ser incubada en un medio con solventes organicos (0 a 30% de
acetonitrilo) y a diferentes temperaturas (35 a 65 °C) por una hora y se comparé con
la enzima inmovilizada. EIl solvente organico utilizado fue el acetonitrilo y respecto
a esta propiedad la actividad residual de la enzima inmovilizada es solo ligeramente
mas elevada (menos de 20%). Algo similar ocurre en el caso de la termoestabilidad
donde sd6lo a 55 °C hay una mejora y se retiene 3 veces mas actividad residual con
la enzima inmovilizada, como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Actividad residual de PaDa-l. Ensayos de % de actividad residual de
PaDa-l después de 1 h de incubacion a diferentes temperaturas (A) y diferentes
concentraciones de acetonitrilo en el medio (B) de PaDa-I libre e inmovilizada, datos
adaptados de Patricia Molina-Espeja et al., 2019.

Ademas de que la unién a un soporte les confiere a las enzimas estabilidad ante
ciertas condiciones, también hace posible que la enzima sea reutilizada. La
reutilizacién de enzimas permite reducir los costos de un proceso y contribuye a que
el uso de enzimas se considere una tecnologia rentable.

En el trabajo de Molina-Espeja et al., 2019 también se probé la capacidad de
reutilizacion de la enzima unida al soporte. Sin embargo, debido a la inactivaciéon
por peroxido de hidrogeno, la enzima se inactivo después de dos ciclos. Mas
investigacion para conferirle a PaDa-l resistencia a perdxido de hidrégeno podria
favorecer capacidad de su reutilizacion de esta enzima. Pese a que en este trabajo
se demostrd que la inmovilizacién mejoré ligeramente la estabilidad de PaDa-l, esta
técnica no esta enfocada en mejorar la estabilidad de la enzima, ya que la union al
soporte no la protege directamente (la interaccidén con el soporte es solo sobre una
pequefia parte de la superficie de la enzima, al ser solo un residuo el que se utilizo
para la unidon enzima-soporte). Es necesario explorar mas técnicas que le
proporcionen a PaDa-I la estabilidad deseada, ademas de resolver el problema de
la inactivacion por peroxido de hidrégeno.



La estabilidad de PaDa-| se probara ante solventes organicos que no son sustratos
de PaDa-l, con un impacto ambiental de bajo a moderado (Capello et al., 2007) y
gue ya se hayan utilizado en otros trabajos (Martin-Diaz et al., 2021) para poder
realizar una comparacién con la bibliografia (por ejemplo el acetonitrilo, la acetona
y el DMSO).

Justificacion

Las peroxigenasas inespecificas son enzimas novedosas, con caracteristicas muy
prometedoras como biocatalizadores por la versatilidad en las reacciones que
catalizan y por su regio y enantioselectividad. Hasta ahora se han podido estudiar
pocas de ellas. Sin embargo, se han reportado cientos de secuencias hipotéticas en
genomas de hongos, por lo que con su amplio rango de sustrato y todas las enzimas
gue faltan por caracterizar, estas enzimas representan una herramienta muy valiosa
en diferentes &mbitos.

Resolviendo los problemas de estabilidad que presentan estas enzimas, las
peroxigenasas podrian ser aplicadas en una amplia variedad de procesos
(Pullmann et al., 2021). Por tanto, el propésito de este proyecto es realizar
modificaciones quimicas y genéticas de la variante PaDa-I con el fin de mejorar su
estabilidad ante temperatura, solventes organicos e inactivacion por peréxido de
hidrogeno.

Finalmente, es importante mencionar que una de las alternativas mas empleadas
para generar un catalizador mas adecuado para los procesos es usar ingenieria de
proteinas, comunmente acompafiado de un proceso que posteriormente le da mas
estabilidad a la enzima como seria la union de la enzima a un soporte para hacerla
mas robusta (Singh et al., 2013). En esta tesis se probaran ambas estrategias para
intentar obtener un biocatalizador méas estable.



Hipotesis:

La estabilidad de PaDa-l ante diversos agentes puede mejorarse a través de
modificaciones quimicas en la superficie o a través de modificaciones genéticas que
reduzcan la susceptibilidad de la enzima a oxidarse

Objetivo general:

Evaluar el efecto de modificaciones quimicas y genéticas llevadas a cabo en PaDa-
I con el fin de mejorar su estabilidad a temperatura, solventes organicos e
inactivacion por peroxido de hidrégeno.

Objetivos especificos:

» Obtener por mutagénesis sitio dirigida variantes de PaDa-I en las cuales se
reemplacen residuos oxidables en la vecindad del hemo, por residuos menos
oxidables

+ Evaluar la estabilidad y actividad ante peroxido de hidrégeno de las variantes
de PaDa-I

+ Realizar modificaciones quimicas en la superficie de PaDa-l con quitosano
utilizando la quimica de la carbodiimida o del glutaraldehido

* Realizar modificaciones quimicas en la superficie de PaDa-l con
polietilenglicol 5000

+ Evaluar la actividad y estabilidad de PaDa-1 modificada quimicamente



Estrategia experimental.

Modificaciones genéticas.

La informacién que tenemos del trabajo de Karich et al. 2016 respecto a la mayor
tolerancia de MroUPO y rCciUPO a peroxido de hidrogeno nos llevé a plantearnos
usar ambas enzimas como modelo. La estructura cristalografica de rCciUPO no esta
disponible por lo que se utiliz6 su secuencia para realizar un modelado por
homologia y obtener una estructura. Sin embargo, los residuos oxidables en PaDa-
'y en rCciUPO son los mismos en las posiciones equivalentes dado el modelo. Por
lo que solo se utiliz6 a MroUPO como modelo.

Se analizaron los residuos oxidables en la vecindad del hemo de PaDa-I, a menos
de 13 A solo encontramos metioninas y tirosinas (Met, Tyr) y se realizd el mismo
analisis en MroUPO. Con un alineamiento los residuos oxidables de PaDa-l se
compararon con los residuos correspondientes en MroUPO como se muestra en la
Figura 7 y se propone realizar las siguientes mutaciones:

CYS CYS

_'#U. ad

MET127 T TE0 % 4
- [ TYR160 |
] TYR121

Figura 7. Comparacion de residuos oxidables. Residuos oxidables en la
vecindad del hemo de PaDa-l comparados con los residuos correspondientes en
MroUPO.

MET 127 por LEU (90)

La metionina presente en PaDa-| esta muy cercana al grupo hemo (a 4.3 A), por lo
que se sugiere modificarla por leucina, que seria el aminoacido equivalente presente
en MroUPO y se conservaria la hidrofobicidad.

TYR 194 — SER (154)

Como podemos ver en la Figura 7, la tirosina 194 esta a una distancia de 7 A del
grupo hemo, por lo que podria ser oxidada, se propone modificarla por una serina,
el residuo equivalente en MroUPO, que tiene propiedades similares, en especifico
el grupo hidroxilo.

TYR 160 — PHE
La tirosina 160 también es un residuo oxidable, sin embargo, este residuo esta
también presente en MroUPO. Como podemos ver en la Figura 7 el grupo OH de la



tirosina 160 esta cerca del sitio activo y es susceptible a ser oxidado, por lo que su
sustitucion con fenilalanina evitaria la presencia del grupo OH.

El propdsito de esta estrategia donde se conservan residuos similares en cuanto a
cargas y tamafos es para afectar en la menor medida posible las interacciones de
las cadenas laterales. Las modificaciones que se realizaran se presentan en la
Figura 10.

Modificaciones quimicas.

Existen dos caracteristicas importantes a considerar en PaDa-| para su modificacion
quimica o fisica, su elevado nivel de glicosilacion y el tinel que le permite al sustrato
interactuar con el sitio activo.

Las modificaciones quimicas que se realizaran seran las modificaciones con los
polimeros activados de polietilenglicol y quitosano, mediante la modificacion
especifica de las lisinas presentes en el exterior de PaDa-I, con la intencién de
mantener el ambiente del tanel intacto como se muestra en la Figura 8. La
modificacién quimica mas comun para unir el PEG y una enzima es sobre los e-
amino de los residuos de lisina, a través de alquilacién o acilacion (Veronese y Mero,
2008) que se favorece a valores altos de pH (> 8). Se utilizaran como agentes
entrecruzante el cloruro cianurico para la modificacion con PEG y el glutaraldehido
para la modificacion con quitosano, esto lo podemos ver resumido en la Figura 10.

Figura 8. Lisinas en la superficie de PaDa-l. Las 11 lisinas de la superficie
mostradas en color magenta se encuentran lejos de la entrada del tunel (verde) que
permite la entrada del perdxido de hidrégeno y del sustrato al grupo hemo (en rojo)
en el sitio activo.

La modificacién quimica con quitosano también se llevara a cabo sobre los acidos
carboxilicos de la superficie de PaDa-l, de los cuales se pueden contabilizar 20. En
este caso el ambiente del tunel podria verse afectado y es posible que la actividad



enzimatica se vea disminuida. Como podemos ver en la Figura 10 se utilizara a la
carbodiimida como entrecruzante.

Figura 9. Acidos carboxilicos en la superficie de PaDa-I. Los acidos carboxilicos
de la superficie mostrados en color azul se encuentran distribuidos uniformemente
sobre la superficie de PaDa-I.
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Figura 10. Estrategias experimentales para modificar a PaDa-I.




Metodologia
Expresion y purificacion de PaDa-I

La obtencion y purificacion de PaDa-l se realiz6 de acuerdo al protocolo
desarrollado por Molina-Espeja et al. 2014, y que ha sido adaptado al laboratorio de
Biocatélisis Redox por Ramirez-Ramirez et al., 2020.

Preparacion de células competentes de Saccharomyces cerevisiae

En 20 mL de medio YDP (glucosa, extracto de levadura y bactopeptona) con
cloranfenicol a 25 mg/mL se coloco un cultivo de S. cerevisiae BJ5465 a 30°C con
agitacion de 200 rpm durante dos dias.

El cultivo se refrescé en el mismo medio a una densidad Optica (600 nm) de 0.2,
después de aproximadamente 6 h al alcanzar una densidad Optica de 1-1.2, se
centrifugan las células a 5,000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se desechd el
sobrenadante y se lavé dos veces mas con agua MiliQ estéril. Finalmente, las
células se resuspendieron en 1 mL de amortiguador de transformacién del kit de
transformacién de levadura de Sigma-Aldrich.

Transformacion por choque térmico de S. cerevisiae

Se colocé un tubo de 1.5 mL estéril con 10 L de DNA de testiculos de salmén (kit
de transformacion de levadura de Sigma-Aldrich), 100 ng del plasmido pJRoC30
con el gen de PaDa-I, 100 uL de las células competentes obtenidas y 600 uL del
amortiguador de plagueo del mismo kit. Se incub6 el tubo a 30 °C durante 30 min
en agitacion a 700 rpm. Se afiadieron 71 pL de dimetilsulféxido y se incub6 el tubo
a 42 °C durante 15 min; al finalizar este tiempo el tubo se pone en hielo durante 2-
3 min. Se centrifugaron los tubos 2 min a 3000 rpm, se desechd el sobrenadante y
se agregaron 500 pyL de agua MiliQ estéril. Se plaquearon 100 pL de las células
transformadas en placas Petri en un medio de seleccién SC (synthetic complete)
deficiente de uracilo, con glucosa como fuente de carbono por dos dias a 30 °C. Las
células capaces de crecer seran Unicamente las transformadas, ya que el plasmido
pJRoC30 les permite a las levaduras sintetizar uracilo.

Componente Concentracion Volumen Concentracion
de stock final
YNB 67 g/L 20 mL 6.7 g/L
AA sin uracilo 19.2 g/L 20 mL 1.9 g/L
Glucosa 20% p/v 20 mL 2%
Clorafenicol 25 mg/mL 200 pL 25 pug/mL
Bactogar 26 g/L 140 mL 18 g/L

Tabla 7. Componentes del medio SC-glucosa en un volumen de 200 mL para
crecer las células transformadas de S. cerevisiae. Los componentes de este medio
se esterilizan por filtracion excepto el agar.



Seleccién de colonias y expresion

Se selecciono una colonia aislada y se inocul6é en 20 mL de medio SC-rafinosa, se
utiliza rafinosa en lugar de glucosa para no inhibir la entrada del inductor (galactosa).
Este cultivo se incubd por 2 dias a 30 °C y 220 rpm para posteriormente inocular
100 mL del mismo medio a una densidad Optica de 0.1.

Componente Concentracion Volumen Concentracion
del stock final
YNB 67 g/L 20 mL 6.7 g/L
AA sin uracilo 19.2 g/L 20 mL 1.92 g/L
Rafinosa 20% p/v 20 mL 2%
Clorafenicol 25 mg/mL 200 pL 25 ug/mL
Agua 140 mL

Tabla 8. Componentes del medio SC-rafinosa en un volumen de 200 mL para
crecer las células transformadas de S. cerevisiae antes de pasar al medio de
expresion. Los componentes de este medio se esterilizan por filtracion excepto el
agua.

Una vez que la densidad optica alcanzo6 un valor de 1-1.2 asegurandonos que las
células estan en su fase exponencial, se colocaron 100 mL del cultivo en un matraz
con 900 mL de medio de cultivo de expresion (los componentes se describen en las
Tablas 9 y 10) que contiene a la galactosa como fuente de carbono e inductor del
gen de PaDa-Il. Este medio se incubd a 26-28 °C y 220 rpm, se monitoreo por 72 h
el crecimiento por densidad Optica, asi como la expresion de la enzima por ensayos
de actividad peroxidasa. Después de las 72 h de incubacion, el medio se centrifugd
a 9,000 rpm a 4 °C durante 20 min y se recupero el sobrenadante.

Esterilizacién en autoclave
Componente Concentracion
(/L)
Extracto de levadura 10
Peptona 20
Fosfato de potasio 7.62
monobasico
Fosfato de potasio 0.69
dibasico
Sulfato de magnesio 0.246
Agua 764 mL

Tabla 9. Componentes esterilizados en autoclave del medio de expresion de
galactosa para 1 L de cultivo de S. cerevisiae



Esterilizacién por filtracion
Componente Concentracion Volumen Concentracion
del stock final
Galactosa 20% p/v 100 mL 2%
FeCls 16.2 g/L 5mL 100 mM
Etanol - 30 mL 3%
Clorafenicol 25 mg/mL 1 mL 25 pg/mL

Tabla 10. Componentes esterilizados por filtracion del medio de expresion de
galactosa para 1 L de cultivo de S. cerevisiae.

Purificaciéon de PaDa-I

Este extracto crudo se precipitd mediante “salting out” con sulfato de amonio (85%
de saturacion a 4 °C). Terminado de disolver el sulfato de amonio, se dejo reposar
1 h, se centrifug6 (9,000 rpm durante 20 min a 4 °C) para obtener un precipitado
que fue resuspendido en 20 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (10 mM, pH
7). Posteriormente, fue dializado contra la misma solucién con una membrana con
corte de 12 kDa por 16 h.

El extracto dializado se centrifugé una vez mas (10,000 rpm durante 20 min a 4°C)
y se cambid a una solucion amortiguadora de succinatos (10 mM, pH 4.3) en un
volumen de aproximadamente 15 mL. El extracto se pasé por una columna de
cromatografia de intercambio catidénico fuerte (Macro-Prep High S), se realizaron
lavados con solucién amortiguadora de succinatos y la enzima fue eluida con una
solucion del amortiguador de succinatos con NaCl (150 mM). Las fracciones con
mayor actividad peroxigenasa especifica (oxidacion de NDB) se colectaron, se
concentraron por ultrafiltracion (AMICON) con una membrana de corte de 30 kDa y
la solucion amortiguadora se cambié por solucién amortiguadora TRIS (10 mM, pH
7.0) en un volumen de 5 mL.

La muestra obtenida se pas6 por una columna de intercambio aniénico fuerte
(Macro-Prep High Q). Se realizaron lavados con solucién amortiguadora TRIS (10
mM, pH 7.0) y la columna se eluy6 con solucion del amortiguador adicionado con
NaCl 120 mM. Las fracciones con mayor actividad peroxigenasa especifica se
colectaron, se concentraron por ultrafiltracion (AMICON) con una membrana de
corte de 10 kDa y la solucion amortiguadora se cambi6 por solucion amortiguadora
fosfatos (50 mM, pH 7.0) para su almacenamiento. PaDa-l se almacendé a una
concentracion de 2-3 mg/mL, para evitar su inactivacion.

PaDa-l se analiz6 bajo condiciones desnaturalizantes mediante un SDS-PAGE en
las diversas etapas de purificacion descritas.



Cinética de la oxidacion de sustratos estandar

Actividad peroxigenasa

La oxidacién de NBD se midié en un ensayo espectrofotométrico en una reaccion
que se siguid por 60 segundos. A una longitud de onda de 425 nm, el 4-nitrocatecol
producto indirecto de la oxidacién de NBD, tiene un coeficiente de extincion molar
de 9 700 Mtcm™. Las reacciones se realizaron en 1 mL con 250-500 nM de enzima
en solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH=7.0 y 20% de acetonitrilo para
solubilizar al NBD. La reaccion contiene H202 (1 mM), NBD (0.5 mM) en
amortiguador de fosfatos 50 mM, pH=7.

Actividad peroxidasa

La oxidacion del ABTS se midid en un ensayo espectrofotométrico en una reaccion
que se siguié por 60 segundos. A una longitud de onda de 418 nm el radical
catiénico del ABTS, producto de la oxidacion del ABTS, tiene un coeficiente de
extincion molar de 36,000 M™* cm™. Las reacciones se realizaron en 1 mL con 5-50
nM de enzima en solucidon amortiguadora de citrato de sodio y fosfato de sodio 100
mM, pH=4.4, H202 (2 mM), ABTS (2 mM).

Reemplazo de residuos oxidables en la vecindad del hemo

Se descargaron del PDB (Protein Data Bank) las estructuras cristalograficas de
PaDa-l (PDB: 50XU), AaeUPO (PDB: 2YP1) y MroUPO (PDB:5FUK). Se utiliz6 el
programa SwissModel (Expassy) para proponer un modelo generado por homologia
para rCciUPO, tomando como referencia la estructura de la UPO de A. aegerita.

Se utilizé el programa Pymol para realizar el analisis de las estructuras de PaDa-l,
MroUPO y rCciUPO (modelo). Se analizaron los residuos oxidables alrededor del
grupo hemo de PaDa-l, respecto a la esfera que corresponde a 15 A. Se
identificaron los residuos oxidables: M127, Y194 y Y160.

En los modelos de MroUPO y rCciUPO se identificaron los residuos
correspondientes en un alineamiento de secuencia a los residuos oxidables
mencionados. En rCciUPO, los residuos oxidables son los mismos. En MroUPO los
residuos M127 Y Y194 corresponden a una leucina y una serina, el residuo Y160
también corresponde a una tirosina en MroUPO.

Observando el alineamiento de las estructuras, es evidente que pese a ser el mismo
residuo la orientacién es distinta, el grupo hidroxilo de Y194 en PaDa-l esta mas



cerca del grupo hemo (7.3 A) comparado con el grupo hidroxilo Y121 en MroUPO
(12.3 A). Se decidio reemplazar este residuo por el equivalente sin el grupo hidroxilo:
una fenilalanina.

Mutacion sitio dirigida de PaDa-I

PaDa-I en el plasmido pJRoC30 se envid a la compafiia “Catalisis” para sintetizar
las mutantes sencillas M127L, Y194S y Y160F. Para poder transformar y producir
las variantes en S. cerevisiae, se propago el plasmido conteniendo las variantes en
E. coli.

Produccién y purificacion de variantes de PaDa-|

Transformacion en E. coli: plasmidos con las variantes M127L, Y194S y Y160F.
Protocolo adaptado de Gonzales et al., 2013.

En 5 mL de medio liquido LB (triptona, extracto de levadura y NaCl) se inocularon
células DH5a y se incubd a 37 °C a 200 rpm por una noche. Se pusieron 100 uL de
este cultivo en agar LB y se incubd durante 6 h o hasta obtener una capa visible de
células, y se siguio el procedimiento descrito paso a paso a continuacion.

1.-Con un asa estéril recoger 2mm de esta capa 3 veces y depositar en un tubo de
1.5 mL con 1 mL de agua estéril a 4°C.

2.-Centrifugar 5 min a 9,000 rpm a 4 °C, descartar el sobrenadante y realizar dos
lavados més.

3.- Resuspender en 40 pL de agua estéril.

4.- Agregar 100 ng de plasmido, mezclar y electroporar.

5.- Resuspender las células transformadas en 1mL de medio LB con ampicilina 25
mg/mL.

6.- Incubar las células a 37 °C con 200 rpm por 30 min.

7.- Plaquear en agar LB 100 pL de cultivo. Incubar a 37°C sin agitacion.

8.- Finalmente seleccionar una colonia y ponerla en 2 mL de caldo LB con ampicilina
e incubar a 37 °C toda la noche.

Purificacion de plasmidos de las variantes

Se purificaron los plasmidos mediante el kit Zyppy Plasmid Miniprep de Zimo
Research. La concentracién de los plasmidos fue evaluada en un equipo Nanodrop.

Transformacion y produccion de variantes en S. cerevisiae

La obtencién de las variantes de PaDa-I con las mutaciones M127L, Y194S y Y160F
se realizd con el mismo procedimiento descrito anteriormente para PaDa-l,



monitoreando el crecimiento y la expresion de la enzima por ensayos de actividad
peroxidasa, la incubacion se llevo a cabo por 7 dias en el ensayo preliminar para
ver si habia expresion de las variantes.

Purificacion de las variantes de PaDa-l.

Las variantes se purificaron siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente para PaDa-l, con la diferencia de que las variantes no tenian actividad
enzimatica suficiente para ser detectadas durante la purificacion. Se tomaron
exactamente las mismas fracciones (de mayor actividad peroxigenasa especifica)
que al purificar PaDa-I eluian de ambas columnas. Estas muestras solo pudieron
ser concentradas hasta 0.2-0.6 mg/mL.

Estabilidad ante peroxido de hidrégeno

La estabilidad de la enzima se determind realizando ensayos de actividad residual,
en amortiguador de fosfatos (50 mM, pH 7) a 1 mM de perdxido de hidrogeno y 25
°C. La cantidad de proteina se ajust6 para obtener en las reacciones un cambio de
absorbancia entre 0.1y 1, a lo largo de 1 min.

Para los ensayos de PaDa-l, M127L y Y160F se utilizaron 0.075, 1.5y 4.5 ug de
proteina respectivamente. Se incubaron las enzimas por 2 min, se tomaron alicuotas
cada 30 s para medir la actividad residual por oxidacion de ABTS y finalmente, los
datos se ajustaron a un modelo de inactivacién de primer orden para determinar el
tiempo de vida media de la enzima.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Modificaciones quimicas

Modificacion con polietilenglicol
Activacion del polietilenglicol con cloruro cianudrico

La activacion del polietilenglicol 5000 Da se realiz6 de acuerdo con lo reportado por
(Abuchowski et al., 1977). Las muestras de PEG (10 mmoles) se disolvieron en 40
mL de tolueno seco conteniendo 1 g de carbonato de sodio, enseguida se agregaron
30 mmoles de cloruro cianurico y la mezcla se dejo reaccionar toda la noche a
temperatura ambiente y en agitacién suave.

La solucion resultante se filtrd por precipitacion en frio con éter de petroleo (80 mL),
se filtré para recuperar el precipitado, y se lavo con mas éter de petroleo hasta que
el lavado no contenia cloruro cianurico (determinado espectrofotométricamente). El
grado de activacion del PEG se determind cuantificando los atomos de cloro en



muestras de 0.125 g de PEG activado después de hidrolizar las muestras toda la
noche en amortiguador de boratos (pH 10, 40 mM) seguido por una titulacion con
nitrato de plata, el precipitado formado se sec6 y peso para realizar una curva de
calibracion para el calculo de cloruros por mol de PEG.

Modificacion de PaDa-I con polietilenglicol activado

Este procedimiento se realiz6 de acuerdo a lo reportado por Garcia-Arellano et al.,
2002: 0.6 mg de PaDa-I se disolvieron en 300 uL de amortiguador de boratos (pH
10, 40 mM) y se agreg6 0.05 g de polietilenglicol activado, con un exceso molar de
10 sobre los 11 residuos de lisina en la superficie de la enzima, se dejé a 4 °C toda
la noche en agitacion suave.

Para evaluar la modificacién se realizé6 un gel SDS-PAGE y posteriormente se
separd la enzima modificada de la libre por ultrafiltracion con una membrana de 100
kDa. El calculo de la actividad especifica se determiné restando la proteina libre
(determinada por Bradford) de la proteina inicial en la reaccion.

Modificacion con quitosano
Para la solucién de quitosano se pesaron 0.01 g de quitosano (50-190 kDa) y se
disolvieron en 1 mL de &cido acético 1%.

La determinacién de proteina de los siguientes conjugados se llevo a cabo por la
técnica de Lowry.

Modificacion de PaDa-l con quitosano y glutaraldehido

A 500 uL de la solucion de quitosano (peso molecular: 50-190 kDa; presente en un
exceso molar de 8 sobre los residuos de lisina en la superficie de PaDa-I, que por
el niumero de mondmeros del quitosano resulta en un exceso de 216 respecto a las
lisinas) se le agregaron 500 pyL de amortiguador fosfatos pH 7 0.4 M, se agregé
glutaraldehido al 1%, ademas de 1 mg de PaDa-l y se dejo a 4 °C toda la noche en
agitacion suave. Posteriormente se centrifug6 a 10,000 rpm durante 5 minutos y se
recuperé el sobrenadante. Al precipitado se le agregaron 500 pyL mas de
amortiguador, se agito y centrifugé nuevamente, se realizaron un total de 3 lavados.
Para evaluar la modificacion se realiz6 un gel SDS-PAGE.

Modificacion de PaDa-l con quitosano y carbodiimida

Es importante recordar que esta reaccion se lleva a cabo sobre los é&cidos
carboxilicos, PaDa-I en la superficie tiene 20, aunque algunos de estos residuos si
estan cerca del tunel por lo que podrian afectar su actividad.

A 400 pL de amortiguador MES pH 5 500 mM se agrega 0.2 mg de PaDa-l y
carbodiimida en un exceso molar de 1000, se agita, y enseguida se agregan 100 pL
de la solucion de quitosano, dando un exceso molar de 4; se dejo reaccionar en
agitacion suave y a temperatura ambiente por 2 h.



Se centrifug6 a 10,000 rpm durante 5 minutos y se recupero el sobrenadante. Al
precipitado se le agregaron 500 yL mas de amortiguador, se agitd y centrifugd
nuevamente, se realizaron un total de 3 lavados. Para evaluar la modificacién se
realizo un gel SDS-PAGE.

Termoestabilidad

La termoestabilidad de la enzima se determiné realizando ensayos de actividad
residual, a temperaturas de 30, 40, 50 y 60 °C. Se incubd a la enzima a cierta
temperatura por 1 h, se tomaron alicuotas cada 10 minutos para medir la actividad
residual por oxidacion de ABTS, y finalmente, se construy6 una gréafica que se ajusté
a un modelo de inactivacion de primer orden para determinar el tiempo de vida
media de la enzima de acuerdo con su constante de inactivacion.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado

Estabilidad ante solventes organicos

La estabilidad a solventes organicos se determino seleccionando entre disolventes
gue ya se habian probado para PaDa-l en la literatura para tener un punto de
comparacion (Molina-Espeja et al., 2014; Martin-Diaz et al., 2019).

La estabilidad ante DMSO se determinoé realizando ensayos de actividad residual a
60% de DMSO. Se incub6 a la enzima durante 30 h a temperatura ambiente en
amortiguador de fosfatos pH 7, 50 mM y a 60% de DMSO v/v. La actividad residual
se determind por oxidacion de ABTS vy finalmente se construy6 una gréfica para
determinar la constante de inactivacion.

La estabilidad ante acetona se determind realizando ensayos de actividad residual
a 60% de acetona. Se incubd a la enzima durante 25 h a temperatura ambiente en
amortiguador fosfatos pH 7, 50 mM y a 60% de acetona v/v. La actividad residual
se determino por oxidacion de ABTS alas 0y 25 h.

Andlisis estadisticos
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Para los analisis estadisticos se utilizo el software Prism. Se realizaron pruebas t (T
de student) de las muestras suponiendo varianzas iguales para determinar si habia
una diferencia estadisticamente significativa (P value < 0.05) entre los datos de
actividad residual.



Resultados y discusién

1.-Produccion y purificacion de PaDa-I

Los resultados obtenidos de la produccién de PaDa-I por el cultivo de S. cerevisiae
son consistentes con lo ya reportado respecto a valores de actividad enzimatica y
proteina (mg) por litro (Molina-Espeja, 2016). El crecimiento de PaDa-I monitoreado
durante 72 h nos da como resultado los valores de crecimiento presentados en la
Figura 11, en conjunto con los valores de expresion de PaDa-l en unidades de
actividad volumétrica (U/mL) con el sustrato ABTS.

7 3

6 s o 2.5

5 [ J
S © 5
S, . ]
< 15 5
N 3 —
C C
- 1 -

2

1 0.5

0 0

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

@ Biomasa PaDa-I

Figura 11. Cinética de crecimiento de las levaduras y de produccion de PaDa-l.

Una vez tratada la muestra con el protocolo de purificacién previamente descrito por
nuestro grupo (Ramirez, 2021), para evaluar la pureza electroforética de PaDa-I se
realiz6 una electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE y se encontré que estaba
presente la banda con un peso molecular que corresponde a 52 kDa (Fig. 12). Con
una pureza electroforética de 91.8% determinado mediante el software ImageJ.

El valor de Rz (el cociente de la absorbancia del pico Soret y 280 nm) de PaDa-I
purificada fue de 1.9, también corresponde con el caracteristico de la enzima pura
(Rz=2) (Molina-Espeja, 2016).
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Figura 12. Gel SDS-PAGE con las etapas de purificacién de PaDa-l. El peso
molecular de PaDa-I es de 52 kDa, en el extracto no podemos identificar claramente
la banda correspondiente, debido a la presencia de otras proteinas presentes en
mayor proporcion, es hasta la purificacién con la primera columna que la banda se
puede apreciar claramente, sin embargo, solo vemos la banda correspondiente a
PaDa-I al final de la purificacion. La tincion se realizé con plata.

La purificacion de PaDa-I se llevo a cabo exitosamente, como podemos ver en la
Tabla 11, con un rendimiento final del 69% y un factor de purificacion de 286 en 3
pasos de purificacion.
Purificacion PaDa-l
Volumen Actividad Proteina Actividad Actividad Factor de Rendimiento

volumétrica especifica total purificacion
mL U/mL pg/mL U/mg U %
Extracto 2750 2.61 506.6 5.15 7177.5 1 100
Dialisis 72 117.5 1820 64.56 8460 12.5 118
High S 10 481.4 1022 471.115 4814.8 914 67
High Q 11 4555.5 5376 847.375 5011.05 1644 69

Tabla 11. Purificacion de PaDa-I de acuerdo con el protocolo descrito en trabajos
previos.



2.-Deteccidn de actividad peroxigenasa de mutantes en cultivos de levadura

El crecimiento de los cultivos de levadura transformadas con los genes de las
mutantes sencillas de PaDa-l fue monitoreado durante 7 dias (Fig. 13); como
comparacion se muestran los valores de expresion de enzima para cada una de las
mutantes en unidades de actividad volumétrica (U/mL) con el sustrato ABTS y con
PaDa-I como control positivo.

Las condiciones de expresion utilizadas para PaDa-| y las mutantes son las mismas.
El cultivo se extendid hasta 7 dias. Como podemos observar en la Figura 13, el
crecimiento de las levaduras expresando PaDa-1y las levaduras transformadas con
los genes de las variantes es similar. Sin embargo, no fue posible detectar por el
ensayo de actividad enzimatica con ABTS la presencia de la actividad
correspondiente en ningun cultivo de las mutantes sencillas.
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Figura 13. Cinética de crecimiento de las levaduras y de actividad enzimética
para PaDa-l (A) y las mutantes M127L (B), Y194S (C) y Y160F (D).

Comparando los valores de crecimiento (todos muy similares) podemos pensar que
las variantes de PaDa-I no se estan produciendo. La otra posibilidad es que, si se
estan produciendo, pero no son activas o su actividad es muy baja. Para tener mas



informacion respecto a la presencia o ausencia de actividad se procedié a
concentrar el extracto crudo 100 veces.

El extracto concentrado se analizo por electroforesis (Figura 14). El SDS-PAGE se
tifid con plata para asegurar la visualizacion de las proteinas poco concentradas en
el extracto. Podemos ver bandas para PaDa-l y las mutantes a aproximadamente
52 kDa. Aunque esto es un indicio de que se estan produciendo las mutantes, se
decidi6 realizar un par de pasos de enriquecimiento, por la falta de certeza al haber
tantas proteinas en el extracto. Se realizo el tratamiento de purificacion a las
muestras de los cultivos de las mutantes, de acuerdo con el procedimiento descrito
en la metodologia. Podemos observar en la Figura 15 a PaDa-l y sefiales que
podrian corresponder a las variantes en un peso correspondiente cercano a 52 kDa.
Esta banda esta presente al enriquecer las muestras (realizar un par de pasos de
purificacion) para las tres variantes, aunque en menor cantidad para M127L.
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Figura 14. SDS-PAGE de los extractos concentrados de PaDa-I, M127L, Y194S
y Y160F. La concentracion de proteina es distinta en cada uno de los carriles.
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Figura 15. Gel SDS con las muestras enriquecidas segun el protocolo de
purificacion de PaDa-I. M127L, Y160F, Y194S y el control de la levadura sin el
gen de PaDa-l. Se usaron 15 g de las muestras enriquecidas.

Con estas muestras enriquecidas se realizd un ensayo cualitativo para ver si las
mutantes tenian actividad. Podemos ver una imagen de este ensayo en la Figura
16.
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Figura 16. Ensayos cualitativos de actividad peroxidasa en los extractos
enriguecidos. Se probaron los extractos de los cultivos de levaduras produciendo
PaDa-1 y las variantes M127L, Y104S y Y160F, el control negativo no contiene
extracto enzimatico.

Las mutantes M127L y Y160F si tienen actividad, mientras que la variante Y194S
no parece tener actividad o si la tiene es tan baja que no se puede ver. Se continlo
analizando a las mutantes M127L y Y160F en términos de su actividad y su
constante de inactivacion ante H202

2.1-Estabilidad ante peroxido de hidrégeno de las variantes

La estabilidad ante peréxido de hidrogeno de las mutantes y PaDa-I se ve reflejada
en los datos ajustados a un modelo de primer orden; al graficar el logaritmo natural
de la actividad residual vs tiempo, se obtiene una recta cuya pendiente que
corresponde a —ki (constante de inactivacion). Una constante mayor, es un reflejo
de una inactivacibn mas rapida, y es inversamente proporcional al tiempo de vida
media.

Para PaDa-l el tiempo de vida media en presencia de 1 mM de peréxido de
hidrogeno es de 0.85 min. Mientras que la variante M127L tiene un tiempo de vida
media muy similar de 0.78 min y la variante Y160F tiene un tiempo de vida media
mayor, que corresponde a 2.3 min (Figura 17).

La mutante M127L tiene una actividad enzimatica muy baja en comparacion con
PaDa-1 y no aumento su estabilidad oxidativa. Por estos motivos M127L no se siguio
analizando en este proyecto. Y160F es aparentemente mas estable a peroxido de
hidrégeno en comparacion con PaDa-l. Esta comparacion no esta hecha con la



Y160F pura, segun el SDS-PAGE (Figura 15) Y160F tiene un 3.7% de pureza

electroforética mientras que PaDa-I tiene 22.61 %.
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Figura 17. Ajuste a un modelo de primer orden de la actividad residual ante 1
mM de peréxido de hidrogeno de PaDa-l y las mutantes Y160F y M127S.

Con el proposito de obtener datos confiables se decidié incrementar la pureza de
Y160F como se muestra en el siguiente SDS-PAGE (Figura 18).
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Figura 18. SDS-PAGE de la mutante Y160F. 1.- Mutante Y160, 2.- PaDa-I.



En estas muestras, la actividad enzimatica por mg de proteina de Y160F resulté ser
de 0.59 U/mg. Comparada con PaDa-| cuya actividad es de 500 U/mg, la variante
Y160F tiene muy poca actividad, aproximadamente 100 veces menos que la enzima
parental PaDa-I.

Finalmente, se repitieron los ensayos de estabilidad ante 1 mM de perdxido de
hidrogeno con las muestras mas puras de PaDa-1 y Y160F. La mutante Y160F
pierde 90% de actividad en 60 segundos. Mientras que PaDa-| pierde 57% de
actividad en 60 segundos El aumento en la estabilidad que se habia visto en los
ensayos preliminares no se confirmo; a pesar de que la constante de inactivacion
se considera independiente de la cantidad de proteina puesta en la reaccion, la
presencia de otras proteinas podria ser un factor involucrado en la estabilidad
oxidativa que se observo para Y160F. En otros trabajos, hemos observado que la
presencia de proteinas no relacionadas incrementa la estabilidad oxidativa de las
metaloproteinas (Ramirez, 2021) (Torres, 2021) (Avelar ,2017), probablemente este
incremento se deba a la oxidacion de estas proteinas no relacionadas en su
superficie; lo que retrasa la oxidacion del grupo hemo en PaDa-l (o sus variantes).

A pesar de que la modificacién racional de residuos alrededor del sitio activo ha
dado resultados para algunas enzimas, no ha funcionado en otros casos. Incluso,
no todos los reemplazos pueden ser efectivos para la misma enzima. En el trabajo
realizado por (Bao et al., 2014) se modificaron 4 metioninas alrededor del sitio activo
y se reemplazaron por leucina o fenilalanina. Dos de estos reemplazos aumentaron
considerablemente la estabilidad oxidativa de la enzima (10 veces) mientras que los
otros dos reemplazos no modificaron esta estabilidad. En el trabajo realizado por
(Ogola et al., 2010) se modificaron metioninas cerca del sitio activo. Se
reemplazaron por los residuos L, | y F. El reemplazo en la posicion 401 por
fenilalanina aumento la estabilidad oxidativa mientras que la sustitucién en los otros
dos aminoacidos no; probablemente debido a una reduccion en tamafio de la
cavidad del grupo hemo. Para la posicion 451, se aumentd la termoestabilidad
Gnicamente con la sustitucién de Isoleucina. Se especula que ambas mutaciones
dieron como resultado una alteraciébn en el efecto “tunneling” suprimiendo o
retrasando el proceso de inactivacion.

Por estas razones el reemplazo de aminoacidos de bajo potencial redox en
cualquier parte de la secuencia de la proteina es especifico para cada enzima. La
pérdida de la actividad enzimatica puede ocurrir cuando se reemplazan los
aminoacidos oxidables por otros inertes (Saez-Jiménez et al., 2015) (Ogola et al.,
2010). Se considera que existe un balance entre actividad y estabilidad de las
enzimas (ante peroxido de hidrégeno, solventes o temperatura) y PaDa-I no es la
excepcion (Martin-Diaz et al., 2021). Otra estrategia para mejorar la estabilidad
oxidativa de las hemoproteinas es la evolucion dirigida; en estos casos no es
evidente por qué las mutaciones acumuladas pudieran mejorar la estabilidad, sin
embargo, podria ser una opcion para aumentar la estabilidad de PaDa-I (ver Tabla
4).



3.-Modificaciones quimicas de PaDa-I

3.1.-Modificacion quimica con polietilenglicol y caracterizacion

Como se describe en la seccion experimental, el metoxipolietilénglicol se activo con
cloruro ciandrico y se procedio a realizar la modificacion, como podemos ver en la
Figura 19.

mPEG Cloruro cianurico
q I
SR P
n Cl

-NH2

‘CI
H3C O/\TO‘{?‘ .‘ \‘
] ¢
3
|

c
H,C -
3 O“}LO{\:? e /
n & N\/\/\‘/lkw
NH

Figura 19. Reaccion de modificacion de PaDa-I con PEG. El mPEG activado se
obtiene porque el extremo hidroxilo del mPEG realiza un ataque nucleofilico y
desplaza a uno de los atomos de cloro del cloruro ciandrico. En la reaccion de
modificacion con el PEG activado, este se une a PaDa-I mediante una reaccién de
alquilacion que involucra a uno de los atomos de cloro restantes (Faber, 2017).
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Se ensayaron dos concentraciones diferentes de la enzima para esta modificacion.
En el primer ensayo PaDa-| estaba a una concentracion de 17 uM y no observamos
en un gel SDS-PAGE una banda de mayor peso molecular, que se observaria de
haberse modificado quimicamente la enzima. Puesto que hay 11 lisinas expuestas



y libres para reaccionar en la superficie de PaDa-I, en caso de haberse modificado
cada una con una molécula de PEG de 5000 Da, el peso molecular del conjugado
seria de mas de 100 kDa (52kDa de PaDa-1 y 55 kDa de las moléculas de PEG en
los 11 residuos de lisinas expuestos). Puesto que uno de los factores que podria
estar afectando es la concentracion de los reactantes, principalmente de la enzima,
se realizd un control positivo con la cloroperoxidasa, una enzima de la familia de las
UPO, a una concentracién 40 uM y pudimos ver bandas de mayor peso molecular
(Figura 20) confirmando la modificacion.
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Figura 20. Gel SDS-PAGE de reacciones de modificacion de CPO con PEG-CI.
1- Marcador de P.M; 2- CPO; 3 a 5-CPO modificada con PEG; 6.-Control PEG; 7-
CPO + PEG.

En la Figura 20 podemos ver a la cloroperoxidasa en la region correspondiente a su
peso molecular (42 kDa). CPO posee solo 3 residuos de lisina que podrian unirse
al PEG, por lo que su peso aumentaria solo hasta 57 kDa; sin embargo, hay bandas
de peso molecular aparentemente mayor. Es posible que la modificacion resulte en
una migracién aberrante de la proteina; posiblemente porque la geometria de la
unién del PEG a la proteina altera la masa molecular aparente.

Con esta informacién procedimos a realizar un segundo ensayo con PaDa-I donde
la concentracion de la enzima fue de 42 uM. La reaccién de modificacién se analizé
por SDS-PAGE v los resultados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Gel SDS-PAGE de reaccion de modificacion de PaDa-l con PEG-CI.
1- PaDa-l (30pg), 2.-PaDa-lI modificada con PEG (30ug en el carril), 3.- PaDa-I
modificada con PEG (40 ug en el carril)

Como se observa en la Figura 21, se puede confirmar que la enzima si esta
modificada, y su peso aumentd a mas de 250 kDa, dado que la podemos observar
en el gel concentrador. Para separar PaDa-I-PEG de PaDa-l no modificada, se
utilizo la técnica de ultrafiltracion con una membrana de corte de 100 kDa. Con este
procedimiento, se pudo recuperar en el filtrado PaDa-1 no modificada, mientras que
en el retenido se recuperé a PaDa-I-PEG.

Respecto a la actividad enzimatica residual, no se pudo cuantificar proteina por las
técnicas ni de Bradford ni de Lowry de la enzima modificada. En el primer caso
porque la técnica es sensible al numero de residuos basicos de la proteina y como
consecuencia de la modificacién gran parte de ellos quedan blogueados; y en el
segundo por los nuevos enlaces formados (tipo amida). La actividad especifica se
determiné midiendo proteina en el sobrenadante, y restando la enzima que no se
modificd (presente en el sobrenadante después de la ultrafiltracion) de la enzima
gue se puso inicialmente en la reaccién. Ambas medidas por la técnica de Bradford.
El porcentaje de modificacién (% de enzima modificada del total en reaccion) fue de
89%.



Con esta manera de cuantificar proteina, se encontré6 que la actividad especifica
PaDa-I-PEG es de 261 U/mg, mientras que la de PaDa-I sin modificar es de 800
U/mg, por lo que concluimos que se retuvo el 33% de su actividad. Sabiendo que
PaDa-| se modifico exitosamente, se procedio a evaluar su termoestabilidad.

3.1.1-Termoestabilidad de PaDa-1 modificada con PEG

Los datos de actividad residual de PaDa-l y de PaDa-lI-PEG después de ser
expuesta a 60 ° C durante diferentes tiempos de incubacién se ajustaron a un
modelo de primer orden, que se muestra en la Figura 22.

Termoestabilidad 60 °C

11 min

In abs

-3- -o- PaDa-l
- PaDa-I-PEG

PaDa-l| PaDa-I-PEG

Best-fit values
Slope (mint) | -0.05272 | -0.05789

Figura 22. Termoestabilidad a 60 °C de PaDa-l y PaDa-l modificada con PEG.
Ajuste a un modelo de inactivacion de primer orden. La pendiente (slope)
corresponde a la -kinactivacion.

La diferencia entre las pendientes no es estadisticamente significativa, por lo que
podemos concluir que la modificacion con PEG no le confiere a PaDa-l
termoestabilidad a 60 °C. El tiempo de vida media de ambas preparaciones es de
12.6 min, como se muestra en la Tabla 11.



PaDa-l PaDa-I-PEG

Termoestabilidad t1,2 12.6 12.61
(min)
Actividad especifica 800 261
(U/mg)

Tabla 11. Actividad especificay tiempo de vidamedia a 60 °C de PaDa-l y PaDa-
I-PEG.

3.1.2-Estabilidad ante solventes de PaDa-l modificada con PEG

Se evalu6 también la estabilidad ante solventes utilizando acetona y DMSO. Estos
solventes se seleccionaron para tener un punto de comparacién con la literatura. Se
realizaron los ensayos de estabilidad en presencia de 60% DMSO vy los datos de
actividad residual a diferentes tiempos de incubacion se ajustaron a un modelo de
primer orden. Podemos ver en la Figura 23 que en DMSO 60% la constante de
inactivacion es muy similar entre PaDa-l y PaDa-I-PEG, con un tiempo de vida
media de 8.4 h para PaDa-l y de 8.2 h para PaDa-lI modificada. Estos datos nos
permiten concluir que no hay aumento en la tolerancia a 60% DMSO.
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Figura 23. Estabilidad ante 60% de DMSO de PaDa-I-PEG. Ajuste a un modelo
de inactivacion de primer orden.



La estabilidad ante acetona solo se muestra como actividad residual después de
incubar por 25 h. Podemos ver en la Figura 24 que PaDa-l retiene 69.5% de
actividad, mientras que PaDa-I-PEG retiene 79% de su actividad.

Estabilidad ante acetona 60%
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80+ E PaDa-I-PEGabr
- 1
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S & 40
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PaDa-l PaDa-I-PEGabr
25h

Figura 24. Estabilidad ante 60% de acetona de PaDa-I-PEG. Reportado como %
de actividad residual después de 25 h.

Para confirmar si hay diferencia significativa entre estos dos valores, se realizd un
analisis estadistico (T test) y encontramos que la estabilidad es la misma, por lo que
podemos concluir que la modificacion quimica con PEG tampoco influyé en la
estabilidad de PaDa-I en presencia de acetona.

Finalmente se determind la Km con el proposito de ver si este parametro cinético
habia cambiado con la modificacién quimica. Como se muestra en la Figura 25, la
constante Km es muy similar en ambos casos.
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Figura 25. Ajuste al modelo de Michaelis-Menten de PaDa-l y PaDa-I-PEG.
Determinacion de Km y Vmax utilizando NBD como sustrato (peroxigenacion).

La modificacién de PaDa-l con PEG 5000 no modificé ni la termoestabilidad, ni la
tolerancia a solventes orgénicos, ni su Vmax, aunque si modifico ligeramente la Km
para una reacciéon modelo de peroxigenacién, como podemos ver en la Figura 25.
Y aparentemente también disminuyd su actividad especifica medida con ABTS
como sustrato (reaccién de peroxidacion) como se ve en la Tabla 11. Para explicar
estos resultados planteamos dos hipoétesis:

Es probable que la union del polietilenglicol a PaDa-l no se llevara a cabo
Gnicamente sobre los residuos de lisina de la superficie, dado el aumento en el peso
molecular de PaDa-l modificada (mas de 250 kDa); aunque es mas probable que
este aparente aumento se deba a la migracion aberrante en el gel al estar
modificada, por la forma en que el SDS se une ahora a la enzima modificada, o
incluso que haya mas de una molécula de PEG unida por residuo de Lisina. No nos
fue posible determinar el peso de PaDa-1 modificada a pesar de diversos intentos
realizados mediante la técnica SDS-PAGE; la modificacion de otros residuos (por
ejemplo, aquellos con caracter nucleofilico como arginina e incluso histidina) podria
resultar en una deformacioén o pérdida parcial de estructura, lo cual explicaria la
disminucion en actividad especifica de PaDa-I-PEG y el nulo efecto de la
modificacion sobre la estabilidad ante temperatura y disolventes.

Por otro lado, también es posible que la actividad especifica de una enzima
disminuya cuando esta se somete a un proceso de inmovilizacién; en el trabajo
realizado por (Poraj-Kobielska et al., 2015) AaeUPO fue sometida a un proceso



encapsulacion en un gel de polivinil alcohol/polietilenglicol donde retuvo 60% de su
actividad inicial. Sin embargo, las constantes cinéticas con diferentes sustratos
estandar son muy similares, por lo que se asume que la pérdida de actividad
enzimatica se relaciona con un proceso de difusion. En nuestro caso, la Km con el
sustrato estandar NBD de ambas preparaciones es similar, por lo que la menor
actividad especifica de PaDa-I-PEG podria deberse también a una difusion menos
eficiente del sustrato hacia el seno de la solucion.

Las interacciones que se formaron entre el PEG y PaDa-| en su superficie no fueron
suficientes para conferir estabilidad. A pesar de que esta estrategia ha funcionado
con otras enzimas similares a PaDa-l, es necesario probar cada caso para
comprobar que se produce una enzima modificada con estabilidad mejorada.

3.2.-Modificacion de PaDa-l con quitosano utilizando carbodiimida y su
caracterizacion

Después de la reaccion entre la enzima y quitosano, usando como entrecruzante a
una carbodiimida como se ve en la Figura 26, observamos la formacion de un
precipitado en la reaccion.

Se midio actividad en el sobrenadante; la actividad especifica en la fraccion soluble
fue de 113 U/mg, comparado con la de PaDa-I (800 U/mg), por lo que después de
la reaccion solo se retuvo un 16% de actividad. Se realizaron también lavados (5)
del precipitado; adicionando amortiguador, agitando y centrifugando. Los lavados
tenian actividad enzimética que fue disminuyendo conforme aumentaban los
lavados hasta que solo quedo el precipitado sin actividad enzimética. Toda la
actividad enzimatica estaba en el sobrenadante.
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Figura 26. Reaccién de modificacion de PaDa-l con quitosano utilizando
carbodiimida. Inicialmente el grupo carboxilo de PaDa-l y la carbodiimida forman
un intermediario éster activo, este intermediario reacciona con las aminas primarias



del quitosano para generar una amida y obtenerse asi el entrecruzamiento entre
PaDa-l y el quitosano.

Se procedio a realizar un SDS-PAGE (Figura 27) con el sobrenadante, los lavados
y una fraccion del precipitado para confirmar que la reaccion habia modificado a
PaDa-I con quitosano e identificar en qué parte de la reaccién (soluble o insoluble)
se encontraban las especies modificadas. No se identificaron bandas Unicas de las
especies de mayor peso molecular en un SDS-PAGE, que corresponderian a la
enzima modificada; muy probablemente el barrido observado en el gel es
consecuencia del quitosano y sus distintos pesos moleculares presentes en el
reactivo que se utilizé (50-190 kDa).

En la Figura 27 también podemos observar a PaDa-l en su peso correspondiente
en el control de PaDa-I, el sobrenadante y en el primer lavado, en los lavados
siguientes PaDa-l no puede verse, seguramente esto es debido a la baja
concentracion de proteina. Sin embargo, en la parte superior del SDS-PAGE en los
carriles del 1 al 7 vemos bandas muy anchas que parecen corresponder al quitosano
en solucién, debido a que se ven muy similares a este control. Por lo que se
concluye que la técnica de SDS-PAGE no es la adecuada para confirmar la
modificacion de la enzima.
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Figura 27. Gel SDS-PAGE de PaDa-l modificada con quitosano y carbodiimida.
1.-PaDa-l, 2.- Control de quitosano (50-190 kDa) en solucién 3.- Lavado del
precipitado, 4.-Sobrenadante de la reaccion, 5.-Lavado 1 del precipitado, 6.- Lavado
2 del precipitado, 7.- Lavado 3 del precipitado.

Se decidi6é explorar otras técnicas que pudieran darnos mas informacién respecto a
la modificacion de PaDa-1. Una de ellas consistié en analizar si existia un cambio en
la termoestabilidad, porque de haberse modificado PaDa-l se espera una
modificacion en su termoestabilidad también.

3.2.1-Termoestabilidad de PaDa-I con quitosano-carbodiimida

Se determiné la termoestabilidad de PaDa-l y PaDa-lI después de la reaccion de
modificacion(la enzima soluble en el sobrenadante de la reaccion) a 60 °C, midiendo
la actividad residual a diferentes tiempos de incubacion; los datos se ajustaron a un
modelo de inactivacion de primer orden como se muestra en la Figura 28;
observamos que la enzima libre se inactiva mas rapido, siendo el tiempo de vida
media de PaDa-l de 13.15 min, mientras que para la enzima soluble en el
sobrenadante de la reaccion se observé un tiempo de vida media de 26.4 min. Estos
cambios en la actividad especifica y la termoestabilidad se muestran en la Tabla 13.
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Figura 28. Termoestabilidad de PaDa-l y PaDa-l -Quitosano 60 °C. Ajuste a un
modelo de inactivacién de primer orden.



PaDa-I PaDa-I-
Quitosano
Termoestabilidad tz | 13.1 26.4
(min)
Actividad especifica | 800 113
(U/mg)

Tabla 13. Actividad especificay tiempo de vida media en incubacion a 60 °C
de PaDa-1y sobrenadante de reaccion PaDa-l-quitosano.

Un control de la enzima en presencia de quitosano (sin carbodiimida) muestra que
también es posible aumentar la termoestabilidad de la enzima sin necesidad de una
modificacién quimica, solo afiadiendo quitosano. Es decir, el quitosano puede
actuar como aditivo estabilizante, formando interacciones ionicas entre las cargas
positivas del quitosano y las cargas negativas en la superficie de la proteina. La
constante de inactivacion obtenida se puede ver en la Figura 29.
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Figura 29. Termoestabilidad de PaDa-l y PaDa-1 +Quitosano 60 °C. Ajuste a un
modelo de inactivacion de primer orden.

Se comprobd que el quitosano en solucion le confiere estabilidad a PaDa-I| ante la
temperatura. Respecto a su vida media, hubo una mejora de 1.5 veces.



Este efecto termoestabilizador se ha reportado en otros trabajos. En el trabajo
realizado por (Zhi et al., 2007) se probaron como aditivos en solucion varios
polihidroxilados como: dextrano, glucosa, fructosa, galactosa, glicina vy
polietilenglicol, entre otros. Se demostré6 que hay un efecto dramatico sobre la
estabilidad, al mejorarla en presencia de los aditivos (20 veces mas). El efecto
estabilizador que se reporta es diferente en cada caso; podemos decir que es
consecuencia de interacciones electroestaticas favorables para mantener la rigidez
de la proteina. Aunque no se haya experimentado directamente con el quitosano
como aditivo y alguna enzima cercana a PaDa-l, las interacciones entre el quitosano
y la cloroperoxidasa aumentan la termoestabilidad como se ha mencionado en este
trabajo. Un ejemplo mas es el trabajo realizado por (De Matteis et al., 2015) donde
se evaluaron distintos polimeros para encapsular a la cloroperoxidasa como:
quitosano, alginato, y dextrano para estabilizar a la cloroperoxidasa. Se encontrd
gue el quitosano era el mejor de ellos.

Para determinar inequivocamente si la enzima estaba modificada o no, se llevaron
a cabo dos pruebas:

A) Cromatografia de intercambio catiénico a pH 6, ya que, de haberse modificado
la enzima, cambiaria su pKa por la introduccién de un gran nimero de grupos amino
presentes en el quitosano. El pKa de PaDa-I libre es de 5.5 y el quitosano tiene un
pKa de 6.5, por lo que al realizar la cromatografia a pH 6 el quitosano estaria
cargado positivamente y la enzima negativamente; la resina de carga negativa uniria
a la enzima modificada. Sin embargo, esto no ocurrié, la enzima no se unié lo que
es una evidencia de que la modificacién no se llevé a cabo. Se intenté una técnica
distinta dado que son valores de pKa cercanos.

B) Separar PaDa-l modificada (en caso de existir) mediante ultrafiltracion
(membrana de 100 kDa). A pesar de que se retuvo en la membrana una fraccion de
la actividad, no se observaron especies de alto peso molecular en un SDS-PAGE
(Fig. 30). De haberse formado especies modificadas, estarian covalentemente
unidas por un enlace amida, que no se romperia en un SDS-PAGE. Se penso que
interacciones electroestaticas podrian estar causando que la enzima se retuviera en
el filtro sin estar modificada covalentemente, por lo tanto, se aumenté el pH de la
muestra de tal manera que el quitosano estuviera neutro y desaparecieran dichas
interacciones, de existir. Al aumentar el pH, desaparecio la enzima en el retenido,
lo cual sugiere que las interacciones entre quitosano y la enzima solo eran
electrostaticas. Confirmando asi, que no existen especies modificadas
covalentemente en esta reaccion.
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Figura 30. Gel SDS-PAGE de PaDa-I modificada (en caso de existir) con
quitosano y carbodiimida. 1.-PaDa-l, 2.-Retenido 3.-Filtrado, 4.- Control de
quitosano en solucion.

Existen diversas variables que tienen impacto en la reaccién de modificacién con
carbodiimida: concentracion de reactantes, tiempo de reaccion, pH, o la exposicion
de los &cidos carboxilicos. Para esta estrategia de modificacion se intenté aumentar
la concentracién de los reactantes, principalmente de PaDa-l (el quitosano y la
carbodiimida estan en exceso) de 19 uM a 50 uM y no se observé modificacién
quimica de PaDa-l.

Otra posibilidad es que la reaccién no esté llevando a cabo debido a los altos niveles
de glicosilacién de PaDa-l y/o al gran tamafio de quitosano (entre 50 y 120 kDa).
Este tipo de modificaciones (con carbodiimida) se ha llevado a cabo exitosamente
sobre enzimas como la CPO (La et al., 2005) con un nivel de glicosilacion que
podriamos considerar similar a PaDa-l. Sin embargo, la glicosilacion de la CPO
corresponde a 19% de su peso molecular (Sundaramoorthy et al., 1995) y de PaDa-
| corresponde a 30%. (Ramirez-Escudero et al., 2018a) por lo que la comparacién
no es confiable. Para explorar esta posibilidad se realizé un control con la CPO y
quitosano, y tampoco se observé enzima modificada. Es probable que el tamafio
del quitosano genere especies insolubles de alto peso molecular y no se observen
especies enzimaticas solubles y modificadas covalentemente.

3.3.-Modificacién de PaDa-I con quitosano-glutaraldehido.
El glutaraldehido es un compuesto bifuncional con el que se pueden formar enlaces
covalentes en presencia de grupos amino; por lo que es comun utilizarlos para



modificar proteinas y polimeros donde abundan los grupos amino, como el
quitosano. La reaccion se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Reaccion de modificaciéon de PaDa-l con quitosano, utilizando el
glutaraldehido como entrecruzante. Los extremos amino tanto del quitosano
como de PaDa-l son capaces de reaccionar con el glutaraldehido. Mediante
intermediarios de base de Schiff PaDa-l y el quitosano se unen al glutaraldehido y
forman un enlace covalente imina, obteniendo asi un entrecruzado enzima-
glutaraldehido-quitosano.

Al realizar la reaccion como se describe en la metodologia, se formo un precipitado,
por lo que se separé del sobrenadante y se realizaron lavados. El precipitado tiene
coloracion rojiza (el color caracteristico de PaDa-), lo que sugiere que PaDa-| queda
unida covalentemente en ese precipitado. Por la naturaleza del entrecruzado
(insoluble) no se pudo analizar mediante SDS-PAGE.

Para comprobar que PaDa-| estaba en el precipitado se realiz6 un control con la
cloroperoxidasa. No fue posible ver bandas de mayor peso molecular en un gel
SDS-PAGE en el sobrenadante de la reaccion; sin embargo, con este ensayo nos
dimos cuenta de que la enzima queda atrapada en el precipitado, ya que la
cloroperoxidasa (el control) se inactiva en el pH de la reacciéon y adquiere una
coloracién verde como podemos ver en la Figura 32. Asumimos que lo mismo esta
ocurriendo con PaDa-I. El control realizado solo con quitosano y glutaraldehido
formé un precipitado similar, pero sin la coloracion.



Figura 32. Precipitados enzima-glutaraldehido-quitosano. 1-PaDa-l con
quitosano-glutaraldehido, 2-CPO con quitosano-glutaraldehido, y 3-quitosano-
glutaraldehido.

En este ensayo no fue posible medir proteina en la fraccion soluble por dos técnicas,
debido a interferencias: en el ensayo de Bradford interfiere con la reacciéon la
presencia de quitosano y en el ensayo de Lowry también se obtiene una sefial
mayor a la esperada probablemente por la formacién de nuevos enlaces (imida)
entre la proteina y el quitosano.

La comparacion en el gel SDS-PAGE se obtuvo cargando las mismas unidades
enzimaticas como podemos ver en la Figura 33. Se puede observar que no
aparecen bandas donde cargamos al sobrenadante, aunque si hay actividad
enzimatica, esto podria deberse a que toda la enzima esta en la fraccion insoluble,
entrecruzada con el glutaraldehido-quitosano.
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Figura 33. Gel SDS-PAGE de PaDa-l modificada con quitosano vy
glutaraldehido

1-Marcador, 2-PaDa-l (20 U enziméticas), 3-Sobrenadante (20 U enzimaticas), 4-
Lavado, 5-PaDa-| + Quitosano

Como se menciond, el glutaraldehido actia sobre grupos amino formando
intermediarios base de Schiff que se estabilizan para formar en enlace imina. El
glutaraldehido puede reaccionar con los grupos amino presentes en el quitosano.
Por tanto, existe la posibilidad de reacciones proteina-quitosano, proteina-proteina
0 quitosano-quitosano: porque es posible que por esta inespecificidad nos haya
dado como resultado un conjugado insoluble como podemos observar en la Figura
33.

Se realizaran ensayos posteriores para determinar las propiedades de este
conjugado. No se incluye en los alcances de esta tesis debido a que no tenemos
establecido para PaDa-l un sistema de catalisis heterogéneo; y para cumplir en
tiempo este proyecto se decidioé no caracterizar este conjugado.

Se prob6 que el conjugado era activo, pero es posible que la actividad enziméatica
haya disminuido. Sin embargo, como se demostr6 en este trabajo, el quitosano
como aditivo actiia como termo estabilizante de PaDa-I; podemos esperar que con
la modificacién covalente se aumente este efecto. Por lo que este conjugado es
muy interesante y se continuara explorando este entrecruzado en el laboratorio.



Conclusiones
Modificaciones genéticas

El reemplazo de residuos oxidables alrededor del grupo hemo por mutagénesis sitio
dirigida produjo enzimas con actividad peroxigenasa, aungue mucho menos activas
que la enzima parental. Las mutantes se producen en menor cantidad que PaDa-l,
lo que puede reflejar un plegamiento inestable. Ninguna mutacion le confirid
estabilidad oxidativa a PaDa-I.

La mutacion Y194S no pudo ser evaluada por la poca muestra obtenida pero la
actividad enzimatica se perdio casi por completo. La mutacion M127L y Y160F
produjeron enzimas con menor actividad enzimatica. Modificar los residuos de bajo
potencial redox a menos de 10 A del sitio activo no mejoro la estabilidad oxidativa
de PaDa-l y si disminuy0 su actividad (se perdié mas del 90% de actividad).

Modificaciones quimicas

Se modificé a PaDa-I con polietilenglicol utilizando cloruro cianudrico para activarlo.
Su peso aumentd6 a mas de 250 kDa. Esta maodificacion no aumento
termoestabilidad a 60°C o estabilidad ante los solventes como acetona y
dimetilsulféxido.

Las estrategias que se han probado hasta ahora nos permiten comprobar que
PaDa-l no esta modificada covalentemente con quitosano cuando se usoO
carbodiimida como entrecruzante. La termoestabilidad mejora 2 veces respecto a
PaDa-I libre, pero se demostré que es derivado de la presencia del quitosano como
aditivo. El quitosano puede entonces utilizarse para mejorar la termoestabilidad de
la enzima, a través de interacciones idnicas susceptibles de romperse manipulando
el pH.

Se modificé a PaDa-l con quitosano utilizando glutaraldehido como entrecruzante.
Al modificar a PaDa-I con quitosano, se forma un entrecruzado no soluble en el que
se retiene la enzima. Sera interesante caracterizar este conjugado utilizando un
sistema de catalisis heterogéneo.



Perspectivas

Los procesos para estabilizar a una enzima son caso especifico, en esta tesis se
modificé genéticamente a PaDa-I utilizando una estrategia de modificacion racional
y no se aumento su estabilidad oxidativa.

Por esto, se considera que para estabilizar a PaDa-l es necesario utilizar una
estrategia de modificacion genética como la evolucion dirigida que permita obtener
una variante con estabilidad oxidativa aumentada. Al obtener la variante el siguiente
propasito es ser capaces de relacionar las mutaciones acumuladas con el aumento
de estabilidad oxidativa para obtener una comprension mayor de cOmo evitar la
inactivacion de PaDa-I.

Respecto a la modificacidn con polietilenglicol, seria interesante comprobar las
teorias que se plantearon para la pérdida de actividad enzimatica. Una alternativa
que nos daria resultados confiables seria medir el contenido de estructura
secundaria de PaDa-I modificada, con técnicas como el dicroismo circular. También
medir la actividad enziméatica con sustratos muy pequefios en donde el problema de
difusion pudiera minimizarse.
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