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RESUMEN

Las flavoproteinas monooxigenasas (FPMOSs) de clase B catalizan la incorporacion de un
atomo de oxigeno a un sustrato y la reduccién del otro atomo de oxigeno a agua, son
enzimas redox que utilizan un cofactor de flavina adenina dinucleétido (FAD) y NADPH o
NADH como donante de electrones. Recientemente se ha reportado una FPMO de clase B
Ilamada TmCHMO, originaria del microorganismo Thermocrispum municipale, de gran
potencial biotecnologico, cuya expresion es recombinante, soluble y activa, resultando
atractivo conocer su alcance para sustratos de gran relevancia farmacoldgica y establecer un
protocolo de produccion de esta enzima el cual sirva como referencia para analizar la
expresion heteréloga de otras FPMOs putativas, homologas a TmCHMO, obtenidas de la
basqueda bioinformatica en el genoma de 6 Micromonosporas y 4 Streptomyces
provenientes del Lupino del Desierto de Atacama, recientemente aisladas y secuenciadas.

El siguiente trabajo aborda la produccion de TmCHMO en Escherichia coli TOP10-
pBAD-His-tag-SUMO a escala biorreactor, cuya induccion se realizé con L-arabinosa 0,1%
(p/v) en el cultivo y la actividad enzimatica méxima alcanzada fue de 36 [Ul/gBS] para
ciclohexanona. También se purific6 TMCHMO en FPLC con afinidad a Niquel y se
demostré que TMCHMO purificada es capaz de catalizar la transformacion de los farmacos
de Clomifeno, Dasatinib y en menor actividad Tamoxifeno. Los productos de la reaccion de
oxidacion se utilizan en el estudio de la farmacocinética del medicamento permitiendo
determinar su efectividad en los diferentes tratamientos. Por otro lado, se busco y
selecciond bioinformaticamente 4 FPMOs putativas en base al % de identidad de 35%
minimo, E-value cercano a 0 y secuencias conservadas para FPMOs de clase B y sus
respectivas subclases. Se analiz6 la expresion heter6loga en Escherichia coli TOP10-
pBAD-His-Tag-SUMO vy se observo que para MO2 y MO3 no hubo expresién heteréloga
en ninguna de las fracciones analizadas, mientras que para MOl y MO4 se observo
expresion insoluble, sin embargo, no se pudo mejorar la expresion en la fraccion soluble
pese a las modificaciones en las condiciones de cultivo. Se concluye que establecer una
metodologia para producir de manera soluble y activa una FPMOs de clase B como
TmCHMO no asegura la expresion soluble de otras FPMOs putativas de clase B homologas
a TmCHMO. Surgiendo la posibilidad de modificar o cambiar el sistema de expresion
heterologo utilizado con la finalidad de producir de forma recombinante, soluble y activa
FPMOs promisorias para la industria biotecnologica.
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1. INTRODUCCION

Las flavoproteinas monooxigenasas (FPMOs) del grupo B son enzimas redox que utilizan
un cofactor de flavina adenina dinucledtido (FAD) para activar el oxigeno molecular (O2),
utilizando NADPH o NADH como donante de electrones. Estas FPMOs catalizan la
incorporacion de un atomo de oxigeno a un sustrato y la reduccion del otro atomo de
oxigeno a agua como se observa en la Figura 1.1 (Romero et al 2018).
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Figura 1.1 Ciclo catalitico de FPMO grupo B, figura extraida y modificada de (Paul et al
2021).

Las FPMOs del grupo B estan involucradas en procesos bioldgicos que incluyen la
degradacidn de la lignina, biosintesis de productos naturales como metabolitos secundarios
complejos y desintoxicacion de compuestos xenobidticos (Paul et al 2021; Tolmie et al,
2019). Son biocatalizadores prometedores para la industria biotecnoldgica ya que se
pueden aplicar a un conjunto diverso de reacciones con excelente quimio, regio y
enantioselectividad, tales como la conversion de una amplia gama de cetonas en ésteres o
lactonas (Alphand et al, 2003), en reacciones de sulfoxidacion para la produccion de
sulfoxidos dpticamente activos (Matsui et al, 2014; Xu et al,2020), en la oxigenacion de
heteroatomos para la sintesis de metabolitos de farmacos humanos (Bailleul et al, 2021;
Catucci et al, 2020) y por ultimo, estan involucradas en reacciones de N-hidroxilaciones de
aminoacidos que se encuentran en rutas biosintéticas de metabolitos secundarios (Ballou y
Entsch, 2013 ; Robinson y Sobrado, 2013).

Recientemente se ha reportado una FPMO de clase B con actividad Baeyer-Villiger
monooxigenasa (BVMO) que utiliza cofactor NADPH y es de gran potencial
biotecnoldgico dado su estabilidad frente a la temperatura y cosolventes, y su sintesis de
forma recombinante, soluble y activa, resultando atractivo utilizarla para establecer una



metodologia para producir FPMOs de clase B a escala biorreactor y estudiar su actividad
para sustratos de relevancia farmacoldgica (Romero et al. 2016).

Por otro lado, se han aislado y secuenciado 10 actinobacterias provenientes del Lupino del
Desierto de Atacama, especificamente 6 Micromonosporas y 4 Streptomyces. Resultando
novedosa la busqueda bioinformatica en el genoma de estos microorganismos, de posibles
FPMOs de clase B que cuenten con caracteristicas diferentes a las BVMOs de Streptomyces
Leeuwenhoekii C34 ya reportadas. Por ejemplo, una secuencia conservada para enzimas del
tipo FMOs debido a su promiscuidad en el uso de NADPH o NADH (Jensen C. et al, 2014)
y su actividad de oxidacion para farmacos.

El siguiente trabajo aborda el estudio de la produccién de una FPMO de clase B TmCHMO
recuperada de una actinobacteria termdfila Thermocrispum municipale (Romero et al.
2016), en Escherichia coli TOP10- pBAD-His-tag-SUMO a escala biorreactor, estudiar su
posible aplicacion sobre sustratos de uso farmacoldgico, y la expresion heter6loga de
posibles FPMOs provenientes de actinobacterias aisladas del Lupino del Desierto de
Atacama en Escherichia coli. En primer lugar, se produjo a escala biorreactor la enzima
TmCHMO vy se purificd en FPLC con afinidad de Niquel, posterior a ello se evalud su
actividad de oxidacién de Clomifeno, Tamoxifeno y Dasatinib. Luego se buscod y
selecciond bioinformaticamente FPMOs putativas, y se analizo la expresion heteréloga de
estas enzimas en Escherichia coli TOP10 utilizando el pldésmido pBAD-His-Tag-SUMO.

1.2. Objetivo General

e Establecer un sistema de produccién de una FPMOs termoestable y evaluar la
expresion heterdloga de FPMOs putativas provenientes de Actinomicetes aislados
del Lupino del Desierto de Atacama.

1.3.  Objetivos Especificos

e Producir en Escherichia coli TOP10 a escala biorreactor una enzima FPMOs de
clase B de la actinobacteria Thermocrispum municipale (TmMCHMO).

e Evaluar actividad enzimatica de TmCHMO para Clomifeno, Tamoxifeno y
Dasatinib.

e Buscar y seleccionar bioinformaticamente FPMOs de Actinomicetes aislados del
Lupino del Desierto de Atacama.

e Analizar la expresion heterdloga de FPMOs putativas seleccionadas en Escherichia
coli TOP10 usando el plasmido pBAD-His-tag-SUMO.



2. ANTECEDENTES

2.1 Flavoproteinas monooxigenasas (FPMOs) de clase B

Las flavoproteinas monooxigenasas (FPMOs) catalizan la incorporacion de un atomo de
oxigeno a un sustrato y la reduccion del otro atomo de oxigeno a agua. Especificamente las
FPMOs de clase B son enzimas redox que utilizan un cofactor de flavina adenina
dinucleotido (FAD) para activar el oxigeno molecular (O2) y ademas utilizan NADPH o
NADH como donante de electrones.

Las FPMOs del grupo B a su vez se subclasifican en Baeyer-Villiger monooxigenasas
(BVMO; B1), en Flavina monooxigenasas (FMO; B2) y en monooxigenasas N-
hidroxilantes (NMO; B3) (Van Berkel et al, 2006; Riebel et al, 2013). Siendo enzimas de
un solo protébmero que tienen un cofactor FAD fuertemente unido y estan compuestas
estructuralmente por dos dominios Bpa de tres capas de Rossmann que permiten la union a
FAD y NAD(P)H, ver Figura 2.1 (Riebel et al, 2013; Romero et al, 2018).

Figura 2.1 Estructura cristalina de una FPMO de clase B, Fenilacetona monooxigenasa
(PAMO). Dominio FAD (verde), NADP (azul-cian), huellas dactilares de BVMO (rojo).
Figura extraida y modificada de (Malito et al., 2004).

Por otra parte, todas las FPMOs de clase B se pueden identificar y distinguir de las otras
clases de FPMOs porque contienen dos secuencias conservadas tipicas de pliegues de
Rossman, donde la primera esta cercana al extremo N-Terminal mientras que la otra esta en
medio de la secuencia aminoacidica (Riebel et al, 2013). A su vez las subclases de FPMOs
de clase B se pueden identificar y diferenciar entre ellas porque contienen secuencias
conservadas especificas, ya sea para las BVMO (B1) y para las FMO (B2) no asi para las
NMO (B3), ver Tabla 2.1 (Riebel et al, 2013; Fraaije et al, 2002).



Tabla 2. 1 Secuencias conservadas para FPMOs de clase B y sus subclases respectivas.

Motivo de Secuencia Referencia
Rossman GXGXX(G/A) Fraaije et al, 2002
BVMO (B1) [A/G]GXWxxxX[F/Y]P[G/M]xxxD Riebel et al, 2012
FxGxxxHxxxWP/D Riebel et al, 2013

Fraaije et al, 2002

FMO (B2) FXGXXXHXXX(Y/F) Fraaije et al, 2002
FXGxxxHxxxY (K/R) Riebel et al, 2013

Las BVMOs (B1) son el tipo de FPMOs de clase B més estudiado (Paul et al., 2021), son
dependientes de NADPH y catalizan principalmente la conversion (u oxidacion) de una
amplia gama de cetonas en ésteres o lactonas como es el caso de la e-caprolactona a partir
de la ciclohexanona, la e-caprolactona es precursora de poliésteres biodegradables como
poli(e-caprolactona) y poliglecaprona, biopolimeros empleados en la industria biomédica
(Contreras y Medina 2016), también es precursora en la sintesis de caprolactama,
mondmero clave en la elaboracién de nailon, polimero producido globalmente a una escala
de 4 millones de toneladas por afio (Thaore, Chadwick, y Shah 2018). Las BVMOs
igualmente catalizan reacciones de sulfoxidacién para producir sulféxidos épticamente
activos, un ejemplo es la sintesis del inhibidor de &cido gastrico esomeprazol a partir de
pirmetazol (Xu et al, 2020; Zhang et al, 2019). Por dltimo, las BVMOs también pueden
catalizar reacciones de epoxidaciones y N-oxigenaciones (Colonna et al, 2002; Maczka et
al., 2018).

Las FMOs (B2) son enzimas recientemente consideraras como biocatalizadores (Rioz-
Martinez et al, 2011), éstas utilizan tanto NADPH como NADH vy catalizan principalmente
reacciones de oxidacion a compuestos que contienen heterodtomos mientras que son
ineficientes en las reacciones catalizadas por las BVMOs (Riebel et al, 2013). Las FMOs
son de gran relevancia farmacoldgica ya que catalizan por ejemplo la oxigenacion de
Clomifeno, medicamento no esteroideo utilizado para el tratamiento de fertilidad en
mujeres (Rostami-Hodjegan et al, 2004; Dewailly et al, 2010), Dasatinib metabolito
utilizado para el tratamiento de la leucemia mieldgena cronica y la leucemia linfoblastica
aguda (Kamath et al, 2007) y Tozasertib farmaco en evaluacion para el tratamiento contra
el cancer (Ballard et al, 2007; Catucci et al, 2013).



Por ultimo, las NMOs (B3) son la tercera subclase de las FPMOs de clase B, requieren de
NADPH vy catalizan N -hidroxilaciones de aminoécidos, como lisina, aspartato y ornitina
que se encuentran en vias biosintéticas de metabolitos secundarios como sideréforos y
agentes antimicrobianos (Ballou y Entsch, 2013; Robinson y Sobrado, 2013; Wang et al,
2018; Matsuda et al, 2018), hasta la fecha no se ha reportado actividad de sulfoxidacion ni
BVMO para las NMOs (Paul et al, 2021).

Algunas de las reacciones enzimaticas mas estudiadas por las FPMOs de clase B se
representan en la Figura 2.2, donde A) es la Oxidacion de Baeyer-Villiger de Fenilacetona a
Acetato de bencilo por PAMO; B) es la Oxidacion de Baeyer-Villiger de ciclohexanona a
€-caprolactona por CHMO de Acinetobacter sp; C) es la N -hidroxilacion de trimetilamina
a N -oxido de trimetilamina por monooxigenasa Tmm; D) es la Oxidacién de Baeyer-
Villiger de B-ionona a su acetato por monooxigenasa FMOS5; E) es la N -hidroxilacion de
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) a 2-(hidroxiamino)-2-(hidroximetil) propano-1,3-diol
por Ni-FMO y F) es la Sulfoxidacion de pirmetazol a esomeprazol por CHMOm de
Acinetobacter sp.
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Figura 2. 2 Representacion del ciclo catalitico de algunas FPMOs de clase B (Figura
extraida y modificada de Paul et al, 2021).



2.2 Expresion heterdloga de FPMOs de clase B

Para que las FPMOs de clase B puedan expresarse de manera soluble, activa y funcional es
necesario tener en consideracion las condiciones de cultivo que optimizan la expresion de
estas enzimas, el control sobre las condiciones de cultivo, la célula hospedera a utilizar y el
vector de expresion que favorece la produccion heterdloga de las FPMOs.

Expresar FPMOs de clase B en un biorreactor Batch permite mejorar la produccién de estas
proteinas recombinantes, ya que se logra operar en condiciones controladas de pH mediante
la adicion de &cido-base, existe control sobre la transferencia de oxigeno hacia el cultivo
microbiano mejorando los rendimientos de biomasa y produccion de las enzimas, también
se puede manipular la temperatura del cultivo en base a la necesidad del crecimiento
microbiano y la expresion de la proteina recombinante de interés (Doran, P. 1995).

En lo que respecta a las condiciones de cultivo para la sintesis de las FPMOs algunos de
los factores que han sido estudiados con mayor frecuencia son la temperatura de
crecimiento y la temperatura de induccion, ademas de la concentracion del inductor y el
momento de la induccion (Chen y Xu 2011; Doig et al., 2001; Lee y Keasling 2008).
Asimismo, la composicion del medio de cultivo en el que se realiza la expresion también es
un factor relevante, ya que los componentes del medio pueden interferir en la produccion
basal de las enzimas recombinantes, ya sea generando una alta produccion bajo condiciones
no inducidas o provocar la liberacion de la proteina al medio extracelular (Grossman et al.,
1998).

Se ha reportado que para la produccion de FPMOs se utiliza con mayor frecuencia el medio
complejo Terrific Broth (TB) (Ver Tabla 2.3), sin embargo, en este trabajo se utilizara
Luria Bertani (LB) dado su bajo costo comercial con respecto a TB
(www.sigmaaldrich.com) y porque se han informado interesantes resultados sobre la
produccién a escala biorreactor de una FPMOs utilizando LB enriquecido con fuentes de
carbono tales como glicerol para aumentar los niveles de masa celular y asi obtener mayor
cantidad de enzima recombinante (Doig et al., 2001).

El inductor més utilizado en la expresion de las FPMOs es L-Arabinosa, puesto que resulta
atractivo comercialmente debido a los bajos costos que este inductor presenta, ademas de la
estricta regulacion de la expresion y el control sobre el nivel de expresion génica tras la
induccion (Szeliova et al. 2016). En la Tabla 2.2 se observan las diferentes concentraciones


http://www.sigmaaldrich.com/

de L-Arabinosa utilizadas en la expresion de las distintas FPMOs, cuya concentracion va
desde 0.002% hasta 0.1% (v/v).

Sobre la temperatura 6ptima de crecimiento e induccién para la expresion de las FPMOs, se
ha reportado que la temperatura 6ptima de crecimiento de Escherichia coli es de 37°C, sin
embargo, no necesariamente aquella temperatura corresponde a la temperatura 6ptima para
inducir la expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli (Singha et al., 2017).
En algunos casos el uso de temperaturas por debajo de la temperatura Optima de
crecimiento favorece la sintesis de proteinas recombinantes, mejorando el rendimiento y/o
la solubilidad de la proteina de interés puesto que al disminuir la temperatura se disminuye
la sobrecarga de la maquinaria de transcripcion y traduccion, favoreciendo el correcto
plegamiento de la proteina recombinante y la ubicacién de la enzima en los compartimentos
deseados ( Chen y Xu., 2011; Donovan, Robinson, y Glick 1996). En la Tabla 2.2 se
observan las temperaturas de crecimiento e induccion para la expresion recombinante de
diferentes FPMOs.

La célula hospedera més utilizada para la expresion de FPMOs recombinantes es
Escherichia coli (Ver Tabla 2.2), puesto que es la especie mas empleada y estudiada tanto
genética como fisiolégicamente. Entre las ventajas que brinda este microorganismo como
hospedero estan: la rapida generacién de biomasa (elevada velocidad de crecimiento), la
facil manipulacién genética, no posee requerimientos costosos asociados a medios de
cultivo o equipamiento, la alta eficiencia en la incorporacion de material genético foraneo y
la gran variedad de vectores de expresion y variantes mutantes (Nygren y Sta, 2002).

Particularmente, Escherichia coli TOP10 es una cepa recombinante que se caracteriza por
ser capaz de mantener constante los niveles de L-Arabinosa en su interior en el transcurso
del tiempo, ya que transporta, pero no metaboliza este monosacérido de cinco carbonos,
favoreciendo la expresion de proteinas recombinantes inducidas por este inductor (Doig
et al. 2001; www.thermofisher.com).

Por ultimo, el plasmido pBAD-His-tag-SUMO es un vector de expresion recurrentemente
utilizado en la sintesis recombinante de FPMOs de clase B (Ver Tabla 2.2) el cual se
utilizara en el siguiente trabajo y fue donado por el profesor Marco Fraaije de la
Universidad de Groningen (The Netherlands) y la empresa GECCO-biotech. Este plasmido
posee un promotor araBAD para una expresion regulada e inducida por L-arabinosa,
sefiales de la iniciacion de la traduccion optimizadas para Escherichia coli, etiqueta de
polihistidina N-terminal (6xHis) para favorecer la purificacion, un marcador que confiere
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resistencia a Ampicilina y una proteina de fusion SUMO que mejora la solubilidad de la
proteina de interés (www.thermofisher.com).

Tabla 2. 2 Resumen sobre expresion heter6loga de FPMOs

Célula Vector de Inductor/ rc
Enzima Clase/Subclase ., Medio cultivo concentraciéon %  crecimiento/  Referencia
hospedera  expresion . .
(VIv) induccion
- pBAD-
Escherichia .
TmCHM . His-Tag- L- o A0 Romero et
0 B/BVMO °°"1EOP SUMO- LBLB arabinosa/0.02% 37124 al, 2016
TmCHMO
NEB 10-8 L -arabinosa/ Gran-
Sle_1319 o 37°/ 17, 24,
e_O B/BVMO Escherichia pCRE2 TB/TB 0.002,0.02y 30y 37°C Scheuch et
coli 0.2% y al, 2018
NEB 10-f L -arabinosa/ Gran-
le_6207 L 7°1 17,24
S e_g 0 B/BVMO Escherichia pCRE2 TB/TB 0.002,0.02y 330/ 3%°C‘ Scheuch et
coli 0.2% y al, 2018
Escherichia L -arabinosa/ 0,1 Fraaije et
TIPAMO B/BVMO coli TOP pBADNK TB/TB ' 37°/37° !
10 % al, 2005
Escherichia . .
ACCHMO  B/BVMO coliTOP  pQR239 LB/LB L -arabinosa/ 01 70570 Doig et al.
% 2003
10
NEB 10-p I-?Ef\r Eg L- Loncar et
NiFMO B/FMO Escr::(z)rllichla SUMO- TB/ TB arabinosa/0.02% 37°/25 al, 2019
NiFMO
NEB 10-p I-?i?f\l'lzg;- L- 24° 0 Bailleul et
FMO1 B/FMO Escr::eorllichla SUMO- TB/TB arabinosa/0.02% 17 ﬁz: o} al, 2021
FMO1
E. coli. L- o1mro Nicoll et al,
FMO5 B/FMO BL21 pBAD-NK TB/ TB arabinosa/0.02% 37°124 2019




2.3 TMCHMO, una FPMOs de clase B y subclase BVMO; B1

TmCHMO (TmCHMO; EC 1.14.13.22) es un biocatalizador Baeyer-Villiger, dependiente
de FAD y NADPH. Su secuencia fue recuperada de una actinobacteria termdfila
(Thermocrispum municipale) aislada del compost de residuos municipales. Su estructura
general comprende cuatro regiones; un dominio FAD, un dominio NADPH, un dominio
helicoidal y regiones enlazadoras (Ver figura 2.1) (Romero et al. 2016).

Figura 2. 3 Estructura cristalina de TmMCHMO. Dominio FAD (amarillo), dominio NADPH
(naranja), dominio helicoidal (purpura), regiones enlazadoras (cian). Figura modificada
de (Romero et al. 2016)

Esta enzima, recientemente descubierta, demostré ser un prometedor biocatalizador
oxidativo ya que se puede expresar de manera recombinante, soluble y activa, ademas de
catalizar eficientemente cetonas alifaticas, aromaticas y ciclicas, asi como también sulfuros
(Romero et al., 2016; De Gonzalo et al., 2018). Por otro lado, se han obtenido conversiones
para ciclohexanona utilizando la enzima aislada y la célula completa (Romero et al., 2016;
Solé et al., 2019).

A su vez este biocatalizador report6 gran termoestabilidad con respecto a otras CHMO
estudiadas, siendo su temperatura de desnaturalizacion de 48°C y conservando
aproximadamente un 58% de su actividad, para ciclohexanona, después de 5,5 h a 45°C.
Ademas, se caracteriza por su gran estabilidad con respecto a los disolventes, conservando
mas del 80% de su actividad, para ciclohexanona, transcurridas 20 h de incubacion con
acetonitrilo al 14% a 20°C (Romero et al. 2016).



2.4 Microrganismos del desierto de Atacama

La region hiperarida del Desierto de Atacama se caracteriza por una gran variacion diaria
de temperatura, entre —8 y 50 °C (Pulschen et al., 2015), baja disponibilidad de agua (Azua-
Bustos et al., 2012), exposicion alta a luz ultravioleta y alta salinidad, el desierto contiene
depdsitos naturales de aniones como CI, CIO 37, entre otros (Paulino-Lima et al., 2013).
Estas caracteristicas generan como consecuencia que la biodiversidad microbiana que
prospera ahi resulte de gran interés biotecnolégico, siendo llamativa la exploracion de estos
microorganismos y sus enzimas.

Desde hace un tiempo se ha trabajado en la busqueda de actinobacterias provenientes del
Desierto de Atacama dado su gran potencial biotecnolégico (Cameron et al, 1966; Okoro et
al, 2009; Opfell y Zebal 1967). Estos microrganismos se caracterizan por ser productores
de metabolitos secundarios complejos tales como antibiéticos y sidero6foros (Jarmusch et al,
2021; Carro et al 2018). Por otra parte, se ha reportado que las FPMOs de clase B estan
involucradas en procesos metabolicos relacionados con la construccion de metabolitos
secundarios (Tolmie et al, 2019).

Hasta la fecha, se han reportado dos BVMOs de Streptomyces Leeuwenhoekii C34
(Actinobacteria proveniente del Desierto de Atacama) estas enzimas reportaron gran
estabilidad a altas temperaturas y cosolventes (Fraaije et al, 2005; Gran-Scheuch et al,
2018), lo cual se puede relacionar con que son enzimas aisladas de un microorganismo
extremofilo cuyas enzimas suelen ser mas tolerantes frente a altas condiciones de
temperatura (Demirjian et al, 2001; Karan et al, 2012).

Recientemente se han aislado y secuenciado 10 actinobacterias provenientes del Lupino del
Desierto de Atacama, especificamente 6 Micromonosporas y 4 Streptomyces. Resulta
atractivo realizar una basqueda bioinformatica en el genoma de estos microorganismos, de
posibles FPMOs de clase B, considerando los antecedentes expuestos y ademas que
cuenten con caracteristicas diferentes a las BVMOs de Streptomyces Leeuwenhoekii C34 ya
reportadas, como por ejemplo un dominio NADH y/o una secuencia conservada para
enzimas del tipo FMOs. También resulta interesante producir la enzima TmCHMO en
biorreactor a escala laboratorio y conocer sus sustratos considerando su atractiva
estabilidad frente a la temperatura y cosolventes. Y de paso, seria interesante poder
establecer un protocolo de produccién de esta enzima el cual sirva como referencia para el
estudio de la expresion heterdloga de las posibles FPMOs, homologas a TmCHMO,
provenientes del Lupino del Desierto de Atacama.
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3. METODOLOGIA
3.1 Resumen grafico de metodologia analitica y experimental

En la figura 3.1 se muestra un esquema resumen con la metodologia utilizada en el
desarrollo de esta investigacion.

[ Produccion de TmCHMO a escala biorreactor ]

« Cultivo de E. coli TOP10-pABD-His-Tag-SUMO-TmCHMO en reactor de 3 litros a 37°C, 500rpm y pH 7
+ Induccién con L-arabinosa 0,1% (v/v) a OD 0.5, 37°C, 500rpm, pH 7 durante 24h

Ensayo de actividad con extracto clarificado midiendo el consumo de NADPH a 340nm

) 4

[ Evaluacion de actividad de oxidacién de farmacos por TmCHMO ]

Cultivo de E. coli TOP10-pBAD-His-Tag-SUMO-TmCHMO en matraz de 2 litros a 37°C, 500rpmy pH 7

Induccién con L-arabinosa 0,1% (v/v) a OD 0.5, 37°C, 500rpm, pH 7, durante 24h

Purificacién con cromatografia de afinidad de Niquel

Ensayo de actividad con TmCHMO purificada midiendo el consumo de NADPH a 340nm

4

[ Blsqueda bioinformdtica de FPMOs putativas ]

-

BLASTx al genoma de nuevas actinobacterias utilizando TmCHMO, SLE_13190 y SLE 62070 como

secuencias de consulta

-

Seleccion de FPMOs putativas basadas en % de identidad, E-value y huellas dactilares de FPMOS

4

[ Clonacién, expresion y purificacion de FPMOs putativas ]

+ Sintesis de genes de FPMOs putativas
+ Ligacion en plasmido pBAD-His-Tag-SUMO
+ Expresion heterdloga en E. coli TOP10

* Purificacion con cromatografia de afinidad de Niguel

Figura 3. 1 Diagrama sobre la metodologia aplicada en la produccion de una FPMOs
termoestable (TmMCHMO), evaluacion de actividad de oxidacion de farmacos por
TmCHMO y basqueda bioinformética y expresion heteréloga de FPMOs putativas.
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3.2 Metodologia analitica

En la Tabla 3.1 se describen las metodologias analiticas utilizadas en el desarrollo de esta
investigacion.

Tabla 3.1: Metodologias analiticas utilizadas en la produccion de una FPMO termoestable
(TmCHMO), evaluacién de actividad de oxidacion de fa&rmacos para TnCHMO y busqueda
bioinformatica y expresion heter6loga de FPMOs putativas provenientes de actinomicetos
aislados del Lupino del Desierto de Atacama.

Medicion concentracién de biomasa

e SetomoO 1 mL de caldo de cultivo, se diluyo en caso de ser necesario, se midié la
absorbancia a 600 nm en espectrofotometro (Biochrom Libra S50) y se interpolo
el valor de absorbancia obtenido en curva de calibrado (Anexo B1).

Medicion concentracion de glicerol

e Se tomd 1 mL de caldo de cultivo y se puso en un Eppendorf de 1,5 mL, se
centrifugé a 5000 rpm durante 10 min a 4°C en microcentrifuga (Eppendorf
5403), se filtro en filtros de Nylon de 0,22 um y se dispuso la muestra en un Vial,
se midi6 cada muestra en HPLC-IR, bajo las siguientes condiciones
cromatograficas; T 55°C, Flujo 0,6 mL/min, Fase mévil 1,5mM H2SO4, Columna
Aminex HPX-87H, 300x7.8 mm, (Bio-rad), inyeccion de 20 pL y tiempo de
retencion de 14 min, finalmente se interpolé el resultado obtenido en curva de
calibrado (Anexo B2).

Preparacién muestras para purificacion en FPLC

e Todo el trabajo se realiz6 en hielo 0 a 4°C. Se tomaron 50 mL de caldo de cultivo y
se transfirieron a un tubo de centrifuga, se centrifugé a 5000 rpm durante 10 min a
4°C en centrifuga (Eppendorf 5804R) se elimind el sobrenadante y se resuspendid
el pellet en buffer fosfato 20 mM pH-7.4, se centrifugd nuevamente a 5000 rpm
durante 10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet lavado
en 25 mL de una solucién buffer fosfato 20 mM pH-7.4, 500 mM NaCl, 5 mM
Imidazol y 3 mM Benzamidina.

e El pellet anteriormente obtenido fue sonicado (Qsonica Q500) durante 20 ciclos de
5 Ony 20 segundos Off a una amplitud de 40%. Se centrifug6 durante 30 minutos a
11.000 rpm y 4°C, finalmente se separ6 el pellet del extracto clarificado y el pellet
se suspendid en 25mL de urea 8M.
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Purificacion de TmMCHMO y de FPMOs putativas

Se utilizo el sistema de purificacion FPLC AktaTM Avant 25 para la purificacion de
TmCHMO vy las FPMOs putativas a 4°C. Durante la cromatografia se registro la
absorbancia a 280 nm. La columna Histrap FF de 1 ml (GE healcare Life Sciences)
se equilibro previamente con 10 volimenes de columna de tampon A (fosfato 20
mM pH 7.4, 5 mM imidazol, 500 mM NaCl) con un flujo de 1 ml/min. Se cargaron
17 mL de cada muestra a la columna a un flujo de 0,5 ml/min usando un loop
capilar. La columna se lavé con 20 volimenes de tampon A con un flujo de 1
ml/min. La proteina unida se eluy6 en 8 ml de un gradiente lineal (de 0% a 100%)
de Tampodn B (fosfato 20 mM pH 7.4, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM) con un
flujo de 0,5 ml/ min. El pico de elucién fue recolectado y se utilizé para el analisis
SDS-PAGE y medicién de actividad enzimatica.

Para la desalinizacion de TmMCHMO la muestra total fue cargada en la columna de
desalinizacion Hiprep™ 26/10 previamente equilibrada con Tris-HCI pH 7,4 50
mM. La elucion se realiz6 a un flujo de 10 ml/min con 1,5 volimenes de columna
de buffer Tris-HCI pH 7,4 50 mM. La elucion fue recolectada en una placa de 96
pocillos profundo en fracciones de 2 mL y se juntaron las fracciones
correspondientes al primer pico de 280 nm.

Para el caso de la purificacién en condiciones denaturadas se utiliz6 el mismo
método descrito, la fraccion insoluble fue denaturada con urea 8 M y los Buffer A'y
B descritos anteriormente fueron preparados con urea 8 M.

Medicion concentracion de proteina del extracto clarificado

Para la cuantificacion de proteinas del extracto crudo se tomaron 5 pL, se diluyd en
caso de ser necesario, y se hizo reaccionar con 200 pL del reactivo Bradford durante
2 min, se medi6 absorbancia a 595 nm en espectrofotémetro (Biochrom UVM340)
y se interpol0 el valor de absorbancia obtenido en curva de calibrado (Anexo B3).

Medicién actividad enzimatica de TMCHMO en extracto clarificado y purificada

Para la medicion de la actividad enzimatica en el extracto clarificado, en una placa
de 96 pocillos se hizo reaccionar 70 pL del sobrenadante obtenido con 70 pL de
Buffer Tris-HCL pH 7.4 50 mM, 40 uL de NADPH 200 mM y 20 pL de
ciclohexanona 5mM, se midié la desaparicion de NADPH mediante la lectura
directa de absorbancia a 340 nm en espectrofotdbmetro (SPECTROstar Omega)
durante 45 minutos a 25°C. Finalmente se realizaron los célculos de actividad
enzimatica (Anexo D).

Para la medicion de la actividad enzimatica de TmCHMO purificada, en una placa
de 96 pocillos se hizo reaccionar 20 pL de la enzima purificada con 20 pL de
NADPH 200 mM vy diferentes concentraciones de cada sustrato, afladiendo buffer
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Tris-HCL pH 7.4 50 mM hasta alcanzar 200 pL de volumen de reaccidn, se midio la
desaparicion de NADPH mediante la lectura directa de absorbancia a 340 nm en
espectrofotometro (SPECTROstar Omega) durante 45 minutos a 25°C. Finalmente
se realizaron los célculos de actividad enzimatica (Anexo D).

SDS PAGE

Las muestras fueron mezcladas con buffer denaturante 5X, posteriormente se
calentaron por 10 minutos a 90°C. Se cargaron volimenes de 10 y 3 pL de muestra
en gel de poliacrilamida 12,5%. Las muestras fueron corridas durante 45 minutos a
voltaje constante (200 V). El gel fue tefildo en solucion de azul de Coomassie
durante 1 hora, posteriormente fue destefiido con solucidén de distincion (40%
metanol/10% &cido acético).

Para las muestras en condiciones denaturadas se utilizé el mismo método descrito, y
las muestras fueron diluidas con buffer fosfato 20 mM pH-7.4 hasta alcanzar la
concentracion 1M de urea.

Electroforesis con gel de agarosa

Las muestras fueron mezcladas con buffer de carga 6X. Se cargaron volimenes de 3
puL de muestra en gel de agarosa 1% en buffer TAE con red gel 10.000X. Las
muestras fueron corridas durante 120 minutos a voltaje constante (90 V). El DNA
fue observado en luz UV.
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3.3 Metodologia experimental

Todos los reactivos quimicos fueron comprados en Sigma-Aldrich, Difco o Merck, el
plasmido pBAD-His-Tag-SUMO-tmCHMO fue donado por el profesor Marco Fraaije de la
Universidad de Groningen (The Netherlands) y la empresa GECCO-biotech. Los genes
fueron sintetizados en GeneUniversal y los primers junto a la secuenciacion fue realizada
en Macrogen.

3.3.1 Busqueda bioinformatica de FPMOs putativos

Se realiz6 la busqueda bioinformatica local de FPMOs putativas a partir de la secuencia
gendmica de 10 cepas aisladas de Lupino del Desierto de Atacama, entre ellas 4
Streptomyces y 6 Micromonosporas. Se utilizd el programa informatico BLAST, las
secuencias de consultas fueron secuencias codificantes de proteinas termoestables de
BVMOs provenientes de Streptomyces Leeuwenhoekii C34 (“SLE 131907, “SLE_62070")
y la ciclohexanona monooxigenasa de Thermocrispum municipale (WP_028849141.1). Se
seleccionaron las secuencias de las FPMOs putativas de interés en base al porcentaje de
identidad de 35% minimo y E-value cercano a 0. Finalmente se analizaron los dominios
conservados y  sitios  importantes en la base de datos InterPro
https://www.ebi.ac.uk/interpro/ y MEGA-X.

3.3.2 Clonacion de FPMOs putativas

A los genes que codifican para las FPMOs putativas (MO1, MO2, MO3 y MO4) se les
realiz6 una optimizacion de codones para E. coli utilizando la herramienta de IDT
https://www.idtdna.com/. Posterior a ello los genes fueron sintetizados en GenUniversal
junto a las secuencias especificas para las enzimas de restriccion Hindlll y Ndel. Se realiz
una digestion a los plasmidos Puc57-MO1; Puc57-M0O2; Puc57MO3; Puc57MO4; pBAD-
His-Tag-SUMO-TmCHMO con las enzimas de restriccion sefialadas anteriormente y se
purificaron por electroforesis con gel de agarosa los insertos MO1; MO2; MO3; MO4 vy el
vector pBAD-His-Tag-SUMO, luego se hizo una extraccion desde el gel de agarosa con el
Kit de extraccion GenJET para cada inserto y el vector. Se clono cada inserto por separado
en el vector pBAD-His-Tag-SUMO con la enzima T4 ligasa obteniendo como resultado las
siguientes construcciones: pBAD-His-Tag-SUMO-MO1; pBAD-His-Tag-SUMO-MO2;
pBAD-His-Tag-SUMO-MO3; pBAD-His-Tag-SUMO-MO4. Cada construccion fue
transformada en E. coli TOP10 y se sembraron en LB-Agar con Ampicilina 100 mg/L
durante la noche, se tomaron colonias aisladas y se sembraron nuevamente en LB-Agar con
Ampicilina 100 mg/L durante la noche, luego se realizé un PCR de colonia a dos clones por
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transformante y se observaron los insertos junto al vector por electroforesis con gel de
agarosa (Ver Anexo A), finalmente se corroboré por secuenciacion en Macrogen y se
realizaron cultivos de las transformantes en LB- Ampicilina 100 mg/L los cuales fueron
almacenados a -80°C con glicerol al 20%.

3.3.3 Expresion de TMCHMO y de FPMOs putativas

Para todos los cultivos realizados se suplementd el medio LB con Ampicilina 100 mg/L y
glicerol 3 g/L. De igual manera para todos los cultivos, a partir del respectivo criovial
almacenado a -80°C, se realizaron siembras por agotamiento en placas LB-Agar con
Ampicilina 100 mg/L, las que se incubaron a 37°C durante la noche con el fin de obtener
colonias aisladas y hacer preindculos de 10mL de medio LB cultivados durante 12h a 37°C
y 250 rpm.

Para la expresion de TmMCHMO y de las FPMOs putativas se tomaron 5mL del respectivo
preindculo y se inocularon 45mL de medio LB fresco en un matraz de 250 mL y se incubd
a 37°C y 250 rpm durante 12h, luego se tomaron 40mL de indculo y se inocularon 360 mL
de medio LB fresco en un matraz de 2L y se cultivo a 37°C y 250 rpm hasta llegar a una
ODeoo de 4 (fase de crecimiento tardia) para luego inducir afiadiendo un pulso de 2mL de L-
Arabinosa 200 mg/mL al cultivo para alcanzar una concentracién de 0,1% (p/v) de L-
Arabinosa en él y continuar el cultivo a 24°C durante 18h a 250 rpm. Posteriormente se
ajusto la metodologia para la optimizacion de la expresion de las FPMOs putativas. A partir
del preindculo de 10mL se tomé una alicuota para inocular medio LB fresco y dejar la
ODeoo inicial en 0,05 y cultivar a 37°C y 250 rpm hasta alcanzar una ODggo de 0,5 para
luego nuevamente inocular LB fresco y dejar la ODsoo inicial en 0,1 e incubar a 37°C y 250
rpm hasta llegar a una ODesgo de 0,5 e inducir afiadiendo L-Arabinosa y optimizar la
expresion probando diferentes concentraciones de inductor (0.02% y 0.1%), temperatura
(17°Cy 24°C) incubando durante 24 y 48 h.

Para cada cultivo se tomd el caldo de cultivo y se centrifug6 a 5000 rpm durante 10 min a
4°C, se elimind el sobrenadante, se resuspendio el pellet en tampén fosfato 20 mM pH-7.4,
se centrifugd nuevamente a 5000 rpm durante 10 min a 4°C, se elimin0 el sobrenadante y
se resuspendio el pellet lavado en una solucion de tampon fosfato 20 mM pH-7.4, 500 mM
NaCl, 5 mM Imidazol y 3 mM Benzamidina. Luego se sénico la muestra durante 20 ciclos
5/20 On/Off a una amplitud de 40% y se centrifugd durante 30 min a 11000 rpm. Se separ6
el pellet del extracto clarificado, el pellet se resuspendié en urea 8M y se guardaron
alicuotas de muestras para el andlisis de SDS-PAGE (descrito en la seccién 3.2
Metodologia analitica) y la parte restante de cada muestra se utiliz6 para ser purificada.
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Se utiliz6 como control E. coli TOP10 la cual fue tratada en las mismas condiciones sin
Ampicilina

3.3.4 Purificacion de TMCHMO y de FPMOs putativas

Para la purificacion del extracto clarificado de TmMCHMO y de las FPMOs putativas se
realizaron todos los procedimientos en hielo a 4°C. Durante la cromatografia se registré la
absorbancia a 280 nm. La columna Histrap FF de 1 ml (GE Healthcare Life Sciences) se
equilibro previamente con 10 volimenes de columna de tampdn A (fosfato 20 mM pH 7.4,
5 mM imidazol, 500 mM NaCl) con un flujo de 1 ml/min. Se cargd cada muestra a la
columna a un flujo de 0,5 ml/min usando un loop capilar. La columna se lavé con 20
volumenes de tampon A con un flujo de 1 ml/min. La proteina unida se eluy6 en 8 ml de un
gradiente lineal (de 0% a 100%) de Tampén B (fosfato 20 mM pH 7.4, NaCl 500 mM,
imidazol 500 mM) con un flujo de 0,5 ml/ min. El pico de elucion fue recolectado y se
utilizo para el analisis SDS-PAGE y medicion de actividad enzimatica.

Para la purificacion de las respectivas muestras en condiciones denaturadas se utilizé el
mismo método descrito anteriormente y las muestras fueron denaturadas con urea 8M vy los
buffers A y B también contenian urea 8M.

Para la desalinizacibn de TmCHMO la muestra total se cargd en la columna de
desalinizacion previamente equilibrada con Tris-HCI pH 7,4 50mM. La elucion se realiz6 a
un flujo de 10 ml/min con 1,5 volumenes de columna de buffer Tris-HCI pH 7,4 50mM. La
elucién fue recolectada en una placa de 96 pocillos profundos en fracciones de 2 mL y se
juntaron las fracciones correspondientes al primer pico de absorbancia a 280 nm.

3.3.5 Evaluacion actividad para la enzima TmCHMO purificada y en el extracto
clarificado.

Para la evaluacién de actividad de TmCHMO purificada se realizaron los ensayos en una
placa de 96 pocillos en donde se hizo reaccionar 20 pL de la enzima TmCHMO purificada
con 20 pL de NADPH 200 mM vy diferentes concentraciones de cada sustrato, afiadiendo
Tris-HCI pH 7.4 50 mM hasta alcanzar 200 pL de volumen de reaccion. Se midio la
desaparicion de NADPH mediante la lectura directa de absorbancia a 340 nm en
espectrofotometro durante 45 minutos a 25°C de cada ensayo por triplicado. Para el control
el sustrato fue reemplazado por buffer.

Para la medicidn de la actividad enzimatica en el extracto clarificado, en una placa de 96
pocillos se hizo reaccionar 70 pL del sobrenadante obtenido con 70 pL de Buffer Tris-HCL
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pH 7.4 50 mM, 40 puL de NADPH 200 mM y 20 pL de ciclohexanona 50mM. Se midio la
desaparicion de NADPH mediante la lectura directa de absorbancia a 340 nm durante 45
minutos a 25°C de cada ensayo por triplicado. Se realizaron dos controles en donde uno de
ellos contenia todo lo necesario para el ensayo enziméatico menos el sustrato (el cual fue
reemplazado por buffer) y el otro solo contenia NADPH vy sustrato (el extracto crudo fue
reemplazado por buffer).

3.3.6 Produccion de TmMCHMO en biorreactor a escala laboratorio en Escherichia coli
TOP10-pBad-His-Tag-SUMO-TmCHMO.

La produccion de TmCHMO se realiz6 en duplicado y en cada caso se tomaron 20 mL de
preinoculo y se inocularon 180 mL de medio LB fresco en un matraz de 1L y se incubé a
37°Cy 250 rpm durante 12 h. Se tomaron los 200 mL de in6culo y se inocul6 el reactor que
contenia 1,8 L de medio LB fresco, se cultivé a 37°C, pH 7, 500 rpm y 1 vvm hasta llegar a
una ODeno de 4 (fase de crecimiento tardia) para luego inducir afiadiendo un pulso de 10
mL de L-Arabinosa 200 mg/mL al cultivo para alcanzar una concentracion de 0,1% (p/v)
de L-Arabinosa en él y continuar el cultivo a 37°C durante 24 h a 500 rpm. Se tomaron
muestras durante el cultivo para medir aparicion de biomasa, desaparicién de fuente de
carbono y, una vez iniciada la induccién, la apariciébn de actividad enzimatica y
concentracion de proteina del extracto clarificado segun lo descrito en la seccién 3.2
Metodologia analitica.
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3.4 Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados obtenidos fueron
analizados utilizando Analisis de Varianza (ANOVA) simple con un p-value < 0,05. Una
vez encontradas las diferencias se us6 un andlisis post hoc (Tukey HSD) para determinar
cuales valores son significativamente diferentes con respecto a los otros. Los analisis
estadisticos se realizaron utilizando STATGRAPHICS Centurion 18 version 18.1.12.
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4. RESULTADOS

4.1 Produccion de TmMCHMO a escala Biorreactor en Escherichia coli TOP10-pBAD-
His-Tag-SUMO- TmCHMO.

Se realiz6 la produccion de TmCHMO a escala biorreactor utilizando Escherichia coli
TOP10 (pBAD-His-Tag-SUMO-TmCHMO) cuya velocidad especifica de crecimiento fue
de 0,67 h! y se obtuvo un rendimiento de biomasa con respecto a la fuente de carbono de
0,46 Qgniomasa/Qglicerol. La induccion se realizd con un pulso de L-Arabinosa (0,1% p/v) a una
OD cercana 4 (3,8 horas iniciado el cultivo) y posteriormente se midi6 actividad enzimética
a través de la desaparicion de NADPH a 340nm en el extracto clarificado. En la figura 4.1
se presentan los perfiles de crecimiento de biomasa, desaparicion de fuente de carbono y
aparicién de actividad enzimatica de TmMCHMO.

Induccién con pulso de L-arabinosa 0,1%

- 50

- 45

L 40

- 35

- 30

- 25

- 20

Biomasa/Glicerol [g/L]
Act TmCHMO [UI/gBS]

- 15

- 10

0 ; lIO ll5 ZIO ZIS 30

Tiempo [h]
Figura 4. 1 Perfil de crecimiento de E. coli TOP10-pBAD-His-Tag-SUMO-TmCHMO ( A),
perfil de desaparicion de glicerol ( @ ) y perfil de apariciéon de actividad enzimatica de

TmCHMO ( M ) para ciclohexanona 5 mM inducido con un pulso de L-arabinosa
0,1%(p/v).
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4.2 Evaluacion actividad de oxidacion de Clomifeno, Tamoxifeno y Dasatinib para la
enzima TmMCHMO.

Se evalud la actividad enziméatica de TmMCHMO, purificada mediante afinidad a la columna
His-Trap FF 1mL, para Ciclohexanona, Bicyclo [3.2.0]hept-2-en-6-one, Tioanisole,
Clomifeno, Dasatinib y Tamoxifeno midiendo la velocidad de desaparicion de NADPH a
340nm. Los resultados de actividad se observan en la figura 4.2.

0,4 - - 140%
0,35 - - 120%
- 100%
80,25 A
- 80%
) - 60%
0,15
! - 40%
=3 0%
N N N o

Sustratos

% Relativo

Act. Enzimatica [Ul]
o
o L o o
o U = N w
1 1 1 1

Figura 4. 2: Actividad de oxidacion de Clomifeno, Tamoxifeno y Dasatinib para la enzima
TmCHMO. En el eje principal se observa la actividad enzimatica de TmCHMO para
Ciclohexanona, Bicyclo [3.2.0]hept-2-en-6-one, Tioanisole, Clomifeno, Dasatinib y
Tamoxifeno utilizando NADPH como cofactor. El eje secundario muestra el % relativo de
actividad enzimatica con respecto a Ciclohexanona. Las barras de error representan la
desviacion estandar de los experimentos realizados en triplicado.

21



4.3 Busqueda bioinformatica de FPMOs putativas

En la tabla 4.1 se pueden observar las FPMOs de clase B cuyas secuencias fueron utilizadas
como secuencias de consulta en la busqueda bioinformética de las FPMOs putativas. Las
secuencias gendmicas consultadas corresponden a 10 actinobacterias aisladas del Lupino
del Desierto de Atacama, especificamente 6 Micromonosporas y 4 Streptomyces.

Tabla 4. 1: FPMOs utilizadas como secuencia de consulta en la busqueda bioinformatica
de FPMOs putativas.

Enzima Subclase Tm Microorganismo de origen Referencia
°C
TmCHMO BVMO  47° Thermocrispum municipale Romero et al,
(extremdfilo) 2016
(WP_028849141.1)
Sle 13190 BVMO  45° Streptomyces Leeuwenhoekii Gran-Scheuch
C34 (actinobacteria et al, 2018
extremdfila)
Sle_62070 BVMO  45° Streptomyces Leeuwenhoekii Gran-Scheuch
C34 (actinobacteria et al, 2018

extremofila)
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En la Tabla 4.2 se presentan las FPMOs putativas seleccionadas en base al porcentaje de
identidad igual o superior al 35% y un E-value cercano a 0, ademéas se observan las
secuencias de consulta que coincidieron en el alineamiento y el microorganismo del que
proviene cada una de las FPMOs putativas.

Tabla 4. 2: FPMOs putativas seleccionadas en base al porcentaje de identidad igual o
superior al 35% y E-value cercano a 0.

Putative FPMOs Microorganismo Sec. consulta % ldentidad E-Value

M51_FPMO M51 WP_028849141.1 36 Te-71

Cyclohexanone monooxygenase (EC

1.14.13.22)
M37_FPMO WP_028849141.1 42 le-06
Cyclohexanone monooxygenase (EC M37 SLE_62070 51 le-11
1.14.13.22)
SLE_13190 42 2e-06
M25 FPMO M25 WP_028849141.1 35 le-04
Flavin-dependent monooxygenase ArsO
associated with arsenic resistance
M25_MO M25 WP_028849141.1 36 2e-04
Putative oxidorreductasa
G35A FPMO_1 G35-A SLE_62070 37 6e-05
Flavin-dependent monooxygenase ArsO
associated with arsenic resistance
G35A_FPMO_2 G35-A SLE_62070 35 3e-05
Flavin-dependent monooxygenase ArsO WP_028849141.1 35 2e-11
associated with arsenic resistance
S16_FPMO S16 SLE_62070 39 5e-5
Flavin-dependent monooxygenase ArsO
associated with arsenic resistance
M60a_FPMO M60a WP_028849141.1 36 le-31
Monooxygenase, flavin-binding family
G35A_MO G35-A SLE_62070 86 0
Neopentalenolactone D synthase (EC SLE_13190 48 4e-163

1.14.13.171)
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Se utilizd un alineamiento de las secuencias de las FPMOs putativas encontradas (circulo
azul) junto con las secuencias de consulta utilizadas (circulo anaranjado) para construir un
arbol filogenético utilizando el método de Neighbor-Joining en el software MEGA-X,
representado en la figura 4.3.

100 — ® G35-AMO
27 L @ sle62070

11 ® M25 MO

TmCHMO

95 ® WM60a FPMO

® M51FPMO
sy | ® M37FPMO

Sle 13190

® sS16 FPMO

® M25 FPMO

53 [ ® G35AFPMO 1
100 ® G35AFPMO 2

25

99

Figura 4.3: Anélisis filogenético de las secuencias de las FPMOs putativas encontradas
(circulo azul) en conjunto con las secuencias de consulta utilizadas (circulo anaranjado)
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A partir del analisis e identificacion de las secuencias conservadas de Rossman, de las
secuencias conservadas que subclasifican a las FPMOs en BVMOs y FMOs y de la
similitud entre ellas, se seleccionaron 4 FPMOs putativas, las cuales se pueden observar en
la figura 4.4.

M60a_FPMO —MASDHVDVLIIGAGLSGIGAACHLRRDCPDKTYAVLEARDT IGGTWDLFRYP-GIRSDS 58
MZS_FPMO --VPGSCDVVVVGGGQAGLAAGYYLRCA--GLDLVILDAQPHSGGAWRHGWESLRLFSPA 56
G35A_FPMO_2 --VTQHADVVVVGGGQAGLAAGYHLRRH--GLDFVILDANPAPGGSWQHMWASLHLFSPA 56
S16 FPMO VTGGQHTQVVIVGGGQAGLAAGYHLRRL--GVDEFVILDAQSTPGGAWQHTWDSLHLEFSPA 58
B tRrrak K aky ok akk . LR xx g% : * o
M60a_FPMO DMFTLGYSFKPWTAPKAIADGTTIREYVRETAREYDVSRHIRFRHR-—-——-——— VLRAEWD 111
M25_FPMO EYSPLPGWGMLRQEGEEFPTAGHVVDYVRAYEQRYELRVRRPVRVREVRRAGERLAVQTD 116
G35A_FPMO_2 EHSSLPGRLMPAQPGETYPDAGHVVDYLADYEKRYELPVQHNTRVQTVRRDGERLLVEAD 116
SlG_FPMO AFSSLPGRLMPRQPGEEYPDAAHVVAYLRDYEKRYELPVERPVRVLGVHHNGGLLRVETD 118
* . . * . . * .. * * . *
M60a_FPMO SGTARWTVHAQRTDTAETVVLTCSFLFACTGYYRYDEGYTPPLPGVDAYAGRLVHPQHWP 171
M25_FPMO DGA--WLA-—————————————— PYVISATG--TWDRPHVPDIPGRAEFAGRQLHTVHY T 157
G35A_FPMO_2 SGT--WRT--—-———————————— QAVISATG--TWSRPFLPTVPGRSVFAGRQLHTVNYR 157
Sl6_FPMO SGT--WRA-—————————————— RAVISATG--TWWRPFLPATPGRADFGGRQLHTVDY! 159
P HEE HEE HE G R
M603_FPMO DDLDHTGKRVVVIGSGATAVTLVPAMAQRA--AHVTMLORSPTYILALPARDRLADALRR 229
M25_FPMO SPEDFRGQRVVVVGGGNSAAQILAEVSRV--ADTTWVTLRPARFMPY-DVDGR-——-——— 207
G35A_FPMO_2 APADFAGQRVIVVGGGNSGAQIAADLALDGRAEMTWVTQRPPRFLPD-DIDGR--—-=-—-—— 209
SlG_FPMO RPODFAGQRVIVVGGGNSGAQIAADLAHD--TDLTWATQRPPRFLAD-DIDGR-—-———— 209
R HH . * HH L *
M60a_FPMO WLPAKAAYPVVRWKNVLLSTVNEFQLSRRAPGLVKRVLRRAARGRLPVGYDVDRHFSPRYD 289
M25_FPMO ————— VLFGVATRKA-- - ——————————— A-———— GGA-———————— 221
G35A_FPMO_2 ————— ALFDVATARR-—————————————————————————— RALDAGRDD--==-—=———-— 228
SlG_FPMO ————— ALFDAATARR--—-====—=—————————————————— HALDAGRTD-—-—-—-———-—— 228
M60a_FPMO PWDQRLCVAPDGDLFEF--TAV---RDGTASVLTDTIDTFTAHGVRLTSGAEVPADIVVTAT 344
M25_FPMO ———-GESVSDLGDIVMVPSVRDARNRGVLHSRPMFARLTERGVRWVDGTEESCDAVIWCT 277
G35A_FPMO_2 —-——-TGGVASLGDIVAVPPVRAARDAGLLSVRPTFTRLTADGVRWDDGSHRDADAVVWCT 284
SlG_FPMO ————-TGGVASLGDIVAVPPVREARDRGLVKASPMFTRLVPGGVEWDDGSRTEADATIIWCT 284
Koo KR, * *: : H PR LKoo L%
M60a_FPMO GLNLLALGGLTLRVDGVDVDLPNTVAYKGMMLSGVPNFALTIGYTNASWTLKAD--L--- 399
M25_FPMO GFRPNLTHLAPLLPGWRQGEV----AAEGTRSVDEPRLY-LLGWSP--GSPPSDAEAPSS 330
G35A_FPMO_2 GFRPALAHLAPLNLRGPRGHI----PTDGTRALGEPRLH-LLGYGD--WTGPASATLIGV 337
SlG_FPMO GFRPALSHLAPLQLRGVRGHI----ATAGTRAVDEPRLH-LLGYGD--WTGPASATLIGV 337
* . * . * * . o k. . .
M60a_FPMO  -—-—-—-—- VAGYVCRLLRHLDRTGQQVVTPLPPPDADRVPLIDLRSGYVLRAVDTLPKQG 451
M25_FPMO RSRSSPASPARSFCRSPACSSNTST———-GAQP————————=—=——————————— e 359
G35A_FPMO_2 GRP--AREAAHQTIARQLGT ———————— == === — oo 354
S16_FPMO GRP--AREAARE TADLPA——————— == m 353
*
M60a_FPMO ATAPWRLHONYARDVLLMRHGRLTDEGVRFSRAGEVTGPDHAPRPVASQRR 502
M25 FPMO = —mm oo 359
G35A_FPMO 2 = = -——-———--ooo oo oo 354
S16_FPMO = = =  ——— - - 353

Figura 4. 4. FPMOs putativas seleccionadas, en rojo se observan las secuencias
conservadas de Rossman, en verde la secuencia conservada de FMO y en azul la secuencia
conservada de BVMO
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4.4 Clonacion, Expresion y Purificacion de FPMOs putativas

A las construcciones de las FPMOs putativas se les realizd un PCR de colonia y se
observaron los amplificados correspondientes para cada inserto en gel de agarosa. Ademas,
se corrobor6 por secuenciacion en Macrogen el marco de lectura y posibles mutaciones
(Ver anexo A). Las FPMOs seleccionadas se renombraron de la siguiente manera:
M60a_FPMO -> MO1, M25_ FPMO -> MO2, G35A_FPMO_2 -> MO3, S16_FPMO ->
MO4 y los tamafios predichos aproximados son de 73kDa, 57kDa, 55kDa y 53kDa
respectivamente. El tamafio predicho aproximado para TmMCHMO es de 77kDa.

Se analiz6 la expresion heterdloga de las FPMOs putativas seleccionadas en Escherichia
coli TOP10 usando el plasmido pBAD-His-tag-SUMO, mediante SDS-PAGE Yy afinidad a
la columna His-Trap FF 1mL. En primera instancia, los cultivos se realizaron en matraces y
la expresidn se indujo con una concentracion de 0,1% (p/v) de L-arabinosa a 24°C y tiempo
de cosecha de 18h post induccion. En la figura 4.5 se puede observar los resultados
obtenidos.

MO03 Mo04 TmCHMO

kDa 8 9 10 11 12 13 1.1 15

-

85 .

50 N l '
L
p——

Figura 4. 5: SDS-PAGE sobre la expresion de las FPMOs. Los carriles 1, 2 y 3
corresponden a las fracciones insoluble (IN), soluble (S) y purificada desde la fraccién
soluble (P) de la MO1, respectivamente. Los carriles 4, 5y 6 corresponden a las fracciones
IN, Sy P de la MO2, respectivamente. Los carriles 7, 8 y 9 corresponden a las fracciones
IN, Sy P de la MO3, respectivamente. Los carriles 10, 11 y 12 corresponden a las
fracciones IN, Sy P de la MO4, respectivamente. Y los carriles 13, 14 y 15 corresponden a
las fracciones IN, Sy P de la TmCHMO (SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie).
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Dado la baja expresion de las MO2 y MO3 se seleccionaron las MOl y MO4 para
continuar con el desarrollo de la investigacion. Se evalud, mediante SDS-PAGE, el efecto
en el nivel de expresion de las condiciones de concentracion de 0,02% y 0,1%,
temperaturas de 24°C y 18°C y tiempos de cosecha post induccion de 24h y 48h. En las
figuras 4.6 y 4.7 se observan los resultados obtenidos.

kDa WT/24h MO1/24h WT/48h MO1/48h
M 1 2 3 4 - 6 7 8
P | com— —
.
85 s
- E'.i
50 | -
— —

Figura 4. 6: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO1 con la concentracion de
inductor de 0,02% (v/v) y 18°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24h post
induccion y los carriles del 5 al 8 a las 48h post induccion. Los carriles 1y 2 son de E. coli
TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4 corresponden
a MOL (fraccién IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a E. coli TOP10
sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8 corresponden a MO1
(fraccion IN'y S respectivamente) (SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie).
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kDa WT/24h MO4/24h WT/48h MO4/48h

M 1 2 3 4 6 7 3

Figura 4. 7: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO4 con la concentracion de
inductor de 0,02% (v/v) y 18°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24 h post
induccion y los carriles del 5 al 8 a las 48 h post induccion. Los carriles 1y 2 son de E.
coli TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4
corresponden a MO4 (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a
E. coli TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8
corresponden a MO4 (fraccién IN y S respectivamente) (SDS-PAGE con tincién de azul de
Coomassie).

Se evalud la expresion de las MO1 y MO4 con 0,02% de L-arabinosa, 18°C y tiempo de
cosecha de 48h post induccién, mediante SDS-PAGE vy afinidad a la columna His-Trap FF
ImL. Los resultados se observan en la figura 4.8 y 4.9.

kDa

M 1 2 3

85

50

Figura 4. 8: SDS-PAGE de las FPMOs purificadas desde la fraccion soluble. El carril 1 es
la MOL, el carril 2 es la MO4, el carril 3 es TNCHMO (SDS-PAGE con tincion de azul de
Coomassie).



kDa M 1 2

Figura 4. 9: SDS-PAGE de las MO1 y MO4 purificadas desde la fraccion insoluble en
condiciones denaturantes con urea 8M. El carril 1 corresponde a MO1 y el carril 2
corresponde a la MO4 (SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie).
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5. DISCUSION

Sobre la produccién a escala biorreactor de TmMCHMO, las células de Escherichia coli
Topl10- pBAD-His-tag-SUMO crecieron a una velocidad especifica de crecimiento de 0,67
h?y se obtuvo un rendimiento de biomasa de 0,46 Qbiomasa/Jgiicerol. En la figura 4.1 se puede
observar que el crecimiento celular se detiene cuando la fuente de carbono se agota y que la
produccién de TmCHMO se inicia con la induccién con L-arabinosa en la fase de
crecimiento tardia de las células de Escherichia coli Topl0 - pBAD-His-tag-SUMO.
También se observa que a las 4h post induccion se alcanza una actividad enzimatica de 33
[Ul/gBS] cercana a la actividad enzimatica maxima alcanzada de 36 [Ul/gBS] a las 8h post
induccion, esto se puede relacionar con que al inducir en la fase de crecimiento tardia la
celula ha crecido lo suficiente y se encuentra en un estado metab6lico maduro que cuenta
con todos los requerimientos necesarios para iniciar eficientemente la expresion enzimatica
de la proteina recombinante (Doig et al., 2001). Igualmente se observa que la actividad
enzimatica de TmCHMO transcurridas 24 h post induccion se mantiene cercana a la
actividad méxima alcanzada, vinculando esta estabilidad en la actividad enzimaética con la
termoestabilidad de la enzima (Romero et al., 2016) y con que la enzima se encuentra
protegida de condiciones potencialmente dafiinas al estar en el medio intracelular
(Wachtmeister y Rother 2016).

Con respecto a la actividad enzimatica de TmCHMO, en la figura 4.2 se observa que esta
enzima es capaz de catalizar reacciones de N-oxidacion para los metabolitos de farmacos
de Clomifeno y Dasatinib y con menor actividad catalitica para Tamoxifeno. También se
observa que para Clomifeno y Dasatinib la enzima TmCHMO es capaz de catalizar la
transformacion de estos sustratos con una actividad enzimatica similar a Ciclohexanona,
cercana a los 0,3 [UI], sustrato cominmente utilizado en la caracterizacion de esta enzimay
de otras BVMOs similares (Romero et al., 2016; Donoghue et al., 1976). La actividad
catalitica de TmMCHMO para la N-oxidacion de estos metabolitos de farmacos se puede
atribuir a que las BVMOs han sido comunmente identificadas como enzimas capaces de
catalizar una amplia gama de sustratos de diferentes tamafios (Leisch. H et al., 2011; Paul.
Cetal., 2021).

A partir de la basqueda bioinformatica local de FPMOs putativas en la secuencia genomica
de 10 cepas aisladas de Lupino del Desierto de Atacama, en la tabla 4.2 se observa que se
obtuvieron 9 posibles FPMOs todas con un porcentaje de identidad y E-value superior a
35% Yy cercano a 0 respectivamente. También se puede observar que mas de una secuencia
de consulta utilizada (Ver tabla 4.1) coincidid en el alineamiento de algunas de las FPMOs
putativas encontradas.
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Las FPMOs putativas identificadas fueron analizadas utilizando la base de datos y
herramienta de diagndstico InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/ ). En primera instancia
se observd que todas las FPMOs putativas tienen el dominio conservado de Rossman o
también llamado de union FAD/NAD(P)H. También se observé que las primeras dos
FPMOs putativas M51 FPMO y M37_FPMO mencionadas en la tabla 4.2 corresponden a
Ciclohexanonas monooxigenasas que tienen un dominio conservado para la Superfamilia
de facilitadores principales (MFS) siendo proteinas de transporte de membrana de pequefios
solutos en respuesta a gradientes quimiotacticos (Pao, S. et al 1998). Esto podria dificultar
la expresion soluble de estas proteinas en el sistema de Escherichia coli al ser una proteina
nativa de membrana.

En la figura 4.3 se observa un arbol filogenético utilizando un alineamiento entre las
secuencias de las FPMOs putativas y las secuencias de consulta utilizadas. Aqui se
corrobora una mayor relacion entre las FPMOs putativas M51_FPMO y M37_FPMO con
respecto a las otras FPMOs putativas, lo cual se puede atribuir al dominio conservado para
MFS, de igual manera se observa una mayor relacién entre las FPMOs G35A FPMO 1y
G35A FPMO_2 las cuales provienen del mismo microorganismo y comparten un 86% de
identidad. También se observa mayor similitud entre la FPMO putativa M60a_FPMO vy la
FPMO de consulta, TMCHMO, e igualmente entre la FPMO putativa G35A_MO vy la
FPMO de consulta Sle_62070.

Se buscO dentro de las secuencias aminoacidicas de todas las FPMOs las secuencias
conservadas de Rossman y las secuencias conservadas especificas para FMO y BVMO
sefialadas en la tabla 2.1 y ademas de ver su ubicacion dentro de la secuencia. A partir de
este analisis se observd que todas las FPMQOs putativas tienen secuencias conservadas de
Rossman donde la primera esta cercana al extremo N-Terminal y la segunda esta en medio
de la secuencia aminoacidica, como fue mencionado en Riebel et al, 2013. También se
encontraron secuencias conservadas para FMO en las FPMOs putativas M25 FPMO,
M25 MO, G35A _FPMO _1, G35A FPMO_2 y S16_FPMO, mientras que se identificaron
secuencias conservadas para BVMO en las FPMOs M51 FPMO, M60a FPMO vy
G35A_MO. Al contrario, no se observo una secuencia conservada especifica para FMO o
BVMO en la secuencia aminoacidica de la FPMOs M37_FPMO, lo cual se puede
relacionar con que corresponda a una FPMO de subclase de NMO (Paul. C et al., 2021). En
la figura 4.4 se observa el alineamiento de 4 FPMOs putativas seleccionadas para el analisis
sobre la expresion heteréloga y la identificacion de las secuencias conservadas dentro de
cada secuencia aminoacidica.
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Para la expresion heterdloga de las FPMOs putativas en Escherichia coli TOP10 usando el
plasmido pBAD-His-tag-SUMO, primero se realizaron cultivos de las enzimas putativas y
de TmMCHMO en donde la induccién se realizd a ODeoo cercana a 4 (fase de crecimiento
tardia) con 0,1% (p/v) de L-arabinosa en el cultivo a 24°C durante 18h. En la figura 4.6 en
los carriles 13, 14 y 15 (indicador purpura) se puede observar la aparicion de una banda
correspondiente al tamafio predicho de TmCHMO en la fraccion insoluble, soluble y
purificada y en la figura 4.2 se puede observar la actividad enziméatica de TmCHMO
purificada corroborando que la metodologia de expresion y purificacion reportada en
Romero et al.,, 2016 y Doig et al., 2001 permite obtener la enzima TmCHMO
sobreexpresada en la fraccion soluble, purificada y funcional.

Por otra parte, en la figura 4.6 no se observa la aparicion de una banda correspondiente al
tamariio predicho de las enzimas putativas MO2 (ver carriles 4, 5y 6 indicador azul) y MO3
(ver carriles 7, 8 y 9 indicador verde) en ninguna de las fracciones sefialadas. EI problema
de expresion al que se ven enfrentadas ambas enzimas putativas puede estar relacionado
con la etapa de transcripcion debido a la estabilidad y cantidad de transcripto del ARNm,
asi como también estar vinculado a la etapa de traduccion debido a la formacion de
estructuras secundarias del ARNm y a la necesidad de coexpresion de otros genes
necesarios en la expresion de cada una de las enzimas putativas. Aquellos problemas se
pueden resolver modificando el sistema de expresion heterélogo utilizado, ya sea,
utilizando otra cepa, modificando el plasmido por uno que tenga promotor viral, co-
expresando proteinas que favorezcan la solubilidad de las FPMOs como chaperonas
(Baneyx, F., 1999; Gopal, G., y Kumar, A., 2013).

Para el caso de las MO1 (ver carriles 1, 2 y 3 indicador amarillo) y MO4 (ver carriles 10,
11 y 12 indicador naranjo) en la figura 4.6 se observa la aparicion de una banda
correspondiente al tamafio predicho de las enzimas putativas tanto para la fraccion
insoluble, soluble y purificada. Se seleccionaron ambas enzimas y se realizaron cultivos
considerando las condiciones de expresion reportadas para distintas FPMOs en literatura
(ver tabla 2.2). A partir del andlisis en SDS-PAGE, nuevamente se observa la aparicion de
una banda correspondiente al tamafio predicho para MO1 y MO4, indicadas en las figuras
4.7, 4.8 y Anexos C (color amarillo para la MO1 y naranjo para la MO4) sin embargo, no
se observo una mejoria en la expresion soluble de las enzimas putativas en ninguna de las
condiciones nuevas de cultivo.

Se seleccion6 como nuevas condiciones de cultivo la concentracion de inductor en el
cultivo de 0,02% (p/v) de L-arabinosa a 18°C durante 48h puesto que se ha reportado que el
disminuir la concentracion de inductor y la temperatura favorecen el correcto plegamiento
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de la proteina de interés (Gopal, G., y Kumar, A., 2013; Chen y Xu., 2011). Se purifico
mediante afinidad a la columna His-Trap FF 1mL desde la fraccion soluble. En la figura 4.9
no se observa que con las nuevas condiciones de expresion haya una mejoria en la
purificacion de las MO1 y MO4. Por ultimo, se purifico mediante afinidad a la columna
His-Trap FF 1mL desde la fraccion insoluble en condiciones denaturadas con urea 8M las
MO1 y MO4 observando en la figura 4.10 que si se purifican bandas correspondientes al
tamafo predicho para las enzimas putativas, comprobando que existe expresion
recombinante de las MO1 y MO4 sin embargo aquella expresion no es soluble.

Tanto para la MO1 y la MO4 los problemas para sobreexpresar cada enzima en la fraccion
soluble se puede relacionar con la capacidad intrinseca de plegamiento de cada proteina al
ser expresadas en un sistema de expresion heterdlogo, en este caso E. coli. También se
puede vincular a la necesidad de modificaciones postraduccionales mediadas por
chaperonas nativas las cuales deben ser coexpresadas y, por ltimo, se puede relacionar con
la construccién del vector de expresion que se ha utilizado ya que se ha reportado que la
cola de 6 residuos de histidina utilizada, en algunos casos, favorece la formacion de cuerpos
de inclusién ya sea porque interfiere en el correcto plegamiento de la proteina o porque
modifica la carga global de la proteina (Gopal, G., y Kumar, A., 2013; Singha, T., et al
2017; Zhu, S., et al 2013) aquella posibilidad se puede analizar mediante la eliminacion de
la cola de histidina en las construcciones y posterior evaluacion de la expresion heteréloga.
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6. CONCLUSIONES

En conclusion, se produjo a escala biorreactor la enzima TmCHMO cuya actividad
enziméatica maxima alcanzada fue de 36 [UI/gBS] y se demostrd que 4h post induccién se
logra una actividad enzimatica similar a la maxima y que esta actividad se mantiene estable
en el transcurso de 24h post induccion. Por otra parte, se demostré que TMCHMO es capaz
de catalizar reacciones de N-oxidacion para los metabolitos de farmacos de Clomifeno,
Dasatinib y en menor actividad para Tamoxifeno, resultando interesante a futuro poder
complementar aquellos resultados de actividad enziméatica mediante una metodologia que
permita evaluar directamente la desaparicion del sustrato y/o aparicion del o los productos
de la reaccion.

A partir de la basqueda bioinformatica, en el genoma de las actinobacterias aisladas del
Lupino del Desierto de Atacama, se identificaron y se seleccionaron cuatro FPMOs
putativas en donde para dos de ellas, MO2 y MO3, no se observd expresion heteréloga en
ninguna de las fracciones analizadas utilizando el sistema de expresion E. coli pBAD-His-
Tag-SUMO. Mientras que para las MO1 y MO4 se observé expresion insoluble, sin
embargo, no se pudo mejorar la expresion en la fraccién soluble pese a las modificaciones
en las condiciones de cultivo utilizando el sistema de expresion E. coli pBAD-His-Tag-
SUMO. Aquello permite concluir que establecer una metodologia para producir de manera
soluble y activa una FPMOs de clase B como TmCHMO no asegura la expresion soluble de
otras FPMOs putativas de clase B homologas a TmCHMO.
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/. RECOMENDACIONES

Considerando que, para la evaluacion de actividad de oxidacion de los metabolitos de
farmacos de Clomifeno, Dasatinib y Tamoxifeno por TmCHMO se utiliz6 una medicion
indirecta, la cual corresponde a la desaparicion de NADPH en el tiempo, se recomienda
complementar aquellos resultados de actividad enzimética con una metodologia que
permita evaluar directamente la desaparicion del sustrato y/o aparicion del o los productos
de la reaccion.

También se recomienda analizar la expresion de las FPMOs putativas modificando el
sistema de expresion heterdlogo, ya sea, utilizando otra cepa, modificando el plasmido por
uno que tenga promotor viral, co-expresando proteinas que favorezcan la solubilidad de las
FPMOs como chaperonas, entre otros.
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9. ANEXOS

Anexo A: Sobre clonacién de FPMOs putativas

Pew weww

Figura Anexo Al: PCR de colonia para cada construccion de FPMOs. Los carriles del 1 al
4 corresponden a la MO1 clones del 1 al, respectivamente. Los carriles del 5 al 8
corresponden a la MO2 clones del 1 al 4. Los carriles del 9 al 11 corresponden a la MO3
clones del 1 al 3. Los carriles del 12 al 15 corresponden a MO4 clones del 1 al 4. Ld
corresponde al marcador.
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Figura Anexo A2: Secuenciacién de las FPMOs. La figura A corresponde a la MO1 C2. La
figura B corresponde a la MO2 C2. La figura C corresponde a la MO3 C2 y La figura D
corresponde a la MO4 C2. El fragmento en rojo corresponde al gen codificante para cada
proteina y los fragmentos en burdeo corresponden a los resultados de secuenciacion.
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Anexo B: Curvas de calibrado
Anexo B1: Curva Calibrado Biomasa

e Realizar cultivo de E. coli TOP10 - pBAD-His-tag-SUMO segun lo descrito en la
seccidn de Metodologia experimental 3.3.3

o Detener la cinética de crecimiento en la fase de crecimiento exponencial

e Centrifugar en tubos para centrifuga de 50 mL con 30 mL de caldo de cultivo cada
uno, a 9000 rpm x 10 min y separar el sobrenadante del pellet de biomasa.

e Resuspender el pellet de biomasa con 30 mL de solucion de 2,5 mM de NaCl.
Realizar el punto anterior 3 veces.

e Resuspender el pellet obtenido en 5 mL de agua desionizada y depositarlos en
capachos.

e Dejar secar los capachos con la muestra de biomasa a 105°C durante 24 h, enfriar
durante 15 min y pesar.

e Realizar célculo de la concentracion de biomasa.

o Paralelamente realizar diluciones al caldo de cultivo con LB y medir la absorbancia

a 600 nm
Resultados
Peso Seco
Capacho rinaL Volumen
Capachoiniciar g 0 Biomasag mL [Biomasa] g/mL
1,02 1,04 0,02 30 0,83
1,10 1,12 0,02 30 0,82

[Biomasa] g/mL: 0,83 g/mL
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y = 3,4864x + 0,0054

. 0,8 R?=0,9977
O [ 32
[
g 0,6
5 .
2 -
< 04
."‘.'.
0,2 @
@
0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Biomasa [g/L]

Figura Anexo B1: Curva de calibrado de concentracion de biomasa
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Anexo B2: Curva Calibrado Glicerol

e Para preparar solucién patron, masar 0,5 g de glicerol y disolver en 100 mL de agua
destilada en matraz de aforo

¢ Diluir la solucién patron en el rango de concentraciones entre 10y 0,078 g/L

e Filtrar las muestras con filtros de Nylon de 0,22 um y disponer cada muestra en un
vial

e Medir cada muestra en HPLC-IR, bajo las siguientes condiciones cromatograficas;
T° 55°C, Flujo 0,6 mL/min, Fase mdvil 1,5mM H2SO4, Columna Aminex HPX-
87H, 300x7.8 mm, (marca Bio-rad), inyeccion de 20 pL y tiempo de retencion de
14,04 £ 0,0025 minutos.

2500000

y =199769x + 10495
2000000 R?=0,9919 _.--®
1500000

Area
HH

1000000
500000 R

@
0o &
0 2 4 6 8 10 12
Glicerol [g/L]

Figura Anexo B2: Curva de calibrado de concentracion de Glicerol

47



Anexo B3: Curva Calibrado BSA

e Diluir la solucidon patrén (2 mg/mL) en el rango de concentraciones en mg/mL entre
0,75y 0,15.

e Para cada solucién tomar 5 uL e incorporarlo en una placa de 96 pocillos con 200
uL de reactivo Bradford, esperar dos minutos y medir absorbancia a 595 nm, contra
blanco de 200 uL de reactivo Bradford y 5 uL de agua destilada.

0,4
0,35 y =0,4577x - 0,0004
0,3 R?=0,9987
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbancia 595

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Albumina [mg/mL]

Figura Anexo B3: Curva de calibrado de concentracién de albumina
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Anexo C: SDS-PAGE sobre condiciones de expresion de MO1 y MO4 putativas

WT/24h MO1/24h WT/48h M01‘48h

Figura Anexo C1: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO1 con la concentracion
de inductor de 0,02% (v/v) y 24°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24h post
induccioén y los carriles del 5 al 8 a las 48h post induccién. Los carriles 1y 2 son de E. coli
TOP10 sin transformar (fracciéon IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4 corresponden
a MO1 (fraccidn IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a E. coli TOP10
sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8 corresponden a MO1
(fraccion IN y S respectivamente).
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WT/24h MO04/24h WT/48h MO4/48h

Figura Anexo C2: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO4 con la concentracion
de inductor de 0,02% (v/v) y 24°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24 h post
induccioén y los carriles del 5 al 8 a las 48 h post induccidén. Los carriles 1y 2 son de E.
coli TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4
corresponden a MO4 (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a
E. coli TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8
corresponden a MO4 (fraccion IN y S respectivamente).

WT/24h MO1/24h WT/48h MO1/48h
I I I P —
kDa
85
50

Figura Anexo C3: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO1 con la concentracion
de inductor de 0,1% (v/v) y 18°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24h post
induccion y los carriles del 5 al 8 a las 48h post induccion. Los carriles 1y 2 son de E. coli
TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4 corresponden
a MOL (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a E. coli TOP10
sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8 corresponden a MO1
(fraccion IN y S respectivamente).

50



Figura Anexo C4: SDS-PAGE sobre la expresion de la enzima MO4 con la concentracion
de inductor de 0,1% (v/v) y 18°C. Los carriles del 1 al 4 corresponden a las 24 h post
induccion y los carriles del 5 al 8 a las 48 h post induccion. Los carriles 1y 2 son de E.
coli TOP10 sin transformar (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 3 y 4
corresponden a MO4 (fraccion IN y S respectivamente). Los carriles 5y 6 corresponden a
E. coli TOP10 sin transformar (fraccién IN y S respectivamente). Los carriles 7 y 8
corresponden a MO4 (fraccion IN y S respectivamente).
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Anexo D: ejemplo de calculo para actividad enzimatica.

A continuacion, se presenta un ejemplo de célculo que permite explicar como se obtuvieron
los resultados de actividad enzimatica para TmCHMO expuestos en el capitulo 4.
Resultados, seccion 4.1 y 4.2. Cabe mencionar que el ejemplo de calculo corresponde a la
actividad enzimatica del extracto clarificado de la seccion 4.1 de uno de los duplicados a las
8h post induccién.

A los resultados de absorbancia se les aplico la Ley de Beer y Lambert con el fin de obtener
los valores de concentracion de NADPH que se muestran en la tabla Anexo D.1.

Ley de Beer y Lambert Abs = E x [NADPH] = L

Abs: Absorbancia
E: coeficiente de extincion del NADPH = 6,22 (cm*mM)?!
[NADPH]: concentracion de NADPH (mM)

L: Longitud de la celda = 0,52 (cm)

Tabla Anexo D.1: Valores de absorbancia (OD) para cada triplicado y valores de
absorbancia para los respectivos controles.

Tiempo [min] __Blanco (S/E) Ensayo Blanco (S/5) Blanco (S/E) Ensayo Blanco (S/5)
oD oD oD oD oD oD oD [NADPH] Mm__[NADPH] Mm__[NADPH] Mm__[NADPH] Mm___[NADPH] Mm __[NADPH] Mm__[NADPH] Mm

) 1,094 0,711 0,783 0,751 0,731 0,765 0,643 0,3382 0,2260 0,2365 0,1988 0,2198 0,2436 0,2322
1,333333333 0,385 0,764 0,79 0,753 0,616 0,651 0,588 0,2628 0,1905 0,2013 0,1818 0,2362 0,2442 0,2328
2,666666667 0,83 076 0,774 0,751 0,535 0,558 0,506 0,2566 0,1654 0,1725 0,1564 0,2350 0,2393 0,2322
4 0,821 0,755 0,771 0,743 0,443 0,467 0,422 02538 0,1370 0,144 0,1305 02334 02384 0,2297
5,333333333 0,812 0,743 0,762 0,733 0352 0377 0337 02511 0,1088 0,166 0,1042 0,2207 0,2356 0,2266
6,666666667 0,806 0,734 0,754 0,724 0,269 0,295 0,258 0,2492 0,0832 0,0912 0,0798 0,2269 0,2331 0,2238
8 038 0,725 0,745 0,714 0,194 022 0,185 0,2473 0,0600 0,0680 0,0572 0,2242 0,2303 0,2208
9333333333 0,792 0716 0,738 0,705 0,136 0,16 0,129 0,2449 0,0420 0,0495 0,0399 02214 0,2282 02180
10,66666667 0,785 0,708 0,728 0,694 0,102 0,118 0,096 0,2427 0,0315 0,0365 0,0297 02189 0,2251 02146
12 0,776 0,69 072 0,684 0,09 0,099 0,087 02399 0,0278 0,0306 0,0269 02161 02226 02115
13,33333333 0,768 0,69 0711 0,675 0,083 0,094 0,086 02374 0,0272 0,0291 0,0266 02133 02198 0,2087
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Los resultados de concentracion de NADPH fueron graficados en funcion del tiempo como
se describe en la figura Anexo D.1 (al observar el grafico se puede notar que el signo
negativo fue corregido para efectos de calculos posteriores).

0,4000
0,3500
[ J
0,3000
° ° @ Blanco (S/E)
= 0,2500 ® [ J [ J
IS M ° b ® [ Blanco (S/S)1
L 0,2000 @ ‘ Blanco (S/S)2
(a]
< ‘ Blanco (S/S)3
Z, 0,1500
‘ ‘ ® Ensayol
0,1000 ‘ @ Ensayo2
0,0500 ‘ . . @ Ensayo3
® e
0,0000
0 2 4 6 8 10 12 14
TIEMPO [Min]

Figura Anexo D.1: Gréfica de desaparicion de NADPH en el tiempo Blanco (S/E)
corresponde al blanco que contiene todo lo necesario para la reaccion menos enzima y
Blanco (S/S) corresponde al blanco que contiene todo lo necesario para la reaccién menos
sustrato.

Para el calculo de la actividad enzimatica se realizo el siguiente balance:

Balance de desaparicién de [NADPH] en el tiempo % =a

Integrando la ecuacion para los valores de:

[NADPH] t
f d[NADPH] = a*f dt
0 0
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Se obtiene la siguiente ecuacion lineal:

[NADPH] = a =t

[NADPH]: concentracion de NADPH (mM)
a: Actividad enzimatica (mM/min)

t: tiempo (min)

Se calculé la pendiente entre el tiempo y la [NADPH] en los tiempos iniciales de reaccion y
se corroboré la linealidad con el coeficiente de correlacion R% Dado que la reaccion de
biocatalisis requiere de un mol de NADPH para catalizar un mol de ciclohexanona, el
resultado de actividad enzimética se expresa en mM de ciclohexanona por unidad de
tiempo, como se observa en la siguiente tabla.

Tabla Anexo D.2: Valores de actividad enzimatica de TmCHMO en el extracto clarificado
en Mm/min para cada triplicado y valores de absorbancia para los respectivos controles.

Blanco (S/E) Ensayo Blanco (S/S)
Act [mM/min] 0,0010 0,0186 0,0190 0,0169 0,0020 0,0018 0,0018

Para la obtencién de actividad enzimatica en unidades de Ul por gramo de biomasa seca
(Ul/gBS) se realiz6 la siguiente modificacion de unidades, a cada uno de los triplicados.

(mMOL ) uMOL

1000 0,0002 L * 2,85
Lemin) mMOL *

Donde el factor 2,85 corresponde a la dilucidn que se realiz6 al hacer el ensayo enzimatico.

Donde gBS corresponde a los gramos de biomasa seca requeridos para obtener los 70 uL
del extracto clarificado.

Tabla Anexo D.3: Valores de actividad enziméatica de TmMCHMO en el extracto clarificado
en (Ul/gBS) para cada triplicado y valores de absorbancia para los respectivos controles.

Blanco (S/E) Ensayo Blanco (S/S)
Act[U1/gBS] 2 46 47 4 5 5 4
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