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Resumen

La contaminacion ambiental es uno de los grandes desafios de la sociedad. Las
actividades humanas producen y dispersan en el ambiente una gran diversidad de
sustancias toxicas conocidas como xenobibticos. Estos contaminantes no solo
producen dafos al ambiente sino que también representan un peligro a la salud
publica. Entre los contaminantes existe una serie de sustancias que interaccionan
directamente con el sistema enddcrino alterando las respuestas hormonales de los
organismos. Estas sustancias son conocidas como disruptores endoécrinos (DE) [1].
La exposicidbn a bajas concentraciones de estos disruptores endocrinos puede
causar los siguiente efectos: problemas reproductivos masculinos, pubertad
femenina temprana, leucemia, céancer cerebral, desordenes neuroconductuales,
feminizacion de poblaciones, esterilidad e intersexo, entre otros. Hay que tener en
cuenta que, aunque la asociacién del aumento a la exposicién quimica y el aumento
en la tasa de enfermedades sugiere una relacién entre las mismas, esto no prueba
que haya una conexion entre ambas. Sin embargo, datos de estudios celulares,
estudios animales y otros sistemas experimentales han generado evidencia que

propone un enlace directo [2].

Citocromo P450 (CYP) es un término genérico utilizado para definir a una
superfamilia de enzimas. Las CYP se encuentran principalmente en el higado;
aunqgue también son expresadas en casi todos los érganos. Esta familia de enzimas
interviene tanto en procesos endégenos como para la transformacién de sustancias
exogenas (xenobidticos). Estas enzimas estan involucradas en las funciones de

desintoxicacion en una variedad de organismos a traves del metabolismo oxidativo.

En el presente trabajo, se comprobd la capacidad de la CYPswms variante “F87A” de
transformar algunos de los disruptores endécrinos de mayor interés ambiental: 17(3-
estradiol, resorcinol y bisfenol-A. Este proceso se evalué mediante cromatografia

liquida de alto rendimiento (HPLC) obteniendo las actividades cataliticas de 0.118
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(#0.07), 0.117 (x0.03) y 165 (+19) min* para el BPA, 17B-estradiol y resorcinol,
respectivamente. Finalmente, se identifico un producto de reaccion relacionado con
la transformacién del 173-estradiol a [(16, 17p)-16,17 epoxoestra-1,3,5 (10)-trien-
3-ylloxitrimetilo. La habilidad de la CYPswmsF87A de transformar diversos
contaminantes con actividad enddcrina mediante el solo uso de peroxido de
hidrégeno como cosustrato, al igual que su facil produccion y purificacion la sefiala

como una potencial herramienta en el campo de la biorremediacion.

Palabras clave: Citocromo P450; CYP; Disruptores enddcrinos; Transformacion

enzimaética.
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Introduccion

El crecimiento acelerado de la industrializacion ha sido un factor clave para el
desarrollo de un sinfin de tecnologias que nos han permitido mejorar nuestra calidad
de vida. Sin embargo, este proceso también ha involucrado cambios ecoldgicos
importantes. En los ultimos 60 afios, se desarrollaron alrededor de 140,000
compuestos sintéticos y aproximadamente 1,000-2,000 nuevos quimicos se
desarrollan anualmente [3]. Ocasionalmente, ellos mismos o los procesos utilizados
en la sintesis de estos compuestos llevan a la produccién de sustancias secundarias
que, al ser desechadas, afectan diferentes sistemas de los organismos. El efecto en

el sistema enddécrino ha despertado gran interés en las ultimas dos décadas [4].

El sistema enddcrino es aquel encargado de controlar las funciones corporales
mediante la liberacion de mediadores llamados hormonas [5]. Estas interaccionan
con receptores especificos de la célula, ocasionando una respuesta que permite la
regulacion de diversas vias, el metabolismo, el crecimiento y desarrollo, entre otros.
Los compuestos que perturban el equilibrio de éste sistema se conocen como
disruptores enddécrinos (DE) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los define
como cualquier sustancia o mezcla exdgena que altera las funciones del sistema
enddcrino, ocasionando efectos adversos en la salud de un organismo, su progenie
0 sus poblaciones [1]. Los efectos derivados de la interaccion con éstas sustancias
incluyen malformaciones en el desarrollo, interferencia en la reproduccion, aumento
en el riesgo de padecer cancer, alteraciones en el sistema inmune y nervioso, por
nombrar algunos. La potencial amenaza toxicoldégica de estos compuestos ha
llevado a la identificacion de 553 sustancias sintéticas y 9 naturales, que fueron
presentadas por la Unién Europea en 2001 [6]. A partir de su identificacion, los DE

pueden ser clasificados en 8 categorias [7]:
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1. Hormonas naturales y sus metabolitos (173-estradiol, estriol y estrona).

2. Hormonas artificiales (dietilestilbestrol (DES) y esteroides sexuales en

medicamentos anticonceptivos).

3. Fito y micoestrogenos (isoflavonas, lignanos, cumestanos, estilbenos,

zearalonona).
4. Medicamentos con efectos secundarios hormonales (clofibrato).

5. Quimicos industriales y domésticos (retardantes de flama, pinturas,

plastificantes, detergentes, protectores solares).

6. Plaguicidas y sus metabolitos (dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), lindano,

endosulfan).

7. Productos secundarios de procesos industriales y domésticos

(hidrocarburos aromaticos policiclicos, dioxinas).

8. Metales (cadmio, plomo).

Los DE actuan de diferentes maneras segln su estructura. La mayor parte de estos
guimicos presentan una actividad estrogénica (relacionada con los receptores de
estrogenos), sélo unos pocos poseen potencial androgénico y una menor cantidad
presentan actividad en otras vias endocrinas tales como tiroidea, de crecimiento y
estrés, por nombrar algunas [7]. A partir de ello se ha tratado de dilucidar una
relacion entre la estructura quimica y la actividad estrogénica de los DE. Al ser el
17B-estradiol (E2) el estrégeno natural mas importante en vertebrados, se han
propuesto tres criterios para analizar la potencial actividad estrogénica de nuevos
compuestos basados en la estructura del E2 (figura 1) [8]: (i) anillo fendlico con la
grupos funcionales capaces de formar enlaces de hidrégeno de manera similar al
anillo A, (ii) centro hidrofébico similar en tamafio y forma de los anillos By C, v (iii)
un enlace de hidrégeno donador similar a la seccidon 17p-hidroxil del anillo D ,
especialmente con una distancia oxigeno-oxigeno similar a la existente entre los

grupos 3-y el 17p-hidroxil del E2. Independientemente de presentar una 0 mas de
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éstas caracteristicas, es necesario el analisis experimental para confirmar su accion

como DE.

CH, OH

D

HO

Figura 1. Estructura del 17p3- estradiol

A pesar de la cantidad de DE identificados, las metodologias para su degradacién
son escasas. La necesidad de la eliminacion de compuestos dafinos en el medio
ambiente ha ido en incremento en los Ultimos afios y el uso de maquinarias
bioldgicas ha sido de principal interés. El uso de enzimas en la transformaciéon de
contaminantes tales como pesticidas ha tenido gran aceptacién debido a su
especificidad y al caracter bioldégico de las mismas. Entre las enzimas usadas en
estos procesos se encuentran enzimas de origen fangico como la lignino

peroxidasa, lacasa, citocromo P450 (CYP), entre otros.

Los CYPs son una superfamilia de enzimas oxidasas que poseen un centro
catalitico relativamente no selectivo. Debido a su baja selectividad y a la
monooxigenacion que catalizan, estas proteinas se encuentran involucradas en el
metabolismo de drogas y compuestos ajenos al organismo (xenobioticos); por lo
que resultan viables para su uso en la biorremediacion. Este potencial uso como
agentes degradadores de diversos contaminantes se ha observado en otros tipos
de enzimas como lacasa, lingnino peroxidasa, peroxidasa versatil y manganeso
peroxidasa [9]. Entre estas enzimas cabe destacar aquellas que han sido utilizadas
para la degradacion de compuestos con actividad enddcrina como lo son las lacasas

provenientes de organismos como Phanerochaete chrysosporium, Trametes
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versicolor y Coriolopsis gallica; y la peroxidasa verséatil proveniente de Bjerkandera
adusta [10-12].

En este trabajo analizamos la transformacion de diversos DE por medio de una
mutante de CYP proveniente de Bacillius megaterium. De igual manera, se
determinaron los productos de la reaccion y se discuti6 su posible uso en la

degradacion de contaminantes con actividad endocrina.
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Antecedentes

Al ser los DE contaminantes emergentes y representar un riego a la salud publica 'y
al ambiente, la bausqueda de procesos que permitan la remocién de los mismos ha

generado gran interés ambiental.

En 2012, Torres-Duarte y colaboradores analizaron la capacidad de la enzima
Lacasa de C. gallica para su uso en la remediacion de aguas con presencia de DE.
Para ello, se hizo uso de un modelo de pez cebra para el analisis del efecto antes y
después de la transformacion enzimética de los diferentes DE. Se observo que la
transformaciéon de los DE mediante Lacasa de C. gallica daba como producto una
serie de polimeros. La transformacién resulté en una disminucién en la induccion de
vitelogenina, proteina producida durante los periodos reproductivos de diferentes
especies de peces. En ese mismo estudio, se demostré la capacidad de
biotransformacion de los disruptores enddcrinos bisfenol A, nonilfenol, triclosan y
17p-estradiol.

Al observar los resultados positivos con en el uso de lacasa de C. gallica, se plante6
la posibilidad de utilizar otras enzimas para el mismo fin. La enzima utilizada por
Torres-Duarte resultdé una opcion atractiva debido a su gran estabilidad, la
necesidad de sélo oxigeno como co-sustrato y a la capacidad de su sitio activo de
reconocer una gran variedad de sustratos [11]. Debido a ello, las enzimas a utilizar
para ensayos posteriores deberian poseer dichas caracteristicas o proveer alguna

gue incremente su actividad ante dichos contaminantes.

Los seres vivos se encuentran dia a dia expuestos a una alta cantidad de
contaminantes y toxinas; por lo cual, los organismos han generado maquinarias
capaces de contrarrestar los efectos de las mismas. Una de las estrategias de
desintoxicacion es la expresion de enzimas especializadas para la transformacion
de sustancias exdgenas al organismo en benéficas o inocuas al mismo. El sistema
multienzimatico citocromos P450 (CYP) esta involucrados en el proceso de
desintoxicacion de una gran diversidad de organismos. Estas enzimas transforman

los agentes toxicos en la fase | a través de la monooxigenacion de los mismos.
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Posteriormente, estos productos son empaquetados en un proceso llamado
conjugacion en la fase Il y eventualmente son eliminados del sistema. Estas hemo-
proteinas han sido observadas en todos los dominios mayores de los organismos y
se cree que el origen los CYP modernos data de un gen ancestral de
aproximadamente tres y medio billones de afos [13]. Debido a las caracteristicas
antes mencionadas, los CYP resultan enzimas de interés para su uso en la
biorremediacion. Ademas, los citocromos P450 (CYP) son enzimas importantes en

la catalisis de reacciones relacionadas con la biorremediacion de hidrocarburos [14].

Sin embargo, los CYP provenientes de mamiferos comiunmente se encuentran
ligados a la membrana plasmética de organelos tales como reticulo endoplasmico
y mitocondria; por lo que resulta complicada su purificacion y su utilizacion en
medios acuosos. Dado esto, se busco hacer uso de un CYP de origen bacteriano
que presentara una fuerte relacion con aquellos de organismos superiores. El
citocromo P450 BM-3 (CYPswm3) de Bacillus megaterium resulta una opcion de
interés debido a su similitud con la CYP2C9 proveniente de humano, a la capacidad

de ser producida en altas cantidades y a su alto nimero de recambio [15].

La CYPswms, es una hidrolasa de acidos grasos que presenta un enlace covalente
entre su dominio hidrolasa y un dominio diflavina reductasa. Esta hemo-proteina ha
sido blanco de diversa alteraciones genéticas las cuales permitieron el anclaje y
transformacién de una gran variedad de sustratos. A pesar de ello, la CYPswm3
necesita de NAD(P)H como co-sustrato para su llevar a cabo la reaccion lo cual

involucra una desventaja econémica en su utilizacién.

[-6-]



En 1989, Cirilo y colaboradores propusieron una via de reaccion alternativa
mediante el uso de perdéxido de hidrégeno para sobrellevar el problema de
regeneracion del cofactor [16]. (Figura 2) Sin embargo, la reaccion con la enzima
nativa resulta muy ineficiente y la desactivacion de la enzima se ve incrementada

debido a la presencia del peroxido.
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Figura 2. Ciclo catalitico del CYP incluyendo la via de reaccién mediante peroxido
de hidrégeno. Siendo RH el sustrato y ROH el producto correspondiente. La
molécula de porfirina es representada por un paralelogramo. La carga total de la
estructura se muestra a la izquierda de cada corchete. Los intermediarios (1), (2),
(7) y (8) son neutros [17].

Estudios posteriores demostraron que una modificacion en el residuo fenilalanina
87 por alanina resulta en un aumento en la actividad peroxigenasa al igual que
elimina la necesidad del dominio reductasa [18]. El residuo F87 se encuentra cerca

del grupo —hemo en el lado distal y juega un papel en el posicionamiento del sustrato
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para la oxidacion; por lo cual la modificacion F87A permite el acceso de sustratos

mas robustos al incrementar el espacio en el sitio activo. (Figura 3)

Figura 3. Comparacion de la estructura de la CYPswms nativa (izquierda) y la variante
CYPsm3F87A. La imagen se genero por medio del software Chimera 1.13.1c.

Debido a las caracteristicas derivadas de dicha mutacidén, se ha propuesto a la
variante CYPswmsF87A para su uso en la biorremediacion. En 2017, Alejo y
colaboradores analizaron la capacidad de la dicha enzima PEGilada como posible
tratamiento para la transformacion de pesticidas organofosforados obteniendo una
respuesta positiva de la misma [19]. Dicha respuesta abre paso a la posibilidad del
uso de esta variante de CYPswms en la transformacion de otros contaminantes tales

como aquellos con actividad enddcrina.
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Hipotesis

La variante de citocromo P450sm3F87A es una enzima con la capacidad de

transformar diversos disruptores endécrinos de interés ambiental.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar la actividad de transformacion de la enzima citocromo P450sm3F87A sobre
los disruptores enddcrinos 173-estradiol, resorcinol y bisfenol A.
Objetivos particulares
» Purificar y caracterizar la proteina obtenida a partir de un vector de

expresion en E. coli BL21.

+ Evaluar la actividad de la CYP utilizando los disruptores endécrinos como

sustratos.

* ldentificar los productos obtenidos de la transformacién enzimatica de los
DE por CYPsm3F87A
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Metodologia
Expresion de CYPsmsF87A

Se inoculd la cepa Escherichia coli DH5a que lleva un vector de expresion pCWori
CYPBM3 21B3 F87A en medio de cultivo Luria-Bertani con 200 pg/mL de
ampicilina (LBamp). El precultivo se dejo en agitacion constante por 18 horas a
B37°C, 180-200 rpm.

En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se inocularon 50 mL de medio TB (del inglés
“Terrific Broth”), previamente complementado con ampicilina (200 pg/mL), con 0.5
mL del pre in6culo antes mencionado. De igual manera, se suplementé el medio

con 0.5 mM de tiamina y 100 pL de elementos traza.

La solucién de elementos traza se prepard con la siguiente proporcion: 0.011 g
MgCl2e2H20, 0.3 g de FeCl2*6H20, 0.0065 g de ZnCl2*4H20, 0.002 g de
CoCl2¢6H20, 0.01 g de NazMoO4+2H20, 0.0038 g CaClz, 0.0126 g CuCl2+2H20 y
0.002 g H2BOs3 disuelto en 10 mL de HCI 90% v/v [16].

El medio inoculado se colocé en agitacion constante a 100 rpm a una temperatura
de 25°C por 44 horas. Posterior a este tiempo, se adicionaron 0.5 mM de IPTG y se
dej6é en agitacion por 44 horas adicionales. Se procedié a la formacion de un
precipitado bacteriano mediante una centrifugacién a 3500 rpm durante 45 min a
4°C y la posterior eliminacién del sobrenadante. Finalmente, los precipitados se

almacenaron a -80°C para ser usados en procesos de purificacion posteriores.

Purificacion de CYPsm3F87A

A cada precipitado bacteriano se le agregaron 10 mL de solucién amortiguadora de
lisis conteniendo 10 mM de imidazol, 50 mM de NaH2PO4 y 300 mM de NaCl con
un pH de 8. Llevando a cabo todo el proceso en un bafio de hielo, la suspensién
obtenida se sometio a un lisado celular por sonicacion. El ciclo de sonicado consistio

en 9.9 s de pulso por cada 9.9 s de descanso durante dos minutos a una potencia
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de 36%. El proceso se repitio de 7 a 8 veces dejando en reposo la suspension por
5 minutos entre repeticion. Finalizando el lisado, el producto obtenido se centrifugé
durante 45 min a 8000 rpm a 4°C. El sobrenadante se recupero y se filtré a través
de una membrana de 0.22 um y se concentré mediante ultrafiltracion a través de

una membrana de 10 kDa reduciendo su volumen 5 veces.

La proteina CYPsmsF87A expresada contiene una etiqueta de 6 histidinas que
facilita su purificacion. Para ello, se empled una cromatografia de afinidad a niquel
haciendo uso de una columna HisTrapTM FF de 5 mL (GE Healthcare). La
cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC del inglés “Fast Protein Liquid
Chromatography”) se realizé en un equipo AKTA prime plus Protein Purification
System (GE Healthcare). ElI programa utilizado consiste principalmente de un

gradiente de concentracion de imidazol de 10 a 500 mM con un flujo de 5 mL/min.

Finalmente, las fracciones con presencia de proteina fueron colectadas y dializadas
en 2 L de una solucién amortiguadora MES 50 mM pH 8 durante una noche. La
solucién obtenida se adicion6 con 10% glicerol y se separd en alicuotas para su
almacenaje a -20°C.

Purezay cuantificacion de la CYPsm3F87A

La pureza de la proteina CYPswsF87A se analizdé mediante electroforesis
desnaturalizante en gel de poliacrilamida. Se cuantifico la concentracion de proteina
midiendo la absorbancia a 420 nm, banda correspondiente al grupo hemo de la
CYP, haciendo uso de la ecuacion 1.

* dilucion Ecuacion 1.
Concentracion de CYP

Abs,50
CYP uM] =
[CYP uM] = 507

De igual manera, se cuantifico la concentracion de CYPsmsF87A cataliticamente
activa mediante la metodologia propuesta por Sato y Omura en 1964 [20]. Este
método se basa en un cambio en la absorbancia a 450 nm debido a la union de CO

en el sitio activo de la CYP. Para la produccion de CO se construyd un sistema como
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el de la figura 4. En este el acido sulfurico deshidrata al acido formico dando como
producto CO. El CO producido es burbujeado dentro de la muestra con CYPsm3sF87A
con la posterior adicion de hidrosulfito de sodio. El cambio de absorbancia se
monitored con un espectrofotometro Perkin-Elmer series 836 ET y se utilizé la

ecuacion 2 para determinar la concentracion de enzima activa.

Acido sulfarica ———»

Solucién de

Acido formico ——» . ° CYPsw3F87A

Figura 4. Arreglo experimental utilizado para la evaluacion de la CYPsm3F87A

cataliticamente activa.

Abs — Abs Ecuacion 2.
[CYP uM] = 458 091 490 dilucion Concentracién de CYP
. activa.
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Transformacion enziméatica de disruptores endocrinos mediante CYPsm3F87A

La transformacion de los disruptores enddécrinos bisfenol A (BPA), 17B-estradiol y
resorcinol mediante la CYPsm3F87A fue analizada mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC del inglés “High Performance Liquid Chromatography”).
Para ello, primeramente se comprobd la capacidad de transformacion de tales
compuestos. Se elaboraron mezclas de reaccion de 1 mL conteniendo 1.3 uM de
CYPBm3F87A, 20 uM de disruptor endécrino y 3 mM de H202 en una solucién
amortiguadora de MES 50 mM pH 8. Las soluciones madre de cada disruptor fueron
elaboradas en acetonitrilo (ACN) a una concentracibn de 2 mM para BPA y
resorcinol y 5 mM para el 17p-estradiol. La reaccién se incubé a temperatura
ambiente no controlada por 5 minutos y se centrifugd a 6500 rmp por 1 minuto. En
el caso del BPA y 17p-estradiol, los sobrenadantes fueron analizados en un HPLC
Agillent serie 1100 mediante fase inversa con columna C18, Kinetex C18, 5 um, 150
x 4,6 mm (Phenomenex, CA) en modo fluorescencia. Para el caso del resocinol, se
utilizé un equipo de la misma serie 1100 con la misma columna instalada en modo
UV-vis.

Los valores de transformacion de cada disruptor se determinaron mediante un
analisis a punto final. Se cuantificé el area correspondiente a cada disruptor a una
concentracion fija antes y después de la reaccion con la CYPsm3F87A y se calculd
la disminucion de la misma. El programa de elucién isocratico contenida como fases
moviles ACN y agua con 0.1% de acido trifluoroacético (TFA) y un flujo de elucion
de 0.5 mL/min para el BPA y 17p-estradiol; y un flujo de 0.2 mL/min para el

resorcinol.

En la tabla 1 se pueden observar las condiciones utilizadas para cada disruptor

enddocrino empleado como sustrato de la CYPsmsF87A.
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Tabla 1. Condiciones para los programas utilizados en la cromatografia liquida de
alto rendimiento para la deteccion de los disruptores enddécrinos transformados por
la CYPBsMm3F87A.

Disruptor Longitud de Volumen de agua | Volumen de ACN

endocrino onda (nm) (mL) 0.1% TFA (mL) 0.1% TFA
BPA Ex. 275, Em. 313 60 40
17pB-estradiol Ex. 280, Em. 310 45 55
Resorcinol Abs. 273 85 15

Identificacién de los productos de reaccion de los disruptores enddcrinos
con la CYPsMm3F87A

Con el fin de obtener suficiente material para determinar la naturaleza quimica de
los productos de reaccién, se escalaron las reacciones del CYPsm3F87A a 10 mL.
Tanto la CYPsm3F87A como el H202 fueron adicionados en 3 etapas sucesivas, con
30 min de incubacion a temperatura ambiente no controlada posterior a la adicién,
hasta llegar a la concentracion de escalamiento. Subsiguientemente, las reacciones
fueron acidificadas, se realizdé una extraccién liquido-liquido con diclorometano vy el
extracto organico fue pasado a través de una columna de sulfato de sodio anhidro
y secado tanto por rotaevaporacion como con flujo de nitrégeno hasta eliminar el
solvente. Después de esto, los polvos obtenidos fueron derivatizados haciéndolos
reaccionar con bis(trimetilsilillacetamida (BSA). La solucién obtenida se coloc6 por
10 minutos en bafio maria a 60°C para acelerar el proceso y posteriormente se
procedi6 a la identificacion. Los productos de reaccion fueron identificados mediante
cromatografia de gases acoplada a masas (GC/MS del inglés “Gas Chromatography
/ Mass Spectrometry”) con el uso de un cromatografo Agilent 6890N acoplado a un
detector de masas Agilent 5973N.
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Resultados y discusion

Caracterizacion de la enzima CYPsm3F87A

El vector de expresion que codifica para la CYPsm3F87A en E. coli BL21 presenta
una seccion codificante a 6 histidinas que facilita su purificacion. Ademas de ello, el
grupo hemo de la proteina le proporciona una coloracion rojiza bajo luz natural lo
cual permite la identificacion de las fracciones en las cuales la proteina se encuentra
presente. Esto, combinado con una lectura a 280 nm del FPLC permite la obtencion
de CYPsm3F87A con un alto grado de pureza. En la figura 5a se pueden observar
algunas de las fracciones correspondientes a la purificacion de los extractos
obtenidos en el lisado bacteriano. Se puede observar que la coloracién de las
fracciones es de una tonalidad rojiza, por lo cual podemos asegurar que la enzima
purificada presenta un compuesto capaz de reflejar tal longitud de onda y que
normalmente se atribuye a la presencia de un grupo hemo. De igual manera, en la
figura 5b se muestra un gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomasie que
evidencia la pureza de la muestra obtenida al presentar una sola banda a los 50
kDa, lo cual corresponde a lo reportado por Alejo en 2017 para la variante de

CYPsm3F87A y confirma la correcta purificacion de la proteina.
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a) b)
250 kDa

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

. . i
Figura 5. (a) Fracciones obtenidas en la purificacién por cromatografia liquida
rapida de proteinas (b) Analisis por SDS-PAGE de la CYPsm3F87A

Posteriormente a la purificacidn, se evalud la concentracion de enzima producida y
enzima activa dando como resultado 46.4 uM y 29.59 uM. De igual manera, se
obtuvo un Rz igual a 1.02 para la purificacion. Este consiste valor en la relacion entre
la absorbancia en la banda a 420 nm correspodiente al hemo del CYPemsF87A y
aguella perteneciente a los residuos aromaticos de la proteina total del medio a los
280 nm. El valor de Rzes un indicador de la pureza de las hemo-proteinas y su valor,

en nuestro caso, indica una alta pureza.

Las constantes cataliticas, kcat y Km de la CYPsm3F87A fueron obtenidas primero
para la oxidacion de 2,6 dimetoxifenol (DMF) en presencia de 3 mM de H20:2y, al
ser una enzima de alto interés experimental, fue comparado con los valores
obtenidos por Alejo en 2017. Los valores derivados de estos analisis se pueden

observar en la tabla 2.
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Tabla 2. Constantes cataliticas de la CYPsm3F87A

kcat KM kcat/KM
Enzima
(min?) (uM) (min* /mM?)
CYPgMm3F87A 16.38 172 (+47) 95.2
CYPsm3F87A [19] 11.1 (+0.7) 172 (+47) 64.5

La variacion observada en ambos trabajaos para las constantes cataliticas es
minima y debido a que se encuentran dentro del mismo orden no resultan

significativas.

Disruptores enddcrinos como sustrato de la CYPsusF87A

La capacidad de transformacion de los disruptores endocrinos BPA, 173-estradiol y
resorcinol fue evaluada analizando la disminucibn en el area del pico
correspondiente en el espectro de HPLC. En la tabla 3 se observan los valores
obtenidos para el porcentaje de transformacioén y la velocidad de la misma para cada

disruptor endécrino.
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Tabla 3. Porcentaje de transformacion y actividad especifica de la CYPsmsF87A en
la transformacion de diversos disruptores endécrinos

0 " Actividad
: Area Area 2 e
Disruptor S . Transformacion especifica
endécrino inicial final (%) (s)
(u.a.) (u.a.)
528
BPA 781 (= 68) (x43) 31.4 (x11) 0.118 (x0.07)
. 1049 682
17B-estradiol (+101) (£37) 34.7 (£4) 0.117 (+0.03)
: 127
resorcinol 258 (+4) (11) 50.7 (£5) 0.165 (x0.02)

Los valores de velocidad especifica para los disruptores enddcrinos analizados
presentan una variacion minima; por estar en el mismo orden de magnitud, estas
diferencias no son significativas ya que los compuestos se encuentran en
concentraciones menores al orden de mM en el ambiente. Los compuestos con
actividad enddcrina normalmente presentan estructuras similares [8], por lo que la
velocidad de transformacion de los sustratos pueden estar relacionada con sus
caracteristicas estructurales.. En el caso del resorcinol, el contraste de su actividad
especifica con la de los otros disruptores analizados puede atribuirse igualmente a
su estructura. El resorcinol es un 1,3 dihidroxybeceno que en comparacién con las
estructuras de los otros disruptores, figura 6, resulta muy pequeiio; por lo que puede
entrar al sitio activo de la proteina con mayor facilidad y por lo tanto transformado

de forma mas eficiente.
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Figura 6. Estructuras quimicas de los DE analizados. De izquierda a derecha,

17B-estradiol, resorcinol, bisfenol A.

De igual manera, se puede identificar a la CYPsm3F87A como una enzima capaz de
transformar dichos disruptores enddcrinos, aunque a tasas menores a las
observadas con la lacasa de C. gallica y con la peroxidasa versatil de Bjerkandera
adusta. [11] [12] A pesar de ello, la CYPem3sF87A muestra una actividad catalitica
maxima a un pH de 9.0 [21] , a diferencia de los perfiles de pH observados para las
enzimas antes mencionadas encontrandose estos en un pH entre 4 y 4.5. Esto
presenta una ventaja en el uso de la CYPsm3F87A para la biorremediacién de zonas
con pH alcalino. Igualmente, se puede hacer uso de agregados de diferentes tipos
de enzimas para cubrir un mayort intervalo de pH [22]. Con respecto a la actividad,
ésta puede verse optimizada si se modifica quimicamente en su superficie,
comportamiento demostrado por Alejo en 2017 al unir polietilenglicol a los grupos
aminos presentes en la superficie de la CYPsm3F87A y determinar el aumento de

actividad contra la enzima sin modificar [19].

Aunque la biorremediacion resulta en una herramienta con muchas ventajas en el
aspecto ambiental, no hay reportes de un estudio de la transformacion del

resorcinol, en su papel de disruptor enddécrino, por alguna otra enzima. Una de las
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rutas comunes en el tratamiento de la contaminacion por este compuesto reside en
el uso de fotocatdlisis. A pesar de ello, las tasas de transformacion obtenidas por
este método derivan en la remocion de un 80% del resorcinol en un tiempo de 2
horas mediante el uso de luz UV y de 100% en 7 horas con exposicion a luz solar
[23], [24]. Esto posiciona al uso de la CYPsmwsF87A como un efectivo agente en la

biorremediacion de dicho compuesto.

Identificacién de los productos de reaccion de los disruptores endocrinos
con la CYPsm3sF87A

El analisis de cromatografia de gases acoplada a masas de los productos de la
reaccion entre el 173-estradiol y la CYPsm3F87A propuso como posible producto el
[(16B, 17B)-16,17 epoxoestra-1,3,5 (10)-trien-3-ylJoxitrimetil cuya estructura se

muestra en la figura 6.

Figura 7. Estructura del [[16[3,17B-Epoxiestra-1,3,5(10)-trien-3-yl]oxi]trimetilsilano
[25].

Este valor obtenido corresponde a una reaccion de monooxigenacion caracteristica

del CYPsm3F87A. En la tabla 4 se pueden observar los datos de iones de masa
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correspondientes al compuesto obtenido para la monooxigenacion del 17p3-

estradiol.

Tabla 4. Datos de masa espectral del producto obtenidos en la transformacion de
17B-estradiol mediante CYPsmsF87A

Disruptor
o Producto lones de masa espectral (m/z)
endocrino

[(a6B, 17B)-16,17
73 (22), 117 (16), 131 (21), 209 (17), 217 (18), 218
epoxoestra-1,3,5

17B-estradiol (24), 219 (17), 256 (30), 257 (30), 280 (32), 341

(10)-trien-3- (88) M*, 342 (100)
ylJoxitrimetilo |

2 | os valores en paréntesis corresponden a las intensidades relativas. M™ = ion

molecular

Aunque el producto [(16f, 17B)-16,17 epoxoestra-1,3,5 (10)-trien-3-yl]oxitrimetilo
posee una estructura derivada de una monooxigenacion, se requiere de alguna
técnica complementaria como resonancia magnética nuclear para confirmar que
este compuesto es el Unico obtenido en el proceso de transformacioén del 17p3-
estradiol por la CYPsm3F87A. Hay que tomar en cuenta que el producto se encuentra
derivatizado, por ello la presencia de iones espectrales caracteristicos del grupo

silano.

Las mediciones obtenidas por espectrometria de masas para la identificacion de
productos de la transformacion del BPA y el resorcinol resultaron no aportar
informacion confiable. Esto debido a que los picos adquiridos no se pudieron
relacionar con estructuras correspondientes a las reacciones de monooxigenacion
conocidas. De igual manera, se ha observado que las monooxigenaciones en
compuestos fendlicos tienden a la formacién de radicales libres resultando en la
generacion de compuestos poliméricos no identificados. A la par, los productos tanto
del BPA como del resorcinol pueden tener caracteristicas quimicas no afines al

proceso de separacion liquido-liquido; por lo que una separacién con solventes de
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diversas propiedades puede ser util en la purificacion de los productos para proveer
mayor informacion sobre sus caracteristicas. Finalmente, es necesario realizar una
caracterizacion completa de los pardmetros cinéticos de la enzima para poder hacer
una comparacion eficiente con otras enzimas utilizadas en la biorremediacion de

compuestos con actividad enddécrina.
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Conclusiones

La CYPsm3F87A es una enzima capaz de catalizar la transformacion de los
disruptores enddécrinos bisfenol A, 17B-estradiol y resorcinol. Dando como producto,
en el caso del 17B-estradiol un epdxido con la formula quimica [(163, 173)-16,17

epoxoestra-1,3,5 (10)-trien-3-yl]oxitrimetilo.

Los valores de actividad especifica similares para los DE analizados indican que la
proteina CYPsmsF87A puede ser utilizada en la transformacion de una mezcla

compleja de dichos contaminantes.

A pesar de que la actividad especifica de la enzima CYPsm3F87A se encuentra por
debajo de aquellas obtenidas para otras enzimas oxidoreductasas, esta puede ser

utilizada para tratamientos de muestras alcalinas.

La optimizacion del proceso de purificacion de productos es clave en la identificacion
de los mismos. Es necesario encontrar solventes afines a dichos productos para

purificarlos y asi determinar sus estructuras.
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