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Resumen

La enzima cianuro dihidratasa (CynD) es producida por algunas bacterias y es capaz de
degradar el cianuro, una sustancia toxica utilizada en varias industrias. Para biorremediar el
cianuro se necesita mantener un pH de 9, lo que hace que la CynD de algunas bacterias
pierdan su actividad. Se necesita la estructura tridimensional de la CynD para entender mejor
las interacciones entre sus dominios y superficies y mejorar su tolerancia al pH mediante la
creacion de mutantes. El objetivo de esta investigacion es expresar, purificar y cristalizar la
rCynD de B. safensis PER-URP-08 (rCynDper-urr0s). Se evidencidé que diferentes
concentraciones de indculo de plasmido (67,8; 135,6 y 271,2 ng/ puL) pueden transformar
Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) con una eficiencia de 1,24; 2,3x10y 7,7x10 ufc/ng
respectivamente (p=0,49), y que se puede inducir rCynDper-urp-0s cONn IPTG a2 18°, 30y 37°C
(p=0,1). Asi mismo, se obtuvo que la pureza de la proteina es similar al realizar una
cromatografia con elucién isocratica o en gradiente (p=1). Con respecto a la actividad
enzimatica, el Km y Keat de rCynDper-urr-0s Se mantiene a pH 9 (p=0.48 y p=0.093
respectivamente), por lo cual, debe ser considerada como candidata para la biorremediacion
de residuos con cianuro. En cuatro de las condiciones utilizadas se lograron obtener cristales,
siendo los més grandes los generados con la adicién de un stock de aminoacidos (60-95 um),
mientras que los cristales generados con los cationes divalentes tuvieron un tamafio mas
pequefio (27,78-29,09 um) (p=0,0032). Dado que estos aditivos tienen la capacidad de
formar sales, es necesario que un siguiente estudio analice el patrén de difraccion de rayos

X para determinar que los cristales son de proteinas.

Palabras clave: Cianuro dihidratasa, CynD, Bacillus safensis, cristalizacion.



Abstract

The cyanide dihydratase enzyme (CynD) is produced by certain bacteria and is capable of
degrading cyanide, a toxic substance used in various industries. To bioremediate cyanide, a
pH of 9 is needed, which causes CynD in some bacteria to lose its activity. The three-
dimensional structure of CynD is needed to better understand the interactions between its
domains and surfaces and improve its pH tolerance by creating mutants. The objective of
this research is to express, purify, and crystallize rCynD from B. safensis PER-URP-08
(rCynDrer-urr-08). It was found that different concentrations of plasmid inoculum (67.8,
135.6, and 271.2 ng/uL) can transform Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) with an
efficiency of 1.24, 2.3x10-1, and 7.7x10-1 cfu/ng, respectively (p=0.49), and that rCynDper-
urp-0g €an be induced with IPTG at 18°C, 30°C, and 37°C (p=0.1). The purity of the protein
is similar when using either isocratic or gradient elution chromatography (p=1). Regarding
to enzymatic activity, the Ky and keat of rCynDper-urpe-0s are maintained at pH 9 (p=0.48 and
p=0.093, respectively), making it a candidate for the bioremediation of cyanide waste.
Crystals were obtained in four of the conditions used, with the largest crystals generated
with the addition of an amino acid stock (60-95 pm), while crystals generated with divalent
cations were smaller (27.78-29.09 um) (p=0.0032). Since these additives have the ability to
form salts, further study is needed to analyze the X-ray diffraction pattern to determine that

the crystals are protein.

Keywords: Cyanide dihydratase, CynD, Bacillus safensis, crystallization.
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l. Introduccion
La CynD, también Ilamada cianuro dihidratasa, es una enzima que pertenece a la
superfamilia de las nitrilasas (EC 3.5.5.1). Esta enzima ha sido aislada de Bacillus pumilus,
Bacillus safensis, Pseudomonas stutzeri y Alcaligenes xylosoxidans (Ingvorsen, et al., 1991;
Kunz, et al., 1992; Meyers, et al., 1993; Watanabe, et al., 1998; Jandhyala, et al., 2003;
Sewell, et al., 2003; Justo, et al., 2022), dado que tiene la capacidad de degradar cianuro
convirtiéndolo en compuestos menos toxicos (formiato y amoniaco) (Raybuck, 1992; Gupta,

et al., 2010; Kumar, et al., 2017).

El cianuro (-C=N) se incorpora al medio ambiente como contaminante primordialmente a
través de actividades antropoldgicas, ya que su afinidad con otros metales es aprovechada
en la mineria y en las industrias metaltrgica, quimica, de galvanoplastia, entre otras (Young
y Jordan, 1995; Yarar, 2001; Botz, et al., 2005; Kyucak y Akcil, 2013). Cabe sefialar, que
su toxicidad radica principalmente en su capacidad de inhibir la respiracion celular
(Antonini, et al. 1971; Jensen, et al., 1984; Jones, et al., 1984), y como resultado, puede
afectar al sistema nervioso central y el control de la funcion respiratoria hasta conducir a la

muerte (Services, 2002).

Por otra parte, el Ministerio del Medio Ambiente del Per( ha establecido en sus Estandares
de Calidad Ambiental para agua un limite de cianuro de 0,0052 mg/L en la categoria de
conservacion del ambiente acuético para lagunas, lagos y rios (D. S. N° 004-2017-MINAM,
2017). A pesar de ello, se han encontrado niveles de cianuro que superan este limite en aguas
superficiales (rios, lagunas y puquios) de Cajamarca (Narro y Vasquez, 2017), La Libertad
(Tuesta, 2010; Carbajal y Cisneros, 2012; Ibafiez, 2016; Castillo y Lecca, 2019, Nufiuvero

y Vigo, 2019), Puno (Argota-Pérez, et al., 2014) y Tumbes (Fernandez, 2019).
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El cianuro puede ser degradado a través de la biorremediacion, que es una técnica alternativa
ecoldgica que no genera contaminaciéon secundaria, es potencialmente econémica y no
requiere de fuentes de energia complementarias (Nelson, et al., 1998; Stott, et al., 2001;
Akcil, 2003; Baxter y Cummings, 2006; Dash y Balomajumder, 2009; Bhalla, et al., 2017,
Kumar, et al., 2017; Sharma, et al., 2019a). Cabe mencionar que a la fecha se ha logrado
biorremediar aguas residuales de la industria joyera (Cobos, et al., 2015; Lugue-Almagro,
et al., 2015; Ibafiez, et al.,, 2017), de galvanoplastia (Patil y Paknikar, 2000;
Sirianuntapiboon, et al., 2007; Wu, et al., 2014; Mekuto, et al., 2015) y de la coquizacion
(obtencién de combustible sélido a partir de carbon) (Jeong y Chung, 2006; Sharma y
Phillip, 2015; Joshi, et al., 2016), relaves mineros (Nelson et al., 1998; Evangelho, et al.,
2001; Stott, 2001; Baxter y Cummings, 2006) y otros efluentes (Annachhatre y Amornkaew,
2001; Quan, et al., 2004; Wang, et al., 2004; Chen, et al., 2008; Dash, et al., 2008;
Kaewkannetra, et al., 2009; Mekuto, et al., 2014) contaminados con cianuro empleando

consorcios bacterianos.

En la actualidad la enzima CynD es una de las alternativas modernas para la biorremediacion
de residuos con cianuro, ya que no requiere la intervencion de sustratos ni cofactores
adicionales para su funcionamiento (Meyers, et al., 1991; Park, et al., 2017; Sharma, et al.,
2019b); no obstante, su uso en la biorremediacion se ve limitado debido a su inestabilidad
térmica y baja tolerancia al pH alcalino. Estas caracteristicas pueden ser mejoradas a través
del disefio racional de proteinas, que requiere el conocimiento de la estructura tridimensional
en alta resolucion de la CynD (Sharma, et al., 2019a). Una de las técnicas méas usada para
resolver la estructura de las proteinas es la cristalografia de rayos X, donde es esencial
cultivar cristales de la enzima, por ello se plantea expresar, purificar y cristalizar rCynD de

B. safensis PER-URP-08 (rCynDper-urp-08).
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1.1 Planteamiento del problema

Estudios realizados en Per0 registran altas concentraciones de cianuro en aguas superficiales
aledarias a zonas mineras en Cajamarca (0,034-0,04 mg/L), La Libertad (0,01-27,07 mg/L),
Puno (0,13-0,14 mg/L) y Tumbes (0,5-0,9 mg/L) (Tuesta, 2010; Carbajal y Cisneros, 2012;
Argota-Pérez, et al., 2014; Ibafiez, 2016; Narro y Vasquez, 2017; Castillo y Lecca, 2019;
Fernandez, 2019; Nufiuvero y Vigo, 2019), las cuales superan el limite maximo permisible
de cianuro (0,0052 mg/L) determinado por el Ministerio del Ambiente (D. S. N° 004-2017-

MINAM, 2017).

En la actualidad la eliminacion de residuos contaminados con cianuro se realiza en su
mayoria a través de métodos fisicos y quimicos, los cuales generan por si mismos otros
subproductos nocivos; asi, las industrias contintan liberando otros contaminantes que
pueden afectar al medio ambiente y a la salud publica (Young y Jordan, 1995; Yarar, 2001;

Botz, et al., 2005; Kyucak y Akcil, 2013).

En este contexto, la biorremediacion enzimatica toma relevancia al ser un método que
permite la degradacion natural del cianuro; sin embargo, existen dificultades para mantener
condiciones Optimas que permitan el funcionamiento de estas enzimas. Mediante la
ingenieria enzimatica es posible realizar cambios en la cadena de aminoacidos para obtener
enzimas quiméricas con propiedades mejoradas, por ejemplo, la tolerancia al pH alcalino o
termoestabilidad (Wang, et al., 2012; Crum, et al., 2015b; Crum, et al., 2016); no obstante,
la ausencia de la estructura tridimensional en alta resolucion de algunas de estas enzimas

limita el avance en este campo.

Por consiguiente, es importante desarrollar investigaciones que posibiliten el entendimiento

de las interacciones intramoleculares e intermoleculares de las enzimas. Para conocer la
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informacion estructural a través de la cristalografia de rayos X, es necesario cristalizar la

enzima a estudiar.
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1.2 Justificacion de la investigacion

La biorremediacion es un método efectivo y responsable con el medio ambiente e incluso
hay estudios que avalan que puede ser mas rentable que los métodos convencionales de
remediacion (Nelson, et al., 1998; Kyucak y Akcil, 2013; Naymunda, 2017). Una de las
formas de impulsar esta técnica es determinar variantes de enzimas que permitan la

degradacion sostenida del cianuro.

Debe sefalarse que las enzimas degradadoras de cianuro conocidas se encuentran inactivas
a pH alcalino, siendo esta la condicion en la que se mantienen los residuos con cianuro para
prevenir la volatilizacién de HCN (Martinkov4, et al., 2015); por consiguiente, es esencial
obtener variantes con tolerancia al pH alcalino para garantizar una remediacion a largo plazo

en su aplicacion préctica.

La determinacion de la estructura tridimensional permitira conocer la naturaleza precisa de
las interacciones, ubicar los aminoacidos relevantes en los dominios y las superficies de
interaccion y entender el impacto de los dominios altamente conservados y variables, de
modo que se podran proyectar las mutaciones de aminoacidos que puedan mejorar las

propiedades de intereés.
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1.3 Objetivo general

- Expresar, purificar y cristalizar la proteina rCynD de B. safensis PER-URP-08.

1.4 Objetivos especificos

Transformar Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plasmido de expresion

con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08.

- Inducir y purificar la proteina rCynD de las células transformadas de Escherichia

coli BL21(DE3)(pLysS).

- Determinar la actividad enzimatica de la proteina rCynDper-urp-08

- Cristalizar la proteina rCynDeer-urr-0s @ diferentes pH y concentraciones de PEG

8000.
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1. Marco teérico

2.1 Proteina CynD

Es una enzima también conocida como cianuro dihidratasa, que convierte el cianuro (CN")
en amoniaco (NHz) y formiato (HCOOH) mediante la via hidrolitica (White, et al., 1988;
Meyers, et al., 1993; Watanabe, et al., 1998; Jandhyala, et al., 2003, 2005). Por otro lado,
se conoce que es de origen bacteriano, ha sido aislada de Bacillus pumilus cepas C1 y 8A3
(Meyers, et al., 1993; Jandhyala, et al., 2003), Bacillus safensis cepa PER-URP-08 (Justo,
et al., 2022), Pseudomonas stutzeri AK61 (Kunz, et al., 1992; Watanabe, et al., 1998;
Sewell, et al., 2003) y Alcaligenes xylosoxidans subsp. denitrificans DF3 (Ingvorsen, et al.,

1991).

La CynD pertenece a la superfamilia de las nitrilasas (EC 3.5.5.1), las cuales se caracterizan
por hidrolizar el triple enlace carbono-nitrégeno de los nitrilos (ROC=N), poseer una tétrada
catalitica CEEK (cisteina, glutamato, glutamato, lisina) y poseer en su estructura dimérica
un pliegue apPa-offa (Pace y Brenner, 2001; Thuku, et al., 2009; Martinkova, et al., 2015;
Benedik y Sewell, 2018; Mulelu, et al., 2019). Ademas, presentan una estructura dimérica
subyacente que puede extenderse formando grandes homooligémeros helicoidales
(generalmente de 10-18 subunidades); se ha reportado que estos oligdmeros espirales se
diferencian de sus homdlogos que no los forman por la presencia de dos inserciones (12-14

aminoéacidos) y la extension C-terminal (Sewell, et al., 2005).

Se conoce la estructura tridimensional de CynD de B. pumilus (CynDpum) de la cepa C1
(resolucién=3.2 nm) y de Pseudomonas stutzeri (CynDstt) de la cepa AK61 (resolucion=2.5
nm) a través de la reconstruccion tridimensional de micrografias electronicas. Por un lado,
CynDpum posee un dimero de 37kDa que forma un espiral compacto (9 nm de diametro) de

18 subunidades a pH 6-8 y espirales mayores a pH 5.4 (Meyers, et al., 1993; Jandhyala, et
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al., 2003). Por otro lado, CynDstut presenta una estructura espiral (radio exterior de 5.1 nm)
de 14 subunidades (Sewel, et al., 2003), siendo cada subunidad de 38kDa (Watanabe, et al.,
1998). En ambos casos cuentan con simetria axial y hélice izquierda. Cabe sefialar que el
alineamiento de sus secuencias de amino&cidos presenta 80% de identidad y 91% de

similitud (Jandhyala, et al., 2003).

2.2 Cianuro: toxicidad, fuentes y remediacién

La palabra cianuro se emplea para describir moléculas que contienen el grupo —C=N en su
composicion (Kuyucak y Akcil, 2013). Por lo general, el cianuro esta presente como cianuro
libre 0 en complejo. La forma mas nociva es el cianuro libre, dependiendo del pH de la
solucion se puede encontrar como anion de cianuro (CN°) o cianuro de hidrégeno (HCN).
Por otro lado, su origen puede ser natural a través del proceso de cianogénesis de plantas,
hongos, algas y bacterias o artificial mediante gases de escape de los vehiculos, incendios o
guema de deshechos y actividades industriales (industria minera, metallrgica, quimica,
galvanoplastica, entre otras) (Luque-Almagro, et al., 2005; Services, 2002). Se incorpora
como contaminante del agua principalmente por aguas residuales industriales (Jaszczak, et
al., 2017), por medio de fugas durante el transporte, fallas de presas de relaves, fallas en las

actividades de carga y descarga, y filtraciones de vertederos y embalses (Yarar, 2001).

El HCN puede ingresar al organismo por inhalacién, ingestion o absorcion cutanea; a pesar
de que el cianuro no se bioacumula en el cuerpo, se le considera como un compuesto
altamente nocivo para los organismos aerdbicos ya que una baja exposicion puede tener
efectos letales en corto tiempo. Los iones CN™ tienen la capacidad de inhibir metaloenzimas
incluyendo glutamato descarboxilasa, xantina oxidasa, superoxido dismutasa, NO sintasa,
nitrito reductasa y citocromo ¢ oxidasa (Jaszcak, et al., 2017); el efecto en esta ultima se

considera altamente critico, ya que bloquea el transporte de electrones inhibiendo la
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respiracion celular (Antonini, et al., 1971; Jones, et al., 1984). En el caso de los humanos,
esta reduccién de oxigeno, afecta principalmente al sistema nervioso central y el control de

la funcidn respiratoria, lo cual puede conducir a la muerte (Services, 2002).

Los métodos de remediacion pretenden convertir el cianuro en compuestos con menor
toxicidad, insolubles y/o que no puedan ser absorbidos por los organismos; se pueden
abordar por dos vias: la atenuacion natural y los procedimientos de tratamiento planificados.
La atenuacion natural consiste en la colocacion de las soluciones de cianuro en estanques
expuestos a la atmosfera, donde principalmente el HCN se volatiliza y en segundo plano
ocurren otras reacciones como hidrdlisis, fotdlisis, oxidacién, formacion de complejos o
tiocianatos y precipitacion. Los procedimientos planificados consisten en separaciones
fisicas (electrodeposicion, tecnologia de membranas, carbon activado, resinas, entre otros),
métodos de destruccion quimica (ozono, cloracion alcalina, peréxido de hidrégeno,
volatilizacién de soluciones &cidas, proceso de dioxido de azufre/aire (INCO), acido
peroximonosulfdrico, entre otros) y procedimientos bioldgicos (plantas, hongos,

protozoarios y bacterias) (Kyucak y Akcil, 2013; Arbabi, et al., 2015; Nyamunda, 2017).

2.3 Cristalizacion de proteinas

Una de las técnicas mas usada para resolver la estructura de las proteinas es la cristalografia
de rayos X, donde es esencial cultivar cristales que se empaquen en una disposicion
simetrica a modo de mosaico. Para la formacion de cristales, la solucion debe alcanzar un
estado de sobresaturacion, donde la cantidad de proteinas en solucidn exceda su limite de
solubilidad. De esta manera, las proteinas son expulsadas de la solucion y forman pequefios
agregados o nucleos ordenados que permitiran el crecimiento de cristales, a esta etapa se le

conoce como fase de nucleacion. La sobresaturacion de la proteina se puede lograr
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afiadiendo precipitantes para reducir su solubilidad, como sales neutras, polimeros o

disolventes organicos (Holcomb, et al., 2017).

Las proteinas se pueden cristalizar a través de experimentos de difusion de vapor, donde la
“gota” compuesta por una mezcla de solucion de proteina (Unicamente proteina o mezcla de
proteina y aditivos) y solucion precipitante (precipitante) se coloca en equilibrio con el
precipitante colocado en un pocillo. La diferencia de concentraciones impulsa al vapor de
agua a migrar desde la gota hacia el pocillo, a medida que esto ocurre, la proteina se
concentra hasta la saturacion, nucleacion y posterior crecimiento de cristales de proteina.
Existen dos técnicas ampliamente usadas: el “hanging drop”, donde la gota se coloca en un
portaobjetos de vidrio siliconado invertido sobre el pocillo; y el “sitting drop”, donde la gota

se coloca en un pedestal sobre el pocillo (Drenth, 2007; Bolanos-Garcia y Chayen, 2009).

I1l.  Antecedentes

White et al. (1988), evidenciaron que cultivos de Pseudomonas spp. aisladas de aguas
residuales industriales fueron capaces de degradar cianuro en amoniaco y formiato, a una
tasa de 0.2-0.5 pg cianuro/mg de peso seco/min. Adicionalmente, comprobaron que los
extractos libres de células degradaron 0.22-0.41 ug de cianuro/mg de proteina/minuto. Debe
sefialarse, que cultivaron las bacterias aisladas en matraces laterales de 300 mL con 50 mL

de medio de lactato agitados a 200 rpm a 30°C.

Meyers et al. (1991), comprobaron que B. pumilus C1 tiene la capacidad de degradar cianuro
libre en ausencia de cofactores. Ademas, sefialaron que la actividad degradadora esta
relacionada a la fase de crecimiento exponencial tardia/estacionaria temprana. También
evidenciaron que la degradacion ocurrié rapidamente de manera intracelular y en los

extractos libres de células. Por Gltimo, sugirieron que Mn?* es requerido en el medio de
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crecimiento para la produccién de la actividad degradante del cianuro de las células de B.

pumilus.

Meyers et al. (1993), observaron que CynDpum de la cepa C1 presentd una actividad dptima
a 37°C y pH 7.8-8.0, logrando una constante de Michaelis-Menten (Km) igual a 2.56 + 0.48
mM y una velocidad maxima (Vmax) 88,03 = 4,67 mmol/min/mg/L; mientras que al agregar
10 pm de Cr® la Km se duplico a 5.28 + 0.38 mM y la Vmax aument6 a 197,11 + 8,51

mmol/min/mg/L.

Watanabe et al. (1998), evidenciaron que la actividad degradadora de P. stutzeri AK61 fue
independiente de la presencia de cianuro. Adicionalmente, sugirieron que la CynDstut
funcional es una proteina agregada de 38 kDa, y que presentd una actividad éptima a 30°C

y pH 7.5, logrando una Kn, de 1.7 mM.

Nagasawa et al. (2000), evidenciaron que la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1
permanecio inactiva en su forma homodimérica de 80kDa; no obstante, se convirtio en una
enzima activa luego de una incubacion con benzonitrilo, donde se observd que se ensambla

formando un oligbmero de 410kDa, el cual propusieron que fuera un decamero.

Pace et al. (2000), cultivaron cristales de la nitrilasa NitFhit de Caenorhabditis elegans
empleando el método de “hanging drop” a temperatura ambiente, donde mezclaron 2 pL de
la solucion de proteina (7 mg mL™ en NaHEPES 10 mM pH 7, NaCl 50 mM, DTT 5 mM)
y 2 uL del precipitante (2-metil-2,4-pentanodiol al 38% (MPD)) para obtener la gota.
Ademas, usaron 1 mL de precipitante en el pocillo, y luego de una semana se sembraron los
microcristales individuales en gotas similares y se equilibraron frente a MPD al 35% por un
mes, obteniendo cristales con dimensiones de ~100 um x 200 um x 300 pm. Cabe

mencionar, que el NitFhit es un complejo tetramérico de 200 kDa.
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Jandhyala et al. (2003), evidenciaron mediante la reconstrucciéon tridimensional por
microscopia electronica que la CynDpum de la cepa C1 forma una espiral de 18 subunidades
a pH 8. Con este proposito, realizaron su clonacion y expresion empleando pET26b y E. coli
BL21(DE3)(pLysS); se debe destacar, que insertaron 6 histidinas en la C-terminal (6-His)
para simplificar la posterior purificacion por cromatografia de afinidad con resina de niquel.
Ademas, observaron que el crecimiento dptimo de E. coli se logrd a 30 y 37 °C. También
demostraron que CynDpum se encontr6 en la cepa 8A3 exhibiendo una actividad

degradadora comparable a C1.

Johnston et al. (2003), cristalizaron una nitrilasa hipotética P018 de levadura que tiene
similitud de secuencia con las hidrolasas CN. Con esta finalidad, los cristales fueron
cultivados usando el método “sitting drop”, donde se mezclaron volumenes iguales de
proteina (3 mg/mL) y precipitante (PEG 8000 al 10% en Hepes 100 mM pH 7, con cloruro
de magnesio 5 mM) para obtener la gota. Asimismo, se emplearon 800 uL de precipitante
en el pocillo. Por ultimo, se obtuvieron cristales de 300 pm x 400 pm x 100 um luego de
una semana de equilibrio a temperatura ambiente. Cabe mencionar que el uso de

concentraciones mas altas de proteina formé cristales maclados.

Sewel et al. (2003), evidenciaron a través de la reconstruccion tridimensional por
microscopia electrénica que la CynDstut de la cepa AK61 presentd una estructura espiral de
14 subunidades. Adicionalmente sugirieron que la interaccién entre subunidades se produjo

a través de la superficie A (para formar el dimero) y C (para formar el oligémero).

Sakai et al. (2004), consiguieron cristalizar la nitrilasa hipotética PH0642 de Pyrococcus
horikoshii con 29.9 kDa, que tiene similitud de secuencia con las proteinas de la superfamilia

de nitrilasas. Para este fin, emplearon el método de “hangin drop” a 20°C, usando una gota
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de 10 pL (mismo volumen de solucion de proteina y precipitante); y un precipitante

compuesto por 100 mM de acetato de sodio, pH 4.1y 45% MPD.

Jandhyala et al. (2005), realizaron la expresion y purificacion de CynDpum y CynDstut
empleando E. coli BL21(DE3)(pLysS). Primero se cultivo la E. coli transformada en caldo
Luria-Bertani (LB) (suplementado con 100 pg/mL ampicillina, 30 pg/mL cloranfenicol, 25
ng/ mL kanamicina) durante la noche a 30°C y 250 rpm. Luego una alicuota se inoculd en
medio LB fresco (1:100) y se incubaron en matraces de 2 L a 30°C o 37°C con agitacion, al
alcanzar una OD600nm de 0.5, se agregd B-D-1- tiogalactopiranoésido (IPTG) 1 mM al
cultivo para inducir la produccién de CynDpum. Posteriormente se incubo por 3-10 horas a
30°C con agitacion, y se centrifugd durante 30 minutos a 5800 rpm y 4°C. Por ultimo, los
pellets de los cultivos fueron resuspendidos, lisados y resuspendidos (tampon fosfato 20
mM-NaCl 100 mM (pH 7,8) mas imidazol 10 mM (pH 7,8)) y las enzimas (marcadas con
6-His) fueron purificadas utilizando cromatografia de afinidad de iones de niquel
inmovilizado con la ayuda de una columna de quelacion de metales HiTrap de 5 mL

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) cargada con 2.5 mL NiSO4 0.1 M.

Tsai et al. (2006), obtuvieron cristales cubicos de la nitrilasa CN-hidrolasa de Xanthomonas
campestris (XC1258), mediante el método de “sitting drop”, empleando para la gota 0.5 pL
de solucion de proteina (28 mg mL* en Tris 20 mM a pH 8 y NaCl 80 mM) y 0,5 pL de
precipitante. Asi mismo, se emple6 como precipitante cacodilato de sodio 0.1 M, pH 6.5y
citrato de sodio 1 M; alcanzando el equilibrio luego de 3 dias a 295 K. Por otro lado, se
mezclaron 1,5 L de solucion de proteina 'y 1.5 pL de precipitante para la gota, y luego de
una semana de equilibrio a 277 K se obtuvieron cristales adecuados para la difraccion de

rayos X, cuyo tamafio fue de 150 pum x 150 pum x 100 pum.
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Andrade et al. (2007), consiguieron cristalizar la nitrilasa acilamida amidohidrolasa de
Pseudomonas aeruginosa a 305 K, mediante el método de “sitting drop” luego de unas horas
de equilibrio, alcanzando su tamafio maximo a las 24-30 horas. Para obtener la gota se
mezclé 5 pL de la enzima (25 mg mL™) con 2 pL de precipitante (15% (v/v) PEG 4000 y
solucién saturada al 5% (v/v) de (NH4)2SO4 a pH 6.8) y se usaron 500 pL de precipitante en
el pocillo. Cabe sefialar que la enzima fue hexamérica y estuvo compuesta por seis

subunidades idénticas con un peso molecular de aproximadamente 38 kDa.

Hung et al. (2007), emplearon el método de “hanging drop” para cristalizar la nitrilasa AmiF
formamidasa de Helicobacter pylori. Con este fin, la gota estuvo compuesta por 1uL de
solucion de proteina (10 mg/mL en Tris-HCI 50 mM a pH 8) y 1uL de precipitante
(cacodilato de sodio 0.1 M a pH 6.5, tiocianato de potasio 0.15 M y PEG 550 MME al 20%).
Se obtuvieron cristales de un tamafio maximo de ~ 600 pm x 100 pm x 100 um, luego de

una equilibracién de 2 dias a 20°C.

Lundgren et al. (2007), lograron la formacion cristales de la nitrilasa B-alanina sintasa (BAS)
de Drosophila melanogaster, a través del método “hanging drop” obteniendo un tamafio
méaximo de 150 x 50 x 20 um. Adicionalmente, observaron que los cristales se formaron
luego de 14-30 dias de equilibrio a 293° K usando como precipitante 1 mL de PEG 3350 al
9-12% (p / v), fosfato-citrato 0.1 M a pH 4.2 y NaCl 0.2 M; Por otro lado, las gotas de 4 pL
consistieron en volimenes iguales de solucion de proteina (6-12 mg mL™ BAS y aditivos 5

mM N-carbamil-B-alanina y 5%(v/v) glicerol) y precipitante.

Thuku et al. (2007), observaron que la nitrilasa de Rhodococcus rhodochrous J1 presento
un oligémero activo de 480 kDa y un dimero inactivo de 80 kDa. Asi mismo, al escindir 39
aminoacidos de la C-terminal, la enzima formo largas hélices activas, similares a la enzima

nativa.
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Barglow et al. (2008), obtuvieron cristales en forma de X de la nitrilasa-2 de raton (mNit2)
con un tamafio de hasta 500 pm empleando el método de “hanging drop” a temperatura
ambiente. Para ello, emplearon como precipitante CaCl, 250 mM, Hepes 100 mM apH 8y
polietilenglicol monometil éter 550 (PEG MME 550) al 30% (v/v), con 12 mg/mL de mNit2,

donde las gotas consistieron en 1 pL de precipitante y 1 pL de solucion de proteina.

Raczynska et al. (2011), cristalizaron la nitrilasa termoactiva de Pyrococcus abyssi (PaNit)
mediante el método de “hanging drop” usando como precipitante PEG 550 MME al 35%,

MgCl, 0 Mg(CH3COOH); 0.2 M y TrisHCI 0.2 M a pH 7.5.

Wang et al. (2012), identificaron que los mutantes de CynDpum con los alelos “C5”
(Q86R+E96G+D254E) y “H7” (E35K+Q322R+E327G) permitieron que la E. coli
transformada degradara cianuro a pH 10, mientras que la enzima nativa permanecio inactiva
sobre un pH 9. También demostraron que para los mutantes simples y dobles de C5 y H7 la
actividad disminuy6 a pH 10, a excepcion de la mutante Unica E327G, la cual tuvo una
actividad comparable a la triple mutante original (H7). Por Gltimo, demostraron que existe

una correlacion entre la formacion mejorada de fibras y la estabilidad mejorada.

Zhang et al. (2014), obtuvieron cristales de la nitrilasa de Syechocystis sp. PCC6803
(Nit6803) con un tamafio de 300 pum x 300 um x 100 um. Con este objetivo, la cristalizacion
se desarroll6 a 20°C luego de 3 dias, empleando como gota una mezcla de 1.0 pL de proteina
y 1.0 pL de precipitante (15% de PEG 5000 MME, 1 mM de ditiotreitol, 3% de tascimate y

100 mM de HEPES a pH 6.8).

Crum et al. (2015a), realizaron deleciones del C-terminal de la CynDpum, la CynDstut y la
cianuro hidratasa de Neurospora crassa (CHTcras), observando que la CynDpum A303 y
CynDstut A330 mostraron inestabilidad al incubarlos a 38°C con respecto a la enzima nativa,

mientras que CHTcras A339 no mostré cambios significativos. Por otro lado, encontraron
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que la actividad enzimética disminuy6 en mas del 50% para CynDpum A293, Cynstu A310,
CHTcras A339 y A323; y se perdié para CynDpum A279, Cynstu A302 y CHTcras A307;
por el contrario, la CynDpum A303 y Cynstu A330 mantuvieron la actividad en 87.5% y

97.3% respectivamente.

Crum et al. (2015b), evaluaron la actividad de un hibrido entre CynDpum (aminoacidos 1-
286) y CynD-stut (aminoacidos 287-335), el cual mostro una estabilidad 15-20 veces mayor
a 42°C en comparacion a la enzima nativa; ademas mostré su mayor actividad a pH 9 y
retuvo 40% de esta actividad a pH 9.5. También sugirieron que el C-terminal esta
involucrado en interacciones con la superficie de dimerizacion A y la superficie de
oligomerizacién C; sin embargo, mencionaron que no se puede conocer la naturaleza precisa

de las interacciones debido a la falta de datos estructurales de alta resolucion.

Kandasamy, et al. (2015), aislaron diez cepas bacterianas de las aguas residuales de una
fabrica de yuca, entre ellas B. pumilus, que presentaron la capacidad de degradar cianuro en
concentraciones de hasta 5 mM. Ademas, sugirieron que la degradacién ocurrié por una
hidrolisis directa del cianuro, ya que encontraron en el sobrenadante de los cultivos

amoniaco y el formiato.

Crum et al. (2016), encontraron que las mutaciones en los aminoéacidos E327K, K93R y
D172N de CynDpum degradaron cianuro a mayor velocidad a pH 7.7 en comparacion a la
nativa. Ademas, indicaron que estas mutaciones aumentaron la termoestabilidad. Por otro
lado, le atribuyeron a la mutacion A202T la inactivacion de la enzima. Adicionalmente
construyeron un modelo por homologia empleando Nit6803 con 31% de identidad (PDB ID:
3WUY), donde se mostraron que CynD tuvo una insercion de 2 residuos (cerca al
aminoacido 224); y una delecion de 7 residuos (cerca al aminoacido 190) que acortd la héelice

a de la superficie A, la cual es la interfase entre mondémeros. De acuerdo al modelo en
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mencién, el aminoécido 93 estuvo ubicado en la superficie D/E cerca de una interfaz; el
aminoacido 172 estuvo ubicado en la superficie A y dirigido hacia el sitio activo; el
aminoacido 202 estuvo ubicado en la superficie A; y el aminoacido 327, que corresponde a

la region C-terminal, no se visualizo.

Park et al. (2016a), produjeron CynDpum a partir de E. coli BL21(DE3)(pLysS)
transformada usando pET28a con la insercion de la enzima. Para ello las células se
cultivaron a 37 ° C hasta obtener una DO600 entre 0.4 y 0.6, se indujeron afadiendo IPTG
a 1 mM vy se transfirieron a 30°C durante 2-3 horas. Se debe sefialar que la enzima fue
etiquetada con 6-His lo que permitid su purificacion usando “HisPurTM Cobalt Spin

Column”.

Park et al. (2016b), expresaron CynDpum de E. coli BL21(DE3)(pLysS) transformada con
este gen, empleando caldo LB con antibiéticos como medio de cultivo. Con este fin se
realizo el cultivo por una noche, luego este fue diluido (200 pl en 3 mL de medio) y se
cultivé a 37 ° C hasta alcanzar una DO600 entre 0.5 y 0.7; la expresion se indujo usando

IPTG a 1 mM, posteriormente se transfirieron a 37°C durante 1-2 h.

Lu et al. (2017), obtuvieron cristales hexagonales de la nitrilasa apolipoproteina N-acil
transferasa de E. coli con un tamafio de 300 x 100 x 20 pm, usando el método de “hanging
drop”. Para lograrlo, la cristalizacion se realizé a 16°C usando como precipitante Tris-HCI
50 mM (pH 7.5) y PEG 550 MME al 26% (v/v) suplementado con dos detergentes (n-Heptil-

b-D-tioglucopiranésido y CHAPSO).

Carmona-Orozco y Panay (2019), realizaron la clonacion y expresion de CynDpum
empleando pD451-BpumCynD (con etiqueta 6-His) y E. coli BL21(DE3)(pLysS). Primero
se cultivo la E. coli transformada en caldo LB durante 16 horas a 37°C y 300 rpm. Luego

una alicuota se inocul6 en medio LB fresco (1:100) suplementado con kanamicina (25
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pg/mL); al alcanzar una OD600nm de 0.5-0.9, se agreg6 IPTG 0,4 mM al cultivo para
inducir la produccion de CynDpum y se incub6 por 4 horas. Por ultimo, centrifugaron el
cultivo durante 30 minutos a 5800 rpm y 4°C, y los sedimentos que no se usaron
inmediatamente se almacenaron a -80°C. También verificaron la expresion de CynD usando
SDS-PAGE, y emplearon como control negativo un cultivo sin antibidticos y sin

transformar.

Mulelu et al. (2019), determinaron la estructura por criomicroscopia electrénica (resolucion
3.4 A) de la nitrilasa 4 de Arabidopsis thaliana, una nitrilasa helicoidal activa, encontrando
que cuenta con un nucleo afila dispuesto en dimeros a través de la interfaz A y la tétrada
catalitica CEEK. Adicionalmente sugirieron que la C-terminal influye en la oligomerizacion

y la termoestabilidad.

Justo et al. (2022), aislaron una cepa de Bacillus que tiene la capacidad de degradar cianuro
y luego del analisis del genoma la denominaron Bacillus safensis PER-URP-08. Ademas,
identificaron la presencia de la enzima CynD (CynDper-urr-08), CUy0 mondmero presenta

una masa de 38.5 kDa.



28

IV.  Materiales y métodos

4.1 Lugar de ejecucion

Laboratorio del Departamento de Bioquimica del Instituto de Quimica de la Universidad de

Sao Paulo.

4.2 Tipoy disefio de investigacion

La investigacion fue experimental y factorial.

4.3 Variables

4.3.1 Variables independientes:

Concentracion de plasmido: 67,8; 135,6 y 271,2 ng/50 pL de bacterias
competentes.

- Temperatura de induccion: 18, 30, 37°C.
- Tipo de elucidn: Isocrética, en gradiente.
- pH del ensayo enzimético: 8 y 9.

- Condiciones de cristalizacion
o pH:10,5; 11; 11,5.
o Concentracion de PEG 8000: 6, 8, 10 y 12%

4.3.2 Variable dependiente:

Eficiencia de transformacion: nimero de colonias por ng de plasmido.
- Concentracion de rCynDper-urr-0s inducida: intensidad de banda.

- Pureza de rCynDper-urp-0s: ratio de intensidad de banda.

- Actividad degradante de rCynDpgr-urp-08: Km Y Kcat.

- Tamafo de cristales.
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Tabla 1. Operacionalizacion de las variables
Objetivos Variable Definicion Tipo de variable Indicador
especificos

Transformar Concentracion  Cantidad de plasmido Independiente Cuantitativa 67,8; 135,6'y

Escherichia coli de plasmido. presente en la 271,2 ng/50

BL21(DE3)(pLys transformacion de las pL de

S) usando un bacterias bacterias

plasmido de competentes. competentes.

expresion con el Eficiencia de Capacidad de Dependiente  Cuantitativa NUmero de
inserto del gen transformacion. insercion del colonias por

CynD de B. plasmido en las ng de

safensis PER- bacterias plasmido.

URP-08. competentes.

Inducir y purificar Temperatura de Magnitud fisica que Independiente Cuantitativa 18, 30, 37°C.

la proteina induccién refleja la cantidad de

rCynDper-urr-0s de calor empleada en la

las celulas induccion.

transformadas de Tipo de Condiciones de Independiente Cualitativa  Isocratica vy

Escherichia coli elucion. eluyente durante la en gradiente.

BL21(DE3)(pLys purificacion.

S). Concentracion  Cantidad de rCynD Dependiente  Cuantitativa Ratio de
de rCynD presente en la banda intensidad de
inducida. de SDS-PAGE luego banda de

de la induccion. rCynD
(inducido /
no
inducido).
Pureza de Proporcidn de Dependiente  Cuantitativa Ratio de
rCynD. intensidad de banda intensidad de
de rCynD respecto a bandas
todas las bandas del (rCynDltotal
gel. de bandas).

Determinar la pH Concentracion de Independiente Cualitativa 8, 9.

actividad iones de hidrogeno

enzimatica de la presentes en el

proteina “Ammonia  Assay

rCynDper-ure-08 Reagent”.

mediante el Actividad Capacidad de la Dependiente  Cualitativa Valores de

“Ammonia Assay degradante de proteina de Km VY Keat.

Kit” rCynD. desintegrar un

sustrato especifico.

Cristalizar la pH Concentracion de Independiente Cuantitativa 10,5; 11;

proteina iones de hidrogeno 11,5

rCynDper-urp-08 @ presentes  en la

diferentes pH y solucion precipitante.

concentraciones Concentracion  Cantidad de soluto Independiente Cuantitativa 6, 8, 10 y

de PEG 8000. de PEG 8000 presente en la 12%

solucion precipitante.
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Tamafio de Dimensiones fisicas Dependiente  Cuantitativa pm.
cristales de los cristales
obtenidos.

4.5 Procedimientos y andlisis de datos

45.1 Transformacion de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plasmido

de expresion con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08.

El plasmido pET-11a con un inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08 fue
donado por el Departamento de Bioquimica del Instituto de Quimica de la Universidad
de Sao Paulo y conservado a -16°C. Es importante mencionar que el plasmido expresante
cuenta con un gen de resistencia a la ampicilina, ademas, el gen de la proteina de interés
estd marcado con 6 histidinas insertadas en el extremo C-terminal (Anexo 1). Se
determind la concentracion del plasmido y, a continuacion, se realizaron diluciones
seriadas obteniendo las siguientes concentraciones: 67,8, 1356 y 271,2 ng/uL.
Seguidamente, se inocularon 0,5 pL de los plasmidos en bacterias E. coli
BL21(DE3)(pLysS) competentes, se incubaron a 42°C por 1 minuto e inmediatamente
después se colocaron en hielo por 5 minutos. Posteriormente, se agregé 1 mL de caldo
2XTY (levadura y triptona) y se incubaron a 37°C por 1 hora. Después, se sembraron
por extension 100 pL del cultivo en agar 2XTY/Amp (suplementado con ampicilina) y
se incubaron a 37°C por 18 horas. Luego se realiz6 un conteo de las colonias formadas
de acuerdo a la concentracién de plasmido empleado. Por ultimo, se determind si hubo
diferencias significativas entre las concentraciones de plasmido expresante empleadas
como indculo en la transformacion mediante el método de Kruskal-Wallis. Cabe sefialar
que estas inoculaciones y las que se mencionaran fueron realizadas en la camara flujo

laminar. También es necesario mencionar que este ensayo se replicd 6 veces.
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4.5.2 Induccion y purificacion de la proteina rCynDper-urr-0s de las células

transformadas de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS).

Para estandarizar la temperatura de induccion se inocularon 3 colonias resistentes a la
ampicilina en 5mL de caldo 2XTY/Amp y se incubaron a 37°C por 24 horas. A
continuacion, una alicuota fue tomada e inoculada en un matraz con 100 mL de caldo
2XTY/Amp. Luego de 6 horas, cuando el cultivo alcanzé un OD600 de 0.78, se
afiadieron 30 pL de IPTG y se incubaron las bacterias en agitacion constante a 18, 30 y
37°C por 24 horas. Posteriormente, la concentracion de rCynDper-urp-0s inducida fue
calculada utilizando SDS-PAGE y el programa ImageJ. Por ultimo, se determind si hubo
diferencias significativas entre las temperaturas usadas para la induccion mediante el

método de Kruskal-Wallis. Cabe sefialar que este ensayo se replicd 2 veces.

Para realizar la purificacion se empled el procedimiento descrito previamente, sin
embargo, la induccion se realiz6 empleando un inéculo inicial de 5 mL de cultivoy 1 L
de caldo 2XTY/Amp. Una vez obtenidas las bacterias sobreexpresantes de rCynDpgr-
URrP-08, estas fueron lisadas empleando un sonicador por 7 minutos (15 seg pulso, 35 seg
pausa). Este paso y los subsecuentes fueron realizados a 4°C. Luego, las muestras lisadas
fueron centrifugadas a 15 000 rpm por 30 minutos y el sobrenadante fue utilizado para
los ensayos de purificacion. Después, se realizd una cromatografia por afinidad donde
se empled una columna HiTrap 5 mL Chelating HP cargada con NiSO4 300 mM, para
ligar las 6 histidinas ubicadas en el C-terminal de la proteina de interés; al realizar la
elucion se consider6 el cambio gradual (en gradiente) o total (isocréatica) de la inyeccion
de buffer lisis (imidazol 20 mM, NaCl 100 mM, Tris 20 mM a pH 8) por buffer de
elucion (imidazol 500 mM, NaCl 100 mM, Tris 20 mM a pH 8). A continuacion, se

realiz6 una cromatografia por exclusion de tamafio empleando una columna HilLood
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26/600 Superdex 200 y buffer GF (CAPs 20 mM, NaCl 100 mM, pH 11) para eliminar
residuos. Ambas cromatografias se realizaron usando el sistema de purificacion AKTA.
Seguidamente, se concentraron las fracciones de interés en una celda de ultrafiltracion
Amicon usando una membrana PM30 hasta obtener 500 pL. Posteriormente, la
concentracion y pureza de rCynD fue calculada utilizando SDS-PAGE vy el programa
ImageJ. Por ultimo, se determind si hubo diferencias significativas entre los tipos de

elucién empleados mediante el método de Wilcoxon.

4.5.3 Determinacion de la actividad enzimética de la proteina rCynDper-urp-0s.

Para determinar la actividad enzimatica, se realizd la purificacion empleando el
procedimiento descrito previamente, sin embargo, la cromatografia por exclusion de
tamafo se realizo6 empleando buffer GF a pH 8 (Tris 20 mM, NaCl 100 mM). Se
realizaron los ensayos de degradacion de cianuro con el “Ammonia Assay Kit” para
evaluar la actividad de la proteina purificada. En una placa de 96 pocillos se agregaron
a las filas A, By C 100 uL de “Ammonia Assay Reagent” (ARR) (pH 8 0 9 segun
corresponda), 5 uL de CynD 11,1 uM y 1 pL de L-glutamato dehydrogenasa (GDH).
Luego, se agregaron a la fila D 50 pL de buffer GF (pH 8 0 9 segun corresponda) y se
realizaron diluciones de NaCN 1,11 5 uM, obteniendo concentraciones finales 0.0075,
0.0125, 0.015, 0.025, 0.0325, 0.05, 0.0525, 0.0625, 0.1, 0.125, 0.25, 0.5 de NaCN

(Figura 1).
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Figura 1. Placa empleada para la determinacion de la actividad enzimatica.
A
B 100 pL de AAR + 5 pL de CynD
1.11 pM + 1 pL GDH.
C
D Diluciones de NaCN 1,11 uM en
buffer GF.

Después, se pasaron 5 uL de lafila D a las filas A, B y C con una micropipeta multicanal
y se mantuvo a 30°C. Posteriormente, se leyeron las absorbancias de las filas A, By C a
340 nm cada 20 segundos por 10 minutos, a partir de los datos de absorbancia se estimd
el amonio generado y se calcularon los valores de Kn, (constante de Michaelis-Menten)
Yy Keat (NUmMero de recambio). Por altimo, se determino si hubo diferencias significativas
en la medicion del Kn y kcat entre los pH empleados durante el anélisis cinético mediante

el método de Wilcoxon. Cabe sefialar que este ensayo se replico 6 veces.

45.4 Cristalizacion de la proteina rCynDeer-urr-0s a diferentes pH vy

concentraciones de PEG 8000

Se prepar6 una bateria de soluciones de precipitacion empleando diferentes
concentraciones de PEG 8000 (6, 8, 10, 12%), pH (10.5, 11, 11.5) y aditivos, como se

muestra a continuacion:

Figura 2. Bateria de soluciones de precipitacion.
pH 10.5 11.0 11.5
% PEG 6 |8 (10(12| 6 | 8 |10|12| 6 | 8 |10 | 12

Mix de hal6genos
Stock de aminoéacidos
Mix NPS

Etilen glicoles
Alcoholes
Monosacaridos
Acidos carboxilicos
Cationes divalentes

Aditivos
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Para preparar las soluciones de precipitacion, se emplearon 100 pL de solucion de CAPS
como buffer (pH 10.5, 11, 11.5), 500 pL de solucion PEG, 100 uL de solucion de

aditivos y 300 pL de agua miliQ.

Posteriormente, se tomo6 una placa de cristalizacion y se agregaron 100 pL de cada
solucion de precipitacion en el pocillo. Luego, 1 uL de la proteina purificada se colocd
en el pedestal y se mezcld con 1 uL de la solucion del pocillo. Posteriormente, se selld
la placa de cristalizacion, se incub0 a 18°C y se reviso durante 4 semanas para verificar
la formacion de cristales con ayuda de un estereoscopio. Seguidamente, se realizo la
medicion de los cristales formados empleando un lente ocular con escala. Por Gltimo, se
determind si hubo diferencias significativas en el tamafio de los cristales entre las

condiciones de cristalizacion empleadas mediante el método de Kruskal-Wallis.
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V. Resultados

5.1 Transformacion de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) usando un plasmido de
expresion con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-URP-08.

El plasmido pET-11a con el inserto del gel CynD de B. safensis fue transformado en la
cepa BL21(DE3)(pLysS) de E. coli usando 3 concentraciones: 67,8; 135,6 y 271,2
ng/uL. Luego se realizo el conteo de colonias formadas y se calculd la eficiencia de la
transformacion (nimero de colonias formadas/concentracion de plasmido) (Anexo 2y
Anexo 3). Por ultimo, se determind mediante el método de Kruskal-Wallis que no
existen diferencias significativas (p=0,49) en la eficiencia de transformacion entre las
concentraciones de plasmido empleadas en la transformacion (Figura 3).

Figura 3. Eficiencia de transformacion de acuerdo a la concentracion de plasmido
inoculado.
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5.2 Induccion y purificacion de la proteina rCynDper-urr0s de las células
transformadas de Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS).

Se expreso rCynDeper-ure-0s €n E. coli, BL21(DE3)(pLysS) con IPTG (300 pM) a 18, 30
y 37°C por 18 horas. Para evaluar la expresion de rCynDper-urp-0s €ntre las temperaturas
de induccién se emple6 Image J tomando como referencia los resultados del SDS-PAGE
(Figura 4 y Figura 5). Para ello, se calculd la intensidad de las bandas del rCynDper-
urp-08 €n los cultivos no inducidos e inducidos, y de una banda observable en todas las
muestras que se empled para normalizar todos los datos (rCynD/Norm) (Anexo 4).
Posteriormente, se calculd la concentracion de rCynDper-urr-08 Usando las ratios del
cultivo no inducido y los inducidos (Ratio I/ Ratio NI) (Anexo 4). Por altimo, se
determind mediante el método de Kruskal-Wallis que no existen diferencias
significativas entre las temperaturas usadas para la induccion (p=0,1) (Figura 6jError!

No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 4. SDS-PAGE del primer ensayo de induccion. NI: no inducido. 18°: induccion

a 18°C. 30°: induccion a 30°C. 37°: induccién a 37°C.

18> 18° 18 30°  30°  30° 37°  37°  37° A
Ladder

(1:7)  (1:3) (1:D 7 (1:3) (I:1) (1:7) (1:3) (1:7)

25kDa

18 kDa

14 kDa
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Figura 5. SDS-PAGE del segundo ensayo de induccion. NI: no inducido. 18°:

induccion a 18°C. 30°: induccion a 30°C. 37°: induccién a 37°C.

18° 18° |1 8° 30° 30° 30° 37° 37° 37°
(1:7)  (1:3) (1:1) (1:7) (1:3) (1:1) (1:7) (1:3) (1:7)

Ladder

116 kDa

66 kDa
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35kDa

25kDa

18 kDa
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Figura 6. Concentracion de rCynDper-urp-0s inducida en diferentes temperaturas.
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La rCynDrer-urr-0s8 fue purificada mediante una columna HiTrap usando una elucion
isocratica y en gradiente (Figura 7 y Figura 8), seguida de una cromatografia por
exclusion de tamafio (10-600 KDa) (Anexo 7 y Anexo 9). Para evaluar la pureza de la
proteina obtenida con elucion en gradiente e isocratica, se realiz6 un SDS-PAGE
(Figura 9, Figura 10 y Figura 11). Luego, tomando como referencias estos resultados,
se empled Image J para medir la intensidad de las bandas del rCynDper-ure-0s y del resto
de bandas del gel. Posteriormente, se calcul6 la ratio entre la intensidad de rCynDper-
urp-08 Y la intensidad total (rCynD/Total) para estimar la pureza de la proteina (Anexo
6). Se obtuvo un porcentaje de pureza similar de rCynDper-urpr-0s al emplear una elucion
en gradiente (x =0,51) o una elucién isocrética (X =0,50) (Anexo 6). Mediante el método
de Wilcoxon se determind que no existen diferencias significativas entre los tipos de

elucion empleados (p=1) (Figura 12).



Figura 7.

Cromatograma de cromatografia por afinidad con elucion en gradiente.

Coug B Clrom .Hi Trap 3 ml mussia CynD 4 01:1 — Eraction_Chrom. 1.Hi Trap 5 mi muestra CynD 4 01
— Iniection Chrom 1 Hi Trap 5 mi muestra CynD 4 0

Figura 8.
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Figura 9. SDS-PAGE de la purificacion usando cromatografia por afinidad con

elucién en gradiente y cromatografia por exclusion de tamafio.

AFINIDAD EXCLUSION DE TAMANO
'1A5 1B1 1B2 1C5 2A1 2A2 2BS5 2C1 2C2

SN

25 kDa

18 kDa

14 kDa

Figura10. SDS-PAGE de la purificacion usando cromatografia por afinidad con

elucién isocratica y cromatografia por exclusion de tamafio.

AFINIDAD EXCLUSION DE TAMANO

SN 1Al 1A2 1A3 2B2 2B3 2B4 2B5 2CI 2C2  2C3
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Figura1l. SDS-PAGE de las fracciones de interés de las cromatografias con elucion en

gradiente e isocratica respectivamente.
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Figura12.  Pureza de rCynDper-urr-0s Obtenida empleando cromatografia con elucion
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5.3 Determinacion de la actividad enzimatica de la proteina rCynDper-urp-os.

La proteina rCynDper-urp-0s purificada fue incubada con diferentes concentraciones de
NaCN a dos pHs diferetes (8 y 9). Se midié la formacién de NHas en el tiempo para
estimar la velocidad inicial de rCynDeer-urr-0s. A partir de estos datos se estimo la
velocidad inicial en cada concentracion de NaCN, y posteriormente se calculd la Km y
keat empleando la ecuacion de Michaelis — Menten (Figura 13 y Figura 14). Se
determiné mediante el método de Wilcoxon que no existen diferencias significativas en
la estimacion del Km Yy kcat entre los pH empleados durante el anlisis cinético (p=0.48 y

p=0.093 respectivamente) (Tabla 2, Figura 15 y Figura 16).

Figura 13.  Velocidad inicial (Vo) vs Concentracion inicial de Cianuro a pH 8

Vo (Rx/seg)

0 5 10 15 20 25
Concentracion inicial (mM)



Figura 14.  Velocidad inicial (Vo) vs Concentracion inicial de Cianuro a pH 9
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Tabla 2. Analisis cinético de rCynDper-urp-0s empleando pH 8 y 9.
pH Km (X £ sd) Kcat (X £ sd)
8 1,09 £ 0,66 4,83 +1,57
9 0,97 +1,20 2,99+141
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Figura 15.

Km obtenida empleando los pH 8 y 9 durante el analisis cinético.

Wilcoxon, p = 0.48

Km

Figura 16.  Kkcat Obtenida empleando los pH 8 y 9 durante el analisis cinético.

Kcat

Wilcoxon, p = 0.093

9
pH

5.4 Cristalizacion de la proteina rCynDrer-urp-0s a diferentes pH y concentraciones
de PEG 8000

La proteina purificada fue colocada en una placa de cristalizacion empleando
condiciones de cristalizacion diferentes, dado que se usaron distintas concentraciones

de PEG (6, 8,10 y 12%), pHs (10,5; 11; 11,5) y aditivos (Figura 2). Las placas de

44
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cristalizacion fueron revisadas durante 4 semanas. Luego de 17 dias se observo la
formacion de cristales en 4 de las condiciones empleadas y se realizé la medicion de los
cristales (Tabla 3). De acuerdo al método de Kruskal-Wallis, se observd que los
cristales mas grandes se encontraron en la condicién 2 (x =95,00), luego en la condicion
1 (x =60,00) y finalmente en las condiciones 3 (x =27,78) y 4 (x =29,09). Cabe sefialar
que el tamafio de los cristales entre las condiciones 3 y 4 no presentd diferencias
significativas (Figura 21). Por ende, las condiciones de cristalizacion en donde se

empled el stock de aminoécidos como aditivo tuvieron los cristales mas grandes.

Tabla 3. Tamafio de cristales formados en diferentes condiciones de cristalizacion.

Denominacién Condicion de cristalizacion Tamafio de los Figura
cristales (x * sd)
Condicion 1 6% de PEG 8000, pH 10,5y stock 60,00+ 10,00 um Figura 17
de aminoacidos como aditivo
Condicién 2 8% de PEG 8000, pH 11 y stock 95,00 £ 7,07 um Figura 18
de aminoacidos como aditivo

Condicién 3 12% de PEG 8000, pH 10,5y 27,78 + 4,41 pym Figura 19
cationes divalentes como aditivo
Condicion 4 10% de PEG 8000, pH 11y 29,09 £ 7,01 pm Figura 20

cationes divalentes como aditivo
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Figura17.  Cristales en la condicion de 6% de PEG 8000, pH 10,5 y stock de

aminoacidos como aditivo (aumento de 40x).

Figura 18.  Cristales en la condicion de 8% de PEG 8000, pH 11 y stock de aminoacidos

como aditivo (aumento de 40x).
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Figura19.  Cristales en la condicidn de 12% de PEG 8000, pH 10,5y cationes divalentes

como aditivo (aumento de 40x).

Figura 20.  Cristales en la condicién de 10% de PEG 8000, pH 11y cationes divalentes

como aditivo (aumento de 40x).
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Figura21l. Tamafio de los cristales formados en diferentes condiciones de cristalizacion.
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VI. Discusion

Se ha descrito la expresion, purificacion y cristalizacion de la proteina rCynDper-urr-0s
empleando a Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) como sistema de expresion. Ademas, se

confirmo la degradacion de cianuro a través de la produccién de amonio (NHz3).

En el presente estudio, se utilizo el plasmido pET-11a con un inserto del gen CynD de B.
safensis PER-URP-08 y una etiqueta de 6 histidinas (C-terminal) para expresar rCynDpgr-
urp-0s. Este enfoque es similar a los empleados en estudios anteriores que utilizaron
plasmidos basados en pET para la expresion de proteinas CynD de otras especies (Jandhyala
etal., 2003; Sewel et al., 2003; Jandhyala et al., 2005; Wang et al., 2012; Crum et al., 2015b;
Crum et al., 2016; Park et al., 2016a; Park et al., 2016b; Carmona-Orozco y Panay, 2019).
Aunque los estudios anteriores no reportaron datos sobre la eficiencia de transformacion, se
pueden tomar como referencia los estudios de Pope et al. (1996) y Heiat et al., (2014)
quienes también utilizaron vectores basados en pET y el método de choque térmico para la
transformacion bacteriana, donde se encontraron eficiencias de 7,9x102% — 1,7x10 y 5 —
1,8x10 ufc/ng, respectivamente, mientras que en el estudio realizado se mostr6 una
eficiencia de 2,3x10! — 1,24 ufc/ng. Es importante destacar que los estudios de Pope et al.
y Heiat et al. emplearon diferentes genes, plasmidos y condiciones de cultivo bacteriano, lo

que podria haber influido en las diferencias observadas en la eficiencia de transformacion.

El crecimiento de E. coli transformada (inserto de rCynDpum) @ 22, 30 y 37°C fue evaluado
por Jandhyala et al. (2003), no obstante, la expresion de rCynD durante la induccion no ha
sido evaluada. Estudios previos emplearon las temperaturas de 18°C (Justo et al., 2022),
22°C (Jandhyala et al., 2005), 30°C (Jandhyala et al., 2005; Crum et al., 2015a; Crum et al.,
2015b; Crum et al., 2016; Park et al., 2016a) y 37°C (Sewel et al., 2003; Wang et al., 2012;

Park et al., 2016b) durante la induccion de los cultivos, por esta razon, en el presente estudio
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se evalud la expresion de rCynDper-urr0s en las temperaturas 18, 30 y 37°C. No se
encontraron diferencias significativas entre las temperaturas empleadas en este estudio por

lo que nuestro sistema de expresion puede ser utilizado en cualquiera de estas temperaturas.

Segun Martinkova et al. (2015), la biorremediacion de residuos con cianuro debe llevarse a
cabo a un pH igual o superior a 9 para evitar la volatilizacion de HCN. Se ha demostrado
que rCynDpum Y rCynDswyt alcanzan su actividad optima a pH 7,6-8 (Meyers et al., 1993;
Jandhyala et al., 2005) y se inactivan a pH 9 y 10 respectivamente (Crum et al., 2015b;
Watanabe et al., 1998). Crum et al. (2015b), construy6 una enzima quimérica que mantiene
su actividad a pH 9 (Km = 1,5 + 0,5) empleando los residuos 1-286 de CynDpum y 287335
de CynDsuwt. En el presente estudio se demuestra que la enzima rCynDper-urp-0s CONtinta
siendo activaa pH 9, lo cual es congruente con lo presentado por Justo et al. (2022). Ademas,
se comprobo que la actividad no se ve afectada significativamente al emplear pH 8 (Km =
1,09 mM; ket = 4,83 reacciones/segundo) o 9 (Km = 0,97 mM; Kea = 2,99
reacciones/segundo), lo que sugiere que esta enzima puede ser una buena candidata para la

biorremediacion de cianuro.

Cabe sefialar que, de acuerdo a lo presentado por Jandhyala et al. (2003), la adicion de la
etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal no tiene un impacto en la actividad
enzimatica, sin embargo, seria importante que futuros estudios evallen la actividad de la
enzima empleando la etiqueta de 6 histidinas en el N-terminal en lugar de en el C-terminal,
dado que el C-terminal presenta mayor variabilidad y esta relacionado a la tolerancia a pH

alcalinos (Crum et al., 2015).

Los cristales obtenidos deben ser expuestos a rayos X en una siguiente investigacion para
analizar el patrén de difraccion y determinar si los cristales corresponden a una proteina o

una sal formada por los componentes de las soluciones de precipitacion y/o los aditivos
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(stock de aminoécidos y cationes divalentes). Si se trata de proteinas, se podra observar una
menor distancia entre las reflexiones en el patron de difraccion en comparacion con las sales.
Esta caracteristica indicaria que la célula unitaria del cristal es de mayor tamafio, lo que

confirma su naturaleza proteica (Anexo 13) (Andrade et al., 2007; Martiradona, 2014).
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VII. Conclusiones

De los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. Se logro transformar bacterias Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS) mediante el uso de
diferentes concentraciones de plasmido (67,8; 135,6 y 271,2 ng/50 pL de bacterias
competentes), demostrando una eficiencia de 1,24; 2,3x10? y 7,7x10"  ufc/ng
respectivamente, sin observar diferencias significativas (p=0,49).

2. Se demostro que las temperaturas 18, 30 y 37°C permiten la induccion de la expresion
de rCynDper-urr-08 €n Escherichia coli BL21(DE3)(pLysS), donde no se evidencid
diferencias significativas (p=0,1).

3. El uso de una eluciodn isocrética o en gradiente en el ensayo de cromatografia no afectd
significativamente la pureza de rCynDper-urp-0s Obtenida (p=1).

4. La actividad enzimética (Km Y Kcat) de rCynDper-urp-08 S€ mantuvo a pH 9 (p=0.48 y
p=0.093 respectivamente), estos datos demostraron que puede ser una alternativa para
la bioremediacion de residuos contaminados con cianuro.

5. Los cristales mas grandes (60-95 um) se obtuvieron usando una soluciéon de
precipitacién suplementada con aminoacidos, mientras que usando una solucién de
precipitacion suplementada con cationes divalentes produjo cristales mas pequefios
(27,78-29,09 um), con diferencias significativas (p=0,0032).

6. En la presente investigacion no se logro determinar si los cristales obtenidos son de
origen proteico o son de sales (cationes y aminoacidos) incorporados en la solucion de
precipitacion. Para este efecto se requiere analizar el patrén de difraccion de rayos X,

lo cual no es objeto de esta investigacion.
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VIIl. Recomendaciones

Determinar la temperatura Optima para la actividad de la enzima, realizando las
reacciones de degradacion de cianuro a diferentes temperaturas.

Evaluar la termoestabilidad de la enzima, incubandola a diferentes temperaturas y
posteriormente midiendo su actividad enzimatica residual.

Revisar las placas de cristalizacion durante los meses posteriores al ensayo inicial,
dado que los cristales se pueden formar afios después de la exposicion a las

condiciones de cristalizacion.
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X. AnNexos

Anexo 1. Mapa del plasmido pET-11a con el inserto del gen CynD de B. safensis PER-

URP-08.

(5986) EcoRI
(5961) XhoI |

(4966) Ndel
RBS —Jf2
T7 promoter™ [ —

pET11la-CynD
6338 bp

" el lac OPerat,,.

)?}0\»0-‘

Nota: Se observa que el plasmido expresante cuenta con el gen de CynD marcado
con una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C-terminal y con un gen de resistencia

a la ampicilina. Los genes mencionados se encuentran regulados por el promotor

T7, el cual puede ser inducido usando IPTG.



Anexo 2.
inoculado.

Concentracion
de plasmido

Numero de colonias por placa

71

Numero de colonia formadas de acuerdo a la concentracion de plasmido

(ng/ul)

67,8
135,6
271,2

Anexo 3.

inoculado.

Ensayo Ensayo 2
1

65 32

88 9

28 15

384
86
996

Ensayo3 Ensayo4 Ensayo5 Ensayo 6

3 0
1 0
29

20

84 +148,8
30,67 + 43,77

173 207,50 + 391,27

Eficiencia de transformacion de acuerdo a la concentracion de plasmido

Concentracion Eficiencia de transformacion X+sd
de plasmido
(ng/ul) Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
1 2 3 4 5 6

67,8 0,96 0,47 5,66 0,04 0,00 0,29 1,24+219

135,6 0,65 0,07 0,63 0,01 0,00 0,00 0,23x0,32

271,2 0,10 0,06 3,67 0,01 0,11 0,64 0,77x1,44

Anexo 4. Concentracion de rCynDper-urp-0s €n cultivos no inducidos e inducidos a

diferentes temperaturas.

Muestra Temp. N° Intensidad  Intensidad del Ratio Ratio X +sd
(°C) Ensayo rCynD Normalizador Norm. rCynD
(rCynD/N  (Ratio
orm) I/NI)
No NA 1 6006,70 7259,75 0,83 NA NA
Inducido
(NI) 2 10404,70 12943,58 0,80 NA
Inducido 18 1 4815,37 1356,25 3,55 429 4,38+0,14
) 2 9926,21 2775,68 3,60 4,48
30 1 6280,51 2058,86 3,04 3,67 3,87+0,27
2 12233,27 3764,91 3,26 4,06
37 1 5615,82 2202,99 2,56 3,10 3,06 +0,06
2 10669,24 4415,63 2,42 3,01
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Anexo 5. Concentracion de rCynDper-urr-0s €n cultivos no inducidos e inducidos a

diferentes temperaturas (tabla extendida).

Ne Temperatura Intensidad Intensidad del Ratio Resultado
Ensayo rCynd Normalizador (rCynD/Norm)  (Ratio I/NI)
1 No Inducido 6006,70 7259,75 0,83 NA
18 3670,70 1022,56 3,59 4,34
18 4352,82 1254,97 3,47 4,19
18 6422,60 1791,21 3,59 4,33
30 5073,41 1797,09 2,82 3,41
30 5454,65 1718,09 3,17 3,84
30 8313,48 2661,39 3,12 3,78
37 5166,94 1900,80 2,72 3,29
37 5259,11 2078,80 2,53 3,06
37 6421,41 2629,39 2,44 2,95
2 No Inducido 10404,70 12943,58 0,80 NA
18 7309,36 2132,26 3,43 4,26
18 9407,60 2377,85 3,96 4,92
18 13061,67 3816,92 3,42 4,26
30 9597,48 2771,85 3,46 4,31
30 11186,18 3679,09 3,04 3,78
30 15916,13 4843,80 3,29 4,09
37 7480,94 3139,80 2,38 2,96
37 9845,48 3912,34 2,52 3,13
37 14681,31 6194,75 2,37 2,95

Anexo 6. Pureza de rCynDper-urp-08 Obtenida empleando cromatografia con elucion

en gradiente e isocratica.

Tipo de Total rCynD Pureza X +sd
elucién (rCynD/Total)
En 245009,21 131844,41 0,54 0,51+0,03
gradiente 24539500  123872,24 0,50
170901,92 82187,61 0,48
Isocratica 157333,08 79585,60 0,51 0,50+0,02
172805,88 81180,02 0,47

152876,64 77905,83 0,51



Anexo 7.

320
310
300

280
270

250
240
230
220
210

190 |
180 |
170
160
150 |
140 4
130

110
100 |
90
80
70
60
50
40
30
20
10

73

Cromatograma de cromatografia por exclusion de tamafio.

- hrom.

UV_Chrom 1:Superdex 26 600 200 myestra 5 m| Cyn

— Injection_Chrom 1 Superdex 26 600 200 muesira 5.

of* o
@

N "

e}
<€
e

A " A

o P

e

<|

o
©

- -t
< ul

-

LR

o
=

" e
<| |o
i

o
o
T s

T SO e
| o] |l 1
O e 0 2

B[ B[

(

-
o
i

o~

Anexo 8.

mAU

310

210

o
[ El
Al

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Cromatograma de cromatografia por exclusion de tamafio (zoom).

_ n_Chrom.1 muesta 5

Eraction_Clwom. 1 Supeidex 26 600 200 muestia 5 .. — luigction_Cliwom 1 Supeidzx 26 600 200 mueslia 5.
UV _Chrom 1:Superdex 26 600 200 muestra 5 ml Cyr

L.
(&}
o~

o
‘,(
~

<

o

©
<t
o

- o
o

o

o
fy
e

E

ko
&

i
<€
N

- -
el =C
e ‘N o

o~
o
= o

< o
—ls
o

150 160 170 180 190 200 210 220



Anexo 9. Cromatograma de cromatografia por exclusion de tamafio.
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Anexo 11.  Anélisis cinético de rCynDper-urp-0s empleando pH 8y 9.

pH Ensayo Km X +sd Keat x+sd

8 Ensayol 1,65 1,09 + 0,66 4,6 483 +1,57
Ensayo?2 0,57 3,65
Ensayo3 0,32 3,03
Ensayo4 1,74 6,99
Ensayo5 0,6 4,25
Ensayo6 1,67 6,44

9 Ensayol 0,88 0,97+1,20 3,42 299+141
Ensayo2 0,13 1,35
Ensayo3 3,31 5,03
Ensayo4 0,96 4
Ensayo5 0,33 2,39
Ensayo6 0,22 1,74

Anexo 12. Tamafio de los cristales formados en diferentes condiciones de cristalizacion

(tabla extendida).

Denominacion

Condicién de cristalizaciéon

Tamano de los cristales

Condicién 1

Condicién 2

Condicién 3

Condicién 4

6% de PEG 8000, pH 10,5y stock 70
de aminoacidos como aditivo

8% de PEG 8000, pH 11 y stock
de aminoacidos como aditivo

12% de PEG 8000, pH 10,5y
cationes divalentes como aditivo

10% de PEG 8000, pH 11y
cationes divalentes como aditivo

100

30

40

60

20

30

30 30 30 30 30 30 20 - -

30 30 30 20 30 40 20 30 20
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Anexo 13. Patréon de difraccion de rayos X de un cristal de (A) Amidasa de

Pseudomonas aeruginosa y (B) Sulfuro de Zinc.

A 5 ' B

© Wiley-VCH

Nota: Se observa una menor distancia entre las reflexiones del patrén de difraccion en la
proteina Amidasa en comparacion con la sal ZnS, lo cual indica un mayor tamafio de la
célula unitaria del cristal de proteina. Tomado de Crystallization, diffraction data collection
and preliminary crystallographic analysis of hexagonal crystals of Pseudomonas
aeruginosa amidase (p. 214), por Andrade et al, 2007, Acta Crystallographica y de A

photograph of crystal order (p.7) Martiradonna, L. A, 2014, Nature 511.



