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Resumen

La Biocatalisis ofrece importantes ventajas respecto a la sintesis quimica tradicional, en
especial en cuanto a su alta eficiencia, altos rendimientos, alta estereo-, regio- y
quimioselectividad y a la baja formacion de subproductos. Adicionalmente, el uso de
biocatalizadores implica reacciones con bajo impacto ambiental, ya que se utilizan
condiciones suaves, no corrosivas y no toxicas. En particular, la estereoselectivdad de las
reacciones es extremadamente importante en la industria farmacéutica y actualmente es
uno de los mayores desafios de la sintesis organica, ya que la quiralidad es un factor clave
en la seguridad y eficacia de la mayoria de las drogas.

La reaccion de adicion alddlica resulta ser uno de los métodos mas poderosos para la
formacion de uniones C-C. Dicha construccién, realizada con un completo control
estereoquimico es una meta muy deseada dentro de la sintesis organica y en este sentido,
los procesos biocatalizados proveen rutas alternativas de gran potencialidad. Las aldolasas
catalizan la reaccion alddlica reversible y estereoespecifica entre compuestos carbonilicos
formando [B-hidroxicetonas o B-hidroxialdehidos quirales. El empleo de aldolasas ha
permitido la preparacion de diversos precursores sintéticos de productos
farmacoldgicamente activos, entre ellos, drogas anticolesterolémicas conocidas como
estatinas.

En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis fue la obtencién, mediante caminos
biocatalizados por 2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa (DERA), de intermediarios y/o
precursores de analogos de nucledsidos con actividad farmacolégica. En particular se
propuso como obijetivos especificos el desarrollo de nuevos biocatalizadores basados en
DERAs de diferentes fuentes microbiologicas (modificadas genéticamente) y la obtencion

de 2-desoxirribosa 5-fosfato (DR5P) como intermediario de sintesis de nucledsidos
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modificados y de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas sustituidas como precursores de
nuevos analogos de estatinas, con el fin de testar su actividad catalitica.

En el primer capitulo se presenta la introduccién general a los temas que se abordaron en
la Tesis doctoral. En él se describe brevemente la importancia de los compuestos
Opticamente puros y las metodologias de sintesis que pueden ser empleadas para
obtenerlos. Se analizan las ventajas y desventajas de cada metodologia, y como la sintesis
biocatalizada de este tipo de compuestos ha tomado importancia en la industria. En
particular, la discusién se centra en la reaccion de adicion alddlica, comparando las ventajas
que implica el uso de biotransformaciones respecto a la sintesis quimica tradicional. Luego,
se describen los diferentes tipos de aldolasas, principalmente la aldolasa dependiente de
acetaldehido, DERA. Enfocados en la sintesis de drogas para el control de colesterol en
sangre, en este capitulo también se resumen los antecedentes existentes relacionados con
la sintesis quimica y biocatalizada de estatinas.

En el segundo capitulo se describen los objetivos de la Tesis doctoral acompafiados por la
definicion del problema y las hipotesis que dieron lugar al trabajo experimental.

El tercer capitulo detalla la puesta a punto de los biocatalizadores que posteriormente fueron
utilizados en el resto de la Tesis. Se puso a punto la expresion de tres DERAs de distinto
género — dos de Pectobacterium atrosepticum y una de Lactobacillus brevis-, las cuales
estaban modificadas genéticamente para obtener una mayor resistencia a su sustrato
natural, acetaldehido, e incrementar, de esta forma, la productividad. En primer lugar, se
llevo a cabo la optimizacién del crecimiento de los microorganismos y se puso a punto la
expresion y purificacion de las enzimas correspondientes. A su vez, fue seleccionada y
optimizada la metodologia por la cual se midi6 actividad enzimatica.

En el cuarto capitulo se desarrolla la sintesis biocatalizada de desoxirribosa-5-fosfato
(DR5P) a partir de distintos sustratos y las DERAs obtenidas previamente, y se describe su
utilidad como intermediario en la preparacion de nucleésidos modificados. Se aborda,
ademas, la tematica relacionada con la seleccion del biocatalizador mas adecuado para
cada caso, evaluando el uso de enzimas, extractos libres de células o células enteras.

En el quinto capitulo se describe la puesta a punto de la sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-
hexapiranosa. Para tal fin se llevaron a cabo reacciones de adicion aldélica biocatalizadas
por las DERAs antes descriptas, utilizando acetaldehido como dador y aceptor. Este capitulo
se encuentra estrechamente ligado al sexto capitulo, en el cual, habiendo determinado la
cantidad maxima de acetaldehido tolerada, se llevaron a cabo adiciones alddlicas utilizando
acetaldehido como dador nucleofilico y diversos aldehidos como aceptores. Entre los
aldehidos aceptores se destaca la utilizacion de derivados aldehidicos de bases
nitrogenadas (N-1-(2-oxoetil) timina, N-9-(2-oxoetil)adenina y N-1-(2-oxoetil) citosina.

En el séptimo capitulo, se describen metodologias quimicas y biocatalizadas para la

oxidacion de los productos obtenidos en los dos capitulos anteriores. La oxidacion de los
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lactoles a las correspondientes lactonas genera una nueva familia de estatinas, cuyas
actividades bioldgicas seran evaluadas a futuro.
Finalmente, en el octavo capitulo se exponen las conclusiones y los logros obtenidos durante

este trabajo doctoral.
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Abreviaturas

ADN Acido ribonucleico

AK Acetato quinasa

ARN Acido desoxirribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

CCD Cromatografia en capa delgada
DERA 2-Desoxirribosa 5-fosfato aldolasa
DHA Dihidroxiacetona

DHAK Dihidroxiacetona quinasa

DHAP Dihidroxiacetona fosfato

DMF Dimetilformamida

DMSO-ds Dimetilsulfoxido deuterado

DR Desoxirribosa

DR1P Desoxirribosa 1-fosfato

DR5P Desoxirribosa 5-fosfato

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ELC Extracto libre de células

EtOAc Acetato de etilo

FSA Fructosa-6-fosfato aldolasa

FuclP L-Fuculosa 1 fosfato

G3P Gliceraldehido 3-fosfato

GA Gliceraldehido

IMAC Cromatografia de afinidad con iones metdlicos inmovilizados
IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
MeOH Metanol

Nd No determinado

NeuAcA Acido N-acetilneuraminico aldolasa
Nr No reacciona

NP Nucleosido fosforilasa

PPM Fosfopentomutasa



RAMA Fructosa 1,6 bisfosfato aldolasa de musculo de conejo

TDHP 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa
THF Tetrahidrofurano
TP Timidin fosforilasa



indice

RESUIMIEI ..ottt e e e e e 3
ADTEVIBIUTBS . ... et et e 7
Lo T T I oo SO 17
1.1, Compuestos quirales, su imporancia. ... 15
1.2,  Sintesis de compuestos guirales ..o 21
1.2.1. A partir de un compuesto qQuiral ... 21
122 Sintesis asimetrica. . 22
1221 Catalisis metalica ... .. e 22
1222 OrgaNO A AISIS L e 23
1223 BOCatAlSIS e 24
123 Resolucion de mezclas racemicas ... ..o 26
1231 Resolucion cinetica ... ... 26
1232 Resolucion cinética dindmica. ... .. 27
1.3. Reacciones de adicion aldolica.................. . 29
1.3.1. Adiciones aldolicas asimétricas ... 30
132 Adiciones aldolicas mediadas por aldolasas.........ooooeeeneee 32
1321 Clasificacion de las Aldolasas ... . .. 32
13211, Aldolasas dependientes de glicing ... 34
13212 Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato.. ... ... 30
1.3.21.21. Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa............o e 38
132122 L-Fuculosa-1-fosfato aldolasa............ooooo e 39
132123 L-Ramnulosa-1-fosfato aldolasa ... 40
132124 Tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa...............oo e 41
13213 Aldolasa dependiente de dihidroxiacetona ... 42
1.3.21.31. Fructosa 6-fosfato aldolasa............ ... 82
13214 Aldolasas dependientes de piruvato o fosfoenolpiruvato................. 43
13215 Aldolasa dependiente de acetaldehido ... 44

1.2.2.1.51. 2-Desoximbosa-3-fosfate aldolasa ... 44
1.3.2.1.5.1.1. Modificaciones genéticas en DERA. ... ..o e AB
13215111 Aceptacion de sustratos ... ... ....................48
1.3.2.1.51.1.2. Resistencia frente a acetaldehido ......_...._.................._.......51
LI S 1 = 1 T < S S SSRSR 54



1.4.1. Sintesis quimica de precursores sintéticos de estatinas...................._._...58

1.4.2. Sintesis quimio-enzimatica de precursores de estatinas._......................_..60

1.5, Referencias bibiografiCas .o, 65
APt 2 O etV 08 e 79
Capitulo 3: Prepracion del biocatalizador . ar
31 ImtroducoiOn 89
3.2 Materiales v metod0s e, 91
321 Extraccion de los plasmidos . 91
322 Generacion de Eschenchia coli DH5a electro-competentes a1
323 Transformacion en Escherichia coli DH5a electro-competentes. a2
324 T i = T V.
325 Electroforesis en gel de 808058 1950 ... a3
3286 Generacion de Eschenichia coli BL21 DE3 competentes térmicas ... a3
327 Transformacion de Escherichia coli BL21 DE3 competentes térmicas .. 93
328 Preparacion de criotubos, stock de guardado y stock de frabajo........... a4
329 Cultivo de bacterias recombinantes ... 94
3.2.10. Exdracto libre de c&lulas (ELC) ..., a4
3.2.11. Purificacion de enzima ..., o4
32111 Purificacion en batch ..., 94
32112 Purificacion de enzima utilizando columna empaquetada. ... a5
3212 Determinacion de la concentracion de proteinas ... ... 95
3213, Electroforesis en gel de poliacrilamida (SD5-PAGE) ... 4G
3214, Ensayo de actividad ... 4G
33 Resulados v discusion oo, g7
331 DS BB A5 SRS o e, g7
332 Obtencion de Plasmigos oo, 101
333 Transformacion en Escherichia coli DHBO ... 102
334 Extracciones plasmidiCas ..o, 102
335 Transformacion de Eschenchia coli B2Z1DES ..., 106
336 Expresion de PaDERA N-HIS .o 07
33T Expresidn de FaDERA C-His C49M v LoDERA C42M ET8K C-His ... 111
3338 Purificacion de PaDERA N-HIs. ... . 11
338 Actividad de PaDERA N-HIS. ... J113
3.3.10. Purificacion de PaDERA C-His C49M v LbDERA C42M ET8K C-His... 115

10



3.3.101. Furificacion y actividad de PaDERA C-His C49M C-His............_.... 116

33102 Purificacion y actividad de LbDERA C42METBK C-His ... . 118
34 CONCIUSIONES .ottt et et 123
35  Referencias DiiograiiCas .o 125
Capitulo 4: Sintesis biocatalizada de 2-desoxiribosa 5-fosfato.... ... 129
G0 INrOAUCCION .o 131
42 Materiales v MEIOd0S . . 137
4.21. Cultivo de Pectobactenum atmosanficUmim. oo 137
4232 Cultivo de Eschenchia coli BLZ1DE3 ..o, 137
423 Cultivo de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los plasmidos
FaDERA N-His, FaDERA C49M C-His y LADERA C4A2M ETEBK C-His ..................... 138
424 Celulas enteras liofilizadas. ... 133
425 Extracto libre de células (ELC)........ooooe e 138
4286 Sintesis de DRSP 138
42861, Ltilizando células enteras a partirde G3P ..o, 138
4282 Litilizando células enteras liofilizadas aparirde G3P ... 135
4.2.6.3. Ltilizando células enteras a partirde glucosa...................... 135
4264 Utilizando ELC apartirde G3P ... ... 135
427 Metodos analiticos ... 139
4271, Analisis cualitativo de DREP .o 139
4272 Analisis cuantitativo de DRSSP ... 140
4273 Analisis cuantitativo de 2, 4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa.............. 141
42731 Alslamiemto. . 141
42732 Cuantificacion.. ... 141
4.3, Resultados y disCUSION .. ..o e 143
431 Sintesis de DRSF a partir de G3P ... ..o 143
4311 Liilizando células enteras de PaDERAWE . 143
4312 Utilizando Escherichia coli BL21DE3 FaDERAN-HIS. ....................... 146
43121, Comocelulas enteras ... .. 146
43122  Como celulas liofilizadas ... 147
43123 ComoELC . 147
43124 Como enzima TP ..o 149
4.3.1.2.5 Comparacion de los distintos formatos ... 149
4313 Utilizando celulas enteras de Eschernichia colf BL21 DE3 FaDERA C49M
C-HIS . 150

11



4314 Litilizando celulas enteras de Escherichia coli BLZ21 DE3 LADERA C42M

B C-HIS e e 152
432 Sintesis de DR5P a partir de glucosa. .o, 154
4321, Utilizando celulas enteras de PaDERA W ... ... 155
4322 Utilizando células enteras de Escherichia coll BL21 DE3 FaDERA
4323 Utilizando células enteras de Escherichia coii BL21 DE3 FaDERA C49M |
SIS o oot e e et 187
4324 Utilizando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M ET8K C-His...... 161
4.33. Resulados Compar st DS e 162
A4 CONCIUSIONMES oo ettt e 165
4.5 Referencias bibiograficas ..o 166
Capitulo 5: Sintesis biocatalizada de 2 4,6-fridesoxi D-eritro-hexapiranosa ... 169
Bl IErOUCCION e AT
B2, Materiales v Metod0S e 175
5.2.1 Culiivo de Eschenichia coliBL2Z1DE3 ..o 175
522 Cultivo de bacterias recombinantes ..., 175
523 Tolerancia a acetaldehido de los biocatalizadores........................ 176
h24d Sintesis de 2,4.6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa, reaccion standard.. 176
25 Optimizacion de tiempo de reaccion y concentracion de acetaldehido. 176
h 26 Sintesis de 2,4.6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa, escala preparativa .. 177
527 Analisis de 125 MUBSITAS ... e, AT7
h27T1 Cromatografiaen capadelgada....... ... ATFT
h27T.2 Resonancia magnetica NUclear ... ATFT
273 Cromatografia QaseoSa e 78
5.3 Resulfados v disCUSION . ..o e 178
53.1 Tolerancia a acetaldehido de los biocatalizadores........................ 179
L Sintesis de 2,4.6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa ... 180
h 321 Emplenado Escherichia colf BLZ21 DE3 FaDERA N-His v Eschernichia coii
BL21 DE3 FaDERA C48M C-His . 180
53211, Reaccion en condicion estandar, escala analitica.. ... 180
53212  Reaccion en condicion estandar, escala preparativa ... 182
h321.3. Optimizacion de las condiciones experimentales, utilizando células
enteras Escherichia coli BL21 DE3 FaDERA CASM C-His.. ... .. . ... .. 183
h3i22 Empleando Escherichia colf BL21 DE3 LADERA C42M E7EK C-His .. 190
53221, Reaccion en condicion estandar, escala analitica..................... 190

12



53222  Reaccion en condicion estandar, escala preparativa................... 191
5.3.22.3. Optimizacion de las condiciones experimentales, utilizando células

enteras de Escherichia colf BL21 DE3 LbDERA C42MEVEK C-His _..................... 191
33 Determinacion estructural de TOHP ... 192
5.3.3.1. Por analisis de Masas ..., 192
5332 POr RN e 194
h3321. Dl CIUTD ... 194
hi3z22 De UNa MUESITE DU e 196
B CONCIUSIONES .o 199
5.5 Referencias BibiograiiCas . oo 201
Capitulo 6: Sintesis de 2 4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas G-sustituidas ... 203
6.1, IMtrOdUCCION e, 205
6.2 Mateniales ¥ ME 000S . e 207
6.2 1 Alguilacion de bases nitrogenadas ... 207
6.2.1.1 Sintesis de 2,2-dimetoxietil derivados de bases nucleosidicas ... 207
6.2.12 Sintesis de M-1-(2.2-dimetoxiefil) benzimidazol ... ... 207
6213 Analisis de 125 reacCiones ..., 208
6214 P AT O . e, 208
6215 Analisis estructural de los acetales ... 209
G.2.2 Desproteccion de acetales . 216
6.2.21. Preparacion de derivados aldehidicos de bases nitrogenadas........_.. 218
6.2.22 Preparacion de 2- cloroacetaldehido ... 217
623 Biotransformaciones con DERA. .. 217
512.3.1 Sintesis de 2 4 6-tridesoxi D-enitro-hexapiranosas §-sustituidas utilizando

o] =Ty =T =SSR 217
6.2.3.2 Sintesis de 2 4 6-tridesoxi D-entro-hexapiranosas §-sustituidas utilizando

B et 218
6.2.3.3 Sintesis de 2 4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas §-sustituidas utilizando

BNZIMA MDTE. . e e e e 218
G6.2.4 Purificacion de 2,4 8-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas ... 218
6.2.5 Analisis de las biotransformaciones.. ... 218
6.25.1. ANANSIS PO COD . e, 219
6.252 Analisis por HPLC e, 220
6.2.5.3. Analisis por GC-FID ... e, 221
65.254. Analisis por RMMN e 221

13



6.3 Resultados v discUSION ... 223

6.3.1. Preparacion de los sustratos . 224
6.3.1.1. Desproteccion de cloroacetaldehido dimetilacetal ... 224
6.3.1.2. Alquilacion de bases NUCleosigiCas ... .o 225
6.3.1.3 Alquilacion de benzimidazol ... 227
6.3.1.4. Desproteccion de acetales ... e 227
E-B-E.r Sintesis de 2.4, 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas a partir de
aldenidos COMETCIAIES .. ..o 228
6321 Sintesis de 6-cloro-2,4,6-fridesoxi D-eritro-hexapiranosa {(3.e) ... 225
6322 Sintesis de 6,6-dimetoxi-2 4.6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.0 ... 232
6323  Sintesis de 6-metil-2,4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.9) ... 232
6324  Sintesis de B-feniltetrahidro-2_4-piranodiol (3.h) ... 234
6325  Sintesis de 6-fenil-2,4.6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.0)............ 235
6.3.3 Sintesis de 2,4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas con bases

P O T A S e e 2AT
G6.3.3.1. Empleando celulas enteras ..o 237
6332 Empleando ELC .o 237
6333 Utilizando enzima libre ... 238
6.3.3.3.1. Sintesis de 6-timinil-2 4, 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.8) ... (238
6.3.3.3.2 Sintesis de 6-adenil-2, 4, 6-tridesoxi D- eritro-hexapiranosa (3.b) ... 242
6.3.3.3.3 Sintesis de 6-citosil-2_4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.c)........ 243
6.33.3.4 Sintesis de 6-benzimidazoil-2 4 6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa

1 2 USSR 244
6.3.4 Resultados comParativos e 245
B4, CONCIUSIONES .ot 247
6.5 Referencias Diblograiicas e 245
CaPIUID T A O B e 251
T INrOUOCION e 253
T2 Materiales v e 000 e 257
T21. LT = T Lo T Lo SRS 257
722 Analisis de [areaccion ... ... 257
7221 ANalisis por COD . 257
T222 Analisis por GC-FID 258
7223 Analisis por RMM 258
T3 Resulados v disUsion. e 255

14



731 Oxidacion de TDHP ..o 250

T3 Oridacion de 3.8, 3 0y 3 e 263
T A CONCIUSIONES ..o e s 265
7.5 Referencias Dibomraicas . . oo e 267
Capitulo 8: Conclusiones 0emerales e 269
BT A I I S et ettt e e 277

15



(Esta pagina se ha dejado en blanco intencionalmente)

16



Capitulo 1

Introduccion



(Esta pagina se ha dejado en blanco intencionalmente)

18



Capitulo 1: Introduccién

1.1. Compuestos quirales, su importancia.

La generacién de compuestos quirales es uno de los desafios mas importantes para
la sintesis organica. La demanda de estereoisdmeros puros se ha extendido a casi todas
las industrias. En particular, la industria farmacéutica requiere separar y testear cada
uno de los estereoisémeros por separado y asi determinar propiedades farmacoldgicas,
metabolismo y toxicidad.! Esto conduce a obtener compuestos homoquirales para evitar
asi cualquier posibilidad de efectos adversos. En una mezcla racémica, por ejemplo, es
frecuente encontrar que uno de los isdmeros sea una droga activa y beneficiosa para el
organismo, mientras que el otro constituya una impureza y pueda tener cierta toxicidad.
Podemos citar una gran cantidad de compuestos que presentan dicha dualidad de

accion entre sus isémeros.

El primer caso de droga anti-inflamatoria no esteroidea (AINE) en su version de
farmaco enantiopuro fue reportada en 1994. El S-lbuprofeno (Tabla 1, entrada 1)
presenta actividad anti-inflamatoria 100 veces mayor que el R-ibuprofeno,??® lo que

deriva en una accién mas rapida administrando una dosis mas baja.*

Ketoprofeno también pertenece al grupo de los AINEs y su administracién se
recomienda para dolores postoperatorios. El isbmero S es conocido como
Dexketoprofeno (Tabla 1, entrada 2) y es el doble de activo que el isémero R, por lo

cual se puede reducir su administracion y evitar efectos gastrointestinales adversos.®

El metabolismo de la anfetamina es estereoselectivo, es decir, S-anfetamina
(Dexanfetamina) (Tabla 1, entrada 3) se metaboliza mas rapido que su isomero R. En
la mayoria de los paises la droga es prescripta como el enantimero puro, pero la mezcla

racémica esta aun disponible.®

En todos los casos anteriores, el hecho de administrar el farmaco en forma de mezcla
racémica proporciona una menor actividad farmacoldgica, pero se han reportados casos
en los que uno de los isbmeros presenta efectos adversos en quienes lo consumen. El
caso mas conocido es el de la droga Talidomida (Tabla 1, entrada 4), que era
administrada a mujeres entre los afios 1950 y 1960 para evitar sensacion de malestar

en los primeros meses del embarazo. Su comercializacion se realizaba como mezcla

19



Capitulo 1: Introduccion

racémica, comprobandose posteriormente que S-talidomida presentaba efectos
teratogénicos.’

Hace algunos afios, el estudio de las consecuencias medioambientales de los
estereoisdomeros se ha ido incrementando.® En el afio 2013, un estudio descripto por
Dong y colaboradores, reportd un analisis sobre ecotoxicidad de los dos enantidmeros
del funguicida Difenoconazol (Tabla 1, entrada 5) que demostr6 que (2R,4S)-
difenoconazol presenta mayor bioactividad y menor ecotoxicidad. Sin embargo, para el
isbmero (2S,4S)-difenoconazol los resultados fueron los contrarios (mayor ecotoxicidad,

menor bioactividad).®

Tabla 1. 1: compuestos quirales de importancia farmacoldgica

N° NOMBRE ESTRUCTURA QUIMICA EMPLEO
1 S-lbuprofeno ’ Anti-inflamatorio
: on Analgésico y anti-

2 Dexketoprofeno ) )
! inflamatorio
NH,
g Dexanfetamina O/Y Supresor del apetito

[o) 0,
N N Evita los primeros
4 R-Talidomida N o )
sintomas del embarazo
o]

o \NJ
S o Funguicida

Difenocanazol
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1.2. Sintesis de compuestos quirales

Como se menciond anteriormente, obtener compuestos homoquirales es de suma
importancia para varias industrias. Ademas, es importante contar con metodologias que
incluyan bajo impacto ambiental, reduccién de desechos, bajo costo de energiay el uso
de reactivos y catalizadores baratos, facilmente disponibles y reciclables.*®

Existen tres metodologias para obtener compuestos quirales: (i) empleo de
compuestos quirales puros como sustratos de partida, (ii) sintesis asimétrica a partir de
un sustrato proquiral empleando un catalizador (organocatalizador, catalizador metalico

o biocatalizador), (iii) resolucion de mezclas racémicas.

1.2.1. A partir de un compuesto quiral

Esta metodologia consiste en emplear compuestos ¢pticamente activos como
material de partida y modificar grupos funcionales presentes en la molécula sin alterar
ninguna de las unidades estereogénicas iniciales. La sintesis a partir de un compuesto
quiral suele ser econémica solo cuando un material de partida est& disponible a gran
escala y, generalmente, se necesitan varios pasos de reaccion para llegar al compuesto

de interés.?

La eleccién del sustrato de partida, depende exclusivamente de la molécula a
sintetizar.*? Por ejemplo, eleuterobina (2) - un glucésido de diterpeno con actividad
anticancerigena — pudo ser sintetizado a partir (+)-carvona (1), mediante una secuencia
de pasos quimicos que involucra pasos de acilacion, epoxidacion y apertura del epéxido

sin que se altere la configuracién deseada (figura 1.1).13

Pasos qU|m|cos

"'OH

o\

H

Figura 1. 1: Eleuterobina y su sustrato quiral de partida (+)-carvona.
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1.2.2. Sintesis asimétrica

La sintesis asimétrica es considerada la estrategia mas poderosa para la produccion
de moléculas quirales a partir de moléculas proquirales. Este procedimiento puede
llevarse a cabo utilizando catalizadores metdlicos, organocatalizadores o

biocatalizadores.

1.2.2.1. Catalisis metalica

Los catalizadores metalicos fueron, durante mucho tiempo, la herramienta mas usada
en sintesis asimétrica. El uso de metales de transicién, contaminantes importantes para
el medio ambiente (entre otras desventajas),'* hizo que se empezaran a reemplazar por
nuevas alternativas como los ya mencionados biocatalizadores u organocatalizadores.
Sin embargo, la remarcada y diversa reactividad junto a la controlada selectividad hacen

que en la actualidad se sigan utilizando.*®

Hoy en dia, la catélisis metalica intenta realizarse con catalizadores que sean
abundantes en la Tierra para disminuir el costo y el efecto ambiental de las reacciones.®
Por este motivo, el titanio es uno de los catalizadores més utilizados; este metal no solo
es barato, sino que también sus subproductos son considerados biocompatibles y de
baja toxicidad. Su utilizacion se ha extendido en catdlisis redox, reacciones de
hidroaminacion e hidroaminoalquilaciéon.'’ En la figura 1.2 se muestra la
hidroaminoalquilaciéon intramolecular de aminoalquenos 2,2 -disustituidos. Para tal
proceso se utiliz6é un complejo de piridonato de titanio para dar como producto

ciclohexilaminas.

0 Ph
(Me,N), Ti )
NN
_ NH,
H N\></\/\ 20% mol 2
2
~ 145°C, 48 hs
75%

Figura 1. 2: Hidroaminoalquilacién intramolecular utilizando un complejo de titanio como catalizador
metalico.
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1.2.2.2. Organocatalisis

El uso de moléculas organicas pequefias como catalizadores en reacciones de
sintesis organica se denomina Organocatalisis. Debido a que esta metodologia resulta
rapida y simple, es muy comun que se utilice para sintetizar estructuras complejas.® En
general, las reacciones organocatalizadas se llevan a cabo en condiciones compatibles
con el medio ambiente, utilizando solventes verdes, a temperatura ambiente y sin
necesitar de maquinarias especificas. En comparacion con los catalizadores metalicos,
los organocatalizadores son mas estables, menos costosos, no toxicos, facilmente
disponibles y ambientalmente amigables. Ademas, estas reacciones son poco sensibles
a la presencia de agua o aire y pueden llevarse a cabo con éxito en condiciones

experimentales simples.*®

L-Prolina es el modelo de organocatalizador mas sencillo y el mas descripto en
bibliografia ya que es muy eficiente y practico en muchos tipos de reacciones (Michael,
Mannich, Diels-Alder, entre otras). Sin embargo, este organocatalizador presenta
muchas limitaciones respecto a su solubilidad en solventes organicos, manteniendo una
gran enantioselectividad y elevada actividad catalitica solo en solventes polares
apréticos (DMSO, DMF o Acetonitrilo).° Por tal motivo, se comenzaron a disefiar nuevas
estrategias basadas en la derivatizaciéon de (L)-prolina,?® el agregado de aditivos al

medio de reaccién (agua, dioles, acidos, etc.) o la utilizaciéon de mezcla de solventes.?!

Las succinimidas son compuestos heterociclicos utilizados en la produccion de
nuevos farmacos con diversas aplicaciones terapéuticas. A lo largo del tiempo, se han
aislado y sintetizado derivados de succinimida que poseen actividad anticonvulsiva,
antiinflamatoria, antitumoral y antimicrobiana.?> Estos compuestos pueden ser
sintetizados mediante una adicion de Michael enantioselectiva de aldehidos a
maleimidas, organocatalizada por una amina primaria quiral (figura 1.3).22 Como se
puede observar, utilizando este organocatalizador, se obtienen rendimientos y excesos

enantioméricos elevados, a partir de una amplia variedad de maleimidas N-sustituidas.
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0o NH2 )D 0
@)
H)K(CH.'S + N‘R
H

CHj PhMe, 2 dias H,C \CH, O
Aldehido Malelmlda aducto de Michael
Maleimida Aducto de Michael
R Rendimiento (%) e.e. (%)
Ph 98 94
4-MeCeH4 87 88
4-MeOCeH4 77 89
4-ClICeH4 92 88
4-O2NCeHa 78 70
Me 91 82

Figura 1. 3: Sintesis organocatalizada de succinamidas sustituidas.

1.2.2.3. Biocatéalisis

La utilizacibn de biocatalizadores para realizar transformaciones quimicas de
sustratos no naturales se denomina Biocatdlisis. Se considera biocatalizador a cualquier
sistema con actividad enzimatica (enzimas aisladas, complejos enzimaticos, organelas
celulares, células enteras, etc.). Las enzimas aisladas presentan gran actividad y buen
rendimiento y, debido a su alta quimio- regio- y enantioselectividad, se elimina la
formacion de productos secundarios, lo que simplifica el downstream del proceso. La
desventaja mas notable es que en algunas reacciones es necesario el agregado de
cofactores (NAD(P)H o ATP), lo que deriva en un costo de producciéon elevado.?*
Ademas, la mayoria de las enzimas no se encuentran comercialmente disponibles de

forma aislada.

24



Capitulo 1: Introduccion

Cuando se utilizan células enteras, en cambio, se elimina la posible necesidad de
agregar cofactores en las reacciones biocatalizadas, ya que se regeneran por sus
propias vias metabdlicas. A la vez, la utilizacion de células enteras le permite a la enzima
“desenvolverse” en su entorno natural confiriéndole mayor estabilidad. Sin embargo, es
posible que se produzcan problemas difusionales a causa de la membrana
semipermeable y la pared celular, produciendo reacciones mas lentas.?®> Ademas,
teniendo en cuenta que en la célula no solo actla la enzima de interés, la aparicion de
productos secundarios, que conlleva a rendimientos mas bajos, se presenta como otro

de los inconvenientes que derivan del uso de este tipo de biocatalizadores.

Por ejemplo, las enzimas alcohol deshidrogenasas son muy utilizadas en la reduccién
asimétrica de cetonas proquirales para producir el correspondiente alcohol. Estos
compuestos son sintones quirales en la sintesis de productos farmacéuticos, productos
quimicos o productos naturales.? A modo de ejemplo, Vitale y colaboradores reportaron
la sintesis de Rivastigmina, un sintén quiral de muchas drogas para el tratamiento de
Alzheimer y Parkinson.?® En uno de los pasos de esta reaccion se utilizan células enteras
de Lactobacillus reuteri, las cuales reducen la cetona al correspondiente alcohol de

configuraciéon R con buen rendimiento y marcada enantioselectividad (figura 1.4).

| Lactobacillus reuteri | =
~ N \n/o - = ~ N \n/o 74%
0 37°C, 72 h o) 98%ee

Figura 1. 4: Reduccidn biocatalizada para la sintesis de Rivastigmina.

El empleo de células enteras cuando se llevan a cabo reacciones de reduccién u
oxidacion —entre otras- tiene la ventaja de que en las células se encuentran todos los
cofactores necesarios para la reaccién y las vias metabdlicas adecuadas para su
regeneracion. En cambio, cuando se emplean enzimas libres se necesita incorporar el
cofactor al medio de reaccién y acoplar un sistema de regeneracion de cofactores, lo

cual incrementa el costo del procedimiento.
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Otra caracteristica notable es que las biotransformaciones se realizan, generalmente,
en medios acuosos, haciendo que el proceso sea ecologicamente sustentable, y mas
eficiente en tiempo y costo. Actualmente, se llevan a cabo reacciones biocatalizadas
que pueden producir una amplia gama de productos industriales (farmacéuticos,
quimicos, alimenticios, etc.). El disefio de la reaccién, la elecciéon y la optimizacion del
biocatalizador y el desarrollo del bioproceso, son factores que posibilitan un proceso
biocatalitico eficiente.?’ Esta metodologia se empled en el presente trabajo doctoral y se

desarrollara en los préximos capitulos.

1.2.3. Resolucion de mezclas racémicas

La separacion de enantiomeros mediante la formacion de diastereocisomeros
derivados y la subsiguiente separacion de estos por medios fisicos se ha practicado a
gran escala durante muchos afios.!! Sin embargo, con el surgimiento de los
biocatalizadores se han logrado resoluciones parciales de mezclas racémicas de forma
simple y eficiente. Las dos metodologias mas utilizadas son: i) resolucion cinética y ii)

resolucién cinética dinamica.

1.2.3.1. Resolucién cinética

La resolucién cinética es una de las metodologias mas utilizadas para obtener
compuestos enantiomericamente puros. Esta metodologia implica una reaccién entre
un compuesto quiral en su forma racémica y un reactivo, donde uno de los dos
enantidmeros da lugar a un producto mas rapidamente que el otro. La evolucién rapida
de uno de los enantiomeros hacia un producto de reaccién determinado dara lugar a la
recuperacion total o parcial del otro enantibmero. Sin embargo, esta metodologia
presenta como desventaja que solo se puede obtener como maximo un 50% de
rendimiento teérico.?® En otras palabras, la resolucion cinética puede ser considerada
como un proceso de aislamiento de uno de los dos enantibmeros, el enantibmero de

interés.

La primera evidencia de resolucion cinética biocatalizada fue en 1858, donde Luis
Pasteur logré aislar el acido (S,S)-(-)tartarico de su enantiémero, utilizando como
biocatalizador el hongo Penicillium glaucum.?® A partir de este descubrimiento, muchas
de enzimas han sido utilizadas para la resolucion de racematos. Las lipasas se han

convertido en las enzimas mas explotadas para esta metodologia, debido a su amplia
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tolerancia a sustratos no naturales, su facil disponibilidad y su capacidad de trabajar en
medios organicos, sin perder actividad ni selectividad.*® Por ejemplo, Kamal y
colaboradores plantearon la resolucion cinética de derivados sustituidos de 1-feniletanol
utilizando una lipasa de Pseudomonas cepacia. Como se observa en la figura 1.5, las
cetonas se reducen quimicamente utilizando borohidruro de sodio, dando como
resultado la mezcla racémica de ambos alcoholes. Posteriormente, uno de los dos
isbmeros se acila enzimaticamente utilizando una Lipasa, y de esta forma este producto
(2) puede ser separado facilmente del enantiomero remanente del alcohol (1). Se obtuvo
de esta manera un exceso enantiomérico mayor a 99% en todos los productos, pero

solo rendimientos cercanos al 50% del isémero requerido.3!

)O]\ NaBH,4 OH Lipasa OH (_)AC
—_— —_— > + -
R™ Ry R R OAc Ri™ Ry R1/\ R
/]\ 1 2
Productos (1)
OH
OH OH
©/'\ \/\O
50%  Ph” O 40% 38%
OH OH OH
@Jv )
43% 48% O2N 45%

Figura 1. 5: Resolucién cinética biocatalizada para la produccién de alcoholes quirales. % ee >99%

1.2.3.2. Resolucion cinética dinamica

Con el fin de evitar la limitacion que presenta la resoluciéon cinética clasica, la
resolucion cinética dinamica (DKR) permite obtener un rendimiento teérico del 100% del
enantiomero de interés. DKR combina resolucion cinética clasica con un paso de

racemizacion, donde el sustrato se transforma en el enantiomero deseado luego de
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varias rondas de racemizacion. La racemizacion puede realizarse por organocatalisis,
catalisis metdlica o biocatdlisis, pero debe ser el paso rapido de la reaccién para no
convertirse en el cuello de botella (figura 1.6).%

(R)-sustrato Rapido (R)-producto
Racemizacién
Catalizador
(S)-sustrato (S)-producto
Lento

Figura 1. 6: Esquema de resolucién cinética dinamica.

Si bien DKR parece ser muy prometedora, la dificultad de aplicar esta metodologia
radica en la puesta a punto del proceso ya que se deben cumplir varios requisitos:*? (i)
la resolucibn cinética debe alcanzar suficiente enantioselectividad, (i) la
biotransformacién y la racemizacién deben ser compatibles en las condiciones de
reaccion, (iii) la velocidad de racemizacién debe ser alta y (iv) el catalizador utilizado

para la racemizacion no debe reaccionar con el producto de la reaccion.

Gamal y colaboradores han descripto la DKR de binaftoles, utilizando la lipasa de
Pseudomonas sp. (resoluciébn cinética) y un complejo que contiene rutenio
(racemizacion) (figura 1.7). El primer desafio al que se enfrentaron estos autores fue la
optimizacion de esta metodologia, buscando la compatibilidad de ambos catalizadores
en el medio de reaccion. Una vez definidos los parametros a utilizar, los binaftoles 1-4
fueron convertidos en el correspondiente binaftol 6pticamente activo con un rendimiento
mayor al 80% y un exceso enantiomérico hacia el isbmero R mayor al 90%.
Adicionalmente, este método, también fue aplicable a binaftoles tetrasustituidos como
(5), dando el is6mero R, el cual es dificil de sintetizar cuando se utilizan resoluciones

cinéticas convencionales.®
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= Rs
R~
~ OH
L OH
2 N

Complejo- Ru
—_—

Lipasa

= Rs
R—
x OH
7 O OH
2

0
OH
<o
H

1
83%, 93% ee

MeO ! l Me ] l
OH OH
<oy ess
MeO Me

2 3
98%, 96% ee 85%, 96%ee

RGOS
OH
Cy”
Br

4
89%, 95%ee

MeO ! [

MeO OH
MeO l l OH
MeO

5
74%, 92% ee

Figura 1. 7: DKR de binaftoles utilizando como catalizadores un complejo con rutenio y una lipasa de

1.3.

Pseudomonas sp.

Reacciones de adicion alddélica

La reaccion de adicion aldolica fue descripta por primera vez por Wurtz y

colaboradores y se ha convertido en una de las herramientas mas importantes para la

formacion de enlaces C-C en sintesis organica.®* En las reacciones de adicion aldélica

un compuesto carbonilico, que actia como nucledfilo, pierde el protén del carbono a

formando un ion enolato. Seguidamente este ion enolato ataca al carbono del grupo

carbonilico de una segunda molécula, que actia como electréfilo, generando una union

C-C entre las dos moléculas (figura 1.8). En ciertas condiciones las reacciones de

adicion alddlica pueden ser reversibles, debido a que se puede inducir la ruptura de

dicha union en el medio de reaccion (ruptura retro aldélica) produciendo los compuestos

iniciales.

Figura 1. 8: Reaccion alddlica catalizada por NaOH.
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Las adiciones alddlicas pueden realizarse utilizando bases fuertes como el hidréxido
de sodio (NaOH) o el hidréxido de potasio (KOH). Sin embargo, aunque las bases son
buenos catalizadores, el empleo de esta metodologia de reaccidon presenta varias
desventajas: i) la reaccion se lleva a cabo en condiciones fuertes de reaccion (pH y
temperatura elevados) ii) se producen desechos inorganicos producto de la degradacion
de las bases vy iii) se genera una mezcla de todos los isbmeros posibles para el

producto.®® Por estos motivos su implementacion a gran escala es muy dificil de realizar.
1.3.1. Adiciones alddlicas asimétricas

Las adiciones alddlicas catalizadas por anticuerpos, pequefias moléculas
(Organocatalisis) o enzimas (Biocatalisis) constituyen una alternativa a la reaccion de
adicién alddlica convencional, generando compuestos quirales con una elevada

selectividad y gran eficiencia atébmica.%®

Las aldolasas, enzimas pertenecientes al grupo de las liasas, catalizan la reaccion
alddlica reversible entre compuestos carbonilicos formando B-hidroxicetonas (cetoles)
quirales o B-hidroxialdehidos (aldoles) (figura 1.9). Estas enzimas se caracterizan por
generar estos productos con elevado rendimiento y gran exceso enantiomeérico, en

condiciones suaves de reaccion.®’

o Ry H OH O
*
o)
R)J\ + Rs)\f — R)% Rs
! Rs Rs Rs

R, | H=aldoles
R=cetoles

Figura 1. 9: Reaccién alddlica catalizada por aldolasas.

Los anticuerpos también pueden ser utilizados como catalizadores en reacciones de
adicion alddlica. Estas moléculas son generadas mediante una inmunizacion reactiva

con el sustrato de interés unido a un aptdmero con una proteina conjugada.
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Posteriormente, entre el pool de anticuerpos formados se seleccionan aquellos que son
capaces de reconocer y llevar a cabo la reaccion de adicion alddlica. Por ejemplo, el
anticuerpo 38C2 formado por la inmunizacion reactiva en ratones con 1,3-dicetona unida
a una proteina (disponible comercialmente) permite llevar a cabo adiciones alddlicas

entre cetonas alifaticas y aldehidos (figura 1.10).383%°

5- F

o, . OH O

1 HaN-Lys—Ao_ | QA M
+ " h . O+ —_— "

R™ "H Hk R R ‘%\N—Lys—Ab R R
R' R R

Figura 1. 10: adicidén alddlica catalizada por un anticuerpo. Ab: anticuerpo.

En contraste con las enzimas y los anticuerpos, los organocatalizadores pueden
catalizar adiciones alddlicas con mayor variedad de sustratos, mediante la formacion de
una enamina intermediaria.*® Por ejemplo, Martins y colaboradores han reportado la
utilizacion de una prolinamida sustituida con glicerol para catalizar la adicién aldélica de
aldehidos voluminosos y ciclohexanonas sustituidas, en medios de reaccién acuosos.*
Lafigura 1.11, muestra la reaccion llevada a cabo y los productos obtenidos. Como se
puede observar, para estas reacciones organocatalizadas, se alcanzaron buenos

rendimientos y considerables excesos enantioméricos.

Si bien existen varios métodos para llevar a cabo sintesis asimétricas que involucran
reacciones de adicion alddlica, en la actualidad se ha dado gran importancia a aquellos
procedimientos donde la asimetria es controlada por un biocatalizador. Es por ello que,
en las siguientes secciones, se desarrollara el empleo de aldolasas como

biocatalizadores en reacciones de adicion aldélica con mayor detalle.
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|
Q HOA\/\NJ"‘O
o) on H HaN
+ &
HJ\Ar -
0°C, 3-7 dias
R 1
Productos (3)
O OH O OH O OH NO,
NO,
NO,
90% R 80% R 81% R
98% e.e. 79% e.e. 88%e.e.
O OH O OH O OH
81% R 88% R 52%R
87% e.e. 79% e.e. 73%e.e.

Figura 1. 11: Reaccidn alddlica organocatalizada entre ciclohexanonas sustituidas y diferentes aldehidos.

1.3.2. Adiciones alddlicas mediadas por aldolasas

1.3.2.1. Clasificacion de las Aldolasas

Las aldolasas pueden clasificarse seglin su mecanismo de reaccion en tipo | o Il. En
las aldolasas de tipo | se genera una base de Schiff entre un residuo conservado de
lisina correspondiente al sitio activo y el sustrato dador nucleofilico, lo que posibilita la
activacion del sustrato. Se encuentran normalmente en animales y plantas. Por otro
lado, las aldolasas de tipo Il son dependientes de cofactores metalicos (en general Zn?*
0 Mg?*) los cuales acttian como &cidos de Lewis y activan al sustrato dador nucleofilico
formando un enolato. Este tipo de enzimas esta ampliamente distribuido en bacterias y

hongos(figura 1.12).%"
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Clase |

Clase Il

Figura 1. 12:Mecanismo de reaccion de aldolasas de tipo | y Il.

Teniendo en cuenta que las aldolasas son fuertemente dependientes del sustrato
dador nucleofilico, también es posible clasificarlas segun esta caracteristica en cinco
grupos (Figura 1.13). Podemos encontrar aldolasas dependientes de i) glicina, ii)
dihidroxiacetona fosfato (DHAP), iii) dihidroxiacetona (DHA), iv) piruvato o V)
acetaldehido. No obstante, hace unos afos se descubrié que fructosa-6-fosfato aldolasa
(aldolasa dependiente de dihidroxiacetona) también podia utilizar como dadores
nucleofilicos diferentes cetonas o aldehidos.*? Debido a esto, muchos ensayos actuales
sobre estas enzimas se basan en encontrar aldolasas capaces de aceptar un mayor
rango de nuevos dadores nucleofilicos. La utilizacion de aldolasas presenta la ventaja

gue la estereoselectividad, en general, depende de la enzima y no del sustrato.*®
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Dador Aldolasa Aldol

Glicina
Dependiente OH
R
DHAP

OH o
Dependiente )\/U\/OPOZ‘Z
R

DHA

OH o
Dependiente OH
2 R
Piruvato
Dependiente OH
T R
o

Acetaldehido OH ]

Dependiente )\/”\
—_—
R

Figura 1. 13: Clasificacion de aldolasas segun la dependencia de su sustrato dador nucleofilico.

I

1.3.2.1.1. Aldolasas dependientes de glicina

Existen dos grupos de aldolasas dependientes de glicina: serina hidroximetil
transferasa (SHMT) o treonina aldolasa (ThrA). Ambos grupos catalizan la adicién
alddlica reversible entre glicina y un aldehido, utilizando piridoxal fosfato (PLP) como
cofactor. Tanto SHMT como ThrA aceptan un amplio rango de aldehidos aromaticos o
alifaticos como sustratos,** generando B-hidroxi-a-aminoacidos. Los productos de estas
reacciones pueden ser utilizados como intermediarios en la sintesis de antibiéticos,

inmunosupresores y drogas para la terapia del Parkinson.*®

Existen cuatro variantes de ThrA, dos selectivas para treonina (D- o L-treonina) y otras
dos selectivas para allo-treonina (D- y L- allo-treonina). Todas llevan a cabo la reaccién

de adicién alddlica con un completo control estereoquimico (Figura 1.14).%
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Figura 1. 14: Aldolasas dependientes de glicina.

L-ThrA puede emplearse como biocatalizador en la sintesis de B-hidroxi-a-L-amino
acidos, drogas utilizadas como antivirales, antitumorales e inmunosupresores. La
sintesis se puede llevar a cabo utilizando glicina como dador y un amplio rango de
aldehidos como aceptores. Si bien estas enzimas llevan a cabo la reaccion con alta

estereoselectividad cuando el sustrato aceptor es un aldehido alifatico, la
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estereoselectividad del carbono B se ve drasticamente afectada cuando los aceptores
utilizados son aldehidos aromaticos, mientras que la estereoselectividad del carbono a
se mantiene. (figura 1.15).#” Por este motivo, y sumado al bajo rendimiento que se
obtiene utilizando estas enzimas, la aplicacion de L-ThrAs se encuentra adn limitada,
pero en busqueda de nuevas variantes capaces de mantener el control estereoquimico
en la reaccion.*®

o) HO OH OH
Y L-ThrA :
HO _LThrA . Ho a.COOH HO a_COOH
t PLP B + D/B\(
NH NH NH
HO 2 HO 2 HO 2
Glicina

Figura 1. 15: Sintesis de L-treo-3,4-dihidroxifenilserina utilizando L-ThrA como biocatalizador.

1.3.2.1.2. Aldolasas dependientes de dihidroxiacetona fosfato

Como muestra la figura 1.16 existen cuatro aldolasas dependientes de DHAP: i) D-
fructosa-1,6-bisfosfato (FruA), ii) L-fuculosa-1-fosfato (FucA), iii) L-ramnulosa-1-fosfato
(RhuA) y iv) D-tagatosa-1,6-bisfosfato (TagA) aldolasa. Estas enzimas catalizan
naturalmente la adicion aldélica asimétrica y reversible entre DHAP vy gliceraldehido-3-
fosfato (G3P) o L-lactaldehido.*®
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Figura 1. 16: Aldosas dependientes de dihidroxiacetona fosfato.

Debido a que proceden con un completo control estereoquimico, estas cuatro
enzimas son las mas utilizadas e investigadas. Pueden llevar a cabo adiciones alddlicas
entre DHAP y una amplia variedad de aldehidos, generando dos nuevos centros
estereogénicos. Cada aldolasa genera un Gnico producto, y la estereoquimica de estos
compuestos en C-3 y C-4 es complementaria. La estereoquimica del C-3 es estricta ya
que depende de la interaccién de cada enzima con su sustrato dador mientras que la
del C-4 puede llegar a variar, en algunos pocos casos, con la estructura del sustrato

aceptor.®

La fuerte especificidad de estas enzimas por DHAP representa un inconveniente para
la sintesis biocatalizada, debido a que este sustrato es caro y de baja estabilidad. Es
por ello que se han desarrollado distintos protocolos enzimaticos o quimicos para
sintetizar DHAP 0 sus precursores, respectivamente. Los procesos quimicos se centran

en sintetizar a gran escala precursores de DHAP que puedan ser facilmente convertidos
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al momento de ser usados. Sin embargo, estos procesos son muy tediosos y generan
desechos téxicos.®® Es por ello que se han sustituido por procesos enziméaticos que
involucran la conversion desde dihidroxiacetona (DHA), glicerol, glicidol, entre otros
sustratos.®® El grupo de investigacion dirigido por Garcia Junceda, ha descripto un
sistema de produccion de DHAP muy eficiente a partir de DHA utilizando
dihidroxiacetona kinasa (DHAK) recombinante de Citrobacter freundii. La regeneracién

in-situ del ATP utilizado es catalizado por una acetato kinasa (AK) (figura 1.17).%2

0 DHAK o

HO\)K/OH HO\)k/OPO\{Z

ATP ADP
AK

Acetato  Acetil-P

Figura 1. 17: produccion de DHAP a partir de DHA, utilizando DHAK y AK.

1.3.2.1.2.1. Fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa

In vivo, esta enzima forma parte de la glucélisis, de la gluconeogénesis y del ciclo de
Krebs, y puede encontrarse tanto en mamiferos como en plantas o microorganismos. A
diferencia de los mamiferos y de las plantas donde solo encontramos FruA de Clase |,
en microorganismos podemos encontrar ambas clases. La expresion de una de las
clases es constitutiva, mientras que la otra puede ser inducida por cambios en las

condiciones de crecimiento del microorganismo.>?

Dentro de este tipo de enzimas, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa de musculo de conejo
(RAMA) es una de las aldolasas mas versatiles y mas utilizadas para la preparacion de
azlucares, desoxiazucares, fluoroazlicares, analogos de nucledsidos, terpenoides,
alcaloides, macrociclos, iminociclitoles y antibioticos de tipo macrélidos. En el sitio activo
de RAMA el ataque nucleofilico del intermedio enamina formado entre DHAP y la enzima
ocurre en la cara si del aldehido aceptor, proporcionando asi el producto con

estereoquimica (3S,4R) con respecto al carbonilo.5*5°
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A modo de ejemplo, en la figura 1.18 se puede observar la sintesis de un iminociclitol,
inhibidores de glucosidasas y glicosiltransferasas.®® En un primer paso de reaccion,
RAMA cataliza la condensacion alddlica de 3-azido-2-hidroxipropanaldehido (1) y
DHAP, dando el producto de configuracion 3S, 4R. Posteriormente, mediante una
fosfatasa acida y una glucosa isomerasa, se obtiene 6-azido-6-desoxi-D-glucopiranosa
(4). El dltimo paso de reaccion involucra un aminacién reductiva dando como producto

un iminociclitol de siete miembros (5).%’

HO

Aminacién  HQ, OH
reductiva - \
—_—
“1OH
N

H
1 2 3 4 5

OH OH OPO3?2 Fosfatasa ~ OH OH OH  Glucosa

OH DHAP, RAMA acida isomerasa
N3\/K/CHO

N; OH O N; OH O

Figura 1. 18: Sintesis de iminociclitol de 7 miembros, usando RAMA como biocatalizador

1.3.2.1.2.2. L-Fuculosa-1- fosfato aldolasa

La reaccion natural de esta aldolasa de Clase Il es la ruptura reversible de L-fuculosa-
1-fosfato para generar DHAP y L-lactaldehido, paso central en el metabolismo de L-
fucosa en bacterias.®® Como otras aldolasas, FucA presenta gran selectividad para su
sustrato dador (DHAP) pero puede aceptar un amplio rango de aldehidos como

sustratos aceptores.

FucA esta ampliamente descripta para la sintesis de azucares raros, compuestos que
poseen una potencial aplicacion en industrias farmacéuticas, alimenticias o de nutricion.
Esta sintesis se puede llevar a cabo mediante una reaccion multienzimatica one-pot
utilizando FucA entre los biocatalizadores y generando DHAP a partir de D- o L-glicerol-
3-fosfato como material de partida. El primer paso consiste en la oxidacién de D- o L-
glicerol-3-fosfato para formar DHAP utilizando glicerol fosfato oxidasa (GPO). El
peroxido de hidrégeno (subproducto) que se genera se elimina como oxigeno por
adicion de una catalasa al medio de reaccion. Una vez formado DHAP, la adicion
alddlica se realiza agregando D- o L-gliceraldehido y FucA como biocatalizador. Como

resultado, cuando se utiliz6 D-gliceraldehido, los productos de reaccion obtenidos
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fueron D-sorbosa-1-fosfato o su isémero D-psicosa-1-fosfato, siendo el ultimo el
producto mayoritario. En cambio, cuando se utilizé L-gliceraldehido los productos de
reaccion fueron L-tagatosa-1-fosfato y L-fructosa-1-fosfato, en similares proporciones.
La desfosforilacion posterior permitié producir los cuatro azUcares raros como puede
verse en la figura 1.19. Cabe mencionar que esta variante de FucA parece perder su
estereoselectividad cuando acepta L-gliceraldehido, lo que no sucede cuando el D-
gliceraldehido es el aceptor. No obstante, esta propiedad de las aldolasas podria

aprovecharse bien para la sintesis de varios tipos de azlcares raros.>®

a.
O OH
HO
O OH \)WS
FucA -2 Fosfatasa OH OH
GPO OPO
HO/Y\OPO3-2 >_<HO/\H/\OPO3'2 7_> 3\)WOH L-fructosa
OH o OH OH ; +
Owoz DHAP o H;PO, O OH
DL-Glicerol 3-fosfato Catalasa k/\OH HO\)H/\/\O
oH oH on M
L-gliceraldehido L-tagatosa
b.

HO

:?o
o
T

O OH
FucA OPO3'2 Fosfatasa OH OH

GPO
HO™ " 0P, ><Ho/\n/\0!=03'2 \)WOHT D-sorbosa
OH 0 OH OH
]

N
O,  Hy0p  phap H;PO, O OH

\_/ ‘
DL-Glicerol 3-fosfato Catalasa HO
OH

OH OH OH
D-gliceraldehido

0O
H

O
H

§

D-psicosa
Figura 1. 19: Reaccién multienzimatica one-pot, utilizando FucAy (a.) L-gliceraldehido (b.) D-

gliceraldehido

1.3.2.1.2.3. L-Ramnulosa-1-fosfato aldolasa

La reaccion natural de RhuA es la adicion alddlica reversible y asimétrica entre DHAP
y L-lactaldehido para producir L-ramnulosa 1-fosfato. Rhua puede aceptar un amplio
rango de aldehidos naturales y no naturales como sustratos aceptores produciendo la

sintesis de 3R,4S dioles.®°
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Esta enzima, al igual que FucA puede ser empleada como biocatalizador en la sintesis
de azlcares raros. Recientemente, Chen y colaboradores® reportaron la sintesis de
cetosas raras utilizando un eficiente sistema biocatalitico de cuatro enzimas clonadas
en E. coli. Como muestralafigura 1.20, en los primeros dos pasos de reaccién el glicerol
se transforma en DHAP utilizando dos enzimas: glicerol kinasa (GK) y GPO (acoplada
a una catalasa). Posteriormente, RhuA cataliza la adicién aldélica entre DHAP y D-
gliceraldehido (D-GA), el cual es incorporado al medio de reaccién. En concordancia
con lo postulado anteriormente (inciso 1.3.2.1.2.2.), cuando se emplea D-GA la
esteroselectividad de RhuA se pierde, dando los dos isbmeros. Los productos de esta
reacciéon se desfosforilan por una glicerol fosfatasa oxidasa de S. pneumoniae,
generando D-sorbosa y D-psicosa con un rendimiento de 99% al cabo de 8 h de
reaccién. Este sistema presenta la ventaja de maximizar el rendimiento evitando utilizar

DHAP como material de partida, por lo que la reaccién reduce costos de produccién.

OH
GK GPO
HO OH B — PO52 OH PO42 OH
ATP - R
O, H,0,

Glicerol glicerol-3-fosfato w DHAP

H,0 o
RhuA |
o OH o OH aldolasa OH
HO. PhoN-Sf PO32 OH
- -
OH OH D-GA
OH OH OH OH

D-sorbosa/D-psicosa

Figura 1. 20: Sintesis de cetosas raras catalizada por una E. Coli recombinante conteniendo GK, GPO,
RhuA y una glicerol fosfatasa oxidasa.

1.3.2.1.2.4. Tagatosa-1,6-bisfosfato aldolasa

Esta enzima tetramérica cataliza la adicion alddlica reversible entre DHAP y D-
gliceraldehido-3-fosfato produciendo tagatosa-1,6-bisfosfato. Naturalmente, TagA esta
involucrada en el metabolismo de lactosa, D-galactosa y galactitol.’ Debido a su baja
selectividad, esta aldolasa no es muy utilizada como biocatalizador. Hace unos afios,
Bolt y colaboradores, realizaron modificaciones genéticas sobre TagA para revertir este

inconveniente con buenos resultados. Las modificaciones se realizaron sobre los
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amino&cidos cercanos al sitio activo, que estan implicados en el posicionamiento del

sustrato.®?
1.3.2.1.3. Aldolasa dependiente de dihidroxiacetona
1.3.2.1.3.1. Fructosa 6-fosfato aldolasa

FSA es la Unica enzima representante del grupo de aldolasas dependiente de
dihidroxiacetona (DHA). Esta enzima utliza como sustrato D-fructosa-6-fosfato
generando, mediante una reaccion reversible, G3P y DHA. Actualmente, se ha
convertido en una herramienta importante en la sintesis de carbohidratos, derivados de
azUcares y sus analogos polihidroxilados. Una de las mayores ventajas que ofrece esta
enzima es que acepta analogos de DHA como sustratos dadores (como hidroxiacetona,
hidroxibutanal o hidroxibutanona), evitando el uso de costosos compuestos
fosforilados.®® A su vez, se ha reportado la posibilidad de utilizar una amplia variedad de
aldehidos como electréfilos, dando productos de estereoquimica (3S,4R).%

D-Fagomina es un iminoazucar aislado por primera vez de una variedad de trigo
serraceno.’® Este iminoazUcar es un potente inhibidor de R-glucosidasa y R-
galactosidasa intestinal de mamiferos. La sintesis de este compuesto puede llevarse a
cabo utilizando una estrategia quimioenzimatica de dos pasos.®® Como se muestra en
lafigura 1.21 el primer paso de reaccién consta de una adicion alddlica estereoselectiva
entre DHA y N-Cbz-3-aminopropanal; posteriormente el producto de esta adicion se
somete a una aminacion reductiva utilizando hidrégeno/paladio para generar D-
fagomina con un rendimiento de 89% y un exceso enantiomérico de 93%. Una segunda
aminacion reductiva puede generar otros derivados N-alquilados, los cuales pueden

utilizarse potencialmente como drogas inhibitorias de la actividad R-glucosidasa.
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Figura 1. 21: Sintesis quimioenzimatica de D-Fagomina.

1.3.2.1.4. Aldolasas dependientes de piruvato o fosfoenolpiruvato

Estas aldolasas catalizan la adicién alddlica entre diversos aldehidos (electréfilos) y
piruvato o fosfoenolpiruvato, dando como producto 3-desoxi-2-ceto &cidos. Mientras que
las aldolasas dependientes de piruvato estan implicadas en la degradacion de acidos 3-
desoxi-2-ulosoénicos, unidades de azucares esenciales para procesos bhiolégicos, las
aldolasas dependientes de fosfoenolpiruvato estan involucradas en la biosintesis de
cetoacidos.®” Ambas enzimas son fuertemente dependientes de sus sustratos dadores
pero no asi de sus sustratos aceptores, por lo cual pueden aceptar un amplio rango de

aldehidos.*®

Acido N-acetilneuraminico aldolasa (NeuAcA) es una aldolasa dependiente de
piruvato que cataliza la adicién alddlica entre piruvato y N-acetilmanosamina. Esta
enzima estd ampliamente estudiada ya que, a diferencia del resto de las aldosas,
NeuAcA presenta una estereoquimica determinada por el sustrato y no por la enzima.
Por tal motivo, se aprovecho esta caracteristica para sintetizar analogos de acido siélico

en sus isomeros D y L (figura 1.22).589
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Figura 1. 22: Sintesis de analogos de acido sialico catalizada por NeuAcA.

1.3.2.1.5. Aldolasa dependiente de acetaldehido
1.3.2.1.5.1. 2-Desoxirribosa-5-fosfato aldolasa

2-Desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA), es una aldolasa de tipo | y la Unica
reportada dependiente de acetaldehido. DERA esté involucrada en el catabolismo de
las pentosas que forman parte de desoxinucleésidos, en la ruta de las pentosas fosfato.
La reaccion natural de DERA es la adicién alddlica reversible entre gliceraldehido-3-
fosfato (G3P) y acetaldehido para generar 2-desoxirribosa-5-fosfato (DR5P) (figura
1.23),”° un intermediario ampliamente empleado en la sintesis de desoxinucleésidos

modificados, compuestos de reconocida actividad antiviral y antitumoral.”

Esta enzima se encuentra descripta en plantas, animales o microorganismos. En
humanos se expresa mayormente en higado y pulmén, y esta involucrada en las
respuestas al estrés celular.”? DERA se encuentra codificada dentro del operén deo,
especificamente en deoC. Debido a que DERA es una enzima inducible, la transcripcion
de los genes involucrados en este operon es inducida por la unibn de DR5P a los

promotores adyacentes P1y P2, y es reprimida por la proteina deoR (figura 1.24).
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Figura 1. 23: Reaccidén de adicién alddlica entre G3P (aceptor nucleofilico) y acetaldehido (dador
nucleofilico) biocatalizada por DERA.
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Figura 1. 24: operdn deo.

La secuencia del gen que codifica DERA de E. coli K12 (EcDERA), una de las DERAs
mas estudiadas, se reportdé por primera vez en el afio 1982 por Valentin-Hansen y
colaboradores.”™ Posteriormente, la enzima se aislé y se determiné que contenia 259
aminoacidos y tenia un peso molecular de 27,7 kDa. El andlisis de la estructura por
rayos X determin6 que EcCDERA (Figura 1.25) presenta un plegamiento tipico de (a/B)s
barril TIM,” donde el sustrato forma un base de Schiff con la lisina 167;” dicho

plegamiento es comun entre las aldolasas mas eficientes.
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FIGURA 1. 25: DERA DE E. coLI K12 (EcDERA), PDB: 1PX1.

Aunque la mayoria de las aldolasas presenta una estructura multimérica, DERA
puede ser encontrada en solucion tanto como monémero o como dimero. Estudios
previos han confirmado que la enzima se halla en forma monomeérica en buffer Tris-HCI-
EDTA, mientras que en buffer fosfato se la encuentra en forma dimérica.”® Actualmente,

se hallan disponible comercialmente DERA de E. coli K12 y de Lactobacillus plantarum.

El mecanismo catalitico de DERA se determind por estudios cristalogréaficos de alta
resolucion, RMN, mutagénesis y modelado molecular. Lys167 de ECDERA, se identifico
como el residuo implicado en la formacién de la base de Schiff, correspondiente al
mecanismo de las aldolasas de tipo I. Inicialmente, Lys167 forma una imina (base de
Schiff) con el acetaldehido, la cual se estabiliza por resonancia dando lugar a la
formacion de una enamina. Al mismo tiempo, Asp102, Lys201 y una molécula de agua
forman un sistema de abstraccion del proton de la imina del C2 del acetaldehido y para
la protonacién del carbonilo del sustrato aceptor. De esta forma, el sistema se prepara
para atacar nucleofilicamente al carbono carbonilico de dicho sustrato. La figura 1.26
muestra en detalle el mecanismo catalitico de DERA propuesto por Heine y
colaboradores; las estructuras recuadradas fueron identificadas en los estudios

cristalograficos de ECDERA.”’

46



Capitulo 1: Introduccién

Lys 201
F o
® HﬁLHO\JH 1 © H; f:bO'H 2 ( H: Ho‘H
P T mwll T Ew
AoV, I CH, v© "HIN ) Chls & NACH;
'&?H H ) 0 0
s 167
3
r fi
Lys 201
@ @
IEJh.IHg H.oH 5 NHy HH 4 NH’a_?-!\-\O-H\
o Hof 9 =N ool 2o FF o= A
e 1N~ oPo, o N oro, | H.0 £e) HN/ECH_ OPO,
o] OH le] OH o OH
Lys 167
H. _H BiHy

|Z:
H

B:
H \; H a)
0 OH . si e
= A Si [ .
@ J\/'\]/\r‘ - A;HP\NA\,}I - HN/J%AH/\‘J-'Q!
5 (He H [ OPOq CH.P CHy OH
OH CH;
Lys 167 Lys 167

Figura 1. 26: Mecanismo catalitico de EcDERA. Extraido de Heine et al., 200177

Adicionalmente, Schulte y colaboradores @7 han demostrado, con ensayos de

dindmica molecular y RMN, que el extremo C-terminal de EcDERA funciona como una

“tapadera” del sitio activo que hace variar a esta enzima entre un estado abierto o

cerrado. El estado abierto permite el ingreso del sustrato y la liberacién del producto,

mientras que en el estado cerrado se produce el paso de catdlisis de la abstraccién del

proton tal como se describid por Heine. La tirosina mas cerca del C-terminal (Tyr259) es

la encargada de entrar al sitio activo para generar el estado cerrado y se cree que este

residuo también esta implicado en el paso de abstraccion del protén. Sin embargo, su

mecanismo todavia no ha sido dilucidado.

Ademas, estos investigadores demostraron la existencia de residuos de uniéon de

fosfato auxiliares en la cola C-terminal de ECDERA que podrian facilitar su orientacién

en la posicion Optima para la catalisis. Esta podria ser la razén por la cual la eficiencia

catalitica de ECDERA se reduce drasticamente para sustratos no fosforilados. Sin

embargo, esto es mas importante en la direccion retro-aldélica de los hemiacetales
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ciclicos (lactoles), ya que se requiere un paso de apertura de anillo adicional dado que
el aldehido reactivo es el de cadena abierta. Asi, la presencia de un grupo fosfato podria
actuar como una marca de afinidad facilitando la union al sitio activo en el que se cataliza

la apertura del anillo.

Las caracteristicas antes mencionadas, conducen a que DERA sintetice hemiacetales
ciclicos estables a partir de aldehidos no fosforilados. Por ejemplo, DERA puede aceptar
tres aldehidos no quirales y no fosforilados como sustratos,® lo que posibilita que se
generen dos reacciones de adicion alddlica consecutivas. Como se observa en la figura
1.27, el producto de la primera adicion alddlica sigue siendo sustrato de DERA
(electrdfilo), el cual reacciona con otro acetaldehido (nucledfilo) dando lugar a una nueva
adicion alddlica altamente estereoespecifica. Finalmente, por sus caracteristicas, esta

molécula se cicla espontaneamente en el correspondiente B-hidroxi-D-lactol.

R._O-_,OH
DERa OH O DERA " oH OH O U
) +|:\>J —RJ\) O R l i z
) OH

2,4,6- tridesoxi-D-eritro
hexapiranosa

Figura 1. 27: Adicion alddlica catalizada por DERA utilizando tres aldehidos como sustratos.

1.3.2.1.5.1.1. Modificaciones genéticas en DERA
1.3.2.1.5.1.1.1. Aceptaciéon de sustratos

Una gran variedad de B-hidroxi-D-lactoles-5-sustituidos se prepararon empleando
DERAs wild-type, pero la actividad de esta enzima depende en gran medida de los
grupos sustituyentes del sustrato. Debido a que DERA es naturalmente dependiente de
sustratos aceptores fosforilados, la mayor actividad se observa conteniendo aldehidos
con grupos cargados negativamente.?! Esto se demostré en 1990 cuando Barbas y
colaboradores describieron que, al utilizar D-gliceraldehido, la actividad de DERAwt era
6 (seis) veces menor que al utilizar D-gliceraldehido-3-fosfato.®? La dependencia de

DERA hacia sustratos fosforilados y con determinadas caracteristicas limita su
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aplicacion en la industria a gran escala, es por ello que se han realizado estrategias
racionales para expandir la especificidad de DERA y mejorar su actividad frente a una
amplia variedad de sustratos no fosforilados. Estas estrategias incluyen ingenieria de

sustrato o solvente, modificaciones covalentes o mutaciones dirigidas o al azar.83#

En particular, las mutaciones para mejorar la preferencia de sustratos se basaron en
modificar aminoacidos del bolsillo de unién a fosfato conservado en muchas proteinas.
Este bolsillo estd compuesto, en el caso de ECDERA, por los residuos Gly171, Lys172,
Gly204, Gly205, Val206, Arg207, Gly236, Ser238 y Ser239. Sin embargo, solo Ser238
se une a DR5P formando un puente de hidrogeno. Al cambiar Ser238 por aminoacidos
acidos como aspartato (Ser238Asp), la preferencia por sustratos neutros o cargados
positivamente aumentd significativamente sobre los sustratos cargados
negativamente.®* Esta mutante fue empleada en la adicién aldélica consecutiva entre

acetaldehido y sustratos electrofilicos no fosforilados (figura 1.28).5!

N3 (0] OH
(0] EcDERASer238Asp
NS0 2] > V\O’

Cl O._ .OH
0] EcDERASer238Asp
"o + 2 P >

Figura 1. 28: Biotransformacion utilizando EcDERA Ser238Asp y sustratos electrofilicos no fosforilados.

Como describimos anteriormente las aldolasas son muy utilizadas para sintetizar
analogos de azucares, por lo que el empleo de DERAs en dichas sintesis esta
ampliamente descripto en bibliografia. Chambre y colaboradores emplearon una DERA
de Arthrobacter chlorophenolicus (ArthroDERA) para sintetizar varios azlcares raros.®®
La secuencia de esta proteina, obtenida de bases de datos (UniProt), fue sintetizada y

luego clonada y sobre-expresada en Escherichia coli BI21 DE3.
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Si bien las aldolasas suelen ser especificas por su nucledfilo, ArthroDERA descripta
por Chambre puede aceptar diversos sustratos como dadores nucleofilicos (figura
1.29)..85-88 Esta promiscuidad catalitica ya habia sido reportada por otros autores, lo que
demuestra que la especificidad de DERA puede ser menos estricta de lo que se
pensaba.®® Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con las aldolasas dependientes
de DHAP mencionadas anteriormente, DERA es altamente estereoselectiva y los
productos que se obtienen empleando esta enzima poseen un exceso diasteromeérico

mayor al 95% para todos los casos.

Sustratos
(0] 0
(6] (@] | (0] ArthroDERA OH O
JdO 7N S A
+ -2 -2
OH OH OH OPO3 OPO4 I R Ry
1 2 3 4 OH 1
Productos
7- R1= CH3, R2=H
8- R1:H, RZZCH3
9- R4= OH, Ry=H
10- R4=OH, R,=CH,OH
Sustratos
(0] (0] (0] ArthroDERA OH O
| -
%& é *+  0opPo;2 —_—> OPO;2
OH OH n
5 6

Productos

11- n=1
12-n=2

Figura 1. 29: Adicion alddlica catalizada por ArthroDERA sintética.

Otro ejemplo del empleo de DERA se muestra en la figura 1.30 para la sintesis de
Epotilona A, un potente anticancerigeno. Los dos intermediarios de Epotilona A se
sintetizaron utilizando una estrategia quimioenzimética. La furanosa que se puede
observar en la sintesis del intermediario a, se realiz6 mediante una adicion alddlica
entre acetaldehido y 1,1-dimetoxi-2-propanol catalizada por ECDERA. Posteriormente,
diversas reacciones quimicas se llevaron a cabo hasta llegar al intermediario a con un

60% de rendimiento. En paralelo, el anillo lacténico requerido para formar el
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intermediario b se sintetizé utilizando DERA, acetaldehido y 3-hidroxi-2-metilpropanal
como sustratos. Finalmente, utilizando diferentes pasos quimicos de reaccién pudo

llevarse a cabo la sintesis completa de Epotilona A.*°

Sintesis de intermediario a

Sintesis de intermediario b Epotilona A

0 . O DERA o o /U ', (0] =
HOYLH A HOWH on ‘
H

/
o. OH PMP e
)\o
~
b

Figura 1. 30: Sintesis de intermediarios de Epotilona A utilizando DERA como biocatalizador.

1.3.2.1.5.1.1.2. Resistencia frente a acetaldehido

La funcién natural de DERA es utilizar el azicar formado por degradaciéon de los
desoxirribonucleésidos como sustrato. Al catabolizarlo se produce gliceraldehido-3-
fosfato y acetaldehido, los cuales ingresan a la glucdlisis y al ciclo de Krebs,
respectivamente.®® La presencia de acetaldehido funciona como un regulador del
catabolismo, haciendo que la enzima se inhiba cuando se encuentra en presencia de
elevada concentracion de este producto. Esta inhibicion dificulta la aplicacion de DERA
en la industria ya que, es necesario incorporar una gran cantidad de acetaldehido para
desplazar la reaccion hacia la sintesis. Es por ello que se ha puesto mucho esfuerzo en
dilucidar este mecanismo de inhibicién e, indirectamente, modificar la tolerancia de

DERA frente a su sustrato.
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Dick y colaboradores® describieron el mecanismo de inhibicion de EcDERA en
presencia de una alta concentracion de acetaldehido. Mediante estudios de
cristalografia se determind la estructura de DERA luego de una incubacién overnight
con acetaldehido (300 mM). Como se muestra en la figura 1.31 el producto de la adicion
alddlica de dos acetaldehidos (2) es propenso a deshidratarse, perdiendo un grupo
hidroxilo. Este producto de deshidratacién, que se denomina crotonaldehido (3), seria
el responsable de la inhibicién de DERA. En el mecanismo de inhibicién propuesto por
Dick, el crotonaldehido forma una base de Schiff con la cadena lateral de la Lisina 167
implicada en el sitio activo de la enzima (4). Posteriormente, el grupo tiol de la Cisteina
47, distante del sitio activo, acta como nucleéfilo y ataca al crotonaldehido unido a la
Lisina 167, formando una union covalente (5). Finalmente, se produce la hidratacién del

doble enlace formando el compuesto (6), haciendo que la modificacion sea irreversible.

Debido a que la Lys 167 implicada en la inhibicion de DERA se encuentra en el sitio
activo, modificar este aminoacido concluye en la pérdida de la actividad de DERA. Es
por ello que las modificaciones genéticas para obtener ECDERA resistente a elevada
concentracion de acetaldehido se centraron en sustituir la cisteina distante al sitio activo
por un aminoacido no nucleofilico, como metionina (C47M). Dicha cisteina se encuentra

conservada en DERAs de distintos microorganismos.

0 OH 0 H20 9 pN
o — = Y
H H ~ H
1 2 3
\ ‘ t\\ H,0

S oH S sc»
/k)\” ~_§‘ /'\/\N Lys) —~ /\/\N
Hz0

Figura 1. 31: Mecanismo de inhibicién de DERA propuesto por Dick.>?
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Sin embargo, Bramski®® y colaboradores han demostrado que esta forma de inhibicion
no es la unica. Al reemplazar la Cys47 de EcDERA por Leucina (aminoacido
voluminoso) la estabilidad de la enzima frente a la incubacion con acetaldehido y
crotonaldehido fue mayor respecto a DERAwt. En cambio, cuando Cys47 se reemplaz6
por Alanina o Glicina (aminoacidos menos voluminosos), DERA fue muy sensible a la
incubacioén con acetaldehido y crotonaldehido. Esto indicaria que, cuando la cavidad del
sitio activo de la enzima se vuelve mas pequefia, su resistencia aumenta. C47S fue la
Unica excepcién; aunque Serina y Cisteina son similares en tamafio, la variante que
posee la mutacién C47S resultd ser diez veces mas estable que DERAwt. Esto indica
que existe un mecanismo de inhibicion independiente de Cys47, donde otro aminoacido
sirve como un nucledfilo secundario (Thrl8). Al reemplazar Cys47 por aminoacidos de
gran tamafo, estos bloquean la adicion de Michael entre Thrl8 y crotonaldehido. Sin
embargo, al mutar Thrl8 se produce una pérdida de estereoselectividad, por lo cual esta
modificacion resulté poco viable debido a que la estereoselectividad es uno de los

aportes mas importantes de esta enzima.

Las modificaciones genéticas planteadas por Dick®? y Jiao'?* son las més utilizadas
para mejorar la resistencia de DERA frente a concentraciones elevadas de acetaldehido
y sus derivados. Sin embargo, durante mucho tiempo se han testeado DERAs con el fin
de encontrar microorganismos wild type que posean resistencia a elevadas
concentraciones de acetaldehido. Hoy en dia se han reportado varios microorganismos
wt con esta caracteristica,”® siendo los microorganismos termoéfilos los mas
prometedores. Sakuraba y colaboradores han clonado dos aldolasas de dos
microorganismos hiperterméfilos: Pyrobaculum aerophilum y Thermotoga maritima. En
ambos casos la actividad inicial se retuvo en un 50% luego de ser incubados 20 horas
con 300 mM de acetaldehido.®* En comparacién, con DERA de Rhodococcus
erythropolis, se retuvo solo el 30% de la actividad inicial luego de haber sido incubada
con 300 mM de acetaldehido durante 2 horas.®® Estos datos sugieren que existe una
relacion entre la estabilidad térmica de DERA vy la resistencia frente a concentraciones
elevadas de acetaldehido. En DERAs hipertermdfilas existen puentes de hidrogeno y
puentes salinos intermoleculares entre los dimeros de esta proteina, que son
responsables de la estabilidad de la proteina a temperaturas mayores a 50°C vy, a la vez,
aumentan la tolerancia a aldehidos. Jiao y colaboradores realizaron una mutacion

dirigida para contribuir a la formacion de estos puentes, cambiando acido glutamico por
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lisina en una zona distal al sitio activo (E78K) sobre DERA perteneciente a Lactobacillus
brevis (LbDERA). En la figura 1.32 se puede ver como esta mutacién induce a la
formacion de dos puentes de hidrogeno entre Lys78 y Val96 y entre Lys78 y Gly71. A
su vez, se forma un puente salino con Asp113. Esta mutante presenta una tolerancia a
sus sustratos de 700 mM (cloroacetaldehido) y 1400 mM (acetaldehido) y duplica el

rendimiento respecto a la enzima wild type .

Figura 1. 32: La mutagénesis dirigida que introduce una Lys78, genera dos puentes de hidrégeno con
Gly71y Val96 con una distancia de 2.8 y 2.9 A, respectivamente; y un puente salino con Asp113 con una
distancia de 2.6 A.

1.4. Estatinas

La hipercolesterolemia esta asociada a niveles elevados de colesterol en el plasma
sanguineo y representa un importante problema de salud publica. Aquellas personas
gue sufren de este sindrome metabdlico poseen mas riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares, las cuales son reconocidas como la principal causa de mortalidad y
morbilidad en el mundo.®”%® Para disminuir los valores de colesterol en sangre se
recomienda, en primera instancia, un abordaje no farmacolégico como actividad fisica o
estilo de vida saludable.®® Si los valores de colesterol continian siendo elevados se
prescriben estatinas. Las estatinas son inhibidores competitivos de la enzima 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa). Esta inhibicion evita la
conversion de HMG-CoA a mevalonato, precursor biosintético del colesterol 100-102

(figura 1.33a). La estructura de estas estatinas puede dividirse en tres partes (figura
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1.33b): (i) una cadena lateral con dos grupos hidroxilo quirales en forma de lactona o
hidrolizada que le confiere actividad biolégica, (i) un anillo hidrofébico que esta
involucrado en la union a la enzima HMG-CoA reductasa y (iii) grupos laterales que
definen la solubilidad de la molécula y sus propiedades farmacocinéticas.’®® Las
estatinas pueden clasificarse segin su forma de obtencion en tres tipos: naturales, semi-

sintéticas y totalmente sintéticas (super-estatinas).

a. 4‘ Acetil-CoA b '
HMG-CoA reductasal Estatinas
| HMG-CoA
|_ Mevalonato | H5;C
| Pirofosfato de farnesilo |
) !
I | Escualeno I
) ' Ry=H R,=H Compactina
I I Ri=H R, =CHj; Lovastatina
. ( | I . ) Ry =CHj; R, =CHj Simvastatina
Ub Colesterol Dolicol
| iguinona ] | Olestero ) . OlICO! | R1 =H R2 = OH Pravastatina

Figura 1. 33: a. Esquema simplificado de la biosintesis del colesterol. Las estatinas inhiben el paso de
conversion de HMG-CoA a Mevalonato. b. Estructura general de las estatinas: (i) cadena lateral con
actividad bioldgica (Azul); (ii) anillo hidrofdbico involucrado en la unién a la enzima HMG-CoA reductasa
(Negro); (iii) grupos laterales (Rojo)

Se denominan estatinas naturales a aquellas que fueron aisladas a partir de
fermentaciones (figura 1.34). Mevastatina, la primer estatina natural, fue descubierta
por Akira Endo alrededor de 1970. % Su estructura similar a HMG-CoA capturé la
atencion del grupo de trabajo cuando se analizaban los productos de fermentacién de
Penicillium citrinum. Posteriormente, se comprobé que la droga reducia el colesterol
unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL-C) en un 30%.% Si bien estos resultados
no cautivaron a la industria farmacéutica, alentaron la blsqueda de otros compuestos
similares. Aflos después, Stokker y colaboradores descubrieron una nueva estatina
natural como producto de fermentacion de Aspergillus terreus, denominada Lovastatina,

la cual reducia el porcentaje de LDL-C eficientemente.1%
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Figura 1. 34: Estatinas naturales de 1° generacion

Los ensayos clinicos de las estatinas naturales demostraron que, quienes las
consumian, presentaban varios efectos adversos. Es por ello que se llevaron a cabo
modificaciones estructurales de manera biocatalizada o quimica, dando como resultado
moléculas conocidas como estatinas semi-sintéticas, cuyos efectos adversos eran
menores y su efectividad mucho mayor (figura 1.35). Pravastatina, un analogo
biosintético de mevastatina,'°’ presenta en su estructura un grupo hidroxilo adicional.
Esta modificacion hace que la molécula sea mas soluble en agua, lo cual minimiza la
habilidad para penetrar la membrana lipidica de células no hepéticas y le confiere
especificidad a la molécula.’®® Por otro lado, simvastatina es un analogo semi-sintético
de lovastatina,'% cuya estructura presenta un grupo metilo adicional en la posicién 2 de

la cadena lateral sustituyente del ciclo.
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Figura 1. 35: Estatinas semi-sintéticas.
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Tanto las estatinas naturales como las estatinas semi-sintéticas presentan la cadena
lateral en forma de lactona. Estas pro-drogas al ingresar al organismo se hidrolizan a
acido 3,5-dihidroxiheptanoico, su forma activa.!® Las super-estatinas, en cambio,
poseen la cadena lateral ya hidrolizada (figura 1.36). Actualmente existen cuatro super-
estatinas comerciales: Fluvastatina, Rosusvatatina, Atorvastina y Pitavastaina. A
diferencia de las estatinas semi-sinteticas, las super-estatinas son completamente

sintetizadas mediante métodos quimicos y/o enzimaticos.®

©\ 0 OH OH O HyC._ _CH;
/\/‘\/‘\/u\ OH OH O
N Z N OH
H — N7 ™ OH
HiC )‘\ “
8 O Q L
(] 0=s.
c & ot F
g F
'.(7)‘ Atorvastatina Rosuvastatina
(4]
o
8- OH OH O
> N7 =
N P
o] F
\
Cerivastatina Pitavastatina

Figura 1. 36: Super-estatinas.

Aproximadamente un 5% de los pacientes que utilizan estatinas discontintan el
tratamiento.!! Se considera que una de las principales razones es que presentan
diversos efectos adversos como complicaciones gastrointestinales, fatiga, dolor de
cabeza o mialgias. Por ejemplo, la comercializacion de la super-estatina Cerivastina fue
suspendida puesto que produce miopatias (debilidad y dolor muscular) incluso en dosis
bajas.'!? Actualmente la sintesis de fArmacos para el control del colesterol esta centrada
en producir estatinas mas efectivas, modificando la estructura heterociclica sin alterar la
cadena lateral responsable de la actividad. Todas estas modificaciones se piensan en
pos de obtener menores efectos adversos, pero considerando al mismo tiempo un

equilibrio entre el tiempo de desarrollo y costo.

57



Capitulo 1: Introduccién

1.4.1. Sintesis quimica de precursores sintéticos de estatinas

La sintesis quimica, tanto de estatinas semi-sintéticas como super-estatinas,
normalmente contiene muchos pasos de reaccion, involucra proteccién y desproteccién
de moléculas y genera subproductos, lo que dificulta la purificacion.'*®* Por ejemplo, la
sintesis de Simvastatina a partir de Lovastina puede realizarse mediante un proceso
complejo de muchos pasos.!'* En el primer paso de reaccion (figura 1.37) Lovastatina
fue tratada con n-butilamina y cloruro de ter-butildimetilsililo (TBSCI) dando un producto
el cual es alquilado, posteriormente hidrolizado y nuevamente lactonizado para obtener
Simvastatina. Si bien el rendimiento de reaccion es elevado (91%), el costo de reaccion

es 5 veces mayor que la produccién de Lovastatina.!®

HO 0 oTBS oTBS
\Cf \CCONH(CH2)20H3 \CCONH(CHZ)ZCHs
0 OTBS oTBS
) ) CNH X o)

a) Butan-1-amina : :
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., z 1, =
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Figura 1. 37: Sintesis de Simvastatina a partir de Lovastatina.

La sintesis de intermediarios de Rosuvastatin y Pitavastatin a partir de un alcohol
alenilico (1) fue descripta por Spreider y Breit.}®* Como se observa en la figura 1.38 el
sustrato enantioméricamente puro (1) reacciona con paladio/DPEphos para producir 1,3
dioxano (2), el cual luego de una ozondlisis en presencia de diferentes difenilfosforilos

(3 0 4) producen los intermediarios de Rosuvastatin (ruta 1) y Pitavastatina (ruta 2).
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Las metodologias quimicas antes descriptas, se realizan en condiciones fuertes de
reaccion (temperatura elevada y pH muy altos) lo que hace el proceso de sintesis
guimica costoso y perjudicial para el medio ambiente. Es por ello que las nuevas

metodologias para sintetizar estatinas se basan en procesos quimioenzimaticos.

o O O
\)\)\)J\OMe 4
Ruta 1 Ruta 2
2 b,c
OMe
de
“/OH "“OH
f g
ROSUVASTATINA PITAVASTATINA

Figura 1. 38: Sintesis quimica de Rosuvastatina y Pitavastatina; Condiciones de reaccidn: a) paladio/
DPEphos, tolueno, 80°C, 16 h. b) O3, MeS, MeOH, -78°C. c) THF, -78 °C, 3 h . d) NaOH, EtOH, 80°C, 16 h.
e) HCl, tolueno, temperatura ambiente, 8 h. f) NaOH, Ca(OAc)2, THF, temperatura ambiente, 3 h. (g)
NaOH, CaClz,H:20, temperatura ambiente, 4 h.
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1.4.2. Sintesis quimio-enzimatica de precursores de estatinas

Desde las ultimas dos décadas, varios de los procesos quimicos involucrados en la
sintesis de estatinas empezaron a sustituirse por procesos biocatalizados. Como ya
hemos mencionado, el uso de biocatalizadores permite obtener productos quirales con

alta pureza estereoquimica en reacciones ecolégicamente sustentables.t’

Se han descripto en bibliografia varias metodologias biocatalizadas para obtener
precursores sintéticos de las cadenas laterales de las super-estatinas. Por ejemplo, la
sintesis biocatalizada del hidroxinitrilo (R)-4-ciano-3-hidroxibutirato de etilo propuesta
por Ma y colaboradores 8 involucra tres enzimas aisladas: una cetorreductasa (KRED),
una glucosa deshidrogenasa (GHD) y una halohidrina deshalogenasa (HHDH). Como
se puede observar en la figura 1.39, KRED reduce enantioselectivamente 4-
cloroacetato de etilo (1.39 (1)) para dar como producto (S)-4-cloro-3-hidroxibutirato de
etilo (1.39 (2)). El cofactor utilizado por KRED es regenerado utilizando GHD y glucosa
(agente reductor). Posteriormente, HHDH transforma 1.39 (2) en (R)-4-ciano-3-
hidroxibutirato de etilo (1.39 (3)); al cabo de 13 hs de reaccion se obtiene un 92% de
rendimiento y un exceso enantiomérico mayor a 99%. Esta reaccién de dos pasos es
una alternativa favorable a las primeras sintesis reportadas, donde las reacciones
biocatalizadas involucraban un ultimo paso quimico en condiciones fuertes de reaccién
(pH alcalino y elevada temperatura) para formar 1.39 (3) desde 1.39 (2) o 3-hidroxi-4-
bromobutirato de etilo 1.40 (1) (figura 1.40). **° Una vez obtenido 1.39 (3), por una nueva

serie de pasos quimicos puede sintetizarse, por ejemplo, atorvastatina (Figura 1.41).

o o© OH © OH O
a A~ %CIMO/\ HHDH o Ne A g~
1 2 HCN 3

NADPH NADP

Nafgluconato<¥ Glucosa
GDH

Figura 1. 39: Sintesis biocatalizada de (R)-4-ciano-3-hidroxibutirato de etilo (3) utilizando tres enzimas.
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Figura 1. 40: Sintesis quimioenzimatica de (R)-4-ciano-3-hidroxibutirato de etilo.

MeO. OMe

NaBH, MeOBEt, > ><

OH tBu-Ac OH

Q THF/MeOH OH  OH acetona MeOH oo H,, Ni-Raney
chk/COzEt LD_>A THF NCMCOZBU — = NC\)\/k/COﬂ?’U \/k)\/ MeOH NH,
NC CO,Bu

1.39 (3)

o]
O 0 Heptano, tolueno, THF N ’%

\/{{ HCl NaOH
scido pivali MeOH, H,0 MeOH, H,0
/\/‘\/k/cozsu —acidopivalico CoBut — 2> ———%
HyN oo
O
HN
RS

Figura 1. 41: Sintesis de Atorvastatina utilizando 1.39 (3) como precursor.
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Otro precursor sintético de super-estatinas es (3R,5S) dihidroxi-6-benciloxihexanoato
de etilo (figura 1.42 (2)). La sintesis de este compuesto descripta por Wu y
colaboradores!®® se puede observar en la figura 1.42. En este caso, 3,5-diceto-6-
benciloxihexanoato de etilo (1) es reducido a (2) utilizando células enteras de
Escherichia coli que co-expresan una dicetorreductasa (DKRED) y una GDH. La enzima
GDH ayuda a desplazar el equilibrio hacia la formacion de (2); al cabo de 6 hs de
reaccion se obtiene una conversion completa de este producto con un exceso
enantiomérico del 99.5%.
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0] 0] 0] OH OH 0]
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Figura 1. 42: sintesis de (3R,5S) dihidroxi-6-benziloxihexanoato de etilo.

Adicionalmente, Metzner y colaboradores,’? han descripto un proceso
quimioenzimatico de alta productividad para la sintesis de un precursor de rosuvastatina
utilizando hidrolasas. Como se puede observar en la figura 1.43, en el primer paso de
reaccion se produce una acetilacion en el grupo hidroxilo de 1 utilizando como
catalizador Zn(ClO,).. Los pasos dos y tres involucran dos hidrolasas, a-quimiotripsina
y cefalosporina C acetilesterasa, respectivamente. Como resultado de estos pasos de
reaccion se obtiene el acido (R)-5-etoxi-3-hidroxi-5-oxopentanoico (4) con un
rendimiento mayor al 95% y un exceso enantiomérico del 97%. El crudo de esta reaccién
se silil6 para obtener 5 y posteriormente se purificd. Este Unico paso de purificacion
incrementa el rendimiento final de la reaccién. Los pasos quimicos siguientes dan como

resultado el intermediario 7, con excelentes rendimientos.

O OH O Zn(ClOy), Y a-guimiotripsina Y C:g:lﬁ:ggrlgzac O OH O
w Q o it 2 't Q w
EtO OEt|  Ac,0 M A ISP HO OEt
EtO OEt HO OEt
1 2 3 4
TBDMS-CI
1H-Imidazol
Pasos quimicos SiMe,t-Bu
B e ——— (o] (o] (o]
HO OEt

Figura 1. 43: Sintesis quimioenzimatica de precursor de rosuvastatina, utilizando hidrolasas.
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Sin embargo, la utilizacion de DERA en la sintesis de precursores de estatinas es uno
de los caminos mas prometedores debido a que la incorporacion de los 2 centros
quirales de la cadena lateral -responsable de la actividad biologica- se puede realizar al
mismo tiempo en el paso biocatalizado.®® Los productos de la doble adicién aldélica
catalizada por DERA se ciclan espontaneamente produciendo 2,4,6-tridesoxi D-eritro-
hexapiranosas quirales (1) estables, los cuales mediante un paso siguiente de oxidacion
quimica o biocatalizada se convierten en la correspondiente lactona, cuya estructura
coincide con la cadena lateral de estatinas (2) (figura 1.44).122 La oxidacién quimica
puede realizarse utilizando varias metodologias; el empleo de una solucion acuosa de
hipoclorito de sodio y acido acético es considerado el menos téxico y mas econdémico
de todos.*’

SENE SRS SRy

Olln

Oxidacion

Figura 1. 44: Sintesis de precursores de estatinas utilizando DERA.

Si bien esta sintesis quimioenzimatica es la mas descripta en bibliografia, el disefio
de una cascada multi-enzimatica es una de las metodologias mas prometedoras. La
utilizacion de DERA y una enzima oxidorreductasa lleva a la produccién de
intermediarios puros de la cadena lateral de las estatinas, en condiciones suaves de
reaccion con elevada productividad y potencialmente escalables.'® Recientemente,
Svarc y colaboradores,?* han sugerido una ruta de sintesis one-pot de un precursor de
la cadena lateral de atorvastatina (figura 1.45). En el primer paso de esta ruta, DERA

cataliza la adicion alddlica entre acetaldehido (1) y N-fenilacetil-3-aminopropanal (2).
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Posteriormente, el producto de esta adicion alddlica (3), es consecutivamente oxidado
por una cetorreductasa (KRED) y esterificado utilizando una lipasa y vinilacetato. El
precursor de la cadena lateral (5) es finalmente producido empleando penicilina G-
acilasa (PGA), en condiciones suaves de reaccién. La utilizacién de 2 como sustrato,
permite que 4 pueda ser facilmente desacilado. Una vez obtenido 5 se puede continuar

con la sintesis quimica de atorvastina en forma similar a lo descripto en la figura 1.41.

OH OH
(6] (0] (0] KRED (o]
A8 5 = Qg L1 =% 1]
N o) ” O OH H (0] (0]

H Z)J\
H

2 1 3 Lipasa )J\
o™

OH OH O o/go J%

o) ~ AN N H PGA o °

/N OH - o ‘

iye — S — O

a—

O HoN 0o N o~ ~o
O =

Atorvastatina 5 4

Figura 1. 45: Sintesis enzimdtica de precursores de Atorvastatina.

Las sintesis antes descriptas involucran a DERA como enzima responsable de la
produccion de la cadena lateral activa de las estatinas. A lo largo de este trabajo doctoral
se empleara una variante de esta metodologia para la sintesis de nuevos derivados de

estatinas.
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Objetivos

En funcién de lo desarrollado en el capitulo anterior se puede decir que las estatinas,
drogas que contribuyen a disminuir la concentracion de colesterol en sangre,
representan un desafio para la quimica sintética. Si bien la cadena lateral hidroxiacida
quiral, conservada en todas las estatinas, es la responsable de la actividad bioldgica, el
ciclo al cual esta unida estd muy ligado a otras caracteristicas como biodisponibilidad y
efectos adversos.! Dicho ciclo fue evolucionando desde la decalina, en las primeras
estatinas naturales, hasta heterociclos complejos en las super-estatinas (figura 2.1) con

el fin de mejorar la eficiencia de la droga.

OH OH O

V N/\/'\/k)J\OH
o

Rosuvastatina Atorvastatina

Figura 2. 1: Ejemplo de super-estatinas comerciales.

En consecuencia, existe una constante busqueda de nuevos analogos de estatinas
con mayor actividad y menos efectos adversos. Por ejemplo, la estatina SIPI-4884
(figura 2.2) sintetizada por Cai y colaboradores, resultdé ser mas potente en la inhibicion

de HMG-CoA que la estatina comercial Rosuvastatina.?

Figura 2. 2: Estatina SIPI-4884.

81



Como se ha mencionado, los métodos quimicos para sintetizar estatinas
generalmente contienen varios pasos de reaccion, los cuales involucran proteccion y
desproteccion de grupos funcionales. Ademds, estas metodologias implican
condiciones de reaccion fuertes, medios basicos y/o acidos a temperaturas altas, y
costos de produccién elevados. Por tal motivo, es importante el uso de metodologias de
sintesis compatibles con el medio ambiente, que rindan nuevas estructuras mas
eficientes y mas econémicas.® La Biocatalisis demostré ser una alternativa favorable
debido a que las reacciones se generan en condiciones suaves y con un estricto control
estereoquimico. En particular, empleando 2-desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA)
como biocatalizador, se obtuvieron 2,4,6-tridesoxihexosas sustituidas en C-6, las
cuales, previa oxidacién a lactona, fueron empleadas para introducir la cadena lateral

en los heterociclos y formar super-estatinas.

Por otro lado, los andlogos de nucleésidos forman parte de una gran cantidad de
compuestos farmacoldgicamente activos, en particular como antivirales. Su estructura
mimetiza a un nucleésido natural e interrumpe la biosintesis de ADN o ARN, o actta
como un inhibidor de otras enzimas claves en el metabolismo del patégeno.* De forma
similar, muchos de ellos presentan actividad antitumoral. Existe un permanente interés
en generar nuevas estructuras. En particular, desoxinucledsidos®® (figura 2.3) como
AZT e Islatravir -importantes antivirales- o Floxuridina —antitumoral- pueden ser
preparados quimioenzimaticamente a partir de 2-desoxirribosa-5-fosfato (DR5P)

sintetizada de forma biocatalizada empleando DERA

H

o H N=\ y o_ H
N 7. N

HO YNMoo  HN_L N, O /OH  HO NN o
Ol ~Or=

S N
T 0 F
N3 F HO

AZT Islatravir Floxuridina

Figura 2. 3: Desoxinucledsidos modificados con actividad farmacoldgica
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Por otro lado, los nucledsidos aciclicos, cuya cadena alquilica permite adoptar la
configuracion adecuada para unirse en el sitio activo de las enzimas implicadas en el
metabolismo, han dado como resultado drogas de alta actividad terapéutica.® Podemos
mencionar entre ellos Aciclovir o Ganciclovir, altamente efectivos para tratamientos

contra herpes.

Un ejemplo particular es eritadenina (figura 2.4), un analogo aciclico de adenosina,
gue posee una comprobada actividad tanto antiviral como antihipercolesterolémica.’
Este farmaco modula el metabolismo de los fosfolipidos hepaticos por la inhibicion de la

enzima S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa (SAHH).

0
N O
OH OH ~

</N 7 ONH HoN N*'\\l NWN
N N/) m MO HO:>§/OJ HN—{

HO QN OH
LOJ 0o NH,

Aciclovir Eritadenina Ganciclovir

Figura 2. 4: Nucleosidos aciclicos con actividad biolégica.

En este contexto, el objetivo general de esta Tesis doctoral fue la
obtenciéon, mediante caminos biocatalizados por DERA, de intermediarios y/o

precursores de analogos de nucleésidos con actividad farmacolégica.
Para alcanzar el objetivo propuesto, se postularon tres objetivos especificos:

- Desarrollar biocatalizadores basados en DERAs de diferentes fuentes
microbioldgicas, modificadas genéticamente. Se utilizaron DERAs pertenecientes a
Pectobaterium atrosepticum y Lactobacillus brevis, las cuales fueron sobre-expresadas
y/o modificadas genéticamente para obtener variantes activas frente al empleo de
concentraciones elevadas del acetaldehido.

- Sintetizar DR5P como intermediario de la sintesis de desoxinucledsidos,

empleando la reaccion natural de DERA a partir de gliceraldehido-3-fosfato o glucosa
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(como su precursor metabdlico) y acetaldehido (figura 2.5), utlizando los

biocatalizadores obtenidos en forma de células enteras.

Q
HO-PO
HO—Fl’O — ) — OH
HO
OH
Gliceraldehido-3-fosfato Acetaldehido 2-desoxirribosa-5-fosfato

Figura 2. 5: Sintesis de DR5P biocatalizada por DERA.

- Obtener 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexosas 6-sustituidas como precursores de
potenciales estatinas, haciendo uso de la capacidad de DERA de dar reacciones de
adicion alddlica secuenciales. La estrategia que se plante6 en este objetivo consistié en
un proceso quimio-enzimatico que involucroé la preparacion de un aldehido derivado de
bases nitrogenadas seguida de la biotransformacion con DERA para generar un aldol
ciclico quiral. La oxidacién de este compuesto a lactona permitiria formar el analogo de
estatinas. Un esquema de la reaccidn se muestra en la figura 2.6. Cabe aclarar que
esta metodologia no solo tuvo la novedad de utilizar bases nitrogenadas como
alternativa de los heterociclos habituales de estatinas, sino que es la primera sintesis

reportada en construir la molécula desde el heterociclo.
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Figura 2. 6: Estrategia quimio-enzimatica planteada para la sintesis de nuevos analogos de estatinas.

Estos objetivos se desarrollaran en los siguientes capitulos:

- Capitulo 3: Optimizacién de biocatalizadores

- Capitulo 4: Sintesis biocatalizada de desoxirribosa-5-fosfato

- Capitulo 5: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa

- Capitulo 6: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa 6-
sustituidas

- Capitulo 7: Oxidacion de lactoles.
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3.1. Introduccién

Como se menciond previamente, 2-desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA), es una
aldolasa del tipo | y la Unica reportada dependiente de acetaldehido. Su reaccién natural
involucra la adicién alddlica reversible y estereoselectiva entre gliceraldehido-3-fosfato
(G3P) y acetaldehido para dar 2-desoxirribosa-5-fosfato (DR5P). Si bien el equilibrio de
esta reaccion esta desplazado hacia la descondensacion, esto puede ser solucionado
con el uso de concentraciones elevadas de acetaldehido. No obstante, DERA wild-type
presenta una fuerte inhibiciéon por este sustrato! por razones de regulacién metabélica
ya descriptas en el capitulo 1, y por este motivo existe una bldsqueda constante de
nuevas fuentes con mayor tolerancia al mismo.2 Con el fin de encontrar una DERA con
estas caracteristicas, en nuestro grupo de trabajo se ha llevado a cabo un screening
jerarquico sobre el cepario del laboratorio. El screening conté con un primer paso de
selecciéon de microorganismos que pudieran crecer en un medio liquido cuya Unica
fuente de carbono fuera desoxirribosa (DR). Las 41 bacterias seleccionadas capaces de
metabolizar DR fueron sometidas a un segundo paso de screening para testear su
resistencia a concentraciones altas de acetaldehido. Luego de un tercer paso de
screening que involucrd la sintesis de DR5P a partir de G3P y acetaldehido, se
selecciond Pectobacterium atrosepticum (previamente Erwinia Caratovora) como el
mejor biocatalizador. Esta bacteria, con actividad DERA, se empled para preparar
DR5P a partir de diversos precursores de G3P, con moderados rendimientos y en

presencia de 200 mM de acetaldehido.?

Debido a que Pectobacterium atrosepticum resulté ser un buen biocatalizador, su
DNA gendmico se extrajo y se envio al Laboratorio de Biocatalisis de la Universidad
Tecnologica de Delft, con el cual nuestro laboratorio se encuentra en colaboracion.
Dicho grupo cloné y expreso el gen deoC perteneciente a Pectobacterium atrosepticum
en pET 28a(+).

Se obtuvieron cuatro variantes de DERA de Pectobacterium atrosepticum: PaDERA
N-His, PaDERA C-His, PaDERA C49M C-His y PaDERA AA C-His. Adicionalmente, se
obtuvo de dicha colaboracion otra DERA perteneciente a Lactobacillus brevis sobre-

expresada y modificada genéticamente.

Este capitulo describe la optimizacion de estos biocatalizadores. Parte de la

expresion y la purificacion de estas DERAs recombinantes se realizé mediante una
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pasantia en el Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari, perteneciente a la

Universidad de Buenos Aires.
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3.2. Materiales y métodos

Los reactivos analiticos y los sustratos se adquirieron en Sigma Aldrich, los solventes
organicos utilizados en Sintorgan y los componentes del medio de cultivo en Britania y

Biopack.

Escherichia coli DHS5a (Invitrogen) y Escherichia coli BL21 (DE3) (ATCC 47092,
deficiente en fosfatasas &cidas) se utilizaron como cepas de clonado y expresion,
respectivamente. Los plasmidos (PaDERA N-His, PaDERA C49M C-His y LbDERA
C42M E78K C-His) obtenidos en colaboracion con la Universidad Tecnologica de Delft
(Paises Bajos) se transportaron a la Universidad en papel Whatman FTA.

Los medios de cultivo fueron Luria Bertani (LB) (bacteriotriptona 1%p/v, extracto de
levadura 0,5%p/v, NaCl 1%p/v; pH 7,5), LB low-salt (bacteriotriptona 1%pl/v, extracto de
levadura 0,5%p/v; pH 7,5), LB con kanamicina (LB-kana) (bacteriotriptona 1%pl/v,
extracto de levadura 0,5%p/v, NaCl 1%p/v; pH 7,5, 30 pg/ml kanamicina).

3.2.1. Extraccion de los plasmidos

Se cort6d el papel Whatman FTA -que contenian los plasmidos- en dos partes, se
deposité uno de los trazos en un eppendorft estéril y se agregaron 100 pl de agua
destilada estéril. Luego de 15 minutos a temperatura ambiente se lo puso en un bloque
seco a 80°C o 98°C. Se separd el papel del agua y se conservo el liquido para la
posterior transformacion. 2 ul del plasmido en solucién se utilizaron para cuantificar los

acidos nucleicos utilizando un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

3.2.2. Generacion de Escherichia coli DH5a electro-competentes

Se realiz6 un preindculo de Escherichia coli DH5a en 5 ml de medio LB y se lo dej6
crecer a 37°C y 200 rpm overnight. Al dia siguiente se realiz6é una dilucion 1/10 en medio
LB low salt (volumen final 200 ml) y se lo dejo a 37°C y 200 rpm hasta que la medicién
de DOeoo fue 0,5. Se centrifugd el cultivo durante 10 minutos a 5000 rpm y se descarto
el sobrenadante. Se resuspendi6 el total del pellet bacteriano con 1000 ml de una
solucion 10% de glicerol en agua MiliQ. Se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm,
se descarté el sobrenadante y el total del pellet se resuspendié en 20 ml de glicerol al

10%. Se centrifugd durante 10 minutos a 5000 rpm y el pellet bacteriano se resuspendi6
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en 2 ml de solucion. Se alicuotaron 500 pl en eppendorfs y se conservaron a -80°C hasta

su utilizacion.

3.2.3. Transformacion en Escherichia coli DH5a electro-

competentes

Se utilizé el equipo Gene Pulser (BioRad) para electroporar las bacterias con los
plasmidos obtenidos en el inciso 3.2.1 en 500 ul de Escherichia coli DH5a obtenidas en
el inciso 3.2.2. Las bacterias transformadas fueron incubadas a 37°C durante 1 h en
medio LB sin antibidtico. Posteriormente se sembraron en placas de Petri con LB-kana

sélido donde se observo el crecimiento de colonias aisladas.
3.2.4. Miniprep

Se realiz6 un preinéculo de una colonia aislada de las bacterias obtenidas en el punto
3.2.3 en 5 ml de LB-kana, se dejo overnigth a 37°C, 200rpm. Al dia siguiente se
centrifugd el cultivo a 3500 rpm durante 5 minutos. El pellet bacteriano se resuspendio
en 100 uL de solucién | de miniprep. Se centrifugd nuevamente; al pellet bacteriano se
le agregaron 200 pL de la solucién Il de miniprep y se mezclé por inversion. Se dejé 5
minutos a temperatura ambiente, luego se agregaron 150 pL de la solucién lll de
miniprep y se volvié a mezclar por inversion. Se centrifugd durante 10 minutos a 13000
rom y se conservé el sobrenadante. Se agregaron 500 pL de cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1, se homogeneizd, se centrifugd a 13000 rpm y se conservo la fase
acuosa. Este ultimo paso se repitio tres veces. A la suma de las fases colectadas se le
agreg6 1 volumen de isopropanol, se homogeneizé y se incubé a -20°C durante 15
minutos. Posteriormente, se centrifugd a 13000 rpm durante 20 minutos y el pellet se
lavé con 500 pL de una solucién de etanol 70%v/v. Se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones, se descart6 el sobrenadante y el pellet se secé a temperatura ambiente.

Por ultimo, se resuspendioé en 20 pL de agua destilada estéril.

Composicion de las soluciones de miniprep:
e Solucion I: 50 mM glucosa, 25 mM tris base, 10 mM EDTA; pH 8
e Solucion II: 0,2 M NaOH, 1% p/v SDS
e Solucién lll: 60 ml de Acetato de potasio 5M, 11,5 ml de Ac. Acético, 28,5 ml de

agua
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3.2.5. Electroforesis en gel de agarosa 1%

Todas las minipreparaciones obtenidas en el inciso 3.2.4 se sembraron en un gel de
agarosa 1%. Se agregl 1 g de agarosa y 100 mL de buffer TAE en Erlenmeyer y se
calentd en un horno de microondas dando pulsos de 30 segundos hasta lograr una
mezcla homogénea. Se agregd bromuro de etidio en una concentracion final 0,5 pug/ml.
Se vertid la solucién en la bandeja y se agrego el peine. Se dejé enfriar, se retird el peine
y se agrego6 buffer TAE hasta cubrir el gel. Se colocaron 5 pL de muestras de ADN en
cada pozo con buffer de cargay se corrio el gel a 70 volts por una hora. Se observé con

transiluminador.

Composicion del buffer:
Buffer TAE 1X: 0,04 M tris base, 0,02 M &cido acético glacial, ImM EDTA; pH8

3.2.6. Generacion de Escherichia coli BL21 DE3 competentes

térmicas

Se realizé un preinéculo de Escherichia coli BL21 DE3 en 5 ml de medio LB y se lo
dejo crecer a 37°C y 200 rpm overnight. Al dia siguiente se realiz6é una dilucién 1/10 en
medio LB (volumen final 10 ml) y se lo dejé a 37°C y 200 rpm hasta que la medicion de
DOsoo fue igual a 0,5. Se centrifugd el cultivo durante 10 minutos a 3900 rpm y se
descart6 el sobrenadante. Se resuspendio el pellet bacteriano en 4 ml de una solucion
20 mM de CaCl;, 80 mM de MgCl.. Se separaron los 4 ml en cuatro eppendorf
conteniendo 1 ml cada uno, se centrifugaron 5 minutos a 3900 rpm y se descarto el
sobrenadante. A cada eppendorf se le agregd 100 pl de una solucién de MgCl, 100 mM.

Se conservaron en hielo para transformar.

3.2.7. Transformacion de Escherichia coli BL21 DE3 competentes

térmicas

A 500 pl de las bacterias competentes térmicas se le agregd 5 ul del plasmido
obtenido de las minipreps del inciso 3.2.4. Se lo llevé a hielo durante 2 minutos y luego
a un bafio de agua a 45°C. Las bacterias se dejaron a 37°C y 200 rpm durante 1hy,

transcurrido ese tiempo, se plaguearon en LB-kana sélido.
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3.2.8. Preparacion de criotubos, stock de guardado y stock de

trabajo

Se tomé una de las colonias aisladas de cada una de las bacterias recombinantes
obtenidas en las placas de los incisos 3.2.3 y 3.2.7 y se realiz6 un cultivo de 10 ml en
LB-kana, se dej6 a 37°C y 200 rpm. Al cabo de un dia, 850 pl del cultivo saturado se
mezclaron con 150 pl de glicerol estéril y se conservo a -80 °C como stock de guardado

y stock de trabajo.

3.2.9. Cultivo de bacterias recombinantes

A partir del stock de trabajo de Escherichia coli BL21 (PaDERA N-His), Escherichia
coli BL21 (PaDERA C49M C-His) o Escherichia coli BL21 (LbDERA C42M E78K C-His)
se realizé un preindculo de 5 ml de medio LB-kana, se dejo overnight a 37°C y 200 rpm.
Al dia siguiente, se utilizaron 2,5 ml del cultivo para inocular 250 ml de medio LB-kana
y se lo dejo a 37°C y 200 rpm hasta DOs=0,5. Se agreg6 IPTG en una concentracion
final de 50 mM, 100 mM, 400 mM o 1 My se dejé overnight a 28 °C y 180 rpm. Una vez
transcurridas las 16 hs, el cultivo se centrifugé a 4°C a 9000 rpm y se descart6 el
sobrenadante. Las células enteras se resuspendieron en buffer 100 mM fosfato de
potasio pH 7 hasta obtener una concentracion de 30 g de células en 100 ml de buffer

para continuar con la obtencién del extracto libre de células (ELC).

3.2.10.  Extracto libre de células (ELC)

La suspension de células (obtenida en el inciso 3.2.9) se sonicé con un sonicador
de punta (Vibra-Cell VCX 130 PB) cinco ciclos de 20 seg y descanso de 40 seg y se
centrifugd a 4°C a 9000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se colecto y se dej6
en agitacion a 4°C durante 1 hora. Se agreg6 estreptomicina y se dejo en agitacion a
4°C durante 1 hora. Se centrifugd a 4°C y 9000 rpm durante 10 minutos. Se alicuoté en
eppendorfs conteniendo 500 ul del extracto libre de células (ELC) y se conserv6 a -80°C.

3.2.11. Purificacion de enzima
3.2.11.1. Purificacion en batch

Se agreg6 20 ul de resina Ni-Sefaros 6 Fast Flow (GE- Healthcare) a 1 ml de ELC
obtenido en el inciso 3.2.10 y se agitd en agitador orbital a 4°C durante 1 h. Se

centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto y el sobrenadante se guardé en hielo. Se
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agregaron 200 pl de una solucion 5 mM de imidazol en buffer fosfato de potasio 100
mM, pH 7, se dej6 un minuto a temperatura ambiente y se centrifugd a 13000 rpm
durante 1 minuto; se conservé el sobrenadante en frio. Se repitié el procedimiento con
soluciones de imidazol 20 mM, 100 mM, 250 mM y 500 mM. Las fracciones fueron
colectadas y concentradas mediante centricon vivaspin 15R (Sartorius). La proteina
concentrada fue desalada usando una columna PD-10 (GE, Healthcare, New York, NY,
USA) y 2 ml de buffer fosfato de potasio 100mM pH 7.

3.2.11.2. Purificacion de enzima utilizando columna empaquetada

Se realizé una cromatografia de afinidad utilizando una columna IMAC-Ni*2. 1 ml de
ELC obtenido en el inciso 3.2.10 se sembro en la columna. La muestra se eluy6 con 1
volumen de una solucién 150 mM de NaCl en buffer Tris 20 mM pH 9 y luego se
adicionaron 2 volumenes de solucion de imidazol 0,5 M. Las fracciones fueron
colectadas y concentradas mediante centricon vivaspin 15R (Sartorius). La proteina
concentrada fue desalada usando una columna PD-10 (GE, Healthcare, New York, NY,
USA) y 2 ml de buffer fosfato de potasio 100mM pH 7.

3.2.12. Determinacién de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas se utilizd el ensayo de Bradford
empleando 200 ul del reactivo de Sigma Aldrich y 10 ul de las fracciones proteicas a
determinar. Se midi6 a 595 nm utilizando Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader
(BioTek). Se prepar6 la curva de calibracién de albamina bovina (BSA) en un rango
desde 0 mg/ml hasta 1 mg/ml.

094+ g |
0,8 0. $
0,7

05+ . ®

efa

03 @
0,2
0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8
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Figura 3. 1: Curva de calibracion de BSA. Recta de regresion lineal: y=1,0748 x + 0,3058, R = 0,979
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3.2.13.  Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para corroborar la expresién proteica, se realiz6 una electroforesis en gel de
poliacrilamida 15%. Para ello, se emplearon el separating gel y el stacking para montar
el sistema electroforético en un equipo vertical gel system (BIO-RAD). Se prepararon
las muestras para sembrar en el gel. Se alicuotaron 5 pl de las fracciones de proteina
pura o ELC, segun corresponda, en un eppendorf y se agregaron 10 pl de sample buffer
y 5 ul de B-mercaptoetanol. Se llevaron a un bafio de agua a ebullicibn durante 5
minutos. Una vez transcurrido ese tiempo, se sembré cada fraccién en las calles del gel.
Se sembré también un marcador de peso molecular (rango de 11 KDa a 245 KDa). La
corrida se realizd a 90V durante 3 h. Los geles se tifieron utilizando Coomassie Brillant
Blue R250 durante 2 h. Luego se destifieron utilizando la solucion de destefido.

Composicion de las soluciones utilizadas:

e Separating gel: 2,5 ml de acrilamida:bisacrilamida 37,5:1, 2 ml buffer tris pH 8
100 mM, 50 pl SDS 10% p/v, 400 ul agua, 2,5 pl TEMED, 50 ul APS 10% p/v.

e Stacking gel: 0,7 ml de acrilamida:bisacrilamida 37,5:1, 0,65 ml buffer tris pH 8
100 mM, 50 pl SDS 10% p/v, 3,55 ml agua, 5 pl TEMED, 50 ul APS 10% p/v.

e Sample buffer 2X: azul de bromofenol 0,2%p/v, glicerol 20%p/v, SDS 4%p/v en
buffer Tris 100mM pH 6,8

e Coomassie Brillant Blue R250: 0.1% del reactivo comercial en 25% metanol, 10%
acido acético

e Solucion de destefiido: 30%v/v metanol, 10%v/v acido acético y 60%v/v de agua

3.2.14. Ensayo de actividad

El ensayo de actividad se realizé en una cubeta de 500 pl conteniendo buffer fosfato
de potasio 100 mM pH 7, 0,2 mM NADH, 0,4 mM DR5P, 4 uL de a-glicerol fosfato
deshidrogenasaltriosafosfato isomerasa (a-GDH-TPI) y 5 pyL de proteina purificada. La
reaccion se inici6 con la adicion de DERA y se monitore6 el decaimiento de la
concentracion de NADH a longitud de onda 340 nm. 1U de actividad enzimatica fue
definida como la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 1 ymol de DR5P por

minuto a una temperatura de 28 °C.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1. Disefio de las cepas

Como mencionado, en un trabajo previo en nuestro laboratorio se report6 la bacteria
Pectobacterium atrosepticum con actividad DERA, capaz de tolerar un maximo de 200
mM de acetaldehido. En el marco de un proyecto con el grupo de Biocatdlisis de la
Universidad Tecnoldgica de Delft, el gen deoC (figura 3.2), perteneciente a P.
atrosepticum, se sobre-expreso y mutoé con el fin de obtener distintas variantes con una
tolerancia a su sustrato aun mayor que DERA wild-type (PaDERA wt). La construccién

del plasmido se realiz6 utilizando el vector pET-28a+.

ATGACCAAGCTGACCACGGCCGCGCAGCGCGCGCTGGCGTTGATGGATTTAACCACGCTGAATGAGGATG
ATACGGATGAAAAAGTGACGGCACTCTGCCGTCAGGCAAATAGCCCGGCAGGAAAAACTGCTGCTATCTG
TATCTATCCACGTTTTATCCCCCTGGCGAAAAAAATCCTGCGTGAGCAGGGTACGCCGGATATCCGTATT
GCGACGGTGACCAACTTCCCGCACGGCAATGATGATGTTGACATCGCTGTTGCAGAAACCAGAGCGGCGA
TAGCCTATGGCGCTGATGAAGTTGATGTCGTATTCCCTTACCGAGCACTGATTGCAGGCAATGCGCAAAT
TGGTTTTGAGCTGGTGCAGGCATGCAAAGCCGTATGTCAGGATGCCCACGTGCTGCTGAAGGTGATCATC
GAGACAGGCGAGCTGAAACAGGAAACGCTGATACGTCAGGCGAGCGAGATTGTCATTGATGCGGGTGCCG
ACTTCATTAAAACCTCAACCGGTAAAGTGCCGGTGAACGCGACGCCGGAGAGTGCCTCGATCATGCTGAA
GACGATCCGCGATAAAGGCGTGGGTGAGTATGTCGGCTTTAAAGCCGCTGGCGGCGTGCGTAACGCGGAA
GACGCCGCCATTTATCTGCAACTGGCGGACGATATCATGGGCGCTGAATGGGCGAATGCGCAGCATTTTC
GCTTTGGCGCATCCAGTTTGCTGGCGAGCCTGCTGACAACGCTCGGACACGCGGCAGCGGCCCCACAGGG
CAGCTACTAA

Figura 3. 2: Secuencia del gen deoC perteneciente a Pectobacterium atrosepticum.

La sobre-expresion de la enzima nos permitié tener mayor concentracion de DERA
respecto a su variante wild-type. Cuanto mayor sea la carga del biocatalizador, el
sustrato se consumird mas rapido y, por lo tanto, la velocidad de reaccién sera mayor.
A su vez, el consumo rapido de acetaldehido favorece la tolerancia a este sustrato ya
gue pasa menos tiempo en el medio de reaccion. Por otro lado, las modificaciones

genéticas realizadas tuvieron como finalidad aumentar ain mas dicha resistencia.

En un primer experimento, DERA fue sobre-expresada agregando un Tag de
histidina, el cual permite su purificacion, en el extremo N-terminal (PaDERA N-His) de
la enzima. Debido a que se han reportado varios estudios en donde la adicién de dicho

Tag puede producir cambios inesperados en el plegamiento como en las propiedades
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de la proteina,*® el grupo colaborador decidi6é también sobre-expresar DERA con el Tag
de histidina en el C-terminal (PaDERA AA C-His). En la figura 3.3 se puede observar la
secuencia de amino&cidos correspondientes a DERA de Pectobacterium atrosepticum,

con el Tag de histidina en el C-terminal.

SLLASLLTTL GHAAAAPQGS YSEEHHHHHHStor

Figura 3. 3: Secuencia de aminoacidos de PaDERA AA C-His. Celeste: aminoacidos agregados, Gris: region
conservada, Amarillo: Tag de histidinas, Rojo cisteina del sitio activo.

Ademas del Tag, se puede observar la presencia de 5 aminoacidos extras, que
corresponden al proceso de clonado, 2 aminoacidos en el N-terminal y 3 aminoacidos
entre la enzima y el Tag de histidina.

Si bien el agregado de pequefias secuencias de aminoacidos en la proteina de
interés previene la alteracion de algunas de sus propiedades (por ejemplo, el
plegamiento incorrecto, la solubilidad de la proteina, el impedimento estérico al
momento de unirse con su sustrato, etc), estas modificaciones dependen
exclusivamente de la enzima.”® Con el fin de testear que la actividad de DERA no se
vea afectada frente al agregado de aminoacidos espaciadores, se disefié una tercera
variante de PaDERA con el Tag de histidina en el C-terminal, pero sin la presencia de
estos 5 aminoacidos extra (PaDERA C-His). En la figura 3.4 se puede observar su

secuencia de aminoacidos.

MTKLTTAAQR ALAIMDLTTL NEDDTDEKVT ALCROANSPA GKTAAICIYP RFIPLAKKIL
REQGTPDIRI ATVTNEPHGN DDVDIAVAET  RAAIAYGADE VDVVFPYRAL I1AGNACIGFE
LVOACKAVCG  DAHVLLEVI ETGELKQETL  IRQASEIVID AGADFIKTST GKVPVNATPE
SASIMLETIR DEGVGEYVGF KAAGGVRNAE DAAIYLOLAD DIMGAEWANA OQOHFRFGASSL
LASLLTTLGH AAAAPQGSYH HHHHHStop

Figura 3. 4: Secuencia de aminoacidos de PaDERA C-His. Amarillo: Tag de histidina
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Ademas, teniendo en cuenta el mecanismo de inhibicion para DERA propuesto por
Dick y colaboradores (figura 3.5) ya mencionado en el capitulo 1, inciso
1.3.2.1.5.1.12,* se realizé un cambio de cisteina de la posicién 49 de PaDERA AA C-
His por una metionina (equivalente a C47 en EcDERA) (figura 3.6). Metionina no es
capaz de unirse al complejo formado por crotonaldehido (producto de adicién aldélica
de dos acetaldehidos) y lisina del sitio activo, haciendo que DERA mantenga su
actividad aun estando en concentraciones elevadas de acetaldehido por tiempos largos.
A esta variante se la denomin6é PaDERA C49M C-His, cuya actividad especifica sera

discutida en este capitulo.
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Figura 3. 5: Inhibicién de DERA propuesta por Dick y colaboradores.!

TLNEDDTDEK V
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S YSEREHHHHHHSTOp

Figura 3. 6: Secuencia de aminodcidos de PaDERA C49M C-His. Celeste: aminoacidos agregados, Gris:
region conservada, Amarillo: Tag de histidinas, Rojo: posicion de la mutacion.

Por otro lado, el grupo colaborador contaba con otra DERA de Lactobacillus brevis
(LbDERA). Esta bacteria ya habia sido reportada por Jiao y colaboradores® como un

biocatalizador eficiente en la sintesis de (3R,5S)-6-cloro-2,4,6-tridesoxi hexapiranosa,
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utilizando 300 mM de acetaldehido. El cambio de la cisteina de la posicion 42
(equivalente a C49 en P. atrosepticum) por una metionina se realizdé en conjunto con
otra mutacion del &cido glutdmico de la posicion 78 por una lisina (E78K). La
incorporacion de la lisina en esta posicion permite la formacion de un puente de
hidrégeno y un puente salino extra entre los dimeros de proteina, estabilizando a DERA
cuando se encuentra en presencia de aldehidos. El efecto sinérgico de estas dos
mutaciones (LbDERA C42M E78K C-His) sera estudiado en este capitulo. La secuencia
de aminoé&cidos de LbDERA C-His y LbDERA C42M E78K C-His se puede observar en

las figuras 3.7 y 3.8, respectivamente.

MGTLTTEQLA KYIDHTNLKA DATEADIKQT  CDEAKKFNTA SVCVNSYWIP  FVTEQLKGTD
VNPIAVVGFP LGAMATESElI FEATTAIDQG AEEIDMVLNV GELKGGNDEK VLADIQGLAD
AVHAKGKILK  VILENALLTK  DEIVRACQLS EKAGADFVKT STGFSTSGAK  VEDVKLMRET
VGDRLGVKAS GGIHSREEAL AMIDAGASRM GVSATVAILT GDDSHAKAGY LEHHHHHH

Figura 3. 7: Secuencia de aminodcidos de LbDERA. Rojo: posicidn de las mutaciones.

MGTLTTEQLA KYIDHTNLKA DATEADIKQT  CDEAKKFNTA SVMVNSYWIP FVTEQLKGTD
VNPIAVVGFP LGAMATEKEI FEATTAIDQG AEEIDMVLNV GELKGGNDEK VLADIQGLAD
AVHAKGKILK  VILENALLTK  DEIVRACQLS EKAGADFVKT STGFSTSGAK  VEDVKLMRET
VGDRLGVKAS GGIHSREEAL AMIDAGASRM GVSATVAILT GDDSHAKAGY LEHHHHHH

Figura 3. 8: Secuencia de aminodcidos de LBDERA C42M E78K. Rojo: Posicidn de las mutaciones.

En latabla 3.1 se listan todas las variantes de DERA obtenidas y sus caracteristicas.
Los plasmidos de las variantes consideradas mas eficientes (entrada 1, 4 y 5) fueron
cedidos a nuestro grupo de trabajo para evaluar su actividad sintética.
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Tabla 3. 1: Caracteristicas de los plasmidos.

Plasmido Resistencia Tag Gen
1 PET 28a(+) PaDERA N-His KAN t;:rswig:j;) g(.a(:i?rosepticum
2 PET 28a(+) PaDERA C-His KAN t(::ri;iﬁcu-s) g(.a(:i?rosepticum
3 pET 28a(+) PaDERA AA C-His KAN t;r'slﬁcus) g‘?(;frosepticum
4  pET 28a(+) PaDERA C49M C-His KAN t;r']ilgcus) g‘?(;(t:rosepticum
5 pET 28a(+) LBDERA C42M E78K C-His KAN His (C-  deoC

terminus) L. brevis

3.3.2. Obtencion de plasmidos

El plasmido correspondiente a la variante PaDERA N-His fue enviado en solucion,
mientras que los plasmidos de las variantes PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M
E78K C-His se recibieron embebidos en papel Whatman FTA. Este papel de filtro
preserva la integridad del DNA plasmidico ya que inhibe la actividad enzimética y/o

bacteriana.l®

Con el fin de optimizar la extracciéon del plasmido del papel Whatman FTA, se
testearon dos temperaturas para la extraccion inicial: 80°C y 98°C. Si bien 98°C es la
temperatura recomendada para la extraccion del plasmido del papel, se probé trabajar
también con una temperatura mas baja para resguardar la integridad del plasmido. Se
obtuvieron aproximadamente 50 pl del plasmido en solucién. La concentracién del DNA
se calcul6 utilizando un espectrofotbmetro Nanodrop; dicho equipo estima la
concentracion en ng/ul mediante una ecuacién de Lambert-Beer modificada con el
coeficiente de extincion molar de los acidos nucleicos. La tabla 3.2 muestra las

concentraciones obtenidas para cada extraccion:

Tabla 3. 2: Concentracién de los pldasmidos (ng/ul) luego de la extraccion a 982C y a 802C

98°C 80°C
- Concentracién Concentracion
Plasmido
(ng/pl) (ng/pl)
PET 28a(+) PA DERA C49M C-His 4,7 2,7
PET 28a(+) LB DERA C42M E78K C-His 6,7 3.3
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Como se puede observar en la tabla anterior, al utilizar una temperatura mayor, la
concentracion del plasmido fue el doble respecto a la concentracion obtenida cuando la
temperatura fue mas baja. Dicha diferencia nos indica que parte del plasmido no termina
de extraerse a 80°C y sigue en el papel, por lo que la temperatura apropiada fue 98°C.

3.3.3. Transformacién en Escherichia coli DH5a

Para la incorporacion de los plasmidos obtenidos en el inciso anterior a las bacterias,
se procedié a realizar una transformacion por electroporacion. En este método de
transformacioén, el DNA plasmidico ingresa a la célula a través de los poros generados
por la aplicacién de un pulso eléctrico.

Para tal fin, 10 ng de cada plasmido se transformaron en células de Escherichia coli
DH5a competentes. La eleccion de la cepa de clonado se debid a que la misma posee
una mutacion en recA que impide que se produzcan recombinaciones heterdlogas por
lo que mantiene la estabilidad en el inserto. Adicionalmente, es deficiente de algunas
endonucleasas lo que evita la degradacién del plasmido durante el procesamiento

posterior.

Debido a que el vector de clonado pET28a+ contiene la secuencia que codifica a
resistencia a kanamicina, luego de la electroporacion las células se plaquearon en LB-
Kana solido. Sélo las células que incorporaron el plasmido pueden crecer en este medio.
Se seleccionaron dos colonias aisladas de cada una de las variantes de DERA y se
crecieron hasta saturacion. Se prepararon los stocks de guardado y de trabajo en

glicerol y se conservaron a -80°C.

3.3.4. Extracciones plasmidicas

Para obtener una mayor cantidad de plasmido, se realizaron minipreparaciones de
los clones seleccionados por lisis alcalina segun el protocolo descripto por Sambrook.!!
Inicialmente, el pellet bacteriano de cada clon se resuspendié en la solucion isotonica
de lavado (Solucién 1). El agregado de la Solucion Il provoco la desnaturalizacion de las
proteinas (por el SDS) y del DNA plasmidico y cromosomal (por el NaOH).*? Con el
agregado de la solucion lll, el DNA plasmidico hibridé rapidamente, quedando en
solucion. En cambio, las proteinas y el DNA gendmico precipitaron y se eliminaron en la

centrifugacion. Se realizaron extracciones con cloroformo-alcohol isoamilico para
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concentrar el plasmido puro. La integridad y la pureza del plasmido se evaluaron
utilizando un gel de agarosa.

En la figura 3.9 se puede observar el gel de agarosa de las extracciones de DNA
plasmidico de las 6 colonias seleccionadas. 1y 4 corresponden a los clones de PaDERA
N-His, 2 y 5 corresponden a los clones de PaDERA C49M C-His, y 3 y 6 corresponden
a los clones de LbDERA C42M E78K C-His. Los duplicados corresponden a

extracciones de plasmidos realizadas de distintos lotes.

En la parte superior se observan las bandas correspondientes a las conformaciones
del DNA plasmidico: (A) relajado, (B) super-enrollado negativo y (C) super-enrollado
positivo. Si bien en todos los casos se observa la extraccién del DNA plasmidico, las
conformaciones nos dan una idea de cuan eficiente fue la purificacién. Siempre se
espera obtener una banda mas intensa para la conformacion (B) la cual es la

conformacion natural del plasmido.

En las muestras correspondientes a las calles 1, 2 y 3 no se puede distinguir la
conformacion (B), esto puede deberse a un tratamiento excesivo con la solucion Il de la
miniprep (lisis alcalina) que produjo una mayor cantidad de la conformacion (C) haciendo
gque las bandas se junten sin ser definidas. En las calles 4 y 5 se pueden apreciar las
conformaciones (A) y (B) con una intensidad similar. No se observa, a simple vista, la
conformacion (C). En la calle 6, en cambio, se pueden distinguir las tres conformaciones,

siendo la conformacion (B) la mas intensa.
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Figura 3. 9: Electroforesis en gel de agarosa 1%, miniprep de las colonias de DH5a seleccionadas. Calle 1
y 4 corresponden a los clones de PaDERA N-His, 2 y 5 corresponden a los clones de PaDERA C49M C-His,
y 3y 6 corresponden a los clones de LbDERA C42M E78K C-His.

En la parte inferior del gel corre el RNA, que no fue degradado durante el proceso de

miniprep debido a que no se utiliz6 RNAsa en el procedimiento.

Debido a que en las calles 4, 5y 6 se visualiza mejor el DNA plasmidico, estos tres
stocks del plasmido se volvieron a clonar en Escherichia coli DH5a con el fin de obtener
el plasmido mas puro (figura 3.10). La calle 1 corresponde al plasmido de PaDERA N-
His, en esta calle se observan las conformaciones (B) y (C), siendo la conformacion (B)
la mas abundante. En la calle 2 se observan las tres conformaciones del plasmido de
PaDERA C49M C-His. Por ultimo, la calle 3 corresponde a LbDERA C42M E78K C-His
y se pueden visualizar las conformaciones (B) y (C). En la parte inferior del gel se
observa nuevamente RNA que no fue eliminado, puesto que no se utilizé6 RNAsa.
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Figura 3. 10: Electroforesis en gel de agarosa 1%, miniprep de las colonias de DH5a seleccionadas. Calle
1 corresponde al plasmido PaDERA N-His; calle 2 corresponde al plasmido PaDERA C49M C-His; calle 3
corresponde al pldasmido LbDERA C42M E78K C-His.

Con estas tres soluciones de plasmidos, se estim6 la concentracion del DNA
plasmidico utilizando un espectrofotometro Nanodrop y se determinaron las relaciones
de absorbancia 260/280 y 260/230. La concentracion de DNA se determina a una
longitud de onda de 260 nm, mientras que a 280 nm y 230 nm se miden los

contaminantes de las muestras (tabla 3.3).

Tabla 3. 3: Concentracion de los plasmidos obtenidos por miniprep.

Plésmido Conentracion onom 2601950
Pa DERA N-His 100 1,81 1,73
Pa DERA C49M C-His 48 2,04 1,79
Lb DERA C42M E78K C-His 166 2,01 2,12
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La relacion de absorbancia 260/230 es cercana o mayor a 1,8; este parametro nos
indica que la pureza del DNA plasmidico es aceptable para realizar las

transformaciones.

La relaciéon de absorbancia 260/280 cercano a 2,1 nos indica que el DNA plasmidico
se encuentra contaminado con RNA, esto confirma lo visualizado en la parte inferior en

el gel de agarosa. Los plasmidos se conservaron a -20°C en agua destilada estéril.
3.3.5. Transformaciéon en Escherichia coli BL21 DE3

Con el fin de realizar la expresion de la proteina, cada plasmido se transformé en
células competentes quimicas de Escherichia coli BL21 DE3. La seleccion de la cepa
de expresién se debe a que esta bacteria es deficiente en fosfatasa acida, dicho fenotipo
permite la produccion de DR5P sin generar DR como producto de la hidrélisis del grupo
fosfato. Todo el proceso de expresion de la enzima se realizé en el marco de una
pasantia de investigacion en el Laboratorio de Parasitologia - Alfredo Lanari, bajo la
direccién del Dr. Claudio Pereira. Este laboratorio no cuenta con un equipo
electroporador y es por ello que se utilizaron células de Escherichia coli BL21 DE3

competentes quimicas.

Debido a que las minipreparaciones realizadas contienen RNA, que interfiere en la
medicién de la concentracion de DNA plasmidico, no fue posible calcular el volumen
necesario para transformar 10 ng de plasmido (cantidad estandar). Por tal motivo, se
utilizaron 5 pl de los plasmidos de mayor concentraciéon (PaDERA N-His y LbDERA
C42M E78K C-His) y 10 pl del plasmido de menor concentracién (PaDERA C49M C-
His) para transformar Escherichia coli BL21 DE3. La transformacion se realizé mediante
cambios bruscos de temperatura que desestabilizan la membrana celular y permiten el

ingreso del DNA al citoplasma a través de los poros formados.*3

Al igual que lo mencionado para Escherichia coli DH5a, sélo las células que
incorporaron el pldsmido pudieron crecer en presencia de kanamicina. Se seleccioné
una colonia aislada de cada una de las variantes de DERA y se crecieron hasta
saturacion. Se prepararon los stocks de guardado y de trabajo en glicerol y se

conservaron a -80°C.
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3.3.6. Expresion de PaDERA N-His

Para ser utilizadas como biocatalizadores, las células de Escherichia coli BL21 DE3
que contienen el plasmido debieron ser inducidas para expresar la enzima. En el caso
del vector pET- 28a+, el gen deoC esta clonado bajo el promotor del fago T7 inducible
por IPTG (figura 3.11).

Ori

Gen deoC Resistencia
Kan

Promotor fago T7

Lacl

Figura 3. 11: Plasmido pET-28a+

Escherichia coli BL21 DE3 posee en su genoma el gen que codifica para la ARN
polimerasa T7, necesaria para la transcripcion de los genes clonados en el plasmido. El
gen Lacl, contenido en el plasmido, se traduce produciendo un represor que bloquea la
unién de la ARN polimerasa T7 al promotor. Si esto ocurre, no se inicia la transcripcion
del gen clonado y no hay produccion de la enzima (figura 3.12). Caso contrario, al
agregar IPTG, Lacl no puede unirse al sitio de uniéon de la ARN polimerasa T7, por lo
tanto, se produce la transcripcion del gen clonado y su posterior traduccion (figura 3.13).
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ARN
Polimerasa
T7

Transcripcion

Promotor T7

Figura 3. 12: Inhibicién de la transcripcion por ARN polimerasa en ausencia de IPTG.

ARN
Polimerasa
T7

Transcripcion

Promotor T7

Figura 3. 13: Transcripcién del gen deoC en presencia de IPTG.

Con el fin de obtener la maxima expresién de la enzima, se evalud la influencia de la
concentracion del inductor. Las concentraciones de IPTG testeadas fueron 50 mM, 100
mM, 400mM y 1 M, esperando obtener un resultado que beneficie en tiempo y costo la
produccion de la enzima. El cultivo bacteriano se hizo crecer hasta la fase exponencial
(DOs00=0,5; 3 hs) (figura 3.14), momento en que se agrego el inductor. El cultivo se dejo
ON a 28°C.
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Figura 3. 14: Curva de crecimiento de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His

Con el fin de analizar la expresion de la enzima a dichas concentraciones, se sometio
a la bacteria a lisis celular por sonicacion, un método de lisis fisico muy utilizado. Se
empled una concentracién 30% pellet bacteriano/ml de buffer fosfato (30% p/v), con 5
ciclos de 10 segundos de sonicacién, con una potencia de 50% y 30 segundos de pausa
entre cada ciclo. Luego de centrifugar, el pellet bacteriano - que contenia todos los restos
celulares - se descartd y el sobrenadante con las proteinas solubles se conservé como

extracto libre de células (ELC).

Como mencionamos anteriormente, DERA estd clonada bajo el control de un
promotor inducible por IPTG, al agregar este inductor se produce la proteina de interés
a gran nivel. Sin embargo, el resto de las proteinas - que no estan bajo el control del
promotor inducible - no se ven afectadas por el agregado IPTG. Por tal motivo, la
concentracion de ELC resulta proporcional a la cantidad de enzima producida. El calculo
se realizé midiendo la concentracion de proteinas totales en el ELC de PaDERA N-His,
utilizando el reactivo de Bradford, frente a una curva de calibracion de BSA como

proteina patron. Los resultados se pueden observar en el gréfico de la figura 3.15.
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Figura 3. 15: Concentracidn de proteinas totales de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-HIS producidas
a distinta concentracién de IPTG.

Cuando se emplearon 100 mM de IPTG, la concentracion de proteinas obtenida fue
la mayor entre todas las condiciones ensayadas. Por otra parte, utilizando
concentraciones de 50 mM, 400 mM y 1 M de IPTG la concentracion fue menor, pero la
causa de la disminucién no es la misma para estas tres condiciones. Una concentracion
de 50 mM de IPTG, parece no ser suficiente para inducir a la proteina y asi obtener una
concentracion alta de la misma. Sin embargo, al inducir con 400 MM y 1 M de IPTG la
disminucion en la cantidad de proteina obtenida esta relacionada con la generacién de
cuerpos de inclusién. Estas estructuras son insolubles en solucién vy, por lo tanto, no
medibles con la metodologia de Bradford.'* EI ELC obtenido de PaDERA N-His se

conservo para realizar la purificacion de la enzima.

Para confirmar la expresion, se llevd a cabo un SDS-Page de ambas variantes,
comparando su peso con un marcador de peso molecular (estandar). Como se puede
observar en la figura 3.16, la cantidad de DERA obtenida fue mucho mayor que para

su variante wild-type.
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Figura 3. 16: SDS-PAGE 15% 1. ELC de PaDERA N-His, 2. ELC PaDERA wt.

3.3.7. Expresién de PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-
His

Las condiciones de induccion de las otras variantes de DERA (PaDERA C49M C-His
y LbDERA C42M E78K C-His) ya habian sido puestas a punto por el grupo colaborador.
Se realiz6 un preinéculo de cada bacteria que, posteriormente, fue utilizado para
inocular un medio LB-Kana de mayor volumen. A este Ultimo, se lo hizo crecer hasta la
fase exponencial (DOe00=0,5; 3 h). Se indujeron los cultivos con 100 mM de IPTG y se
dejaron ON a 28°C. Empleando la metodologia descripta en el item anterior se

obtuvieron los correspondientes ELCs.

3.3.8. Purificacion de PaDERA N-His

Se utiliz6 la enzima PaDERA N-His con el fin de poner a punto el procedimiento de
purificacion de las diferentes variantes de DERA. Se analizaron dos procedimientos:
columna empaquetada de IMAC-Ni*? y resina Ni*2-Sefarosa en batch. La eleccién de
estas metodologias se bas6 en la afinidad que presenta la extension terminal de

histidinas por los iones metélicos.*®
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Inicialmente, se realizé la purificacion de la proteina en batch. La resina de Ni*?-
Sefarosa se incubé con el ELC durante 1 h a 4°C. Las proteinas que contienen el Tag
de histidina presentan afinidad por los iones Ni*? de la resina, por lo cual quedan
retenidas. El resto de las proteinas no tienen afinidad por la resina y se eliminan
progresivamente en cada uno de los lavados con solucién de imidazol. Se utilizaron
soluciones de imidazol de 0 a 500 mM (figura 3.17). El grupo colaborador reporté la
elucion de la proteina en las fracciones de 250 mM y 500 mM, es por esto que fracciones
correspondientes a esta concentracién de imidazol se colectaron y su concentracion
proteica se midié por Bradford. Debido a que el imidazol puede interferir en la actividad
de la enzima,'® las fracciones enriquecidas fueron concentradas y luego desaladas
utilizando una columna de exclusién molecular. Se obtuvieron 500 yL de enzima pura
con una concentracion de 0,66 mg/ml. Esta solucién se reservé para determinar su

actividad.
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Figura 3. 17: Fracciones de proteinas colectadas en la purificacion en batch de PaDERA N-His.

En el segundo procedimiento se llevé a cabo la purificacion de PaDERA N-His
utilizando una columna empaquetada IMAC-Ni*2. 40 mg de proteinas totales en solucién
se sembraron en una columna de 1 ml de capacidad. Las proteinas que contienen el
Tag de histidina presentan afinidad por los iones de Ni*? de la columna, por lo cual

guedan retenidas. El resto de las proteinas no se retienen en la columna y se eluyen
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facilmente en las primeras fracciones. Se utiliz6 un gradiente de imidazol de 0 mM a 500
mM para eluir las proteinas que quedaron retenidas en la columna. Todas las fracciones
del eluido se colectaron y analizaron por Bradford (figura 3.18). Las fracciones
correspondientes a 250 mM y 500 mM de imidazol - las cuales también fueron las de
mayor concentracion proteica - fueron concentradas y luego desaladas utilizando una
columna de exclusién molecular. Se recuperaron 300 yL de enzima pura con una

concentracion de 1,28 mg/ml. Esta solucién se reservé para determinar su actividad.
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Figura 3. 18: Fracciones de proteinas colectadas en la purificacién en columna de PaDERA N-His.

3.3.0. Actividad de PaDERA N-His

La determinacion de la actividad de PaDERA N-His — purificada en batch o en
columna - se realiz6 utilizando un método basado en la hidrélisis de DR5P, su sustrato

natural. Este método se encuentra ampliamente descripto en bibliografia.®1"18

Como se puede observar en la figura 3.19, DR5P se hidroliza por accién de DERA
generando G3P y acetaldehido. Posteriormente, la enzima triosafosfato isomerasa (TPI)
convierte G3P en DHAP y como un dultimo paso, la enzima glicerol fosfato
deshidrogenasa (a-GDH) reduce la DHAP formada para producir glicerol fosfato,
utilizando como cofactor NADH, el cual se oxida a NAD+. La cantidad de moles de
NADH que se utilizan en esta reaccién es equivalente a la cantidad de moles de DR5P

consumidos por DERA.
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Como NADH tiene un maximo de absorbancia a 340 nm, mientras que NAD+ no
absorbe a esa longitud de onda, midiendo espectrofotométricamente el descenso de la
absorbancia a 340 nm fue posible determinar la actividad de la enzima. Se graficaron
los puntos de absorbancia vs tiempo (figura 3.20a) y, midiendo por un minuto desde el
agregado de la GDH/TPI, se obtuvo la velocidad inicial (Vi) como la pendiente del grafico
(figura 3.20Db).
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Figura 3. 19: método colorimétrico acoplado a la oxidacién de NADH.

9 b
1.5q 1.2
1.04
]
E 1.0 g
@
g 8 o8-
2 2
0.5+ =
< < 0.6-
0~c L} L) ] 1 0-4 L) Al L) 1
0 1 2 3 4 0.0 0.5 1.0 1.5 20
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3. 20: Gréfico de absorbancia vs tiempo para la determinacién de la Vi de PaDERA N-His.

A partir de la Vi obtenida, sabiendo el coeficiente de extincion molar de NADH y

teniendo en cuenta las diluciones correspondientes, se determiné la actividad especifica
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de DERA como la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 1 ymol de DR5P por

minuto.

La ecuacion utilizada fue la siguiente:

vi (%) x vol (mi)
Actividad = min
€340nm NADH (M~1cm~1) xb (cm) x Proteina (mg)

Donde:

e Vi=velocidad inicial de PaDERA N-His
¢ Vol = volumen del ensayo

e & 3400m NADH = 6220 Mt cm™?

e b = camino optico

e Proteina = cantidad de proteina utilizada

La actividad retroalddlica de PaDERA N-His purificada en batch dio como resultado
9,3 U/mg. Sin embargo, al determinar la actividad enzimatica a un dia de
almacenamiento a 4°C el resultado fue nulo. La estabilidad operacional de la enzima

nos limité a utilizar la enzima recién purificada.

Adicionalmente, la actividad retroalddlica de PaDERA N-His purificada en columna
también fue nula. Esto podria estar relacionado con el mayor tiempo que pasa la
proteina en contacto con la fase sélida en este sistema, aumentando la posibilidad de

interacciones desnaturalizantes.

3.3.10.  Purificaciéon de las proteinas PaDERA C49M C-His y LbDERA
C42M E78K C-His

Debido a los resultados obtenidos purificando PaDERA N-His con columna
empagquetada, se decidio continuar con la purificacion de las otras enzimas utilizando el

sistema en batch y un gradiente de imidazol de 0 mM a 500 mM.
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3.3.10.1. Purificacion y actividad de PaDERA C49M C-His

El ELC gue contenia PaDERA C49M C-His se incubd con la resina de Ni*?-Sefarosa
durante 1 h a 4°C y, posteriormente, se realizaron lavados con soluciones de imidazol
(0 mM a 500 mM). Se seleccionaron nuevamente las fracciones correspondientes a 250
mM y 500 mM (figura 3.21). Luego del desalado se obtuvieron 500 UL de enzima pura
con una concentracion de 0,98 mg/ml, un 50% mas que la concentracién de PaDERA
N-His.
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Figura 3. 21: Fracciones obtenidas de la purificacion en Batch de PaDERA C49M C-His

Las fracciones proteicas de PaDERA N-His y de PaDERA C49M C-His fueron
sembradas en un SDS-Page (figura 3.22), la calle 1 corresponde a PaDERA C49M C-
His y la calle 2 a PaDERA N-His. Tanto en la calle 1 como en la calle 2 se puede observar
una anica banda con un peso molecular mayor a 25 KDa. Debido a que el peso
molecular de DERA es de 28,8 KDa, podemos inferir que estas bandas corresponden a
la proteina pura. A su vez, la diferencia de intensidad entre la calle 1 y la calle 2, nos

confirma la diferencia de concentracion entre estas dos enzimas.
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Figura 3. 22: Gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). Calle 1: PaDERA C49M C-His; calle 2: PaDERA N-His;
calle 3: marcador de peso molecular.

La actividad enzimatica nuevamente fue determinada por el método de hidrdlisis de
DR5P. Se determiné la Vi como la pendiente del gréafico de absorbancia a 340 nm vs

tiempo (figura 3.23).
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Figura 3. 23: Grafico de absorbancia vs tiempo para la determinacién de la Vi de PaDERA C49M C-His .
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A partir de la Vi obtenida, sabiendo el coeficiente de extincion molar de NADH y
teniendo en cuenta las diluciones correspondientes, se determiné la actividad
enzimatica de PaDERA C49M C-His dando como resultado una actividad de 28,9 U/mg.
Al determinar la actividad enzimética a un dia de almacenamiento a 4°C, si bien no
decay6 completamente, disminuy6 a 17,19 U/mg. Este resultado indica que, al igual que

para PaDERA N-His, la enzima debe ser utilizada en el momento.

Podemos observar entonces que, tanto la actividad como la concentracién de la
enzima aumentan cuando el Tag de histidina se encuentra en el C-terminal respecto al
clon que posee el Tag de hisitidina en N-terminal. Si bien PaDERA C49M C-His posee
una mutacién en la posicion 49, este cambio s6lo estd comprometido en la reaccién de
sintesis —donde se agregan concentraciones elevadas de acetaldehido- y no en la
reaccién retroaldédlica con la que se mide la actividad, por lo que la modificacion del
residuo C-terminal seria la causa del aumento de la actividad. Este resultado esta en
concordancia con lo observado para DERAs como las de Escherichi coli y Rhodococcus
erythropolis entre otras.''® El efecto de la localizacion del Tag de histidina ha sido

reportado para otras enzimas, pero con un efecto contrario.?°-22

3.3.10.2. Purificacion y actividad de LbDERA C42M E78K C-His

Empleando el mismo procedimiento con el ELC que contenia LbDERA C42M E78K
C-His, luego del tratamiento con la resina y el desalado se obtuvieron 500 pL de enzima
pura con una concentracion de 0.64 mg/ml (figura 3.24). La concentracion de proteinas

obtenida fue aproximadamente la misma cantidad que la obtenida para PaDERA N-His.
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Figura 3. 24: Fracciones obtenidas de la purificacion en batch de LbDERA C42M E78K C-His.

Se determind la Vi como la pendiente del grafico de absorbancia a 340 nm vs tiempo
(figura 3.25). Igual que antes, a partir de la Vi obtenida, sabiendo el coeficiente de
extincion molar de NADH y teniendo en cuenta las diluciones correspondientes, se
determiné la actividad enzimética de LbDERA C42M E78K C-His dando como resultado

una actividad de 8,11 U/mg.
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Figura 3. 25: Grafico de absorbancia vs tiempo para la determinacion de la Vi de LbDERA C42M E78K C-
His.
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Si bien la actividad enzimatica determinada para LBDERA C42M E78K C-His resulto
ser mas baja que la actividad de las otras variantes (PaDERA N-His, PaDERA C49M C-
His, PaDERA C-His y PaDERA AA C-His, las ultimas dos caracterizadas por el grupo
colaborador,?® su actividad solo disminuyé en un 20% al cabo de un dia de
almacenamiento (6,65 U/mg). Dicho resultado puede atribuirse a la estabilidad que le

confiere la mutacién en la posicién 78 de la proteina.

En la tabla 3.4 se puede observar la concentracion y la actividad retroalddlica de las
proteinas PaDERA N-His, PaDERA C-His, PaDERA AA C-His, PaDERA C49M C-His y
LbDERA C42M E78K C-His, asi como también de DERAs aisladas de otros
microorganismos. Si bien la actividad especifica de las DERAs caracterizadas en este
capitulo resultd menor que algunas de las reportadas en bibliografia, estudios previos
demuestran que la actividad de clivaje de DR5P puede no estar vinculada con la
actividad de sintesis, especialmente al utilizar sustratos no naturales, como los que se

plantearon para este trabajo doctoral.

Kim y colaboradores han sobre-expresado una DERA de Yersinia Sp cuya actividad
es 137 U/mg, aproximadamente 4 veces mas activa que PaDERA C49M C-His. Sin
embargo, cuando esta enzima se empled como biocatalizador en la sintesis de DR5P a
partir de G3P y 200 mM de acetaldehido, el rendimiento fue de 2% aproximadamente.?*
Dicho resultado también se observé para DERA de Paenibacillus Sp cuya actividad
especifica fue de 62 U/mg, pero el rendimiento para la sintesis de DR5P fue menor al
2%.18

Sakuraba y colaboradores caracterizaron otras DERAs pertenecientes a Termotoga
maritima® y Pyrobaculum aerophilum.?® Si bien la actividad especifica de las enzimas
fue baja (1 U/mg y 0.25U/mg, respectivamente), cuando se utilizaron como
biocatalizadores en la adicién alddlica de acetaldehido como Unico sustrato, se obtuvo

2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexosa como producto con buenos rendimientos.

Podemos evidenciar que, a pesar de evaluar la actividad especifica de cada una de
las DERAs, este pardmetro no caracteriza del todo a la enzima. Por esta razon, es
necesario evaluar la capacidad sintética de las nuevas DERAs. El desafio mas

importante se centra en obtener una DERA estable en concentraciones elevadas de
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acetaldehido, asi como también en condiciones operacionales aplicables a la
produccién a gran escala.
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Tabla 3. 4: Caracteristicas de DERAs aisladas de distintos microorganismos. ne= no especificada

Fuente de DERA

Peso molecular (kDa)

Actividad especifica

Concentraciéon de

Referencia

(T120C, G174l, G213C)

(U/mg) proteinas (mg/ml)
Pectobacterium atro.septlcum 28 8 9.3 0.66 Este trabajo
(PaDERA N-His)
Pectobacterium atro_septlcum 28.8 13.0 2.9 3
(PaDERA C-His)
Pectobacterium atrosgpﬂcum 28 8 13.7 144 03
(PaDERA AA C-His)
Pectobacterium atrosepﬂcum 28 8 28.9 0,98 Este trabajo
(PaDERA C49M C-His)
Lactobacillus brevis :
_ 2 11 , E
(LbDERA C42M E78K C-His) o 8 0.68 ste trabajo
Pyrobaculum aerophilum 24,5 0,25 n.e. %
Termotoga maritima 27,8 1 n.e. 25
Escherichia coli 28 58 n.e. %
Rhodococcus erythropoly 22,9 17 n.e. 19
Escherichia coli n.e. 16 n.e. 19
Yersinia Sp. 24,8 137 1,4 24
Paenibacillus Sp. 24,5 62 4.8 18
Haemophilus influenzae 23,6 34,1 20,8 21
Hyperthermus butylicus 26,4 0,5 n.e. 28
Aeropyrum pernix 24,5 4.4 n.e. 26
Staphylocgccus epidermis 29,2 67.1 ne. 20
(wild type)
Staphylococcus epidermis 29,2 32.3 ne. 29
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3.4 Conclusiones

En este primer capitulo, los pladsmidos de distintas variantes de DERA (PaDERA N-
His, PaDERA C-His, PaDERA AA C-His, PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K
C-His) se transformaron en Escherichia coli DH5a (cepa de clonado) y posteriormente
en Escherichia coli BL21 DE3 (cepa de expresién). Debido a que los plasmidos codifican
para el Tag de histidina, la proteina se purificé por afinidad a los iones de Ni*2. Siendo
que el Tag de histidina puede estar localizado en el extremo C-terminal o en el N-
Terminal de la proteina, fue conveniente evaluar ambas posibilidades puesto que la
determinacioén de la posicion dependia de no generar un efecto negativo en la actividad
catalitica y en el rendimiento de la purificacion.®® Las modificaciones genéticas
realizadas a DERA fueron en pos de aumentarle la estabilidad y la resistencia a
acetaldehido.

En una primera instancia, como las condiciones de expresién de la enzima PaDERA
N-His no estaban puestas punto, se procedié a seleccionar la mejor condicion de
induccién. Agregando 100 mM de IPTG a 28 °C se obtuvo la mayor concentracion de
proteinas totales y, por lo tanto, una mayor expresion de la enzima. En cuanto a la
purificacion de PaDERA N-His se pudo determinar que al utilizar una columna
empaquetada IMAC-Ni*? la enzima pierde su actividad, por lo que se procedi6 a utilizar
una resina de Ni-Sefarosa en batch. Se obtuvo una concentracion de 0,66 mg/ml de

enzima para un cultivo de 200 ml con una actividad de 9,3 U/mg.

Empleando un procedimiento similar con las restantes enzimas, se observd que
PaDERA C49M C-His result6 ser la variante de DERA que expres6 mayor cantidad de
enzimay con mayor actividad (0,98 mg/mly 28,9 U/mg, respectivamente). En particular,
esta enzima se expres6 en un 50% mas que las otras dos variantes analizadas y es,
aproximadamente, 2 veces mas activa que PaDERA N-His y 4 veces mas activa que
LbDERA C42M E78K C-His. Adicionalmente, comparando la actividad de PaDERA C-
His y PaDERA AA C-His, se pudo comprobar que la incorporacion de 5 aminoacidos en

la proteina no afecta negativamente, sino que la mejora levemente.

Tres de las variantes caracterizadas se utilizaran como fuente de DERA en el resto
de la tesis: PaDERA N-His, PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His).
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4.1. Introduccion

Los nucleésidos naturales estan involucrados en humerosos procesos bioldgicos. En
particular, son componentes esenciales de la sintesis de ADN y ARN. Debido a esto, se
pueden disefiar modificaciones en su estructura produciendo anélogos que mimeticen
a los nucledsidos naturales y bloqueen el metabolismo de patégenos.! Actualmente, hay
més de 30 anélogos de nucledsidos aprobados para el tratamiento de virus, cancer,
parasitos, asi como infecciones bacterianas y fangicas (figura 4.1).2 Por ejemplo, el uso

de Gemcitabina, un potente antiviral, fue aprobado también para el tratamiento de

cancer de mama y ovario entre otros.?
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Figura 4. 1: Ejemplos de andlogos de nucledsidos utilizados en la industria farmacéutica.

A diferencia de los nucleésidos, los nucledtidos presentan grupos fosfato. Las

modificaciones de los nucleétidos naturales pueden darse tanto sobre la fracciéon del
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fosfato, del azlicar o de la base,* siendo las dos Ultimas modificaciones las mas

conocidas y activas (figura 4.2).
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Figura 4. 2: Sitios donde puede ser modificado el nucleétido.

Durante muchos afios, se han utilizado métodos quimicos para obtener estas
modificaciones, pero tanto sus rendimientos como su regio- y estéreo selectividad han
sido muy bajos, rindiendo una baja productividad. Ademas, la sintesis quimica de
analogos de nucledsidos a menudo implica el uso de sustancias peligrosas (reactivos
guimicos y solventes organicos), condiciones operativas ambientalmente agresivas y
altos costos de energia.®> Asimismo, se necesitan pasos de proteccién y desproteccion

de grupos funcionales y se generan numerosos subproductos indeseables.®

La utilizacién de biocatalizadores, tanto enzimas como células, conduce a la
obtencion de moléculas con la configuracibn adecuada, empleando tecnologias
sustentables y en pocos pasos de reaccion. Por tales motivos, las sintesis de analogos
de nuclebésidos mas actuales se centran en procesos biocatalizados o quimio-

enzimaticos.

En la estrategia planteada por Taverna-Porro y colaboradores,” DR5P se sintetiz6 a
partir de DR empleando como primer paso una acetilacion regioselectiva de la posicion
5 con una lipasa de Candida Antartica (CAL-B), paso fundamental para mantener la
forma furanosa de DR. Posteriormente, se realizd6 una acetilacion quimica usando
anhidrido acético en piridina para proteger las posiciones 1 y 3, obteniendo

desoxirribosa peracetilada que luego se desacetil6 en la posicion 5 utilizando CAL-B en
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etanol. Una vez protegidas las posiciones 1 y 3 se incorporé quimicamente el grupo
fosfato en la posicion 5 de 2-desoxirribosa en tres pasos de reaccion: i) fosforilacion con
N,N-diisopropilfosforamidita de dibencilo en THF ii) oxidacion con hidroperoxido de
terbutilo y iii) eliminacién de los grupos bencilos por hidrogendlisis con paladio (figura
4.3a). Una vez obtenida DR5P, se procedi6 a utilizar una fosfopentomutasa (PPM) para
producir DR1P. Por dltimo, una nucleosido fosforilasa (NP) cataliz6 la sustitucion del

grupo fosfato por distintas bases (figura 4.3b) para producir 2’-desoxirribonucledsidos.

HO
: : OH _Ac0 : : 1Ac20 Py :O: OAc
CAL B 2-CAL B, etanol
OAc

1]
BzO-PO HO-PO HO-P-0

1-Fosforamidita, THF BzO 0 OAc H,, Pd HO W( 7OAC H,0 OH 0 OH
_ > - .
2- t-BuOOH (pH=1) H

OAc OH
DR5P

Base

DR5P DR1P

Figura 4. 3: Sintesis quimio-enzimatica de 2’-desoxirribonucleosidos a) sintesis quimica de DR5P b)
sintesis de enzimatica.

Aunqgue la sintesis de desoxinucledsidos se podria hacer partir de furanosas 1-
fosfato, el fosfato anomérico es muy inestable por la ausencia del grupo hidroxilo en la
posicién 2 y se desfosforila rapidamente.® Es por este motivo que la metodologia

planteada anteriormente constituye una valiosa alternativa.

La sintesis quimica de novo de los grupos 2-desoxirribosilos también puede resultar
tediosa ya que implica numerosos pasos de proteccion y desproteccion.® Es por ello que

obtener enzimaticamente DR5P se presenta como un desafio importante.’® Como ya se
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habia mencionado, su sintesis puede llevarse a cabo utilizando DERA como
biocatalizador (figura 4.4).

Q
HO-PO
R~
HO—I?O _ ) — OH
HO
OH
Gliceraldehido-3-fosfato Acetaldehido 2-desoxirribosa-5-fosfato

Figura 4. 4: Sintesis de DR5P biocatalizada por DERA

Como mencionamos previamente, nuestro laboratorio ha reportado el empleo de
DERA de Pectobacterium atrosepticum como catalizador en la sintesis de DR5P con
rendimientos cercanos al 10%.!! La DR5P asi formada se utiliz6 en un proceso
multienzimatico one-pot para la sintesis de 2’-desoxirribonucleésidos difosfato.’? En
primer lugar, partiendo de glucosa se obtuvo timidina empleando células enteras de
Pectobacterium atrosepticum, seguido de la acciébn de una PPM y una timidina
fosforilasa (TP) para formar timidina (figura 4.5a). En el ultimo paso de reaccién el
nucleésido se convirti6 en timidina 5’-difosfato utilizando una fosfatasa éacida no
especifica de Rutella planticola sobreexpresada en Escherichia coli, conjuntamente con
una timidina monofosfato quinasa (TMPK) de Saccharomyces cerevisiae (figura 4.5b).

Sin embargo, el cuello de botella para esta sintesis fue también la produccién de
DR5P, debido a que utilizando PaDERA wt solo se obtuvo 14,1 mM de DR5P, un

rendimiento menor al 1%.
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Figura 4. 5: Sintesis multienzimatica one-pot de timidina 5’-difosfato.

En este capitulo se evalla la produccién de DR5P comparando la actividad sintética
de los tres biocatalizadores seleccionados en el Capitulo 3: PaDERA N-His, PaDERA
C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His.
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4.2. Materiales y métodos

Los reactivos analiticos y los sustratos se adquirieron en Sigma Aldrich, los solventes
organicos utilizados en Sintorgan y los componentes del medio de cultivo en Britania y

Biopack.

Pectobacterium atrosepticum (ATCC 33260) se obtuvo de la Coleccion Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT), Universidad de Valencia (Espafia) y Escherichia coli BL21 DE3
se obtuvo de Invitrogen.

Los medios de cultivo fueron LB, LB-Kana, YDC (extracto de levadura 1% plv,
dextrosa 2% p/v y carbonato de calcio 2% p/v) y medio de inducciéon de DERA (MI)
(KH2PO4 0.1% plv, K:HPO4 0.1% pl/v, MgS0a4-7H,0 0.03% plv, extracto de levadura
0.01% p/v, NH4Cl 0.2% p/v y 2-desoxirribosa (DR) 0.3% p/v).

4.2.1. Cultivo de Pectobacterium atrosepticum

Se realiz6é un cultivo liquido de Pectobacterium atrosepticum en 250 ml de medio
YDC a partir del stock de trabajo conservado a -80°C. Se lo dej6 a 28°C y 200 rpm hasta
alcanzar la fase exponencial media (4 dias). Posteriormente el cultivo se centrifugé a
4°C durante 15 minutos a 13000 rpm y el pellet bacteriano se utiliz6 para inocular 250
ml del medio de induccion (MI). Este ultimo cultivo se mantuvo a 28°C y 200 rpm
overnigth. Luego se centrifugdé a 4°C y 9000 rpm, se descart6 el sobrenadante y las
células enteras humedas se resuspendieron en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7
hasta obtener una concentracion de 30 g de células en 100 ml de buffer. Se reservaron

para ser utilizadas como biocatalizadores.

4.2.2. Cultivo de Escherichia coli BL21 DE3

Se realiz6 un cultivo liquido de Escherichia coli BL21 DE3 en 250 ml de medio YDC
a partir del stock de trabajo conservado a -80°C. Se lo dej6 overnight a 37°C y 200 rpm.
Al dia siguiente, el cultivo se centrifugd a 4°C y 9000 rpm y se descarté el sobrenadante.
Las células enteras se resuspendieron en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7 hasta
obtener una concentracion de 30 g de células en 100 ml de buffer. Se reservaron para

ser utilizadas como biocatalizadores.
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4.2.3. Cultivo de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los

plasmidos PaDERA N-His, PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K

C-His

A patrtir del stock de trabajo de las bacterias recombinantes se realizé un preindculo
en 5 ml de medio LB-kana y se lo dejé overnight a 37°C y 200 rpm. Al dia siguiente, se
utilizaron 2,5 ml del cultivo para inocular 250 ml de medio LB-kana y se lo dej6é a 37°C
200 rpm hasta DOesg0=0,5. Se agregaron 250 pl de IPT (concentracion final 100 mM) y
se dejo overnight a 28°C y 180 rpm. Una vez transcurridas las 16 hs, el cultivo se
centrifugd a 4°C a 9000rpm y se descartd el sobrenadante. Las células enteras se
resuspendieron en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7 hasta obtener una
concentracion de 30 g de células en 100 ml de buffer. Se reservaron para ser utilizadas

como biocatalizadores.

4.2.4. Células enteras liofilizadas

Se realiz6 el cultivo de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His tal como se
describe en el inciso 4.2.3. Las células enteras se resuspendieron en buffer fosfato y
se liofilizaron durante 24 hs. Las células liofilizadas se conservaron a -20°C para su
posterior uso como biocatalizador. Se obtuvo 0,5 g de células liofilizadas/ 1 g de células

peso humedo.

4.2.5. Extracto libre de células (ELC)

La suspension de células (obtenida en el inciso 4.2.3) se sonicd con un sonicador
de punta (Vibra-Cell VCX 130 PB) cinco ciclos de 20 seg y descanso de 40 seg, se
centrifugd a 4°C a 9000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se colecto y se dejo
en agitacion a 4°C durante 1 hora. Se agreg0 estreptomicina y se dejo en agitacion a
4°C durante 1 hora. Se centrifugd a 4°C, 9000 rpm durante 10 minutos. Se alicuoto6 en
eppendorfs conteniendo 500 pl del extracto libre de células (ELC) y se conservo a -80°C.

4.2.6. Sintesis de DR5P
4.2.6.1. Utilizando células enteras a partir de G3P

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1 ml, conteniendo 15% p/v
de pellet bacteriano, 98,3 mM de G3P y 200 mM de acetaldehido en buffer fosfato de
potasio 100 mM pH 7. Se agit6 a 200 rpm y 28°C tomando alicuotas de 50 pL cada hora
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durante 3 h. Las muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, conservando

el sobrenadante para su posterior analisis.

4.2.6.2. Utilizando células enteras liofilizadas a partir de G3P

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1 ml, conteniendo 7,5% p/v
de pellet bacteriano, 98,3 mM de G3P y 200 mM de acetaldehido en buffer fosfato de
potasio 100 mM pH 7. Se agité a 200 rom y 28°C tomando alicuotas de 50 uL cada hora
durante 7 h. Las muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, conservando
el sobrenadante para su posterior analisis.

4.2.6.3. Utilizando células enteras a partir de glucosa

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1 ml, conteniendo 15%p/v
de pellet bacteriano, glucosa 500 mM, MgSQO.-7H.O 15 mM, adenosina 5’-trifosfato
(ATP) 15 mM, xileno 1% (v/v), acetaldehido 200 mM y buffer fosfato de potasio 100 mM
pH 7. Se agité a 200 rpm y 28°C tomando alicuotas de 50 pL cada hora durante 7 h. Las
muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, conservando el sobrenadante

para su posterior analisis.

4.2.6.4. Utilizando ELC a partir de G3P

Se utilizaron 250 pL del ELC, se agregd G3P y acetaldehido en una concentracion
final de 98,7 mM y 200 mM respectivamente y se completé a un volumen de 1 ml con
buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7. Se agité a 200 rpm y 28°C tomando alicuotas
de 50 uL cada hora durante 3 h. Se agregaron 100 uL de acetona fria para cortar la
reaccion. Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos, conservando

el sobrenadante para su posterior analisis.
4.2.7. Métodos analiticos

Las muestras de reaccion se analizaron cualitativamente por cromatografia en capa
delgada (CCD) y cuantitativamente por el método colorimétrico de Burton. * Se

utilizaron placas de silica gel 60 F254 (Merck).

4.2.7.1. Analisis cualitativo de DR5P

El andlisis cualitativo de DR5P se llevd a cabo mediante CCD usando n-butanol:2-

propanol:H;O, 3:12:4 (v/viv) como fase mavil. Como revelador de azlcares y sus
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correspondientes productos fosforilados se utilizd 1% (v/v) anisaldehido y 2% (v/v)

H.SO,4 en acido acético.

Rf Color del revelado
G3P 0 Amarillo
DRSP 0,25 Violeta
DR 0,66 Violeta
Glucosa 0,4 Marrén

4.2.7.2. Andlisis cuantitativo de DR5P

Se utiliz6 el método colorimétrico de Burton, usando 100 pl de reactivo recién
preparado [20 ml de la solucién A (1,5 g difenilamina, 98,5 ml acido acético glacial, 1,5
ml H2SO4) + 100 pl de la solucién B (16 mg/ml acetaldehido aq.)] y 50 pl de muestra.
Las muestras se midieron en placas de 96 Wells a 600 nm usando BioTek Cytation 5.
Todas las mediciones se realizaron por duplicado. El ajuste de datos se realiz6 utilizando
Prism (GraphPad).

Los resultados se compararon frente a una curva de calibraciéon de DR5P (0 mM-1,25
mM). Todas las soluciones se hicieron por triplicado. Cada una de estas fue analizada
mediante el método de Burton descripto anteriormente. Utilizando el programa Excel se
graficd absorbancia vs concentracion y se obtuvo una recta de regresién lineal con su

respectiva ecuacion.

1.5+

1.0+

0.5

Absorbancia

0.0 0.5 1.0 1.5

Concentracion (mM)

Figura 4. 6: Curva de calibracion de DR5P; curva de regresidn lineal: 0,6747x + 0,2879; R? = 0,9855
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4.2.7.3. Analisis cuantitativo de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa
4.2.7.3.1. Aislamiento

Al sobrenadante de las muestras obtenidas en 4.2.6 se le agregaron dos voliumenes
de acetonitrilo y 2 mg de NaCl. Se llevo a frio durante 5 minutos. Se separaron las fases

y la fase organica se conservo para su posterior analisis por GC.

4.2.7.3.2. Cuantificacion

Para el andlisis cuantitativo se empled un cromatografo gaseoso (Thermo Trace
1300) acoplado a un detector de ionicacion de llama (CG-FID). Se emple6 una columna
TRACE TR-5MS (0,25 pum, 0,25 mm, 30 m). Las condiciones de corrida fueron:
temperatura del inyector 200 °C, temperatura de la columna: 5 minutos a 50 °C, un
gradiente de 10 °C/min hasta 250 °C y 5 minutos a 250 °C. El tiempo total de corrida fue
30 min. Volumen de inyeccién 1 pl, split: 1:50, calentador: 280 °C. (Tr: 13,9 minutos). Se

utiliz6é como estandar interno dioxano en una concentracion de 6 mM.

1401
1204
100

Absorbancia

Concentracion (mM)

Figura 4. 7: Curva de calibracion de Dioxano. y=1,668X + 0,1510; R2 = 0,9933.
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Figura 4. 8: Curva de calibracion de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa. y= 8,600 X -1,610; R2: 0,9839.
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Figura 4. 9: Cromatograma de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa.
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4.3. Resultados y discusién

4.3.1. Sintesis de DR5P a partir de G3P

En primera instancia se emplearon las tres variantes de DERA y G3P como
material de partida (figura 4.4) para sintetizar DR5P. Adicionalmente, se empled
la cepa wild-type para comparar con los resultados previos. Los biocatalizadores
fueron empleados en forma de célula entera, célula entera liofilizada, ELC y

enzima libre.

4.3.1.1. Utilizando células enteras de PaDERA wt

DERA forma parte de la ruta de las pentosas fosfato y, por ser una enzima no
constitutiva, es inducible so6lo en presencia de DR. Inicialmente, Pectobacterium
atrosepticum se hizo crecer en su medio 6ptimo (no selectivo y enriquecido con
carbonato de calcio). A diferencia de lo ya reportado,!! el cultivo se dejé crecer hasta
saturacion (4 dias) y la biomasa obtenida se utiliz6 para inocular el medio de induccion,
el cual contiene DR como Unica fuente de carbono. Las bacterias inducidas se
centrifugaron luego de un dia en el medio de induccién y se utilizaron como

biocatalizador.

La reaccion alddlica entre G3P y acetaldehido, catalizada por DERA, se siguio por el
método colorimétrico descripto por Burton.!* Si bien este método se utiliza para
cuantificar DNA, el verdadero sustrato de la reaccion colorimétrica es DR5P, producido

por hidrdlisis &cida y térmica del material genémico.

Como se puede ver en la figura 4.10, DR5P se oxida y desfosforila por el medio
acido de la reaccion. Posteriormente, 5-hidroxi-4-oxopentanal se dimeriza y reacciona
con difenilamina produciendo un compuesto coloreado que puede ser medido a una
longitud de onda de 600 nm. Las absorbancias obtenidas se convirtieron en

concentracion utilizando la curva de calibracion de DR5P descripta en el inciso 4.2.7.2.
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I
HO-P-0 Ac. acético H20

OH oM H,s0, o Z o) o)
N HO\)K/\CHO H+ OHC/\)K/O\)K/\CHO

| 040 [

OH
DR5P 5-hidroxi-4-oxopentanal

Figura 4. 10: Método colorimétrico descripto por Burton.

El método de Burton también es sensible a la presencia de desoxirribosa (DR) que
se puede formar por la desfosforilacion espontanea de DR5P. Para descartar su
formacion, se realiz6 el seguimiento de la reaccion mediante CCD utilizando como
revelador anisaldehido en &cido sulfarico. En este método, los grupos hidroxilos
reaccionan con anisaldehido en reacciones de acetalizacion produciendo un catién
altamente conjugado (figura 4.11). Esta estructura catiénica, cuyo color depende de la
estructura del compuesto a detectar, es factible en las condiciones altamente acidas de

la tincion.

0 o
H H* & 0
Q\ * > O
OH
OMe

Figura 4. 11: Reaccién implicada en el método de revelado con anisaldehido.

OMe
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Empleando este método de revelado, se observé la formacién de DR5P como una
mancha violeta, y la disminucién de una sefial amarillenta en la linea de base,
correspondiente a G3P (figura 4.12). La reaccion se sigui6é hasta las 4 h, tiempo en el

gue se observo la formacién de DR por la aparicién de una sefial de color violeta a mayor
Rf.

Q&Q@DRSP
s

Horas

Figura 4. 12: CCD correspondiente al curso de sintesis de DR5P utilizando G3P como sustrato y PaDERA
wt como biocatalizador.

Se obtuvo un rendimiento maximo de 13,5% correspondiente a 13,2 mM a las 3 h de

reaccion. En la figura 4.13 se puede ver el curso de la reaccion.

154
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Figura 4. 13: Sintesis de DR5P utilizando PaDERA wt como biocatalizador y G3P y acetaldehido como
sustratos.

Comparando con los datos previos de nuestro laboratorio, se incrementé levemente

el rendimiento respecto al obtenido en el trabajo de la Dr. Ana Valino (10%, 10,1 mM).
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Este resultado podria atribuirse al cambio del buffer de reaccién ya que en este trabajo

se utilizé buffer fosfato, en lugar del buffer Tris-HCI originalmente reportado.

4.3.1.2. Utilizando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His

Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His fue utilizada como modelo para
seleccionar la forma de uso de los biocatalizadores recombinantes. Esta bacteria se
tested6 como células enteras, células enteras liofilizadas, extracto libre de células o

enzima libre. En las siguientes secciones se discuten los resultados obtenidos.

4.3.1.2.1. Como células enteras

Para evaluar la actividad sintética de PaDERA N-His en la reaccion de sintesis de
DR5P a partir de G3P, las células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo el
plasmido correspondiente se resuspendieron en buffer fosfato. La reaccién se inicié con

el agregado de acetaldehido, y se tomaron alicuotas a distintos tiempos (0, 1, 2, 3, 4 h).

El analisis cualitativo de las reacciones se realizé mediante CCD utilizando como
revelador anisaldehido en acido sulfarico. Se observé la formacion de DR5P, como una
mancha violeta, y la disminucién de una sefial amarillenta en la linea de base,
correspondiente a G3P. El analisis cuantitativo de cada muestra se llevd a cabo
mediante el método colorimétrico descripto por Burton, comparando las absorbancias
obtenidas a 600 nm con la curva de calibracién de DR5P descripta en el inciso 4.2.7.2.

Empleando este biocatalizador se obtuvo un rendimiento maximo de 41,9% (42,9 mM
de DR5P) a las tres horas de reaccion. Este resultado fue dos veces mas alto que el
obtenido para la misma reaccién, pero utilizando células enteras de la bacteria wild-type
(PaDERA wt) (13,5%). Si bien la cantidad de células que se utilizan de ambos
biocatalizadores es la misma (15% p/v), en Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His
la enzima se encuentra sobre-expresada y, por lo tanto, hay mayor disponibilidad de
DERA. Este aumento en la cantidad de enzima generé una mayor cantidad de producto,
lo cual podria deberse a que el consumo mas rapido de G3P impide que este sustrato
sea desfosforilado 0 que pueda redirigirse a otras rutas metabdlicas naturales de las

células. En la figura 4.14 se puede observar el curso de la reaccion.
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Figura 4. 14: Sintesis de DR5P utilizando Escherichia coli PaDERA N-His como biocatalizador y G3P y
acetaldehido como sustratos.

Cuando se utilizaron células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 sin el plasmido,
no hubo consumo de G3P y por lo tanto no se produjo DR5P. Este resultado nos
demuestra que no existe una produccion basal de DR5P por la cepa de expresion
seleccionada, ni existe reaccion quimica no catalizada.

4.3.1.2.2. Como células liofilizadas

Con el fin de reducir el tiempo en el proceso de obtencion del biocatalizador al utilizar
células enteras, se decidio liofilizar las células para conservarlas hasta el momento de
su uso. Para ello, las células se resuspendieron en minimo volumen de buffer y se
liofilizaron durante 24 hs para eliminar toda el agua. Sin embargo, cuando se utilizaron
como biocatalizador no hubo conversion de G3P a DR5P. Este resultado podria
atribuirse a que DERA no logré reconstituirse a su forma activa luego de la
deshidratacién. Esto nos indicé que esta metodologia de almacenamiento no podia ser
utilizada.

4.3.1.2.3. Como ELC

El extracto libre de células (ELC), como su nombre lo indica, es una soluciéon que
contiene las proteinas solubles de una bacteria, entre ellas las enzimas. El empleo de
ELC en sintesis biocatalizadas ha tomado un gran impulso en los ultimos afios debido
a que presenta ciertas ventajas respecto al empleo de las células enteras. Al utilizar ELC
se reducen problemas asociados con transferencia de masas y permeabilidad de las
paredes celulares.'® El ELC de bacterias conteniendo DERA ya fue utilizado por Rucigaj

y colaboradores demostrando buenos rendimientos.®
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Con el fin de probar esta metodologia, células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA N-His resuspendidas en buffer se sometieron a una lisis fisica utilizando un
sonicador de punta. El ELC obtenido fue utilizado como biocatalizador en la sintesis de
DR5P, empleando G3P y acetaldehido como sustratos.

Se tomaron alicuotas a distintos tiempos (0, 1, 2 y 3 h), y se les agreg6 acetonitrilo
frio para precipitar las proteinas y cortar la reacciéon.'’ Las muestras se centrifugaron, el
pellet se descarté y el sobrenadante se analiz6 igual que antes, cualitativamente por

CCD y cuantitativamente por el método de Burton.

El utilizar ELC de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His se obtuvo un
rendimiento maximo de 32,9 % (32,4 mM de DR5P) al cabo de 3 h de reaccion, tiempo
estandar empleado para comparar con el rendimiento obtenido con células enteras
(figura 4.15). Este rendimiento fue menor al obtenido cuando se utilizé el biocatalizador
como células enteras (32,9% y 42,9%, respectivamente), lo que puede deberse a que
la enzima dentro la célula se encuentra en un ambiente protegido que le confiere cierta
estabilidad.’® Ademaés, la sintesis empleando ELC no fue reproducible, dando
mediciones de absorbancia muy dispersas entre reacciones realizadas en distintos dias.
Siendo que la produccion del ELC involucra un paso experimental extra de lisis fisica y
no mejora el rendimiento obtenido por las células enteras, su utilizacion se descartd
como forma de biocatalizador.
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Figura 4. 15: sintesis de DR5P utilizando ELC de Escherichia coli PaDERA N-His como biocatalizador y G3P
y acetaldehido como sustratos.
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4.3.1.2.4. Como enzima libre

Como se describe en el capitulo 3, la enzima libre PaDERA N-His se purifico a partir
del ELC utilizando resina de Ni*?2 Sefarosa y un gradiente de imidazol. Las fracciones
enriquecidas con la proteina fueron concentradas y desaladas. Posteriormente, se midio
su actividad especifica (9,3 U/mg) y la concentracién proteica (0,66mg/ml).

Se utilizé 1 mg/ml de enzima purificada como biocatalizador para sintetizar DR5P a
partir de G3P, en condiciones de reaccién similares a las descriptas para células enteras
y ELC. Se inicio la reaccién con el agregado de la enzima y se tomaron alicuotas a
distintos tiempos (0, 15, 30, 60, 120 y 180 minutos). Las reacciones se siguieron por
CCD frente a un patrén de DR5P, pero no se observo la formacion del producto. Estos
resultados pueden deberse a la exposicion directa de la enzima al acetaldehido, siendo

esta exposicion suficiente para inhibir completamente a la enzima.

4.3.1.2.5. Comparacion de los distintos formatos

La tabla 4.1 resume los resultados obtenidos utilizando PaDERA N-His en sus cuatro

formas de biocatalizador.

Tabla 4. 1: Sintesis de DR5P utilizando distintas formas del biocatalizador PaDERA N-His.

Variante Forma del biocatalizador DR5P (%R)
\ Células enteras 42 .9%
PaDERA N-His | ELC 32,9%
| Enzima pura 0%
| Células liofilizadas 0%

Utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His, la
concentracion de DR5P obtenida fue mayor que al utilizar ELC en las mismas
condiciones de reaccion, mientras que cuando el biocatalizador se utiliz6 como células
enteras liofiizadas o enzima libre no hubo reaccion. Esta mayor eficiencia del
biocatalizador en forma de células enteras se justifica pues, ademas de brindar un
entorno natural para la enzima, la membrana semipermeable de la célula permite
administrar el ingreso del acetaldehido, haciendo que la inhibicién de la enzima sea mas

lenta.'®
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Estos resultados concuerdan con la mayoria de los reportes existentes en donde,
empleando la enzima aislada, los rendimientos suelen ser muy bajos. Por ejemplo, Kim
y colaboradores han obtenido un rendimiento menor al 3% utilizando una DERA
purificada de Paenibacillus sp y G3P como sustrato.’® Adicionalmente, se reportaron
otras DERAs de Haemophilus influenzae y de Escherichia coli con rendimientos

menores al 5% y al 3%, respectivamente.?°

Teniendo en cuenta los rendimientos y/o los problemas que se presentaron a utilizar
PaDERA N-His en los distintos formatos, se prosiguio utilizando células enteras con las

otras dos variantes.

4.3.1.3. Utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His

La variante PaDERA C49M C-His se encuentra sobre-expresada en Escherichia
coli contiendo el Tag de histidina en el C-terminal. A su vez, presenta un cambio
de la cisteina en la posicién 49 por una metionina, que le permite soportar
concentraciones altas de acetaldehido. Acorde a los resultados anteriores, una

suspension de células de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His se utiliz6

como biocatalizador para sintetizar DR5P.

De manera habitual, se inici6 la reaccion con el agregado de acetaldehido, y se
tomaron alicuotas a distintos tiempos (0, 1, 2 y 3 hs). Las células fueron separadas del
medio de cultivo mediante centrifugacion y el sobrenadante se sometié al analisis
cualitativo mediante CCD utilizando como revelador anisaldehido en acido sulfarico. Se
observé la formacién de DR5P, como una Unica mancha violeta, y la disminucién de la

sefal correspondiente a G3P.

El andlisis cuantitativo de cada muestra se llevd a cabo mediante el método
colorimétrico descripto por Burton y en la figura 4.16 se puede observar el curso de la
reaccion. Al utilizar este biocatalizador, se obtuvo un rendimiento casi cuantitativo
(98,1 mM) a las dos horas de reaccion, el cual se mantuvo constante a mayor

tiempo.
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Figura 4. 16: Sintesis de DR5P utilizando células enteras de Escherichia coli PaDERA C49M C-His como
biocatalizador y G3P y acetaldehido como sustratos.

En la figura 4.17 se muestra el resultado de la sintesis de DR5P utilizando las tres
variantes de DERA. En comparacion con el resultado obtenido con la bacteria wild-type,
cuando se utilizaron las bacterias recombinantes, el rendimiento en la sintesis de DR5P
fue mayor. Este incremento se puede relacionar con la sobre-expresion de la enzima en
la célula. Como ya mencionado, una mayor cantidad de enzima activa disponible genera
un consumo mas rapido de los sustratos, lo cual restringe la disponibilidad de consumo

de G3P por ingresar a cualquier ruta metabdlica que la bacteria pueda realizar.

Comparando las dos bacterias recombinantes, puede observarse que Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His es dos veces mas activa, lo que concuerda con el
mayor nivel de expresion de la enzima y la estabilidad que le confiere la mutacién C49M.
La Met49 no puede formar la unién covalente irreversible de DERA con crotonaldehido,

por lo que la enzima no se inhibe facilmente y sigue activa a lo largo de la reaccion.
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Figura 4. 17: Comparacion de la sintesis de DR5P utilizando las tres variantes de PaDERA.
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4.3.1.4. Utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
LbDERA C42M E78K C-His.

La otra variante de DERA testeada pertenece a Lactobacillus brevis. LbDERA C42M
E78K esta sobre-expresada con el tag de histidina en el C-terminal y posee dos

mutaciones que le confieren mayor resistencia a acetaldehido y mayor estabilidad.

Las células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His se
resuspendieron en buffer fosfato para ser utilizadas como biocatalizadores y se procedié
de la manera habitual. Se observé la formacion de DR5P por CCD como una Unica
mancha violeta y se cuantific por el método de Burton. En la figura 4.18 se puede ver
el avance de reaccién luego de cuantificar las muestras a distintos tiempos. Utilizando
este biocatalizador se obtuvo un 99% de rendimiento (98,2mM de DR5P) a las dos horas
de reaccidén. Al comparar este resultado con la concentracién de DR5P obtenida con
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His (figura 4.19), se observa que la
concentracion fue similar en todos los tiempos testeados, dando rendimientos mayores
al 98%. Sin embargo, debido a que el nivel de expresion de LbDERA C42M E78K C-His
en la célula es menor respecto a la expresion de PaDERA C49M C-His, estariamos en
presencia de un biocatalizador mas activo.
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Figura 4. 18: Sintesis de DR5P utilizando Escherichia coli LbDERA C42M E78K C-His como biocatalizador vy
G3P y acetaldehido como sustratos.

152



Capitulo 4: Sintesis biocatalizada de 2-desoxirribosa 5-fosfato

Cabe mencionar que la actividad hidrolitica determinada para Escherichia coli BL21
DE3 LbDERA C42M E78K C-His fue menor que para Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His (28,9 U/mg y 5,9 U/mg, respectivamente). Sin embargo, la
actividad sintética para estas dos variantes fue similar. Esta comparacion nos demuestra
que la actividad hidrolitica de la enzima no siempre esta relaciona con su actividad
sintética.

Resultados parecidos fueron reportados por el grupo de Horinouchi para DERA de
Klebsiella pneumoniae sobre-expresada en Escherichia coli.'® Si bien uno de los clones
presentd una actividad especifica de 2,5 U/mg, la sintesis de DR5P utilizando células
enteras alcanzo6 un 63% de rendimiento. Caso similar sucedi6 con la variante wild type

de Klebsiella pneumoniae que, con solo una actividad de 0,77 U/mg, se obtuvo un 52%
de rendimiento.?
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Figura 4. 19: Sintesis de DR5P utilizando Escherichia coli PaDERA C49M y Escherichia coli LbDERA C42M
E78K C-His y G3P y acetaldehido como sustratos.
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4.3.2. Sintesis de DR5P a partir de glucosa

Debido al elevado valor comercial que tiene G3P, generarlo in-situ a partir de un
sustrato econémico como glucosa (figura 4.20) resulta una alternativa favorable para
disminuir el costo inicial de las reacciones. La glucosa puede ingresar a la glucdlisis
generando fructosa-1,6-difosfato, la cual se escinde en una molécula de G3P y una

molécula de dihidroxiacetona-fosfato a través de la enzima Fructosa 1,6-difosfato
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Figura 4. 20: Sintesis in-situ de DR5P a partir de glucosa.

El medio de reaccion utilizado para la sintesis de G3P in-situ ya habia sido puesto a
punto en el trabajo doctoral de la Dr. Ana Valino.!! Este medio (MR) contiene ATP y
MgSO.en cantidades cataliticas, y xileno como agente porante para favorecer el ingreso

de ATP a las células.

Con el fin de buscar la reaccién de sintesis de DR5P a partir de glucosa mas eficiente,
se utilizaron las tres variantes de Pectobaterium atrosepticum (PaDERA wt, Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His) y la
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variante de Lactobacillus brevis (Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-
His).

4.3.2.1. Utilizando células enteras de PaDERA wt

Las células enteras de PaDERA wt se resuspendieron en el MR hasta obtener una
concentracion de 15% p/v. El inicio de la reaccibn se marcé con el agregado de
acetaldehido, y se tomaron alicuotas a distintos tiempos (0, 1, 2 y 3 h). Las células de
PaDERA wt fueron separadas del medio de cultivo mediante centrifugacion, el pellet

bacteriano se descarté y el sobrenadante se analiz6 cuali- y cuantitativamente.

El analisis por CCD utilizando como revelador anisaldehido en acido sulfarico mostré
la formacién de DR5P, como una Unica mancha violeta, y la disminucion de la sefial de
glucosa. El andlisis cuantitativo de cada muestra se llevé a cabo mediante el método
colorimétrico descripto por Burton y en la figura 4.21 se puede ver el avance de la
reaccién graficado como la concentraciéon de DR5P en el tiempo. Al utilizar células
enteras de PaDERA wt se obtuvo un maximo de concentracion de 23,4 mM de DR5P a
las tres horas de reaccion. Los resultados obtenidos cuando se utiliza glucosa como
sustrato se presentaron como concentraciéon (mM) debido a que, si bien uno sabe la
cantidad de glucosa que se emplea, no se puede calcular la cantidad de G3P que se
genera en la célula. En el caso de calcular rendimiento deberiamos referenciarlo a la
cantidad de acetaldehido agregado en la reaccion, pero dada su alta volatilizaciéon no

conduce a una medida muy precisa.
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Figura 4. 21: Sintesis de DR5P utilizando PaDERA wt como biocatalizador y glucosa y acetaldehido como
sustratos
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4.3.2.2. Utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA N-His

Similar a lo ocurrido anteriormente, las células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA N-His se resuspendieron en el MR y se inicio la reaccion con el agregado de
acetaldehido. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos (0, 1, 2y 3 h).

El mismo procedimiento se realiz6 con células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
para realizar el blanco de la reaccion y verificar la ausencia de actividad DERA en la
célula huésped.

En el analisis cualitativo del curso de la reaccion por CDD, se observo la formacion
de DR5P, como una Unica mancha violeta, y la disminucién de la sefial de glucosa.
Ademas, en el andlisis cuantitativo por Burton se determin6 que, a las 3 h de reaccién
la concentracion de DR5P fue 37 mM. En la figura 4.22 se puede ver el avance de la

reaccion.
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Figura 4. 22:Sintesis de DR5P utilizando Escherichia coli PaDERA N-His como biocatalizador y glucosa y
acetaldehido como sustratos

Debido a la sobre-expresion de la enzima en Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-
His, la concentracién de DR5P obtenida fue mayor que la sintetizada por PaDERA wt
(23,4 mM). Sin embargo, resulté menos eficiente que cuando se empleé G3P como
sustrato. Esto puede deberse a que, como hemos mencionado anteriormente, la glucosa

debe ingresar a la via de la glucdlisis para producir G3P y, posiblemente, la cantidad de
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G3P producida no es la suficiente para equiparar la cantidad incorporada en las
reacciones donde se utiliza el sustrato directamente.

4.3.2.3. Utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His

Con el fin de evaluar la sintesis de DR5P utilizando glucosa como sustrato y
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His como biocatalizador, se procedié de

manera similar a lo descripto anteriormente.

Inesperadamente, en el analisis cualitativo del curso de reaccidon se observé una gran
cantidad de glucosa remanente y, consecuentemente, una muy baja formacién de DR5P
(figura 4.23). Ademas, a la hora de reaccién se observo la produccion de 2,4,6- tridesoxi
D-eritro-hexapiranosa (TDHP), producto de la doble adicién alddlica de 3 moléculas de
acetaldehido.

@& (4.@ TDHP

2 D' DR

) ' ; { JC Glucosa

» “QD DRS5P
‘.
An.(‘ﬁ(‘.\u
T b L T T
0. 44 V2 43 b

o
<]
5
o
@)

Figura 4. 23: CCD correspondiente a la sintesis de DR5P utilizando glucosa como sustrato y células
enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His.

Al realizar el analisis cuantitativo se corrobor6 que el rendimiento obtenido de DR5P
en esta reaccion fue despreciable (<4%, <2 mM). Esto nos llevé a pensar que este
resultado podria estar relacionado con una baja cantidad de G3P formado a causa de

una diminucion de la actividad metabdlica normal de la célula. La sintesis in-situ de G3P
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a partir de glucosa se realiza mediante el proceso metabolico de la glucdlisis, el cual
podria estar afectado por la alta expresién de la enzima recombinante. Para la expresion
de una proteina exdgena, la célula huésped emplea una gran cantidad de recursos
eliminandolos del metabolismo normal (enzimas del metabolismo, cofactores, etc.).
Como consecuencia, la bioquimica del microorganismo huésped puede verse
drasticamente alterada.?? Por lo tanto, podria haber una menor cantidad de G3P en el
medio al momento de iniciar la reaccion.

Por otro lado, la falta de G3P hace que el acetaldehido presente desde el inicio,
reaccione consigo mismo produciendo THDP, si bien la cantidad que se obtiene resultd
también muy baja. En la figura 4.24 se puede observar la produccién de DR5P y de
TDHP para esta reaccion. La concentracion de DR5P obtenida fue analizada
cuantitativamente por el método colorimetro de Burton; mientras que el TDHP, extraido
del medio acuoso de reaccion, se analiz6 utilizando GC-FID en las condiciones

descriptas en materiales y métodos.

-= TDHP
-~ DR5P
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Figura 4. 24: Sintesis de DR5P y TDHP utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA
CA49M C-His.

La baja actividad metabdlica en la célula por causa de la produccién de la proteina
exogena, nos hizo pensar que el tiempo que pasan las células en presencia de glucosa,
podria no ser suficiente para la produccién de G3P in-situ. Por tal motivo, se incubaron
las células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His con el medio de
reaccion (MR) durante media hora, una hora o tres horas, antes de agregar acetaldehido

y dar inicio a la reaccién. Dicho tiempo serviria para acumular suficiente cantidad de

158



Capitulo 4: Sintesis biocatalizada de 2-desoxirribosa 5-fosfato

G3P y, consecuentemente, elevar la produccién de DR5P. Asi, luego del agregado de
acetaldehido se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (0, 0.5, 1, 2, 3,5y 7 h) y se

trataron de la manera habitual.

A partir de los resultados obtenidos en la cuantificacion de DR5P, realizada por el
método colorimétrico descripto por Burton, se realizé un analisis de regresion lineal en
GraphPad Prism, y se determiné las pendientes de las mismas, que se corresponden
con el valor de velocidad inicial (Vo) de reaccioén (figura 4.25). Vo nos dio una idea de
la cantidad de G3P que se encontraba disponible en el medio de reaccion en el momento
de agregar acetaldehido. Una mayor Vo nos indicaria que se produjo G3P por glucolisis

y que se acumul6 conforme pasé el tiempo de incubacién con MR.
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Figura 4. 25: Variacién de la actividad de Escherichia coli PaDERA C49M C-His en la sintesis de DR5P,

producida por el agregado de acetaldehido a distintos tiempos.

Al analizar estos resultados, pudimos observar que pre-incubando las células enteras
de Escherichia coli BL21DE3 PaDERA C49M C-His durante 0,5 h hubo un incremento
significativo en la velocidad de reaccién respecto a la reaccion donde no se incub6 con
el medio de reaccion. Cuando las bacterias se incuban durante 1 h, la velocidad de
reaccion fue 5 veces mayor respecto a la reaccion sin preincubar y luego de tres horas
de incubacion, teniendo cuenta el error del calculo, podriamos decir que no hubo un

incremento en la Vo respecto a la preincubacién durante 1 h. Sin embargo, si
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comparamos el resultado de Vo obtenido en estas condiciones (Vo entre 0,17 y
0,64mM/h) con el resultado obtenido para la reaccion catalizada por Escherichia coli
BL21 D3E PaDERA N-His (9,9 mM/h) y la catalizada por PaDERA wt (5,13mM/h) los
valores no son significativos por lo que no impactan en la concentraciéon de DR5P

maxima obtenida (3,5 mM)

Los resultados obtenidos, podrian explicarse de 2 formas: (i) el G3P producido
cuando acetaldehido no esta presente para reaccionar es re-direccionado hacia las
otras vias metabdlicas o (ii) que la glucosa o algun intermediario interfiera en la actividad

de la enzima inhibiéndola.

Para comprobar de qué manera los componentes del medio de reaccion afectan a la
sintesis de DR5P, las células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-
His se pre-incubaron durante 30 min con el medio de reaccion de glucosa. Pasado ese
tiempo se agreg6 G3P y acetaldehido, esperando obtener un rendimiento elevado antes
de las dos horas de reaccién, tiempo en el que se obtuvo el maximo rendimiento
utilizando G3P como sustrato. De esta manera, la cantidad de G3P producido por la
bacteria en la glucolisis - sumada a la cantidad de G3P adicionada - generaria un
desplazamiento de la reaccion hacia la formacion de DR5P. Sin embargo, la cantidad
de DR5P producida en estas condiciones fue de 4,6 mM (en lugar de 98,1 mM). Este
resultado nos muestra que el problema no fue la falta de G3P, sino que podria existir
una inhibicion de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His por algun
componente del medio de reaccién o de algun intermediario de la ruta metabdlica de
degradaciéon de glucosa (figura 4.20). Esta ultima hip6tesis se condice con los
resultados obtenidos para la formacion de TDHP en esta reaccién, que también fueron

mucho mas bajos que los esperados (ver capitulo 5).

Para comprobar si la glucosa era la causa de la inhibicién, se incubaron las células
Unicamente con glucosa sin el resto de los componentes del medio de reaccion. Dichas
células se emplearon luego para realizar la reaccion en condiciones normales. En este
experimento, la produccion de DR5P fue nula, lo que nos indicé que la glucosa agregada
en el medio de reaccion estaria inhibiendo a Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M
C-His.

Por dltimo, para comprobar si la actividad de la enzima purificada se ve afectada por

el agregado de la glucosa, se midi6 la actividad enzimatica en presencia de este
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sustrato. Para tal fin la enzima se preincub6 con glucosa durante 30 minutos v,
posteriormente, se midi6 la actividad enzimatica con el método acoplado a la oxidacion
de NADH. La actividad retro aldélica de DR5P fue reducida en un 50%. Estos resultados
avalan la hipotesis de la inhibicion de DERA por parte de glucosa, aunque esta inhibicién
afectaria mas en la direccién de la sintesis que en la reaccion inversa. Debido a que la
glucosa se encuentra en equilibrio con su estado abierto (aldehido) la inactivacion de la
enzima podria estar relacionado a la cantidad de aldehido en el medio de reaccion,
puesto que esta comprobado que no sélo acetaldehido inhibe la enzima, sino que los
aldehidos en general reaccionan irreversiblemente con residuos de lisina de la superficie

de la proteina.?324

Debido a que esta inhibicidn no se presentd al utilizar células enteras de Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA N-His, se podria pensar que esta relacionada con la
modificacion en el extremo C-terminal. Como habiamos mencionado en el capitulo 1
este extremo funciona como una “tapadera” del sitio activo que hace variar a esta
enzima entre un estado abierto y uno cerrado para producir la catalisis. La modificacion
de este extremo podria afectar las caracteristicas de esta enzima, en cuanto a su
estabilidad o su actividad sintética. Sin embargo, para comprender esta inhibicién, se

deberian realizar ensayos de docking y dinamica molecular.

4.3.2.4. Utilizando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-
His

Finalmente, se probé la sintesis de DR5P a partir de glucosa con células enteras de
LbDERA C42M E78K C-His. En la figura 4.26 se puede ver el avance de reaccion. Se
obtuvo un méaximo de concentracién de 71,6 mM de DR5P a las dos horas de reaccion,
el mejor resultado entre las variantes testeadas. Teniendo en cuenta la actividad
especifica de las enzimas, este andlisis también nos muestra que la actividad sintética
de esta enzima es mayor y que la misma no puede relacionarse con su actividad

hidrolitica.
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Figura 4. 26: Sintesis de DR5P utilizando Escherichia coli LbDERA C42M E78K C-His como biocatalizador y
glucosa y acetaldehido como sustratos

4.3.3. Resultados comparativos

Comparando las cuatro variantes de DERA utilizadas en la sintesis de DR5P a partir
de glucosa podemos observar que los mejores rendimientos se obtuvieron con
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M
E78K C-His, lo que podria estar relacionado con la cantidad de proteina exdgena
producida por la célula. Como analizamos en el capitulo 3, la concentracion de enzima

pura obtenida para estas dos variantes fue aproximadamente 0,7 mg/ml.

Estos resultados superan los reportados en bibliografia y en particular por el grupo
de Horinouchi.l® Utilizando DERA de Klebsiella pneumoniae wild-type estos autores
obtuvieron una concentracion de 3,4 mM a las 5 h de reaccién, mientras que para las
variantes sobre-expresadas de Klebsiella pneumoniae se obtuvo una concentracion de
6,3 mM. De esta forma, las DERAS recombinantes testeadas en este capitulo pueden

ser utilizadas como catalizadores eficientes en la sintesis de DR5P.

Por otro lado, al emplear Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His se
obtuvieron rendimientos de DR5P muy bajos. Los ensayos realizados nos demuestran
que existiria una inhibicion de PaDERA C49M C-His por glucosa causada por la

modificacion estructural de la enzima.

La tabla 4.2 muestra un resumen de los resultados obtenidos en la sintesis de DR5P

en las reacciones llevadas a cabo con células enteras.
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Tabla 4. 2: Analisis de las reacciones con células enteras, ® reactivo limitante G3P; ® reactivo limitante
acetaldehido.

Células enteras Sustrato aceptor DR5P (mM) DR5P (%)  Tiempo (h)
R M
e
PaDERA C49M C-His e s e 2
a
LbDERA C42M E78K C-His e 32:625 ;59’98b 2

Como se puede observar en la tabla, partiendo de G3P, debido a la cantidad de
enzima que se encuentra en la célula los resultados fueron mejores para todas las

células recombinantes que para PaDERA wt.

Si se comparan los resultados obtenidos cuando se emplea glucosa como sustrato,
a diferencia de lo que ocurre con PaDERA wt, en las bacterias recombinantes la
concentracion de DR5P obtenida siempre fue menor respecto a la cantidad obtenida a
cuando se parte de G3P. Este resultado podria estar relacionado una baja cantidad de
G3P disponible a la hora de realizar la reaccion. En particular, en el caso de las bacterias
recombinantes, el metabolismo se ve ralentizado por la produccién exacerbada de la
proteina recombinante, afectando los procesos bioquimicos normales en la célula como

la glucdlisis.

Empleando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His y Escherichia coli
BL21 DE3 PaDERA C49M C-His se obtuvieron los mejores rendimientos de reaccién
cuando el sustrato fue G3P en tiempo cortos de reaccion. Sin embargo, Escherichia coli
BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His se muestra como un biocatalizador mas eficiente
porque permite también el empleo de glucosa como material de partida mas econémico,

con un rendimiento mayor al 70% y en un tiempo corto de reaccion.
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(Esta pagina se ha dejado en blanco intencionalmente)
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4.4. Conclusiones

Como hemos mencionado anteriormente, la sintesis de analogos de nucledsidos
puede ser llevada a cabo por diversas metodologias quimicas o quimioenzimaticas. En
particular, para producir la porcion del azGcar quimicamente, son necesarios varios
pasos de proteccién y desproteccion que involucran métodos no amigables con el medio
ambiente. Es por tales motivos que, en este capitulo, se llevo a cabo el testeo de las

variantes de DERA para obtener DR5P biocataliticamente con buenos rendimientos.

Con el fin de seleccionar la mejor forma de emplear el biocatalizador, se utilizé la
variante Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His como células enteras, células
enteras liofilizadas, ELC o enzima libre, y G3P como sustrato. Mientras que con enzima
libre o células enteras liofilizadas no se obtuvo DR5P, cuando se emplearon células
enteras o ELC los resultados fueron buenos comparados con la variante wild-type.
Debido a que los rendimientos obtenidos con células enteras fueron levemente mayores
gue los obtenidos por ELC y, teniendo en cuenta que el proceso para obtener ELC tiene
un costo de tiempo mayor, se eligié esta forma de biocatalizador para continuar con el

resto de las variantes.

Al comparar las cuatro variantes pudimos seleccionar a Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His como
buenos catalizadores en la sintesis de DR5P a partir de G3P, ya que sus conversiones
fueron mayores al 99%. Cabe destacar que a pesar de la baja actividad de hidrolisis y
de expresion de Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His, su actividad

sintética fue muy alta.

La utilizacion de glucosa implicé utilizar un material de partida econémico para la
produccion de DR5P. Para este sustrato la variante mas activa resultdé ser Escherichia
coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His con una conversion del 35,8%, en
comparacion con PaDERA wt y Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His donde las
conversiones fueron menores al 20%. Inesperadamente, utilizando células enteras de
PaDERA C49M C-His no se obtuvo DR5P. Se puede presumir una inhibicién de esta
variante cuando la glucosa se encuentra en el medio de reaccién, ya que no solo la
sintesis de DR5P sino también la reaccion retroalddlica, se vieron disminuidas en

presencia de dicho sustrato.
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5.1. Introduccion

La reaccién alddlica es una de las reacciones mas utilizadas para llevar a cabo la
formacion de enlaces C-C. En la actualidad se ha dado gran relevancia a aquellos
procedimientos en los cuales la asimetria de la reaccién no depende de la estructura o
estereoquimica del sustrato, sino que es controlada por el catalizador. A diferencia de
la reaccién quimica, la estereoselectividad de la reaccion alddlica catalizada por
aldolasas cumple con dicha caracteristica ya que, en general, es controlada por la
enzima y no depende de la estructura del sustrato, lo que hace que la estereoquimica
del producto, algunas veces, sea muy predecible.! La aplicacién de las aldolasas como
biocatalizadores puede, por lo tanto, rendir productos enantioméricamente puros a partir
de sustratos no quirales. Como mencionamos anteriormente, aunque DERA cataliza
naturalmente la sintesis de DR5P a partir de G3P, su empleo puede extenderse a una
amplia variedad de sustratos aceptores electrofilicos produciendo centros quirales con
configuracion S.? Otra caracteristica importante de esta enzima es su capacidad de
catalizar adiciones alddlicas secuenciales, debido a que tanto sus sustratos como sus
productos son aldehidos. Dicha reaccidbn se realiza con un completo control
estereoquimico y, cuando se utiliza acetaldehido tanto como sustrato dador como
aceptor, esta reaccion rinde 2,4,6-tridesoxiD-eritro-hexapiranosa (TDHP). Como se
puede observar en la figura 5.1, la TDHP puede formarse como una mezcla anomérica
(a/B). El producto de esta biotransformaciéon puede ser utilizado como un precursor de

la cadena lateral de las estatinas.?

O OH
|O |O DERA OH lQ DERA OH OH ?esponténeU
) + ) /k) )\)\) -~

0 OH

1 )I 2

Figura 5. 1: Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa.

El empleo de DERA en la sintesis de TDHP conduce a reacciones limpias, de alto

rendimiento y de bajo costo, con una elevada pureza quimica y estereoquimica de sus
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dos centros quirales. Sin embargo, una de las limitaciones del empleo de esta enzima
es que se inhibe a altas concentraciones de acetaldehido, lo que supone un problema
para realizar reacciones a gran escala. La busqueda de nuevas DERASs resistentes a

altas concentraciones de acetaldehido, se encuentra en expansion.*

Dick y colaboradores han reportado una DERA de Corynebacterium bovis modificada
genéticamente en la cisteina de la posicidn 47 para mejorar su tolerancia a acetaldehido.
La actividad remanente, tanto de la enzima recombinante como de la wild-type, fue
analizada.® Para tal fin la enzima se incub6 durante 18 h con 100 mM, 200 mM o 300
mM de acetaldehido y luego se midio la actividad hidrolitica de la enzima con el método
acoplado a la oxidacion de NADH. La figura 5.2 muestra que para la enzima wild-type,
luego de dos horas de incubacién con acetaldehido a 200mM y 300mM, la actividad se
redujo al 50 %. Sin embargo, luego de 18 h de incubacién con acetaldehido, la enzima
recombinante (DERA C47) siguié siendo activa.

140 7 -
. .
120 { _om ™ e \y
.‘A A - n
=2 1 A — A o®
2 100 = *—* | DERAC47M
@
g g0 _.ﬁ‘_‘.‘. DERA wt
E % e A A4 Concentracion
- 60 4 & - de acetaldehido
o s e s
= 401 'Y ® ® 200 mM
< o b 44100 mM
20 4 \
. .
.- o ) .
O " T ” T o 1 . T . T d T I . _F. o T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo de incubacién con acetaldehido (h)

Figura 5. 2: Actividad remanente para DERA de Corynebacterium bovis luego de la incubacién con
acetaldehido. Extraido de Dick et al. ®

La actividad remanente de la variante PaDERA C49M C-His fue determinada por el
grupo holandés colaborador de la misma manera descripta anteriormente.® Como se

puede observar en la figura 5.3, la actividad se conserva en un 100%, luego de 100 min
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de incubacion con las tres concentraciones de acetaldehido. Estos ensayos se hicieron

con la enzima aislada.

100 -

~J
w

*+ 200 mM
* 100 mM

Actividad remanente %
N w
W o

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Tiempo de incubacién con acetaldehido (min)

Figura 5. 3: Actividad remanente para PaDERA C49M C-His luego de la incubacién con acetaldehido.
Extraido de Haridas et al.®

Esta variante fue, ademas, testeada por este grupo en la sintesis de TDHP utilizando
3 mg/ml de células y 100 mM de acetaldehido, obteniendo una conversion maxima de

50 % a las 48 h de reaccion.

En este capitulo se describe la puesta a punto del método de obtenciéon de TDHP
como modelo de sintesis de acetales ciclicos. Para tal fin se utilizaron las bacterias
recombinantes, desarrolladas en el capitulo 3: Escherichia coli conteniendo PaDERA N-
His, PaDERA C49M C-His, LbDERA C42M E78K C-His. Estas bacterias se utilizaron

como células enteras.
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5.2. Materiales y métodos

Los reactivos analiticos y los sustratos fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Los
solventes organicos utilizados, fueron de Sintorgan. Los componentes del medio de

cultivo fueron de Britania y Biopack.

Escherichia coli BL21 DE3 se obtuvo de Invitrogen. Se utilizaron las cepas
recombinantes Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los plasmidos: PaDERA N-His,
PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His.

Los medios de cultivo utilizados fueron: LB y LB-Kana

5.2.1 Cultivo de Escherichia coli BL21 DE3

A partir del stock de trabajo de Escherichia coli BL21 DE3 se realizé un cultivo en 250
ml de medio LB y se dej6 overnight a 37°C y 200 rpm. Al dia siguiente el cultivo se
centrifugd a 4°C y 9000 rpm y se descarto el sobrenadante. Las células enteras se
resuspendieron en buffer fosfato de potasio pH 7 100 mM hasta obtener una
concentracion de 30 g de células en 100 ml de buffer para ser utilizadas como
biocatalizadores.

5.2.2 Cultivo de bacterias recombinantes

A partir del stock de trabajo de Escherichia coli BL21 conteniendo los plasmidos
(PaDERA N-His, PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His) se realizé un
preindculo de 5 ml de medio LB-kana y se dejé overnight a 37°C y 200 rpm. Al dia
siguiente, se utilizaron 2,5 ml del cultivo para inocular 250 ml de medio LB-Kana y se lo
dej6 a 37°C y 200 rpm hasta DOs00=0,5. Se agregd IPTG en una concentracion final de
50 mM, 100mM, 400 mM o 1 M y se dejé overnight a 28 °C y 180 rpm. Una vez
transcurridas las 16 hs, el cultivo se centrifugd a 4°C y 9000 rpm y se descart6 el
sobrenadante. Las células enteras se resuspendieron en buffer fosfato de potasio 100
mM pH 7 hasta obtener una concentracién de 30 g de células en 100 ml de buffer para

ser utilizadas como biocatalizadores.
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La suspensiéon de células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His,
PaDERA C49M C-His o LbDERA C42M E78K C-His (obtenidas en el inciso 5.2.2) se
diluy6 en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7 hasta obtener una concentraciéon de
15% v/iv. A 1 ml de células en suspension se le agregd acetaldehido en una
concentracion 0 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM o 500 mM y se agité a 200 rpm a 28°C
por 48 h. La suspension se centrifugd, se descart6 el sobrenadante y el pellet bacteriano
se resuspendioé en 500 ul de buffer fosfato pH 7 100mM. 20 pl de esta suspension se

plaquearon en medio sélido de LB-Kana. Las placas se incubaron durante un dia a 37°C.

5.24 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa, reaccion

estandar

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1 ml, conteniendo 15% p/v
de pellet bacteriano (Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo PaDERA N-His, PaDERA
C49M C-His o LbDERA C42M E78K C-His) y acetaldehido (200 mM) en buffer fosfato
de potasio 100 mM pH 7 y la reaccién se dej6é en agitacioén a 28°C y 200 rpm. Al cabo
de 24 h las muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, se descart6 el

pellet y se conservo el sobrenadante.

Al sobrenadante obtenido se le agregaron dos volumenes de acetonitrilo y 2 mg de
NaCl. Se llevo a frio durante 5 minutos, se separaron las fases y la fase organica se

conservo para su posterior analisis.

5.2.5 Optimizacion de tiempo de reaccién y concentracion de

acetaldehido

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 1 ml, conteniendo 15% p/v
de pellet de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los plasmidos PaDERA C49M C-
His o LbDERA C42M E78K C-His en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7. Se agreg6
acetaldehido en una concentracion de 100 mM, 200 mM, 300mM o 500 mM y se siguio
durante 48 h tomando alicuotas de 50 pL alas 3 h, 6 h, 12 h, 24 h y 48 h. Las muestras
se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, se descarté el pellet y se conservo el

sobrenadante.
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5.2.6 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa, escala

preparativa

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 4 ml, conteniendo 15% p/v
de pellet de Escherichia coli BL21 PaDERA C49M C-His y acetaldehido (200 mM) en
buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7. La reaccidén se dejo en agitacion a 28°C. La
reaccién se centrifugd a 9000 rpm durante 5 minutos, se descart6 el pellety se conservé

el sobrenadante.

Al sobrenadante obtenido se le realizaron tres extracciones con 2 ml de acetato de
etilo. Se separaron las fases, se evaporo el solvente de la fase organica preparando una
pastilla con Silica gel 60: 0,040 — 0,063 mm (Sigma Aldrich). Se empaquetaron
aproximadamente 1 g de Silica gel 60 en una columna de vidrio con acetonitrilo, se
sembré la pastilla y se eluyd con acetonitrilo:éter etilico (50:50 v/v). Se colectaron
fracciones de 1 ml y se verificé la purificacion mediante CCD. Las alicuotas se

conservaron para su posterior analisis.

5.2.7 Analisis de las muestras
5.2.7.1 Cromatografia en capa delgada

Las muestras se analizaron mediante cromatografia en capa delgada (CCD) sobre
placa de silica gel (con un soporte de aluminio) con un indicador F254 (Merck). usando
dos fases mdviles: a) acetonitrilo:éter etilico, 50:50 (v/v) o b) acetato de etilo: éter de
petréleo, 50:50 (v/v). Las placas se revelaron mediante exposicion a acido sulfdrico al
5% en etanol y posteriormente se sometieron a calor. Rf de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-

hexapiranosa: a) 0,6; b) 0,15.

5.2.7.2 Resonancia magnética nuclear

Para los experimentos de 'HRMN se utilizaron dos equipos: Avance Neo 500 (Bruker)
a 500 MHz y AVIIl 600 (Bruker Biospin) a 600 MHz. Para los experimentos de *CRMN
se utilizé Avance 11 500 (Madison, WI, EE.UU.) a 126 MHz. Las soluciones se prepararon

disolviendo el compuesto en 700 uL de CDClIs. Se observan las siguientes sefiales:

IH RMN (500 MHz, CDCl3) & 5.50 — 5.42 (m, 1H), 5.35 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 4.44 (dqd,
J=125, 6.3, 2.4 Hz, 1H), 4.29 — 4.03 (m, 4H), 3.87 (tt, J = 11.1, 4.7 Hz, 1H), 3.56 (dqd,
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J=12.5,6.3,2.1 Hz, 1H), 2.38 — 2.26 (m, 1H), 2.14 (ddt, J = 12.6, 4.7, 1.8 Hz, 1H), 1.95
(ddt, J = 12.5, 4.8, 2.0 Hz, 1H), 1.88 — 1.81 (m, 2H), 1.60 — 1.47 (m, 1H), 1.31 — 1.29 (m,
3H), 1.23 (dd, J = 6.3, 3.7 Hz, 6H).

13C RMN (126 MHz, CDCls) 6 94.32 C-1, 93.04 C-1', 68.35 C-5, 66.84 C-5', 65.11 C-
3,64.17 C-3',42.85 C-2,42.31 C-2", 39.92 C-4, 39.11 C-4", 21.48 C-6, 21.26 C-6'".

IH RMN (600 MHz, CDCls) 6 5.34 (t, J = 4.7 Hz, 1H, H-1 @), 5.22 — 5.12 (m, 1H, H-2
B), 4.35(q, J = 3.1, Hz, 1H, H-5 ), 4.24 (dt, J = 6.4, 3.1 Hz, 1H, H-5 B), 3.17 (d, J = 6.1
Hz, 1H, H-3 B), 3.01 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-3 1), 2.05 — 1.95 (m, 2H, H-2 a/B), 1.83 (tq, J
=12.1, 3.1 Hz, 2H, H-2 a/B), 1.68 - 1.52 (m, 4H,H-4 a/B), 1.26 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-6 B),
1.24 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-6 ).

5.2.7.3 Cromatografia gaseosa

Para el andlisis cualitativo se utilizd un cromatografo gaseoso (Bruker micrOTOF-Q
II) acoplado a un detector de masa (CG-MS). Se emple6 una columna Rxi-5ms (0,25
pum, 0,25 mm, 30 m). Las condiciones de corrida fueron: temperatura del inyector 200°C,
temperatura de la columna: 5 minutos a 50°C, un gradiente de 10°C/min hasta 250°C y
5 minutos a 250°C. El tiempo total de corrida fue 30 min. Volumen de inyeccién 1 pl,
split: 1:50, calentador: 280°C.

Para el analisis cuantitativo se empleé un cromatografo gaseoso (Thermo Trace
1300) acoplado a un detector de llama (CG-FID). Se empleé con una columna TRACE
TR-5MS (0,25 pum, 0,25 mm, 30 m). Las condiciones de corrida fueron descriptas en el
inciso 4.2.7.3.2 junto con las curvas de calibracion del estandar interno y de TDHP.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1 Tolerancia a acetaldehido de los biocatalizadores

Debido a que los resultados reportados por el grupo colaborador solo muestran la
tolerancia de la enzima libre en acetaldehido,® se plante6 estudiar dicha tolerancia en
células enteras. Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los plasmidos PaDERA N-His,
PaDERA C49M C-His o LbDERA C42M E78K C-His se incubaron durante 48 hs en
distintas concentraciones de acetaldehido. Las bacterias se separaron del medio por
centrifugacion y el pellet bacteriano se resuspendié en buffer. La suspension de células
se plague6é en medio sélido y al cabo de 24 hs se vio crecimiento para todas las
condiciones (figura 5.4). Dichos resultados nos demuestran que el crecimiento de la

célula no se ve inhibido hasta 500 mM de acetaldehido

Si bien medir la actividad enzimatica de DERA en las bacterias recombinantes
hubiese sido mejor parametro, el método utilizado solo es compatible con la enzima
libre. Como mencionamos en el capitulo 3, la actividad enzimética se mide por el
consumo de DR5P que, en una célula, puede ser redirigido a otras rutas metabdlicas
interfiriendo con el resultado final. Es por este motivo que se decidi6 utilizar el
crecimiento de la bacteria como un pardmetro de la tolerancia de la misma hacia

acetaldehido, sabiendo que las enzimas en su forma aislada lo eran hasta 300 mM.

Figura 5. 4: Crecimiento de las bacterias luego de incubar con 500 mM de acetaldehido a. Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA N-His b. Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His, c. Escherichia coli BL21
DE3 LbDERA C42M E78K C-His.
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Como se puede deducir, en comparacion con las enzimas aisladas, las células
enteras suelen ser méas estables debido al entorno natural y, evitar la purificacion de la
enzima, reduce tiempos y costos en la biotransformacién.”® Si bien el uso de células
enteras como biocatalizadores es mas comudn que el uso de la enzima aislada, esta
metodologia puede presentar algunos problemas que afectan el rendimiento de la
reaccién. Por ejemplo, problemas difusionales a través de la membrana de la célula o
bien la posibilidad de una mayor degradacién de los productos por otras enzimas
presentes en la célula.® Por lo cual es importante optimizar el tiempo de reaccion, la

cantidad de sustrato, entre otros.

La tolerancia a acetaldehido de PaDERA wt ya habia sido testeada en un trabajo
previo en el laboratorio. Utilizando la misma metodologia, se determiné que la tolerancia

de la bacteria wild-type tenia el maximo en 200 mM.*°

5.3.2 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa

5.3.2.1 Empleando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His y
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His
5.3.2.1.1. Reaccién en condiciones estandar, escala analitica

Para evaluar la actividad sintética de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los
plasmidos PaDERA N-His y PaDERA C49M C-His en la sintesis de TDHP se llevé a
cabo la biotransformaciéon empleando acetaldehido como Unico sustrato.!! El
acetaldehido se agreg6 a la suspensién de células en una concentracion de 200 mM y
la reaccion se dio por finalizada a las 24 h. Se utilizaron como controles las células
enteras de Escherichia coli BL21 DE3 sin plasmido y PaDERA wt.

Para la purificacion de cada muestra se utilizé acetonitrilo (ACN) y NaCl, segun una
metodologia descripta en bibliografia.'? Debido a que TDHP es bastante soluble en
agua, la adicion de NaCl produce un efecto salting-out, lo que disminuye la solubilidad
de los compuestos organicos en la fase acuosa. De esta forma, una mayor cantidad de
TDHP se disuelve en la fase organica. Dado que la solubilidad de ACN en agua es
dependiente de la temperatura, la mezcla obtenida se llevé a un bafio de hielo para
lograr la separaciobn completa de las fases. La fase organica superior se analizd
cualitativamente mediante CCD utilizando como revelador acido sulfarico en etanol, el

cual oxida los restos organicos dando manchas oscuras.
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Al utilizar la cepa wild type (PaDERA wt) y Escherichia coli BL21 DE3 sin plasmido
no se observé formacion de producto. Este resultado nos demostr6 que no existe
produccion basal de TDHP para estas dos bacterias, ni existe reaccion quimica no
catalizada.

En cambio, al utilizar las bacterias recombinantes se observo la formacion de TDHP
como dos manchas de Rf cercanos, que corresponderian a los anémeros del producto
(figura 5.5). Cabe aclarar que el acetaldehido no se observa en la placa a las
concentraciones de trabajo. A partir del andlisis cualitativo por CCD, se determiné la
mayor conversion a TDHP para Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His.

[ oali c ) | ]
BEY R 1AL
Horas o Horas

Figura 5. 5: CCD correspondiente a la sintesis de TDHP utilizando 200 mM de acetaldehido y a)
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His b) Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His.

El andlisis cuantitativo de cada muestra se realiz6 mediante CG-FID vy, utilizando las
curvas de calibracion del producto (incluidas en el inciso 4.2.7.3.2.), se calcul6 el

porcentaje de conversion.

Mientras que utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His
se obtuvo una conversién menor al 5% a las 24 hs de reaccién, cuando se utilizaron
células de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His, la conversién obtenida a

las 24 h de reaccién fue aproximadamente diez veces mayor (66,2%). Similarmente a lo
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obtenido en la sintesis de DR5Pa partir de G3P, el incremento en este valor, respecto
de las otras variantes, puede atribuirse a su mayor nivel de expresion y actividad.
Ademas, la mutacién en cisteina 49 contribuye con la estabilidad de la enzima frente al
acetaldehido. A la misma concentracion de acetaldehido, la enzima no se inhibe y, por
lo tanto, se genera mayor cantidad de producto al mismo tiempo de reaccion. En la tabla
5.1 se resumen los valores de conversion determinado para las reacciones ensayadas.

Tabla 5. 1: Resultados obtenidos para los biocatalizadores de PaDERA para la sintesis de TDHP en
condiciones estandar. Nr: no reacciona.

Concentracién

Biocatalizador Condiciones Conversioén
TDHP
PaDERA wt Nr Nr
Escherichia coli BL21 DE3 Acetaldehido L6 mm o
’ m < 0
PaDERA N-His 200mM, 24 h,
Escherichia coli BL21 DE3 28 °C
44,2 mM 66,3%

PaDERA C49M C-His

Los resultados antes descriptos indican que tanto PaDERA wt como Escherichia coli
BL21 DE3 PaDERA N-His no son biocatalizadores adecuados para la sintesis de TDHP,
debido a las bajas conversiones obtenidas. En cambio, utilizando Escherichia coli BL21
DE3 PaDERA C49M C-His se obtuvieron conversiones elevadas que permiten
seleccionar a esta bacteria para seguir con las biotransformaciones planteadas para

esta tesis.
5.3.2.1.2. Reaccién en condiciones estandar, escala preparativa

A causa de los resultados obtenidos en el inciso anterior, se escald la sintesis de
TDHP utilizando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His en condiciones
estandar (200mM de acetaldehido, 24 h de reaccion, 28°C) para obtener cantidades
significativas de producto y realizar los correspondientes analisis cromatograficos y

espectrofotométricos.

En este caso, se realizd la extraccion de TDHP utilizando acetato de etilo, una
metodologia mas sencilla que la descripta para la escala analitica. La fase organica se

concentrd y el producto de interés se purific6 mediante cromatografia en columna. Las
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fracciones enriquecidas con TDHP se secaron al vacio hasta obtener un peso constante.

El calculo del rendimiento de TDHP nos dio como resultado 75% del producto purificado.

5.3.2.1.3. Optimizacion de las condiciones experimentales, utilizando
células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His

La reaccion en condiciones estandar nos brindé las primeras ideas sobre la sintesis
de TDHP y cdmo llevar a cabo la purificacion del producto. Sin embargo, fue necesario
evaluar el tiempo de la reaccién y la concentracion de acetaldehido maxima permitida
por el biocatalizador.

Con el fin de optimizar estos parametros, se llevaron a cabo biotransformaciones con
100 mM, 200 mM, 300 mM y 500 mM de acetaldehido y se tomaron alicuotas a distintos

tiempos. Las muestras se extrajeron con ACN como se describié anteriormente.

En este caso también se observé por CCD la formaciéon de TDHP como dos manchas
de Rf cercanos, correspondientes a los andmeros del producto y una mancha de Rf
menor que corresponderia a la forma abierta de la TDHP (figura 5.6).

<+— TDHP

-
0* * * k3 T 1 T

L CE 6 Clte s 24 24* 48 48*

Horas Horas

XL L i L

Figura 5. 6: CCD correspondiente a la reaccion con 300 mM de acetaldehido. *Blanco sin acetaldehido.

El andlisis cuantitativo de cada muestra se realiz6 mediante CG (figura 5.7, 5.8, 5.9,
5.10) y, comparando con las curvas de calibracion del producto y del estandar interno
(incluidas en el inciso 4.2.7.3.), se calculo el porcentaje de conversién para cada

condicion.

183



Capitulo 5: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa
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Figura 5. 7: Cromatogramas correspondientes a la reaccion con 100 mM de acetaldehido. a) 6 h b) 12 h
c) 24 h d) 48 h. la sefial marcada correspondiente a TDHP.
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Figura 5. 8: Cromatogramas correspondientes a la reaccién con 200 mM de acetaldehido. a) 6 h b) 12 h

c) 24 h d) 48 h. la sefial marcada correspondiente a TDHP.
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Figura 5. 9: Cromatogramas correspondientes a la reaccion con 300 mM de acetaldehido. a) 6 h b) 24 h
c) 48 h. la sefial marcada correspondiente a TDHP.
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Figura 5. 10: Cromatogramas correspondientes a la reaccion con 500 mM de acetaldehido. a) 6 h b) 24 h
c) 48 h. la sefial marcada correspondiente a TDHP.
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En la figura 5.11 se puede observar el curso de cada una de las reacciones.
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Figura 5. 11: Curso de la reaccidn de sintesis de TDHP utilizando acetaldehido en una concentracién de
a) 100 mM b) 200 mM c) 300 mM y d) 500 mM.

En la figura 5.11a. se observa el curso de la reaccién utilizando 100 mM de
acetaldehido. Al cabo de 6 h de reaccién se obtuvo una conversién del 100% (33 mM).
Podemos notar también que, transcurridas las 48 h, la cantidad de producto decae al
10% de conversion (2mM). A pesar de que TDHP es un hemiacetal muy estable frente
a la reaccion retroalddlica catalizada por DERA '3, es posible que parte del producto sea

utilizado por la bacteria en reacciones secundarias disminuyendo asi la conversion.

Al utilizar 200 mM de acetaldehido (figura 5.11b), se obtiene una conversion maxima

de 66,3% (44,2 mM) al dia de reaccién. Al igual que utilizando 100 mM de acetaldehido,
la conversion de TDHP decae (a las 48 h).
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Lafigura5.11c muestra el curso de la reaccion utilizando 300 mM de acetaldehido.
Al cabo de 24 h de reaccidn se obtuvo una conversion >99%, correspondiente a 99,5
mM de TDHP. Si bien se tardé mas en llegar a la conversibn maxima respecto a las
otras dos concentraciones de acetaldehido ensayadas (100 mM y 200 mM), la cantidad
de TDHP obtenida fue mayor.

Notablemente, cuando se utiliza 500 mM de acetaldehido se obtuvo una conversion
del 100% (166 mM de TDHP) a las 24 h de reaccion. Si bien es la misma conversion
gue la obtenida para 300 mM, al partir de una mayor concentracion de acetaldehido la
concentracion de TDHP es mayor, lo que es una ventaja con miras a un escalado de la
reaccion. La figura 5.11d muestra el curso de la reaccién utilizando 500 mM de

acetaldehido.

En la figura 5.12 se puede observar el rendimiento de las reacciones usando
PaDERA C49M C-His con las distintas concentraciones de acetaldehido. En la mayoria
de las reacciones analizadas, se llega a un maximo de conversion a las 24 h.
Adicionalmente podemos mencionar que, al utilizar células enteras se incrementa la
tolerancia a acetaldehido respecto a los datos reportados para la enzima purificada,
probablemente por encontrarse la enzima en un microentorno mas favorable. La
actividad de la enzima purificada se mantiene solo hasta 300mM, mientras que para las

células enteras la actividad se mantuvo hasta 500mM.®

0 I I I I L]
0 10 20 30 40 50

Time (hs)

-~ 100mM -= 200mM - 300mM -+ 500mM

Figura 5. 12: Rendimiento de TDHP utilizando Escherichia coli PaDERA C49M C-His.
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5.3.2.2 Empleando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C47M E78K C-
His

5.3.2.2.1. Reaccién en condiciones estandar, escala analitica

Con el fin de evaluar la actividad sintética de Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA
C42M E78K C-His en la sintesis de TDHP, se llevdé a cabo la biotransformacion
empleando acetaldehido como Unico sustrato, tal como se describié anteriormente. Las
células se incubaron durante 48 h con 200 mM de acetaldehido tomando alicuotas a
distintos tiempos. Posteriormente la mezcla de reaccion se purificé utilizando ACN y
NaCly se analizaron mediante CCD. En el analisis cualitativo de la reaccién se observo
la méxima formacién de TDHP a las 48 h de reaccioén (figura 5.13).

<«— TDHP

Figura 5. 13: CCD correspondiente a la sintesis de TDHP utilizando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA
C42M E78K C-His.

Al momento de realizar estas reacciones y por problemas con el detector del GC-FID
perteneciente a nuestro laboratorio durante el periodo de emergencia sanitaria
COVID19, no fue posible obtener el valor de conversion de la reaccion, es por ello que

se tomaron en cuenta los valores de los ensayos cualitativos por CCD.
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5.3.2.2.2. Reaccion en condiciones estandar, escala preparativa

Debido a los resultados positivos obtenidos en la escala analitica, se decidio escalar
la reaccion empleando las condiciones estandar (200 mM y 28°C), con el fin de obtener
cantidades significativas de producto y realizar los correspondientes analisis

cromatogréficos y espectrofotométricos.

La extraccibn de TDHP se realizé utilizando acetato de etilo, la fase organica se
concentrd y se purificd el producto de interés mediante una cromatografia en columna.
Las fracciones enriquecidas con TDHP se secaron al vacio hasta obtener un peso
constante. El célculo del rendimiento de TDHP dio como resultado un 62%, ligeramente
menor que el obtenido con Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His.

5.3.2.2.3. Optimizacion de las condiciones experimentales, utilizando
células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His

Para evaluar la concentracion de acetaldehido maxima permitida por Escherichia coli
BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His, se utilizd este biocatalizador frente a distintas
concentraciones de acetaldehido (100 mM, 200 mM, 300 mM o 500 mM). Para tal fin,
se procedié de la misma manera que utilizando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA
C49M C-His.

El andlisis cualitativo de las reacciones por CCD demostré que utilizando este
biocatalizador también se obtuvieron los dos anémeros de TDHP como dos manchas
de Rf cercanos. Ademas, al comparar la reaccion de formacion de TDHP a las 48 h
(figura 5.14), se puede observar que cuando se utiliza 500 mM la sefal correspondiente
a TDHP es menor respecto a cuando se utiliza 100 mM o 300 mM. Sin embargo, como
mencionamos anteriormente, no fue posible realizar el analisis cuantitativo de cada
muestra a distintos tiempos, lo cual nos daria un valor claro sobre la conversion obtenida

y el tiempo éptimo de reaccion.
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£

Condiciones

Figura 5. 14: CCD correspondiente a la sintesis de TDHP utilizando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA
C42M E78K C-His. Concentracién de acetaldehido: 1 =0 mM, 2 =100 mM, 3 =200 mM, 4 =300 mM y
5=500 mM.

5.33 Determinacién estructural de TDHP

5.33.1 Por andlisis de masas

Debido a que, como se ha reportado en bibliografia, en los cromatogramas también
se pueden observar las sefiales correspondientes a la estructura abierta en equilibrio
del hemiacetal y a productos intermedios (Compuestos 1y 2 figura 5.1),*2 se utiliz6
GC-MS para identificar la sefial correspondiente a TDHP en un crudo de reaccion sin
purificar (figura 5.15).

Siguiendo las rupturas comunes para piranosas descriptas por Lonngren # se analizé
el cromatograma 5.15 y se asignaron las rupturas para la sefial de tr= 13,9 minutos. En
el espectro de masas obtenido para esta sefial (figura 5.16) se observa una ruptura de
m/z=114 correspondiente a la perdida de una molécula de agua. Ademas, se observan
las sefiales en m/z= 68 y m/z= 70, con una abundancia relativa mayor, correspondientes
a la pérdida de una molécula de agua y de una molécula de etanol. Esta tltima ruptura
es una de las més caracteristicas para piranosas. Estos resultados nos permitieron

identificar la sefial correspondiente a TDHP.
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Figura 5. 15: GC correspondiente a la reaccion de sintesis de TDHP.
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Figura 5. 16: Espectro de masas para la sefial de Tr= 13,9 min.
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5.3.3.2 Por RMN
5.3.3.2.1. Del crudo

Debido a que la purificacién por columna puede alterar la proporcion original de
andémeros, con el propdsito de determinar inequivocamente dicha proporcion, se realiz6

un analisis espectroscopico de RMN de una muestra de la mezcla de reaccion.

En primer lugar, en este espectro protdnico (figura 5.17) no se aprecia ninguna sefal
caracteristica correspondiente a hidrogeno del grupo funcional aldehido (10-11 ppm), lo
gque demuestra la ausencia del acetaldehido y de las especies intermediarias (figura
5.1). En segundo lugar, se observan las sefiales correspondientes a cada uno de los
hidrégenos de los carbonos anoméricos (a y B) de TDHP (figura 5.18): un doblete a
5,35 ppm y un multiplete a 5,42-5,5 ppm, ambas sefiales con una integracion para un
solo hidrogeno. Ademas, todas las sefales se observan por duplicado, lo que evidencia

la presencia de estos dos anémeros.
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Figura 5. 17: 'H-RMN 500mHz correspondiente a la mezcla de reaccidn.
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Figura 5. 18: Proporcidon de anémeros.

La proporcién de andémeros en esta reaccion resulté ser 1:1 a/f (figura 5.17). Este
resultado no es habitual de encontrar en la sintesis de TDHP catalizada por DERA.
Segun lo reportado en bibliografia, DERA resultaba ser selectiva para sintetizar un
andémero respecto al otro, pero este resultado parece estar vinculado a que el analisis
de la proporciéon de anémeros siempre se realizd luego de la purificacion, donde se
separan y se concentran las fracciones mas enriquecidas en el producto de interés
alterando la proporcion original. Por ejemplo, Haridas y colaboradores han reportado
una proporcion anémerica de 2:1 a/f utilizando PaDERA C49M C-His en las mismas
condiciones de reaccion.? Adicionalmente, otros investigadores han reportado
proporciones anoméricas totalmente distintas; para Sakuraba y colaboradores la
proporcion obtenida - utilizando DERA de Thermotoga maritima - resultd ser 4:3 a/f y

para Wong y colaboradores - de origen desconocido — resultd ser 1:8 a/B.

Paralelamente, también se realizé un andlisis por **C-RMN de dicha muestra. Como
también se observo en el espectro proténico de esta mezcla, se distinguen todas las
sefiales por duplicado. Se observan un total de 12 sefiales, correspondientes a los
carbonos de los anémeros a y B de TDHP. Entre ellas podemos destacar las sefiales
correspondientes a los carbonos anoméricos C1-a (94,32 ppm) y C1-B (93 ppm) y las
sefiales correspondientes a los C2 de ambos anémeros (42,85 ppmy 42,31 ppm). Estas

sefiales resultan importantes en el andlisis debido a que, en el caso de no haberse

195



Capitulo 5: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa

formado TDHP, las sefialas se desplazarian a campos menores (C1= 199 ppm y C2=
52 ppm).
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Figura 5. 19: 3C-RMN correspondiente a TDHP.

5.3.3.2.2. De una muestra pura

Una vez determinada la proporcién de andmeros para la reaccion catalizada por
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His, se realiz6 una purificacion en columna
y se tomaron las fracciones mas enriquecidas en el producto de interés. Estas se
concentraron en evaporador rotatorio y se analizaron mediante espectroscopia de RMN
en un equipo con una resolucién de 600 MHz. Se obtuvo un espectro del producto limpio
y sin interferencias. En la figura 5.20 se observa el espectro; las sefiales concuerdan
con los datos bibliogréaficos.® Se pueden observar las sefiales correspondientes al
hidrégeno del carbono anomérico en 5,12-5,22 ppm y 5,34 ppm en proporcion

anomérica 3:1 a/B. Adicionalmente se pueden observar las sefialas correspondientes a

196



Capitulo 5: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa

los hidrogenos de C2 entre 1,8 ppm y 2 ppm que, en el caso de que la molécula no se

hubiese ciclado, las sefales serian cercanas a 2,5 ppm.
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Figura 5. 20: 'H-RMN 600 mHz correspondiente a TDHP.
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5.4. Conclusiones

En este capitulo se desarroll6 el trabajo realizado en relacion a la sintesis de TDHP
utilizando las distintas variantes de DERA como biocatalizadores. Debido a que no
existen muchos reportes bibliogréficos que involucren la sintesis de este compuesto
utilizando células enteras, en un primer lugar se tested la tolerancia de las bacterias
recombinantes frente a distintas concentraciones de acetaldehido. Escherichia coli BL21
DE3 PaDERA N-His Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli
BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His, presentaron viabilidad luego de ser incubadas
en una elevada concentracion de su sustrato dador (500 mM). Esta concentracion fue

mayor que la soportada por la bacteria Pectobacterium atrosepticum wt.°

Estas tres variantes se utilizaron en condiciones estandar de reaccion (200 mM de
acetaldehido, 28°C, 24 h) obteniéndose buenos resultados con el empleo de Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K
C-His, tanto en condiciones analiticas como en preparativas, con rendimientos de 75%
y 62%, respectivamente. En contraposicion, cuando se utilizé Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA N-His la conversion a TDHP fue menor al 5%, la cual no se considero

relevante.

La optimizacién de la reaccion permiti6 determinar que la mejor condicién para la
sintesis de TDHP fue utilizar 15% p/v de células enteras de Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His, 500 mM de acetaldehido y 24 h de reacciéon con 100% de
conversion. Dado que la enzima aislada tiene una tolerancia de 300 mM de
acetaldehido, este resultado confirma la ventaja de utilizar células enteras en cuanto a

la proteccion de las enzimas de entornos desfavorables.

Ademas. empleando técnicas espectroscopicas fue posible confirmar la estructura de
TDHP y, en particular, empleando *H-RMN se pudo establecer la proporcién anémerica
a:p, 1:1.
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6.1. Introduccidon

Como mencionamos anteriormente, una aplicacion interesante de DERA es en la
produccién de estatinas, drogas que reducen el nivel de colesterol en sangre. El empleo
de esta enzima como biocatalizador proporciona una ruta simple para sintetizar la
cadena lateral que les confiere actividad biolégica. Sin duda, una de las ventajas mas
prometedoras de DERA y su alta estereoselectividad es la incorporacion de los dos
centros quirales caracteristicos de dicha cadena lateral en un solo paso, a través de
reacciones aldélicas secuenciales (figura 6.1).%

OH OH O

0._,.OH A AN
o R /N OH
+ 2 ) DERA_ — @\NH =

\=0

6R-2,4,6- tridesoxi-D-eritro

- Atorvastatina
hexapiranosas

Figura 6. 1: Produccidn de intermediarios de estatinas mediante adicion alddlica catalizada por DERA.

Las sintesis de estatinas descriptas en bibliografia que involucran a DERA en la
produccion de la cadena lateral activa, introducen un grupo suficientemente reactivo
(grupo R de la figura 6.1) para su posterior union al heterociclo mediante diversas
metodologias quimicas complejas como se muestra en la figura 1.45 (capitulo 1) para
la sintesis de Atorvastatina. Si bien DERA presenta un gran potencial para obtener estos
productos quirales, la poca tolerancia de la enzima cuando se la somete a
concentraciones elevadas de aldehidos limita su aplicacién en la industria.? Es por ello
que, constantemente, se buscan nuevas DERAs (wild-type o recombinantes) capaces
de aceptar un amplio rango de aldehidos en grandes concentraciones y condiciones
suaves de reaccion. Por ejemplo, Grabner y colaboradores clonaron con éxito una
DERA que demostro una gran tolerancia a cloroacetaldehido (500 mM) y a acetaldehido
(1000 mM).2® La modificacion genética en esta DERA (C47M) permitié la formacién en
grandes cantidades de 6-cloro-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa , compuesto que

constituye un excelente material de partida para la sintesis de super-estatinas.*®



Capitulo 6: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustiutidas

Por otro lado, no existen reportes de super-estatinas conteniendo bases nucleosidicas
como heterociclo, aun sabiendo que Eritadenina — y sus derivados- (figura 6.2), un
nucledsido aciclico cuya cadena lineal posee similitudes estructurales con las cadenas

laterales de las estatinas, posee efectos anticolesterolémicos.®

Ademds, hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estrategias en las
cuales el aldehido aceptor de DERA ya contenga el heterociclo, y la cadena lateral se

construya a partir del mismo.

NH; NH, NH; NHy
N~ N-_Z N___~ N___=
{ ﬁ SSRGS @
.N N N (F N 9 N C:
‘ H H H
2 OH OH OH
HO- HOw- HOw -
- 3
a O—CH N~
(0] 0 CHs o H
Eritadenina C3-Eritadenina C3-OMeEritadenina C3-NMeEritadenina

Figura 6. 2:Eritadenina y sus derivados.

Es por ello que se planted estudiar la aceptacién como sustratos electrofilicos de las
dos variantes de DERA seleccionadas en el capitulo 5 (Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His) a
derivados aldehidicos de bases nitrogenadas, cuya sintesis ya habia sido puesta a
punto en nuestro laboratorio.”8
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6.2. Materiales y métodos

Los reactivos analiticos y los sustratos fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Los
solventes organicos utilizados fueron de Sintorgan. Los componentes del medio de

cultivo fueron de Britania y Biopack.

Se utilizaron las cepas recombinantes Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los
plasmidos PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His.

El medio de cultivo utilizado fue LB-Kana

6.2.1 Alquilacion de bases nitrogenadas
6.2.1.1 Sintesis de 2,2-dimetoxietil derivados de bases nucleosidicas

Se colocaron 6 mmoles de base nitrogenada (timina, adenina y citosina) y 12 mmoles
de K>CO3 en un baldn de doble entrada conteniendo 30 ml de DMF. Se calent6 a reflujo
en atmaésfera de N2 con agitacion magnética durante 1 h a 50°C en un bafo de glicerina.
Luego se aumentd la temperatura a 90°C y se adicionaron gota a gota 12 mmoles de 1-
bromo-2,2-dimetoxietano (previamente purgados con N). Al cabo de 24 hs se filtr6 la
reaccion en caliente, se lavaron los sélidos retenidos con 1 volumen del solvente

utilizado y el liquido resultante se evapor6 a presion reducida.

Se obtuvieron como productos de reaccion N-1-(2,2-dimetoxietil) y N-1,N-3-bis(2,2-
dimetoxietil) timina; N-3- y N-9-(2,2-dimetoxietil) adenina; N-1-(2,2-dimetoxietil) y O-2-

(2,2-dimetoxietil) citosina.

6.2.1.2  Sintesis de N-1-(2,2-dimetoxietil) benzimidazol

Se colocaron 10 mmoles de benzimidazol y 15 mmoles de Cs,COs en un balén de
doble entrada conteniendo 30 ml de DMF. Se calent6 a reflujo en atmésfera de N2 con
agitacion magnética durante 1 h a 50°C en un bafio de glicerina. Luego se aumento la
temperatura a 90°C y se adicionaron gota a gota 15 mmoles de 1-bromo-2,2-
dimetoxietano (previamente purgados con N). Al cabo de 1,5 h se filtré la reaccién en
caliente, se lavaron los sélidos retenidos con 1 volumen del solvente utilizado y el liquido
resultante se evaporoé a presion reducida. Se obtuvo N-1-(2,2-dimetoxietil)-benzimidazol

como Unico producto de la reaccion.
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6.2.1.3 Analisis de las reacciones

Las muestras se analizaron mediante CCD y se detectaron con lampara UV-visible.

En la tabla 6.1 se detallan las fases maoviles y los Rf de cada compuesto analizado.

Tabla 6. 1: Analisis de Acetales de bases nitrogenadas por CCD.

Base nitrogenada Fase movil Compuesto Rf
Timina 0.3

Timina EtOAcC N-1-(2,2-dimetoxietil)-timina 0.5
N-1,N-3-bis(2,2-dimetoxietil)-timina 0.6
Adenina 0.25

Adenina CH2Clz :MeOH (85 :15) N-3-(2,2-dimetoxietil)-adenina 0.4
N-9-(2,2-dimetoxietil)-adenina 0.6

Citosina 0.1

Citosina CHzCl2 :MeOH (85 :15) N-1-(2,2-dimetoxietil)-citosina 04
0-2-(2,2-dimetoxietil)-citosina 0.6

Benzimidazol CHzClz :MeOH (95 :5) Benzimidazol 03

N-1-(2,2-dimetoxietil)-benzimidazol 0.5

6.2.1.4 Purificacion

Se purificaron los productos de reaccién mediante cromatografia en columna de silica
gel (Merck) con un volumen de columna de 40 ml. En la tabla 6.2 se detalla la fase movil

gue se utilizd para cada reaccion.

Tabla 6. 2: Condiciones de purificacién de productos de alquilacion.

Derivado Método de purificacion (VC=volumen de columna)

Hexano :EtOAc ; 8 Vc (80:20), 2 Vc (75:25), 2 Vc

N-1-(2,2-dimetoxietil)-timina (70:30), 2 Vc (65:35), 2 Vc (60:40), 4 Vc (50:50), 2 Vc
(0:100)
N-9-(2,2-dimetoxietil)-adenina CHzCl2 :MeOH ; 2 Vc (99:1), 10 Vc (98:2)

_ o CH2Cl2 :MeOH ; 2 V¢ (100:0), 2 Vc (99:1), 4 Vc (97:3),
N-1-(2,2-dimetoxietil)-citosina
4 Vc (95:5), 4 Vc (90:10), 2Vc (85:15), 2 Vc (80:20)
N-1-(2,2-dimetoxietil)-

o CHzCl2 :MeOH ; 2 Vc (100:0), 3 Vc (98:2), 1 Vc (95:5)
benzimidazol
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6.2.1.5 Analisis estructural de los acetales

Para los experimentos de *HRMN se utilizé un Avance Neo 500 (Bruker) a 500 MHz.
Para los experimentos de *CRMN se utiliz6 Avance Il 500 (Madison, WI, EE.UU.) a 126
MHz. Las soluciones se prepararon disolviendo el compuesto en 700 pL de DMSO-ds 0
CDCls

N-1-(2,2-dimetoxietil)-timina (4a)

'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm):11.28 (s, 1H, NH), 7.43 (d, 1H, J=1.21 Hz, H6),
4.53(t, 1H, J=5.37 Hz, H8), 3.71 (d, 2H, J=5.37 Hz, H7), 3.29 (s, 6H, H9), 1.74 (d, 3H,
J=1.16 Hz, CHsexociclico).
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Figura 6. 3: 'H-RMN de 4a

13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):163.2 (C2), 150.09 (C4), 142.1 (C6), 108.1 (C5),
101.3 (C8), 54.0 (C9), 48.5 (C7), 11.9 (C10, CH).
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Figura 6. 4: 3C-RMN de 4a.

N-9-(2,2-dimetoxietil)-adenina (4b)

IH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.15 (s, 1H, H2), 8.07 (s, 1H, H8), 7.24 (s, 2H,
NH.exociclico), 4.76 (t, 1H, J=5.38 Hz, H11), 4.25 (d, 2H, J= 5.38 Hz, H10), 3.29(s, 6H,
H12).
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Figura 6. 5: 'H-RMN de 4b.

13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):155.9 (C4), 152.5 (C2), 149.7 (C6), 141.2 (C8),
116.7 (C5), 101.2 (C11), 53.8 (C12), 44.1 (C10).
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Figura 6. 6: 13C-RMN de 4b

N-1-(2,2-dimetoxietil)-citosina (4c)

IH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm):7.45 (d, 1H, J=7.2 Hz, H6), 7.09 (d, 2H, J=5.52
Hz, NH.exociclico), 5.63 (d, 1H, J=7.2 Hz, H5), 4.51 (t, 1H, J=5.4 Hz, H8), 3.69 (d, 2H,
J=5.4 Hz, H7), 3.27 (s, 6H, HO).
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Figura 6. 7: *H-RMN de 4c.

13C-RMN (125 MHz, DMSO-de) § (ppm):166.1 (C2), 155.9 (C4), 145.9 (C6), 101.5 (C8),
93.1 (C5),54.1 (C9), 50.3 (C7).
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Figura 6. 8: 13C-RMN de 4c.

N-1-(2,2-dimetoxietil)-benzimidazol (4d)

IH RMN (500 MHz, CDCls) & 7.94 (s, 1H, H8), 7.87 — 7.75 (m, 1H, H6), 7.52 — 7.40 (m,
1H, H3), 7.40 — 7.21 (m, 2H, H1, H2), 4.56 (t, J = 5.2 Hz, 1H, H11), 4.24 (d, J = 5.3 Hz,
2H, H10), 3.37 (s, 6H, H14, H15).
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Figura 6. 9: 'H-RMN de 4d.

13C RMN (126 MHz, CDCls) & 143.74 (C8), 143.60 (C5), 134.06 (C4), 123.01 (C2),
122.16 (C1), 120.38 (C6), 109.52 (C3), 102.74 (C11), 55.15 (C14, C15), 47.25 (C10).

215



Capitulo 6: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustiutidas

- Ehels 505 I
K2 N7 T T S
N \ L 4.0x10’
TN
K:;/A\ N
A\ F3.5x10
/10
Oo—
P2l
HSS \O F3.0x10"
/12
H;C
15
F2.5x10°
F2.0x10"
14,15
1 s F1.5x107
6
2 11 10
8
° F1.0x10"
F5.0x10°
4
|
Lo.o
\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
150 140 130 120 110 100 % 80 70 0 50 40 30 20 10 0 10
f1 (ppm)
Figura 6. 10: 3C-RMN de 4d.
6.2.2 Desproteccion de acetales

6.2.2.1. Preparacion de derivados aldehidicos de bases nitrogenadas

Se colocaron los acetales purificados de timina, adenina, citosina y benzimidazol (4a-
d) (0,2 mmol) obtenidos segun lo descripto anteriormente, en 200 pl de HCI 1N. Se tap6
con septum y se colocd una aguja para liberar los gases que se produjeran. Se incub6
durante 1,5 h con agitacion magnética en un bafio de glicerina a 90°C. Luego, las
soluciones se dejaron enfriar y se neutralizaron utilizando 100 pl de NaOH 2N
aproximadamente. El pH fue monitoreado con papel indicador (Merck). El consumo de
los acetales y la formacion de aldehido fueron verificados por CCD (Merck) como se

muestra en la tabla 6.3.
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Tabla 6. 3: Anadlisis de la formacién de aldehido por CCD.

Fase movil Compuesto Rf

o N-1-(2-oxoetil) timina 0,15
Timina EtOAC ) o

N-1-(2,2-dimetoxietil) timina 0,5

) N-9-(2-oxoetil) adenina 0,2
Adenina CH2Cl2:MeOH 85:15 ] o ]

N-9-(2,2-dimetoxietil)-adenina 0,6

o N-1-(2-oxoetil) citosina 0,15
Citosina CH2Cl2:MeOH 85:15 ) o

N-1-(2,2-dimetoxietil)-citosina 0,4

o N-1-(2-oxoetil) benzimidazol 0,22

Benzimidazol CH2Cl2:MeOH 90:10

N-1-(2,2-dimetoxietil)-benzimidazol 0,38

6.2.2.2 Preparacion de 2- cloroacetaldehido

Se calentaron a reflujo 10 mmol de cloroacetaldehido dimetilacetal comercial en 10
ml de HCI 1 N con agitacion magnética en un bafio de glicerina durante 24 h. La reaccién
se neutraliz6 utilizando NaOH 2 N. El consumo del acetal y la formacién de aldehido
fueron verificados por GC-FID (Thermo Trace 1300) hasta la desaparicion completa del
acetal. Se emple6 una columna TRACE TR-5MS (0,25 pm, 0,25 mm, 30 m). Las
condiciones de corrida fueron: temperatura del inyector 200°C, temperatura de la
columna 50°C, tiempo total de corrida 15 min, Volumen de inyeccion 1 pl, split: 1:50,
calentador: 280°C. Tr: cloroacetaldehido dimetilacetal= 7,09 min y cloroacetaldehido =

7,46 minutos.

6.2.3 Biotransformaciones con DERA

6.2.3.1 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas

utilizando células enteras

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 4 ml, conteniendo 15%p/v
de pellet bacteriano (Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo los plasmidos PaDERA
C49M C-His o LbDERA C42M E78K C-His), 200 mM de acetaldehido y 100 mM de
aldehido [propanaldehido, dimetoxiacetaldehido, fenilacetaldehido, benzaldehido, N-1-
(2-oxoetil) timina, N-9-(2-oxoetil) adenina, N-1-(2-oxoetil) citosina o N-1-(2-oxoetil)

benzimidazol] en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7. Al cabo de 24 hs de reaccion,

217



Capitulo 6: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustiutidas

las muestras se centrifugaron a 9000 rpm durante 5 minutos, conservando el

sobrenadante.

6.2.3.2 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi-D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas
utilizando ELC.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 4 ml, conteniendo 500 pl
ELC de Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo PaDERA C49M C-His o LbDERA C42M
E78K C-His, 200 mM de acetaldehido y 100 mM de aldehido [N-1-(2-oxoetil) timina, N-
9-(2-oxoetil) adenina, N-1-(2-oxoetil) citosina o N-1-(2-oxoetil) benzimidazol] en buffer
fosfato de potasio 100 mM pH 7. Se tomaron alicuotas a 1 h, 2 hy 3 h, las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos, conservando el sobrenadante.

6.2.3.3 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi-D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas

utilizando enzima libre.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 4 ml, conteniendo 3 mg/ml
de PaDERA C49M C-His, 200 mM de acetaldehido y 100 mM de aldehido [N-1-(2-
oxoetil) de timina, N-9-(2-oxoetil) de adenina, N-1-(2-oxoetil) citosina o N-1-(2-oxoetil)
benzimidazol] en buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7. Al cabo de 24 hs de reaccion,

las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min, conservando el sobrenadante.

6.2.4 Purificaciobn de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-

sustituidas

Se agregaron dos volumenes de acetonitrilo y 2 mg de NaCl al sobrenadante
conservado descripto en el inciso 6.2.3 y se llevé a frio durante 5 minutos. Se
conservaron 10 pl de la fase organica para su posterior andlisis. La fase organica
remanente se concentrd al vacio. Se purificaron los productos de reaccion mediante
cromatografia en columna de silica gel (Merck) con un volumen de columna de 5 ml
utilizando ACN:éter etilico 50:50 o AcOEt:éter de petrdleo (50:50) para la reaccion con

cloroacetaldehido.

6.2.5 Analisis de las biotransformaciones

Las muestras de reaccion se analizaron cualitativamente por CCD y GC-FID o un

HPLC con detector UV y/o acoplado a un detector de masas.
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6.2.5.1. Andlisis por CCD

En la tabla 6.4 se detallan las fases maviles y los métodos de deteccion utilizados en

las reacciones.

Tabla 6. 4: Condiciones para el analisis por CCD de las reacciones de condensacién alddlica.

Sustrato Fase movil Deteccion Compuesto Rf
6-cloro-2,4,6-tridesoxi D- 0,5
ACN:éter H2S04 5% . .
Cloroacetaldehido - eritro-hexapiranosa
etilico 50:50 etanol Cloroacetaldehido i
6,6-dimetoxi-2,4,6- 0,81
tridesoxi D-eritro
) ) ] ACN:éter H2S04 5% )
Dimetoxiacetaldehido . hexapiranosa
etilico 50:50 etanol
2,2- 0,18
Dimetoxiacetaldehido
6-metil-2,4,6-tridesoxi D- 0,75
ACN:éter H2S04 5% . .
Propanaldehido eritro-hexapiranosa
etilico 50:50 Etanol .
Propanaldehido -
6-feniltetrahidro-2,4- 0,81
ACN:éter . .
Benzaldehido - uv piranodiol
etilico 50:50 Benzaldehido 0,18
6-fenil-2,4,6-tridesoxi D- 0,85
) ACN:éter . .
Fenilacetaldehido y uv eritro-hexapiranosa
etilico 50:50 Fenilacetaldehido 0,33
6-timinil-2,4,6-tridesoxi 0,17
o CH2Cl2:MeOH . .
N-1-(2-oxoetil) timina uv D-eritro-hexapiranosa
90:10 N-1-(2-oxoetil) timina 0.3
6-adenil-2,4,6-tridesoxi 0,38
N-1-(2-oxoetil) CH2Cl2:MeOH . .
. uv D-eritro-hexapiranosa
adenina 85:15 N-1-(2-oxoetil) adenina 0,2
6-citosil-2,4,6-tridesoxi 0,8
N-1-(2-oxoetil) CH2Cl2:MeOH . .
o uv D-eritro-hexapiranosas
citosina 80:20 N-1-(2-oxoetil) citosina 0,44
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6-benzimidazoil-2,4,6- 0,93
) tridesoxi D-eritro-
N-1-(2-oxoetil) CH2Cl2:MeOH ]
o uv hexapiranosa
benzimidazol 90:10 i
N-1-(2-oxoetil) 0,69
benzimidazol

6.2.5.2. Anélisis por HPLC

Para las reacciones con los sustratos derivados de bases nitrogenadas se

emplearon dos HPLC con detectores diferentes.

e Para identificar el compuesto por peso molecular: HPLC con detector UV/MS
dejando fija la longitud de onda del detector a 254nm. Se emple6 una columna
de silica gel C18 (1,7 um, 1 mm x 100 mm). Utilizando 0,1 % TFA en agua (A) y
0,1 % TFA en ACN. Flujo 0,05ml/min. Condiciones: 5 min, 95% A, 5% B; 10 min,
25% A, 75% B; 11 min, 25% A, 75% B; 12 min, 95% A, 5% B; 15 min, 95% A,
5% B.

e Para cuantificar: HPLC con detector UV (Siliachrom) con longitud de onda del
detector a 254nm. Se empled6 una columna de silica gel C18 (5 ym, 150 mm x
4.6 mm) Utilizando Agua (A) y ACN (B). Flujo 0,9 ml/min. Condiciones: 4 min,
99% A, 1% B; un gradiente de 3 min hasta 88% A, 12% B; 5 min, 88% A, 12%
B; un gradiente de 3 min hasta 99% A, 1% B. Se obtuvieron las curvas de

calibracion que se muestran en la figura 6.11.
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Figura 6. 11: curvas de calibracién a) timina y=3x10°x + 543802, R? = 0,9963 b) adenina y = 6x10°x +
763838, R? = 0,9991 c) citosina y=2x10°x + 95552, R = 0,9981 d) benzimidazol y = 2 x10° x + 261648, R?
=0,9942

6.2.5.3. Anadlisis por GC-FID

Para el andlisis de los productos 3.g y 3.e se empled un cromatdgrafo gaseoso
(Thermo Trace 1300) acoplado a un detector de llama (CG-FID). Se empled con una
columna TRACE TR-5MS (0,25 um, 0,25 mm, 30 m). Las condiciones de corrida fueron:
temperatura del inyector 200°C, temperatura de la columna: 5 minutos a 50°C, un
gradiente de 10°C/min hasta 250°C y 5 minutos a 250°C. El tiempo total de corrida fue
30 min. Volumen de inyeccién 1 pl, split: 1:50, calentador: 280°C.

6.2.5.4. Anélisis por RMN

Para los experimentos de *HRMN se utiliz6 un Avance Neo 500 (Bruker) a 500 MHz.
Para los experimentos de **CRMN se utilizé6 Avance 11 500 (Madison, WI, EE.UU.) a 126

MHz. Las soluciones se prepararon disolviendo el compuesto en 700 uL de CDCl;s,
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6-Cloro-2,4,6-trideoxi D-eritro-hexapiranosa (3.e)

. . O_i,.OH

OH
IH RMN (500 MHz, CDCls): 8 5.51 (d, J = 3.5 Hz, 1H, B), 5.41 (d, J = 3.6 Hz, 1H, a), 4.53
(dd, J = 9.0, 4.2 Hz, 1H, H-5), 4.32 (m, 1H, H-5"), 4.28 — 4.18 (m, 1H, H-3"), 3.91 (dq, J

=11.7,6.2 Hz, 1H, H-3), 3.63 — 3.55 (m, 4H, H’s-6), 2.22 — 1.74 (H-4, H-4, H-2b, H-2"Db),
1.55 (td, J = 12.0, 3.6 Hz, 1H, H-2a), 1.47 — 1.28 (m, 1H, H-2"a).

13C RMN (126 MHz, CDCls) o - C RMN (126 MHz, CDCls) & 93.16 C-1, 64.60 C-5,
63.16 C-3, 47.75 C-6, 39.07 C-2, 35.49 C-4. B - 5 92.92 C-1, 68.00 C-5, 63.12 C-3, 47.28
C-6, 38.34 C-2, 34.84 C-4.

6-Timidil-2,4,6-trideoxi D-eritro-hexapiranosa (3.a)

OH

IH RMN (500 MHz, DMSO-de) 7.17 (s, 1H, H-7), 5.71 (d, J = 12.7 Hz, 1H, H-1), 4.27 (dd,
J=11.7 Hz, 1H, H-5), 3.84-3.70 (m, 3H,H-3 e H-6), 1.13 (d, J =7.0 Hz, 4H, H-2 e H-4),

13C RMN (126 MHz, DMSO-ds) 5 165.51 (C-9), 148.18 (C-10), 137.93 (C-7), 114.31 (C-
8), 95.53 (C-1), 65.83 (C-5), 62.14 (C-3), 54.31 (C-6), 39.69 (C-4), 26.84 (C-2), 12.60
(C-CHy).
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6.3. Resultados y discusién

La estrategia innovadora planteada para obtener nuevos andlogos de estatinas
derivados de las bases nitrogenadas (figura 6.12) consiste en un proceso
quimioenzimatico en el cual el primer paso implica la sintesis de derivados aldehidicos
a partir de las correspondientes bases, y el segundo el empleo de estos compuestos
como sustratos de DERA. Para ello, se emplearon las dos variantes de DERA
seleccionadas en el capitulo anterior. Debido a las caracteristicas de DERA, la
formacion de los lactoles se realiza con un completo control estereoquimico creando los
estereocentros 3R, 5S, requeridos para la actividad de la cadena lateral de estatinas.

Ademas, durante la ciclacién espontanea se forman los dos anémeros del producto.

Por otro lado se propuso evaluar la aceptacion de sustrato de dichas DERAs,
empleando aldehidos comerciales cuyos productos (figura 6.13), podrian ser utilizados
como sustratos en la sintesis tradicional de estatinas. Finalmente, las caracteristicas de
cada sustrato en cuanto a tamafio e hidrofilicidad, llevaron a tener que aplicar los

biocatalizadores en distinto formato (células enteras o enzima libre).

Pasos ﬂ
qmmlcos
M\w:fﬂﬁ \J DERA DERA
: H o (‘j
| o o}
o}
2

N
SN NH D
e PN @EN

Figura 6. 12: Sintesis de derivados aldehidicos de bases nitrogenadas.
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Figura 6. 13: Adiciones alddlicas cruzadas ensayadas con DERA.

6.3.1. Preparacién de los sustratos
6.3.1.1. Desproteccion de cloroacetaldehido dimetilacetal

A pesar de que el cloroacetaldehido se encuentra disponible comercialmente, su
precio elevado y su baja estabilidad hicieron que se adquiera como cloroacetaldehido
dimetilacetal. Por tal motivo, para obtener 2.e se llevd a cabo la desproteccién del

reactivo comercial mediante una hidrdlisis acida.

Cloroacetaldehido dimetilacetal se calent6 a reflujo hasta observar la desaparicion
completa del sustrato (24 h). Debido a que ni el sustrato ni el producto se observan por
CCD, se realiz6 el seguimiento de la reaccion mediante GC-FID observando la
formacion del producto 2.e. como un Unico producto, el cual fue utilizado como sustrato
de DERA (figura 6.14).
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Figura 6. 14: Cromatograma de cloroacetaldehido.

6.3.1.2. Alquilacion de bases nucleosidicas

Con el fin de obtener los derivados aldehidicos de las bases nitrogenadas como
material de partida para la reaccion con DERA, inicialmente se llevé a cabo la sintesis
de acetales por N-alquilacion de timina (1.a), adenina (1.b) y citosina (1.c). Se utilizaron
las condiciones ya puestas a punto en nuestro laboratorio, empleando una proporcién
1:2:2 de base nitrogenada: 1-bromo-2,2-dimetoxietano: K:COsen DMF (figura 6.15). El
curso de la reaccion se siguio por CCD.

H

0 K,CO3, DMF HCI
ﬁx L G T
N o 100°C, 24 h N O ’ N
~ \\<

la-d 4a-d  O—_ 2a-d

o) NH, NH,
HN NZ NN NZ N
| \ A\
a. timina b. adenina c. citosina  d. benzimidazol

Figura 6. 15: Sintesis quimica de derivados aldehidicos de bases nitrogenadas.
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Si bien las bases nitrogenadas pueden alquilarse en distintas posiciones (figura
6.16), las especies mayoritarias obtenidas fueron las adecuadas para continuar hacia la
obtencion de los analogos nucleosidicos planteados. En el caso de timina se observo la
alquilacion mayoritaria en la posicion N-1 y la formacion minoritaria del producto
bisalquilado (N-1, N-3). Cuando se utiliz6 citosina, se obtuvieron los productos
monoalquilados en posicion N-1 y O-2 y utilizando adenina en posiciones N-3 y N-9,
siendo este Ultimo el necesario para continuar con las reacciones posteriores. A
diferencia del caso de timina, en la N- alquilacion de adenina no se observaron
productos bisalquilados, lo cual coincide con lo reportado previamente.”=® Esto puede
explicarse por verse desfavorecida la segunda N-alquilacién ya sea por problemas
electrénicos o estéricos.

................

0 0 0 5
o) K,CO o) : |
\fLNH IR g i \ka“( Sy \fLNH E
N/go - PMF NS0 O : N/go 5
H ' :
o) : o !
1.a S/ N '"4.a S/ N E
BN l375% ON
. ;
NH
2 NH,

NH,
0 K,CO
N)IN\> + ~ w/\Br Q NéiN\> +
N N

| 0 DMF N N7 | N\> E
N . !

N™ o H : k\N N :
- ! '

1b W) | Kro\ ;
/O 1 4.b O\ :

| 68% |

NH, NH, 5 NH, E
o K,CO ' '

N O DMF N0 5 No
K(O\ E /Ow) E

1.c o) E 0 4.c.

.................

Figura 6. 16:Reaccion de alquilacion de las distintas bases nucleosidicas.
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Los productos de interés fueron aislados por columna cromatografica y el rendimiento
obtenido se observa en la figura 6.16. Mediante el estudio por RMN se confirmé la
identidad de los productos, y en todos los casos, los espectros obtenidos concuerdan

con los reportados en bibliografia.”®

6.3.1.3. Alquilacion de benzimidazol

A diferencia de las bases nucleosidicas, la reaccién de alquilacion de benzimidazol
(4d) se llevo a cabo utilizando Cs,COs - en vez de KCOs -, una base mas fuerte capaz
de substraer el hidrogeno del anillo imidazélico cuyo pKa es mas alto que en las bases
nitrogenadas mencionadas anteriormente (figura 6.17). Al cabo de 1,5 h la reaccién se
completd obteniendo N1-(2,2-dimetoxietil)-benzimidazol como dnico producto, el cual es

el apropiado para continuar con las reacciones subsiguientes.°

1d

§ o
N : f( :
0 DMF | @[ > |

: N 4d o

Figura 6. 17: Reaccién de alquilacién de benzimidazol.

El producto fue purificado por columna cromatografica y el rendimiento obtenido se
observa en la figura 6.17. Mediante el estudio por RMN se confirm6 la identidad del

producto, el cual coincide con datos de bibliografia.?

6.3.1.4. Desproteccion de acetales

La formacién de los aldehidos es importante para continuar con las reacciones
alddlicas, debido a que son los verdaderos sustratos de la reaccion. A diferencia de los
aldehidos, los acetales son muy estables y pueden almacenarse hasta el momento de
la reaccion. Los aldehidos se prepararon in situ al momento de usarlos, por hidrolisis
acida en caliente para acelerar el proceso de desproteccion (figura 6.18). La reaccion

se sigui6é por CCD y, cuando se observé la desaparicion completa del reactivo por UV,
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se cort6 neutralizando con NaOH 2N. El aldehido resultante se us6 en el momento para

evitar su degradacion.

Figura 6. 18: Reaccidn de desproteccion de aldehidos.

6.3.2. Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-

sustituidas a partir de aldehidos comerciales

Con el fin de testear la aceptacion de sustrato de las dos variantes de DERA, se
llevaron a cabo adiciones alddlicas entre acetaldehido y diversos aldehidos comerciales
con distintas caracteristicas. Cloroacetaldehido (2.e) es el sustrato modelo de interés en
las reacciones catalizadas por DERA debido a su gran reactividad. Las reacciones con
dimetoxiacetaldehido (2.f) y propanaldehido (2.g) estan discutidas en bibliografia ya que
los productos 3f y 3g pueden ser sintones quirales de interés en la sintesis tradicional
de estatinas. Adicionalmente, fenilacetaldehido (2.i) y benzaldehido (2.h) nos

permitieron tener una idea de la aceptacion de sustratos voluminosos por DERA.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los capitulos anteriores, en primer
lugar se utilizaron los biocatalizadores en forma de células enteras (Escherichia coli
BL21 DE3 conteniendo los plasmidos PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-
His). Los resultados de las biotransformaciones de los distintos aldehidos con
acetaldehido se presentan a continuacion. En todos los casos se llevaron a cabo
controles con células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 sin plasmido y los
biocatalizadores sin sustrato, asi como de sustratos sin biocatalizador, no

encontrandose formacién de productos en ninguno de ellos.
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6.3.2.1 Sintesis de 6-cloro-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.e)

La reaccion de adicién alddlica entre acetaldehido y 2.e se llevé a cabo utilizando un
15% p/v de células enteras en buffer y el doble de la concentracion de acetaldehido que
de 2.e. La reaccion se dio por finalizada a las 24 h, y la fase acuosa se separ6 de las
células por centrifugacion. La extraccion del producto se realiz6 utilizando acetonitrilo
(ACN) y NacCl, tal como se describio en el capitulo anterior. La fase organica superior se
analizé cualitativamente mediante CCD utilizando como revelador acido sulfarico en

etanol (figura 6.19).
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Figura 6. 19: CCD de las reacciones utilizando 2.e. Reacciones catalizadas por Escherichia coli BL21 DE3
PaDERA C49M C-His (PaC) o Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His (LB).

Como se puede observar en la figura 6.19, al emplear 2.e como sustrato se observo
la formacion del producto de interés como dos manchas de Rf cercanos,
correspondientes a los anémeros. Adicionalmente, y en concordancia con lo descripto
en bibliografia,® se observé también la sefial correspondiente a formaciéon de los dos
andémeros de TDHP, el cual se genera como producto secundario de la reaccion por la
adicion alddlica de tres acetaldehidos. El producto fue purificado empleando
cromatografia en columna. Las fracciones de interés se secaron hasta obtener un peso
constante y se calculé el rendimiento tomando como referencia a 2.e como el reactivo

limitante de la reaccion.
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Si bien en el andlisis cualitativo de la reaccion se observé la produccién de 3.e por
las dos bacterias, al momento de purificar la reaccion catalizada por Escherichia coli
PaDERA C49M C-His el rendimiento fue menor al 5%, considerdndose despreciable. En
cambio, cuando se utilizd Escherichia coli LLDERA C42M E78K C-His se obtuvo un
rendimiento del 33%. Dicho resultado es aproximadamente la mitad de lo obtenido
recientemente por Xuan y colaboradores, en las mismas condiciones de reaccion, pero
utilizando DERA perteneciente a Streptococus sius purificada!?. Ademas, la enzima libre
LbDERA E78K reportada por Jiao® rindié 3.e en un 85%, partiendo de 700 mM de
cloroacetaldehido.

La figura 6.20 muestra el espectro *H-RMN correspondiente a 3.e. Como se puede
observar, se evidencian las sefiales correspondientes a los hidrogenos unidos a los
carbonos anoméricos de los dos anémeros en 5,41 ppm y en 5,51 ppm. La proporcién
entre los andmeros encontrada mediante la integracion de las sefiales es de 7:3 (a/B).
Se pueden observar también las sefiales correspondientes a los hidrogenos de los
metilenos C6 de ambos anémeros, ay B, entre 3,63 y 3,55 ppm. La integracion de estas
sefiales es para 4 hidrogenos. Ademas, las sefiales correspondientes a los hidrégenos
del C5 se presentan en forma de multiplete debido a que acopla con los hidrégenos de
C6 (3,63 — 3,55 ppm, m, H6 y H6’) y C4 (H4 y H4’). También, podemos observar que
todas las sefales se presentan por duplicado lo que muestra la existencia de los dos
anomeros. Por otro lado, no se observa la sefial del metilo C6 correspondiente al TDHP,

lo que indica que la purificacion fue eficiente.

Por otra parte, se realiz6 un andlisis por *3C-RMN (figura 6.21). El espectro presenta
un total de 12 sefiales, correspondientes a los carbonos de los anémeros alfa y beta.
Asimismo, en este espectro no se observa la presencia de sefales caracteristicas de
carbonos carbonilicos, por lo que se puede inferir que la muestra no contiene reactivos

ni intermediarios de reaccion.

Las sefiales fueron asignadas segun lo reportado en bibliografia por Xuan y

colaboradores.?
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Figura 6. 20: *H-RMN de 3.e.
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Figura 6. 21: 13C-RMN de 3.e.
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6.3.2.2 Sintesis de 6,6-dimetoxi-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.f)

De igual forma, la reaccion de adicion alddlica entre dimetoxiacetaldehido (2.f) y
acetaldehido se llevo a cabo utilizando células enteras de ambas variantes
recombinantes. En la figura 6.22 se puede observar la presencia de una sefial muy
tenue de mayor Rf que TDHP, la cual corresponderia al producto de interés. Sin
embargo, al momento de purificar la reaccion, el rendimiento fue despreciable. El bajo
resultado puede ser por una posible reaccion retroalddlica o por la apertura del aldol por
el medio acido de la silica. Este aldehido aceptor ya habia sido testeado como sustrato
de DERA por Gijsen y Wong, sin obtener resultados favorables.* No obstante, OSlaj y
colaboradores obtuvieron 3.f utilizando células enteras de Escherichia coli

sobreexpresando EcCDERA, aunque el rendimiento de la reaccién no fue reportado.®

o ©

b
AN

PaC LB 2f TDHP

Figura 6. 22: CCD correspondiente a la reaccidn con 2.f. PaC: Escherichia coli BI21 DE3 PaDERA C49M C-
His; Lb: Escherichia coli BI21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His.

6.3.2.3 Sintesis de 6-metil-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.9)

La reaccion de adicion alddlica entre propanaldehido (2.g) y acetaldehido se llevo a
cabo en las condiciones antes descriptas. En el andlisis cualitativo de la reaccion se
evidencié la formacion del producto de interés como dos manchas de Rf cercanos,
correspondientes a los anémeros. En concordancia con lo descripto en bibliografia,®

también se observo la formacion de los dos anémeros de TDHP (figura 6.23). Al igual
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gue el acetaldehido, el propanaldehido no se observa en la CCD en la concentracion

utilizada.

0 po
00

PaC LB 2g TDHP

Figura 6. 23: CCD correspondiente a la reaccién con 2.g. PaC: Escherichia coli PaDERA C49M C-His Lb:
Escherichia coli LbDERA C42M E78K C-His

Adicionalmente, se llevé a cabo un andlisis cualitativo por GC-FID (figura 6.23),
donde se observo la presencia de dos productos: la sefial correspondiente a TDHP (Tr:
13,9 min) y otra sefial que corresponderia a 3.g (Tr: 15,3 min) con concentraciones

similares.
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Figura 6. 24: GC-FID correspondiente a la reaccion con 3.g.
El producto fue purificado empleando cromatografia en columna. Las fracciones de

interés se secaron hasta obtener un peso constante y se calculd en rendimiento

tomando como referencia a 2.g, el reactivo limitante de la reaccion.
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Para esta biotransformacion, ambos biocatalizadores presentaron un rendimiento
relativamente bajo. Utilizando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His se
obtuvo un rendimiento 22,3% mientras que utilizando Escherichia coli BL21 DE3
LbDERA C42M E78K C-His el rendimiento fue del 18%. Esto podria atribuirse a
problemas en la purificacion dado que, siendo TDHP y 3.g estructuralmente similares,
fue muy dificil aislar el producto y obtener fracciones puras de 3.9, lo que impact6 en el
rendimiento final. Debido a estos problemas de purificacion, en los espectros *H-RMN y
13C-RMN correspondientes a 3.g fue complicado asignar las sefiales correspondientes
al compuesto, ya que se cree que parte de TDHP también fue arrastrado en la
purificacién por columna. La purificacion de este compuesto debe continuar con su

puesta a punto.

La sintesis de 3.9 empleando DERA, s6lo se encuentra reportada bajo patente.'®
Esto es debido a que los esfuerzos en la aceptacion de 2.g como sustrato se centran en
emplearlo como sustrato dador nucleofilico y no como aceptor, con el fin de obtener
sintones quirales y construir estructuras complejas quirales, como nuevos candidatos a
farmacos,'® y en particular azlicares raros cuando se utiliza propanaldehido y G3P como

sustratos.

6.3.2.4. Sintesis de 6-feniltetrahidro-2,4-piranodiol (3.h)

La reaccion de adicion alddlica entre benzaldehido (2.h) y acetaldehido se llevé a
cabo en las condiciones antes descriptas, realizando el andlisis cualitativo de la reaccion
mediante CCD.

Como se puede observar en la figura 6.25, al utilizar 2.h se observo la aparicién de
una sefal tenue de un producto de mayor Rf que TDHP- del cual se observaron las
sefales correspondientes a ambos andmeros-. Sin embargo, al momento de la
purificacién, su recuperacion fue despreciable. La baja reactividad de 2.h puede estar
dada por problemas estéricos o bien debido al bajo caracter electrofilico del carbono
carbonilico al ser el benzaldehido un compuesto aromatico. Grabner y colaboradores ya
habian testeado la aceptacion de este sustrato utilizando DERA con un rendimiento de
reaccion nulo.® Dado que, aunque en muy baja proporcién, este sustrato fue aceptado
por nuestras DERAs, la optimizacion de las condiciones de reaccién es una opcién para

plantear a futuro.
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N

PaC LB 2h TDHP

Figura 6. 25: CCD correspondiente a la reaccién con 2.h. PaC: Escherichia coli PaDERA C49M C-His Lb:
Escherichia coli LbDERA C42M E78K C-His

6.3.2.5 Sintesis de 6-fenil-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.i)

Se utilizaron las condiciones antes descriptas para llevar a cabo la adicién aldélica
entre fenilacetaldehido (2.i) y acetaldehido. En el andlisis cualitativo de la reaccion se
observé la formacion del producto de interés como dos manchas de Rf cercanos,
correspondientes a los anomeros. Acorde a lo sucedido anteriormente y a lo reportado
en bibliografia, también se observé la formacion de los dos anémeros de TDHP (figura
6.26).
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Figura 6. 26: CCD correspondiente a la reaccion con 3.i. PaC: Escherichia coli PaDERA C49M C-His Lb:
Escherichia coli LbDERA C42M E78K C-His.

Adicionalmente, se llevé a cabo un analisis cualitativo por GC-FID (figura 6.27). En
correlacion con lo antes mencionado, en el cromatograma también se observa la

presencia de los dos productos: la sefial correspondiente a TDHP (Tr: 13,9 min) y la
sefal que corresponderia a 3.i (Tr: 18,7 min).
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Figura 6. 27: GC-FID correspondiente a la reaccidn con 3.i empleando Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA
C49M C-His.

El producto fue purificado empleando cromatografia en columna. Las fracciones de

interés se secaron hasta obtener un peso constante y se calculdé en rendimiento
tomando como referencia a 2.i - el reactivo limitante de la reaccion.
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Al utilizar Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His como catalizador
se obtuvo un rendimiento de 62%, un poco mas del doble de lo obtenido por la otra
variante (28,3%). Al igual que para 3.g, poco se conoce sobre la sintesis de 3.i utilizando
DERA debido a que se encuentra reportada sélo bajo patente.*® Sin embargo, el analisis
por RMN mostr6 una gran cantidad de sefales correspondientes a los distintos
intermediarios de la reaccion indicando la baja estabilidad del compuesto luego de su
purificacién, lo que requiere de una optimizacion de la misma, que se llevara a cabo

proOximamente.

6.3.3 Sintesis de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustituidas con
bases nitrogenadas

6.3.3.1. Empleando células enteras

Para llevar a cabo las reacciones de adicion alddlica entre 2.a - 2.d y acetaldehido
se utilizaron las mismas condiciones antes descriptas. El andlisis cualitativo por CCD
demostr6 que no se formaron los productos de interés con ninguno de los dos

biocatalizadores.

Esto podria atribuirse o bien a problemas en la permeabilidad de las células que
pueden presentarse cuando se utilizan células enteras como biocatalizadores o bien a
que los sustratos no sean aceptados por DERA. Por tales motivos, se procedi6 a realizar
las reacciones utilizando el ELC de las bacterias recombinantes o bien las enzimas

aisladas.

6.3.3.2. Empleando ELC

Con el fin de comprobar el motivo por el cual no se obtuvo producto en las reacciones
con célula entera, se prob6é emplear como biocatalizador el ELC de las bacterias
recombinantes, el cual se prepar6 utilizando la metodologia ya descripta en el capitulo
3. Cabe aclarar que el ELC se realiz6 conservando la misma concentracion de bacterias

que las utilizadas en forma de células enteras para poder comparar los resultados.

Se agregaron los aldehidos derivados de las bases y el acetaldehido y se tomaron

alicuotas a distintos tiempos para seguir la reaccion. En el analisis cualitativo por CCD
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se observo, paratodos los sustratos, la formacion de un producto de Rf mayor al sustrato

aldehidico cuya identidad podria atribuirse a los lactoles de interés.

Sin embargo, al cabo de 3 h de reaccién el producto se degradd, viéndose por placa
una sefal difusa muy cercana a la linea de base. Dicho inconveniente podria estar
vinculado a que los productos poseen estructuras similares a los nucledsidos naturales
y podrian ser sustratos de otras enzimas contenidas en el ELC. Por tal motivo, se
considerd no continuar con este formato de biocatalizador. De cualquier forma, este
resultado nos hizo pensar que el problema no se encontraba en la aceptacion del
sustrato por DERA, sino que la metodologia utilizada no era la correcta. Es por ello que,
en una ultima instancia, se realizaron las reacciones de adicién aldélica empleando

enzima purificada.

6.3.3.3. Utilizando enzima libre

Si bien teniamos como objetivo probar las dos variantes de DERA (PaDERA C49M
C-His y LbDERA C42M E78K C-His), al momento de comenzar con las reacciones se
restringié el acceso al laboratorio por las medidas sanitarias por COVID-19. Este
inconveniente nos llevd a avanzar en las reacciones empleando PaDERA C49M C-His,
dejando para un futuro las reacciones catalizadas por LoODERA C42M E78K C-His. Para
llevar a cabo la reaccion, la enzima PaDERA C49M C-His se purificd tal como se
describié en el capitulo 3. Luego de la determinacion de la concentracion y de la
actividad, se procedié a realizar la reaccion de adicién alddlica entre los derivados
aldehidicos (2.a- 2.d) y acetaldehido (en una relacién 1:2) utilizando 3 mg/ml de enzima.
Se tomaron alicuotas a distintos tiempos cada 0,5 h durante 5 h, las cuales se
centrifugaron a méaxima velocidad para obtener el sobrenadante libre de enzima. Las
muestras se analizaron cualitativamente y cuantitativamente utilizando HPLC-UV,
observandose el consumo del sustrato y la aparicion del producto. Los resultados se

describen a continuacion.

6.3.3.3.1. Sintesis de 6-timinil-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.a)

En la figura 6.28 se muestra un andlisis de masas utilizando un HPLC-MS. En el
espectro obtenido se observa una sefal de m/z= 257,11 correspondiente a la molécula

de interés. Una vez identificado el producto, se cuantificé utilizando una curva de

238



Capitulo 6: Sintesis biocatalizada de 2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosas 6-sustiutidas

calibracién de timina (inciso 6.2.5.2) dando como resultado una conversién de 42% (42

mM) a las 4 h de reaccion.
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Figura 6. 28: Espectro de masas correspondiente a 3a.

El producto 3.a se aislé empleando cromatografia en columna y se analizé por 3C-
RMN y 'H-RMN. En la figura 6.29 se muestra el espectro proténico donde se puede
observar la sefial correspondiente al hidrogeno del C-5 como un multiplete por el
acoplamiento con los hidrégenos de C-6 y C-4. Los doble dobletes de los hidrogenos de
C-6, que muestran un comportamiento diasterotépico caracteristico de la union al
carbono quiral del ciclo, se solapan con el multiplete del hidrégeno del C-3. También es
posible observar el tipico doblete del hidrogeno del C-1 y los hidrégenos

correspondientes a la timina, el singulete del metilo y el hidrogeno vinilico (H-7).
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Figura 6. 29: 'H-RMN de 3.a.

Sin embargo, luego de analizar el espectro de RMN, nos dimos cuenta que aparte de
las sefiales del compuesto de interés también se observan sefales correspondientes al
sustrato y a otras especies intermediarias. Como se puede visualizar en la figura 6.30,
existe la posibilidad de que solo se dé la adicién alddlica entre un acetaldehido y el
derivado aldehidico de la timina formando el compuesto 5.a. A su vez, la eventual
formacioén del hidrato 7.a ya habia sido discutido en un trabajo previo del laboratorio.’
Las formas aldehido e hidrato de los derivados de las bases nitrogenadas se encuentran
en equilibrio en medios acuosos, muchos de ellos estabilizados por interacciones puente
hidrégeno con los heteroatomos de las bases.” Por tales motivos, se cree necesario
escalar la reaccion para una mejor purificacion del producto de interés; esto, por

cuestiones de tiempo, no se logré hacer al momento de escribir esta Tesis.
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Figura 6. 30: Reaccidn de sintesis de 3.a

En el C-RMN (figura 6.31) se ven las sefiales tipicas del anillo aromatico y se
pueden apreciar que las sefiales de los carbonos del ciclo concuerdan con lo esperado.
Como habiamos mencionado anteriormente, también se observan sefiales que

corresponden a los compuestos intermediarios de la reaccion.

Los resultados obtenidos nos indican que se formd el producto de interés 3.a, aunque
deben realizarse algunas modificaciones tanto en el protocolo de sintesis como de

purificacion para evitar la presencia de las otras especies.
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Figura 6. 31: 3C-RMN de 3.a.

6.3.3.3.2. Sintesis de 6-adenil-2,4,6-tridesoxi D- eritro-hexapiranosa (3.b)

En la figura 6.32 se muestra el analisis de masas utilizando un HPLC-MS. En el
espectro obtenido se observa una sefial de m/z= 266,12 correspondiente a la molécula

de interés.
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Figura 6. 32: Espectro de masas correspondiente a 3.b.

Una vez identificado el producto, se calcul6 la conversién a las 2 h utilizando una
curva de calibracion de adenina, obteniéndose un resultado menor al 5%. Al no obtener
cantidad suficiente de muestra, no se pudo realizar aun la determinacion estructural de
3b.

6.3.3.3.3. Sintesis de 6-citosil-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (3.c)

En la figura 6.33 se muestra el cromatograma obtenido utilizando un HPLC-MS. Se
observo la sefial correspondiente a Tr= 3,19 min, la cual someti6é a un analisis de masas
dando como resultado una sefial de m/z= 242,11 coincidente con masa de 3.c. Si bien
hasta el momento no se pudo calcular el porcentaje de conversién, se pudo comprobar

la existencia del producto de interés.
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Figura 6. 33: Espectro de masas correspondiente a 3.c.

6.3.3.3.4. Sintesis de 6-benzimidazoil-2,4,6-tridesoxi D-eritro-
hexapiranosa (3.d)

Al igual que en los casos anteriores, mediante HPLC-MS fue posible determinar la
existencia del producto 3.d. El analisis de masas de la sefial correspondiente a un Tr=
9,9 min, dio como resultado una sefial de m/z= 249,12 coincidente con la masa de

nuestro producto de interés (figura 6.34).
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Figura 6. 34: Espectro de masas correspondiente a 3.d.

6.3.4 Resultados comparativos
En latabla 6.5 se resumen las reacciones llevadas a cabo en este capitulo utilizando
los sustratos 2.a - 2.i.

Tabla 6. 5: Rendimientos de reaccidon. Nr: no reacciona. Nd: resultado positivo, pero rendimiento no
determinado

ESCHERICHIA COLI 3A 3B 3.C 3.D 3.E 3.F 3.G 3.H 3.
BL21 DE3

PADERA C49M C-HIS 42% 5% Nd Nd <5% Nr 223% Nr 28,3%

LBDERA C42M E78K C- - - - - 33,2%  Nr 18% Nr 62%
HIS

En primer lugar, y acorde a lo estudiado en los capitulos anteriores, se utilizaron
células enteras como biocatalizadores, obteniéndose resultados aceptables para tres de
los sustratos propuestos (2.e, 2.g y 2.i). El rendimiento se calcul6 llevando a peso
constante los productos obtenidos y tomando como referencia los aceptores
electrofilicos, ya que estos eran los reactivos limitantes en cada reaccion. En particular,
utilizando Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His se obtuvo un
rendimiento de 62% cuando el sustrato fue 2.i. En contraposicién, y acorde con lo
reportado en bibliografia, el empleo de 2.f y 2.i como sustratos no rindieron cantidades

suficientes de los productos para ser purificados.
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Cuando se utilizaron los sustratos 2.a — 2d y las células enteras de las bacterias
recombinantes, no se produjo reaccién. No obstante, al utilizar el ELC de ambas
variantes se observé la formacion de producto, pero al poco tiempo de reaccion se
degradd imposibilitando su andlisis. Esto nos indic6 que el problema no era la
aceptacion de los sustratos, sino que, al ser moléculas voluminosas, podrian existir
problemas de transferencia de masas que impidan el paso del sustrato a través de la
membrana de la célula. Para evitar las reacciones secundarias que pueden darse por
las enzimas en el ELC y, por ende, la degradacion de los productos, se decidié trabajar
con enzima libre. Hasta el momento, solo fue posible realizar las reacciones utilizando

PaDERA C49M C-His obteniendo resultados prometedores para todos los sustratos.

Si bien se comprobé la formacion de los productos 3.a — 3.d, el aislamiento de los
productos no se pudo realizar correctamente, por lo que queda pendiente la optimizacion
de la purificacion y la confirmacion estructural de todos los productos por RMN.
Podemos decir entonces que estos biocatalizadores son adecuados para ser utilizados

en la sintesis de estos productos.
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6.4. Conclusiones

En este capitulo se demuestra que utilizando las dos variantes de DERA fue posible
sintetizar 2,4,6- tridesoxi D-eritro-hexapiranosa 6-sustituidas, utilizando acetaldehido y
diversos sustratos aceptores electrofilicos, entre ellos los derivados de bases

nucleosidicas propuestos en esta Tesis.

En una primera instancia, y acorde con los resultados previos, se llevaron a cabo
biotransformaciones utilizando células enteras de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA
C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K C-His, con buenos
rendimientos para tres de los sustratos ensayados (cloroacetaldehido, propanaldehido

y fenilacetaldehido).

Es por esto ultimo que se decidié probar con otras formas de biocatalizador ya
ensayadas en los capitulos anteriores (ELC o enzima libre) con los restantes sustratos
aldehidicos derivados de las bases nitrogenadas (2a — 2d). Debido a que estos
compuestos son estructuralmente similares a moléculas comunes del metabolismo de
las células, el empleo de ELC no brindé buenos resultados. Sin embargo, cuando se
empled la enzima libre, se lograron sintetizar los productos 3.a - 3.d, restando la
optimizacion de las condiciones de reaccion que permita el escalado de la misma a fin

de realizar los estudios estructurales correspondientes.

La metodologia empleada resulta novedosa en cuanto a la sintesis de estatinas, ya
que la cadena lateral, al construirse a partir del sustrato conteniendo el heterociclo, se

evitan acoplamientos posteriores que conducen a procesos menos productivos.
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7.1. Introduccion

Como hemos mencionado anteriormente, todas las estatinas poseen una cadena
lateral quiral, en forma de lactona o hidrolizada, que le confiere actividad biolégica
(figura 7.1). Esta cadena lateral 3,5-dihidroxiheptanoica puede ser obtenida a partir de
la oxidacion de los hemiacetales ciclicos obtenidos por adicion alddlica catalizada por
DERA.

Ri=H R,=H Compactina
Ry=H R, = CHj3 Lovastatina
R4=CHj R, = CHj3 Simvastatina
Ry=H R, = OH Pravastatina

Figura 7. 1: Estructura general de las estatinas. En azul se muestra la cadena quiral conservada.

Una vez obtenidas las lactonas correspondientes, para continuar hacia la sintesis de
las super-estatinas, es necesario que se hidrolice y se protejan adecuadamente los
grupos hidroxilo para el ensamblaje de la cadena lateral con el heterociclo, como se

ejemplifica en la figura 7.2.1

> Atorvastatina

(o}
: \ OH OH O
OH \)\/’\)}\ - Rosuvastatina

HO —_—
OH

Figura 7. 2: Sintesis de Atorvastatina y Rosuvastatina. a) NaCN, DMF, 5% H.0, 402C, 16 h; b)
Dimetoxipropano, DMF, H2S04, seguido de trimetilsilil diazometano; c) NaOH, H:20, 40°C, 16 h

Existen varias metodologias, quimicas y biocatalizadas, ya descriptas en bibliografia,
para realizar la oxidacion del hemiacetal ciclico a lactona. Una de las primeras

reacciones quimicas para oxidar el oxhidrilo del carbono anémerico, fue llevada a cabo
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por Lee en la década de los 80s.2 Esta metodologia utilizaba N-iodosuccinimida/ yoduro
de tetrabutilamonio para oxidar TDHP a la correspondiente lactona a temperatura
ambiente. Posteriormente, Rajagopal y colaboradores® desarrollaron una metodologia
que incluia el empleo de RuCl(PPhs)s; como catalizador de transferencia de electrones
desde glucosa a ciclohexanona, produciendo asi la correspondiente lactona
(gluconolactona) y ciclohexanol como subproducto (figura 7.3). Sin embargo, las
condiciones experimentales involucraban temperaturas elevadas (100°C) y el empleo

de una atmosfera de N2, lo que hacia que las reacciones no fueran sustentables.

RuCl,(PPhs);
100°C, N,

glucosa ciclohexanona gluconolactona ciclohexanol

Figura 7. 3: Oxidacidn del glucosa empleando RuClz(PPhs)s como catalizador.

En un caso similar, la oxidacién publicada por Wong y Gijsen* implicaba una reaccién
con bromo y carbonato de bario, con buenos resultados a escala laboratorio en la
oxidacion de TDHP. Sin embargo, el costo y la toxicidad del bromo imposibilitarian su

uso en un proceso a gran escala.

Debido a que la mayoria de las metodologias antes descriptas no son posibles de
aplicar en procesos industriales, las oxidaciones mas actuales proporcionan métodos
facilmente escalables y menos contaminantes. Por ejemplo, Greenberg vy
colaboradores,! identificaron un método econémico para la oxidacion selectiva de 6-
cloro-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa a la correspondiente lactona utilizando
hipoclorito de sodio acuoso (lavandina) y acido acético. Debido a que la lactona es un
sélido cristalino, la purificacién se realizoé por recristalizacion, dando un producto con

una alta pureza enantio- y diasteromeérica.

En una metodologia mas reciente, Oslaj y colaboradores® emplearon hipoclorito de
calcio para reemplazar la soluciéon acuosa de hipoclorito de sodio, de esta forma se evita
la incorporacién de un volumen grande de agua que dificulta la purificacion posterior de

la lactona. Adicionalmente, esta metodologia resulté innovadora debido a que la
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oxidacion se realiz6 directamente en el sobrenadante del medio de reaccion sin el
aislamiento del lactol, dando como resultado un rendimiento elevado, 84%, para la
oxidacion de acetiloximetil lactol (figura 7.4).

OAc OAc

Ca(CIO),

OH OH
acetiloximetil lactol acetiloximetil lactona

Figura 7. 4: Oxidacion de acetiloximetil lactol, empleando hipoclorito de calcio

En cuanto a las metodologias biocataliticas, hasta el momento solo dos enzimas
pertenecientes al grupo de las oxidorreductasas fueron empleadas para la oxidacién
regioselectiva de 2,4,6-tridesoxihexopiranosas 6-sustituidas. Estas enzimas catalizan
oxidaciones o reducciones, mediante la transferencia de electrones, o la incorporacion
de Oxigeno desde O, o H,O,, empleando en general co-sustratos o cofactores. Ciertos
cofactores actllan como co-sustratos y se consumen de manera equimolar.® Debido a
esto Ultimo, cuando se emplean enzimas aisladas es necesario desarrollar un sistema
para su regeneracion, puesto que, de otra forma, haria al proceso econémicamente

desfavorable.”

Una de las oxidorreductasas estudiadas en la oxidacién de lactoles fue Glucosa
deshidrogenasa, la cual se expres6é en Escherichia coli como una proteina de
membrana.® Estas células enteras recombinantes fueron utilizadas en la oxidacién de
acetiloximetil lactol. Debido a que el cofactor de la enzima es pirroloquinolin quinona
(PQQ), el cual tiene un costo elevado, fue necesario incluir un sistema para su
regeneracion. Esto Ultimo, sumado a la baja expresion obtenida de glucosa
deshidrogenasa, hicieron que esta metodologia no pueda ser empleada en una escala

industrial.

A diferencia de lo ocurrido con PQQ, el empleo de cofactores como NADH o NADPH
es un poco mas barato, pero principalmente més facil de regenerar. Por lo tanto, Jiao y
colaboradores,® sobre-expresaron la enzima aldehido deshidrogenasa de

Lodderomyces elongisporus, dependiente de NAD(P)H para llevar a cabo la oxidacién
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de 6-cloro-2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa, acoplado a un sistema de regeneracion
con NAD(P) oxidasas (SmNOX), obteniendo conversiones mayores a 95% (figura 7.5).

H
Cl o Cl O°
Aldehido deshidrogenasa

NADP*  NADPH OH

H20< 02
SmNOX

Figura 7. 5: Oxidacion de 6-cloro-2,4,6-trideoxi D-eritro-hexapiranosa empleando aldehido
deshidrogenasa.

En este capitulo se describe la oxidacion de los compuestos obtenidos en los
capitulos 5y 6, llevada a cabo quimicamente basandose en la metodologia propuesta

por O$laj y colaboradores.®
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7.2. Materiales y métodos

Los reactivos analiticos y los sustratos fueron adquiridos en Sigma Aldrich. Los
solventes organicos utilizados fueron de Sintorgan. Los componentes del medio de

cultivo fueron de Britania y Biopack.

El medio de cultivo empleado fue LB-Kana

7.2.1. Oxidacion quimica

La reaccién se llevo a cabo en un volumen final de 4 ml, conteniendo 15% p/v de
pellet bacteriano (Escherichia coli BL21 DE3 conteniendo PaDERA C49M C-His) en
buffer fosfato de potasio 100 mM pH 7 y 500 mM de acetaldehido o 200 mM de
acetaldehido y 100 mM de 3.f, 3.g y 3.i. Al cabo de 24 h, la reaccion se centrifugé a
9000 rpm durante 5 minutos. Al sobrenadante se le agregé 1,4 g de NaCl y se dej6
agitando a temperatura ambiente hasta disolucion completa de la sal. Posteriormente,
se agregaron 1,4 ml de acetato de etilo y se dej6 en bafio de hielo. En un tiempo total
de 3 h se agreg6 640 mg de Ca(ClO),. La reaccién se continué por 2 h mas. Se tomaron
muestras cada hora. El acetato de etilo se evaporé y la fase acuosa resultante se filtrd
utilizando celite y se lavé con agua destilada. La solucién acuosa filtrada se extrajo con

CH.Cly, se concentrd y se conservé para su analisis.

7.2.2. Andlisis de lareaccién
7.2.2.1. Analisis por CCD

Las muestras se analizaron CCD sobre placa de silica gel (con un soporte de
aluminio) con un indicador F254 (Merck), usando como fase movil acetato de etilo: éter
de petréleo, 10:90 (v/v). Las placas se revelaron mediante exposicién a acido sulfdrico

al 5% en etanol y posterior calentamiento.
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Tabla 7. 1: Rf correspondiente a las lactonas sintetizadas.

Lactona Rf
TDHP 0,8
3.e 0,07
3.9 0,22
3. 0.16

7.2.2.1. Analisis por GC-FID

Se empled un cromatografo gaseoso (Thermo Trace 1300) acoplado a un detector
de llama (CG-FID). Se empled con una columna TRACE TR-5MS (0,25 pum, 0,25 mm,
30 m). Las condiciones de corrida fueron: temperatura del inyector 200°C, temperatura
de la columna: 5 minutos a 50°C, un gradiente de 10°C/min hasta 250°C y 5 minutos a
250°C. El tiempo total de corrida fue 21 min. Volumen de inyeccién 1 ul, split: 1:50,
calentador: 280°C. Tr TDHP= 13,9 min; Tr Lactona= 9,5 min

7.2.2.2. Analisis por RMN

Para los experimentos de *H-RMN se utilizé6 un equipo Avance Neo 500 (Bruker) a
500 MHz. Para los experimentos de *C-RMN se utiliz6 un equipo Avance Il 500
(Madison, WI, EE.UU.) a 126 MHz. Las soluciones se prepararon disolviendo el
compuesto en 700 pL de CDCls.

(4R,6R) 4-Hidroxi-6-metiltetrahidro-2H-piran-2-ona

H-RMN (500 MHz, Cloroformo-d) & 4.16 — 4.12 (m, 1H), 3.78 — 3.70 (m, 1H), 1.86 —
1.81 (m, 1H), 1.70 — 1.41 (m, 3H), 1.27 (dd, J = 4.3, 2.9 Hz, 3H).

13C-RMN (126 MHz, CDCls) 5 171.25, 65.01, 64.04, 37.68, 35.29, 28.68.
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7.3. Resultados y discusién

Debido a que los verdaderos sintones quirales de las estatinas son las lactonas, en
este Ultimo capitulo se describe el trabajo realizado en cuanto a la oxidacion de los
hemiacetales ciclicos empleando la reaccién con hipoclorito de calcio ya descripta en
bibliografia.® Por una cuestion de practicidad se decidi6 iniciar con TDHP como sustrato
modelo para poner a punto las técnicas de purificacion y aislamiento del producto.
Posteriormente, el estudio de extendidé a los sustratos 3.e, 3.9 y 3.i obtenidos en el
capitulo 6, los cuales fueron oxidados en las mismas condiciones de reaccion (figura
7.6).

R R
H,C _O. . OH H,C. _O.__O
U Ca(ClO), U
—_—

3 Y8

OH OH
R=H: TDHP R=H: TDHPL
R=Cl: 3.e R=Cl: 8.
R=CHj; 3.9 R=CH; 8.g
R=Ph 3. R=Ph 8.

Figura 7. 6: Oxidacidn de lactoles.

Debido al cierre del laboratorio por las medidas sanitarias tras la pandemia de
Covid19, la oxidacién de los lactoles 3a - 3d adun sigue en proceso. Una de las limitantes
afrontadas fue la baja produccién de los lactoles, por lo cual todavia se siguen
optimizando las reacciones de sintesis para obtener cantidad suficiente de sustrato de

partida y oxidar a las correspondientes lactonas de interés.

7.3.1. Oxidacion de TDHP

Como mencionamos anteriormente, se utilizd6 TDHP como sustrato modelo. En
primer lugar, se realizo la sintesis de TDHP descripta en el capitulo 5 utilizando 500
mM de acetaldehido y células enteras del biocatalizador. Al cabo de 24 h, se separo el

pellet bacteriano del sobrenadante mediante centrifugacion.
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A dicho sobrenadante se le agregd Ca(CIlO),, sin necesidad de aislar el lactol. Esto
favorece al rendimiento ya que evita los pasos de purificacién. Debido a que la reaccién
es exotérmica, la incorporacion de este compuesto se realizd en bafio de hielo y de a
porciones, tomando muestras regularmente. En el andlisis por CCD de la reaccién se
observé la desaparicibn completa de TDHP a las 5 h y la aparicién de una sefial de
mayor Rf (figura 7.7).

TDHP Lactona

Figura 7. 7: CCD de la lactona correspondiente a la oxidacion de TDHP.

Adicionalmente, se realiz6 el analisis mediante GC-FID (figura 7.8). En el
cromatograma se puede observar una sefial mayoritaria de menor tiempo de retencion
gue TDHP que corresponderia a la lactona.
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Figura 7. 8: GC-FID de la lactona correspondiente a la oxidacion de TDHP.

El producto se aislé tal como se describe en la bibliografia® obteniéndose 7 mg del
compuesto, lo cual implica un rendimiento de 23,3% respecto de la cantidad de
acetaldehido inicial. Posteriormente su estructura fue identificada por técnicas

espectroscopicas.

En la figura 7.9 se muestra el espectro *C-RMN, donde se evidencia la sefial
correspondiente al carbono carbonilico (C1) en 171,25 ppm, demostrando que TDHP se
oxid6. También se pueden observar las sefiales de 95 ppm y 92 ppm, entre otras,
correspondientes al lactol (TDHP) aungue en bajas proporciones. En el espectro de *H-
RMN de la figura 7.10, se puede observar que sefiales concuerdan con la formacién de
la lactona, aunque observa, similar a lo ocurrido en el espectro **C-RMN, al H del C-1
del TDHP. Esto nos indica que, el método de purificacion no fue eficiente y debe seguir
poniéndose a punto para la eficiencia del resto de las reacciones. Las sefiales se

asignaron de acuerdo a lo reportado por bibliografia.®
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7.3.2. Oxidacion de 3.e,3.gy 3.i

Debido a los resultados prometedores empleando esta metodologia, se procedié a
realizar la oxidacion con Ca(ClO). del hemiacetal derivados del sustrato 3e, 3g o 3i. Una
vez sintetizados los lactoles correspondientes, al medio de reaccion sin purificar se le
agrego el agente oxidante tomando alicuotas a distintos tiempos controlando la
desaparicion total del sustrato y la aparicién del producto. En la figura 7.10 se pueden
observar el tiempo inicial de las reacciones y luego de 5 h de reaccion. Aunque el
resultado de las oxidaciones fue favorable, el producto de la reaccién aln no ha podido

aislarse para su analisis por RMN.

Figura 7. 11: CCD correspondientes a las oxidaciones de 3.e, 3.gy 3.i.
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7.4. Conclusiones

Realizando la reaccién de oxidacion con Ca(ClO). se pudo obtener la lactona
derivada de TDHP, cuya formacion fue confirmada por RMN. Si bien aln se sigue
optimizando la metodologia empleada, al extender la aplicacion a varios de los lactoles
sintetizados en el capitulo 6 de esta Tesis se dieron indicios de la formacion de las
correspondientes lactonas. Actualmente, se aguardan los analisis por RMN para

confirmar los productos de oxidacién obtenidos.

Si bien debido a los retrasos causados por la emergencia sanitaria COVID 19, aun
no se han obtenido las lactonas sustituidas con bases nitrogenadas (7.a - 7.d),
compuestos potencialmente analogos de estatinas propuestos como objetivo de esta
Tesis, los logros obtenidos con los demas sustratos y los ensayos preliminares nos

alientan a continuar con la metodologia empleada y nos auguran un resultado exitoso.
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Conclusiones generales

El trabajo realizado, expuesto en los distintos capitulos de esta Tesis, ha permitido
cumplir con los objetivos propuestos, la obtencion de 2-desoxirribosa-5-fosfato (DR5P)
como intermediario en la sintesis de nucledsidos con actividad antitumoral o antiviral,
como asi también la sintesis de derivados de bases nucleosidicas como novedosos
compuestos para ser testeados como farmacos con actividad anticolesterolémica. En
ambos casos, se empled una estrategia quimioenzimética utilizando biocatalizadores

basados en 2-desoxirribosa-5-fosfato aldolasa (DERA).

En primer lugar, DERAS pertenecientes a Pectobaterium atrosepticum y Lactobacillus
brevis fueron sobre-expresadas y/o modificadas genéticamente con el fin de aumentar
la tolerancia a concentraciones elevadas de acetaldehido. Las variantes de DERA
fueron obtenidas gracias a una colaboracion con el grupo de investigacion a cargo del
Prof. Ulf Hanefeld (Universidad Tecnolégica de Delft, Paises Bajos) en el marco de un
Proyecto de la Union Europea (ERACo BioDiMet) del cual fui una de las estudiantes de
doctorado participante. Se obtuvieron cuatro variantes de DERA de Pectobacterium
atrosepticum: PaDERA N-His, PaDERA C-His, PaDERA C49M C-His y PaDERA AA C-
His. Adicionalmente, se obtuvo de dicha colaboracion otra DERA perteneciente a
Lactobacillus brevis sobre-expresada y modificada genéticamente para aumentarle no

solo la resistencia a acetaldehido sino también su estabilidad.

La puesta a punto de la expresion y purificacion de cada enzima se realizé en el
marco de una pasantia de investigacion en el Instituto de Investigaciones Médicas Dr.
Alfredo Lanari bajo la supervision del Dr. Claudio Pereira. La determinacién de la
concentracion de enzima obtenida luego de la optimizacion, como asi también de la
actividad enziméatica nos permitié seleccionar tres de las variantes caracterizadas como
fuentes de DERA para emplear en esta Tesis: PaDERA N-His, PaDERA C49M C-His y
LbDERA C42M E78K C-His. Los resultados mas notables fueron los obtenidos para
PaDERA C49M C-His, cuya expresion y actividad fueron de 0,98 mg/ml y 28,9 U/mg,
respectivamente. Esto corresponde a un 50% mas de expresion que las otras dos
variantes analizadas y, a la vez, esta enzima resultd6 ser 2 veces mas activa que
PaDERA N-His y 4 veces mas activa que LbDERA C42M E78K C-His.
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Los biocatalizadores antes descritos fueron inicialmente evaluados para la sintesis
de DR5P a partir de acetaldehido y gliceraldehido-3-fosfato (G3P) o glucosa. Estos
biocatalizadores fueron empleados en tres formatos: enzima libre, extracto libre de
células (ELC) o células enteras, siendo esta Ultima seleccionada para continuar con las
biotransformaciones. Utilizando células enteras, se obtuvieron conversiones mayores al
90% para las tres variantes de DERA cuando el sustrato de la reaccién fue G3P. Cuando
se empled glucosa como sustrato se obtuvieron rendimientos mayores al 20% al
emplear PaDERA N-His y LbDERA C42M E78K C-His. Sin embargo, uno de los
resultados que llamo la atencién en esta reaccion fue que la variante Escherichia coli
BL21 DE3 PaDERA C49M C-His produjo una conversion despreciable de DR5P. Debido
a los valores altos de actividad y de expresion y a las pruebas realizadas, se puede
presumir una inhibicién de la enzima por glucosa, hipotesis que requerird de pruebas

bioinformaticas que avalen el trabajo experimental realizado.

Por otro lado, el empleo de DERA como biocatalizador permitié llevar a cabo una
adicion alddlica secuencial empleando acetaldehido como Unico sustrato, generando
2,4,6-tridesoxi D-eritro-hexapiranosa (TDHP), el cual resulta muy Util como precursor en
la sintesis de la cadena lateral de farmacos tipo estatinas. Dado que la sintesis de TDHP
utilizando células enteras no se encuentra ampliamente reportada en bibliografia, se
decidio buscar las condiciones apropiadas para obtener dicho compuesto en cantidades
suficientes para seguir con el resto de los ensayos planificados. Empleando Escherichia
coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA C42M E78K
C-His en condiciones estandar se obtuvieron rendimientos del 75% y 62%,
respectivamente; un poco mas de 10 veces del rendimiento obtenido al emplear
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA N-His. Este resultado era de esperarse debido a
que PaDERA N-His no posee mutaciones que hagan a la enzima mas tolerante a
acetaldehido y como consecuencia no fue tomada en cuenta para seguir con el resto de
las biotransformaciones. Se determinaron como condiciones éptimas de reaccién para
Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3 LbDERA
C42M E78K C-His, 500 mM de acetaldehido y 24 h de reaccién, con las cuales se obtuvo
un 100% de conversion a TDHP. Similares condiciones de reaccion se emplearon para
posteriormente llevar a cabo las sintesis de TDHP 6-sustituidas, empleando distintos
aldehidos - comerciales o sintetizados a partir de bases nitrogenadas - como sustratos

electrofilicos en la reaccién con acetaldehido catalizada por DERA.
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En la primera etapa se llevaron a cabo las biotransformaciones con células enteras
de Escherichia coli BL21 DE3 PaDERA C49M C-His y Escherichia coli BL21 DE3
LbDERA C42M E78K C-His, empleando sustratos comerciales. Al utilizar
fenilacetaldehido, cloroacetaldehido y propanaldehido ambos biocatalizadores
catalizaron la adicion alddlica con rendimientos mayores al 15% para la mayoria de las

reacciones. Sin embargo, benzaldehido y dimetoxiacetaldehido no reaccionaron.

Con el fin de preparar los nuevos derivados conteniendo bases nucleosidicas, en una
primera instancia se llevé a cabo la sintesis de los sustratos aldehidicos adecuados a
partir de las bases nitrogenadas: adenina, citosina, timina y benzimidazol. Debido a la
analogia que presentan estos sustratos con las bases nitrogenadas naturales, la
reaccién con células enteras no fue eficiente, por lo que se decidié realizar la reaccion
la sintesis empleando PaDERA C49M C-His y LbDERA C42M E78K C-His como
enzimas libres. De esta forma, se lograron obtener los respectivos productos de cada
uno de los derivados aldehidicos de las bases nitrogenadas, cuya sintesis se verificd
por HPLC-MS. Llegado a este punto, y debido al contexto de la pandemia de Covid-19,
la obtencion de cantidades suficientes de producto puro necesario para realizar los
andlisis por RMN se vio6 frenada y actualmente se contintia trabajando en esa direccion
teniendo resultados preliminares muy favorables. Es importante destacar que esta
metodologia de sintetizar nuevos analogos de estatinas es novedosa debido a que,
hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estrategias en las cuales el
aldehido aceptor de DERA ya contenga el heterociclo, y la cadena lateral se construya
a partir del mismo. Ademas, hasta el momento no existen reportes de estatinas
conteniendo bases nucleosidicas como heterociclo, aun sabiendo que Eritadenina - un
nucleésido aciclico - posee efectos anticolesterolémicos por lo que los compuestos

obtenidos son moléculas nuevas.

Por dltimo, y para obtener la cadena lateral 3,5-dihidroxiheptanoica conservada y
resonsable de la actividad farmacoldgica de las estatinas, es necesario oxidar el
hemiacetal ciclico obtenido luego de la adicion alddlica catalizada por DERA. En el final
de esta tesis, se comenzaron a ensayar oxidaciones quimicas de las TDHP 6-sustituidas
empleando Ca(ClO), como agente oxidante. Hasta el momento solo se han obtenido
resultados cualitativos de la presencia de las correspondientes lactonas las cuales

también serian compuestos novedosos. Se planea continuar desarrollando en el
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laboratorio tanto oxidaciones quimicas como reacciones empleando biocatalizadores

redox para la obtencién de las mismas.
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