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Resumen

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue desarrollar metodologias de preparacién de
desoxinucledsidos y desoxinucle6tidos a partir de sustratos econdémicos, como ribdsidos y
azucares, utilizando biotransformaciones con células bacterianas y enzimas, mediante
procesos que involucren condiciones compatibles con el medio ambiente.

El primer capitulo estd enfocado a la descripcién de las aplicaciones de los nucleésidos.
También se presentan las ventajas que implica el uso de biotransformaciones respecto a la
sintesis quimica tradicional y se describen las metodologias mas utilizadas en la sintesis de
nucleosidos.

En el segundo capitulo se presenta la definicion del problema que dio origen al objetivo
planteado en este trabajo. Luego se describe el objetivo particular y se plantean los caminos
multienzimaticos propuestos para llevarlo a cabo mostrando reacciones modelo.

El tercer capitulo describe una estrategia de sintesis biocatalizada de uridina 5’- monofosfato.
En primer lugar se realiza una introduccién sobre el tema y se presenta la parte experimental
con las metodologias especificas empleadas en esta parte del trabajo. En particular, para la
sintesis de uridina 5-monofosfato, se utilizaron células enteras de Corynebacterium
ammoniagenes ATCC 19350 como biocatalizador, dado que existian antecedentes sobre el
empleo de varias cepas de dicho género en la sintesis de diversos nucleétidos tanto purinicos
como pirimidinicos. Se evaluaron diferentes métodos de cultivo del biocatalizador, distintos
materiales de partida asi como diversas condiciones experimentales de la biotransformacion de
manera de optimizar los resultados alcanzados. Se determiné la presencia de UMP lograndose
buenos resultados y las mezclas de reaccién obtenidas se utilizaron para la sintesis de uridina
5’-difosfato, desarrollada en el Capitulo 5.

En el Capitulo 4 se describe la sintesis de uridina 5’-monofosfato utilizando células enteras de
enterobacterias con actividad fosfatasa acida no-especifica. En primer lugar se realiza una
introduccién sobre el tema y luego se presenta la parte experimental. Posteriormente se
describe la seleccion de microorganismos con actividad NSAP con las cuales se ensayd, no
s6lo la sintesis de UMP, sino también de timidina 5’-monofosfato, adeninarabinosido 5'-
monofosfato y diversos azlcares fosfato a partir de los correspondientes nucledsidos y
azlcares, con buenos resultados. Finalmente, se utilizaron dos microorganismos
genéticamente modificados, desarrollados previamente en nuestro laboratorio, para la
obtencién biocatalizada de los productos de interés, obteniéndose resultados satisfactorios
logrando reducir los tiempos de reaccion de forma consideradable. En particular, las mezclas
de reaccioén obtenidas para la sintesis de UMP se utilizaron para la produccién de uridina 5’-
difosfato, desarrollada en el Capitulo 5.

En el Capitulo 5 y continuando con el camino multienzimatico planteado en los objetivos, se
propuso a modo de introduccion el uso de Saccharomyces cerevisiae como biocatalizador.
Este microorganismo es una fuente importante de nucledésido monofosfato quinasas, con lo
cual su uso para la obtencion de diferentes NDP, resulta de potencial utilidad. Luego de detallar
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la metodologia de trabajo, se desarrollaron los resultados. Los mismos muestran que se logré
sintetizar UDP a partir de un extracto de levadura utilizando UMP como sustrato, mediante una
metodologia sencilla y en condiciones de reaccién suaves, logrando buenos rendimientos. Del
mismo modo, el sistema biocatalitico se aplic6 a la sintesis de otros nucleésidos,
desoxinucledsidos y arabindsidos 5’-difosfato con resultados positivos. Posteriormente se
evaluaron las variables que podian influir sobre esta reaccion al emplear las mezclas
provenientes de la sintesis de UMP, desarrolladas en los Capitulos 3 y 4, a partir de sustratos
més econdmicos y mediante reacciones multienzimaticas one-pot. Finalmente se
acondicionaron las mezclas obtenidas durante el desarrollo de dichos capitulos y se ensay6 la
sintesis de UDP, lograndose resultados satisfactorios, equivalentes a los obtenidos al utilizar
UMP comercial.

En el Capitulo 6 se realizé un screening de bacterias, particularmente del género Escherichia,
que funcionen como biocatalizadores para la sintesis de desoxinucleoétidos, en particular de 2'-
desoxiuridina 5’-difosfato, mediante una ruta que incluye la enzima ribonucledsido reductasa
(RNR), a partir de uridina 5’-difosfato como sustrato. No se lograron resultados positivos ya que
no se pudo determinar la presencia de dUDP asi como tampoco de dUMP, como subproducto
de reaccion. Sin embargo, en el momento de finalizacion de escritura de esta Tesis, mediante
un andlisis mas fino de los cromatogramas obtenidos, se determind la presencia de otro posible
subproducto de reaccién, en este caso desoxiuridina, utilizando E. coli ATCC 23513 como
biocatalizador. Esto nos incentivé a continuar, proximamente, con un andlisis mas profundo de
esta mezcla para poder determinar la presencia y confirmar la identidad de este compuesto.

En el Capitulo 7 se utilizé una estrategia alternativa para la sintesis de desoxirribonucleésidos
respecto a la desarrollada en las secciones anteriores. Para ello, en una primera parte se
describen, a modo de introduccién, las enzimas involucradas en el camino multienzimatico
propuesto, asi como la posterior exposicion de la parte metodoldgica. Luego se presentan los
resultados, describiendo la seleccidn de microorganismos, mediante un screening sobre
diversos géneros bacterianos, capaces de sintetizar dR5P por accion de la enzima 2-
desoxirribosa 5-fosfato aldolasa. En particular, se identific6 a Erwinia carotovora ATCC 33260
como un biocatalizador novedoso que generé 14.1 mM de DR5P a partir de glucosa como
materia prima, sustrato cuyo valor comercial es sustancialmente menor al del D-gliceraldehido
3-fosfato, sustrato natural de la enzima. Posteriormente, se acoplaron dos enzimas, una
fosfopentomutasa y una nucledsido fosforilasa para la sintesis de desoxinucledsidos
pirimidinicos como timidina, 2’- desoxiuridina y 5-bromo-2’-desoxiuridina, utilizando como
sustrato de partida dR5P preparada en la primera parte de este capitulo, obteniéndose
resultados positivos y cumpliendo asi con los objetivos propuestos.

Palabras clave: desoxinucléosidos; desoxinucleotidos; biocatalizadores.
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Resumen general

Resumen general

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue dleBar metodologias de preparacion
de desoxinucledsidos y desoxinucleotidos a pagtisustratos econdmicos, como ribésidos
y azucares, utilizando biotransformaciones conlaglbacterianas y enzimas, mediante

procesos que involucren condiciones compatiblesstamedio ambiente.

El primer capitulo estd enfocado a la descripci@ las aplicaciones de los
nucledsidos. También se presentan las ventajagmpliea el uso de biotransformaciones
respecto a la sintesis quimica tradicional y serd®n las metodologias mas utilizadas en

la sintesis de nucledsidos.

En el segundo capitulo se presenta la definicidnpdeblema que dio origen al
objetivo planteado en este trabajo. Luego se desetiobjetivo particular y se plantean los

caminos multienzimaticos propuestos para llevadal® mostrando reacciones modelo.

El tercer capitulo describe una estrategia de stnteiocatalizada de uridina 5'-
monofosfato. En primer lugar se realiza una intootin sobre el tema y se presenta la
parte experimental con las metodologias especificadeadas en esta parte del trabajo. En
particular, para la sintesis de uridina 5-monddtsf se utilizaron células enteras de
Corynebacterium ammoniagenes ATCC 19350 como biocatalizador, dado que existian
antecedentes sobre el empleo de varias cepas lue giénero en la sintesis de diversos
nucledtidos tanto purinicos como pirimidinicos.esaluaron diferentes métodos de cultivo
del biocatalizador, distintos materiales de partidsi como diversas condiciones
experimentales de la biotransformacion de maneraptiemizar los resultados alcanzados.
Se determind la presencia de UMP lograndose buessattados y las mezclas de reaccion

obtenidas se utilizaron para la sintesis de uriflirgifosfato, desarrollada en el Capitulo 5.

En el Capitulo 4 se describe la sintesis de urifliraonofosfato utilizando células
enteras de enterobacterias con actividad fosfateisia no-especifica. En primer lugar se
realiza una introduccion sobre el tema y luego sesgmta la parte experimental.

Posteriormente se describe la seleccion de micao@mos con actividad NSAP con las



Resumen general

cuales se ensayo, no solo la sintesis de UMP,también de timidina 5’-monofosfato,
adeninarabinosido 5’-monofosfato y diversos az@cafesfato a partir de los
correspondientes nucleésidos y azlcares, con buesokados. Finalmente, se utilizaron
dos microorganismos genéticamente modificados, rddlsalos previamente en nuestro
laboratorio, para la obtencion biocatalizada de posductos de interés, obteniéndose
resultados satisfactorios logrando reducir los piesnde reaccion de forma consideradable.
En particular, las mezclas de reaccidon obtenides lpasintesis de UMP se utilizaron para

la produccion de uridina 5’-difosfato, desarrollaeel Capitulo 5.

En el Capitulo 5 y continuando con el camino mo#imatico planteado en los
objetivos, se propuso a modo de introduccion el desSaccharomyces cerevisiae como
biocatalizador. Este microorganismo es una fuemggitante de nucledésido monofosfato
quinasas, con lo cual su uso para la obtencioniféeedtes NDP, resulta de potencial
utilidad. Luego de detallar la metodologia de tj@bse desarrollaron los resultados. Los
mismos muestran que se logro sintetizar UDP arpetun extracto de levadura utilizando
UMP como sustrato, mediante una metodologia sangilen condiciones de reaccion
suaves, logrando buenos rendimientos. Del mismoomeldsistema biocatalitico se aplicd
a la sintesis de otros nucleésidos, desoxinuclessid arabindsidos 5’-difosfato con
resultados positivos. Posteriormente se evalu@®ndriables que podian influir sobre esta
reaccion al emplear las mezclas provenientes déntasis de UMP, desarrolladas en los
Capitulos 3 y 4, a partir de sustratos mas ecorasmig mediante reacciones
multienzimaticasone-pot. Finalmente se acondicionaron las mezclas obterddsante el
desarrollo de dichos capitulos y se ensayo la séntde UDP, lograndose resultados

satisfactorios, equivalentes a los obtenidos AtatiUMP comercial.

En el Capitulo 6 se realizd wstreening de bacterias, particularmente del género
Escherichia, que funcionen como biocatalizadores para lasgtie desoxinucledtidos, en
particular de 2’-desoxiuridina 5’-difosfato, medianuna ruta que incluye la enzima
ribonucledsido reductasa (RNR), a partir de uriditaifosfato como sustrato. No se
lograron resultados positivos ya que no se puderahitar la presencia de dUDP asi como

tampoco de dUMP, como subproducto de reaccién. egibargo, en el momento de
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finalizacion de escritura de esta Tesis, mediantanalisis mas fino de los cromatogramas
obtenidos, se determind la presencia de otro posilhproducto de reaccion, en este caso
desoxiuridina, utilizandde. coli ATCC 23513 como biocatalizador. Esto nos incentivd
continuar, proximamente, con un analisis mas pddude esta mezcla para poder

determinar la presencia y confirmar la identidaeske compuesto.

En el Capitulo 7 se utilizd una estrategia altévaatpara la sintesis de
desoxirribonucledsidos respecto a la desarrollade® secciones anteriores. Para ello, en
una primera parte se describen, a modo de intraé@luclas enzimas involucradas en el
camino multienziméatico propuesto, asi como la pasteexposicion de la parte
metodologica. Luego se presentan los resultadoscrideendo la seleccion de
microorganismos, mediante @reening sobre diversos géneron bacterianos, capaces de
sintetizar dR5P por accion de la enzima 2-desdxisia 5-fosfato aldolasa. En particular, se
identificé aErwinia carotovora ATCC 33260 como un biocatalizador novedoso queigen
14.1 mM de DR5P a partir de glucosa como materagyrsustrato cuyo valor comercial
es sustancialmente menor al @ebliceraldehido 3-fosfato, sustrato natural derairma.
Posteriormente, se acoplaron dos enzimas, una pfsfomutasa y una nucledsido
fosforilasa para la sintesis de desoxinucledsidogmidinicos como timidina, 2'-
desoxiuridina y 5-bromo-2’-desoxiuridina, utilizandcomo sustrato de partida dR5P
preparada en la primera parte de este capitulen@ndose resultados positivos y

cumpliendo asi con los objetivos propuestos.
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Capitulo 1

Introduccion general

1.1. Nucledsidos modificados

1.1.1. Aplicaciones

La importancia de los nucleosidos, nucleétidos §y analogos radica en la gran
cantidad de aplicaciones tanto terapéuticas comgndsticas. Un ejemplo particular es el
uso de dNTPs naturales como sustratos en la tédai®LR (del inglé$olimerase Chain

Reaction), utilizada en biologia molecular y diagnostico.

En el ambito farmacéutico, los nucledsidos y sualogos se han utilizado
ampliamente en tratamientos contra el cancer yeeapias antivirales [1, 2]. Estos
compuestos pueden ser administrados tanto en fordiadual como conjunta, o bien

formar parte de oligonucleoétidos terapéuticos [3-5]

Los nucledsidos que actian como agentes antiviggasran la inhibicion de la
replicacion del genoma viral, mientras que aquetiog impiden la replicacion y la
reparacion del ADN de las células cancerigenas idoan como compuestos
anticancerigenos [6]. Estos nucleésidos son fdaflws intracelularmente a sus
correspondientes mono, di y trifosfato actuando acamhibidores de polimerasas o como
terminadores de cadena en la sintesis de ADN o ARNEnN los ultimos afios se
proyectaron una variedad de estrategias para &fialide drogas efectivas, selectivas y no
toxicas. Las mismas involucran modificaciones deleasidos naturales, tanto en la

estructura del azucar [8] como de la base [9, 10].

Los primeros agentes antivirales fueron desarrofladd afos atras. Sin embargo,

desde que en 1985 se descubrid la actividad ahti{¥irus de la inmunodeficiencia
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humana) del AZT (3’-azido-3-desoxitimidina) [11$e disefiaron muchos analogos de
nucledsidos como drogas antivirales contra hetpegatitis, VIH, y citomegalovirus [12-
15]. Nucleésidos purinicos como 2',3'-didesoxiim@si (didanosina) [16], 2',3-
didesoxicitidina (zalcitabina), 3’-desoxi-2’-tiaiciina (lamivudina), carbociclo 6-
ciclopropilamino-2’,3’-dideshidro-2’,3’-didesoxignasina (abacavir), y pirimidinicos
como 3’-azido-3’-desoxitimidina (zidovudina, AZTR’,3’-dideshidro-3’-desoxitimidina

(stavudina) son empleados en tratamientos anegifdl7] (Figura 1).

HO.

zalcitabin: lamivudine

[} D\NH
Hac\f‘l </N | AN N
N o N N)\N
HO

H H H
H H H H

zidovudin¢ stavudini abacavi

Hz
HO

Figura 1: Anédlogos de nucleésidos utilizados en terapisisieales.

Las estructuras de los analogos de nucledsidosimpsrtantes utilizados como

anticancerigenos, entre los cuales se hallan B-@ledesoxiadenosina (cladribina), 2-
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fluor-9-B-D-arabinofuranosiladenina (fludarabina), p-D-arabinofuranosilcitosina

(citarabina) y 2’,2’- difluorodesoxicitidina (gentabina), se muestran en la Figura 2.

NH, NH,
\ N
/
N Cl
OH H OH H
cladribine fludarabin:

OH H OH F
citarabin: gemcitabin

Figura 2: Analogos de nucleésidos utilizados como anticdgeaos méas importantes.

La importancia de contar con este tipo y variedadrgas queda en evidencia para
el avance del VIH. Desde que el SIDA fue recono@&ddl981 como epidemia y hasta el
afo 1999, 34 millones de personas, incluyendo 2J6mas de nifios, han sido infectados,
estimandose que 5 millones de adultos y 1,5 milode nifios han muerto [18]. Sin
embargo durante la ultima década los indices mlexdide muerte causada por la
enfermedad han disminuido un 24% debido al us@i@pias con agentes antirretrovirales

que incluyen derivados de nucleodsidos [19]. Sin agin una de las principales
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desventajas de las terapias que incluyen analogasudedsidos son la adquisicion de
resistencia y los efectos colaterales, como lataitodad no especifica [20]. En este
marco, existe una constante necesidad de creaeiduevos compuestos que superen en
calidad o resuelvan resistencias. Esto puede kgraediante modificaciones estructurales
de drogas ya conocidas que produzcan un aumendoedieiencia, de la selectividad, de la
biodisponibilidad y/o de la reduccién de la toxad[21]. En la Tabla 1 se muestran

compuestos nucleosidicos de interés farmacolégisardollados en la Ultima década.

Nucledsido Bioactividad Referencia
2,6-diaminopurina dioxolano (amdoxovir) antivi(gllH-1) [22]
viramidina antiviral [23]
ribésido de nicotinamida antitumoral [24]
3’-C-triflourometil-2’,3’-didesoxiadenosina antivir@VBH) [25]
3’-C-etiniluridina antitumoral [25]
2’-desoxi-2’-fluorocitidina antiviral (VCH) [27]
nucledsidos imidazo(1,2-c-) pirimidina con base  anticitomegalovirus, (28]
modificada antileucémico

azanucledésidos antiviral [29, 30]
4'-etinil nucledsidos antiviral (VIH-1) [31]

Tabla 1. Nucleésidos desarrollados recientemente aplicaddsrapias antivirales y antitumorales.

Los nucleodsidos pueden también utilizarse paraingéesis de oligonucleétidos
modificados. Un oligonucle6tido es una cadena sl ARN o ADN, que consiste en un
reducido nimero de nucleodsidos unidos por puentfediéster, formados entre grupos 3’-
OH de un nucledsido y grupos 5-OH de otro, al iggae en los acidos nucleicos
naturales. Los avances alcanzados en sintesis igenwtleotidos han posibilitado el
desarrollo de nuevas areas de investigacion endi@imolecular y en biologia estructural,
asi como también, la busqueda de nuevos principrapéuticos. Sin embargo, el espectro

de aplicaciones de los oligonucleétidos puede seendido ain mas mediante la
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introduccion de modificaciones quimicas en su esira ya sea a través de moléculas

acopladas asi como modificaciones en los mismadg@ticos.

El area en la cual el uso de oligonucleétidos nicalifos ha sido mas prolifico es la
estrategia antisentido, en la cual se busca queniadificaciones quimicas confieran
caracteristicas apropiadas tales como hibridizagsistencia a nucleasas, penetracion a
las células, selectividad y adecuadas propiedagesatocinéticas y farmacodinamicas. En
1978,Zamenick & StephensdB2] ilustraron por primera vez la idea de estsagsgia. El
principio involucrado en el enfoque antisentido sésiple (Figura 3). El objetivo es
sintetizar oligonucleotidos con una secuencia dgedvaomplementaria a un segmento del
ARNmM que da origen a la proteina cuya producciorgere inhibir. Este fragmento
sintético reconoce y se aparea con esa secueranaobly produce la inhibicion de la

expresion génica.

Nucleo

Gen
codificante

El ARN antisentido se une al ARNm
complementario y bloquea la maquinaria
de traduccién proteica

ARN antisentido

ARNmM normal

Figura 3: Funcionamiento de las moléculas antisentido.

Si la proteina inhibida es una proteina esencied gh desarrollo de un proceso

patoldgico, entonces los oligonucledtidos se catefieen farmacos altamente especificos.

16



Introduccion general Capitulo 1

Este efecto, es decir, el ataque de una enfermeedackl genético, es la base de la terapia
génica.

Otro tipo de estrategia antisentido es el uso beziinas. Estas son moléculas de
ARN con actividad catalitica. Su descubrimientpriacipios de los afios ochenta, propicio
la identificacion de las primeras moléculas de maé¢za no proteica capaces de catalizar
reacciones en el interior celular. Desde ese mamset han identificado numerosos
motivos de ARN con actividad catalitica que paptaci en distintos procesos biologicos. La
gran mayoria de las ribozimas naturales identifisddasta la fecha catalizan el corte y/o
ligacion del esqueleto fosfodiéster de otras mdé&scde ARN. Sin embargo, a diferencia
del resto de las ribonucleasas conocidas y de atenar proteica, las ribozimas muestran
una gran especificidad de secuencia, determinadainperacciones ARN-ARN (tipo
Watson-Crick) entre la ribozima y su sustrato. B&enanera, las ribozimas se pueden
considerar como un tipo especial de ARN antisenyidal igual que para éstos, se ha
pensado en la posibilidad de alterar la especittide las mismas mediante la introduccion
de simples cambios de secuencia en su dominiocdaaeimiento del ARN substrato y en
consecuencia, dirigirlas frente a distintos ARNs$nooinactivadores especificos de la

expresion génica [33].

De esta forma, se considera que los ARNs antiseptidgeneral y las ribozimas en
particular, son buenos candidatos para el desard#l nuevas estrategias terapéuticas,
utiles para el tratamiento de enfermedades coagr@uales, hoy en dia, no se cuenta con

una terapia eficaz, incluyendo enfermedades tamtarigen viral como genético.

Si bien los progresos en esta area son evidentegjaqun largo camino en
investigacion en cuanto a vectores de administnaciiesarrollo de nuevos analogos,
respuesta inmune, farmacodinamica de los oligoitidies y sobre el modo de aplicacion

de los modelos de laboratorio a estudios clinicos.

1.2. Biotransformaciones
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Durante los ultimos afios se han tratado de apticaresos alternativos a la sintesis
quimica tradicional que implican el uso de cataliras biolégicos, que pueden ser
enzimas o células enteras, libres o inmovilizaBasos biocatalizadores presentan ventajas
en cuanto a su alta eficiencia, altos rendimientopocos subproductos generados,
especialmente a causa de su alta estereo, regionyogelectividad [34]. Adicionalmente,
el uso de biocatalizadores implica reacciones ‘lasip que contribuyen a la baja
contaminacién ambiental, ya que se utilizan coondies suaves, no corrosivas y no toxicas,
permitiendo la utilizacion de reactores simplegspetando los principios de la “quimica
verde” y del “desarrollo sustentable”, lo que hailf@do su aceptacion mundial como
actividad industrial [35].

Las transformaciones biotecnoldgicas incluyen umpl@nrango de procesos, los
cuales pueden ordenarse de acuerdo al nUmeropls &ae poseen y a la complejidad de
los sustratos que emplean. De esta forma, puedemaeerse distintas areas, como las
fermentaciones, las biotransformaciones y la cagadknzimatica (Tabla 2). Los limites
entre las mismas no se hallan claramente definRimsello, tanto las biotransformaciones
como la catdlisis enzimética frecuentemente saridafs bajo el término “biocatalisis”. En
consecuencia, puede entenderse como proceso limadda o biotransformacion al
conjunto de etapas en las cuales se emplean ssst@atdgicos para llevar a cabo cambios

quimicos sobre sustratos naturales o no naturdigs [

Las biotransformaciones representan una alternatloa problemas encontrados en
la sintesis quimica [36]. Las mismas se conocededéss tiempos de Pasteur, pero la
primera transformacion microbiana de importancaustrial se realizo en la década del ‘50
para la obtencion de esteroides modificados. Desde2poca, se han logrado importantes
avances tecnolégicos para reemplazar procesos apsingiasicos por transformaciones

biocatalizadas.
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Area Tipo de sustrato  Tipo de biocatalizador Tipgdoducto/s
. ] células enteras en o
Fermentaciones materiales crudos multiples productos
crecimiento
~_ Células enteras en )
precursores definidos productos complejos
crecimiento

. ] __ ceélulas enteras en reposo o o
Biotransformacionesprecursores definidos ] productos definido
enzimas aisladas

. o ~_ extractos enzimaticos crudos o
Catélisis enzimatica sustrato definido ) - productos definido
o parcialmente purificados

sustrato definido  enzimas puras productos definido

Tabla 2: Caracteristicas de las distintas areas dentlasdeansformaciones biotecnoldgicas.

En un proceso sintético catalizado por enzimas guezmplearse tanto células
enteras como enzimas aisladas. La sintesis cataligar enzimas suele ser mucho mas
simple y mas rapida que la llevada a cabo por neétapiimicos y tiene la ventaja de
transcurrir con alta regio y estereoselectividadual simplifica los procesos de separacion
de los productos de reaccion. En consecuenciagveeeice la rentabilidad del proceso de
produccién disminuyendo drasticamente el impactbiantal.

A diferencia de lo que ocurre con las fermentagomas biotransformaciones no
dependen del estado metabdlico de las célulaseblmohes frecuente utilizarlas en estado
de reposo oesting Ademas, las reacciones son sencillas y se llaveabo en un periodo
corto de tiempo. Si bien los sustratos que se eanga las biotransformaciones pueden ser
costosos, el aislamiento del producto es simple gosicentracion al finalizar el proceso es
alta. En las fermentaciones ocurre todo lo cordrari

1.2.1. Biotransformaciones con enzimas aisladas. Ventajas e inconvenientes
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Las enzimas son ampliamente utilizadas en biotwamsfciones, no so6lo en
pequefia escala sino también a nivel industrial ya epuchas son capaces de aceptar
sustratos muy distintos de los naturales, condicd@mocida como “promiscuidad

enzimatica” [37].

El uso de enzimas aisladas tiene como ventaja gadem desarrollarse procesos
altamente eficientes y selectivos, asi como elimi@acciones competitivas catalizadas por
otras enzimas de sistemas multienzimaticos. Parparte el aislamiento de los productos
de biotransformacion suele ser sencillo, en pddicisi se trabaja con enzimas
inmovilizadas. Ademas pueden emplearse en reaateispequeiios que los utilizados en
fermentaciones y la posibilidad de reutilizar ebdaitalizador permite disefiar procesos

continuos con una mejora de su productividad yesfaa.

Las desventajas mas significativas del uso de exwzaisladas son la necesidad que
existe, en ciertos casos, de incorporar cofactatesstema y regenerarlos, asi como el
elevado costo de las enzimas y de los cofactorgmismo, ocasionalmente los pardmetros
operacionales estrechos de las enzimas suelerarepaljudiciales, ya que un pequefio
desvio de las condiciones 6ptimas de reaccion @admducir a la desnaturalizacion y
desactivacion de estos biocatalizadores debid@adancia del “entorno celular protector”.
Ademas, debido a que un proceso enzimatico se einawdirectamente relacionado con los
pasos de produccion y purificacion de la enzimavactos mismos deben disefiarse de
manera tal que permitan obtener enzimas estabdesalto grado de pureza pudiendo
reducir los costos de produccion lo cual, genemteeno resulta una tarea sencilla. Por
altimo, deben considerarse los inconvenientes aueslgn surgir al utilizar enzimas que

requieren cofactores o coenzimas [38].

En los dltimos 20 afios, la tecnologia del ADN rebmrante ha contribuido a
incrementar la eficiencia de produccion de lasraagj a aumentar su pureza y a disminuir
su costo. En consecuencia, el nimero de enzimpsrilides comercialmente se encuentra
en constante aumento [39]. Ademas, la introducd@mutaciones dirigidas o al azar sobre

enzimas ha dado lugar a novedosos biocataliza{i®sgs
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1.2.2. Biotransformaciones con células enteras. Ventajas y desventajas.

El hombre ha utilizado células de microorganisipasa obtener bienes y generar
servicios desde hace mas de 8000 afos, cuandopbeaeom levaduras para la fabricacion
de bebidas alcohodlicas [40], dando origen a la éiblogia. El empleo de
microorganismos en la sintesis de compuestos @aggse remonta a mas de 100 afios

atras [41, 42] y continla en constante crecimiento.

El uso de células enteras puede resultar ventégmgo cuando la disponibilidad y
el costo de las enzimas comerciales representaibstAculo como cuando el aislamiento
de las mismas, a partir de sus fuentes naturadespraplicado e ineficiente. A su vez, las
células constituyen una fuente inagotable de cofesty coenzimas, confiriéndoles a las
enzimas el entorno mas adecuado para preservatahilidad y su actividad, ademas de
presentarse como una forma econdémicamente renidbldlevar a cabo procesos
multienzimaticos. Las virtudes de las células estepermiten comprender por qué
constituyen un tipo de biocatalizador interesantdietransformaciones desarrolladas para

la sintesis de compuestos quimicos de alto valegago [43].

Los problemas maéas frecuentes asociados al uso élldas enteras como
biocatalizadores son las restricciones difusiondétsnedio y de las barreras estructurales
de la célula, la autdlisis provocada por sustratgzroductos toxicos y la aparicion de

subproductos debido a reacciones secundarias.

En la Tabla 3 se sefalan las principales ventajaesyentajas del empleo de
enzimas aisladas y de células enteras. Cabe deqtaeéa decision final a la hora de optar
por utilizar células enteras o enzimas aisladasocbiocatalizadores, dependera de varios
factores [38]. Entre ellos se destacan el tipaaestormacion que se desee llevar a cabo, la
necesidad o no de reciclar cofactores y la esoadn, (g 6 kg) a la que se desarrollara el
proceso.
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Biocatalizador Forma Ventajas Desventajas
enzima cualquiera equipamiento simple, mejor  se necesita regenerar cofactores
aislada productividad debido a la

tolerancia a concentraciones altas
de sustratos
disuelta en agua actividad enzimética alta positdacciones secundarias,
insolubilidad de sustratos lipofilicos
suspendida en féacil de realizar, solubilidad de actividad enzimatica baja

solventes sustratos lipofilicos, recuperacion

organicos sencilla de la enzima
células cualquiera no se necesita regenerar equipamiento costoso, mayor
enteras cofactores volumen de reaccién, baja

productividad, baja tolerancia a
solventes organicos, reacciones
secundarias

en crecimiento  actividades elevadas elevada bianmagyor cantidad de
productos secundarios, proceso
dificil de controlar

en reposo trabajo sencillo, menor cantidacctividades menores

de productos secundarios

Tabla 3: Ventajas y desventajas del empleo de enzimasdaisly células enteras como biocatalizadores.

1.3. Busqueda de nuevos biocatalizadores

Si bien los origenes de los biocatalizadores soy diwersos, los microorganismos
constituyen una fuente muy rica y, ya sea en swcasw células enteras asi como enzimas
aisladas, son los mas citados en bibliografia.dresmas microbianas reemplazaron a las
de otros origenes desde los '60 y representaniqgaaente el 90% del mercado en
Sudameérica [44]. Entre los microorganismos de mayguortancia industrial se hallan
bacterias de los géneroBacillus Lactobacillus y Pseudomonas levaduras como
SaccharomycesSchizosaccharomyces Candiday hongos de las clasésscomycotay
Zygomycota Estas especies han sido clasificadas c@mAS (del inglés, Generally
Recognized as Safee tipo | o Il en la escala de bioseguridad \idie a que se las

consideran inocuas, su manipulacion no requieteuimgntacion especial.

1 <http://www.accessdata.fda.gov/script/fcn/fcnNatiga cfm?rpt=grasListing>

22



Introduccion general Capitulo 1

En los ultimos afios, el uso industrial de enzingahasextendido rapidamente [45];
sin embargo, dado que muchas veces los sustrdtpadds no son productos naturales, las
enzimas adecuadas para llevar a cabo procesosvpladran dichos compuestos, aiun no
se conocen. Por lo tanto, uno de los mayores @ssafimomento de comenzar con un
desarrollo comercial biocatalizado es contar coniadatalizador apropiado. Alguna de las
cuestiones que pueden conducir a la necesidad rtaramn nuevos biocatalizadores es,
por ejemplo, la inestabilidad de las células o @k énzimas en presencia de solventes
organicos o bien la diferencia en especificidad blieicatalizador por dos sustratos
estructuralmente muy similares. Este hecho fue nadstporMedici et al.[46], donde se
obtuvo el 2,6-diaminopurin ribdsido, con excelem&sdimientos, mediante una reaccion
de transglicosidacion microbiana catalizada porledsido fosforilasas déeromonas
hydrophilg a partir de uridina y 2,6-diaminopurina: Sin engmg la misma reaccion
llevada cabo con adenina (6-aminopurina) no pro@aenosina, supuesto sustrato natural
de la enzima [47]. De hecho, estos obstaculos puseelo suficientemente significantes

como para convertir a un proceso muy atractivocao pentable e impedir su escalado.

Pueden encontrarse una amplia variedad de técgimpermiten obtener nuevas
actividades. Entre ellas se destacan (i) la busgoestreening de nuevas actividades en
diferentes ambientes como suelos, areas contansinatia [48]; (i) la utilizacion de
condiciones de reaccion no convencionales y laagitgn del medio de reaccién por
inclusion de efectores, tales como iones meta[#®s50]; (iii) la aplicacion de técnicas de
ingenierfa genética, como la ingenieria de progeyria evolucién dirigida[51, 52].

En general, los microorganismos ofrecen una satupiéctica al desafio de buscar
nuevas actividades, dado que su crecimiento esrapigo y su mantenimiento es sencillo.
Si bien las técnicas desarrolladas por la Ingemi@énética permiten incrementar la

estabilidad de una enzima determinada y ajustamdividad a las necesidades que

2 Entiéndase por evolucién dirigida o evoluciarvitro de proteinas al proceso por el cual se aceleradi@aicion natural
en condiciones de laboratorio para seleccionardeefma con la actividad de interés. Para ellgeseera diversidad de la
secuencia de ADN que codifica la proteina en cbestitravés de una etapa de mutagénesis y luegisiaa se clona y
se expresa en células huésped. A continuacidrelsec®nan los organismos que poseen la secueodificante de la
enzima funcional. Por ultimo, dichas secuenciasasuoplificadas y los ciclos de mutagénesis, selecgiamplificacion
se repiten hasta que la proteina que posea laggiaghio funcién deseada sea encontrada.
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demanda el proceso de transformacion, la prindieatamienta de busqueda de nuevas
actividades continua siendo el tradiciosedeening35].

1.3.1. Seleccién y screenings consecutivos estructurados de modo jerdrquico

Cuando se desea evaluar un numero elevado de mmiasin el objetivo de
encontrar un biocatalizador adecuado para unandietgda biotransformacion, una de las

primeras decisiones que debe tomarse es si smtdilina seleccion o gereening

Los métodos de seleccion consisten en favoreceregimiento de células que
contengan una actividad particular [53, 54]. Lagedos de seleccion, como temperatura y
pH, varian de acuerdo a las propiedades de la andios métodos involucrados son
cualitativos y rapidos y deben permitir el analsisultdneo de gran cantidad de muestras.
Una seleccion eficiente puede resultar en un prpaso de un posteriscreening52]. La
seleccion inicial permite seleccionar un grupo de&r@oerganismos positivos, cuya
evaluacion continla en la siguiente etapa. En faafidad, el establecimiento previo de
bibliotecas de microorganismos puede facilitar ificativamente el proceso dereening
De esta forma, puede evaluarse en forma simplagaciddad de los microorganismos de

producir un compuesto de interés a partir de Isgratos adecuados.

Por su parte, ebkcreenilg requiere que cada muestra se analice por separado
conduciendo a resultados cuantitativos. Los ensayeseralmente se realizan en
microplacas con reacciones de deteccion rapidaadhasen sustratos cromogénicos o
fluorogénicos, o emplear métodos cromatograficaa ga separacion y deteccion como
cromatografia gaseosa (CG) o cromatografia liqdielaalta performance (CLAP o en
inglés, HPLC), los cuales pueden realizarse en forma autondatizhos ensayos mas
lentos, costosos o complicados se llevan a cabla etapa final del proceso global de

basqueda para reducir la duracién y el nUmero debas.

Los screeningsonsecutivos estructurados de modo jerarquica&uidos, Utiles y

muy efectivos. En un proceso modelo de tres fadasreeningorimario o general permite
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eliminar un gran namero de candidatos negativosiantsl ensayos rapidos y simples, lo
que se traduce en una drastica reducciéon del tami@fla poblacion a estudiar. Resulta
importante destacar que en esta etapa se utilimattagds andlogos econdmicos que
reemplacen compuestos especificos pero costososydb puede eliminar potenciales
individuos positivos. Esta primera fase puede slige por un paso de seleccion. Luego, a
través delscreeningsecundario o intermedio, se seleccionan candidatis adecuados
empleando sustratos mas especificos permitiendmalisis semicuantitativo. Finalmente,
una vez que la poblacién de individuos se ha redue unos pocos candidatos, el
screeningterciario o especifico permite identificar los datalizadores mas apropiados
mediante el uso del mayor nimero posible de sostespecificos. Esta es una etapa mas
cuidadosa y cuantitativa que involucra generalmentétodos cromatograficos o
espectrofotométricos.

Por lo tanto, para que uscreeningresulte satisfactorio, los biocatalizadores
microbianos deben cumplir con una serie de requenios:
a. deben producir la enzima deseada con un rendimaagptable y en un periodo
de tiempo razonable.
b. deben producir la enzima a partir de nutrientemé@aicos y accesibles.
c. Deben ser facilmente separable del medio de crentmi especialmente en el
caso que se busque aislar la enzima responsableatsividad.

d. deben ser no patégenos, genéticamente establedgbea producir compuestos

indeseables ni téxicos.

1.4. Preparacién de nucledsidos

1.4.1. Sintesis quimica

Tradicionalmente, los nucleésidos y sus derivadespseparan por métodos
quimicos los cuales, en general, involucran pracéagos, dificultosos e ineficientes [55-

58]. Estos métodos utilizan reactivos toxicos ycoames de proteccion de la base o del
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azucar, obteniéndose una variedad de subproduittoed de separar. De este modo se

generan ademas graves problemas ambientales [59].

La ruta de sintesis mas frecuente implica el acoiplato de la nucleobase, o sus
derivados, a la estructura del carbohidrato. Useatense requiere tanto la activacion del
grupo glicosidico y la presencia de grupos protesten la base heterociclica, asi como el
control de la configuracion anomérica, especialmeotiando se desean preparar
desoxirribosidos y arabinésidos. Ademas, se dehiécae la formacion regioselectiva de
la union glicosidica cuando otros grupos nuclewdhi se hallan presentes en las bases
heterociclicas [60]. Estas dificultades incidensticamente en el costo de produccion, lo

que se traduce en un alto precio de venta.

1.4.2. Sintesis enzimdtica

En las ultimas décadas la sintesis enzimatica deedsidos y nucledtidos, tanto
naturales como modificados, se ha presentado coracalternativa interesante debido a

que las reacciones ocurren con elevada regio yeestectividad [61].

Un grupo de enzimas ampliamente utilizado en leeratién biocatalizada de
nucledsidos son las nucledsido fosforilasas (NElsindlésnucleoside phosphorylagetas
cuales catalizan una reaccion de fosfordlisis sammeledsidos [62]. Las NPs son
transferasas que catalizan la ruptura del enladglicosidico de ribo vy
desoxirribonucleésidos, en presencia de fosfatoyémico, para generar ribosa 1-fosfato o
desoxirribosa 1-fosfato, respectivamente. El usmiinado de dos tipos de NPs, las
pirimidin nucledsido fosforilasas (PyNPs) y lasipunucledsido fosforilasas (PNPs), es un
proceso que se conoce como transglicosidacion atizem el cual se detallara en el
Capitulo 7 de este trabajo, y permite obtener sdaies purinicos a partir de pirimidinicos
de forma eficiente (Figura 4). El uso de microoigaids que contengan estas enzimas,
metodologia ampliamente utilizada en nuestro grd@anvestigacion [10, 46, 47], se

presenta como una importante ventaja dado que issas no deben ser purificadas.
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Asimismo, el uso de estas enzimas de forma innzewd genera biocatalizadores
eficientes, con alta actividad especifica y esitddul térmica permitiendo un alto nimero de
ciclos de reusos [63].

Cl

N
| NH </ | S
P
N/KO N N
6-cloropurina
PyNP/PNP \

o
uridina 6-cloropurin ribésido

| NH

N
H

uracilo

Figura 4: Sintesis de nucleésidos purinicos a partir déedgidos pirimidinicos (transglicosidacion).
En el esquema se ejemplifica utilizando uridinagld@opurina como sustratos para la obtencién del
correspondiente nucledsido, utilizando célulasrastque contienen NPs [10].

Otra metodologia que permite obtener nucledsidgsiden el uso de otro tipo de
enzimas, las isomerasas. Empleando una fosfopetasan(PPM), conjuntamente con una
NP, a partir de un azacar, como la desoxirribo$astato, puede obtenerse su isomero 1-
fosfato, sustrato de las NPs (Figura 5). Asi, nedi@&l agregado de una base purinica (o

pirimidinica) y la NP adecuada se obtiene el nigtide interés [64].

27



Introduccion general Capitulo 1

PNP

ribosa 5-fosfato adenosina

adenina

Figura5: Sintesis de adenosina mediante el uso conjuniiPdéy PNP [64].

PNP:purin nucleosido fosforilasa; PPM: fosfopentdasa; A: adenina..

Por otra parte, los nucleodtidos suelen obtenerse fpeforilacion de los
correspondientes nucleésidos mediante el uso dasps, las cuales son especificas para la
sintesis de los nucledsido 5-monofosfato [65] especificas para la obtencion de
nucledsidos 5'-difosfato (Figura 6). Estas enzimeaglieren ATP como dador de fosfato, lo
cual genera procesos de alto costo. Sin embarg¢mseiitimos afios se ha implementado el
uso de levaduras, tales corBaccharomyces cerevisjagara la sintesis de ATP lo cual

podria generar procesos mas rentables [66].

| NH

uridina monofosfato
quinasa

ATP ADP

uridina 5'-monofosfato uridina 5’-difosfato

Figura 6: Sintesis de uridina 5'-difosfato a partir delrespondiente monofosfato, utilizando la
enzima uridina monofosfato quinasa [67].
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Estas y otras metodologias, que utilizan céluldsras asi como enzimas aisladas,

fueron utilizadas para alcanzar los objetivos pespas en esta Tesis Doctoral.
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Capitulo 2

Objetivos de la Tesis-Fundamentacion

2.1. Definicién del problema

Los 2'-desoxinucledsidos (dNs) naturales puedear@se de hidrolizados de ADN
mediante procesos complejos de aislamiento y padifdn o bien mediante sintesis
guimica [1]. Por ser precursores fundamentaleg grdn demanda, para terapias contra el
cancer, de agentes antivirales, de 2-desoxinude®siifosfato (ANTPs) usados para PCR,

se requiere de nuevos procesos sintéticos quetparohtenerlos.

Como ejemplos de desoxinucledsidos empelados emdiastria farmacéutica
podemos citar a i) andlogos de purinas como laribiad (2-cloro-2’-desoxiadenosina),
gue es un importante agente citostatico de célalagmicag?] y el 2’-desoxinucledsido
de 2,6-diaminopurina, activo contra HIV [3]; ii)&ogos de pirimidinas como el AZT (3'-
azido-3’-desoxitimidina), agente antitumoyaantiviral [4] (anti-HIV) y la 5-trifluormetil-
2'-desoxiuridina, aprobada por la FDA como agemepéutico contra HSV (Herpes
Simplex Virus) [5]. Estos desoxinucledsidos sonfdokdos intracelularmente a sus
correspondientes mono, di 6 trifosfato actuando.esi& manera, como inhibidores de

polimerasas o como terminadores de cadena entésiside ADN.

Asimismo, los 2’-desoxinucledsidos naturales skzah como materiales de partida
para la sintesis de muchos otros nucleésidos moadiis. La sintesis quimica de dNs se
realiza a partir de los correspondientes nucle&sjipo mediante el acoplamiento de las
bases purinicas y pirimidinicas con el desoxiaz{itprEn general, estas metodologias
involucran procesos de mas de 3 pasos, que incliayproteccion y desproteccion de la
base o del azucar, y reactivos toxicos obteniéndnaevariedad de subproductos dificiles

de separar. Esto conduce a la generacion gravbpras ambientales [8-10].
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Durante los ultimos afios se han tratado de aphicaresos alternativos a la sintesis
qguimica tradicional que implican el uso de catalras bioldgicos, que pueden ser
enzimas o células enteras, libres o inmoviliza@asno ya se detallo en el Capitulo 1, estos
biocatalizadores presentan ventajas en cuanto a@taweficiencia, altos rendimientos vy
pocos subproductos generados, especialmente a acmussu alta estereo, regio y
guimioselectividad [11]. Adicionalmente, el uso biecatalizadores implica reacciones
“limpias” que contribuyen a la baja contaminaciombéental, ya que se utilizan
condiciones suaves, no corrosivas y no toxicagngiendo la utilizacion de reactores

simples.

2.2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue desarroifea metodologia de preparacion
de desoxinucleodsidos y desoxinucledtidos a paeisustratos de amplia disponibilidad y
bajo costo, como ribonucledsidos y azlcares, atilip biotransformaciones con células
bacterianas y enzimas, mediante procesos que treollcondiciones compatibles con el

medio ambiente.

Para ello se propuso buscar caminos metabolicosapduzcan a la obtencién de
dNXPs y dNs. En primer lugar, se encontré que urene, la ribonucledtido reductasa
(RNR) es capaz de transformar nucleodsidos 5'-citosén desoxinucleésidos 5’-difosfato
[12]. De esta manera se plante6 como modelo l&ssénde desoxiuridina 5'-difosfato
(dUDP) a partir de uridina 5’-difosfato (UDP), clincual se propuso utilizar uridina como
material de partida. Como primer paso se enconu& qtilizando células enteras de
Corynebacterium ammoniagenes, se podia obtener uridina 5’-monofosfato (UMPpaatir
de acido orotico, compuesto de muy bajo valor corakfl3]. Otra metodologia para la
obtencion de UMP involucra otro tipo de enzimas, flasfatasas acidas, que presentan
actividad fosfotransferasa y se han aplicado ainéesis de diversos nucledsidos 5'-
monofosfato [14, 15]. Para el segundo paso de oidterde UDP, se propuso utilizar

quinasas y el UMP sintetizado como sustrato [16kté&iormente, se planted el uso de
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RNRs celulares para la sintesis final de dUDP.aBlino disefiado se muestra en la Figura

7.
Cr

N o

HO
O

H H
quinasas o H H
o fosfatasas OH OH o
uridina
| NH ’ NH
N/Ko N/KO
i e 11
HO—P—0O HO—P—O0—P—0
| ° ; | | °
OH ] 5 quinasas NH OH OH H H
H H | /K H H
OH OH N o OH H
o [e] . ;.
s 3 ribonucleétido
uridina 5'-monofosfato Ho—g—o—lﬁ—o reductasas desoxiuridina 5'-difosfato
| | O (RNR)
OH OH H H
H H
OH OH

uridina 5'-difosfato

Figura 7: Camino multienzimatico modelo para la obtenciérddsoxirribonucleétidos.

Por otra parte, y haciendo uso de las nucledsisforfitasas (NPs), pueden formarse
desoxinucleodsidos a partir de 2-desoxirribosa fatos(dR1P). Este compuesto presenta
alta inestabilidad con lo cual su obtenciarsitu, a partir de su isdmero 2-desoxirribosa 5-
fosfato (dR5P), resulta de interés. Para su sgngespropusieron dos caminos alternativos.
Uno de ellos involucra el metabolismo glucolitio® whicroorganismos que contengan la
enzima 2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa (DERA]).[De esta manera, utilizando glucosa
como material de partida se generesitu, gliceraldehido 3-fosfato (G3P), sustrato natural
de DERA y, mediante el agregado de acetaldehidopsene dR5P por accion de dicha
enzima. Otra metodologia comprende el uso de nrigamismos que contengan fosfatasas
acida no especificas (NSAPs, del ingbésterial nonspecific acid phosphatases) [15]. Los
sustratos requeridos para la obtenciéon de dR5Rissoxirribosa y pirofosfato de sodio,
dos compuestos de bajo costo comercial. Luegangraso posterior, se utiliza la enzima

fosfopentomutasa (PPM, del inglphosphopentomutase), isomerasa que genera dR1P a
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partir de dR5P, una NP y una base para obtendmimée el desoxinucledsido de interés

[18]. Estos caminos enzimaticos se muestran eiglad8.

HO
O
o+ o, i
o
S > H O_T _ OMO )I
OH Enzimas de la glucélisis OH OH
glucosa gliceraldehido 3-fosfato acetaldehido
2-desoxirribosa 5-fosfato
aldolasa (DERA)
i
HO HO—P—0 HO
o | o o H
H H OH OH H H OH H H OH
—_— —_—
|
H fosfatasa acida H fosfopentomutasa H O—P—0OH
OH H no especifica OH H (PPM) OH H Il
(NSAP) 8}
2-desoxirribosa 2-desoxirribosa 5-fosfato a-desoxirribosa 1-fosfato

Base nucleotidica

nucleésido (B)
fosforilasa
(NP)
HO
o B
H H
H H
OH H

desoxinucledsido

Figura 8: Caminos multienzimatico propuesto para la obtend@édesoxinucledsidos a través
de la sintesis de dR5P.

Por lo tanto, para llevar a cabo las biotransforames expuestas se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

1) Seleccionar microorganismos que contengan cada de las enzimas

involucradas en las biotransformaciones planteadas.

2) Acoplar las reacciones biocatalizadas con eldi@ndisminuir el nUmero de
reactivos y de pasos involucrados en los procesopupstos, desarrollando caminos
multienzimaticosone pot.
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Capitulo 3

Obtencion biocatalizada de uridina 5° -monofosfato

3.1. Introduccion

Los nucledsidos 5’-monofosfato (NMP) son compuestiizados en la industria
alimentaria como potenciadores del sabor, comoriakds de partida para la sintesis de
oligosacéaridoszomo por ejemplo UDM-acetilglucosamina, y en la industria farmacéutica
como intermediarios farmacoldgicos pudiendo citang ejemplo la 7-hydroxyguanosina
5'-monofosfato, pro-antiviral contra el virus decsena de Rous. Debido a la creciente
demanda y a que los caminos sintéticos tradicierzdea la obtencién de estos compuestos
no son sencillos, la busqueda de estrategias afitess para su sintesis en forma rentable y

escalable mediante el uso de biocatalizadores geadeutilidad.

3.1.1. Uso de Corynebacterium ammoniagenes como biocatalizador

3.1.1.1. Obtencién de adenosina 5'-trifosfato

Las bacterias corinoformes han sido estudiadaa &rrhentacion de azlcares para la
obtencion de 5'-ribonucleétidos [1]Corynebacteruim ammoniagenegreviamente
clasificada comoBrevibacterium ammoniagenegs una bacteria Gram-positiva, no
patogénica, aislada de aceites, que posee unactitalad para la produccién de adenosina
5'-trifosfato (ATP) al administrarle suficiente d¢atad de 5-fosforribosil-1-pirofosfato
(PRPP) [2-4].

En particular, el ATP juega un importante papel catador energético en muchas

reacciones bioquimicas y también es utilizado cagente terapéutico (activante del
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metabolismo del cerebro y vasos sanguineos). Debgle su consumo a nivel mundial es
muy alto, el uso de biocatalizadores resulta milypéta su produccion industriaCon el

fin de utilizar estos microorganismos en la produtae ATP,Fujio & Furuya [5] han
reportado su sintesis utilizando adenina (Adeugaga (Glc) como materiales de partida y
una cepa mutante d€. ammoniageneATCC 6872, denominada KY13510, como
biocatalizador en forma de células enteras en @stadeposo. El camino sintético de ATP
requiere de una elevada actividad de regenera@d@sig compuesto a partir de adenosina
5'-difosfato (ADP), asi como de la activacion ominde las enzimas implicadas en
reacciones de salvataje celular y de biosintesiBRIgP. En este sentido, la glucosa es un

sustrato muy importante (Figura 9).

7
Adenina— —/>Ade _(—> AMP —p» ADP —p ATP L ATP

PRPF
7 K j H:0
Glucosa——»Glc CO,
/ Acidos
Pi —t— Pi
K J

Figura 9: Produccién biocatalizada de ATP utilizando adarfide) y glucosa (Glc) como
materiales de partida y células entera€dammoniagenes.

|/

v

Pi: fosfato inorganico; AMP: adenosina 5’-monofasfaADP adenosina 5’-difosfato

Como puede observarse en la Figura 9, las enzimassgn esenciales para este
proceso biocatalizado son: las que sintetizan P&PRBrtir de glucosa (via formacion de
ribulosa 5-fosfato (Ribu5P), que luego ingresaeeruta de las pentosas fosfato generando
ribosa 5-fosfato (Rib5P), la cual, mediante la @ccde la enzima 5-fosforribosil-1-
pirofosfato sintetasa (PRPP sintetasa) y ATP (lidul); adenina fosforribosiltransferasa;
AMP quinasa y las enzimas del sistema de regeiderate ATP a partir de ADP, en

presencia de fosfato inorganico (Pi).
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[0}

HO—P——O
PRPP sintetasa
OH
Mg2+

ATP AMP

RibSP PRPP

Figura 10: Transferencia de pirofosfato entre ATP y riboda$iato (Rib5P) mediante la enzima
PRPP (5-fosforribosil-1-pirofosfato) sintetasa.

Ademads, desde el punto de vista sintético, se demsiado que las células @
ammoniagenesrecidas en un medio de cultivo estrictamentetdidu en el ion manganeso
(Mn?") presentaron mayor capacidad de convertir ademiAZP. De modo contrario, la
adicion excesiva de este ion metalico (mayor a/B0§rmL) al medio de cultivo inhibe la
produccién de ATPNara et al [6] estudiaron que posiblemente la limitacion Me**
produce importantes cambios morfologicos en laglagllo cual resulta en la eliminacion
de la barrera permeable de la membrana plasmégcexaresion del ATP. Sin embargo, el
estricto control en la concentracién de WMrhizo que su aplicacién a los procesos
industriales resultase dificultosa. Una alternaintaresante ha sido el agregado directo de
surfactantes, como por ejemplo polioxietilen esi@maina (POESA) o de solventes

organicos como xileno o tolueno, a la mezcla dediéa para permear las células al ATP

[7].

Siguiendo con el estudio de la produccion de ATR@®ce que el ion magnesio
(Mg?") es cofactor de muchas enzimas involucradas eob&ncién y que su limitada
disponibilidad causa la detencion de la formaciérede producto. Esta limitacion podria
deberse a la formacién de precipitados, como pEmgp MgNHPQO, debido a que los
medios de reaccion utilizados en la metodologigmeuccion de ATP requieren altas

concentraciones de fosfato inorganico y tambiérmdgnesio. ElI agregado de agentes
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quelantes, como &cido fitico, mantiene al ’M@n su forma soluble logrando la

disponibilidad necesaria para actuar como cofdéfor

Una vez conocida la capacidad de las célula€ dammoniagenede acumular y
generar ATP, se extendié su uso a la sintesis \asois nucledsidos fosforilados en la

posiciéon 5'.

3.1.1.2. Sintesis de uridina 5" -monofosfato

Fujio & Maruyama [2] reportaron la obtencion biocatalizada de wadi5 -
monofosfato, a partir de acido ordtico, como intediario de sintesis de citidina 5'-
difosfocolina (CDP-colina) el cual es un importamgeecursor de la preparacion de
fosfolipidos como lecitina. La obtencion de UMPaatp de acido orotico ha significado un
importante aporte debido a que este Ultimo es umpuesto de muy bajo costo comercial.
La sintesis de UMP se ha desarrollado medianteeposcfermentativos [8], en los cuales
los microorganismos son crecidos en un medio qudies® glucosa y acido oroético; o
mediante procesos biocataliticos, en los cualesri@soorganimos son crecidos en un

medio salino, son centrifugados y utilizados cornoedtalizador de la reaccion [2].

Wang et al [9] analizaron las variantes que afectan tantaretimiento deC.
ammoniageneATCC 6872 como las condiciones de reaccion emiareion biocatalizada
de UMP. Para el primer analisis determinaron que d& crecimiento (fase exponencial
media) y el uso de extracto de levadura como fudetaitrogeno brindan condiciones
Optimas de crecimiento y, por lo tanto, mayoreslirerentos de UMP. Para el segundo
analisis, las mejores condiciones de reacccionistigr®n en: acido ordético 0.6% (p/v), uso
conjunto de Tritén X-100 y xileno como agentes ptes, MgC} como fuente de Mg en
lugar de MgS@ y como fuente de fosfato KHRO, y K;HPO,. La importancia de las
sustitucion de NEDOH por KOH para mantener el pH de la reaccion témbia sido

evidenciada por este grupo de investigadores, reoafido teorias previamente formuladas
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que indicaban que la formacion de precipitadosngalide MgNHPQ, disminuian la

disponibilidad de dichos iones afectando negativdenka obtencion de UMP.

Sin embargo, el uso de otros precursores para tencbbn de UMP con fines
sintéticos, no ha sido ampliamente estudiado. Remgente,Garavaglia et al [10]
evaluaron la incidencia de compuestos implicadodasnrutas de salvataje celular de
pirimidinas en la generacion de biofilms en céldagscherichia coli Demostraron que
la produccion de dichos biofilms y la sintesis ddRJmodulan la formacidn de estructuras
extracelulares en respuesta a cambios fisiologicambientales. Asi, a partir de uracilo
exogeno, PRPP y la accion de la enzima pirimidgfofoibosiltransferasa (PPRTasa) las
bacterias producen UMP, el cual actia como activadouna serie de reacciones de
sefalizacion relacionada con la formacion de dite® estructuras de anclaje. De esta
manera, sus resultados confirman que ciertas droggas actian sobre los caminos
biosintéticos y de salvataje de nucleotidos tampi@seen un alto potencial como agentes

contra la formacién de biofilms.

3.1.2. Caminos metabdlicos involucrados en la sintesis de UMP a partir de dcido

orético y uracilo

Las etapas enzimaticas que conducen a la sinee&id/ a partir de carbamil fosfato
son las mismas en procariotas y eucariotas, siraggopla organizacion genética y la
regulacion de las enzimas involucradas varian éogrerganismos [11]. Especificamente,
el camino de obtencién de UMP a partir de &ciddiazdnvolucra dos enzimas: orotato
fosforribosiltransferasa (OPRTasa) y orotidina ®rofosfato descarboxilasa (ODCasa),
las cuales son las Ultimas enzimas que particgnato n la sintesde novode UMP como
en los caminos de salvataje de pirimidinas en géf@&d]. En primer lugar, la OPRTasa
cataliza el desplazamiento de pirofosfato del PRRIEuciendo orotidina 5’-monofosfato
(OMP), haciendo esta etapa irreversible. FinalmeelteOMP es descarboxilado por la
ODCasa para formar UMP (Figura 11).
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Ruta de las pentosas

Sistema de regeneracion

de ATP
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Figura 11: Esquema de biosintesis de UMP a partir de adidico como material de partida.

PPi: pirofosfato acidc
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Como se mencion0 anteriormente, el PRPP es seetia partir de Rib5P y ATP en
una reaccion catalizada por la enzima PRPP siatdtigura 10). Esta enzima es una
quinasa atipica en el metabolismo debido a quéugar de catalizar la transferencia de
grupos fosfato, interviene en la transferencia degwpo pirofosfato entre el ATP y la
Rib5P. A su vez, la Rib5P proviene de la ruta deplentosas fosfato, que puede dividirse
en dos etapas, una oxidativa y otra no oxidativdakprimera, la glucosa 6-fosfato (GIc6P)
es oxidada por la enzima glucosa 6-fosfato despahasa (G6PDesh), generando
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) ¥ luego, el compuesto oxidado es
descarboxilado para ser convertido en ribulosastfo (Ribu5P) por la enzima 6-

fosfogluconato deshidrogenasa (Figura 12).

C
| ~o
ﬁ ﬁ H—C——OH
HO—P—O HO—T—O |
OH o glucosa 6-fosfato OH o 6-fosfogluco ~ HO—C——H
OH oH deshidrogenasa OH o lactonasa |
ﬁ' H——C——OH
OH OH
OH OH He—C—oH
glucosa 6-fosfato NADP* NADPH 6-fosfogluconolactona ~ H,O H' OH
|
+H' CH,0—P—OH

I
o

6-fosfogluconato

CH,OH

c=—o0
6-fosfogluconato
6-fosfogluconato deshidrogenasa H—C—OH + co,
H—C—O0H
NADP* NADPH | om

T CHZO—IFi—OH

o]

ribulosa 5-fosfato

Figura 12: Etapa oxidativa de la ruta de las pentosas fosfat
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En la segunda etapa, la Ribu5P es convertida esariede intermediarios de la ruta
glucolitica. El destino de los azucares fosfatoedele de las necesidades metabdlicas de la
célula en la que se esta produciendo la ruta. éiaf@ no oxidativa tiene 3 funciones, por
una parte, proporciona azucares de cinco carbamrsp Rib5P, para la biosintesis de
nucleétidos; por otra genera azucares fosfato de 8, 6 y 7 carbonos para la produccion
de NADPH; y por ultimo, posibilita la incorporaci@a® otros azucares, intermediarios de
esta ruta, como por ejemplo gliceraldehido 3-fosyafructosa 6-fosfato, a la glucélisis. De
este modo, para poder generar suficiente ATP, egsado utilizar glucosa en las
biotransformaciones estudiadas debido a que actie duente de carbono y energia a
través de su oxidacion completa a £Pagua [8] y ademas, generar su intermediario
fosforilado G6P (a través de la via glucoliticagqursor de la sintesis de Rib5P necesario
para la obtencién de PRPP.

Por otra parte, la sintesis de UMP a partir deilarédra) involucra la enzima uracilo
fosforribosiltransferasa (PPRTasa), que solo aceigtea base pirimidinica como sustrato
[12], y para el caso de la citosina, ésta es pnesise desaminada para convertirse en su
sustrato natural. Esta enzima pertenece a la mutsaldataje de pirimidinas y utiliza PRPP
para la formacion del correspondiente nucledsiddofdado (Figura 13). La PPRTasa se
encuentra generalmente anclada a membrana delgjde su funcion principal es permitir

la entrada de uracilo exdgeno y convertirlo en UddRorma directa.

Cabe destacar entonces que la obtencion de UMRiadeacido orotico, compuesto
de bajo costo comercial, ha sido de particularréstadentro de la industria ya que ha
reemplazado procesos quimicos que incluyen vaaesgde proteccion y deproteccion del
anillo ribosidico, uso de solventes y reactivosidds [13, 14], generando un proceso
“ambientalmente verde” de sencilla aplicacion angeacala. Del mismo modo, el uso de
uracilo como material de partida resulta atractoansiderando que es un reactivo
econdmico, de baja toxicidad y que puede utilizadsegual modo, mediante metodologia

amigables con el medio ambiente.
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| NH

| 0] H
OH ) H H T|) o] . ‘ NH PPRTasa o p__q o
- +
OH oHO— | _O_T_OH N 0 OH
OH OH H
PRPP Ura

Figura 13: Esquema de biosintesis de UMP a partir de uraoitoo material de partida.

En esta parte del trabajo se proyectd obtener UM&t#&x de acido ordtico y uracilo
como materiales de partida, utilizando célulasrasteeC. ammoniageneATCC 19350
como biocatalizador. Se ensayaron diversas comdisiale cultivo del mismo asi como
diferentes medios de reaccion de modo de optimaarconversiones de producto. Las
mezclas obtenidas se emplearon en el siguientegaaiada obtencion de UDP desarrollado

en el Capitulo 5 de esta Tesis.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Materiales

Todos los productos empleados fueron de calidatit@a. Los sustratos y reactivos
de reaccién se compraron en Sigma-Aldrich e ICN. digas para los medios de cultivo
fueron de Anedra, Britania y Sigma-Aldrich. Los\aaites utilizados para el andlisis cuali-
cuantitativo, el revelado y HPLC fueron de SintergBiopack y Carlo Erba. La columna
de HPLC empleada fue de Eurolab S.A. Las cromataplaealuminio de silica gel 605«
fueron de Merck. El kit enzimatico para la detemwidon de glucosa fue de Laboratorios

Wiener.

3.2.2. Metodologia

3.2.2.1. Biotransformaciones a partir de dcido ordtico

Para estas biotransformaciones se emplearon dassra cultivo diferentes para el
crecimiento de Corynebacterium ammoniageneSTCC 19350 asi como diferentes

composiciones de los medios de reaccion detaliadastinuacion.
1) Medios y cultivo de & ammoniagenes (I)

C. ammoniagenese cultivg, a partir de un inéculo de un stock alemado a -80°C,
en erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de Me&di@MA) con la siguiente
composicion (p/v): glucosa 5%, polipeptona 1%, sty de levadura 1%, (NHSO4
0.5%, KHPO, 0.1%, KHPO, 0.3%, MgSQ 7H,0 0.1%, CaGl2H,0 0.01%,
MnSQOy-6H,O 0.002%, FeSH7HO 0.001%, ZnSE7HO 0.001%; se agregaron, en
forma de solucion esterilizada por filtracion: uBea%, treonina 0.0029R)-pantotenato de
calcio 0.001%, acido nicotinico 5 mg/L, vitamina-BC| 5 mg/L, biotina 3Qug/L, y bajo
las condiciones siguientes pH 7.2, 30°C y 200 rpm.
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Luego de 24h se tomaron 30 mL del cultivo satusafieeron agregados a 270 mL de
Medio B1 (MB1) de la siguiente composicion (p/Muapsa 10%, polipeptona 1%, extracto
de carne 1%, KO, 0.1%, KHPO, 0.1%, MgSQ-7H,0O 0.1%, CaGl2H,0 0.01%,
MnSQOy- 6H,O, 0.002%, FeSH7HO 0.002%, ZnS®7H,0O 0.001%, al cual se agregaron,
en forma de solucion esterilizada por filtraciomeal 0.2%,(3-alanina 0.0015%, cisteina
0.002%, treonina 0.002%, vitamina B1-HCI 5 mg/Lotiia 100 pg/L, y bajo las
condiciones siguientes pH 7.2, 30°C y 200 rpm.

Una vez agotada la glucosa del medio (20h) se tmm@® mL y se colocaron en un
erlenmeyer conteniendo 270 mL de Medio F1 (MF1)adsiguiente composicion (p/v):
glucosa 18%, KkPO, 1%, KHPO, 1%, MgSQ-7H,0O 1%, CaCl2H,O 0.01%,
MnSQy- 6H,0, 0.002%, FeSO7HO 0.002%, ZnS® 7H,0O 0.001%, al cual se agregaron,
en forma de solucion esterilizada por filtraciomeal 0.2%, glutamato de sodio 0.1%,
cisteina 0.002%f3-alanina 0.0015%, treonina 0.002%, vitamina B1-HGChg/L, biotina
100 pg/L en agua, y bajo las condiciones siguientes g+ 30°C y 200 rpm. Una vez
agotada la glucosa del medio, el cultivo se caméfa 4°C y 5000 rpm durante 15
minutos, se descartd el sobrenadante, el pellenaat se lavd dos veces con solucion
fisiolégica 0.9% (p/v) y las células humedas ersterfueron utilizadas como
biocatalizadores.

Biotransformacién I

El medio y las condiciones de reaccion (MRI) fueraeido orético 38.5 mM, glucosa
444 mM, KHPQO, 73.5 mM, MgSQ 20 mM, tritdn X-100 0.4% (v/v), xileno 1.0% (v/y)
20% (pumeddVv) de biocatalizador en 20 mL de agua, pH 7.2 (er@do con KOH 2 N),
30°C y 200 rpm. Se tomaron alicuotas de 1.2 mLferatites tiempos, se calentaron en
bafio de agua a 100°C por un minuto y se centrifugar 10000 rpm por 3 minutos. Se
tomaron 1.0 mL de los sobrenadantes y se almameaa20°C para su posterior analisis.

2) Medios y cultivo de ¢ ammoniagenes (II)
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C. ammoniagenese cultivo, a partir de un inoculo de un stockadenado a -80°C,
en erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de niéglicdo 3C (M3C) de la siguiente
composicion (p/v): glucosa 2%, triptona 1%, exwade levadura 1%, NaCl 0.3%, y bajo
las condiciones siguientes pH 7.2, 30°C, 200 rpmamte 30h.

Una vez transcurrido el tiempo de cultivo se toma@6 mL y se inocularon en 270
mL de Medio Basico (MBa) de la siguiente composic{p/v): glucosa 8%, extracto de
levadura 1%, KgPO, 1%, KebHPO, 1%, MgSQ: 7H,0 1%, CaCGl 0.01%, MnSQ 0.002%,
y bajo las condiciones siguientes pH 7.2, 30°C § gtm. Luego de 24h, el cultivo se
centrifugd a 4°C y 5000 rpm durante 15 minutosgdescartd el sobrenadante, el pellet
obtenido se lavé dos veces con solucion fisiolo@@2 (p/v) y las células humedas

enteras fueron utilizadas como biocatalizadores.
Biotransformacion ITA

El medio de reaccién (MRIIA) consistio en: acidétao 38.5 mM, glucosa 333 mM,
KH,PO, 134 mM, KHPO, 134 mM, MgCh 20 mM, tritén X-100 0.6% (v/v) y 20%
(Prameddv) de biocatalizador ebuffa Tris-HClI 50 mM pH 7.5, 30°C y 200 rpm. Se
tomaron alicuotas de 1.2 mL a diferentes tiempegatentaron en bafio de agua a 100°C
por un minuto y se centrifugaron a 10000 rpm paniButos. Se tomaron 1.0 mL de los

sobrenadantes y se almacenaron a -20°C para tuipoanalisis.
Biotransformacién IIB

Alternativamente se utiliz6 un medio denominado MBRIsimilar a MRIIA,
reemplazando el fosfato de potasio por sales de.sédesta biotransformacion se la

denomina Biotransformacion IIB.

3.2.2.2. Biotransformaciones a partir de uracilo

Medios y cultivo de € ammoniagenes
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C. ammoniagene®ATCC 19350 se cultivd, a partir de un inéculo de stock
almacenado a -80°C, en erlenmeyer de 250 mL cartdai100 mL de medio liquido 3U
(M3U) de la siguiente composicién (p/v): glucosa,5géptona acida de caseina 1%,
extracto de levadura 1%, NaCl 0.25%, urea 0.3%elllizada separadamente por

filtracidn), y bajo las condiciones siguientes p&, B0°C y 200 rpm.

Luego de 24h se realizo6 un indculo de 30 ml ddivaukaturado en 270 ml de M3U
fresco. Transcurridas otras 24h se tomaron 30 rtudivo saturado y fueron agregados a
270 mL de Medio de induccion (MF2) de la siguieactanposicion (p/v): glucosa 15%,
KH,PO, 0.5%, KHPO, 0.5%, MgSQ: 7H,0 0.5%, MnSQ@ 6H,0, 0.002%, FeSO7HO
0.002%, ZnS® 7H,0 0.001%, al cual se le agregaron, en forma decigmiLesterilizada
por filtracion: urea 0.2%, glutamato de sodio 0.4alanina 0.0015%, cisteina 0.002%,
treonina 0.002%, acido nicotinico 0.005%, vitamBia HCI 0.005%, biotina 10Qg/L; y
bajo las condiciones siguientes pH 7.2, 30°C y 200 durante 24h. Luego, el cultivo se
centrifugd a 4°C y 5000 revoluciones por minutax(ygurante 15 minutos, se descarto el
sobrenadante, el pellet obtenido se lavo dos vamesolucion fisiologica 0.9% (p/v) y las

células humedas enteras fueron utilizadas comatailizadores.
Biotransformacién IIT

El medio de reacciéon (MRIII) consisti6 en: uraci® mM, glucosa 277 mM,
NaHPO, 140 mM, xileno 1.5% (v/v) y 20% ffmeadv) de biocatalizador en 20 mL de
agua, pH 7.2 (mantenido con NaOH 10 N), 30°C y g06. Se tomaron alicuotas de 1.2
mL a diferentes tiempos, se calentaron en bafiogda a 100°C por un minuto y se
centrifugaron a 10000 rpm por 3 minutos. Se tomdr@mL de los sobrenadantes y se

almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

3.2.2.3. Andlisis cualitativo

Cromatografia en capa delgada
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El andlisis y deteccion de los productos de reac@é llevo a cabo mediante
cromatografia en capa delgada (CCD) utilizandogsate aluminio de silica gel 68k El

sistema de desarrollo consistié en n-propanod®HfH,O 6.6/5.0/1.0 (V/VIv).

3.2.2.4. Andlisis cuantitativo

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

El andlisis y cuantificacion de productos se réalizediante HPLC utilizando un
equipo Gilson con detector UV (254 nm), inyectaioaatico y columna GraceSmart, C18
fase reversa, 150 mm x 4.6 mmu#. El sistema de desarrollo utilizado fue 15 misuto
buffer acetato de trietilamonio (TEAA) 100 mM pH 7.0 10@¥6l/vol), 2 minutos hasta
TEAA/Acetonitrilo (ACN, 98/2 vol/vol), 10 minutos HAA/ACN (98/2 vol/vol) con flujo

0.9 mL/min, a temperatura ambiente.

En la Tabla 4 se detallan los tiempos de reten€iénde reactivos (uracilo y &cido

orotico), producto (UMP) y subproducto de reacdudnidina).

Compuesto Tr (min)
Uracilo 3.69
Acido orético No se observa sefial a 254 nm
Uridina 7.5
Uridina 5"-monofosfato (UMP) 5.0

Tabla 4: Tiempos de retencion de reactivos, producto psaducto de reaccion.

Cuantificacion de glucosa

La determinacion cuantitativa de glucosa en losiosede cultivo y en las mezclas de

reaccion se realizé mediante un sistema analitizingtico [15], empleado usualmente
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para la cuantificacion de glucosa en suero, siglaeh esquema de reaccion mostrado en la

Figura 14.
CH,OH Glucosa CH,OH
H O. OH oxidasa H OH
H (GOD) H
OH H + 0, + HO —» OH H + H,O,
OH H OH COOCH
H OH H OH
Glucosa Acido gluconico
o
N CHs Peroxidasa
POD
2H,0, _(PoD)

4-aminofenazona

OH
+ N/ +
NH,

(0]
@ + 410
[e]

Fenol Quinona coloreada

Figura 14: Sistema analitico enzimatico de deteccidén deaglaen los medios de reaccion.

La metodologia presenta linealidad en el rango atecentraciones 0-4.5 g/L de

glucosa y el limite minimo de deteccién es 0,00m4 Bara realizar la curva de calibracién

correspondiente se prepard una solucion stock @ey/gnL del azucar y se realizaron 5

diluciones seriadas, por triplicado, de las cuatetomaron 40 uL y se agregaron a 160 pL

de reactivo sobre microplacas de 96 wells. Postadote se midio absorbancia a 490 nm

utilizando una lectora de microplacas ASYS UVM 340.

Cuantificacion de fosfato inorgdnico

La determinacién cuantitativa de fosfato inorgar{fei) en las mezclas de reaccién se

realizO mediante el método del molibdato de am@hé. Esta metodologia requirio de la

preparacion del reactivo que consisti6 en 1 volurdenuna solucién 4.2% (p/v) de

molibdato de amonio en HCI 5 N y 3 volumenes del@ele malaquita 0.2% (p/v) en agua.

Se dejo reposar 30 minutos, se centrifugdé paraadesaeactivo precipitado y la solucion

obtenida se utilizo para la determinacion requetidametodologia fue puesta a punto para
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concentraciones 0-0.27 g/mL de D, Se prepard una solucidén stock 2.70 g/mL de
KH,PQ, y se realizé una curva de calibracion, efectuanialmente una dilucion 1/10 y
luego 9 diluciones seriadas, por triplicado, declzsles se tomaron 20 pL y se agregaron a
120 pL de reactivo sobre microplacas de 96 weblstdfiormente se midié absorbancia a
660 nm utilizando la lectora de microplacas merai@nanteriormente. Para las mezclas de
reaccion se procedio de igual modo, para lo cuaglsmilaron previamente las diluciones
adecuadas de modo que las concentraciones deeRt@etraran dentro del rango lineal del
método.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Seleccion del biocatalizador para la obtencion de UMP

Con el objetivo de seleccionar el biocatalizadacaddo para la sintesis de UMP, se
llevo a cabo un relevamiento de los microorganisques conforman el cepario de nuestro
laboratorio. Se determind q@@orynebacteium ammoniagena3CC 19350 podria ser la
eleccion correcta debido a que diferentes cepagslidkeo microorganismo han sido
reportadas para la produccién de otros nucledsdamnofosfato [2, 4]. En particular,
este microorganismo es un mutante derivado depla A8 CC 6872 [17], su crecimiento es
dependiente del aminoacido treonina, motivo pocuell éste debié ser adicionado a los
medios de cultivos definidos para su correcto omemito. Asimismo, en nuestro
laboratorio se habia ensayado previamente la amhde produccion de ATP de esta cepa
de C. ammoniagenes partir de glucosa y adenina obteniéndose remdtpositivos. Cabe
aclarar que para todas las biotransformaciones yadaa en este capitulo, pudo
demostrarse mediante los controles negativos sBtrasas, la presencia basal de
nucledtidos de adenina. Esto concuerda con lasctesisticas reportadas sobfe.
ammoniageney su uso como un importante sistema con altaidativde regeneracion de
adenosina-5'-trifosfato (ATP) [2-4].

3.3.2. Biotransformaciones a partir de dcido ordtico

Como se menciond en la Introduccion, la sintesigd® a partir de acido orético ha
sido reportada previamente para su uso como intéam@ de sintesis de CDP-colina
utilizando células enteras @& ammoniageneKY 13505 [2]. Posteriorment&Vang et al
[9] utilizaron C. ammoniageneATCC 6872 como biocatalizador para la obtencioalfae
UMP. En esta parte del trabajo se evalu@mmoniageneATCC 19350 en la sintesis del

producto de interés, utlizando acido orotico conatema prima.
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En primer lugar, para el crecimiento y preparaaéhbiocatalizador, se empled un
medio de cultivo definido conformado por diferensa¢es y micronutrientes (MA, MB1 y
MF1). Estos medios cuentan con cantidades pregesass componentes tales como fuente
de nitrégeno, de carbono, vitaminas, aminoacideslgs de calcio, magnesio, potasio y
sodio [6]. Sin embargo, su uso en la actualidacessuplantado por extractos de levadura o
carne. En los mismos, las proporciones de los caemes anteriormente mencionados son
indefinidas pero reemplazan eficientemente la peg@ compleja de los medios
definidos. Cabe destacar que en este trabajo sée@mmp ambos tipos de medios de

cultivos obteniéndose resultados similares endpgmacion biocatalizada de UMP.

Una vez que los biocatalizadores fueron cultivadses, procedio a ensayar la
Biotransformacion 1. EI medio de reaccion empleadmtenia acido orético, glucosa,
KH,PQ,, Mg en forma de MgS©7H,0, Tritdn-X100 y xileno. El primero es el sustrato
de la biotransformacion, el azucar es el precupsor la sintesis de ATP, el tercero
funciona, mediante el agregado de KOH, cdmffer manteniendo el pH de la mezcla de
reaccion en 7.2 y como dador de Pi para generar ApBra la biosintesis de PRPP, el
Mg?* actlia como cofactor enzimatico [18] y los Ultindiss se emplean como agentes

porantes para permitir la salida de UMP al mediocaeelular.

Cabe destacar que la reaccion se realiz6 en foenmaedcla heterogénea debido a que
el acido orotico posee muy baja solubilidad en gohes acuosas (1.7 mg/mL) y en la
biotransformacién propuesta se lo ha utilizado me proporcion de 6 mg/mL, con lo cual,
la mayor parte de este compuesto se encontré adoesblido. A medida que el &cido
orético es convertido a orotidina-5’-monofosfatoMP) por la enzima OPRTasa y su
subsiguiente transformacion a UMP por descarbadgitadel anterior, el resto de acido

ordtico se fue solubilizando.

Por otra parte, se verifico la necesidad de utilk@H para mantener el pH de la
mezcla de reaccion durante el transcurso de la aids no hacerlo, el mismo desciende
por debajo de 5.0 unidades y consecuentemente detseta formacion del producto de

interés. Esta disminucion del pH durante la reacpigdria deberse a la formacion de acido
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carbonico, el cual se produciria a partir del,@®@nerado por el segundo paso de la ruta
metabdlica estudiada que involucra la decarboxXitadiel OMP. Dicha formacion no seria

Optimamente soportada portelfferdada su baja concentracion, 73.5 mM.

La necesidad del agregado de agentes porantebsadgie el UMP es una molécula
cargada negativamente a pH fisiologico {4 y 9.5) [19] con lo cual su salida del
citoplasma celular seria impedida por su carga;egie modo, porar la membrana
plasmatica resulta propicio para obtener extraaehgnte el producto de sintesis. Los
datos obtenidos en estas biotransformaciones denaon este hecho ya que controles sin

agentes porantes han arrojado resultados negaiivada obtencion de UMP.

Finalmente y para completar el analisis de lasabées que afectan la obtencion de
UMP, se determing la incidencia del tiempo de engsito deC. ammoniagenesn medio
MF1. Para ello con alicuotas de cultivo tomadasferahtes tiempos (entre 10-24h), se
llevé a cabo la biotransformacién tomando, a sual&ziotas a intervalos de 2, 4, 8, 10 y
24h. El andlisis cualitativo y semicuantitativo @emte CCD) permitié determinar que los
microorganismos en fase exponencial media (apraam&nte 17h de crecimiento)
presentaban los mejores resultados. Esto concuwendael hecho de que durante este
periodo la reproduccion celular es muy activa y Iporanto también lo es la sintesis de
DNA y RNA [9]. De este modo, el acido orético senidizado directamente en la via de
sintesisde novode pirimidinas llegando a la obtencion de UMP.Tlabla 5 muestra los
resultados obtenidos mediante HPLC, para la cimélicesta biotransformacion con células
de C. ammoniagenesbtenidas a las 17h de crecimiento. Cabe destmeapara todas las
reacciones ensayadas no se detectd presencia deaUs® 48h, por lo cual los datos

informados en las tablas corresponden a tiempaddage inferiores a 24h.

Posteriormente y para finalizar con el analisislal@resente biotransformacion, se
determinaron las concentraciones de glucosa (Glt¢ yosfato inorganico (Pi) [15, 16]
presentes en cada tiempo de reaccion. Dicho anélksirealizé con el objetivo de poder
utilizar algunas de las mezclas para la postetbterion de UDP que se desarrollara en el

Capitulo 5 de este trabajo. Se observé que la atraoddn de Pi descendia a lo largo de la
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reaccion y que la de Glc alcanzaba la mitad dem@entracion inicial a las 24h, justamente

por ser uno de los impulsores involucrados enrmima metabdlico estudiado.

Resultado Concentracion Porcentaje*de
Tiempos () UMP (mM) conversion
0 3.0 8
2 8.7 23
4 7.7 20
8 7.1 19
10 6.3 16
24 5.7 15

Tabla 5: Resultados obtenidos para la sintesis de UMRzartdoC. ammoniagene&TCC 19350
en fase exponencial media de crecimiento (17hngdiciones de Biotransformacion I.

"% de conversién determinado por HPLC: concentradiéiP (mM)/concentracion inicial acido
orético (38.5 mM)x100.

A continuacién se procedi6 a evaluar una segurtdenativa variando los medios de
crecimiento y de preparacion del biocatalizador @nobjetivo de simplificar las
metodologias de cultivo respecto a las ensayadda Biotransformacion |. Para ello se
precultivo C. ammoniagenesn un medio de cultivo indefinido (M3C) emplearmono
fuente de micronutrientes extracto de levaduraiptoma. Luego de 17h de crecimiento

(fase exponencial media) en MBa se ensayo la Bistbamacion IIA.

La mezcla de reaccion contenia la misma concentrdnicial de acido orotico que
en la Biotransformacion | (38.5 mM), menor concecittn de glucosa dado que en la
biotransformacién anterior se observé que permanechanente a las 24h, ademas de dos
sales de fosfato PO, y KH,PQ,, Mg®* en forma de MgGly solo triton X-100 como
agente porante, todo enffer Tris-HClI 50 mM y pH 7.5.
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En primer lugar, el empleo de las sales de fosfl@tgotasio mono y dibasicas en
concentraciones equimolares de 134 mM, asi comdufér Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
permitieron mantener de forma mas eficiente el pliawte practicamente todo el
transcurso de la biotransformacion. Inicialmentesduo su variacion en intervalos de una
hora y se observd una disminucion del pH a 7.2sath de reaccion, por lo que se agregé
KOH hasta 7.5 unidades, luego se mantuvo consthmtnte toda la biotransformacion.
Esto se debe a que, a diferencia de la reacciéeriantla concentracion ddduffer
conformado por las sales de potasio es practicanetrcuadruple, con lo cual su capacidad
amortiguadora es considerablemente méas efectivealamroduccion de acido carboénico.
Del mismo modo, ebuffer Tris-HCI contribuiria de la misma forma incremerda la
capacidad de soportar cambios de pH. Los resultastisnidos para la presente

biotransformacion se muestran en la Tabla 6.

Resultadd Concentracion Porcentaje*de
Tiempos (h) UMP (mM) conversion
0 3.4 9
2 4.5 12
4 5.2 14
8 5.8 15
10 6.0 16
24 5.2 14

Tabla 6: Resultados obtenidos para la sintesis de UMkzartdoC. ammoniageneATCC 19350
€ncondiciones de Biotransformacion IIA.

"% de conversién determinado por HPLC: concentradidiP (mM)/concentracion inicial acido
orético (38.5 mM)x100.

Puede evidenciarse un menor rendimiento de UMP régtipamente todos los
tiempos de reaccion respecto a la biotransformaaigarior. En primer lugar, uno de los
cambios que se efectuaron en el medio de reacsidel #po de sal de Mg empleada
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como cofactor enzimatico. No obstante, se creeetjueemplazo de MgS{por MgCh no
causaria ningun efecto negativo en la reaccionugasg ensayaron controles con ambas
sales y condiciones de Biotranformacion IlIA y séugleron similares resultados que los

mostrados en la Tabla 6.

Otra de las causas podria ser el uso de un Uner@eagorante, en este caso Tritdn X-
100. Es probable que este cambio genere una mdinigneia de poracion celular
impidiendo la salida de UMP al medio de reacciénfalena eficiente. EI empleo de
mayores cantidades del agente porante o bien etleisnas de uno podria permitir una

mayor concentracion extracelular de UMP [2, 9].

Del mismo modo que en la biotransformacion antegerdeterminé la concentracion
de Glc y Pi en las mezclas de reaccion a distitimmapos. En esta biotransformacion
nuevamente se observd la disminucién en la cora@dir de Glc desde el inicio de la
reaccion. Sin embargo, la glucosa llegé a agotarseal se debe a que la concentracion
inicial de la misma en el medio es menor que ebid&ransformacion anterior. Por otra
parte, para el caso del Pi pudo observarse quenaectracion descendio, al igual que en la
biotransformacién anterior.

Desde un punto de vista comparativo, medianteit@rdhsformacion | se obtuvo 8.7
mM de UMP a las 2h de reaccion, mientras que laversion maxima obtenida en la
Biotransformacion 1IA fue de 6.0 mM a las 10h dac@én. Sin embargo, esta ultima
implica metodologias de cultivo y preparacion de biocatalizadores mas sencillas y no
requiere de un control estricto del pH duranterahdcurso de la reaccion. Dado que las
mezclas se utilizaron posteriormente en reaccignesecutivas para la sintesis de UDP,
descripta en el Capitulo 5, y deben acondiciondesmodo de alcanzar concentraciones de
UMP, Pi y Glc adecuadas, las mezclas obtenidasamtedia Biotransformacion IIA fueron

las elegidas para tal objetivo.

Con el objetivo de emplear la mezcla de reaccitfaesintesis UDP (Capitulo 5) la
cual fue optimizada utilizandbuffer fosfato de sodio, se evalué el desarrollo de la

Biotransformacion IIB para la sintesis de UMP. Edi de reaccion contiene los mismos
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componentes de la Biotransformacion Il1A a excepdiénas sales fosfato que en este caso
son de sodio. Dado que hasta el momento no sepbaado el uso de sales de sodio en
medios que contienen acido orético como sustrata, @ternativa resulta interesante. Sin
embargo los resultados obtenidos para la sintesigMiP muestran menores conversiones
gue las alcanzadas con sales de potasio (Tabkvidgnciando que, para este medio de

reaccion, estas sales son importantes en el fusti@mto de esta biotransformacion.

Resultadg concentracion | Porcentaje de
_ UMP (mM) conversion
Tiempos (h)
0 1.2 3
2 2.4 6
4 3.0 8
8 3.4 9
10 5.0 13
24 4.3 11

Tabla 7: Resultados obtenidos para la sintesis de UMRzartdoC. ammoniageneATCC 19350
€ncondiciones de Biotransformacion IIB.

"% de conversién determinado por HPLC: concentradidP (mM)/concentracion inicial acido
orético (38.5mMx100

Luego se analizaron las concentraciones de Glc prédentes en el medio en los
distintos tiempos de reaccidn. Para el caso deuPtoncentracion se mantuvo constante a
lo largo de la reaccion del mismo modo que paraitsansformaciones anteriores. Para el
Pi y la Glc se observo una disminucion en su canaeidn. Para ésta Ultima se detecto un
remanente de Glc de 35 mM a las 24h, mostranddagugales de sodio generan un efecto

negativo sobre la reaccion.
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Debido a que el acondicionamiento del medio pasiglaiente etapa podria realizarse
sin problemas, también se evaluara el uso de lzlmebtenida en la Biotransformacion

[IB a las 10h en el proximo paso de sintesis de {@Barrollado en el Capitulo 5.

3.3.3. Biotransformaciones a partir de uracilo

Se ensay0 la sintesis de UMP utilizando ammoniagene®ATCC 19350 como
biocatalizador y uracilo como sustrato, debido a gate compuesto es precursor de la
sintesis del nucledsido fosforilado. Dado que sstac@omercial no es elevado, se lo
consider6 como una alternativa util para la obtamdiel producto de interés.

El microorganismo se cultivd en un medio 6ptimocdecimiento (M3U) y luego se
lo transfirio a un medio salino (MF2) conteniendteintes sales, urea como fuente de
nitrégeno y micronutrientes necesarios para suroresto. Una vez alcanzada la Bghm
adecuada, esto es que el crecimiento llegara aefgsmencial media, las células fueron
centrifugadas y el pellet fue utilizado como biatiaador.

En primer lugar se evalué la variacion del pH dteal transcurso de la reaccién y
pudo observarse que se mantuvo constante. Eniestanbformacion se empled MPO,
141 mM (149 mM determinado por método coloriméfrigo NaOH para generar la
capacidad amortiguadora necesaria para la read€lécamino enzimético que involucra
uracilo como precursor de UMP no comprende ningdsopde descarboxilacién, con lo
cual la ausencia de &cido carbonico permitiriaamtrol éptimo del pH de reaccion por el
sistemabuffer involucrado. Los resultados obtenidos para la rBiformacion Il se
presentan en la Tabla 8.
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Resultadd Concentracion Porcentaje*de
Tiempos (h) UMP (mM) conversion
0 2.4 12
2 7.2 36
4 7.5 38
8 8.7 44
10 9.3 46
24 10.0 48

Tabla 8: Resultados obtenidos para la sintesis de UMRzartdoC. ammoniagene&ATCC 19350
€ncondiciones de Biotransformacion lll.

"% de conversion determinado por HPLC: concentradidiP (mM)/concentracion inicial uracilo
(20 mM)x10C.

Puede observarse que a las 24h de reaccion seooditumaximo de conversion de
UMP. Una de las ventajas que presenta esta bitramscion es que el sustrato, uracilo,
presenta una elevada solubilidad en agua, 10 mgtori]o cual estaria en solucion desde
el inicio de la reaccion, facilitando el proceso efdrada a las células y generando asi
mayores rendimientos de UMP con respecto a lasrabisformaciones ensayadas
anteriormente con acido orético como sustrato. &gusdo lugar, la biotransformacion
procede sin el agregado de f¢p5] ya que la enzima PPRTasa, involucrada en resta
no lo requiere como cofactor enzimatico y ademasMP no actia como inhibidor de su
actividad, logrando asi mejores conversiones qteelpa reacciones anteriores. Finalmente
es importante destacar que en estos ensayos setemgtamente xileno como agente
porante y en concentracion 1.5% (v/v). Para lascieaes con acido orético como sustrato
se emplearon concentraciones de agentes porantesl.4¥% y 0.6%, para la
Biotransformacion | y Il, respectivamente Los rémiibs obtenidos en la reaccién con
uracilo indicarian la necesidad del agregado deeartraciones finales de agentes porantes
mayores a 0.6 % para permitir la salida de lada=ldel UMP generado eficientemente.

Del mismo modo que para las Biotransformacionesl ly 1B, se procedio a

cuantificar Glc y Pi en las mezclas de reacciéma Raglucosa, su concentracion descendi6
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desde el inicio de la reaccion debido a su pag@@ en la formacion de UMP, via
sintesis de PRPP como se mencioné anteriormemteensbargo no llegd a consumirse
completamente. Por otra parte, para el caso delé&lve a observarse que se mantuvo

constante a lo largo de la reaccién.

Posteriormente, algunas de las mezclas obteniddmnte esta biotransformacion se
utilizaron en reacciones consecutivas para lasite UDP, descripta en el Capitulo 5,
debiendo acondicionarse de modo de alcanzar lasestaciones de UMP, Pi y Glc

requeridas en dicha reaccion.
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3.4 Conclusiones

En esta parte del trabajo se eligio, del cepario meestro laboratorio,
Corynebacterium ammoniagendsfCC 19350 como biocatalizador para la sintesis de
UMP. Este compuesto pudo obtenerse utilizando taoio orotico como uracilo como

materiales de partida.

Para las Biotransformaciones |, Il y 1IB, el acioidtico fue fosforilado a OMP por
una reaccion catalizada por la orotato fosforribrasisferasa celular y posteriormente
descarboxilado por la orotidina 5’-monofosfato @eboxilasa, involucradas en la ruta de
sintesisde novo de pirimidinas. Los mejores resultados se obtowviemediante la
Biotransformacion 1, para la cual se utilizaron medde crecimiento e induccion
complejos, compuestos por diferentes sales asi comeoonutrientes, evidentemente
necesarios para la activacion de las enzimas aelepo biocatalitico. A su vez, el uso
conjunto de Tritdbn X-100 y xileno como agentes ptga con una concentracion total de
1.6% (v/v) permitio permear adecuadamente las aglphra poder acumular en el medio
mayores cantidades de UMP. Si bien, para las Biskbamaciones Il y 1IB, se obtuvieron
menores rendimientos es importante destacar quedtbdologia empleada para el
crecimiento y preparacion de los biocatalizadomgs fas sencilla comparada con la
anterior. Asimismo, no se produjeron variacionepdrtantes del pH de reaccion debido a
que la concentracion déluffer empleado presentd una mayor capacidad para soporta
cambios producidos por el acido carboénico generaoloirariamente a lo ocurrido para la
Biotransformacion |. Para el caso de la Biotramsfwion 1B los rendimientos obtenidos
fueron aln menores debido al uso de sales foskteodio en lugar de potasio. Esto
indicaria que en el camino metabdlico la presedeideterminados cationes puede influir

en el rendimiento del proceso.

Por otra parte, los mejores resultados se obtuviatilizando uracilo como sustrato
debido, especialmente, a su mayor solubilidad e&a agn respecto a la del acido ordtico,

lo que permitiria el ingreso del sustrato a laslleélde un modo mas eficiente. EI camino
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metabdlico estudiado en esta biotransformacion lucva a la enzima pirimidin
fosforribosiltransferasa, la cual solo acepta lwacbmo base pirimidinica conjuntamente
con PRPP para producir directamente el UMP, noepemtliende de cationes bivalentes

como Md*y no se inhibirfa por concentraciones altas dedipcto de la reaccion.

En cuanto al tiempo de crecimiento en los mediosimdiccion, los mejores
resultados se obtuvieron durante la fase exporlemszdia, 17h. Esto concuerda con el
hecho que la reproduccion celular durante ese ¢gers alta, la velocidad de sintesis de
ADN y ARN también es elevada, y por ende las d@sintesisle novose encuentran

activadas.

En conclusion, en esta parte del trabajo se obtuvigesultados satisfactorios debido
a que se logr6 producir UMP, utilizando células eesd de Corynebacterium
ammoniageney como sustratos tanto acido orotico, compuestbaje valor comercial,
como uracilo. Algunas mezclas de reaccidn obterseagtilizaron en el siguiente paso de
obtencion de UDP correspondiente al Capitulo 5 ste &abajo, siguiendo el camino

metabolico planteado en esta Tesis Doctoral.
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Capitulo 4

Obtencion biocatalizada de desoxinucledsidos, arabinésidos y

azucares monofosfato

4.1. Introduccion

La sintesis de nucleosidos, desoxinucledsidos irafsidos 5’-monofosfatos resulta
de particular importancia debido a su aplicaciéeeimdustria alimenticia o farmacéutica.
Ademas, la obtencion de diferentes azUcares mdiadfosesulta de interés debido a que
dichos compuestos son importantes precursores siatksis no solo de nucleosidos y sus
analogos, sino también de hidratos de carbono. éDesste punto de vista, las
biotransformaciones se presentan, en la actualmaedp una alternativa interesante para la
sintesis de estos compuestos.

4.1.1. Fosfohidrolasas

Las bacterias poseen diversas enzimas capacesfdsfdalar compuestos organicos
que participan de procesos esenciales en el maminootelular. La funcion principal de
estas enzimas es hidrolizar compuestos fosforilgdesno pueden atravesar la membrana
plasmatica bacteriana (nucleotidos, azlicares fmséat.). El fosfato inorganico (Pi) y los
correspondientes productos de desforsforilaciondguoe de ese modo, atravesar la
membrana celular y proveer a la célula de nutreeasenciales para su proliferacion [1, 2].
En general, la desfosforilacion en células protasianvolucra reacciones de hidrdlisis de
uniones fosfoésteres o fosfoanhidridos y son ecatddis por un grupo de enzimas
denominadas fosfohidrolasas o fosfatasas [3]. S®osiEd que algunas de estas enzimas

son secretadas fuera de la membrana plasméticajedenn liberadas al espacio
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periplasmico en su forma soluble o retenidas comtenmas asociadas a membrana. Asi
mismo, se reporto la importancia de estas enzimam® dactor de virulencia bacteriana [4,
5] y, para el caso de fosfatasas citoplasmaticaspasticipacion en mecanismos de

sefalizacién transduccional [6] y en diversos casimetabodlicos.

La clasificacion de las fosfatasas se baso ini@atmen las propiedades bioquimicas
y biofisicas de estas enzimas como pH optimo, gdthipor sustrato, y tamafio molecular.
Debido al desarrollo de bancos de secuencias sended que las fosfatasas, asi como
otras proteinas, pueden agruparse en base a sct@strprimaria. Este criterio ha llevado a
la clasificacion en familias definiendo un patr@sgcuencia para cada una de ellas, lo cual

es muy util para la identificacion de la funcionrdeevos genes.

4.1.2. Fosfatasas dcidas no-especificas (NSAPs)

El término NSAP (del inglédacterial nonspecific acid phosphatasese adopto
inicialmente para aquellas enzimas bacterianas dgianodo contrario a las fosfatasas
alcalinas, muestran actividad de catdlisis Optimaalares de pH acido o neutro y no
exhiben una afinidad especifica por sustrato, siecapaces de hidrolizar un amplio
espectro de fosfoésteres organicos. Estas enzimasnsuentran principalmente en
enterobacterias en forma de proteinas solublesl espacio periplasmatico o unidas a

membrana.

Las primeras NSAPs purificadas y caracterizadasofutas enzimas periplasmicas
PhoN (fosfatasa é&cida no especifica 1) y AphA @dtsda acida no especifica dg
Salmonella typhimurium{7, 8]. Se determind que ambas enzimas poseian eso p
molecular de aproximadamente 25 kDA pero mostralif@nentes propiedades biofisicas y
funcionales. En estudios posteriores sobre distiespecies bacterianas, se demostro que la
produccién de fosfatasas acidas de bajo peso ntatd@5b-30 kDa) no se restringia solo a
miembros de ese género [9, 10]. Paralelamentéorha@do de genes codificantes de NSAPs

permitio, en base a la secuencia de aminoacidosddatificacion de dos familias
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moleculares diferentes, clasificandose como NSA®<xldse molecular A y NSAPs de
clase molecular B [11]. En particular, las primeemzimas deSalmonella typhimurium

PhoN y AphA, se incluyeron dentro de la clase Aage B, respectivamente.

Recientemente, los estudios sobre NSAPs de espexiesterobacterianas condujo a
la identificacion de una tercera familia molecudarNSAPSs, las de clase molecular C [12,
13]. Las enzimas de esta clase parecen distantemedationadas con las NSAPs de clase
B desde el punto de vista estructural y evolutivaliferencia de estas ultimas, las cuales
son secretadas a través de la membrana plasm@ieaagdo proteinas periplasmicas
solubles, las de clase C contienen una secuenciaoderminal de sefal, tipica de

lipoproteinas bacterianas y se encuentran comprigp@inas asociadas a membrana.

En base a la secuencia de aminoacidos se deteamémdas, que el sitio activo de las
fosfatasas acidas de clase A se encuentra consegmagiucosa 6-fosfatasas de mamiferos,
fosfatasas lipidicas y haloperoxidasas dependietgasnadio [14]. Los residuos del sitio
activo funcionan como sitios de union a fosfatadyi@an como nucledfilos, estabilizan el

estado de transicion y juegan un rol especial @ndonacion del grupo saliente [15].

Se demostrd que en cada especie bacteriana puecamtrarse NSAPs de diferentes
clases, demostrando su participacion en difererassnos metabdlicos [16]. Asimismo, es
importante destacar que, conjuntamente con suidadtiVfosfatasa, todas las NSAPs de
clase A y B también poseen actividad fosfotransiersegun lo mostrado en la Figura 15
[17]. PreviamenteAxelrody Appleyard[18, 19] reportaron la transferencia de un grupo
fosfato proveniente de diferentes compuestos dadeobre compuestos hidroxilados

utilizando fosfatasas presentes en jugos.

Asano et al.[16] estudiaron la actividad fosfotransferasa dangcantidad de
enterobacterias utilizando PPi y demostraron qupeasimente las NSAPs de clase Al
poseen una alta regioselectividad [20]. En pasigulreportaron una metodologia
enzimatica de fosforilacion de un nucledsido pedncomo inosina (Ino) para generar
inosina-5’-monofosfato (IMP) utilizando PhoC recanmdnte deMorganella morganii
NSAP de clase Al, y pirofosfato (PPi) como dadofodéato.
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Figura 15: Modo de accién de las NSAPs mediante la formad&unon intermediario “E-P”.

(1) y (2): Pasos de formacion del intermediario enzimatmsfdrilado; (3): Reaccién de hidrélisis
del intermediario “E-P”; (4): Equilibrio: -reaccidn directa: reaccion de “E-Phacia la formacién
de un intermediario binario enzima-sustrato fodfmo; -reaccidn inversa: disociacién de dicho
producto;(5): Equilibrio: -reaccion directa: disociacion deliermediario binario en producto
fosforilado y enzima libre-reaccion invers: hidrélisis delproductc fosforilado

4.1.2.1. Fosfatasas dcidas bacterianas de clase molecular A

Las fosfatasas &cidas de clase molecular A sorrupogle fosfatasas de secrecion
bacterianas que poseen un peso molecular entre2Z5k{pa y que muestran motivos de
secuencias conservados. Existen seis genes ddereuoe codifican para esta clase de

enzimas, los cuales ya fueron clonados y secuasgiaths proteinas caracterizadas [11].

La enzima PhoN de&almonella typhimuriunfue la primer enzima de clase A
purificada y caracterizada. Esta enzima es actersté a un rango muy variado de sustratos
como nucledsidos monofosfato, nucledsidos difosfataledsidos trifosfato, hexosas y
pentosas fosforiladas, glicerol fosfapsnitrofenil fosfato pNPP, del inglésp-nitrophenyl
phosphatg PPi, pero no frente a fosfodiésteres. El pHmptes aproximadamente 5.5y su
actividad es inhibida por iones mercurio y fluopgycialmente, por Pi en concentraciones
superiores a 0.1 M. Otras fosfatasas acidas bacteridel tipo A han sido descriptas [21] y
se han subclasificado como Al y A2 dependiendoadesistencia que presentan ante el

efecto inhibitorio de fluor [11].
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4.1.2.2. Fosfatasas dcidas bacterianas de clase molecular B

Las fosfatasas acidas de clase molecular B sorrupogle fosfatasas de secrecion
bacteriana de peso molecular de aproximadamente kD@0 y muestran motivos de
secuencias conservadas. A pesar de que el pesoutanles similar al de las enzimas de
clase A, este grupo no se encuentra relacionadeehde secuencia. En su forma nativa,
las NSAPs de clase B son proteinas homotetramérarapuestas por cuatro subunidades
polipeptidicas. Las enzimas de este grupo preseasastencia a la desnaturalizacion por
(SDS), contrariamente a lo que ocurre con las dsech, y en un gel de SDS-PAGE,
migran en bandas de 100 kDa [11, 12]. Existen cugénes diferentes, ya clonados y

secuenciados, codificantes para esta clase de &hgine también fueron caracterizadas.

AphA-Se de Salmonellaenterica fue la primer NSAP de clase B purificada y
caracterizada en detalle [8] y fue originalmentéafimada deS. enterica ser. typhimurium
LT2. Esta enzima también fue nombrada como fosfatesda no especifica Il para
diferenciarla de la NSAP clase A (Pho-Se, llamddatbién fosfatasa acida no especifica I)

que ya habia sido identificada en esta cepa.

Las NSAPs de clase B son activas sobre varios detdes organicos incluyendo
uridina monofosfato y pNPP pero no diésteres. Ebptimo para su actividad fosfatasa es
entre 5 y 5.5La actividad fosfatasa de la enzima AphA-Se esbidhi por EDTA, altas

concentraciones de Pi y por nucledsidos.

La enzima AphA-Se es también capaz de funcionaroctwsfotransferasa sobre
compuestos organicos que contienen un grupo hidrdikire al emplear un fosfoéster
hidrolizable como dador de fosfato (Figura 15).aEsictividad fosfotransferasa fue
demostrada usando pNPP como dador de fosfato haé alquilicos (metanol, etanol,
etilenglicol o glicerol) en altas concentracione8.2(a 2 M) O nucleésidos en

concentraciones bajas (0.1 mM) como aceptores Rah nucleésidos, la reaccion de
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transfosforilacion requiere menores concentraciodesnodo que los nucledsidos parecen

ser mas eficaces que los alcoholes como acepteresfto.

Otras fosfatasas acidas bacterianas del tipo B didm descriptas [21]. Se ha
postulado que el rol fisiologico de las NSAPs dasel B podria ser el de sustituir a la
fosfatasa alcalina, ausente en la especie Entdeslzaa, representando mayoritariamente
a las enzimas periplasmicas de ruptura de nuctesotid

4.1.2.3. Fosfatasas dcidas bacterianas de clase molecular C

Las fosfatasas acidas bacterianas de clase mai€thlan sido identificadas como un
grupo de lipoproteinas bacterianas de secrecion @ividad NSAP) con un peso
molecular de aproximadamente 30 kDa y parte denlosvos de secuencia conservados.
Las enzimas clase C parecen estar relacionadagladei secuencia, aunque distantemente,

con las NSAPs de clase B y también a algunas &ssfatacidas de plantas.

La primera NSAP de clase C identificada fue la mazOIpA deChryseobacterium
meningosepticunfanteriormente~lavobacterium meningoseptichirque, entre la especie
ex-flavobacteriana, es la mas relevante desdentbple vista clinico [22]. Esta enzima fue
purificada y caracterizada en detalle y contienepalipéptido de aproximadamente 30
kDa. Se encontré que OlpA-cm posee semejanza dersga significativa con otras dos
lipoproteinas bacterianas para las cuales no s meportado su actividad fosfatasa: la
lipoproteina e (P4) asociada a la membrana extdmad. influenzae[23], y una
lipoproteina citoplasmatica asociada a membrartidgtococcus equisimilj24].

4.13. Aplicacion de NSAPs bacterianas a la obtencién de nucledsidos y

azlcares fosfato

En 1972,Wallin & Arion [25] sintetizaron glucosa 6-fosfato a partir decgka y

diferentes dadores de fosfato tanto organicos cmm@anicos demostrando la actividad
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glucosa 6-fosfatasa de las NSAPs. Ademéas estasnamzse han utilizado para la

produccion de aditivos alimentarios y como herrautaie para biorremediacion [26, 27]

Como se mencion6 anteriormente en este Capifgano et al[16] reportaron una
metodologia enzimética de fosforilacion de inogi@@a generar inosina 5’-monofosfato
(IMP) utilizando PhoC recombinante d&organella morganiisiendo pirofosfato PPi el
dador de fosfato. Ellos estudiaron la actividadfdwansferasa de gran cantidad de
enterobacterias demostrando la regioselectividadadeNSAPs de clase Al para la
produccién especifica del producto 5'-fosforiladoidosina [16, 20]. Resultados similares
fueron reportados poWeber et al.[17, 28] utilizando una fosfatasa acida 8kigella
flexneri (PhoN-Sf). Las fosfatasas acidas no-especificasS.délexneriy Salmonella
enterica son capaces también de catalizar la fosforiladénuna amplia variedad de
hidratos de carbono, utilizados como precursoresitesis [29], y alcoholes de manera
regioselectiva utilizando pirofosfato como el daderfosfato [28]. Asimismosan Herk et
al. [30] propusieron la fosforilacion de dihidroxiémea usando NSAPs & flexenery S.
enterica ser. typhimurium LT2siguiendo la estrategia aplicada previamente para

fosforilacion de diferentes compuestos polihidradds [28].

En esta parte del trabajo se desarroll6 la busqdedsiocatalizadores con actividad
NSAP para la produccion de uridina 5’-monofosfatontbdo de poder utilizar las mezclas
obtenidas en el siguiente paso de obtencion de dB$yrrollado en el Capitulo 5 de esta
Tesis. Ademas, con los microorganismos selecciaasoproyecto la sintesis de azucares
fosfato como ribosa y desoxirribosa 5-fosfato, deba que pueden emplearse como
precursores en la producciéon de nucleésidos y drsdrdsidos, respectivamente [31, 32].
Luego, esos mismos biocatalizadores se ensayaroam lpa obtencion de azlcares
fosforilados de 3 atomos de carbono, tales comaemglidehido 3-fosfato y
dihidroxiacetona fosfato debido a que pueden emgsean la preparacion de desoxirribosa
5-fosfato mediante enzimas de la familia de laslakhs [33]. Finalmente se evalud la
actividad de dos microorganismos genéticamente firnados, desarrollados previamente
en nuestro laboratorio, sobre la fosforilacion o $ustratos ensayados anteriormente con

microorganismowild type [34]. Estos microorganismos recombinantes contiegenes
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codificantes para NSAPs, sin mutaciones, y su agbo resulta interesante debido a que

posibilitan la reduccion de los tiempos de reacdétiorma significativa.
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4.2. Materiales y Métodos

4.2.1. Materiales

Todos los productos empleados fueron de calidatit&a. Los sustratos y reactivos
de las reacciones se compraron en Sigma-Aldrick.dragas para los medios de cultivo
fueron de Anedra, Britania y Sigma-Aldrich. Los\aaites utilizados para el andlisis cuali-
cuantitativo, el revelado y para HPLC fueron det@gean, Biopack y Carlo Erba,
respectivamente. El pirofosfato acido de sodio doeblemente donado por Saporiti SA

(Buenos Aires, Argentina).

4.2.2. Metodologia

4.2.2.1. Cultivo y preparacién de los biocatalizadores

Los microorganismos pertenecientes al gémarterobacterse cultivaron en 10 mL
de medio liquido Luria Broth (LB) de la siguientngposicion (p/v): triptona 1%, extracto
de levadura 0.5% y NaCl 1%, en agua destiladajo Iaa condiciones siguientes pH 7.0,
37°C, 200 rpm y durante 24h. Los cultivos saturassentrifugaron a 10000 rpm por 5
minutos, se descartaron los sobrenadantes, lostpelbtenidos fueron lavados douffer

acetato 0.1 M pH 4 y las células himedas enteraslizaron como biocatalizadores.

4.222. Expresion de enzimas recombinantes y preparacién de los

biocatalizadores

Escherichia coli BL2YDE3) ATCC 47092 (fosfatasa acida deficiente) adotas de
los plasmidos recombinantes [22] se cultivaron 8C3&n medio LRm, con la siguiente
composicion (p/v): triptona 1%, extracto de levadQr5%, NaCl 1% y y 2 uL/mL de una
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solucion de ampicilina (100 mg/mL), en agua ded#)ay bajo las condiciones siguientes
pH 7.0, 37°C y 200 rpm, hasta que la absorbandizudgvo alcanz6 Ao~ 0.4-0.6. La

expresion de las enzimas recombinantes Pho-Rp yJERHoe inducida mediante la adicion
de 0.5 mM de IPTG (isopropil isotig-D-galactosido) y el crecimiento se continué a €0 °
durante 4h hasta 2 unidades de DO. Las célulasermtas se obtuvieron por
centrifugacion a 5000 rpm durante 10 minutos y 4°@5s pelletsse lavaron con buffer

acetato 0.1 M, pH 4.0 y las células humedas obdsnitberon empleadas como

biocatalizadores.

4.2.2.3 Biotransformaciones con ribonucledsidos, desoxirribonucleésidos y

arabinonucledsidos como sustrato

El medio de reaccidn fue: pirofosfato acido de s¢#iPi) 260 mM, MgS®7H,0 0.2
mM, 5% (p/v) de biocatalizador dyuffer acetato 0.1 M, y las condiciones pH 4.0, 40°C y
200 rpm. Las concentraciones de los sustratos ruemadina (Uri), desoxiuridina (dU) y
timidina (Td) 74.5 mM, adeninarabinésido (AraA) 3@m Se tomaron alicuotas a
diferentes tiempos y se centrifugaron a 10000 rem3yminutos. Los sobrenadantes se

almacenaron a -20°C para su posterior analisis.

4.2.2.4. Biotransformaciones con diferentes azlcares como sustrato

El medio de reaccion consisti6 en: PPi 300 mM, Mg38,0 0.8 mM, 5% de
biocatalizador erbuffer acetato 0.1 M, y las condiciones pH 4.0, 40°C ¥ 20m,
utilizando dimero de dihidroxiacetona (DHA);desoxirribosa (dR)P-ribosa (Rib),D-
glucosa (Glc) en concentracion 100 mM. Para lastrdneformaciones utilizando
gliceraldehido (Glad) se utiliz6 una concentraaé®00 mM por ser una mezcla racémica
D-L. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos y sériftggaron a 10000 rpm por 3

minutos. Los sobrenadantes se almacenaron a -208Gp posterior analisis.
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4.2.2.5. Andlisis cualitativo

Cromatografia en capa delgada

El andlisis y deteccion de los productos de reacs&®llevo a cabo mediante CCD
utilizando placas de aluminio de silica gel 6QFSe utilizaron dos sistemas de desarrollo
diferentes. Para nucleésidos consistié en n-prdfidiHgOH/H,O 6.6/5.0/1.0 (v/v/v) y se
revelaron por UV. Para azucares consistio en nAbltaopropanol/HO 3/12/4 (viviv).
Como revelador de azlcares y sus correspondierddsqtos fosforilados se utilizd (v/v)
anisaldehido 1%/450, 2% en acido acético glacial, observandose seitediferentes

colores.

En la Tabla 9 se muestran los valores de Rela@dnedte (Rf) de los azlUcares y sus

correspondientes productos fosforilados.

Rf
Producto Prod i
X Azlcar

monofosfata
glucosa 6-monofosfato (GIc6P) 0.14 0.53
desoxirribosa 5-monofosfato (dRib5P) 0.16 0.64
ribosa 5-monofosfato (Rib5P) 0.13 0.53
gliceraldehido 3-monofosfato (G3P) 0.15 0.60
dihidroxiacetona 3-fosfato (DHAP) 0.16 0.57

Tabla 9: Relacién de Frente (Rf) de los diferentes produat@izados por cromatografia
en capa delgacutilizandc revelador de azucau.

4.2.2.6. Andlisis cuantitativo

Cromatografia liquida de alta resolucién
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El andlisis y cuantificacion de productos nuclgictis se realiz6 mediante HPLC
utilizando un equipo Gilson con detector UV (254)nimyector automéatico y columna
GraceSmart, C18 fase reversa, 150 mm x 4.6 mum).5E| sistema de desarrollo utilizado
fue 16 minutoduffer acetato de trietilamonio 100 mM pH 7.0/acetonit(®&/2 vol/vol),
con flujo 0.9 mL/min, a temperatura ambiente. Efddla 10 se muestran los tiempos de

retencion de los reactivos y productos ensayados.

Producto Tr (min)

5-NMP | Nucledsido
uridina 5"-monofosfato (UMP) 3.1 4.4
timidina 5 -monofosfato (TMP) 5.5 9.5
2’-desoxiuridina 5"-monofosfato (dUMP) 3.3 4.3
adeninarabinosido 5"-monofosfato (AraAMP) 8.7 13.4

Tabla 10: Tiempos de retencion (TR) obtenidos mediante HP&@utledsidos y
nucleétidos.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Para la cuantificacion de Glc6P, dR5P, Rib5P, G3MDHWAP, las muestras
almacenadas a 0°C se liofilizaron y el polvo olterse resuspendié en agua deuterada
(D20O) hasta su completa homogeneizacion. El analigdiante Resonancia Magnética
Nuclear de fosforotP-RMN) se realizé utilizando un equipo Bruker d& 30Hz. Los
desplazamientos quimicod) (se expresaron en ppm respecto a acido fosfobét Gmo

estandar externo (Tabla 11).
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Producto 0 (ppm)
glucosa 6-monofosfato (Glc6P) 1.91
desoxirribosa 5-monofosfato (dRib5P) 1.55
ribosa 5-monofosfato (Rib5P) 1.52; 1.57
gliceraldehido 3-monofosfato (G3P) 1.86
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) 1.81

Tabla 11: Desplazamientos quimicod) de los diferentes azicares monofosfato
obtenidos expresados en ppm respecto a acido ifus&s%.

La cuantificacion se realiz6 inicialmente mediante& estimacion que relaciona las
areas de las sefiales del espectrd'®@eRMN, obtenidas mediante el programa Bruker 1D
WINNMR, con el contenido de fosforo de la muestPara ello se determiné que la
molaridad maxima total posible de productos coetashd fosforo (en forma de fosfato)
debia ser 600 mM, ya que se parti6 de 300 mM de(&Pia mayoria de los casos),
asignandole a dicho compuesto el valor de areael espectro. Luego y del mismo modo,
se asignaron las areas relativas del fosfato ingrgaobtenido (&), y de los
correspondientes productos fosforiladog (AP [35-37]. Luego se establecié un sistema
de ecuaciones con una incognita X, que corresparidecantidad de fosforo representada

por el &rea de cada sefial de las distintas esgesfesiladas de la mezcla, donde:

[PPi]= X/2 [Pi]= AR X [ProdP]= ARodr X
2[PPi] + [Pi] + [ProdP] = 600 mM

ylasumade X+ (AR:X) + (ARprogp: X)= 600 mM
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Despejando X del sistema de ecuaciones se obtugaXgu600/(1+AR+ARpodn
Asi, X/2 correspondié a la concentracion PPi remtey se reemplazd, ademas, el valor

de X para [Pi] y [ProdP] de modo de obtener lagentraciones correspondientes.
Para el ejemplo propuesto en la Figura 16 se abtjer X= 29.4
> [Pi]= 29.4-14.3= 420.6 mM
> [Glc6P]= 29.4-5.1= 150 mM
> [PPi]= 29.4/2= 14.2 mM

Posteriormente, se utilizé6 como estandar interntanogosfonato de dimetilo (MFM)
[17] en concentracidn final 15 mM, con algunasaterhuestras analizadas, verificando los
resultados obtenidos mediante la estimacién préguBara ello se prepararon las muestras
del mismo modo que se detallé anteriormente y segagMFM. La concentracion que se
utilizé no fue arbitraria sino que se determiné slalubilidad del estandar en,D,
conteniendo ademas las especies a cuantificar, ystgbleci6 que 15 mM era la
concentracion adecuada para estas mediciones ya efjudMFM se solubilizd
completamente. Luego se realizé el andlisis demunestra de reaccion conteniendo GIc6P,
PPi, Pi obtenida coR. planticola En base a los célculos anteriores referidos Fdara
16, se estim6 una concentracion de PPi de 14.2 asbh un total de 28.4 mM de fosforo
(en forma de fosfato). Esta aproximacién coincide lo calculado para el estdndar interno
metanofosfonato de metilo -MFM-: si 1.0 de arearesponde a 28.4 mM de fésforo,

entonces 0.5 de area corresponde a 14.2 mM desgstaie mono fosforilada.
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Figura 16: Espectro dé'P-RMN de una mezcla de reaccién obtenida utilizddplanticola como biocatalizador, Glc 1000mM y PPi
300 mM como sustratos, empleando metanofosfonatiingetiio (MMF) 15 mM como estandar interno.
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4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Seleccion de los biocatalizadores utilizando uridina como sustrato

Con el objetivo de evaluar una metodologia alteraad la desarrollada en el
Capitulo 2 para la obtencion de UMP, se utilizavanterias del géneiBnterobacteriacon
actividad NSAP del cepario de nuestro laboratdfio.primer lugar, se ensayaron sobre
uridina aquellas cepas seleccionadas previamenteesiro laboratorio para la sintesis de
IMP y AMP. En la Tabla 12 se presentan los primeessiltados obtenidos en la sintesis de

UMP, analizados mediante CCD semicuantitativa.

Microorganismos Intensidad de sefial (254nm)
16h 24h 36h
Klebsiella spCECT 367 + ++ ++

Chromobacterium violaceu@ECT 23421 - - -
Enterobacter aerogenedsTCC 13048 - ++ +
Citrobacter amalonaticusTCC 25405 - - -
Raoultella planticoldATCC 33531 + ++ ++
Escherichia colATCC 13005 - - -
Serratia macescenSTCC 14041 - + +

Enterobacter gergoviaATCC 33028 + ++ ++

Tabla 12: Resultados obtenidos para la sintesis de UMRzartto uridina (72.5 mM) y PPi (260 mM)
como sustratos y enterobacterias como biocatalizado

Resultados analizados semicuantitativamente por :CClBonveriones menores a 5%; ++: 5-10%.
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Para la reaccion, se tomaron alicuotas a las12,4.,6, 24, 36 y 48 horas y se observo
que cinco cepas dieron resultados positivos pataoiansformacion propuesta. En los
primeros tres tiempos no se observd conversionudaso a producto para ninguna de
ellas con lo cual no se incluyeron en la tablani@elo similar, para las 48h de reaccion, la

intensidad de las sefiales de UMP no superoé a las @&h.

Estas reacciones biocatalizadas fueron llevadaba enbuffer acetato de sodio pH
4.0, ya que las NSAPs exhiben su maxima actividesfafasa especifica a pHs acidos.
Ademas se empled pirofosfato acido de sodio conuordde fosfato y uridina como
aceptor en concentraciones 260 y 74.5 mM, res@gudnte. Estudios previos, en los
cuales se utilizaron células enteras Mmwrganella morganii como biocatalizador
conteniendo NSAPs [16], determinaron que estasm&®i al poseer no solo actividad
fosfotransferasa sino también fosfohidrolasa, aéasala hidrolisis del nucleésido
monofosfato, disminuyendo los rendimientos. Estedeucompensarse con el uso de
mayores concentraciones del dador de fosfato |b rouase presenta como un problema
dado que el PPi es un compuesto econémico y quaédes utilizado usualmente en la
industria alimenticia como aditivo, por lo que negenta grados de toxicidad importantes.
Por el contrario, el uso de mayores concentracideesiucledsido se veria limitada tanto

por su solubilidad en agua como por su costo caalerc

En la Tabla 13 se muestran los resultados obtempia®sla cuantificacion de UMP de
cada biotransformacion realizada mediante HPLCraoatirvas de calibracion de dicho
compuesto.

El analisis de las muestras tomadas luego de 24hedecion demostré que,
posteriormente a dichos tiempos, no se obtuvieragones conversiones y, en algunos
casos como el dénterobacter aerogengdisminuyo la concentracion de producto. Esto se
debe a la actividad fosfatasa de las enzimas inkedias en el proceso como se menciond
anteriormente. Si bien los resultados obtenidogpmsentan porcentajes de conversion
elevados, la seleccion de nuevos biocatalizado@® pa sintesis de nucledsidos

monofosfato resulta de interés.
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UMP
Microorganismos Conc. Tiempo
(mM) (h)
Klebsiella spCECT 367 8.0 24
Enterobacter aerogendsTCC 13048 2.0 24
Raoultella planticolaATCC 33531 5.6 24
Enterobacter gergovia?dTCC 33028 4.0 24

Tabla 13: Resultados obtenidos para la sintesis de UMP.

4.3.2. Biotransformaciones con desoxirribonucleésidos y arabinonucledsidos

como sustrato

Con el objetivo de ampliar el espectro de sustrptoa la sintesis biocatalizada de
compuestos nucleosidicos fosforilados, se ensayareacciones utilizando los
microorganismos previamente seleccionados. Del mismodo que en los ensayos
anteriores, se tomaron alicuotas a diferentes terdp reaccion y se analizaron mediante
HPLC. En la Tabla 14 se muestran los mejores whodt obtenidos utilizando

desoxiuridina, timidina y adeninarabinosido comstistos.

En todos los casos ensayados se ha obtenido uo griducto fosforilado y en la
posicion 5, verificado contra patrones. Esto datearia que las NSAPs contenidas en los
microorganismos seleccionados pertenecen a la clakxular A las cuales son conocidas

por poseer alta regioselectividad [16, 20] en &dolacion del hidroxilo 5'.
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dUMP TMP AraAMP
Microorganismos - - -
Conc. Conv’ Tiempo | Conc. Conv’ Tiempo | Conc. Conv’ Tiempo
(mM) (h) (mM) (h) (mM) (h)
Klebsiella sp.
CECT 367 0.5 0.7 24 0.9 1.2 24 3.4 11.3 24
Enterobacter
aerogenes 1.4 1.9 76 1.8 2.4 48 0.3 1.( 30
ATCC 13048
Raoultella
planticola 2.4 3.2 24 2.8 3.8 12 0.4 1.3 9
ATCC 33531
Enterobacter
gergoviae 1.3 1.7 24 1.3 1.7 24 0.5 1.6 24
ATCC 33028

Tabla 14: Mejores resultados obtenidos para la sintestiddP, TMP y AraAMP (5’-monofosfatos de
desoxiuridina, timidina y adeninarabinésido, resipamente).

"Conv: porcentaje de conversion obtenido a partiddey Td 74.5 mM y de AraA 30 mM.

Asimismo, en base a los resultados mostrados &abla anterior puede observarse
que para la fosforilacion de dU y Td los rendimisnbbtenidos son mas bajos respecto a la
biotransformacion con uridina. Si bien, como su baerlo indica, las NSAPs son enzimas
inespecificas que pueden aceptar gran variedadistea®s, su afinidad por cada uno de
ellos estaria intimamente relacionada col,g(constante de afinidad) especifico. De esta
manera, para los desoxinucledsidos la ausencigrded hidroxilo en la posicion 2’ podria
influir negativamente en los rendimientos de fakdoirdn ya que su ubicacién o
interaccion en el sitio activo de la enzima seriferénte a la de los nucledsidos,
aumentando de este modo IKg de ambos sustratos [38]. Particularmente, para las
reacciones que involucranEaterobacter gergovigados rendimientos maximos de dUMP
y TMP fueron de 1.3 mM a las 24h. Esto indicaria (uNSAP de este microorganismo
presenta afinidad equivalente para Uri y Td deraosib que, para estas reacciones

enzimaticas, la estructura del azicar aceptor sfattbseria mas relevante que la estructura
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de la base, si comparamos el rendimiento de 4 nehaddo con Uri respecto a 1.3 mM

obtenido a partir de dU.

Por otra parte, la concentracion inicial del arébido AraA fue 30 mM y no 74.5
mM, la empleada para los otros sustratos ensayatiisdo a su baja solubilidad en
soluciones acuosas (0.45 mg/mL a 25°C). Sin embdwgoporcentajes de conversion de
AraAMP no difieren demasiado respecto de los obtenicon los otros sustratos, a
excepcion del resultado de la biotransformacion &bebsiella sp, para la cual el
porcentaje de conversion es superior al del restdos biocatalizadores. Este hecho se
atribuye a las diferencias funcionales de las NS&Ree distintas cepas de enterobacterias

[21] como se menciond con anterioridad.

4.3.3. Biotransformaciones con diferentes aztcares como sustrato

Posteriormente se plante6 el uso de enterobactpdes la sintesis de diversos
azucares fosforilados, cuya aplicacion se ha de@alen la Introduccion de este Capitulo.
Van Herk et al [28] sintetizaron previamente diversos carboliadray alcoholes
fosforilados de manera regioselectiva empleandtatasas acidas dshigella flexneriy
Salmonella entericaobreexpresadas y purificadas. En base a estesedentes, en este
trabajo se planted la obtencion Deglucosa 6-fosfato (Glc6PR-desoxirribosa Y-ribosa
5-fosfato (dRib5P 'y Rib5P, respectivamente) utita células enteras de
microorganismos. De esta manera, se realizctgeningde las enterobacterias del cepario
del laboratorio ensayandose 12 cepas de diferagéasros, entre elloEnterobacter,
Klebsiella, Aeromonas, Serratia, Escherichia, Qdaoter y Proteus El analisis
semicuantitativo permitio determinar que, de las cEpas, 6 presentaron resultados
positivos. En la Tabla 15 se muestran los mejasgltados obtenidos.
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dR5P Rib5P Glc6P
Microorganismos - . -

~ | Tiempo ~ | Tiempo ~ | Tiempo

Conv. Conv. Conv.
(h) (h) (h)

Klebsiella spCECT 367 - - + 20 + 20
Enterobacter aerogendsTCC
13048 * 24 | 12 ++ 4
Citrobacter amalonaticus
ATCC 25405 i 20 i 20 ] ]
Proteus rettgeri
ATCC 29944 o 20 i 20 - -
Raoultella planticola
ATCC 33531 i 24 i 12 o 4
Enterobacter gergoviae
ATCC 33028 + 20 + 20 ++ 2

Tabla 15: Mejores resultados obtenidos utilizando célul#ems de microorganismos que contienen
NSAPs y diversos azlicares como sustrato.

“Conv: Conversién determina mediante analisis semicugthtit por CCD: +: menores a 10%; ++: 10-
20%.

En primer lugar, debe considerarse que las bidvanaciones con azlcares se
llevaron a cabo empleando concentraciones masdaswde sustrato con respecto a las
ensayadas con nucleésidos (100 mM vs. 74.5 mMb &sstdebe principalmente a que los
azucares presentan mayor solubilidad en soluciasessas respecto a los compuestos
nucleosidicos y ademas, tienen menor valor comdoc@ial puede resultar beneficioso en
el escalado del proceso. Para el caso del PPiliz® wina concentracion tres veces mayor
que la del aceptor de fosfato, de modo de mininmeaactividad fosfatasa de la NSAPs de
estos biocatalizadores sobre los azucares fosfdémioos, del mismo modo que se ensayo
con los nucledsidos como sustrato.

En la Tabla 15 puede observarse Bnéerobacter aerogengRaoultella planticolay
Enterobacter gergoviaglieron resultados positivos para los tres sustratopleados. Si
bien Citrobacter amalonaticus/ Proteus rettgerimostraron mejores resultados para la

obtencion de dRib5P y Rib5P, no lograron sintetezatosamente GIc6P. Estos resultados
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muestran nuevamente que las enzimas de distintaterioa presentan diferente

especificidad con respecto al aceptor de fosfato.

Posteriormente, se prosiguié con la busqueda dmatailizadores versatiles para la
obtencion de diferentes compuestos fosforiladoBzamido azlicares de 3 atomos de
carbono como sustratos. Se evalu6 asi la activddatl enterobacterias para la sintesis de
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y su isomero, laidiibxiacetonafosfato (DHAP). La
fosforilacion regioselectiva de estos compuestsslt@ de relevancia debido a que pueden
utilizarse como materiales de partida para la si;mtge dR5P utilizando microorganismos
con actividad aldolasa [33], como se detallo elmfepduccion de este capitulo. El andlisis
semicuantitativo permiti6 determinar que de las cEpas ensayadas, solo con 3 se
alcanzaron resultados positivos (Tabla 16).

G3P DHAP

Microorganismos " ;
« | Tiempo + | Tiempo
Conv. Conv.
(h) (h)

Citrobacter amalonaticus
ATCC 25405 * 20 * 17
Enterobacter aerogenes
ATCC 13048 * 12 ¥ 20
Raoultella planticola
ATCC 33531 T 12 * 20

Tabla 16: Mejores resultados obtenidos para la sintes{s3fey DHAP.

" Conv.: Conversion determina mediante analisis seatititativo por CCD: +: menores a 10%;
++: 10-20%

En las biotransfomaciones para la obtencion de DBARBLilizé el sustrato comercial
econdmico en forma de dimero. Este puede emplearsstos ensayos dado que a pH 4.0,
que es el optimo para estas reacciones, se libEi De este modo, la concentracion
inicial de reactivo fue 50 mM generando en el mat#aeaccion la misma concentracion
qgue en los ensayos anteriores para azucares. Deltjde se conoce la selectividad de las

NSAPs por losD-azlcares [28], asi como por IFD-nucledsidos [40], para el caso del
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gliceraldehido, el cual se comercializa en formandzclaD-L, se agregd el doble de

concentracion de modo de contar con la requeridalpdiotransformacion.

Si bien, a partir del analisis semicuantitativotagsreacciones biocatalizadas no
presentan conversiones elevadas, puede observamse nyevamente Enterobacter
aerogenesy Raoultella planticolaarrojaron los mejores resultados. De esta manera, s
selecciono R. planticola para realizar un dltimo analisis relacionado cors la
concentraciones Optimas de aceptor y dador detéosia modo de poner a punto estos
requerimientos. Esta eleccion se basO en que egarganismo presentd buenos
resultados en todas las reacciones ensayadas dantoucleosidos, desoxinucleosidos,

arabinosidos y azlcares como sustratos.

Para encontrar la mejor relacion aceptor/dadorodéato se emple6é glucosa como
sustrato por ser el reactivo mas econdémico y canual se observaron mejores resultados
en los ensayos preliminares. Para ello se ensayarmrentraciones fijas de PPi de 100 y
300 mM vy glucosa 100, 300, 400 y 1000 mM, para ardasos. En la Figura 17 puede
observarse las concentraciones de Pi y GIc6P aste#t asi como los porcentajes de
conversion respecto a la concentracion de glucuseli, a las 4h de reaccion. Se observa
que a medida que aumenta la concentracién de @langeniendo la de PPi en 300 mM, la
cantidad de Glc6P formada es superior. Esto se aejpe la glucosa actia como inhibidor
de la reaccién de desfosforilacion de GIc6P [1&faRel caso de la concentracion de Pi,
cuanto mayor es la concentracion de PPi iniciakfieiencia de la reaccion es superior
dado que la enzima actia hidrolizando su enlacl®dester disminuyendo su actividad
sobre la GIc6P generada, logrando asi mejores rsiomes de GIc6P, como se esperaba
debido al mecanismo de reaccion de las NSAPs. &steento en la eficiencia de
fosforilacion se evidencia ademas en la preserei@mehores cantidades de PPi remanente
y mayor concentracion de Pi.
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Concentraciones fin

100glc/ | 300glc/ | 400glc/ |1000glc/ 100glc/ | 300gic/ | 400gic/ |1000glc/
300PPi | 300PPi | 300PPi | 300PPi 100PPi | 100PPi | 100PPi | 100PPi
E Pi 1106 | 1424 | 148,7 | 300,0 162,4 | 1095 | 1223 | 4972

B Glc6P 63,8 118,6 | 1132 | 2375 26,5 60,7 54,1 43,9
PPiremanente | 212,8 | 169,5 | 169,0 31,3 5,6 14,9 11,8
B % Conversion 63,8 39,5 28,3 23,8 26,5 20,2 13,

Condiciones inici

Figura 17: Andlisis de la relacion aceptor/dador de fostdtizandoRaoultella planticolay glucosa
como sustrato, a las 4h de reaccion.

% conversion: (concentracién Glc6P/concentracio;RL00.

Posteriormente, y con el objetivo de mejorar latrbitsformacion con todos los
sustratos, se procedi6é a realizar las biotransfoonas empleando dos microorganismos
genéticamente modificados, previamente construgshosuestro laboratorio a partir de los

genes que codifican para las NSAP£déerobacter aerogengsRaoultella planticola

4.3.4. Uso de biocatalizadores genéticamente modificados

La sintesis de otros nucleodsidos-5-monofosfato @@denosina, inosina, citidina,
guanosina y fludarabina se llevo a cabo anteriotenpar nuestro grupo de investigacion
[34]. Debido a que dichos resultados fueron satisfaos se seleccionaron dos
microorganismos que presentaron actividad fosfatasda en practicamente todas las
biotransformaciones ensayadas. De esta manera, N&&Fhterobacter aerogenesTCC
13048y Raoultella planticolaATCC 33531 fueron clonadas y expresada& eooli BL21
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[22]. Dichos microorganismos fueron ensayados @ dustratos de interés para este
trabajo. En la Tabla 17 se comparan los resultatdtenidos con las cepas recombinantes

como biocatalizadores y los logrados previamentela® cepas salvajes.

Puede evidenciarse que para la sintesis de UMP,RJUMMP y AraAMP se
obtuvieron, en todos los casos, mayores conversi@mn las cepas recombinantes
comparados con los de las cepas salvajes, y sildsemismos no son considerablemente
mayores, resulta satisfactoria la reduccion deiémspos de reaccion. Esto se debe a que,
al no haberse efectuado ninguna mutacion del sittivo de las enzimas, lds, se
mantendrian; sin embargo su sobreexpresidn y porttatdo mayor concentracion
enzimatica, genera mejores conversiones a partiadenismas cantidades de sustrato ya
que la disminucion en el tiempo de reaccidn ewtdd accion de otras enzimas

involucradas en caminos metabdlicos alternativos.

EQ;?L‘;Z?}‘Q? E. coliBL21/ 'slzcr’]‘i‘l'(tﬂf E. coliBL21/
Producto|_ ATCC 13048 PETEapho ATCC 33531 | PETRPPhO

mM t (h) mM t (min) mM t (h) mM | t(min)
UMP 2.0 24 4.7 40 56 24 6.7 25
TMP 1.8 50 25 150 | 2.8 12 4.6 25
dUMP 1.4 76 1.8 120 1.7 12 2.0 40
AraAMP | 0.3 30 1.0 80 0.4 9 1.3 25
Rib5P 14.3 12 14.4 60 9.9 12 284 60
dRib5P 2.3 27 2.7 60 115 27 157 60
Glc6P 31.4 4 29.2 40 63.8 4 66.9 40
G3P 2.3 12 7.3 60 13.1 12 173 60
DHAP 1.9 21 23 | 60 2.3 21 6.9 60

Tabla 17: Resumen de resultados obtenidos mediante el erdpléiocatalizadoresild typey
genéticamente modificados.
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Para el caso de los azucares fosfato también poédervarse la importante
disminucion en los tiempos Optimos de reaccion le@ncepas recombinantes y, en la
mayoria de los casos, mayores concentraciones adduqios. Es evidente que las
biotransformaciones con glucosa como sustrato pr@sdos mejores resultados, lo que
coincidiria con lo demostrado pdanaka et al[17] quienes determinaron que la glucosa
inhibiria la desfosforilacion de Glc6P mediante mecanismo de inhibicion complejo.
Paralelamente, y a pesar de la gran variedad detmssaceptados por las NSAPs, ks

para cada uno de ellos son diferentes.
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4 4. Conclusiones

En primer lugar, en esta parte del trabajo se celearon del cepario de nuestro
laboratorio, diferentes bacterias del gérnienberobacteriacon actividad NSAP, entre ellas
Enterobacter, Klebsiella, Aeromonas, Serratia, Esaihia, Citrobactery Proteus como
biocatalizadores para la sintesis de diversos ptoduosforilados como UMP, dUMP,
TMP y AraAMP. Las reacciones se llevaron a cabo lbandiciones suaves de reaccion y
PPi, un reactivo econémico y no téxico empleadolamgnte en la industria alimenticia,
como dador de fosfato. Los mejores resultados saviebon a partir de uridina como
sustrato yKlebsiella sp CECT 367,Enterobacter aerogeneATCC 13048,Raoultella
planticola ATCC 33531y Enterobacter gergovia@TCC 33028. Si bieMihara et al [39]
clonaron y caracterizaron NSAPs de estas mismasciespy otras de clase Al de alta
homologia (como por ejemplo ddorganella morganii Escheria Blattaey Providencia
stuartii), su estudio se centré en el uso de los biocatiizes en la sintesis de inosina 5'-

monofosfato.

Posteriormente, y con el fin de expandir el espedtr sustratos ensayados, se realizé
un segundacreeningle enterobacterias utilizando azucares de 3, &tgréos de carbono,
entre ellos Rib, dRib, Glc, Glad y DHA. A partir @ssta busqueda se determind que
Citrobacter amalonaticusATCC 25405, Enterobacter aerogenesATCC 13048 vy
Raoultella planticolaATCC 33531fueron los biocatalizadores mas versatiles sirgetn
todos los productos fosforilados de inteféaoultella planticolafue utilizada en un ensayo
sencillo para la determinacion de la relacion amégédor de fosfato empleando glucosa
como sustrato. Se determind que la relacidon 1:3aeéptima para obtener mayores
rendimientos dado que se encontraria favorecidatlaidad fosfatasa de la NSAP de esta
bacteria sobre el PPi respecto al producto, Gl&P.observd que la fosforilacion de
azucares fue mucho mas eficiente que la de losdsidos, especialmente utilizanRo

planticolacomo biocatalizador.
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Se seleccionaroreEnterobacter aerogeneATCC 13048 yRaoultella planticola
ATCC 33531como biocatalizadores interesantes ya que contiBi$&kPs que aceptan la
mayor variedad de sustratos. Esto coincide conyessanteriores desarrollados en nuestro
grupo de trabajo en los cuales se emplearon otroedsidos purinicos y pirimidinicos
como sustratos obteniéndose, del mismo modo, buesotados con ambas cepas. Estos
trabajos previos incluyeron la construccion de doiroorganismos genéticamente
modificadosE. coliBL21/pETEapho yE. coli BL21/pETRppho a partir de los genes de las
NSAPs deEnterobacter aerogeneg Raoultella planticola respectivamente. Finalmente,
se ensayaron con dichos biocatalizadores las maxide fosforilacion de Uri, dU, Td,
AraA, Rib, dRib, Glc, Glad y DHA con buenos resdtia. Pudo determinarse que, para
todos los casos, los tiempos de reaccion respdowabtenidos con las dos cepas salvajes,
fueron notablemente menores. Si biam Herk et al [28] estudiaron la fosforilacion de
diversos alcoholes y carbohidratos, utilizaron tosfatasa acida purificada aislada de
Shigella flexnerien lugar de células enteras. En su trabajo obtuvié0 mM, 25 mM y 5
mM de GIc6P, Rib5P y DHAP, respectivamente, enradtutos a partir de 100 mM de los
correspondientes sustratos. En nuestros ensayupsearon dichas cantidades asi como se

disminuyeron los tiempos de reaccion.

En conclusion, en esta parte del trabajo se obtuvieesultados satisfactorios debido
a que, se logro producir no sélo UMP, sino tamhiga amplia variedad de compuestos
forforilados utilizando células enteras de entectdydas con actividad NSAP. Algunas de
las mezclas de reaccion conteniendo UMP se utilizan el siguiente paso de obtencién de
UDP, correspondiente al Capitulo 4 de este tralmguiendo los objetivos especificos

planteados en esta Tesis Doctoral.
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Capitulo 5

Obtencion de nucledsidos 5'-difosfato

5.1. Introduccion

Los nucledsidos 5'-difosfato (NDP) son precursotsss NDPD-glucosa y sus
derivados, compuestos utilizados como dadores deicaa en la biosintesis de
carbohidratos, con lo cual su sintesis se encubastante estudiada. En particular, uridina
5'-difosfato (UDP) es utilizada para tal fin asinum intermediario en la obtencion de
nucleotidos y desoxinucleotidos. La sintesis quandie los NDP es compleja con lo cual el
uso de nuevas metodologias que permitan obtenddosnodo mas sencillo resulta
interesante.

5.1.1. Nucledsido monofosfato quinasas

Las nucledsido monofosfato quinasas (NMPKs, ddésygucleoside monophosphate
kinase$ son enzimas claves en el metabolismo de nuctetydrepresentan una familia
homogénea de catalizadores [1] debido a que prodnde un ancestro comuin. Estas
enzimas catalizan la transferencia reversible deguupo y-fosforilo de un nucleésido
trifosfato, generalmente adenosina 5’-trifosfatol'®), sobre un nucleésido monofosfato
particular. Los nucleésidos difosfato generadosgduson fosforilados (y eventualmente
reducidos) para producir nucleosidos trifosfat@cprsores de ARN y ADN. Las NMPKs
mas conocidas son las que aceptan los corresptesliieampuestos 5 -monofosfato de

timidina, adenosina, guanosina, uridina y citidina.

Son enzimas comunmente encontradas tanto en cé&uaariotas como en

procariotas pero con ciertas diferencias estruesirafuncionales importante. Por ejemplo,
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en bacterias existen dos enzimas diferentes eg@ecffara uridina 5’-monofosfato (UMP)
y citidina 5’-monofosfato (CMP). La uridina monofat® quinasa (UMPK) bacteriana es
hexamérica y fosforila UMP especificamente utildaATP como dador de fosfato y es
dependiente de M§ [2]. Esta enzima puede ser también activada panagina 5'-
trifosfato (GTP) y es inhibida por UTP. Por otratpala citidina monofosfato quinasa
(CMPK) de bacterias es monomérica, como la maydeitas NMPKs, con una estructura
tridimensional similar a las del resto de las em&ande esta familia [3] y acepta
especificamente CMP como sustrato. Por el confrésito UMPK como la CMPK de
eucariotas representan una excepcion respectoeaplecificidad de las NMPK por el
nucledtido aceptor [3] y ambas quinasas fosfordacientemente tanto UMP como CMP.
Jong et al [4] han reportado la sintesis de diversos nuiedsdifosfato utilizando la
UMPK de Saccharomyces cerevisidemostrando asi su baja especificidad por sustrato

5.1.1.2. Uridina-5'-monofosfato quinasa de Saccharomyces cerevisiae

La UMPK deSaccharomyces cerevisiae localiza en el nlcleo y citoplasma celular
y cataliza la reaccion M§TP + NMP == MgADP + NDP con moderada especificidad
por UMP. Esta enzima requiere iones divalentes paractividad como Mg 6 Mr**" y
posee actividad en un amplio rango de pH, desdea&ta 10.0 preferentementelarifer
fosfato o Tris-HCIl. Ademas, acepta como sustrat@samplia gama de NMP, presentando
mayor actividad con UMP, dUMP y CMP [4Mdller-Dieckmann & Schulz [5]
demostraron que esta enzima cambia su conformatignirse al sustrato permitiendo asi

la interaccién con el dador de fosfato de manecieete.

Asimismo se conoce quBaccharomyces cerevisigmsee no solo UMPK/CMPK
sino también timidilato, adenilato, desoxiadenilgtguanilato quinasas (TMPK, AMPK,
dAMPK y GMPK, respectivamente) [6-10]. Estas enzanmuestran también una baja
selectividad por sustrato haciendo de este sisteraalternativa interesante para sintetizar

diversos productos nucleosidicos difosforilados.
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5.1.2. Saccharomyces cerevisiae y su uso como sistema de produccién de ATP

Saccharomyces cerevisias un hongo unicelular utilizado industrialmente la
fabricacion de pan, cerveza y vino. Las levadurgdpn utilizar como fuente de carbono
diversos compuestos tales como alcoholes, &cidgénmos y amino acidos para su
crecimiento, sin embargo utilizan preferentemermécares. Su aplicacion dentro de la
industria alimenticia se debe a su capacidad dergeptanol y diéxido de carbono durante
el proceso de fermentacion alcohdlica. Este prosesiteva a cabo cuando la levadura se
encuentra en un medio rico en azlcares, como @uaosnosa, galactosa asi como
pentosas en condiciones anaerdbicas. En condiciltnescasez de nutrientes, las levaduras
utilizan otras rutas metabolicas que les permitagiereer un mayor rendimiento energético,

y por tanto no realizan fermentacion.

ECUACION DE LA GLUCOLISIS

Glucosa + 2ATP + 2Pi + 2NAD—2piruvato + 4ATP + 2NADH + 2H + 2H,0

Por otra parte, durante la glucolisis, procesoiprava fermentacion, se generan dos
moléculas de &cido piravico, dos de NADH y cuaec®d P por molécula de glucosa [11].
Sin embargo, en la primer etapa de esta ruta, ssuoten dos moléculas de ATP en la
sintesis de los intermediarios glucosa 6-fosfabaugtosa 1,6-difosfato, siendo la ganancia

neta de dos moléculas del compuesto fosforilada@ada molécula de glucosa.

En particular, el ATP es esencial en muchos cammetabdlicos y es utilizado a
nivel industrial [12] para la produccion de una @epariedad de metabolitos mediante el
uso de microorganismos. Ademas, es ampliamentézadatil en el area clinica en
tratamientos de enfermedades vasculares, de coyazérebro como un importante dador

energético. Las levaduras pueden generar, en umonmed en glucosa, una pequefia
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cantidad de ATP pero vital para el microorganisnsufjciente para ser empleado en otros
porcesos enzimaticos. Se desarrollaron métodosthai@acos, los cuales incluyen técnicas
de ingenieria genética y enzimatica, mediante lades se obtiene ATP a partir de AMP o
adenosina empleando células enteras S$@ccharomyces cerevisjaeaumentando
significativamente su rendimiento [13-15Yao et al. [16] diseflaron un sistema de
regeneracion energética eficiente a través del paalfermentacion alcohdlica, se genera
NAD®, necesario para incrementar el rendimiento de ATRtiliza acetaldehido como
aceptor de electrones [17]. Mediante esta metoémlogn condiciones fisioldgicas
normales para las levaduras, el ATP generado ndepger excretado a través de la
membrana, debido a su carga negativa, y se acutanteo de las células con lo cual deben

emplearse agentes porantes.

En base a lo expuesto anteriormente, en esta pattérabajo se aprovechd la
capacidad de las células de levadura de produparta de glucosa, cantidades suficientes
de ATP para ser utilizado posteriormente por lasPKl, particularmente la UMPK, para
la sintesis de UDP a partir de UMP. Para ello spl@imun extracto de levadura de pan el
cual contiene tanto las enzimas de la via glucalitomo las nucleosido monofosfato
quinasas activas, evitando el uso de agentes pstaiendo una metodologia sencilla, con
condiciones suaves de reaccion y ambientalmentgadnhei. Esta metodologia se utilizo
también para la obtenciébn de otros derivados difdaflos. Ademéas se evalud la
aplicacion de reacciones consecutivas utilizandactas de reaccion conteniendo UMP
obtenidas segun los capitulos anteriores, alcanzasditados satisfactorios.
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5.2. Materiales y Métodos

5.2.1. Materiales

Todos los productos empleados fueron de calidatit&a. Los sustratos y reactivos
de las reacciones se compraron en Sigma-Aldrick.dragas para los medios de cultivo
fueron de Anedra, Britania y Sigma-Aldrich. Los\aaites utilizados para el andlisis cuali-
cuantitativo, el revelado y para HPLC fueron det@gean, Biopack y Carlo Erba,

respectivamente.

5.2.2. Metodologia

5.2.2.1. Cultivo y preparacion del biocatalizador

Se crecié levadura de pan en 250 mL de medio lqutB con la siguiente
composicion (p/v): peptona caseina 1%, extractéedadura 0.5%, glucosa 0.5%, NacCl
0.5%, en agua destilada, y bajo las condicionasesites pH 7.2, 37°C y 200 rpm durante
24h. Luego, se centrifugd a 5000 rpm a 4°C durd@tminutos. La pasta humeda obtenida
fue transferida a un cristalizador y secada poriextte de aire. La pasta seca se proceso
mecanicamente con mortero y de este modo se olguestracto de levadura utilizado
como biocatalizador.

5.2.2.2. Biotransformacion estdndar

El medio de reaccion estandar (MRL) consistio eragga 10 mM, MgS©7H,0 20
mM, uridina 5’-monofosfato (UMP) 4 mM y 10% (p/vi dbiocatalizador ehuffer fosfato
0.4 M pH 7.0, 37°C y 200 rpm. Se tomaron alicu@tatiferentes tiempos, se llevaron a
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bafio de agua a 100°C durante 1 minuto, se cerdrifaga 10000 rpm por 3 minutos y los

sobrenadantes se almacenaron a -20°C para sui@oatelisis.

Esta misma metodologia se siguio al utilizar osostratos como citidina, inosina,

guanosina, timidina, fludarabina y adeninarabind&dmonofosfato.

5.2.2.3. Reacciones biocatalizadas consecutivas

Las mezclas en las que se obtuvo UMP utilizaBdevibacterium ammoniagengs
Raoultella planticola como biocatalizadores (detalladas en los Capitllosy 3,
respectivamente) se emplearon en esta parte @ejdran reacciones consecutivas para la
obtencion de UDP. Para ello, 1 mL de cada unagsim&zclas de reaccion seleccionadas se
acondicioné de modo tal de alcanzar las condicideagaccion Optimas para la sintesis de
UDP.

Las mezclas seleccionadas fueron:

a) Biotransformacion utilizand®aoultella planticolaa las 24h de reaccion. Esta
mezcla contenia: UMP 5.6 mM, uridina 68.6 mM, fosfanorganico (de la hidrélisis de
PPi) 514 mM, MgCJI0.2 mM, acetato de sodio (en formaluléfer) pH 4.0. Para adecuar la
mezcla a la reaccion de sintesis de UDP, a 870quinelzcla se le adicionaron 38 L de
NaOH 10 N, 223 pL de # destilada, glucosa y MgQ®@H,0 hasta 100 y 20 mM de

concentracion final, respectivamente.

b) Biotransformacion IIA a las 24h de reaccion. aEstaccion se llevd a cabo
utilizando Brevibacterium ammoniageneg acido orético como sustrato. A las 24h
contenia: UMP 5.2 mM, acido orético 33 mM, fosfaterganico (en forma de sal de
potasio) 281 mM, MgGI20 mM, Triton X-100 0.6% (v/v) ebuffer Tris-HCI 50 mM pH
7.5. Para adecuar la mezcla a la reaccion de sirdesUDP, a 1 mL de mezcla se le
adicionaron 310 pL de buffer fosfato de sodio 792 pH 7.0, glucosa y MgS£YH,O

hasta 100 y 20 mM de concentracion final, respaotante.
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Biotransformacion 1IB: Esta reaccion se llevé a ccaltilizando Brevibacterium
ammoniageney acido ordtico como sustrato. A las 10h conted®P 5 mM, é&cido
orético 33 mM, fosfato inorganico (en forma de dal sodio) 258 mM, MgGI20 mM,
glucosa 128 mM, Tritdn X-100 0.6% (v/v) enffer Tris-HCI 50 mM pH 7.5. Para adecuar
la mezcla a la reaccién de sintesis de UDP, a Heninezcla se le adicionaron 238 pL de
buffer fosfato de sodio 1.04 M pH 7.0 y Mg&,0 hasta 20 mM de concentracion final.
En este caso no fue necesario el agregado de gldaetsdo a que, mediante el agregado
del buffer, la concentracion final de la misma es 103 mM sieh@® mM la concentracion

optima.

c) Biotransformacion Il a las 24h de reaccion. aEseaccion se llevo a cabo
utilizando Brevibacterium ammoniagenss uracilo como sustrato. A las 24h contenia:
UMP 10 mM, uracilo 10.4 mM, fosfato inorganico (Bmrma de sal de sodio) 121 mM,
glucosar4 mM, xileno 1.5% (v/v) y pH 7.2. Para adecuankzcla a la reaccion de sintesis
de UDP, a 1 mL de mezcla se le adicionaron 1.4 ehudfer fosfato de sodio 600 mM pH
7.0, glucosa y MgS£YH,0 hasta 100 y 20 mM de concentracion final, resypatiente.

5.2.2.4. Andlisis cuali-cuantitativo

Cromatografia en capa delgada

El andlisis y deteccion de los productos de reacs®llevaron a cabo mediante CCD,
utilizando placas de aluminio de silica gel 8QF n-propanol/NHOH/ H,O 6.6/5.0/1.0

(v/viv) como fase movil.
Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

El andlisis y cuantificacion de productos se réalizediante HPLC utilizando un
equipo Gilson con detector UV (254 nm), inyectaioaético y columna GraceSmart, C18
fase reversa, 150 mm x 4.6 mmuf. El sistema de desarrollo utilizado fue 15 misuto
buffer TEAA 100 mM pH 7.0 100%, 2 minutos hasta TEAA/AGBB/2 vol/vol), 10
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minutos TEAA/ACN (98/2 vol/vol)) con flujo 0.9 mL/m, a temperatura ambiente. En la
Tabla 18 se muestran los tiempos de retenciongeehictivos, productos y algunos de los

subproductos de reaccion.

Compuesto Tr (min)
Uridina 5"-monofosfato (UMP) 7.74
Uridina 5’-difosfato (UDP) 16.10
Uridina 8.66
Uracilo 4.66

Tabla 18. Tiempos de retencion de los reactivos, productwgbproductos obtenidos
en la reaccion de fosforilacion de UMP utilizanatracto de levadura de pan.

HPLC-MS

La verificacion de la identidad del producto decdn UDP se realiz0 mediante
HPLC/MS (mass spectrometryutilizando un equipo Agilent 1100 con inyector maal,
bomba binaria y detector cuadrupolar, con interfalgetrospray en modo negativo. Se
utilizé una columna GraceSmart, C18 fase revers@,mim x 4.6 mm, m. El sistema de
desarrollo utilizado fue 15 minutdmiffer TEAA 100 mM pH 7.0 100%, 2 minutos hasta
TEAA/ACN (98/2 vol/vol), 10 minutos TEAA/ACN (98/20l/vol)) con flujo 0.9 mL/min,

a temperatura ambiente. En las Figuras 18, 19 se2@bserva el cromatograma obtenido
mediante HPLC, y el andlisis de los picos corredfmmes a UMP y UDP, respectivamente
por MS. El pico del ion molecular esperado para UWP era de 324n/zy se observd
mayoritariamente un pico correspondiente al ionHMde 323m/zy uno mas pequefio
correspondiente al MEI pico del ion molecular esperado para UDP) @da de 404n/zy

se observé mayoritariamente un pico correspondiniten (M-H) de 403m/zy uno mas

pequefio correspondiente al.M

Cuantificacion de fosfato inorgadnico
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La determinacidn cuantitativa de fosfato inorgar{fe) en las mezclas de reaccion se
realizO mediante el método del molibdato de am@t8. Esta metodologia requirio de la
preparacion del reactivo que consisti6 en 1 volurdenuna solucién 4.2% (p/v) de
molibdato de amonio en HCI 5 N y 3 volumenes del@ele malaquita 0.2% (p/v) en agua.
Se dejo reposar 30 minutos, se centrifugd paraades@l reactivo en exceso precipitado y
la solucion obtenida se utilizé para la determidacequerida. La metodologia fue puesta a
punto para concentraciones 0-0.27 g/mL de;®}. Se prepard una solucion stock 2.70
g/mL de KHPO, y se realiz6 una curva de calibracion, efectuamdgalmente una
dilucion 1/10 y luego 9 diluciones seriadas, pmlitado, de las cuales se tomaron 20 pL y
se agregaron a 120 pL de reactivo sobre micropkde®s§ wells. Posteriormente se midid
absorbancia a 660 nm utilizando la lectora de rpiecas mencionada anteriormente. Para
las mezclas de reaccion se procedio de igual nuata, o cual se calcularon previamente
las diluciones adecuadas de modo que las concemescde Pi se encontraran dentro del

rango lineal del método.

112



Norm. |
50000 — i
l
ﬂ
[
[
. ﬂ UMP (Tr: 7.76 min)
1
’i |
1
40000 I ’1
I E\
1\‘ [
L
i“\
¥
f]‘;
I
i
30000 — \Hq
I
1[}\
o
i
i
!‘H, A
H\'\ I
Iy
[
20000 | 1 ]‘iu‘\iﬂ H |
M
Al I
MR I
| “ “ H |
i
RN UDP (Tr: 1624 min)
: 1]‘ ‘\7 [ :i l [V
\ I I
K ‘M Clh |
EREA \ |
10000 - | | ’r | "M
Lo i \ A
T T
Iy |
| I | |
\H“ I
1 L ‘1
ik
| Y il H \
I (1 A R N A il f,
! ¥ IR A A SR
| I AR \ f R AJ‘\‘/;J\'\I’\ IIH
| 0ol ! 7] ¥ /V Y] \ V‘/ N\ ‘»\ ,wﬂ\w«‘,«
0 s T T T T T T T T T T 25

Capitulo 5

Figura 18: Cromatograma de la mezcla de reaccion de sirdedi#DP a partir de UMP utilizando
levadura como biocatalizador. La linea completassmonde al cromatograma obtenido a 260 nm;
la linea punteada corresponde al andlisis de naddP, API-ES en modo negativo.
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Figura 19: Espectro de masas del pico correspondiente a ((MP 324m/z (M-H) 323m/2

de la mezcla de reaccién de sintesis de UDP.
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Apex Mass Spectrum of Peak 16.242 of SNAPSHOT.D
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Figura 20: Espectro de masas del pico correspondiente a((@®403.9m/z (M-H) 403
m/2 de la mezcla de reaccién de sintesis de UDP.
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5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Preparacién del biocatalizador

En base a datos bibliograficos que exponen la peesale diferentes NMPKs en
Saccharomyces cerevisigeen particular UMPK, se procedié a evaluar sivatetd como

biocatalizador, utilizando inicialmente UMP comat@omo sustrato [1,4].

De esta manera, se utilizo levadura de pan conexdi@ada en un medio con alta
concentracion de glucosa como fuente de carbonwesg@. Posteriormente se centrifugo
el cultivo, la pasta obtenida se sec6 en deseqautd?4h y el polvo resultante de la ruptura
fisica en mortero se empled directamente como tabzador para la sintesis de UDP asi

como de diversos nucledsidos 5'-difosforilados.

5.3.2. Obtencién de uridina-5'-difosfato

Para llevar a cabo la sintesis de UDP se utilizéx#lacto celular obtenido en un
medio de reaccion conteniendmffer fosfato 0.4 M pH 7.0, el cual es el 6ptimo para el
funcionamiento de la UMPK [4]; M{ en forma de MgS§YH,0, un cofactor esencial para
la sintesis de ATP [19] y necesario para la aciide enzimas clave de la glucdlisis, las
fosfofructoquinasa y la piruvato quinasa y, adefoéasa la sal de Mg del ATP requerida
por la UMPK para su Optima actividad [5]; glucosa @ncentraciéon 10 mM ya que a
través de la glucdlisis se produce el ATP necegamia la reaccion. Este compuesto de alta

energia es fundamental para la fosforilacion delss$ratos.

Asi, se ensayo la sintesis de UDP tomandose msestigs 60, 75, 90, 105, 120 y
240 minutos. En la Figura 21 se grafican los pdejes de conversion obtenidos mediante

HPLC, determinandose que el maximo, 30%, se lodpé @0min.
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Figura 21: Porcentajes de conversién de UDP obtenidos caxtracto de levadura de pan y UMP
como sustrato.

% de

"% de conversion: (area UDP/area UMP)x100.

Posteriormente, se confirmd la presencia del pitoden el tiempo Optimo de
reaccion mediante espectrometria de masas acoplat#PLC (HPLC-MS). En el
cromatograma obtenido por HPLC (Figura 18) puedeoniarse UMP y UDP con un Tr de
7.76 y 16.24 minutos, respectivamente. El posteaodlisis de masas del pico
correspondiente a UMP (Figura 19), mostré un pie@23m/zcorrespondiente al ion (M-
H)" y uno de menor intensidad de 324 m/z correspotalighion (M). Para el caso del
UDP (Figura 20) se observé mayoritariamente un pieat03m/z correspondiente al ion
(M-H)" y se observo uno mas pequefio con@ldcorrespondiente al (Y De esta manera
se confirmo la identidad del producto obtenido g@etinud con los ensayos.

Seguidamente, y con el fin de incrementar los rarhtos obtenidos, se evaluo el
uso de diferentes concentraciones de glucosa eredb de reaccion de modo de generar
in situ mayores concentraciones de ATP y consecuentenmaai@r cantidad de UDP. De

esta manera se prepararon 4 mezclas de reacci@udées contenian 10, 50, 100 y 500
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mM de glucosa cada una y se observd, mediante sen&emicuantitativo, que la
concentracion optima era 100 mM. Por analisis Gtaivb posterior se determind que el
porcentaje de conversion alcanzado fue del 52%cts@l UMP inicial. De esta manera la

concentracion de glucosa empleada para el redtsdmsayos con UMP fue de 100 mM.

La Figura 22 muestra el cromatograma obtenido [gataotransformacién con 100
mM de glucosa a los 90 minutos de reaccion y UMReacial. Puede observarse la
presencia de UDP representado por el pico N° 1fespondiente a un Tr de 11.61 min.
Asimismo el sustrato, UMP, presenta un Tr de &2 (Pico N° 10) y ademas pueden
observarse los subproductos uridina y uracilo con.91 (Pico N° 13) y 3.86 min (Pico N°
7), respectivamente. Estos ultimos compuestos spnargdosn situ mediante la accion de
fosfatasas, sobre el UMP, y nucledsido fosforilasabre uridina, presentes en el extracto
de levadura [21]. Los picos con Trs superiores anf® corresponden a adenosina y sus

correspondientes nucleétidos como ATP, ADP y AMP.
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Figura 22: Cromatograma correspondiente a la reaccién labzatla con extracto de levadura para la
sintesis de UDP a partir de UMP comercial y comdlies 6ptimas de reaccion.

5.3.3. Obtencién de otros nucleésidos, 2'-desoxinucleésidos y 2'-

arabinonucledsidos 5'-difosfato
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Los resultados obtenidos inicialmente con UMP alemt a evaluar la aplicacion de
este sistema biocatalitico para la obtencion dediira, citidina, inosina, guanosina,
fludarabina y adeninarabinésido 5'-difosfato (TOIRP, IDP, GDP, FAraADP, AraADP,
respectivamente). Se analizaron las mezclas sentitaiszvamente mediante CCD y se
observé que el tiempo 6ptimo de reaccién féflr.1Los resultados cuantitativos de dicho
tiempo, analizados mediante HPLC, se muestran €alda 19.

NDP TDP CDP IDP GDP FAraADP AraADP

% Conversién| 10 6 13 12 10 7

Tabla 19: Resultados obtenidos utilizando un extracto eeldeSaccharomyces cerevisiammmercial y
diferentes NMP como sustratos.

NDP: nucleésido-5'-difosfato.% de conversién: (area de NDP/area de NMP)x100.
Tiempo de reaccion:3%h.

Estos resultados indican que este sistema bideadalpuede emplearse para la
sintesis de diversos nucledsidos difosfato. Delidgue en esta reaccion se empled un
extracto celular de levadura comercial, la actididsobre diversos nucledsidos 5'-
monofosfato se debe a la variedad de NMPKs presefte principio, las condiciones
utilizadas fueron adecuadas para el funcionamiaido las diferentes NMPKs de
Saccharomyces cerevisiaésto se debe a que la mayoria de estas enziressnpan un
méaximo de actividad a pH 7.0, manteniéndola enf®e9@® unidades de pH [3, 4]. Ademas
aceptan ATP como dador de fosfato, el cual es gdoén situ en la reaccion mediante el
agregado de glucosa. Asimismo, todas son depeerdiede cationes bivalentes,
generalmente Mg, ya que el ATP se encuentra en el sitio activeadsnzima en forma de
sal de M@" [1, 5]. Dado la baja especificidad por sustrate gtesentan estas enzimas, ha
sido posible la obtencion de arabindsidos 5 -d#tusfcuya sintesis no ha sido previamente
reportada mediante metodologias que involucren N#IRIE levaduras. Si bien los

rendimientos no fueron demasiado elevados, la olderde estos compuestos mediante
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Capitulo 5

esta metodologia resulta atractiva debido a qusirgesis quimica de los mismos es
compleja [20].

5.3.4. Obtencion de UDP a partir de reacciones biocatalizadas consecutivas

Desde el punto de vista sintético para el desardallos objetivos especificos de esta
Tesis, los resultados obtenidos para la sintesidafe resultaron satisfactorios. Asi, en esta
parte del trabajo, se analizaron las variables ppdrian influir sobre la metodologia
aplicada en este capitulo empleando los mediogatzion obtenidos previamente para la

sintesis biocatalizada de UMP a partir de sustratisecondmicos.

5.3.4.1. Uso de mezclas de reaccion provenientes de la biotransformacion con

Raoultella planticola

En primer lugar, se analizd la influencia de lomponentes del medio de reaccion
proveniente de la sintesis de UMP empleaRdoultella planticolacomo biocatalizador y
uridina como sustrato (Capitulo 4) sobre la obtamade UDP. Para tal fin se ensayaron
diferentes medios de modo de representar las dond& obtenidas en las mezclas de

reaccion a utilizar.
1) Diferencias entre los medios de reaccion

El medio de reaccion inicial para la sintesis deRJ&bnR. planticola consistio en
pirofosfato acido de sodio (PPi) 260 mM, uridina5/4nM, MgSQ:-7H0O 0.2 mM y
biocatalizador 5% (p/v) ebuffer acetato 0.1 M pH 4.0. El mejor resultado en léesis de
UMP, 5.6 mM, se obtuvo a las 24h de reaccion yess tiempo, todo el PPi inicial fue
hidrolizado a Pi siendo su concentracion 514 mMterdeinada mediante ensayos
colorimétricos cuantitativos [18]. Para detenerrémccion simplemente se separ6 el

biocatalizador del medio por centrifugacion. EnTkbla 20 se muestran las condiciones
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iniciales (MRMicial) Y finales (MR%na) de la reaccion de obtencion de UMP vy las inisiale

(MRLinicial) necesarias para la sintesis de UDP empleandacextle levadura comercial.

Componentes MRcia MR Lfina MRLinicial
Pirofosfato acido

de sodio 260 mM 0 0

Fosfato inorganico 0 514 mM 400 mM (comobuffer)
Uridina 74.5 mM 69 mM 0
MgSO,.7H,0 0.2 mM 0.2 mM 20 mM

UMP 0 5.6 mM 4 mM
Glucosa 0 0 100 mM

Buffer acetato de sodio 0.1 M  acetato de sodio 0.1 M tosfa potasio 0.4 M
pH 4.0 4.0 7.0

Tabla 20: Condiciones iniciales y finales del medio de oé@t correspondiente a la sintesis de UMP a
partir de uridina yRaoultella planticolacomo biocatalizador (MRikia, MR1ina ) Y condiciones iniciales
para la sintesis de UDP mediante un extracto adallea comercial (MRkicial)

2) Andlisis de las variables que influyen sobre #ntesis de UDP mediante

reacciones consecutivas

En primer lugar, y dado que en la biotransformaaion R. planticolase utilizd
acetato de sodio conuffery en la de levadura fosfato de potasio, se anidiadcidencia
del cambio de cation en la segunda reaccion medelniso de sales de fosfato de sodio
como sistemdufferasi como la influencia del acetato. Para ello sayaron tres sistemas
diferentes, los cuales contenian los componentssag0s para la reaccion con el extracto

de levadura, con las siguientes variantes:
1- Bufferfosfato de potasio 0.4 M pH 7.0 + acetato de s6didvi
2- Bufferfosfato de sodio 0.4 M pH 7.0

3- Bufferfosfato de sodio 0.4 M pH 7.0 + acetato de sodid\d
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En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenitiiizando los diferentes medios

incluyendo un control en condiciones estandar (MRL)

Medios de reaccién UMP (mM % Corfv.
1 - Bufferfosfato K 2.1 53

2- Bufferfosfato K + acetato 0.1 M 1.9 47
3- Bufferfosfato N& 2.3 58

4- BufferfosfatoNa® + acetato 0.1M 2.2 54

Tabla 21: Incidencia del sodio y del acetato sobre losirarahtos de UDP en la biotransformacion con
extracto de levadura.

“Control. ?% Conv.: % de conversién: concentracion de UDP (fabfcentracion de UMP (mM)x100.

Si bien la diferencia en los resultados obtenidnsapresenta un cambio significativo
en la conversién, ya que se puede considerar ddatrerror experimental, se observa que
el agregado de acetato de sodio (2) no influyeifssgtivamente sobre la actividad de la
UMPK, sin embargo hay un ligero descenso del péagede conversion. Por otra parte, el
uso debuffer fosfato de sodio (3) incide de forma levementdtpassobre la conversion,
alcanzando mejores resultados respecto al cortoolg et al.[4] utilizaron diferentes
buffersanalizando su influencia en la actividad UMPK epartaron que el rango optimo
de pH para su correcto funcionamiento es entre9&ySin embargo, el empleo de otras
sales de sodio como sisterbaffer a pH 7.0 no ha sido reportado previamente en
reacciones con UMPK. No obstanieng & Campbel[6] reportaron la inhibicion ejercida
por potasio sobre la accidn de otra quinasaSdecharomyces cerevisjiala enzima
timidilato quinasa (TMPK), con lo cual un efectongar podria ocurrir sobre la actividad
de la UMPK. Para el uso conjunto de sales de smtim sistemauffery acetato en forma
de acetato de sodio (4) puede observarse quea®zalan rendimiento similar al control.
Nuevamente se evidencia que el acetato generaetn efecto negativo sobre la actividad
de la UMPK compensado por el uso de sodio com@rrtatlediante este andlisis de

resultados se pudo concluir que la mezcla provéniga la biotransformacion empleando
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R. planticolapara la obtenciéon de UMP podria emplearse en eaecidn consecutiva de
sintesis de UDP sin afectar el rendimiento de dpmoolucto. De aqui en mas los controles
de la biotransformacién con el extracto de levaderaealizaron empleandaiffer fosfato

de sodio en lugar de potasio.

Para continuar con el analisis de las variablesajeetan a la sintesis de UDP, se
evaluod la influencia de la concentracién de fosfaorganico. Esto se debe a que la
reaccion de obtencion de UMP analizada utilizad®®io dador de fosfato. Esto genera no
s6lo UMP sino también Pi por la hidrélisis total &i a las 24h de reaccion. Como se
detalla en la Tabla 21, la concentracion final derPesa mezcla es de 515 mM vy, si bien la
biotransformacién con extracto de levadura empbedfer fosfato, la concentracion
empleada para la misma es de 400 mM. En la FigBrae2 muestran los resultados
obtenidos para la sintesis de UDP en condiciortésdsar pero empleando concentraciones
debufferfosfato de sodio 200, 600 y 800 mM, comparandosest control.

Con

Figura 23: Concentracion de UDP obtenida con el extractiedadura y empleando diferentes
concentraciones de buffer fosfato de sodio.
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Como se esperaba, los mejores resultados se atationampleandbuffer fosfato 400
mM con lo cual la mezcla de reaccidon provenientéadgntesis de UMP cdR. planticola
requiere una dilucion de modo de alcanzar la cdremedn de fosfato Optima para la

reaccion.

Debido entonces a la necesidad de diluir la mehataconveniente evaluar el efecto
de la concentracion de UMP sobre el rendimientt)d®. Para ello se prepararon mezclas
de reaccion con 2, 6 y 8 mM de UMP comercial y@amararon con el control (4 mM). En
la Tabla 22 se observa que concentraciones de UMRoms a 4 mM no solo no
disminuyen el rendimiento de la reaccidon sino quaudmentan, con lo cual una dilucion de
la mezcla de reaccion proveniente de la sintesisalilizada poR. planticola podria
efectuarse sencillamente sin afectar negativamesiterendimiento. Opuestamente,
concentraciones de UMP mayores a 4 mM genera upariante disminucion en el
rendimiento de la reaccion debido, probablementdeetos relacionados con mecanismos

de inhibicion por sustrato o producto sobre la UMPK

Concentracion de Concentracion % Conv'2
UMP; (mM) | de UDP (mM)
2 1.3 65
& 2.3 =
6 2.3 38
8 3.0 37

Tabla 22: Resultados obtenidos para la sintesis de UDRxwacto de levadura y empleando
diferentes concentraciones de UMP inicial.

"Concentracién de UMP: 4 mM, Control.
206 Conv.: % de conversion: concentracion de UDP (fabfcentracion de UMP (mM)x100.

Finalmente, se preparé una mezcla simifaeZcla simuladpa la obtenida com.
planticola de manera de imitar las condiciones de la mismpleando los reactivos

comerciales necesarios (MR4, Tabla 20). A una parte de esta mezcla se le cadici

124



Capitulo 5

NaOH 10 N llevando su pH a 7.0 unidades y postaeote se le agrego agua destilada
para alcanzar la concentracion adecuada de Pip0generando ademas 4,5 mM de
UMP. Luego se le adicioné glucosa y MgSt,0 (100 y 20 mM, respectivamente)

necesarios para cumplimentar los requerimientos fabiotransformacién con el extracto

de levadura. La reaccién transcurrié durante 9Qutosy se obtuvo como resultado 2.4
mM de UDP (53% de rendimiento).

Debido a los resultados satisfactorios obtenidoslamezcla simuladase procedio
de igual manera con lmezcla realproveniente de la reaccion biocatalizada por
planticola y nuevamente el rendimiento alcanzado fue 52%fidiara 24 muestra el
cromatograma obtenido mediante HPLC. Puede observde modo similar a lo mostrado
en la Figura 22, la presencia de UDP representadelmpico N° 14 correspondiente a un
Tr de 11.61 min. La presencia de uridina, pico N° cbn Tr de 7.91 min, en alta
proporcion, corresponde a la cantidad de uridimaareente en la reaccion de sintesis de
UMP conR. planticola EI UMP presenta un Tr de 6.02 min (Pico N° 8) cm area de
pico pequefia respecto a la uridina. Ademas seifidaral uracilo, Tr de 3.86 min (Pico N°
6) debido, como se mencion6 anteriormente, a laep@a de nucledsido fosforilasas las
cuales, en las condiciones empleadas, son actigeglgn sobre el nucledsido generando la
base correspondiente. Del mismos modo que panguaaF21, los picos con Trs mayores a
20 min pertenecen a adenosina y sus corresponslientdedtidos como ATP, ADP y
AMP.
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Figura 24: Cromatograma de una muestra obtenida en la sintes$JDP con extracto de levadura,
mediante una reaccidn biocatalizada consecutiliaartdo una mezcla que contiene UMP sintetizado
a partir de uridina YRaoultella planticolacomo biocatalizador.

En resumen, el medio que contiene UMP obtenido fpsforilacion de uridina
utilizandoR. planticolacomo biocatalizador puede ser utilizado para teratidn posterior
de UDP con extracto de levadura comercial en uaacién ‘One pot. Para ello se
requiere, en primer lugar, llevar el pH del medid.@ unidades mediante el agregado de
NaOH, ya que es el optimo para la reaccion; enrsiglugar, realizar una dilucién con
agua destilada para que la concentracién de PiGeM, debido a que el mismo presenta
efectos inhibitorios sobre la actividad de la UMRK concentraciones mayores; Yy
finalmente, agregar glucosa 100 mM y MgSQ@0 mM requeridos para la
biotransformacion. Si bien esta metodologia genararendimiento global bajo (3%,
correspondiente a una concentracion de UDP de Rl4®.97 gr/L, a partir de uridna 74.5
mM de la reaccion coR. planticolg, la mayor ventaja que presenta es la de evitasel
de UMP comercial, dado su alto costo, asi como wsifigacion de la primer reaccion
biocatalizada, la cual resultaria compleja debit gresencia de concentraciones elevadas

de Pi junto a compuestos organicos fosforiladosiecha menor concentracion [22].
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5.3.4.2. Uso de mezclas de reaccion provenientes de las biotransformaciones

con Corynebacterium ammoniagenes y dcido orético

1) Diferencias entre los medios de reaccion

Seguidamente, se analizaron las diferencias eofremedios provenientes de las
Biotransformaciones IIA, 1IB y Il (Capitulo 3) carl empleado inicialmente en la reaccion
con extracto de levadura. La Tabla 23 muestradadiciones iniciales y finales (24h) de la

Biotransformacion Il en comparacion con las negasgrara la reaccion de obtencion de

UDP.

Componentes MR Acial MRIA fipa MRLinicial

Acido orético 38.5 mM 33 mM 0

UMP 0 5.2 mM 4 mM
Glucosa 333 mM 0 100 mM
Fosfato inorganico

(sales de R 286 mM 281 mM 400 mM (comiouffer)
Mg?* 20 mM (MgCl) 20 mM 20 mM (MgSQ
Agente porante Triton 0.6 % Triton 0.6 % 0

Buffer Tris-HCI 50 mM Tris-HCI 50 mM fosfato de sodio 46M
pH 7.5 7.5 7.0

Tabla 23: Condiciones iniciales y finales del medio de i@t correspondiente a la sintesis de UMP a
partir de acido orético €orynebacterium ammoniagenesmo biocatalizador (MR Aciai, MRIAna) Y
condiciones iniciales para la sintesis de UDP nmeelian extracto de levadura comercial (MRk)

Como puede observarse las condiciones finales dBidaansformacion 1A no

difieren de modo significativo respecto a MRla. Debido a que la mayoria de las

variables fueron analizadas anteriormente, se &iond el medio proveniente de la

Biotransformacion 1A de modo de obtener las cotraeiones adecuadas de componentes

para la reaccién con el extracto de levadura. &layase prepard una solucién de fosfato de

sodio pH 7.0 y se agregoé la cantidad adecuada aréggsara obtendouffer fosfato 400
mM debido a que MRIIA;, contenia 281 mM de Pi, proveniente del.RB4 y KGHPO,
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presentes inicialmente en la reaccion. Si bien,aceemdemostrd anteriormente, el uso de
sales de sodio genera mejores conversiones de Efgeato al de sales de potasio, la
separacion de éstas del medio seria compleja. #wimiel agregado de esta solucion de
fosfato permitié diluir el UMP hasta 4 mM. Finalnterse agregé glucosa 100 mM y se
procedio a realizar la biotransformacion con etaotb de levadura. La reaccion transcurrio
durante 90 minutos y se obtuvo menor conversiorg¥8orrespondiente a 1.54 mM de
UDP.

Los resultados obtenidos indicaron que alguno sedmponentes del medio MRIIA
pudo influir negativamente en la reaccion. Comangsaciond anteriormente, la presencia
de potasio genera un pequefio efecto negativo $aloteencion de UDP pero, no seria la
causa fundamental del resultado obtenido. Se ermgayaacciones modelo y en primer
lugar se evalud la incidencia del &cido oréticoreola reaccion con levadura y no se
observé un cambio significativo sobre la concemiracde UDP obtenida respecto al
control. Por otra parte, se evalud el efecto dadsencia de Tris y Tritdbn X-100. Para ello
se ensayaron las reacciones estandar adicionart#o wa de estos componentes por
separado. Pudo evidenciarse que tanto el Tris @nidton disminuyen el rendimiento de
UDP formado respecto al control, alcanzando comaeiohes de 0.8 y 0.9 mM,
respectivamente. Cabe aclarar que las concentexciempleadas de ambos componentes
en estas reacciones control corresponden a lamiwac®n que presentaban en el medio de
reaccion de la Biotransformacion IIA y no se coaesidla dilucion que se realizo
realmente, es por esto que la conversion de UDRear®r que la obtenida con ambos
componentes juntos. Sin embargo los rendimientasoree de UDP obtenidos a partir de

MRIIA podrian deberse a la presencia de Tris yonrit

Posteriormente se evalué la biotransformacion cevadura con una mezcla
proveniente de la Biotransformacion IIB. La Tab#arBuestra las condiciones iniciales y
finales (10h) de la Biotransformacion IIB en congmadn con las necesarias para la

reaccion de obtencién de UDP.
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Componentes MRIIBcial MRIIBinal MRLinicial

Acido orético 38.5 mM 33 mM 0

UMP 0 5 mM 4 mM
Glucosa 333 mM 128 100 mM
Fosfato inorganica

(sales de N3 278 mM 258 mM 400 mM (combouffer)
Mg?* 20 mM (MgCl) 20 mM 20 mM (MgSQ)
Agente porante Triton 0.6 % Triton 0.6 % 0

Buffer Tris-HCI 50 mM Tris-HCI 50 mM fosfato de sodio 46tM
pH 7.5 7.5 7.0

Tabla 24: Condiciones iniciales y finales del medio de i@t correspondiente a la sintesis de UMP a
partir de &cido orético €orynebacterium ammoniagenesmo biocatalizador (MRIIBgia, MRIIBiina) Y
condiciones iniciales para la sintesis de UDP nmeelian extracto de levadura comercial (MRik)

Debido a que la mayoria de las variables fueronlizakas anteriormente, se
acondicioné el medio proveniente de la Biotranstmidn [IB de modo de obtener las
concentraciones adecuadas de componentes paractaore con el extracto de levadura.
Para ello, se preparé una solucion de fosfato déeogoH 7.0 y se agregd la cantidad
adecuada necesaria para obtdndfer fosfato 400 mM debido a que MRU, contenia
258 mM de Pi, proveniente del NgMD4 y NaHPQ, presentes inicialmente en la reaccion.
Asimismo, el agregado de esta solucion de fosfatmipié diluir el UMP hasta 4 mM y la
glucosa hasta 103 mM. Finalmente se procedié azaedla biotransformacion con el
extracto de levadura, la reaccion transcurrio der@f minutos y se obtuvo una conversion
de 43% correspondiente a 1.72 mM de UDP probablemdebido a la presencia
mayoritaria de fosfato de sodio. Estos resultaddgcarian que el sodio seria un catién
necesario en la biotransformacion con levaduraniotal Tris como el Tritobn serian los
posibles causantes de la disminucion de los reediws respecto al control. Si bien se
obtuvo una minima diferencia en la concentraciOtUN# mediante la Biotransformacion
[IA (5.2 mM) respecto a la Biotransformacion 1IB §8M), lo cual podria atribuirse a la
presencia de iones sodio en esta Ultima, se logedmejor conversion de UDP en la
presente reaccion con levadura (1.54 mM y 1.72 mespectivamente).
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Mediante los resultados obtenidos y debido a laciken de la operatoria
conjuntamente con las condiciones suaves de reacti0 aplicacion de reacciones
consecutivas se presenta como una alternativaegaete para la sintesis de UDP a partir
de MRIIA y MRIIB. Sin embargo, el rendimiento gldbde estas reacciones es un poco
mas bajo (0.6 y 0.7 gr/L respectivamente, a pddir38.5 mM de acido ordtico) que el

alcanzado anteriormente con la mezcla de reactitemila corR. planticola

5.3.4.3. Uso de mezclas de reaccion provenientes de las biotransformaciones

con Corynebacterium ammoniagenes y uracilo

1) Diferencias entre los medios de reaccion

Finalmente, se analizaron las condiciones de laclmeproveniente de la
Biotransformacion Il obtenida a las 24h de reacciéa Tabla 25 muestra las condiciones
iniciales y finales de dicha biotransformaciéon emparacion con las requeridas por la
obtencion de UDP.

Compone ntes MR Hicial MR finar MRLisicial

Uracilo 20 mM 10. 4 mM 0

UMP 0 10 mM 4 mM

Glucosa 277 mM 74 100 mM

Fosfato inorganicd 141 mM (conhmffen 121 mM 400 mM (comabuffer)

MgSQO, 0 0 20 mM

Agente porante Xileno 1.6 % Xileno 1.6 % 0
Fosfato de sodio Fosfato de sodio 12l fosfato de sodio 400

Buffer 140 mM mM mM

pH 7.2 7.2 7.0

Tabla 25: Condiciones iniciales y finales del medio de i@t correspondiente a la sintesis de UMP a
partir de uracilo YCorynebacterium ammoniagenesmo biocatalizador (MR, MR i04) Y
condiciones iniciales para la sintesis de UDP nmeelian extracto de levadura comercial (MRL)
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Puede observarse que la mezcla proveniente deoteaBsformacion Ill también es
compatible con la requerida por la reaccion coexttacto de levadura. Inicialmente se
prepard una solucion de fosfato de sodio pH 7.Cuwatia para agregar a la mezcla y
obtener una concentracion de dicha sal (tambiénocsistemabuffe) de 400 mM y
ademas llegar a 4 mM de UMP. Luego se agregé gubesta alcanzar 100 mM de
concentracion final y por ultimo MgSQ0 mM. La reaccion se llevé a cabo durante 90
minutos y se obtuvo un 66% de conversion de UDRespondiente a 2.64 mM,
evidenciandose que tanto el uso de sales de sodtio sistemdufferasi como la ausencia

de compuestos como Tris y Triton favorecerian d&cn.

En la Tabla 26 se presenta un resumen de los adesltobtenidos para la
biotransformacién conS. cerevisiaeen la obtencion de UDP mediante reacciones
consecutivas sin la necesidad de aislar y purifitheliP, mostrando el rendimiento global

de las reacciones asi como el costo de los reaqgirezursores de UDP utilizados.

Biocatalizador Sustrato PM Costo | Conc. UDP| Rendimiento
inicial (gr/mol) ($/gr) (mM) global
Raoultella planticola Ufidinsl 7145 2442 655 2.40 3% 0 0.97 gr/L
m
Corynebacterium
ammoniagenes
Biotransformacion IIA i o 1.52 4% 0 0.60 gr/L
Acsl‘gosor;",\t/'lco 156.1 65.5 g
Biotransformacion 11B ' 1.72 4.5% 0 0.70 gr/L
Biotransformacién Ili U"’:;",\';I’ 20 1 1121 109 2.64 | 13.2% 0 1.10 gr/L
Control con UMP 4mM 324.2 2264 2.30 58% 0 0.93 gr/L
comercial

Puede observarse que los rendimientos finalegremnos de concentracion de UDP,

para todas las biotransformaciones no presentaonemygiferencias entre si. Sin embargo
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se debe evaluar no solo el rendimiento global sambién el costo de los reactivos
utilizados, el modo de crecimiento y obtencion @ biocatalizadores asi como el tiempo
total requerido para el proceso general. Parasa da la reaccion de sintesis de UMP con
Raoultella planticolagl crecimiento del microorganismo resulté sendiflorante 24h), asi
como las condiciones y tiempo de reaccion (24Hm),esnbargo la concentracion inicial
elevada del reactivo genera un proceso mas cogtasel que utiliza UMP comercial como
sustrato. Para las Biotransformaciones IIA y 1IB ceécimiento deCorynebacterium
ammoniagenesesulté mas complejo debido al uso de dos medios, de crecimiento
(30h) y otro de induccion (24h). Luego, cada undadereacciones alcanzaron el maximo
de UMP a las 24 y 10h, respectivamente, generara@$os mas largos que para la primer
biotransformacién, no obstante, el bajo costo dalcaordtico genera un proceso mucho
mas economico respecto al que se utiliza UMP caaler®ara el caso de la
Biotransformacion 11l se alcanzé un rendimientobgliosuperior a las anteriores. A pesar de
que la preparacion del biocatalizador fue mas ldefado a que se utilizaron 72h para su
crecimiento e induccion, ese tiempo se compensaetopajo costo del uracilo y el
rendimiento global superior obtenido. De esta manyeen base al elevado costo del UMP
comercial, las biotransformaciones utilizan@o ammoniagenese presentan como una
alternativa ventajosa para la obtencién biocatdéizde UDP, fundamentalmente por la
reduccion del costo econdémico respecto a los remctempleados y a que no son

necesarios procesos de aislamiento y purificacgdtytMP obtenido.
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5.4. Conclusiones

En esta parte del trabajo se utilizO como sistenmakalitico un extracto de
Saccharomyces cerevisim®mo fuente de nucledsido monofosfato quinasaspritner
lugar el sistema fue utilizado para la sintesi&JB® obteniéndose resultados satisfactorios
a los 90 minutos de reaccién y mediante la optioiirade la misma se logro alcanzar un
58% de conversion. Debido a que los resultado®ifualentadores se evalud la sintesis de
otros nucledsidos, desoxinucledsidos y arabinésifiedifosfato consiguiéndose, del
mismo modo, resultados positivos. Si bien los naneltos no fueron demasiado elevados,
la obtencion de estos compuestos mediante estalohefia resulta atractiva debido a que

la sintesis quimica de los mismos es compleja.

Posteriormente se evaluo la aplicacion de reacsidiecatalizadas consecutivas a
partir de sustratos economicos. Para ellos sezartiln las mezclas provenientes de la
sintesis de UMP empleandRaoultella planticolay Corynebacterim ammoniagenesmo
biocatalizadores (Capitulos 3 y 4, respectivamenss) analizaron las variables influyentes
en la biotransformacion con extracto de levaduna. pEincipio se observdé un efecto
levemente negativo sobre la actividad de la UMPK gaote del i6n acetato y del cation
potasio y se determiné que el usobdéfer fosfato de sodio 400 mM asi como UMP 4 mM
eran adecuados para alcanzar mejores rendimiexiogp cual las mezclas que contenian
UMP se adecuaron para ser empleadas como mediosadeion para el extracto de
levadura. De esta manera se logro producir UDReNd exitosa a partir de uridina para el
caso de las mezclas que provenian de la sintedibvide conRaoultella planticolay de
acido orotico o uracilo corCorynebacterim ammoniagenekgrandose conversiones
equivalentes a los obtenidos con UMP comercial amdiuna metodologia biocatalitica

sencilla y utilizando sustratos econdmicos y casimaltienzimaticoene-pot
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Capitulo 6

Obtencion de desoxiuridina 5'-difosfato a partir de uridina 5'-

difosfato

6.1. Introduccion

Como se mencionod en la introduccion de este tral@gadesoxinucledtidos (ANXPS)
son ampliamente utilizados en técnicas de diagmassiy como precursores de compuestos
con actividad antiviral y antitumoral. La sintegismica de los dNXPs involucra solventes
y reactivos toxicos generando, ademas, bajos remdlios. De este modo, su obtencion

mediante metodologias biocataliticas se presemta cma alternativa interesante.

6.1.1. Ribonucledtido reductasas

Las ribonucleotido reductasas (RNR) son enzimgsoresables de la conversion de
los cuatro ribonucledsidos 5'-di- o 5'-trifosfatatnrales, adenosina, citidina, guanosina y
uridina, a sus respectivos 2’-desoxirribonucle&jd@roporcionando los precursores
necesarios para la sintesis y reparacion del ADIR][IEs por eso que estas enzimas son el
principal blanco para el control de crecimientautaal y muchos inhibidores de RNRs estan
siendo implementados como drogas quimioterapéutioatra el cancer, en combinacion

con otras drogas, y en infecciones como malariiDA$l].

Se ha reportado la existencia de tres clases de 8WYR diferencia radica en la
dependencia de los cofactores metélicos necespai@s su actividad catalitica [3]. Las
enzimas de clase | son oxigeno dependientes, pasesmtro de unidn a hierro y a su vez,
se subdividen en 2 subclases distintas. Las enziteadase Il utilizan un derivado de

cobalamina (vitamina B12) como cofactor y las desellll utilizan un complejo de hierro-
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azufre acoplado &adenosilmetionina (SAM). A pesar de las diferesiclas tres tipos de
enzimas poseen un residuo de cisteina conservaeb ®tio activo que es convertido al
radical correspondiente. Se sospecha que estealradicia la conversion del sustrato
extrayendo un atomo de hidrégeno del anillo ribiesidlel mismo (Figura 25) [5]. Este
residuo de cisteina se encuentra dento de un lodffién todas las RNRs [4] lo cual
indicaria que provienen de una reductasa ancestmalin [7]. Sin embargo, Unicamente en
las RNRs de clase I, el cofactor interactia daewnte con la cisteina del sitio activo,
mientras que en las de clase | y lll, se generedital estable en un sitio diferente al del
sitio activo. Dicho radical es transferido haciaiéb activo por un camino de transferencia
radicalaria que involucra una serie de residuosi@acidicos hidrogenados. Generalmente
se encuentran asociadas a proteinas como tiorredoxitiorredoxina reductasa que
requieren nicotinamida adenina dinucleétido fosf@@®DPH, del inglésnicotinamide

adenine dinucleotide phosphatpara regenerar su poder reductor.

6.1.1.1. Ribonucledtido reductasas de clase I

Las RNRs de clase | son oxigeno dependienteszartilin cation de hierro (lll) que
se reduce a hierro (Il) generando un radical ld@dirosina (Tyr) que inicia una cadena de
transferencia de electrones hasta la reducciésudtiato por un radical Cys formado. Estas
enzimas se encuentran practicamente en todosdasiesmos eucariotas: levaduras, algas,
plantas y mamiferos, asi como en algunos procariptairus, aceptan como sustratos

nucledsidos 5’-difosfato y son activas en rangoptdentre 4.0 y 7.6.

Esta clase de RNR son enzimas tetramériag3) [6] y el sitio de union a sustrato
del sitio activo, con el sistema redox de Cyscasio el sitio alostérico se encuentran en el
homodimeran, llamado R1 [7]. El otro homodimero, llamado R2, [@ntiene el sitio de
union de los dos iones hierro (lll) en cada cadpobpeptidica y los residuos Tyr

involucrados en la primer etapa de formacion deadeb.
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Figura 25: Mecanismo general de reaccién de las enzimasuitdedtido reductasas de clase I.

A su vez este tipo de RNR se divide en dos sulxldae Ib, en base a la homologia
de secuencia polipeptidica y su regulacion alastétias RNRs la existen en eucariotas,
procariotas, virus y bacteriofagos como por ejemflaccharomyces cerevisiae, E. coli,
Chlamydia trachomatismientras que las Ib s6lo se han encontrado erapot@s como
Salmonella typhymurium Corynebacterium ammoniagenéss enzimas Ib presentan un

centro binuclear de manganeso que genera el radicialdor de la reaccion de reduccion.

6.1.1.2. Ribonucledtido reductasas de clase IT
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Las RNRs de clase Il se encuentran en bacterias pgeelen vivir tanto en
condiciones de anaerobiosis o de aerobiosis tab@so d.actobacillus leichmanniiy
también en algunos de sus fagos. En general sonad@s RTPRs (del inglés
ribonucledtide triphosphate reductajetebido a que aceptan como sustrato nucledsidos
5'-trifosfato. Las RNR de clase 1l son homodimésidd] y utilizan como cofactor 5'-
desoxiadenosilcobalamina (un derivado de la vitanBi2) que interactia directamente
con una cisteina del sitio activo para formar dica de ese aminoacido necesario para la
reduccion. EI mecanismo de reaccion del sitio actig conserva respecto a las RNR de
clase I.

6.1.1.3. Ribonucledtido reductasas de clase ITT

Estas enzimas se encuentran en bacterias anaer@statas o facultativas y en
algunos bacteriofagos como Bacteriofago T4, aceéptasomo sustrato nucleosidos-5'-
trifosfato. Consisten en dos subunidades, en lakesua subunidad mayor, contiene el
sitio activo y el alostérico [9]. La subunidad npesjuefigd, es llamada activasa y contiene
el bloque hierro-azufre ((4Fe-4$)Yue reacciona con SAM y genera un radical denglic
en la subunidad mayor [10, 11]. Este radical gefeeta radical de cisteina (Cys 290) en el
sitio activo cuando los activantes alostéricos y sebtrato se encuentran en sus
correspondientes sitios.

6.1.2. Sistema de reduccidn de ribonucledtidos de Escherichia coli

Como se menciond anteriormenie, coli contiene RNRs de clase |, en particular de
la subclase la. El reductor fisiologico es el NADPBuU oxidacién pareciera estar acoplada
a la reduccién de ribonucledétidos via un sistem#&ralesporte de hidrégeno formado por
tiorredoxina y tiorredoxina reductasa [12]. La @dad especifica de RNR d& coli esta
modulada de manera compleja por varios nucleésrdosfato que actian como efectores

alostéricos, siendo la subunidad R1 la que contlesesitios alostéricos regulando la
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especificidad de sustrato asi como su actividafl P8pendiendo de la configuraciéon del
sitio alostérico, uno de los cuatro ribonucleétidesune al sitio activo. Cuando el ATP se
une al sitio de actividad, la RNR es activada, embargo cuando se une dATP, es
desactivada [7]. Ademas estos mecanismos regulesplcificidad de sustrato asegurando
la produccidon balanceada de cada uno de los dNf@Plaaintesis de DNA. En todos los
casos, la unién de ATP o dATP al sitio alostérinduice la reduccion de citidina 5'-
difosfato (CDP) y uridina 5’-difosfato (UDP); portra parte 2’-desoxiguanosina 5'-
trifosfato (dGTP) induce la reduccion de adenoSindifosfato (ADP) y 2'-desoxitimidina
5'-trifosfato (dTTP) lo hace sobre la reduccion gieanosina 5'-difosfato (GDP) (Figura
26) [14].

Las células eucariotas que poseen RNRs de claggdsentan un mecanismo de
control negativo para detener la sintesis de dNaRwedida que estos se acumulan
intracelularmente. Dichos mecanismos protegen acéhslas de los efectos toxicos y
mutagénicos que pueden ocasionarse por producco@siga de dNTPs ya que cambios en
el balance dgbool de estos compuestos producen dafios en el DNA Iy panto causan la
muerte celular [15, 16].

Por otra parte es importante destacar que losesveé RNR pueden aumentarse
mediante el uso de agentes inhibidores de la sntles DNA, como acido nalidixico,
debido a que se activan las enzimas involucradas;uales generan una sefial de falta de

timidina, lo que a su vez aumentaria los niveleRN& [17].
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Sitios alostéricc

ctivante

Desactivantes

Sitio de especificidad de sustrato |

Sitio activc

Sitioactivo

Figura 26: Regulacion de RNR de clase | en la subunidad R1.

A =con la unién de dATP o ATP en el sitio alost@ria enzima acepta UDP y CDP en el sitio
catalitico;B = la union de dGTP permite la entrada de ADP eitiel catalitico,C = cuando se une
dTTP, ingresa GDP en el sitio catalitico.
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6.2. Materiales y Métodos

6.2.1. Materiales

Todos los productos empleados fueron de calidatit@a. Los patrones, sustratos y
reactivos de reaccion se compraron en ICN, Flul&gya-Aldrich. Las drogas para los
medios de cultivo fueron de Anedra, Britania y SagAidrich. Los solventes utilizados
para el analisis cuali-cuantitativo, el reveladoaya HPLC fueron de Sintorgan, Biopack y

Carlo Erba, respectivamente.

6.2.2. Metodologia

6.2.2.1. Medios de cultivo

Los microorganismos pertenecientes al gérescherichia,en particularE. coli
(cédigo ATCC 13005, 23513, 23231, 4157, CECT 4B&407 47092) se cultivaron en
medio minimo liquido Davis-Mingioli (MDM) suplemedo con aminoacidos y otros
nutrientres bajo la siguiente composicién (p/viicglsa (esterilizada separadamente) 0.4%,
KH,PO, 0.3%, KHPO, 0.7%, MgSQ:-7H,0 0.01%, citrato de sodio-38 0.05%,
(NH4)2SO, 0.1%, timina 5ug/mL, vitamina B1-HCI 4ug/mL, leucina 8Qug/mL, treonina
100 pg/mL, prolina 50pug/mL, argininal0Qug/mL y acido nalidixico 4Qug/mL, en agua
destilada, y bajo las condiciones siguientes pKH370C y 200 rpm.

El buffer de agotamiento (BufS) utilizado para comenzar dotmagamiento de las
células con éter se compuso de (p/v): KCI 0.5%, INaC%, Tris-base 0.12%, MgQ0
0.01% y CaCGl 10% (v/v) de un stock 1 M, en agua y pH 8.1.

Luego para este tratamiento se utilizd6 un mediicbdsajo la siguiente composicion:
KCl 80 mM, acetato de magnesio 7 mM, espermididan@M, sacarosa 500 mM y EDTA
2 mM, enbufferTris-HCI| 40 mM pH 7.4.
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6.2.2.2. Preparacién de los biocatalizadores

En primer lugar se realiz6 una curva de crecimigigtda cepdscerichia coliBL21
(ATCC 47092) en MDM, se tomaron alicuotas de u0(a diferentes tiempos y se midio
DOsoonm Luego se cultivaron en 200 mL de MDM. En fase exmmml media (5h de
crecimiento segun curvas de crecimiento) se legau 4cido nalidixico en concentracion
40 pg/ml de cultivo. Se mantuvieron a 37°C y 200 rpnadiacion durante dos horas. Una
vez transcurrido el tiempo se adicionaron 0.4 wié buffer de agotamiento, se
centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos, seattmon los sobrenadantes vy pedlets
fueron tratados con éter. Este ultimo procedimisetdetalla a continuacion.

Tratamiento de células con éter

Los pelletsobtenidos se resuspendieron en 2 mL de mediodgsse agrego igual
volumen de éter, agitAindose suavemente por invedsicante 1 min, se separaron las fases
formadas y se evaporo el éter de la fase acuoseopaente de nitrégeno. A la suspension
de células obtenida se agregé la mitad de su vaolythenlL) de medio basico y se coloco
en un tubo de centrifuga conteniendo 4 mL del mismdio, enriquecido con sacarosa 0.8
M. Se centrifugdb a 7000 rpm durante 8 minutospellet de células resultante se
resuspendié en 1 mL de medio basico de maneraetabtener 6x1§ células/mL, y se

almacenaron a -20°C hasta utilizarse como biocathtires.

6.2.2.3. Biotransformacién estdndar

El medio de reacciéon fue: MgCB mM, ditiotreitol (DTT) 40 mM, NADPH 0.96
mM, ATP 0.4 mM, uridina-5'-difosfato (UDP) 2 mM y.#5x10 células pre-tratadas con
éter en 0.125 ml deuffer heppes 40 mM, bajo las condiciones siguientesg gHH30°C y
200 rpm. A los 15 minutos se detuvo la reaccionipactivacion enzimatica por calor en

bafio de agua a 100°C durante 1 minuto, y se alrdace20°C para su posterior analisis.
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6.2.2.4. Andlisis e identificacién de productos

Cromatografia liquida de alta resolucién con detector de masa (HPLC-MS)

El andlisis e identificacion de productos se méatnediante HPLC-MS utilizando
un equipo Finnigan LCQ Adventage Max, con inye@otomatico y detector UV arreglo
de diodos y de masa en tandem, con interfase @pctty. Se utilizé una columna Thermo
Hypersil GOLD Ci18encaped 50 mm x 2.1 mm, 3im y 175 de poro. El sistema de
desarrollo utilizado fue 5 minutdsuffer 1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol (HFP) 0.4 M
ajustado a pH 7.0 con trietlamina (HFPTEA)/Metai®@9/1 vol/vol), 2 minutos hasta
HFPTEA/Metanol (95/5 vol/vaol), 15 minutos HFPTEA/Meaol (95/5 vol/vol) con flujo 50
pL/min, a temperatura ambienteas condiciones de ionizacion para el analisis dsa®
fueron modo negativo, voltaje 3kV, temperatura chgbilar 200°C y flujo de nitrogeno
12l/min.
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6.3. Resultados y discusion

6.3.1. Preparacion de los biocatalizadores

En base a datos bibliograficos que reportan lagp@a de ribonucleétido reductasas
(RNR) de clase I, en patrticular del tipo la, entbaas del géner&scherichiall, 2], se
procedio a evaluar 7 cepas Hscherichia colidel cepario de nuestro laboratorio como
biocatalizadores, utilizando UDP comercial comotratig, para la obtencion de 2'-
desoxiuridina 5’-difosfato (dUDP) (Figura 27). Débia que la reduccion mediante la via
de RNR requiere de un sistema de regeneracionfdetores, el uso de células enteras se

plante6 como una alternativa interesante.

RNR |

Uridina 5'-difosfato 2'-desoxiuridina 5'-difosfato

Figura 27: Reaccion de reduccidon de UDP mediante ribonudedeductasas.

En primer lugar se realiz6 una curva de crecimiefgdos microorganismos en el
medio de crecimiento correspondiente (Figura 28jalthdo como MDM en la seccion
5.3.2.1. El objetivo de estos ensayos fue conddesrepo en el cual el crecimiento alcanza
la fase exponencial mediac(fr) determinandose a las 5h. En dicha fase celaato tia
sintesis de DNA como el contenido proteico aumeetgronencialmente, con lo cual el
requerimiento de dNTPs es elevado y la via de cliierde los mismos a través de RNR se

encontraria activada [18].
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Cinética E. coli MDM
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Figura 28: Cinética de crecimiento d& coliBL21 en MDM.

De esta forma, los microorganismos se cultivaroM&M vy, a las 5h, se les agrego
acido nalidixico.Filpula & Fuchs[17] demostraron que este compuesto actia como un
inductor de la enzima RNR de forma indirecta. Estalebe a que es inhibidor de la sintesis
de DNA provocando la formacion de mdultiples horagilde replicacion lo que genera una
sefal de mayores requerimientos de dNTPs induciasidia produccion de RNR. Una vez

que la sintesis de DNA se inhibe, la division calgke detiene [19, 20].

Una vez transcurridas 2h de tratamiento con acddidirico, se le agrego al cultivo
una solucion salina denominattaffer de agotamiento. Este tratamiento se realizd por
duplicado de modo de eliminar las sales en excaeggeda contener el medio en el cual
se cultivaron las células y ademas eliminar elcoalidixico [21]. Posteriormente péllet
de células obtenidas se tratd con éter para pasacélulas sin causar efectos negativos
sobre la reaccion biocatalizada de interés debiduealos microorganismos preservarian
ciertas estructuras intracelulares esenciales gddtamcionamiento de las RNR, lo cual no
sucede si se tratan con algun otro agente comenolo se emplean extractos celulares
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[18]. Finalmente se empleé un medio denominado eondmfisico el cual contiene

espermidina, poliamina que estimula a la enzima RNWNerasa.

Una vez obtenidos los biocatalizadores en formacélalas poradas con éter, se

procedio a ensayar las biotransformaciones queifggriha sintesis de dUDP.

6.3.2. Obtencion de 2'-desoxiuridina 5'-difosfato

Para llevar a cabo la sintesis de dUDP se utilizénadio de reaccion rico en Mgl
el cual otorga el ion Mg requerido por RNR como cofactor enzimatico [22, 28lemas
se emplearon cantidades pequefias de ATP, comoorefaldstérico positivo [7], de
NADPH como agente reductor del sistema RNR, asbaditiotreitol el cual participa en la
regeneracion de NADPH. Si bien la actividad maxaedas RNRs se presenta a pH 7.6,
Warner [18] reporté que el pH 6ptimo para esta reacciG@diante el uso de células

pretratadas con éter es superior, siendo 8.4 elade para esta biotransfomacion.

Una vez lograda la reaccion se procedio a optingkzarétodo de deteccion de dUDP.
Debido a que este compuesto no se comercializa)doesario un método especifico, para
lo cual se utilizo HPLC acoplado a detector de mdstPLC-MS-SIM) [24]. En primer
lugar, se realizaron inyecciones directas al equgaleteccion de masas y se encontraron
condiciones de ionizacién adecuadas utilizando atmndép de desoxiuridina 5'-trifosfato
(dUTP) parcialmente degradado que contenia dURPatalo detectar los iones (M-Hi)e
los 2 compuestos con masas de 466 y 387, respeetita. A este Ultimo se le hizo un
analisis de MS-MS y se pudo observar un i6n (M-Hg¢ 275 correspondiente a

desoxirribosa 5-difosfato obtenida por pérdida @eilo (Figura 29).
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Figura 29: Analisis por MS-MS de un patrén conteniendo dUB® observan los iones (M-+888
correspondiente a dUDP y 275 correspondiente axifeébosa 5-difosfato.
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Luego, de ese mismo patron, se realizé el an@l@isHPLC utilizando un sistema de
apareamiento i6nico con HFPTEA, logrando identifi2asefiales con Tr diferentes, 8.32
min y 12.10 min para dUDP y dUTP, respectivameriigufa 30), y se verificd su
identidad mediante el analisis por MS observando itmes (M-H) correspondientes

(Figuras 31 y 32, respectivamente).

220 NL:
. : 2.35E8
2000000 SEEQS?F'PA
1500000 1210
2 -
< / X,
3 1000000 / N
8.32 LY
500000 JeSN
| 2.94
o (060 ' . 18.65
Tiempo

Figura 30: Andlisis por HPLC de un patron de dUTP parcialteetegradado conteniendo dUDP.
Los picos con Tr 8.32 y 12.10 corresponden a dUB TP, respectivamente.
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JTP_120124173427 #491-574 RT: 8.81-10.29 AV: 84 NL: 5.30E5
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Figura 31: Andlisis de MS-MS del pico obtenido por HPLC espondiente a dUDP. El analisis se

realizé mediante la basqueda de iones (M38Y y luego de los iones d&z275 correspondiente a
desoxirribosa 5-difosfato.

o
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Figura 32: Andlisis de MS del pico obtenido por HPLC cormsiente a dUTP. Se observa la
presencia del i6n (M-H}66 del compuesto analizado.
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Ademaés, debido a que el dUDP generado en la reapudria desfosforilarse por
accion de fosfatasas [18], se analiz6 por HPLC mmstra patron de dUMP el cual

presentd un Tr de 5.20 min y, mediante el angtisisMS, se observo la presencia del i6n

(M-H)": 306.9 correspondiente (Figuras 33 y 34, respacténte).

214 NL:
| | 9.31E5
800000 Channel A
5 UV dUMP
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I _
3 400000
] 5.20
200000 402 N\
02085 ) -/ S 9.00 1048 1212 14.14 1524 19.73
I | | | T T |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 Tiempo

Figura 33: Analisis por HPLC de una muestra de dUMP. El mibtenido a 5.20 min corresponde al
compuesto analizado.
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Figura 34: Andlisis de MS del pico obtenido por HPLC cormsgiente a dUMP. Se observa la
presencia del ibn (M-HB06.9 correspondiente al mismo.
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Una vez realizados estos analisis se analizO umptiecero de reaccion conteniendo
UDP, sustrato de la reacciéon de reduccion estudiada lo identific6 mediante HPLC con
un Tr de 19.3 min (Figura 35).
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Figura 35: Andlisis por HPLC-MS de la mezcla de reacciogioal (Tiempo cero).
A: Analisis por HPLC, UV-Visible, 254 nm.
B: Andlisis de masas, iones totales.

Luego de la puesta a punto del sistema de deteca@rocedio a evaluar las mezclas
de reaccion de las diferentes cepagdeoliy no se logré detectar, en ningiin caso, dUDP
como producto. Se analiz6 ademas la presencia ddPdobteniéndose nuevamente
resultados negativos.

Debido a estos resultados no satisfactorios, seigquid con la segunda estrategia

planteada en los Objetivos de esta Tesis paradsmoidn de desoxinucledsidos.

Sin embargo, en el momento final de escritura de #abajo se detectd, con un

analisis mas detenido de los cromatogramas obtemadediante HPLC de la reaccién
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biocatalizada por la cepa & coli ATCC 23513, la presencia de un pico con Tr de 2.11
min. Debido a que en el patron de dUMP también etecth dicha sefial, se evalud la
posibilidad de que correspondiera a desoxiuriddid).( Utilizando el mismo sistema de
desarrollo y deteccion que el usado anteriormegeletermind que el patrén de dU posee
Tr de 2.14, con lo cual ese subproducto de reagmdnia estar presente en la mezcla, por
lo que se comenzara con el andlisis de HPLC-MS-MSadmisma de modo de poder
identificar la naturaleza de ese producto y aseguradentidad. En la Figura 36 se muestra

el cromatograma de la mezcla de reaccién obtemid& ccoli ATCC 23513.

AT 000 - 30 00
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uall
h
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Figura 36: Analisis por HPLC de una muestra obtenida Eonoli ATCC 23513, la cual podria
contener dU como subproducto de reaccién (Tr 2.ih). m

153



Capitulo 6

6.4. Conclusiones

En esta parte del trabajo se seleccionaron delricep@ nuestro laboratorio, 7
bacterias del géneifBscherichiaen particular d&escerichia colipara ser evaluados como
biocatalizadores para la sintesis de dUDP a phetiyDP.

Si bien no se logré reducir UDP utilizando céluksteras, la sintesis de este
compuesto, detallada en el capitulo anterior, té@snteresante ya que es empleado como
precursor de sintesis de diversos productos comejpmplo UDP-GIc y sus derivados, y
su obtencién mediante una metodologia simple, clandesarrollada, resulta interesante.
Asi mismo, como se describié en los Capitulos 3 ka #btencion de UMP, ampliamente
utilizado en la industria alimenticia como resattadel sabor, resultd satisfactoria. A su
vez se logro utilizar las mezclas de sintesis dePUii reacciones consecutiva®e pot

para la obtencién de UDP, proceso novedoso quequiare ningun paso de purificacion.

Actualmente se continla con el estudio, medianteandlisis mas profundo por
HPLC-MS-MS, de la muestra de reaccion obtenida Eoooli ATCC 23513, ya que se
detecté un posible subproducto por HPLC que poddaesponder a desoxiuridina,
indicando que ocurrio la reduccion de UDP a dUDP.
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CAPITULO 7

Obtencion de 2-desoxirribosa 5-fosfato mediante el uso de
células enteras con actividad DERA y sintesis de

desoxinucledsidos

7.1. Introduccion

La sintesis quimica de 2-desoxirribonucledsidogsipygoducirse mediante diferentes
métodos de glicosidacion directa, los cuales sugbeerar problemas de selectividad en la
formacion del enlace glicosidico. Una metodologi@ germite evitar esta problemética
utiliza reacciones biocatalizadas por células dnemz a partir de desoxirribofuranosa 1-
fosfato. Dado que este intermediario de sintegisgmta baja estabilidad, la obtencién de su
precursor 5-fosfato resulta interesante. Si bigordgaracion quimica de estas furanosas 5-
fosfato generalmente presenta dificultades asogiadh esquema de proteccion-
desproteccion de los grupos hidroxilos de la fusanda obtencién enzimatica implica la
utilizacion de agentes donores de grupos fosfatmscaomo por ejemplo ATP o
fosfoenolpiruvato. Asi, la busqueda de nuevos labeadores capaces de producir
desoxirribosa 5-fosfato utilizando metodologiagables y ambientalmente limpias resulta

actualmente un desafio interesante.

7.1.1. Nucleésido fosforilasas: enzimas involucradas en las vias de recuperacién

de nucleédsidos

La ruptura de la union glicosidica en nucledsidesua mecanismo fosforolitico

catalizado por enzimas del grupo de las glicositfierasas — no Leloir- y esta involucrado
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en las rutas de salvataje celular. Estas vias eti@aan el gasto energético cuando los
precursores apropiados se encuentran disponitdéss Brocesos utilizan bases purinicas y
pirimidinicas como precursores para la producci®muicleétidos, por lo que proveen una
alternativa para su sintesis de novo [1]. Por parée, los productos secundarios obtenidos
en las rutas de salvataje celular actian como dgesfee carbono, nitrégeno y energia (via
conversion de la ribosa, intermediario que puedessar a la ruta de las pentosas fosfato y
glicdlisis).

Naturalmente, las nucledsido fosforilasas (NPsjragésnucleoside phosphorylages
catalizan la fosforoélisis reversible de la unionicggidica tanto de ribo- como
desoxirribonucleésidos de purinas (Pu) y pirimidin@Py), en presencia de fosfato
inorgénico. Este es un proceso en el cual la ugi@osidica C-N se escinde por un ion
fosfato, generando la base libre y ribosa 1-fosfRib1P). El estudio de los procesos que
involucran estas enzimas demostro que en la fdsisré@nzimatica de la union glicosidica
participan dos tipos de enzimas, unas especifiaa purinas (purin nucledsido
fosforilasas, PNPs) y otras especificas para plimas, como pirimidin fosforilasas
(PyNPs) [2]. Posteriormente, se demostré quedenios productos de la fosfordlisis es la
Rib1P [3] siendo el fosfato inorganico el que atdéaposicion C1 de la ribosa del
nucledsido, descartando la idea de que la ruptiia dnién glicosidica se realiza a través
de una reaccion de hidrolisis (Figura 37).

o}
+ | NP + B
P— —_—
o \o ==
OH
Nucledsido Fosfato inorganico Ribosa/desoxirribosa 1-fosfato

Figura 37: Fosfordlisis reversible de nucledsidatalizada por nucledsido fosforilasas (NP).

X: OH (ribonucleésidos) o H (desoxirribonucleésidaB) base purinica o pirimidinica.
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Este mecanismo, confirmado géalckar [3], demuestra que las NPs son enzimas de
la familia de las transferasas. Se encontraron ByNPNPs [4] ampliamente distribuidas
en procariotas, levaduras y organismos superiddaslo que las NPs poseen un rol
trascendental en el metabolismo de nucleétidos,requeridas para el funcionamiento
celular normal. Por ello, se propusieron inhibidomspecificos de NPs, usualmente

nucledsidos modificados, que pueden ser Utiles a@uimioterapéuticos [5].

Si bien, como se menciond anteriormente, estasmaszicatalizan una reaccion
reversible, m vivg la fosfordlisis se encuentra altamente favorepmtasobre la reaccion de
sintesis debido al acoplamiento con otras rutaglmétas. Sin embargo, en ausencia de
otras rutas acopladas, el equilibrio termodinanseove desplazado hacia la sintesis del
nucledsido en el caso de las PNPs, aunque no pardyNPs. Por esta razon, la
combinacién de ambas enzimas posibilita la gen@maaé nucledsidos purinicos a partir de
nucledsidos pirimidinicos, lo que se conoce comandglicosidacion. La Figura 38
representa la reaccion de transglicosidacion gaabtencion de adenosina (Ado) a partir
de uridina (Uri) y adenina (Ade). Esta estrategi@asido ampliamente desarrollada por
nuestro grupo de investigacion para preparar nsicleé de base modificada, empleando
tanto enzimas aisladas como células enteras [6-10].

HO H

OH OH OH OH
uridina ribosa 1-fosfato NH; adenosina
N
)
N o N N

H

uracilo adenina

Figura 38: Sintesis de nucledsidos purinicos a partir déedsaos pirimidinicos
(transglicosidacion).
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A pesar de la baja homologia en la secuencia &f® de distintos origenes, los
estudios estructurales demuestran que estas enpiotagan dividirse en dos grandes
familias segun el plegamiento que presentan. Parpamte las NP-1, que presentan una
estructura cuaternaria trimérica o hexamérica yptace como sustratos nucledsidos
purinicos (PNP) y algunos pirimidinicos como poengplo uridina (Uridin fosforilasa
(UP)). Por otra parte, las NP-2 muestran una dsiiaicuaternaria dimérica y aceptan Td y

Uri en organismos inferiores (Timidin fosforila§dP- y PyNP, respectivamente).

Por otra parte, se reportd el uso de otras enzjmasompen la union nucleosidica.
Entre ellas, las nucledsidos hidrolasas como manglo, la inosinasa, uridin nucleosidasa,
5-2-metiltioadenosina/S-adenosilhomocisteina msgitdasa, AMP nucleosidasa y NAD

nucleosidasa.

Otro tipo de enzimas son ladl-desoxirribosiltransferasas que catalizan la
transferencia de bases purinicas y pirimidinicaseenucledsidos en un Unico paso y
utilizan residuos especificos de la enzima comoledfitos que rompen la union
glicosidica [11]. Sin embargo, en ausencia de uase baceptora secundaria, las N-
desoxirribosiltransferasas también muestran un m&T@ hidrolitico secundario. Otras
enzimas utilizan pirofosfato para la ruptura demm&n glicosidica, tales como la adenina
fosforribosiltransferasa, hipoxantina-guanina  fosfmsiltransferasa, nicotinamida

fosforribosiltranferasa.

Cuando la transglicosidacion es aplicada a la sgtde nucledsidos purinicos
modificados en la estructura del azucar, necesarterel analogo pirimidinico debe estar
disponible. Una alternativa para evitar dicha laoién consiste en emplear furanosas 1-
fosfato como materiales de partida [12]. Debidoug dg sintesis quimica de dichos
compuestos es dificil y la estabilidad de los misras muy baja [13], esta estrategia no
resulta conveniente. Una opcidén atractiva es pagpturanosas 5-fosfato para luego
convertirlas en furanosas 1-fosfato utilizandoraima fosfopentomutasa (PPM, del inglés

phosphopentomutaséFigura 39). En particular, es posible preparss é partir de 2-
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desoxirribosa 5-fosfato (dR5P) y la accion combiate dos enzimas, PPM y una

nucleosido fosforilasa [8].

(e}
I HO H
‘0—P—0 o] HO
| ° a w NP o B
OH H H OH —> ?H H H
H 0—P—0O
H OH X I H H
OH X B OH
pentosa 5-fosfato a-pentosa 1-fosfato nucledsido

Figura 39: Sintesis de nucledsidos mediante el uso conimf®PM y una NP.

NP: nucleosido fosforilasa; PPM: fosfopentomutaBahase purinica o pirimidinica o analogos;
X: OH: ribosa; H: desoxirribosa.

7.1.2. Fosfopentomutasa

La enzima fosfopentomutasa cataliza la migracidrgdgpo fosfato de la posicion 5
hacia la posicion 1 con la configuracienanomérica necesaria para la subsiguiente
reaccion con una NP (Figura 39). PPM es una metzima [14], dependiente de Nn

[15] y activada por glucosa 1,6-difosfato.

Esta enzima fue originalmente sobreexpresada ejurdoncon timidin fosforilasa
(TP) porValentin-Hansen et al16]. Barbas & Wong[17] establecieron que PPM de E.
coli acepta como sustrato dR5P, ribosa 5-fosfaib5[® y arabinosa 5-fosfato (Ara5P)
pero no 2,3-didesoxirribosa 5-fosfato (ddR5®yverkerk et al[18] utilizaron PPM para
sintetizar™®N y **C timidina y 2'-desoxiuridina. Recientemenigverna-Porro et al[19]
reportaron la sintesis quimioenzimatica de dR5B5Riy Ara5P con el objetivo de evaluar
la produccion de nucledsidos naturales y modifisaohediante el uso de una PPMEle
coli BL21 sobreexpresada. Si bien la sintesis quimgcazdicares 5-fosfato fue adecuada,

la busqueda de nuevas estrategias biocataliticadtaemuy interesante. Una de las
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alternativas mas atractivas corresponde al usddidasas. A continuacion se realiza una

breve descripcion de las caracteristicas de ggi@lé enzimas.

7.1.3. Aldolasas

Las aldolasas, enzimas pertenecientes a la fadglitas liasas, catalizan la union
reversible y estereoespecifica de un compuestondeautres carbonos conteniendo un
grupo carbonilo (dador nucleofilico) con un aldeh(dceptor electrofilico) [20], reaccion
conocida como condensacion alddlica. Se las agsegan su dependencia respecto del
sustrato dador; este puede ser dihidroxiaceton@atiogDHAP) (grupo I), piruvato o
fosfoenolpiruvato (grupo Il), acetaldehido (grufd é glicina (grupo 1V) [20]. Ademas, se
las clasifica segun su mecanismo de accion; aguglla forman un intermediario Base de
Schiff se consideran de tipo I, mientras que agaaltras que poseen un atomo d& 2n
su sitio activo son de tipo Il. Los mecanismos @Bccion se muestran en las Figuras 40 y

41, respectivamente.

Enz-NH
2 /Enz Rl\fo
0 & N
H - _Enz
Ay Ty @3 — \Q N
R
Hsi Hre AF R
HO
X=H, OH, NH
2 Hre
Enz-B:
H,O
_Enz
OH O J OH I\‘I
Rl)\/{kR '? Rl/H)\R
X X
Enz-NH,

Figura 40. Mecanismo de reaccién de una aldolasa de tipo .
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Dador: Rj\/ X

X = H, OH, NH,

Aceptor: j\

HWR1 H Rl

Figura 41: Mecanismo de reaccién de una aldolasa de tipo |l.

En general, las aldolasas poseen alta especifiggdada molécula dadora y baja
especificidad por la molécula aceptora. Por estamaestas enzimas permiten obtener
diversos compuestos variando preferencialmentastfato aceptor. Ademas, las aldolasas
toleran una amplia variedad de sustratos no natingl en la mayoria de los casos, la

estereoselectividad de la reaccion resulta alteeretecible [21].

Las aldolasas intervienen principalmente en el bo#temo de carbohidratos v,
debido a que la glucdlisis y la gluconeogénesis, woaconditio sine qua normara la
viabilidad celular, diversos organismos poseensest&imas. Se identificaron un gran
namero de microorganismos portadores de aldolésagie facilita la disponibilidad y el
aislamiento de estas enzimas para su uso comotdliaadores [22]. A continuacion se
describen brevemente las caracteristicas de Igogrde aldolasas asi como su aplicacion

en biotransformaciones.

7.1.3.1. Grupo I

Entre las aldolasas que pertenecen al grupo lutdsa 1,6-difosfato (FDP) aldolasa
(EC 4.1.2.13) posee la mayor utilidad sintéticdaEenzima cataliza la adicion aldolica
reversible de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y G&fPa formar FDP. Se aislaron un gran

namero de FPD aldolasas de tipo | y Il a partiruda extensa variedad de organismos
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procariotas y eucariotas. En particular, las FDd#blabas de musculo de conejahbit
muscle aldolaseo RAMA) y deE. coli, de tipo | y tipo Il respectivamente, se estudiaro
ampliamente y se hallan disponibles comercialmexfgesar de tener un pequefio grado de
homologia, FDP aldolasa d&e. coli y RAMA poseen casi la misma especificidad por
sustrato dador [21]. Por su parte, RAMA presenia @specificidad por DHAP pero muy
baja para el sustrato aceptor, de modo que pudigiigrarse 75 aldehidos estructuralmente
muy distintos al sustrato natural y adn asi todos productos tienen la misma
configuracion absoluta en los nuevos centros @srdBS,4R}reo [21]. Debido a la baja
especificidad por el sustrato aceptor que presBARIA, esta enzima resulta de gran
utilidad para la sintesis de una variedad de cédbatios y de sus analogos [23-26].

Los requerimientos para el sustrato dador son mués estrictos. COmo Unicas
variantes a DHAP, se encontraron algunas con usiwsion del grupo hidroxilo, en el
carbono adyacente al grupo fosfato, por un gruptlongela sustituciéon del grupo fosfato
por un grupo arseniato. De todas formas, la vedatide reaccién se ve reducida en un
orden de magnitud [20]. Dado que la DHAP disponitdenercialmente es costosa, se

disefiaron una gran variedad de estrategias patatencion [27].

Ademas de FDP aldolasa, en el metabolismo de caliadbs, se destacan otras tres
aldolasas diasterocomplementarias dependientesHiePDL-fuculosa 1-fosfato (FuclP)
aldolasa (EC 4.1.2.17),-ramnulosa 1-fosfato (RhalP) aldolasa (EC 4.1.2yl8gatosa
1,6-difosfato (TDP) aldolasa. De esta forma, eshp@generar todos los estereoisomeros
posibles de un diol a partir de la condensacioDAP y un aldehido [21]Liu et al.[24]

y Durrwachter et al. [28] utilizaron FuclP aldolasa y RhalP aldolasa enngess de

cetosas 1-fosfato poco comunes, asi como tambiéla esintesis de aza y desoxiaza
azucares. Dado que se observo que el productoadeida de TDP aldolasa presenta la
configuracion esperada y Unicamente con su sustedtoal, esta enzima carece de utilidad

sintética a menos que sea modificada por ingerderjaroteinas para tal fin [21].

7.1.3.2. Grupo IT

164



Capitulo 7

Las aldolasas més estudiadas de este grupo serdtaNazacetiineuramico (NeuAc)
aldolasa (EC 4.1.3.3) y la 3-desd@dmano-2-octulosonato (KDO) aldolasa (EC 4.1.2.23).

La NeuAc aldolasa cataliza la adicion reversiblepdavato yN-acetiimanosamina
(ManNAc) para formar NeuAc (0 mas comunmente denominadoo &gié@lico). NeuAc
aldolasa ha sido aislada de bacterias y animalkes gmbos casos, es de tipo |. Esta enzima
tiene una absoluta especificidad por su dador alafpiruvato, pero una especificidad baja

en cuanto al aldehido aceptor [21].

La sintesis de NeuAc es poco interesante debideaeg lo ha aislado de la leche de
vaca. Sin embargo, la produccion de analogos deAdl@s de gran interés ya que sus
derivados cumplen un papel importante en el redoniento bioquimico en mamiferos
[26]. En patrticular, los acidos polisidlicos estwolucrados en la adhesion celular y en la
comunicacion intercelular en bacterias y tejidosmdeniferos Spalstein et al[29] y Nagy
et al.[30] reportaron la produccién de poliacrilamidas goupos sialésidos en la posicion
alfa'y con polimeros de sialosidos, respectivamentiasEse emplean como inhibidores de

la aglutinacion de eritrocitos por la accion deuside la influenza [21].

KDO y su forma activada, CMP-KDO, son azucaresrimégliarios en la biosintesis
de la porcién de lipido A de los lipopolisacaridb®S) de las bacterias gram-negativas.
Por tal razdn, la produccion de analogos KDO revggtan interés debido a su potencial

funcion inhibitoria en la sintesis de LPS o derlatg@ina de union a LPS [21].

La KDO aldolasa condensB-arabinosa con piruvato para rendir KDO. Se ha
descubierto que la KDO aldolasa Aareobacterium barkeredcepta un gran niamero de

sustratos, incluyendo triosas, tetrosas, pentobasgsas.

7.1.3.3. Grupo III

La 2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa (DERA) esitéca enzima que pertenece al

grupo Il y utiliza como sustrato dador un aldehidoetaldehido. Esta aldolasa fue el
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biocatalizador implicado, en forma de células exgtgen el presente trabajo por lo cual sera

posteriormente descripta en mayor detalle.

7.1.3.4. Grupo IV

La treonina aldolasa, principal enzima de este@rogtaliza la condensacion aldolica
reversible entre glicina y acetaldehido para retndonina. Tanto |®- como laL-treonina
aldolasa son conocidas y ambas generan centraaeguoon absoluta estereoselectividad
[31]. En general, estas enzimas se utilizan eresalucion def-hidroxi-a-aminoacidos
[32]. Se reportaron muy pocos ejemplos de su empteseacciones de formacion de
uniones C-C. Entre ellos, se destacan la preparad® intermediarios de sintesis de
micestericina D, un potente inmunosupresor [33] ay dbtencion dep-hidroxi-o-
aminoé&cidos utilizados para la produccion de hextiges miméticos de ARN [34]. En

ambos casos se ha utilizaddreonina aldolasa (EC 4.1.2.5) @andida humicola

7.1.4. DERA: 2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa

La 2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa (DERA) (EQ.24) in vivo, cataliza la
condensacion reversible de gliceraldehido 3-fosf@®P) y acetaldehido, para generar 2-
desoxirribosa 5-fosfato (dR5P) [35] (Figura 42).

o o

o o ™
PS " i  DERA s 0
" CH H)I\AAO-'T—O — ot o
o OH OH (I)H
acetaldehido gliceraldehido 3-fosfato 2-desoxirribosa 5-fosfato

|
-0—P—0
o
H H H OH
H 1 ’
OH H

Figura 42: Reaccion catalizada vivopor DERA.

=0

oO—
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La reaccion de condensacion catalizada por DERFe exut sustrato aceptor natural,
G3P, y un dador aldehidico no natural, como propah&o, acetona y fluoracetona [21],
permite obtener desoxirribosas 2-sustituidas (Rigk®), siempre con configuraci&en el
carbono quiral generado. Estos compuestos sonmetkarios clave para la sintesis de
nucleosidos.

(0] (0]
)I\ + )‘\r\ i DERA o " 0
H H O-F—OH === H)\/Y\O_g_OH
OH Cl)H
dador no natural G3P dR5Ps 2-sustituidas

!

Figura 43: Reaccion de sintesis de desoxirribosas 2-suddswiatalizada por DERA.

Ogawa et al.[36] reportaron la sintesis de dR5P a partir deABH acetaldehido,
empleando células d€ebsiella pneumoniaeon actividad triosa fosfato isomerasa (TPI) y
DERA. Basandose en la publicacién anteridorinouchi et al. [37] lograron producir
dR5P a partir de glucosa, acetaldehido y ATP. Blimaclonaron y sobreexpresaron el gen
que codifica para DERA dé€. pneumoniaen una cepa dg. coli con actividad fosfatasa
negativa y utilizaron dichas células como biocasalor. Mas tarde, este mismo grupo de
investigadores se baso6 en el metabolismo fermeatds las levaduras para desarrollar una
estrategia que permitiera regenerar ATP en form@anduica a partir de glucosa en
simultaneo con la acumulacién de FDP. Luego, atitim dicho intermediario preparado
enzimaticamente, como material de partida para itdess de dR5P mediante la
biotransformacion disefiada anteriormente [38].
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Asimismo, las reacciones secuenciales catalizadasDERA permiten sintetizar
productos complejos y polifuncionales utilizandotenales de partida econémicos en
forma rapida e integrada. Cuando acetaldehido,detigado de éste, es el sustrato aceptor,
la condensacion con otra molécula de acetaldehadiughr al correspondienfehidroxi
aldehido. Luego, este compuesto interviene en egansla reaccion aldolica con otra
molécula dadora de acetaldehido para finalmentirrgs-dihidroxi aldehido. La reaccion
en cadena es terminada en este nivel de la cadead#o a la formacion de un hemiacetal
estable, el cual no posee un grupo aldehido liperytanto no puede actuar como aceptor

en la reaccion aldolica [23] (Figura 44).

0
H)H
R OH 0 OH OH
S O U S P
R H T H” “CH, R H
0
H CHz

Figura 44: Reaccion secuencial catalizada por DERA.

Gijsen [39] y Wong [40] desarrollaron en forma eficiente reaccionesusnciales
catalizadas por DERA para obtener cadenas lateyalesles de compuestos denominados
estatinas. Estos son inhibidores de la 3-hidromiedHglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa,
una enzima que disminuye los niveles de colest®ichos compuestos tienen valores de
venta en el mercado mundial de aproximadamente203$illones. Entre ellos se destacan
atorvastatina y rosuvastatina, comercializadosRimer y AstraZeneca como “Lipitor” y

“Crestor”, respectivamente [41].

Wong et al [40] informaron la aplicacion de un microorgan@smecombinante
conteniendo DERA en la sintesis de una variedadndéogos de azlcar, tio-azUcares, y
precursores de glicolipidos, demostrando que lav@nes capaz de aceptar una variedad de

sustratos.
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7.1.4.1. Estructura

Valentin-Hansen et a[42] secuenciaron el gen que codifica DERAHKIecoli K12 y
determinaron que el mondmero de dicha proteinagpoeepeso molecular de 28 kDa y
consiste en 259 residuos aminoacidicos. LueBarbas et al [35] subclonaron y
sobreexpresaron el gen de DERAHecoli K12 enE. coli EM2929. Actualmente, tanto
DERA de E. coli K12 como de lLactobacillus plantarumse hallan disponible

comercialmente. Esta Ultima posee 215 aminoacideng un peso molecular de 23 kDa.

En general, las aldolasas tienen estructura muitand43, 44]. Originalmente se
reporto la existencia de DERA tanto como mondmeddnaero en solucion [42]. Estudios
recientes confirmaron que la enzima se halla emdomonomérica ebuffer Tris-HCI-

EDTA, mientras que ebufferfosfato se la encuentra en forma dimérica [45].

7.1.4.2. Organizacion génica

El operondeocontiene cuatro genes estructurales que codifinaimas involucradas
en el catabolismo de nucledsidos. Dichos geneslso§ deoA deoBy deoD codificantes
de DERA, PyNP, PPM y PNP, respectivamente [46]URg5). La transcripcion de los
cuatro genes a partir de los promotores adyacdpitey P2es inducida por dR5P y
reprimida por la proteina deoR. Por otra parteérdascripcion a partir de P2 depende del
complejo CRP/cAMP, es estimulada por citidina onadéa y regulada negativamente por
la proteina cytR. Por ultimo, la transcripcion atipade P3 es inducida por inosina o

guanosina y reprimida por una proteina descongtila
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Figura 45; Estructura del operéaea [42] ValentinHansen, P.; Hammer, K.; Love Larsen, J.
Svendsen, |. (1984Nucleic Acids Research?, 5211-5224.

Se demostré que bacterias corho plantarum [47], E. coli [48], Salmonella
typhimurium [49] y Bacillus cereus[50] pueden utilizar 2-desoxirribosa libre exégena
como fuente de carbono y energia por accion de gesas, seguida por la fosforilacion
mediada por la enzima 2-desoxirribosa kinasa panair dR5P y por la subsiguiente
descondensacion catalizada por DERA [49].

Por otra parte es importante destacar que la Entpsmica de pentosas y
desoxipentosas 5-monofosfato requiere varios pas®sproteccion y deproteccion
utilizando generalmente condiciones que deben seéctamente controladas y solventes
toxicos. La importancia de encontrar nuevos bidieaidores para la produccion de dR5P
radica en que las rutas de sintesis de ésta otiti@ao materias primas compuestos de bajo
costo comercial, como por ejemplo glucosa, y caodes suaves de reaccion generando

productos enantioméricamente puros.

En esta parte del trabajo se describsceteningerarquico empleado para encontrar
células enteras bacterianas que contienen DERA, etoin de ser empleadas como
biocatalizadores para preparar DR5P utilizando tirgz econdmicos. Las mezclas de
reaccion obtenidas se acoplaron a la sintesis stexiheicledsidos empleando las enzimas

PPM y nucleésido fosforilasas segun la estratelgiatgada en el actual Capitulo.

170



Capitulo 7

7.2. Materiales y Métodos

7.2.1. Materiales

Todos los productos empleados fueron de calidaltianal.os sustratos y reactivos y
la enzima timidin-fosforilasa (TP) fueron de SigAddrich. Las drogas para los medios de
cultivo fueron de Anedra, Britania y Sigma-Aldridba enzima fosfopentomutasa (PPM)
fue cedida gentilmente por Taverna-Porro, M., INGEBONICET. Los solventes
utilizados para el analisis cuali-cuantitativoy@lelado y para HPLC fueron de Sintorgan,

Biopack y Carlo Erba, respectivamente.

7.2.2. Metodologia
7.2.2.1. S5creening de microorganismos que contienen DERA

7.2.2.1.1. 5creening primario

Los microorganismos (109 cepas) fueron cultivadosnedio liquido de induccién
(MI) con la siguiente composicion (p/v): KPO, 0.1%, KHPO, 0.1%, MgSQ- 7H,0O
0.03%, extracto de levadura 0.01%, /IHO0.2% y 2-desoxirribosa (DR) 0.3% (esterilizada
por filtracion), en agua, y bajo las condicionegugntes pH 7.0, 28°C y 200 rpm. El
indculo se realiz6 a partir de un stock almacenad®0°C.Se consideraron positivos
aguellos cultivos en los que se observo turbidezocmdicador de crecimiento bacteriano

respecto de un control negativo sin indculo luegd8h de crecimiento.
7.2.2.1.2 Screening secundario

Las microorganismos se cultivaron en presenciadd@en®M de acetaldehido en medio

de cultivo liquido y a la temperatura (T) y tiemgb® crecimiento 6ptimos (t) para cada uno
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de ellos, de acuerdo a la Coleccibn Americana diiv@s Tipo (ATCC, del inglés
American Type Culture Collectipnsegun se detalla a continuacidmromonagqT: 30°C,

t: 1 dia),PseudomonaéT: 26°C, t: 1 dia)Bacillus (T: 30°C, t: 1 dia)Achromobacte(T:
30°C, t: 2 dias)Citrobacter(T: 37°C, t: 1 dia)EnterobacterT: 37°C, t: 1 dia)Klebsiella
(T: 37°C, t: 2 dias),Escherichia (T: 37°C, t: 1 dia),Proteus (T: 37°C, t: 1 dia),
XanthomonagT: 26°C, t: 1 dia)Cellulomona(T: 30°C, t: 1 dia)StaphylococcuéT: 37°C,

t: 1 dia),Micrococcus(T: 30°C, t: 1 dia)Agrobacterium(T: 26°C, t: 2 dias) perratia(T:
26°C, t: 5 dias) se crecieron en medio Luria BrtB); Erwinia (T: 30°C, t: 1 dia) y
Arthrobacter (T: 26°C, t: 2 dias) en Medio ICorynebacterium(T: 30°C, t: 2 dias) y
Brevibacterium(T: 30°C, t: 2 dias) en med@orynebacteriumLactobacillus(T: 37°C, t: 1
dia) en MRS broth (oxoid CM359)Streptomyces(T: 28°C, t: 5 dias) en medio
Streptomycesmientras quéNocardia (T: 30°C, t: 1 dia) en medio YEME (agar Bennett).
En el Anexo | se muestra en detalle la composid®fos medios de crecimiento para cada

microorganismo.

Del mismo modo que para gtreeningprimario, se consideraron positivos aquellos
cultivos en los que se observo turbidez como imfticale crecimiento bacteriano respecto

de un control negativo sin indculo luego de 48lcr@eimiento.

7.2.2.2. Preparacion de los biocatalizadores

Las cepas seleccionadas en la etapa anterior feezoias en medio liquido y en las
condiciones Optimas, detalladas anteriormente ahfaste exponencial media. Luego, se
tomo6 un volumen equivalente al 10% (v/v) del volante MI a utilizarse (250 mL) y se
centrifugé a 3000 rpm durante 15 minutos. El palketcélulas fue utilizado como inéculo
en MI. Estos subcultivos fueron mantenidos a 28°2ZD§ rpm durante aproximadamente
20h. Luego, se centrifugaron en las condicionesri#as anteriormente, se descartaron los

sobrenadantes y las células hiumedas enteras futipadas como biocatalizadores.
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7.2.2.3. Biotransformaciones

7.2.2.3.1. Preparacion de DR5P a partir de gliceraldehido 3-fosfato (MR1)

La mezcla de reaccidon compuesta por biocatalizabér (p/v),D-L gliceraldehido 3-
fosfato 98.7 % (p/v), acetaldehido 200 mNbyffer Tris—HCI 200 mM pH 9 (en 1 mL de
volumen final) se agité a 200 rpm y 28°C durantel2fs mezclas se centrifugaron a 11000
rpm por 3 minutos y se analizaron los sobrenadgue€CD.

7.2.2.3.2. Preparacion de DR5P a partir de glucosa (MR2)

La mezcla de reaccion estandar compuesta por blaaator 12.5% (p/v), glucosa
500 mM, MgSQ-7H0O 15 mM, adenosina 5’-trifosfato (ATP) 15 mM, xieed% (v/v),
acetaldehido 200 mM vy buffer fosfato de potasio & pH 7.5 (en 1 mL de volumen
final) se agité a 200 rpm y 28°C durante 3h. Lagatas se centrifugaron a 11000 rpm por
3 minutos y los sobrenadantes se analizaron por.CCD

La biotransformacion optimizada involucré la aditide 0.4% (v/v) de Tween-20
(MR2-T).

Para el ensayo de obtencion de desoxinucledsidoeizla de reaccion se liofilizé
utilizando un equipo Freezone 4.5 LABCONCO, y suspendio en 1 mL dauffer Tris-
HCI 80 mM pH 8.0.

7.2.2.3.3. Preparacion de DR5P a partir de fructosa 1,6-difosfato (MR3)

La mezcla de reaccion compuesta por biocataliza88t (p/v), acetaldehido 400
mM, xileno 1% (v/v), fructosa 1,6-difosfato 50% \(v/de una solucidon obtenida segun

Horinouchi et al[38] (procedimiento detallado a continuacion) agna destilada (1 mL de
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volumen final) se agit6é a 200 rpm y 28°C durantel3ts mezclas se centrifugaron a 11000

rpm por 3 minutos y los sobrenadantes se analizzopCD.

Preparacion de FDP:

a) Autolisado de levadura: Se traté levadura comef38b (p/v) con tolueno 16%
(v/v) en buffer fosfato 176 mM pH 7 durante 1h &@7sin agitacion. Se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos, se d&scarsobrenadante y las

células de levadura obtenidas se usaron como sadolipara obtener FDP.

b) Produccion de FDP: Se incubé el autolisado de l&ea80% (p/v) con glucosa
1100 mM, KHPQ, 375 mM, KHPQ, 375 mM, MgSQ- 7H,0 30 mM y AMP 15
mM a 37°C durante 7h, sin agitacion. Se centrifiagdezcla y el sobrenadante se

emple6é como fuente de FDP.

7.2.2.3.4. Preparacién de DR5P a partir dihidroxiacetona fosfato (MR4)

La mezcla de reaccion compuesta por biocatalizd®é6 (p/v), dihidroxiacetona
fosfato 98.7 mM, acetaldehido 200 mM y agua dektileen 1 mL de volumen final) se
agitd a 200 rpm y 28°C durante 3h. Las mezclasesgritugaron a 11000 rpm por 3

minutos y los sobrenadantes se analizaron por CCD.

7.2.2.3.5. Biotransformaciones con detergentes
Se agregdé a MR1 0.4% (v/v) de surfactante Trit6lOR- 6 Nonidet P-40 y se

continud con el procedimiento de la biotransforma@standar.

7.2.2.3.6. Sintesis de desoxinucledsidos

El medio de reaccion para la obtencion de desoledemlos (timidina, Td;

desoxiuridina, dU; 5-bromo 2’-desoxiuridina, 5Brd@dpnsistio en: MnGl 1mM, -
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mercaptoetanol 0.2 M, base pirimidinica 6 mM, PPNI5SOmL (de una solucion 0.32
mg/mL), TP 25uL (de un stock de 1.4 KU/mL) y 0.25 mL de la sofucide dR5P
obtenida previamente, en 1 mL de volumen final @ffeb Tris-HCI 80 mM pH 8.0, 45°C y
160 rpm. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempesagregd 17% (v/v) HCI 2N para
detener la reaccion y cada muestra se centrifugdd@O0 rpm por 3 minutos. Los

sobrenadantes se almacenaron a -20°C para sui@oatelisis.

7.2.2.4. Métodos analiticos

Cromatografia en capa delgada (CCD)

La deteccidn de los productos de reaccion se kevabo mediante CCD, utilizando
placas de aluminio de silica gel 6@F Para el caso de dR5P y dR se empled n-
butanol/isopropanol/¥0 3:12:4 (v/viv) como fase movil. dR5P y dR (Rfs2®y 0.64,
respectivamente) se detectaron usando anisaldébtd(v/v) y HSO, 2% (v/v) en &cido
acético como manchas purpuras, a 100°C. Por otr, pia deteccion de productos
desoxinucleosidicos se llevé a cabo utilizande@}piMeOH 90:10 (v/v) como fase movil

y el revelado se realiz6 por UV.
Andlisis cuantitativo

El analisis cuantitativo de dR5P se llevd a cabaliame un método colorimétrico
segunBurton [51]. Para ello, se disolvié 1.5 g de difenilamar@a98.5 mL de &cido acético
glacial y 1.5 mL de acido sulftrico concentraddysimn 1). Por otra parte, se preparé 500
uL de una solucion 16 mg/mL de acetaldehido (séfu2). Luego, se mezclaron 20 mL de
la solucion 1 y 100 pL de la solucion 2 para forralareactivo. Se realizé una curva de
calibraciéon tomando 100 pL de reactivo y 50 pL deestras patron de 5 a 95 pg/mL de
dR5P. Las mezclas se incubaron a 30°C durante 2@hnyidié absorbancia a 600 nm con
un lector de microplacas Rayto RT-2100C. Las massticognitas fueron tratadas de la

misma forma que las muestras patron.
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La cuantificacién de nucledsidos y nucleotidos denina se realiz6 mediante HPLC
utilizando un equipo Gilson con detector UV (254)nimyector automéatico y columna
GraceSmart, C18 fase reversa, 150 mm x 4.6 mpm5Se utilizé 12 minutos deuffer
TEAA 100 mM pH 7.0/ACN (97/3 vol/vol) con flujo 0/@L/min, a temperatura ambiente.

Para el andlisis y cuantificacion de desoxinuctisise utiliz6 agua/metanol (90/10
vol/vol) por 15 minutos, con flujo 0.9 mL/min, amperatura ambiente. La Tabla 27
muestra los tiempos de retencion de las basesiginitas utilizadas y sus respectivos

desoxinucledsidos.

Base Tr (min) 2’-desoxinucleésido Tr (min)
uracilo 2.74 2’-desoxiuridina 4.53
5-bromouracilo 5.61 5-bromo 2’-desoxiuridina 12.11
timina 4.96 timidina 8.51

Tabla 27: Tiempos de retencion de bases y sus desoxinimbsds
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7.3. Resultados y discusion

7.3.1. Blisqueda de biocatalizadores

Con el objetivo de hallar microorganismos con adtid DERA, se llevaron a cabo

dosscreeningsonsecutivos sobre el cepario perteneciente anolabbratorio.

7.3.1.1. Screening primario

DERA es una enzima perteneciente al metabolisnaedexirribosa (dR) con lo cual,
al cultivar los microorganismos en un medio minioom dR como fuente de carbono y
energia, su crecimiento indica la induccién de dmzimas de dicho metabolismo,
incluyendo DERA [49, 52]. De las 96 cepas que campola coleccion de bacterias, se
hallaron 41 capaces de crecer en medio de induddlipel cual contiene dR como Unica
fuente de carbono (Tabla 28).

Microorganismo Cadigo Microorganismo Cadigo
ATCC ATCC
Achromobacter cycloclastes 333 Erwinia carotovora 33260
Aeromonas hydrophila 15467 Erwinia carotovora 15713
Aeromonas hydrophila 13442 Escherichia coli 4157
Aeromonas punctata 14486 Lactobacillus acetotolerans 43578
Aeromonas salmonicida 14174 Lactobacillus plantarum 20174"
Aeromonas salmonicida 19261 Micrococcus luteus 9341
Aeromonas salmonicida 33658 Micrococcus luteus 4057
Agrobacterium tumefaciens 4067 Norcardia asteroides 19247
Arthrobacter oxydans 14359 Pseudomonas stuzeri 17588
Bacillus cereus 11778 Serratia macescens 14041
Bacillus cereus 10876 Serratia rubidaea 27593
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Bacillus thermoglucosidasius 43742
Brevibacterium linens 9175
Brevibacterium linens 9172
Cellulomonas celulans 27402

Corynebacterium ammoniagenes 19350

Enterobacter aerogenes 13048
Enterobacter cloacae 4214
Enterobacter cloacae 960
Enterobacter cloacae 4502
Enterobacter cloacae 13047

Streptomyces baldaccii
Streptomyces blastmyceticus
Streptomyces cattleya
Streptomyces griseus
Streptomyces griseostramineus
Streptomyces sp.
Streptomyces sp.
Thermoactinimyces candidus
Xanthomonas fragariae

27429
19731
35852
23921
19768
11238
27448
27868
33239

Tabla 28: Microorganismos seleccionados en el screeningaio.  Codigo de la Coleccion
Espafiola de Cultivos TipdCédigo de la colecciéBeutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbKDSM).

7.3.1.2. Screening secundario

Las biotransformaciones propuestas demandan ate®istraciones de acetaldehido,

el sustrajo dador, para favorecer la reaccion del@wsacion catalizada por DERA por

sobre la de descondensacion. Debido a que los astgaude esta naturaleza presentan

elevada citotoxicidad, resultd necesario hallarrauoganismos que puedan tolerar las

condiciones de dichas biotransformaciones.

Las cepas bacterianas seleccionadas en la efa @@ screeningse crecieron en

sus condiciones optimas y en presencia de acetd@®0 mM. Los resultados fueron

analizados con el mismo criterio utilizado enseteeningprimario, encontrandose, entre

los 41 candidatos, 8 microorganismos positivos i@ ap).
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Microorganismo Cdédigo ATCC
Streptomyces griseostramineus 19768
Streptomyces griseus 23921
Streptomyces baldaccii 27429
Streptomyces cattleya 35852
Streptomyces sp. 11238
Erwinia carotovora 33260
Erwinia carotovora 15713
Lactobacillus plantarum 14917

Tabla 29 Microorganismos seleccionados es@&leeningsecundario.

7.3.2. Biotransformacion utilizando gliceraldehido 3-fosfato como material de

partida

En primera instancia, y con el fin de estudiar daccion con el sustrato aceptor
natural de DERA, se usé G3P como material de partisdhs ocho microorganismos
seleccionados en streeningsecundario se evaluaron como biocatalizadordagartdo las
condiciones descriptas en Materiales y Métodos ciiR@, siendo G3P y acetaldehido los

materiales de partida.

En la primera reaccion estudiada para la sintesidRbP, se obtuvieron resultados
positivos utilizanddErwinia carotovoraATCC 33260 como biocatalizador. Con esta cepa
se realizd una cinética de reaccion tomando difesetiempos y se encontré que 3h era el
tiempo Optimo para obtener mayor conversion de dR&Bgo de ese tiempo se observo

disminucion en la cantidad del producto de reacd#irido al metabolismo celular.

Luego, se ensayaron las 7 cepas restantes y sev@lzpee Streptomyces griseus
Lactobacillus plantaruny Erwinia carotovoraATCC 15713 fueron capaces de producir
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dR5P. Para el caso de las cepasStteptomycesestantesse detecté dR en la mezcla de

reaccion (Tabla 30) debido, probablemente, a lbaade fosfatasas celulares.

Material de partida
Microorganismo G3pP
Presenciade dR5P

dR (mM)
Streptomyces griseostramineus + -
Streptomyces griseus - 7.5
Streptomyces baldaccii + -
Streptomyces cattleya + -
Streptomyces sp. + -
Erwinia carotovoraATCC 33260 - 10.1
Erwinia carotovoraATCC 15713 - 9.9
Lactobacillus plantarum - 7.8

Tabla 30: Resultados obtenidos con todos los biocatalizzlensayados utilizando MR1.

7.3.3. Biotransformaciones a partir de glucosa como material de partida

Dado que G3P es un compuesto de alto valor conmhasii@omo un metabolito de la
glucdlisis, se propuso utilizar otros intermediarglucoliticos de menor costo [37], como
glucosa, para generan situ G3P (Figura 46). De esta manera, los microorgarssmo
seleccionados en streeningsecundario se ensayaron como biocatalizadorézantilo las
condiciones descriptas en Materiales y Métodos ctiiR2. Esta mezcla de reaccion
contiene ATP y MgS@en cantidades cataliticas con el fin de favorkceintesis de G3P a
partir de glucosa. Se agregd xileno como agentenp®@de modo de favorecer el ingreso de

ATP alas células.
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OH OH

gliceraldehido 3-fosfato

Figura 46: Camino metabdlico de formacion de dR5P. Se maiéstgeneracion de-
gliceraldehido 3-fosfato a partir de glucosa asi@ale otros intermediarios glucoliticos.

El andlisis cualitativo por CCD (Tabla 31) mostndede. carotovoraATCC 33260
fue la Unica cepa capaz de producir solo dAESRarotovoraATCC 15713 produjo dR5P
asi como dR y para el caso Sgzeptomyces griseostraminesso se detectd presencia de
dR probablemente debido a la actividad fosfatakdacecomo para el caso de MR1. Tanto
la glucosa como los intermediarios generados emethbolismo de la misma pueden
formar parte de otros procesos metabdlicos, lo podtia explicar los resultados negativos
obtenidos para las cepas restantes.
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Material de partida

Microorganismo Glucosa

Presencia| dR5P
de dR (mM)
Streptomyces griseostramineus + -

Streptomyces griseus - -
Streptomyces baldaccii - -
Streptomyces cattleya - -
Streptomyces sp. - -
Erwinia carotovoraATCC 33260 - 8.6
Erwinia carotovoraATCC 15713 + 17.4

Lactobacillus plantarum - -

Tabla 31: Resultados obtenidos con todos los biocatalizzzlensayados utilizando MR2.
"Suma de dR y dR5P.

7.3.4. Biotransformaciones a partir de fructosa 1,6-difosfato

Con el objetivo de evaluar otro intermediario dlitco como material de partida para
generar G3mn situ (Figura 46), se llevé a cabo un proceso sencillépydo de obtencion
de FDP [38]. Si bien el sustrato inicial de estecpso es glucosa, las levaduras de pan
generan, a través de un proceso fermentativo, FDBuenas concentraciones utilizando
fosfato inorganico como dador de fosfato y sin éxasidad de agregar ATP, como si
ocurre con MR2. De este modo, la mezcla de reacc@rneniendo FDP a partir de
levadura de pan se utilizo directamente como nadtde partida para la biotransformacion
con los microorganismos seleccionados enseleening secundario, utilizando las
condiciones descriptas como MR3 en la metodologieste Capitulo. Dado que FDP, G3P
y DHAP forman parte de upool metabdlico (Figura 47), el consumo de G3P catdtiza
por DERA produce un desplazamiento del flujo meiab6 hacia una mayor
descondensacion de FDP.
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/ E DR5P

DERA

acetaldehido

Figura 47:. Reacciones metabdlicas implicadas en la biotoamsfcion a partir de FDP.
En negrita se sefialan los sustratos de la biotranation y recuadrado se muestraabl de
metabolitos glicoliticos.

Material de partida
Microorganismo FDP
Presencia dR5P

de dR (mM)
Streptomyces griseostramineus - -
Streptomyces griseus - 9.8
Streptomyces baldaccii - 3.5
Streptomyces cattleya - 6.4
Streptomyces sp. - -
Erwinia carotovoraATCC 33260 - 9.7
Erwinia carotovoraATCC 15713 - 4.7
Lactobacillus plantarum - 7.1

Tabla 32: Resultados obtenidos con todos los biocatalizzlensayados utilizando MR3.

Se identificaron seis cepas positivas para lasigtee dR5P las cuales no presentaron
produccidon de dR (Tabla 32). Esto ultimo podriaaisé a la presencia de inhibidores de
fosfatasas contenidos en la mezcla de reacciorepi@nte de la reaccidén con levadura para

la obtencion de FDP. Segun datos bibliograficod, [E® levaduras que son sometidas a
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algun tipo de estrés, como la modificacion de smhrana celular por medio de agentes
porantes como el tolueno, producen varios compsesaaiante una serie de reacciones en
cascada en respuesta a ese estrés, siendo ures theadsculas el glicerol fosfato, que es un
inhibidor de fosfatasas [54].

7.3.5. Biotransformaciones a partir de dihidroxiacetona fosfato

Si bien el alto costo y la baja estabilidad de DHA® justifican su uso en
biotransformaciones a mediana y gran escala, ssidad interesante llevar a cabo la
produccién de dR5P con dicho sustrato a fin de emardos resultados obtenidos con éste
y otros materiales de partida. En dicho contexity se evaluaron dos microorganismos,
los que lograron producir dR5P en todas las bisfemmaciones anteriore€rwinia
carotovora ATCC 33260 yErwinia carotovora ATCC 15713 (Tabla 33). Como se
esperaba, ambos produjeron dR5P debido a que elibequde la reaccion de
isomerizacion catalizada por triosafosfato isonerdsl) se halla desplazado hacia G3P
(Figura 47).

Material de partida
Microorganismo DHAP
Presencia dR5P
de dR (mM)
Erwinia carotovoraATCC 33260 - 10.5
Erwinia carotovoraATCC 15713 - 7.2

Tabla 33: Resultados obtenidos con todos los biocatalizzzlensayados utilizando MR4.

7.3.6. Comparacion de los resultados obtenidos en las diferentes

biotransformaciones
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En resumen, las cepas d@winia carotovora fueron los biocatalizadores mas
versdatiles debido a que generaron dR5P a partitodes los sustratos ensayados,
alcanzando concentraciones mayores a 4.5 mM. Eabt 34 se muestra un resumen de

los resultados obtenidos.

Sintesis biocatalizada de dR5P utilizando diferentateriales de partida
Presencia dR5P | Presencia dR5P | Presencia dR5P | Presencia dR5P
dedR | (mM) | dedR | (mM) | dedR | (mM) | dedR | (mM)
Streptomyces + - + - - - N/D N/D
griseostramineus
Streptomyces griseus - 7.5 - - - 9.8 N/D N/D
Streptomyces baldaccii + - - - - 3.5 N/D N/D
Streptomyces cattleya + - - - - 6.4 N/D N/D
Streptomyces sp. + - - - - - N/D N/D
Erwinia carotovora . 10.1 - 8.6 . 9.7 . 105
ATCC 33260
Erwinia carotovora - 9.9 + 17.4 - 4.7 - 7.2
ATCC 15713
Lactobacillus plantarum - 7.8 - - - 7.1 N/D N/D

Tabla 34: Resumen de los resultados obtenidos con toddsdoatalizadores ensayados en cada
medio de reaccion.

N/D: No determinadcSuma de dR y dR

Para las reacciones biocatalizadas a partir de G3frato natural de DERA, es
evidente que todos los microorganismos ensayadmtujgron en algin momento dR5P,
sin embargo para el caso de las cepas del g&teptomycesa excepcion d8. griseusla

accion rapida de fosfatasas no permitio obteng@reducto de interés pero si dR.

En el caso de las reacciones biocatalizadas a gartilucosa, precursor de G3P, solo
tres cepas fueron positivas para la obtencion dePdRas dos cepas derwinia, E.
carotovoraATCC 33260 y 15713asi comoStreptomyces griseostramine@asinque estos
dos ultimos fueron positivos para dR. El resultadegativo para el resto de los

microorganismos podria atribuirse a que, como seimeo anteriormente, tanto la glucosa
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como los intermediarios generados en el metaboldgnia misma, pueden formar parte de
otros procesos metabdlicos y encontrarse dispandiiemenor medida para continuar con
el camino de sintesis de dR5P.

Para las reacciones a partir de FDP se encontraayormente resultados positivos
para la sintesis de dR5P. Esto se debe a que FDPR m®cursor directo de G3P, con lo
cual los microorganismos positivos para MR1 tamd@rfueron para este medio. Sin
embargo no se obtuvo dR como producto en ningudosdeasos lo cual podria deberse a
la presencia de inhibidores de fosfatasas celufa@senientes del medio de reaccidén con
levaduras, como se menciond anteriormente. Para cado de Streptomyces
griseostramineuy Streptomyces sgse medio de reaccién no solo produce inhibicen d
las fosfatasas sino que también produciria algim die inhibicion sobre la actividad de
DERA ya que no se detectdé dR5P.

Finalmente y como se esperaba, los ensayos readizagartir de DHAP con las dos

cepas dé&rwinia resultaron positivos.

Considerando el costo de los materiales de paytidasencillez de las condiciones
experimentales, la glucosa (MR2) fue el precursag @G3P elegido para la
biotransformacion . carotovoraATCC 33260 fue seleccionado como el biocatalizador

adecuado para estudiarlo con mayor detalle.

Paralelamente a los ensayos realizados y con eivibde encontrar las condiciones
Optimas de la biotransformacion en MR2, se evaduidfluencia del tiempo de induccion
en MI, asi como el tiempo Optimo de reaccion, zdiido el biocatalizador seleccionado.
Para ello,E. carotovoraATCC 33260 se cultivd en su medio Optimo de cremimo y se
subcultivd en MI. La incidencia del tiempo de indidn sobre la produccion de DERA se
ensay6 a 0, 12, 24, 48 y 72h. Posteriormente yetdin de identificar el tiempo de
reaccion optimo, cada fraccion se us6 como bideatidr usando las condiciones MR2 y
se tomando muestras a 0.5, 1, 2, 3 y 4h. Mediah@n&lisis por CCD y posterior
cuantificacion de dR5P (Figura 48), se determiné lgs células inducidas por 12h y 24h

lograron generar mayores conversiones del prodlietanduccion durante 12h permitio
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alcanzar 6.2 mM mientras que con 24h de induccadncElulas generaron 8.6 mM de
dR5P, siendo 3h el tiempo 6ptimo de reaccion enoanalasos. Los tiempos de reaccion
correspondientes a las 0.5h y 2h no mostraron peesele producto y para el caso de las
4h de reaccién la conversion fue practicamentel igda obtenida a las 3h, para todos los

los tiempos de induccion.

Concentracion dF

3h de reaccién

1h de reaccién

Tiempo de Induccién (h)

0 12 24
@ 1h de reacciéon 0 0 0,98
@ 3h de reaccion 0 6,2 8,6

Figura 48: Incidencia del tiempo de induccion y reacciériaabtencion de dR5P, utilizan@o
carotovoraATCC 33260 en condiciones de MR2.

Se ha reportado el uso de condiciones de MR2 y MRBzando células
recombinantes d&. coli 10B5, fosfatasa-negativa, que expresan DERAKtbsiella
pneumoniad37]. Utilizando dicho biocatalizador obtuvierorBGnM de dR5P a partir de

MR2, valor menor al obtenido en este trabajo @ildo microorganismos salvajes.

7.3.7. Biotransformaciones con detergentes
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Con el objetivo de incrementar los rendimiento®nlatos, se evaluod la incidencia del
uso de otros agentes porantes de modo de favakiogreso de ATP a les células y poder

alcanzar dicho objetivo.

La desorganizacion de membranas biologicas med#&niso de surfactantes ha sido
ampliamente estudiada en procesos biotecnolégicom células enteras de
microorganismos con el objetivo de facilitar tatdoincorporacion de los sustratos a la
célula como la salida del 6 los productos de ist¢dé]. En el caso de las bacterias gram
negativas, estos compuestos son empleados parar ljpeteinas del espacio periplasmico
o bien para incrementar la permeabilidad de la mangbcitoplasmatica. Particularmente,
para este ultimo fin suelen utilizarse detergentegonicos, dado que su accion es menos

agresiva respecto de los surfactantes iénicos.

Como se mencion6 anteriormente, MR2 fue considecadm el medio modelo para
la biotransformacion de interés. En éste, la pr@aate ATP es necesaria para promover la
oxidacion de la glucosa por la via glicolitica. Rtlo, el agregado de xileno permite no
s6lo que dicho compuesto pueda ingresar a lasasélsino también que dR5P pueda
liberarse al medio de reaccion. En consecuencia, eoobjetivo de maximizar la
incorporacién de ATP a las células, se procediéstadér el efecto del agregado de
detergentes no ionicos a MR2. Para tal Riorinouchi et al.[37] reportaron el uso de
polioxietilenlaurilamina, surfactante empleado ea industria textil oriental, en
biotransformaciones con microorganismos recomb@sanbado que la accesibilidad de
dicho compuesto es limitada, se optd por utilizamg alternativa otros detergentes no
ionicos del tipo de los polioxietilenos, entre tasles se encuentran Tween-20, Triton X-
100 y Nonidet P-40. El analisis cualitativo pertniieterminar qué&rwinia carotovora
ATCC 33260 fue capaz de producir dR5P en presateiaada uno de los detergentes
ensayados. El analisis cuantitativo posterior ndogtre Tween-20 y Nonidet P-4 fueron
capaces de incrementar la permeabilidad de ATPnzdc@lo rendimientos mayores

respecto al control sin detergentes (Tabla 35).
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Detergente dR5P (mM)
Ninguno 8.6
Tween-20 14.1
Tritéon X-100 6.5
Nonident P-40 10.6

Tabla 35: Resultados obtenidos cé&n carotovoraATCC 33260 en condiciones de MR2 mediante
el agregado de diferentes detergentes.

7.3.7.1. Andlisis de la incorporacion de ATP a las células por HPLC

Se estudio la incorporacion de ATP a las céluladianée la cuantificacion por HPLC
de dicho compuesto y de sus productos de desflagion, ADP y AMP, en el medio de

reaccion.

En todas las biotransformaciones evaluadas setdetdemas ADP, AMP, adenosina

y adenina, tanto en presencia como en ausenciaetdegdnte (Figuras 49, 50 y 51).
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Figura 49: Andlisis de la biotransformacion estandar (sitedgntes) coirwinia carotovora

ATCC 33260en MR2. Asignacion de picos: 6, adenina; 8, adeapdi0, AMP; 11, ADP; 12,
ATP.
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Figura 50: Andlisis de la biotransformacion c&mnwinia carotovoraATCC 33260en MR2 con
Nonidet P-40. Asignacién de picos: 6, adeninagénasina; 9, AMP; 10, ADP; 11, ATP.
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Figura 51: Andlisis de la biotransformacién c@&nwinia carotovoraATCC 33260en MR2 con
Nonidet P-40. Asignacion de picos: 6, adeninagénasina; 9, AMP; 10, ADP; 11, ATP.

En las Tablas 36, 37 y 38 se muestran las éareadivesd de ATP en las

biotransformaciones ensayadas.
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Compuesto Tr (min) Area

adenina 3.21 1162756
adenosina 4.29 1932138
AMP 5.03 1759317
ADP 6.04 1609450
ATP 7.42 626181

Tabla 36; Andlisis de la
biotransformacion estandar mediante

HPLC.
) Area ) Area
Compuesto Tr (min) Area relativa Compuesto Tr (min) Area relativa
(%) * (%) *
adenina 3.20 1.721.437 148 adenina 3.16 1.787.256 154
adenosina 4.28 4.127.781 214 adenosina 4.30 3.761.584 195
AMP 5.06 456.336 26 AMP 5.12 169.246 10
ADP 6.10 513.633 32 ADP 6.18 313.290 19
ATP 7.41 444,133 71 ATP 7.33 412.946 66
Tabla 37: Analisis de la biotransformacion con Tabla 38 Andlisis de la biotransformacion con
Tween-20 mediante HPLESe tomé como 100% Nonidet P-40 mediante HPLESe tomé como
el &rea de cada compuesto calculada en la 100% el area de cada compuesto calculada en la
biotransformaciéon estandar. biotransformaciéon estandar.

El andlisis de las areas relativas permitié deteamgue el area de ATP en todas las
biotransformaciones evaluadas fue menor respedt @ndicion estandar. Este hecho
concuerda con la accion porante de los detergeetesitiendo un mayor ingreso de ATP a
las células, recuperando en el sobrenadante uneemibacion menor respecto a las
condiciones sin detergentes. Ademas, se estabbpoidlas areas correspondientes a
adenosina y adenina fueron mayores en las biotanationes en las que se empled
surfactantes. El incremento en el area de estosatopuestos pudo deberse a la accién de

dos tipos de enzimas, en primer lugar las fosfatapee por desfosforilacion generan ADP,

191



Capitulo 7

AMP vy finalmente adenosina, y en segundo lugarniadedsido fosforilasas que generan
adenina como producto. Estas observaciones peromtievidenciar que el agregado de
surfactantes al medio de reaccion estandar efewtite incrementd la entrada de ATP a

las células.

Cabe mencionar que la mezcla de reaccién de leabgfbrmacion con Tritdn X-100
no fue analizada debido a que se observé turbia wenlogré obtener una solucion
adecuada para analizar mediante HPLC. Este heckb hajo rendimiento de dR5P
obtenido sugieren que las células no sélo sufriet@iecto porante sino que hubo pérdida

de viabilidad celular y consecuentemente una pérdiéd la actividad enzimatica.

Debido a los resultados satisfactorios obtenidostwinia carotovoraATCC 33260
en la produccién de DR5P, se evalué utilizar la alzezue contiene dicho producto en
condiciones de MR2-T (MR2 con el agregado de Twa@n-en una proxima etapa de

sintesis de desoxinucledsidos (dNs).

7.3.8. Sintesis de desoxinucledsidos a partir de bases pirimidinicas y 2-

desoxirribosa 5-fosfato

La sintesis de timidina fue reportada previamentenpiestro grupo de investigacion
[19] utilizando como sustrato dR5P sintetizada go@mzimaticamente, y como
biocatalizadores, PPM dE. coli sobreexpresada y aislada y timidin fosforilasa) (TP
comercial. En esta parte del trabajo se utilizén@@strategia alternativa de obtencion dNs,
la mezcla de reaccion obtenida en la primera pdeteeste Capitulo a partir de células
enteras con actividad DERA conteniendo dR5P, andpléas enzimas PPM y TP.

En el primer intento de llevarlo a cabo, se utiif®6P obtenida a partir de glucosa en
condiciones de MR2-T. En este primer ensayo ladteetos fueron negativos. Los factores
que podrian haber determinado estos resultadanséai cantidad de fosfato proveniente

del bufferde la mezcla de reaccién que contiene dR5P, dilgiiiia la actividad enzimatica
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de PPM; o el acetaldehido remanente en dicha meael@odria causar la inhibicion de las

enzimas del proceso.

En base a estas observaciones y para confirmapsghle efecto inhibitorio del
fosfato inorganico presente en la mezcla utilizadare PPM, se procedié a ensayar las
reacciones utilizando una mezcla similar a la ddeemediante la biotransformacion con
sustratos comerciales (sin acetaldehido). Paraselltisolvio dR5P comercial 14.1 mM en
buffer fosfato 100 mM pH 7.5. Se realiz6 una dilucion o®do de obtener una
concentracion de Pi de 25 mM, aproximadamente, ue generd0 en la mezcla una
concentracion final de dR5P de 3.5 mM. Cabe destgiwa la mezcla también presento
adenina, adenosina, AMP, ADP y ATP en las cantislactarespondientes al analisis
realizado previamente. Luego se adicioné timinasydnzimas PPM y TP duffer Tris-
HCI 80 mM pH 8.0. El analisis cualitativo determite presencia de timidina con un
maximo de rendimiento, 2.97 mM, a las 2h de reacd@ esta manera se determiné que la
concentracion de Pi proveniente de la mezcla dePdftbtetizada biocataliticamente y

diluida, no estaria causando efectos negativogsalyeaccion de obtencion de timidina.

Por otro lado, para confirmar el efecto inhibitodiel acetaldehido sobre las enzimas
involucradas en el camino de sintesis propuestajtised dR5P obtenida coirwinia
carotovoraATCC 33260 en condiciones de MR1 el cual conteficeraldehido 3-fosfato
como material de partida, acetaldehidbuyfer Tris-HCI. Luego de 4h de reaccion, no se
observo presencia de timidina. En funcién de estprepuso que las enzimas, PPM y TP
estaban siendo inactivadas por el acetaldehidoneme Para comprobarlo, se evaporo el
acetaldehido al vacio utilizando un equimeedbackSe ensayd nuevamente la sintesis de
timidina y se obtuvieron resultados positivos, ob&edose la presencia de producto a
partir de los 20 minutos y un maximo a las 2h dece®n. Estos resultados confirmaron

que el acetaldehido actué como inhibidor de lagmawdel proceso.

De esta manera se procedid a ensayar la sintesismitiina con la mezcla
proveniente de la reaccion en condiciones de MRPEyia liofilizacion. El solido

resultante se resuspendio lauffer Tris- HClI 80 mM pH 8.0 y se adiciond a la solucion
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conteniendo timina y las enzimas PPM y TP. Luedaoadélisis cualitativo se observo la
presencia de timidina y posteriormente, el anatisantitativo determind la obtencion de
0.85 mM de timidina (85% de rendimiento respectdRbP). Horinouchi et al. [55]
reportaron la sintesis de desoxiinosina a partindenina y una mezcla similar a MR3,
utilizando células recombinantes Hecoli 10B5, fosfatasa-negativa, que expresan DERA
de Klebsiella pneumonigePPM y PNP, logrando 9.9 mM de desoxiinosina @0 de
rendimiento respecto a dR5P).

Debido a los resultados satisfactorios obtenidwostienina, se evaluo la sintesis de 5-
desoxiuridina y 5-bromodesoxiuridina (Figura 52paxtir de las correspondientes bases
pirimidinicas, PPM y TP como biocatalizadores ynhezcla previamente sintetizada
conteniendo dR5P a partir de MR2-T. Los tiempose#ecion que arrojaron los mejores

resultados fueron 2.25h y 0.75h, respectivamente.
[¢]
5‘\ Br:
NH
‘ NH | /}\
A :
N [¢]

timidina 2'-desoxiuridina 5-bromo 2'-desoxiuridina

Figura 52: Desoxinucledsidos preparados mediante el uso icaad de PPM y TP.

Los resultados obtenidos con timina (2h de reagcidracilo y 5-bromouracilo se
muestran en la Figura 53, a diferentes temperatumadizando también un control con
dR5P comercialTaverna-Porro et al[19] mostraron que PPM presenta actividad optima a

45°C, sin embargo la diferencia en los rendimieotaienidos en estas biotransformaciones

194



Capitulo 7

a distintas temperaturas es minima. Se puede @rsademas que para las reacciones
llevadas a cabo a 45°C con dR5P sintetizada, Iagecsiones se asemejan a la que utilizan
dR5P comercial, indicando que la mezcla sintetizpdade ser empleada en esta
biotransformacién sin inconvenientes. Los resuliadbtenidos indican que la TP es mas
especifica de pirimidinas 5-sustituidas como lo a&maron anteriormentBogert et. al

[56] utilizando células enteras que contienen NPs.

0,2
NN W
| |
| |
0+ -
Td du 5BrdUri
BA 0,85 0,16 1
BB 0,82 0,14 0,98
mC 0,83 0,15

Figura 53: Rendimientos de desoxinucleésidos obtenidos meglel uso de dR5P sintetizada &mwinia
carotovoraATCC 33260, PPM y TP comerci@: reaccion llevada a cabo a 45°C y dR5P sintetiZAda
reaccion a 37°C y dR5P sintetiza@a;reaccion a 45°C y dR5P comercial (contrdl): Timidina; dU: 2'-
desoxiuridinapBrdUri : 5-bromo-2’-desoxiuridina.
Error +/-5%.
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7.4. Conclusiones

En esta parte del trabajo se logré identificaraaés de doscreeningonsecutivos
realizados sobre la coleccion de bacterias delrdbido, ocho microorganismos con
potencial actividad DERA capaces de producir dRpertenecientes a los géneros

Streptomyce<£rwinia, Bacillusy Lactobacillus

Los microorganismos hallados se utilizaron comedtializadores para llevar a cabo
biotransformaciones que permitieran preparar dRpRriar del sustrato natural de DERA,
G3P, y de otros materiales mas econémicos que gedarho compuesia situ. Como era
de esperarse, las biotransformaciones realizagagiade G3P (MR1) y de DHAP (MR4)
permitieron obtener los mejores rendimientos. RiEasdormas, el costo elevado de ambos
compuestos y la baja estabilidad de los ultimose lgue su uso en biotransformaciones
preparativas carezca de practicidad. En los casapie se empleé FDP (MR3) se logro
producir buenas cantidades de dR5P. Si bien s& dehlizar una etapa preliminar de
obtencion de FDP a partir de glucosa, en éstagsé leciclar ATP en forma econdémica y
eficiente. Por esta razdn, los resultados obtensiotas biotransformaciones a partir de
FDP resultaron econdmicamente satisfactorios. Ptima) se verific6 que el uso de
glucosa como material de partida (MR2) y Eevinia carotovoraATCC 33260 como
biocatalizador permiti6 obtener dR5P con wuna comaeidbn similar a las

biotransformaciones realizadas con FDP.

El agregado de los detergentes Tween-20 y Nonidél & la biotransformacion con
glucosa y corErwinia carotovoraATCC 33260 dio lugar a una mayor produccién de
dR5P. Dado que en la etapa de sintesis del dN regeere dR5P pura, esta alternativa de

produccién es compatible con el objetivo final @ hiotransformaciones desarrolladas.

Finalmente, debido a quérwinia carotovora ATCC 33260 fue el Unico
biocatalizador que logré sintetizar exclusivameDi®5P a partir de todos los materiales
ensayados, se lo consideré el mejor biocatalizgdwa la obtencion del producto de

interés. Ademas, cabe destacar que la actividad ADE& Erwinia carotovoraATCC
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33260 asi como dBtreptomyces griseuStreptomyces baldaccibtreptomyces cattleya

Erwinia carotovoraATCC 15713 no habian sido reportadas hasta el mimmen

En un paso posterior, se utiliz6 la mezcla de iéacgroveniente de la
biotransformacién conErwinia carotovora ATCC 33260 en MR2-T para sintetizar
desoxinucleodsidos. Luego de optimizar las cond&sode reaccion, se logré obtener 0.85
mM de timidina utilizando timina como sustrato ynmu biocatalizadores PPM y TP,
correspondiente al 85% de rendimiento respecto 8PdHEsta biotransformacion se
extendio a la sintesis de 2-desoxinucleosidos deilary 5-bromouracilo, obteniéndose

resultados positivos.

En conclusion, en esta parte del trabajo se obtuvieesultados satisfactorios debido
a que se logréo producir DR5P en forma exitosa,izatido células enteras de
microorganismos novedosos como biocatalizadoresatenmles de partida econdmicos.
Las mezclas de reaccion obtenidas pueden utilizasela produccién final de dNs sin la
necesidad de complejos pasos de purificacion apekwme de la evaporacion del

acetaldehido remanente.
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En este trabajo de Tesis Doctoral se lograron ddkarmetodologias que involucran
el uso de células enteras de microorganismos coecathlizadores, aplicadas a la

obtencion de desoxirribonucledsidos y desoxirrilmbendtidos.

En primer lugar, se utilizaron células @wrynebacterium ammoniagen@d CC
19350, una cepa mutante derivada de ATCC 6872, lpashtencion de UMP a partir de
dos sustratos econdmicos, &cido orotico y uracilBnsayando diferentes
biotransformaciones se obtuvo, a partir de acidbicm, una conversiéon maxima de UMP
de 23% a las 2h de reaccion y 50% a partir de loradias 24h. Si bien las conversiones de
UMP obtenidas en esta Tesis no superan resultadesases, el uso d€. ammoniagenes
ATCC 19350 como biocatalizador para su sintesis no sahdapreviamente reportado asi
como tampoco el uso de uracilo como sustrato esist@ma biocatalizado por cepas de ese

género.

En segundo lugar, se estudié el uso de célulagasnide bacterias del género
Enterobacteriacon actividad NSAP. Se seleccionaron dos microosgaos, Raoultella
planticolaATCC 33531y Enterobacter aerogenesTCC 13048, con los cuales se lograron
obtener dUMP, TMP y AraAMP asi como diversos azegdosfato (dR5P, Rib5P, GIc6P,
Glad3P y DHAP). Ademas se ensayaron dos microcsgas recombinantes, los cuales
contenian las NSAPs de cada una las bacterias omaggis anteriormente, logrando
reducir notablemente los tiempos de reaccion padast los compuestos evaluados. La
sintesis de estos compuestos, utilizando célulagraen de los microorganismos
seleccionados, no habia sido reportada previanseigieando una publicacion cientifica.

En tercer lugar se logré obtener UDP utilizando mredodologia sencilla que implica
el uso de extracto de levadura comercial y UMP caustrato, logrando 52% de
conversion a los 90 minutos de reaccion. Estersestee aplicO ademas a la sintesis de
otros nucleosidos difosfato como TDP, CDP, IDP, GE/RaADP y AraADP. Ademas, en

esta parte del trabajo se utilizaron las mezclésnotas en los Capitulos 3 y 4, conteniendo
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UMP, en reacciones consecutivase potsin necesidad de purificar dicho compuesto.
Estas metodologias no han sido reportadas antenmenton lo cual se ha comenzado con

la preparacion de una publicacion.

Por otra parte, se intent6 sintetizar dUDP utildaieélulas enteras poradasHlecoli
salvajes a partir de UDP. En nuestro caso, sertuviendicios de la presencia de dU,
probablemente proveniente de la desfosforilacidal e dUDP, por lo cual, y fuera del

alcance de esta Tesis, se continuara con el estedista reaccion.

Finalmente, como estrategia alternativa para l@radn de desoxinucledsidos, se
seleccionaron microorganismos salvajes conteni®RA, capaces de producir dR5P, a
partir de sustratos econémicos. En particular sergnd que las cepd&winia carotovora
ATCC 33260, Erwinia carotovoraATCC 15713, Streptomyces griseuBTCC 23921,
Streptomyces baldaccATCC 27429 y Streptomyces cattleyATCC 35852 generaron
dR5P satisfactoriamente, siendo su actividad DERAreportada hasta el momento.
AdemasErwinia carotovoraATCC 33260 fue el Unico biocatalizador que logrdetizar
exclusivamente DR5P a partir de todos los sustertgayados con lo cual se lo consideré
el mejor biocatalizador para la obtencion de dighoducto. Con este microorganismo
salvaje se obtuvo 14.1 mM de dR5P utilizando Tw2@rcomo agente porante y glucosa
(500 mM) como precursor de G3P, resultados queomierigen a una publicacion

cientifica.

Finalmente, se empleo la mezcla conteniendo dR&Enla corErwinia carotovora
ATCC 33260 como biocatalizador, previa evaporaciéhacetaldehido remanente, para la
sintesis de Td, dU y 5BrdUri. Para ello se utilmatas enzimas PPM y TP obteniéndose
0.85 mM de Td, 0.16 mM de dU y 1 mM de 5BrdUri (8§5B6% y 100% de rendimiento en
relacion a dR5P, respectivamente). Hasta dondeceomms, no existen en bibliografia
informes sobre el uso de cepas salvajes para Enabh de los desoxirribonucleésidos

mencionados.

En este trabajo de Tesis Doctoral he logrado cunapin los objetivos planteados

siendo mi intencion que estos resultados constitwyaaporte al area de la Biocatalisis y
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que sienten bases para investigaciones futurasnigwep, la labor realizada me ha
permitido consolidar mi formacién profesional y éémica, aplicando ademas parte de los

conocimientos adquiridos desenvolviéndome comorteagentro del Area Quimica.

Parte de los resultados obtenidos en esta Tesisndigrigen a las siguientes

publicaciones:

“Selection of a New Whole Cell Biocatalyst for theSynthesis of 2-Deoxyribose 5-
Phosphate”

Ana L. Valino, Martin A. Palazzolo, Adolfo M. Irilbb@en & Elizabeth Lewkowicz.

Appl. Biochem. BiotechnoR012.166, 300-308. DOI 10.1007/s12010-011-9425-6

“Comparative study on phosphotransferase activity & acid phosphatases from
Raoultella planticola and Enterobacter aerogenes on nucleosides, sugars and related
compounds”

Rosario Médici, Juan |. Garaycoechea, Ana L. ValiGtaudio A. Pereira, Elizabeth S.
Lewkowicz and Adolfo M. IribarrenAppl. Microbiol. Biotechno] aceptado para su
publicacién en agosto de 2013. DOI 10.1007/s002538194-1

“One pot multienzyme synthesis of pyrimidin deoxyngleosides from cheap natural
starting materials”

Ana L. Valino, Adolfo M. Iribarren and Elizabeth Sewkowicz.En preparacion
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Perspectivas

En base a los resultados obtenidos se planteaiglasntes actividades futuras:

- Continuar con el analisis de las mezclas de réaqeara la sintesis de dUDP, en
particular de la obtenida cda. coli ATCC 23513, para confirmar si hubo reaccion de
reduccion debido a que se detectd la presenciandpraducto que podria tratarse de
desoxiuridina. En caso afirmativo se realizard& umsgeva puesta a punto de la
biotrasformacion y se evaluara la reproducibilidiedlos ensayos. Ademas, se plantea la
posibilidad de aislar y purificar la enzima ribotadtido reductasa de dicha bacteria debido

a la complejidad que implica la preparacion deckdslas para esta biotransformacion.

- Clonar y expresar las enzimas DERA de las doascdpErwinia carotovora, con
las que se logro sintetizar dR5P, en un sistemeuade y con actividad fosfatasa negativa,
en particular de la cepa ATCC 15713 con la cualgavo 17.4 mM de una mezcla de dR
y dR5P.

- Utilizar la mezcla que contiene dR5P sintetizadaeste trabajo para la obtencion
de otros desoxinucledsidos pirimidinicos de modmloener una variedad interesante de
estos compuestos. Los mismos podrian utilizarsa farsintesis biocatalizada de los
correspondientes desoxinucledsidos 5-mono y difosfmediante las metodologias

planteadas en esta Tesis.
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ACN
Ade
ADN
Ado
ADP
AMP
AraA
AraADP
AraAMP
ARN
ARNmM
ATP
AZT
5BrdU
BufS
CCD
CDP
CG
CLAP
CMP
CMPK
DERA
dGTP
DHA
DHAP
dNs
dNTPs

Acetonitrilo

Adenina

Acido desoxirribonucleico
Adenosina

Adenosina 5’-difosfato

Adenosina 5’-monofosfato
Adeninarabinésido
Adeninarabinésido 5'-difosfato
Adeninarabinésido 5’-monofosfato
Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Adenosina 5'-trifosfato
3’-azido-3’-desoxitimidina
5-bromo-2’-desoxiuridina

Buffer de agotamiento
Cromatografia en capa delgada
Citidina 5"-difosfato
Cromatografia gaseosa
Cromatografia liquida de alta performance
Citidina 5 -monofosfato

Citidina 5-monofosfato quinasa
2-desoxirribosa 5-fosfato aldolasa
2’-desoxiguanosina 5’-trifosfato
Dihidroxiacetona
Dihidroxiacetona fosfato
Desoxinucleésidos

Desoxinucleésidos 5'-trifosfato
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dNXPs
dR
dR1P
dR5P
dTTP
du
duDP
dUMP
duTP
EDTA

FADH
FAraADP
FDA

FDP
FuclP
G3P
G6PDesh
GDP
Glad

Glc
Glc6P
GOD
GRAS
GTP

h

HFP
HFPTEA
HMG-CoA
HPLC

Desoxinucleésidos 5’-(mono, di, tri)fdsfa
Desoxirribosa

Desoxirribosa 1-fosfato

Desoxirribosa 5-fosfato
2’-desoxitimidina 5'-trifosfato
2’-desoxiuridina

2’-desoxiuridina 5’-difosfato
2’-desoxiuridina 5’-monofosfato
2’-desoxiuridina 5’-trifosfato
(Ethylenediaminetetra-acetic acid) acido
etilendiamino tetra-acético

Flavin adenina dinucledtido (reducido)
Fludarabina 5’difosfasto
Food and Drug Administration

Fructosa 1,6-difosfato

Fuculosa 1-fosfato

Gliceraldehido 3-fosfato

Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
Guanosina 5'-difosfato

Gliceraldehido

Glucosa

Glucosa 6-fosfato

Glucosa oxidasa
Generally recognized as safe

Guanosina 5'-trifosfato

Horas

1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol
1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol trigtiiaa
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A

High permormance liquid chromatography
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HPLC-MS

IDP
IMP

Ino
KDO
LPS
ManNAc
Min
MFM
MR
NADH
NADPH

NDP
NeuAc

NMP
NMPKs
NPs
NSAPs

ODCasa
OMP
OPRTasa
PCR

Pi

pNPP
PNPs
POESA
PPi

High permormance liquid

chromatography/Mass spectrometry
Inosina 5’-difosfato

Inosina 5’-monofosfato

Inosina

3-desoxb-mano-2-octulosonato
Lopopolisacaridos

N-acetilmanosamina

Minutos

Metanofosfonato de metilo

Medio de reaccién

Nicotinamida adenina dinucledétido (redumid

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato

(reducido)

Nucleésidos 5'-difosfato
(N-acetylneuraminic acid) acidd

acetilneuraminico

Nucleoésidos 5’-monofosfato

Nucleosido 5’monofosfato quinasas
Nucleosido fosforilasas

(Non-specific acid phospatases) Fosfatasas

acidas no especificas
Orotidina 5’-monofosfato descarboxilasa
Orotidina 5’'monofosfato
Orotato fosforribosiltransferasa
Polimerase Chain Reaction

Fosfato inorgénico
p-nitrophenylphosphate)-nitrofenilfosfato
Purin nucledsido fosforilasas
Polioxietilen estearilamina

Pirofosfato
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PPM
PPRTasa
PRPP
Pu

Py
PyNPs
RAMA

Rib
Rib1P
Rib5P
Ribu5P
RMN
RNR
RTPR
SAM
SDS

SDS-PAGE

SIDA
Td
TDP
TEAA
TMP
TMPK
TP
TPI
Tr
UDP
UMP
UMPK

Fosfopentomutasa

Pirimidin fosforribosiltransferasa
5-fosforribosil-1-pirofosfato
Purina
Pirimidina

Pirimidin nucleésido fosforilasas

(rabbit muscle aldolas&)dolasa de musculo

de conejo

Ribosa

Ribosa 1-fosfato

Ribosa 5-fosfato

Ribulosa 5-fosfato

Resonancia Magnética Nuclear
Ribonucledtido reductasa
Ribonulcedtido trifosfato reductasa

S-adenosilmetionina

Dodecilsulfato sédico

Electroforesis en gel de poliacrilamida c

dodecilsulfato sédico

Sindrome de inmunodeficiencia humana
Timidina

Timidina 5'-difosfato

Acetato de trietilamonio

Timidina 5"monofosfato
Timidina 5’'monofosfato quinasa
Timidin fosforilasa

Triosa fosfato isomerasa
Tiempo de retencion

Uridina 5’-difosfato

Uridina 5’-monofosfato

Uridina 5’-monofosfato quinasa
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Ura
Uri
VHB
VHC
VIH

Uracilo

Uridina

Virus de hepatitis B

Virus de hepatitis C

Virus de inmunodeficiencia humana
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Anexo I

Microorganismos utilizados y sus correspondientes medios de cultivo

Cadigo Cadigo Medio de
Microorganismo CECT ATCC crecimiento
Acetobacter sp. 944 - 44
Aeromonas hydrophila 839 7966 2
Aeromonas hydrophila 4221 15467 1
Aeromonas hydrophila 4225 13442 1
Aeromonas hydrophila 4226 13136 1
Aeromonas punctata 4223 14486 20
Aeromonas salmonicida 896 27013 1
Aeromonas salmonicida 4238 19261 1
Aeromonas salmonicida 894 33658 1
Aeromonas salmonicida 4235 14174 1
Agrobacterium tumefaciens 4067 - 2
Arthrobacter oxydans 386 14358 2
Arthrobacter oxydans 387 14359 2
Bacillus cereus 131 10876 1
Bacillus cereus 193 11778 1
Bacillus stearothermophilus 49 12976 1
Bacillus stearothermophilus 47 10149 1
Bacillus stearothermophilus 43 12980 1
Bacillus thermoglucosidasius 4038 43742 96
Brevibacterium helvolum 73 19239 3
Brevibacterium linens 69 9172
Brevibacterium linens 76 9175
Cellulomonas celulans 3050 27402 LB
Chromobacterium violaceum 23421 - LB
Citrobacter amalonaticus 863 25405 1
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Citrobacter freundii
Citrobacter koseri
Corynebacterium ammoniagenes
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter gergoviae
Erwinia amylovora
Erwinia carotovora
Erwinia carotovora
Erwinia chrysanthemi
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli BL 21
Flavobacterium johnsoniae
Klebsiela sp.

Lactobacillus acetotolerans
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus alimentaris
Lactobacillus animalis
Lactobacillus plantarum
Micrococcus luteus
Micrococcus luteus
Norcardia corynebacteriodes
Norcardia asteroides
Proteus mirabilis

Proteus rettgeri

Proteus rettgeri

401
856
72
684
4214
960
4502
194
857
222
314
225
509
877
731
105
45
433
100

5015
367
4019
362
570
4060
20174
241
4057
420
3051
4101
171
865

8090
27156
19350
13048

13047
33028
29850
33260
15713

13005
23513
23231
4157

12407
47092

43578
9224
29643
35046

9341

14898

19247

14153

29944

=N

co 0 0 oo

LB
LB

56
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Proteus rettgeri

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris

Proteus vulgaris
Pseudomonas putida
Pseudomonas stuzeri
Pseudomonas syringae
Raoutella planticola

Serratia marcescens

Serratia macescens

Serratia rubidaea
Shaphilococcus aureus spaurens
Shaphylococcus capitis
Sreptomyces badius
Sreptomyces bal daccii
Sreptomyces bal daccii
Sreptomyces blastmyceticus
Sreptomyces cattleya
Sreptomyces cetonii
Sreptomyces flavogriseus
Sreptomyces fradiae
Sreptomyces griseostramineus
Sreptomyces griseus
Sreptomyces hal stedii
Sreptomyces mobaraensis
Sreptomyces netropsis
Sreptomyces phaeochromogenes
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.
Thermoactinimyces candidus
Thermoactinimyces thal pophilus
Thermomonospora alba
Thermomonospora sp.

Xanthomonas campestris

4557
174
4077
165
324
930
126
843
977
159
868
567
233
3275
3249
3256
3257
3278
3276
3129
3231
3273
3116
3328
3263
3248
3308
3322
3145
3219
3318
3324
3323
95

6380

6896

9484
12633
17588
10862
33531
14041
10759
27593

27840
39117
27429
23615
19731
35852

33331
21096
19768
23921
19770
27441

27448
11238
27868
14570

13951

P PN R P NN P R PP

,_
o W

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
20
56
56
56
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Xanthomonas campestris 4480 11645 1
Xanthomonas fragariae 549 33239 33
Xanthomonas traslucens 4643 19319 1

CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo; ATCC: éinan Type Culture
Collection.”Cédigo de la coleccién Deutsche Sammlung von Mitganismen und
Zellkulturen GmbH (DSM).

Composicion de los medios de cultivo

* Medio LB
Bactotriptona 109

Extracto de levadura 59

NaCl

10g

Agua destilada 1L
pH: 7.5 con NaOH

e Medio 1. Agar nutritivo |

Extracto de carne 59

Peptona 10g

NaCl

59

Agua destilada 1L

pH: 7.2

e Medio 2. Agar nutritivo Il

Extracto de carne 1lg

Extracto de levadura 29

Peptona 59

NaCl

59

Agua destilada 1L
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pH: 7.2

e Medio 3. AgarCorynebacterium

Peptona caseina 109
Extracto de levadura 59
Glucosa 59
NaCl 549
Agua destilada 1L
pH: 7.2

* Medio 8. Mrs. Broth (Oxoid CM 359)

* Medio 20. Triptone Soya Agar (Oxoid CM 131)

Triptona 159
Peptona de soja 59
NacCl 59
Agua destilada 1L
pH: 7.3

« Medio 33. YDC

Extracto de levadura 10g
Glucosa 209
CaCQ 20 g
Agua destilada 1L
pH: 7.2

* Medio 44. Yeast Glucosa Agar fAcetobacter

Glucosa 100 g
Extracto de levadura 10g
CaCQ 20 g
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Agua destilada 1L

* Medio 56. YEME (Bennett's Agar) (ISP medium 2)

Glucosa 49
Extracto de levadura 49
Extracto de malta 109
Agua destilada 1L
pH: 7.2

* Medio 96. Bacillus thermoglucosidasius medium

Almidodn soluble 109
Peptona 549
Extracto de carne 39
Extracto de levadura 39
KoH.POy 3g
Agua destilada 1L
pH: 7.0

* Medio 118.Sreptomyces medium

Glucosa 49
Extracto de levadura 49
Extracto de malta 109
CaCO0s3 249
Agua destilada 1L

pH: 7.2 con KOH antes de adicionar el agar (uspelpadicador).
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