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1. RESUMEN

La Tirosina Descarboxilasa (TyDC) constituye una enzima de gran relevancia en la
biosintesis de alcaloides en plantas de la familia de las Amarilidaceas, entre estos tenemos la
licorina. Con ello, se lleva a cabo la expresion genética y determinacion de los parametros
cinéticos de la Tirosina Descarboxilasa en E. coli BL21 (DE3) de manera in vitro, para la
biosintesis de p-tiramina. Inicialmente, se empled el cllster genético pM20-tdcA, que, en
principio, tiene el gen codificante de la enzima. Se transformé genéticamente a E. coli BL21
(DEJ). Se validd la presencia del gen mediante la técnica molecular de Reaccidn en Cadena

de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y Secuenciacién Automatizada de Sanger.

Con lo anterior, se hipotetiza que las condiciones de expresion génica de dicha enzima, podria
corresponder a 0.3 mM de IPTG, 14°C a 6h. Igualmente, se estima que la concentracién de
enzima en los extractos bacterianos de 0.0367, 0.0343 y 0.0218 mg/mL para las fracciones
correspondiente al Extracto Total de Proteinas (ETP), Lisado Clarificado (LC) y Cuerpos de
Inclusion (CI) respectivamente. Asi se obtiene una constante catalitica (Kca) de 0.397 s, una
velocidad maxima (Vmax) de 0.00197 mMs™?, una constante de Michaelis-Menten de 14.6
mM y una Unidad de Actividad Especifico del extracto bacteriano (U/mg) de 0.00937. La
gran mayoria de estos parametros, podrian estar asociados a la enzima en la célula y no de
manera pura. Lo mencionado, permite obtener resultados experimentales de caracter
bioguimico y molecular de dicha enzima, para su posterior implementacién en una fabrica

bioldgica funcional.

PALABRAS CLAVES: Tirosina Descarboxilasa, PLP, proteinas recombinantes, alcaloides,

L-tirosina y p-tiramina



2. INTRODUCCION

Las Amarilidaceas son una familia de plantas capaces de biosintetizar metabolitos
secundarios tales como los alcaloides!. Estos, cobran un rol importante como potenciales
agentes terapéuticos para el tratamiento de patologias neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer!. Cuentan con una amplia gama de actividades bioldgicas tales
como anticancerigena, inhibidor de la acetilcolinesterasa, antiviral, antiinflamatoria y entre
otras. Una ejemplificacion de lo mencionado corresponde a la licorina, cuyo precursor
quimico comun en la ruta metabdlica es la norbeladina®. Hasta ahora, se conoce que dicha
ruta de sintesis parte de aminoacidos fendlicos como la L-tirosina y la L-fenilalanina®, donde,
una de las etapas en la ruta metabdlica para la sintesis biologica de este alcaloide, corresponde
a la transformacién quimica de la L-tirosina en p-tiramina, catalizada por la Tirosina
Descarboxilasa (TyDC)!3.

Una de las principales problematicas en la produccion de alcaloides es su estereoquimica,
donde en la sintesis quimica resulta altamente complejo ensamblar ciertos nucleos
fitogquimicos estereoespecificos, a la par de que se necesitan grandes cantidades de solventes
poco ecoldgicos y en ocasiones, se obtienen rendimientos bajos*. Asimismo, la extraccion de
alcaloides supone un desafio a escala comercial, pues son producidos en bajas
concentraciones en respuesta al estrés del medio. Entonces, se hace indispensable una
cantidad considerable de material vegetal para llevar a cabo estos procesos de extraccion,
generando asi una explotacion de la vegetacion regional®. De igual manera, la transformacion
genética transitoria de plantas podria ser una opcion viable, pero el crecimiento y

acondicionamiento de estos organismos puede durar hasta meses para dicho cometido®.

Con ello, la reconstruccién in silico de rutas metabdlicas de plantas en microorganismos
como Escherichia coli es una alternativa plausible capaz de mitigar inconvenientes que se
presentan en la transformacion genética de plantas, la sintesis quimica y extraccion de
alcaloides como la licorina®. Esto, ya que se tiene la ventaja de que las bacterias presentan

una alta tasa de crecimiento en condiciones de laboratorio y con capacidad de ser
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genéticamente transformadas con mdltiples genes provenientes de organismos ampliamente
diversos®. Lo anterior, gracias al desarrollo de la Biotecnologia y con ella, la generacion de
la tecnologia del ADN recombinante, la cual, por medio de la manipulacion genémica, ha
hecho posible la fabricacion a gran escala de moléculas de interés biologico’. De esta forma,
ensamblar una ruta metabolica para la produccién de la licorina empleando la sintesis
bioldgica, constituira una eleccion efectiva y econdmicamente viable en términos escalables
a futuro. Esto, cobra una gran relevancia a nivel regional, ya que generaria un potencial

desarrollo cientifico, farmacoldgico, tecnologico y comercial en nuestro pais.

Asi, los alcaloides son sustancias orgénicas nitrogenadas producidas principalmente por
plantas, algunos microorganismos terrestres y marinos y en menor medida por ciertos
anfibios e insectos®. Estos metabolitos secundarios, presentan clasificaciones estructurales y
funcionales diversas®. Entre las clasificaciones mas generales se encuentran los alcaloides
verdaderos, los protoalcaloides y pseudoalcaloides®. Los primeros, se caracterizan por tener
aminas intraciclicas, presentar un pH bésico y provenir de aminoécidos arométicos (como la
licorina, p.ej.)°. Los segundos, tienen todas las caracteristicas de los primeros a excepcion
que presentan aminas extraciclicas en cadenas laterales®. Los terceros, tienen las cualidades

de los primeros salvo que estos no provienen de aminoécidos aromaticos®.

Se han identificado alrededor de 300 ejemplares de dichos compuestos en la familia de las
Amarilidaceas, en donde se le ha atribuido este potencial generador de alcaloides gracias a
la capacidad que posean estas de generar, biosintéticamente, la norbeladina, la cual constituye
un precursor quimico comun de biosintesis de estas sustancias quimicas y que se abordara en
apartados posteriores'. De los alcaloides descritos en esta familia de plantas, los principales
son la galantamina, licorina, tazetina, montanina, plicamina, homolicorina, narclicasina,
entre otros™. Este interés alrededor de los alcaloides de esta familia se debe, en parte, a sus
actividades bioldgicas tales como: inhibidores de la Acetilcolinesterasa (AChE, por sus siglas
en inglés), antitumoral, antiviral y antibacterianal’. Algunos de los alcaloides mas

representativos de esta familia se ilustran en la Figura 1'°.
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos de los alcaloides de la Familia de las

Amarilidaceas. Tomado de Takos A., Rook F1°.

Por su parte, la licorina ha incentivado el interés cientifico en las Gltimas décadas, gracias a
la actividad antitumoral que esta ha presentado®!. Se le atribuye actividades farmacolégicas
de cardcter anticancerigeno, destacandose esencialmente como un agente quimico anti
proliferativo a bajas concentraciones, en contra de células en estadio cancerigeno resistentes
a medicamentos de tipo apoptoticostt. Con ello, se han reportado varias especies vegetales
productoras de dicha especie quimica, sin embargo, se destaca la especie Lycoris ureal. A
nivel estructural, el alcaloide en cuestion se caracteriza por presentar cuatro anillos
fusionados, nombrados de A-D y un anillo de tipo metilendioxi como se esquematiza en la
Figura 2! Diversos estudios de relacidn-estructura-actividad (“Structure-Activity-
Relationship”, SAR en inglés) han propuesto que la estereoquimica de los anillos C-D, la
libertad conformacional del anillo C y la funcionalidad del diol de este mismo anillo

constituyen los principales responsables de la actividad antitumoral que esta presental?.
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Figura 2. Estructura quimica de la licorina, donde R=0H es la molécula mencionada®®.

En los ultimos afios, el conocimiento cientifico alrededor de la quimica de alcaloides de la
familia de las Amariliddceas y sus actividades farmacologicas ha aumentado
exponencialmente. No obstante, poco se sabe de la ruta de biosintesis de dichos alcaloides y,
por ende, el de la licorina en tanto que la ruta de sintesis bioldgica de dicho compuesto no se
encuentra bioquimicamente caracterizada en su totalidad®. Igualmente, la regulacion génica
de las enzimas presentes en dicho proceso aun no se ha esclarecido con completa certeza,
tratindose entonces, en gran parte, de un proceso de biogénesis’. Asi y gracias al
advenimiento de las ciencias émicas se ha podido elucidar gran parte de la dicha ruta y

algunas de las enzimas involucradas en este proceso?.

De este modo, la biosintesis de estos alcaloides se puede agrupar en una serie de reacciones
bioquimicas de varias etapas que se presentan a continuacion en la Figura 3. De manera
general, se da primero la biosintesis de aminoacidos aromaticos proveniente de la ruta del
acido shikimico como la L-fenilalanina y la L-tirosina, que son en altimas los bloques
quimicos de construccion de los alcaloides. Luego, la biosintesis de tiramina, en donde se
destaca la presencia de la Tirosina Descarboxilasa, cuya actividad enzimatica es crucial
para la obtencidn de este metabolito, que, gracias a esta se puede biosintetizar el precursor
quimico comun denominado 4’-O-metilnorbeladina. Por Gltimo, la biosintesis especializada

de alcaloides de esta familia de plantas®.
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Figura 3. Modificada de Georgiev, et. al., donde se esquematiza la ruta propuesta de
biosintesis de la licorina y otros alcaloides en la que se aprecia algunas enzimas

involucradas en este proceso bioquimico?.

Con lo anterior, la Tirosina Descarboxilasa (EC. 4.1.1.25)'?, cominmente abreviada como
TYDC, TyDC o TDC pertenece a una familia de enzimas dependientes de la coenzima
Piridoxal-5’-fosfato (PLP, en inglés)!®. La anterior, es una enzima carboxilo-liasa que
cataliza la transformacion de la L-tirosina en p-tiramina (Figura 4)*3. A nivel catalitico, se
da la formacion del complejo tirosina aldimina por acoplamiento del PLP con el sustrato y la
respectiva deshidratacion. Después, la biomolécula remueve el grupo carboxilo del complejo
formado mediante una reaccién de descarboxilacién para producir el complejo tiramina
aldimina. Por ultimo, una hidratacion conlleva a la formacion de la tiramina y la renovacion

de la coenzima®s.
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Figura 4. Obtencion de la Tiramina a partir de la L-Tirosina catalizada por la Tirosina
Descarboxilasa (TyDC), tomado de Zhang K., y Ni Y23,

La enzima esta presente en organismos como plantas, insectos, bacterias y mamiferos!*. Asi,
la tiramina es un precursor bioquimico de algunos neurotransmisores como la sinefrina,
epinefrina, octopamina y la hordenina'®. Asimismo, el gen que codifica para esta es
denominado “tdc” y existen dos: tdcA y tdcB, en donde el primer gen presenta una alta
afinidad por el sustrato en cuestién mientras que el segundo por la L-DOPA para la formacién
de L-Dopamina®®. A nivel genémico, ha sido ampliamente caracterizada en microorganismos
como Enterococcus faecalis y Lactobacillus brevis IOEB 9809*°. De este modo, la estructura
de esta es variada presentandose en forma de heterodimero en E. faecalis (74.5 y 76 kDa
respectivamente) y como homodimero en Lb. brevis de 70 kDa, un sitio de union especifico
al PLP, que le ocasiona cambios conformacionales a esta y desata, en ultimas, su actividad
enzimatica tal y como se muestra en la Figura 58, La organizacion gendmica de esta se
presenta en forma de cluster, conformado por genes tales como tirosil tyr-ARNt sintetasa,
tdc, transportador (tyrP) y un antiportador Na*/H*1>29,
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Figura 5. Estructura molecular de la enzima, donde se aprecia el dominio de union al
PLP, los extremos terminales de este y el cambio conformacional de la enzima por la

union de la coenzima mencionada. Tomado de Zhu H, et.al*8,

De esta manera, la tiramina es una amina biogénica y uno de los principales metabolitos de
L-tirosina y, presenta un gran interés en medicina, salud alimentaria y en la produccion de
alcaloides en plantas como ya se mencion6?. Asi, algunos derivados de este metabolito como
el bezafibrato se han empleado para la hiperlipidemia, la octopamina como un farmaco
simpaticomimético, la dopamina para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, la
sinefrina para le prevencion de la diabetes tipo 11, entre otros (Figura 6)%. Igualmente, se ha
reportado que trazas de este en alimentos, principalmente lacteos, puede acarrear
problematicas digestivas severas?®. Asimismo, es un intermediario quimico crucial en el
metabolismo secundario de plantas para la biosintesis de intermediarios en la ruta de
biosintesis de alcaloides de la familia de las Amarilidaceas, en tanto que se condensa con la

3,4-dihidroxibenzaldehido para formar la norcraugsodina?.
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Figura 6. Estructuras quimicas de derivados de la p-tiramina de interés bioquimico. A)
Benzafibrato, B) octopamina, C) dopamina, D) sinefrina y E) norcaugsodina. Imagen de

autoria propia.

De esta forma, la llegada de la Biotecnologia marca un antes y un después en la ciencia y la
tecnologia. Con ella, la Tecnologia del ADN Recombinante ha sido una poderosa
herramienta para la clonacion de genes diversos que codifican para una amplia gama de
enzimas con aplicaciones biotecnolégicas variadas?’. Dicha tecnologia, se basa en la
insercién de un gen exdgeno a un vector (ADN plasmidico) para la correspondiente
transformacion genética de un microorganismo hospedero y generar un vector
recombinante?!. Estos vectores recombinantes presentan estructuras genéticas sumamente
variadas como por ejemplo sitios Unicos de replicacién (ORI), resistencia antibioticos,
fluorescencias, entre otros?'. Se han descrito varios microorganismos hospederos siendo E.
coli y Saccharomyces cerevisiae los mas empleados. Pero, E. coli se ha establecido como el
microorganismo modelo para tal cometido, con ventajas como la alta y répida taza de
crecimiento celular, elevada densidad Optica en medio de cultivo y las cepas tienden a ser

econémicas?.

La cepa BL21 (DE3) posee caracteristicas que hacen de esta un modelo ejemplar para la
expresion de enzimas recombinantes??. Esta, carece de proteasas y del gen OmpT que

codifica para una enzima que degrada enzimas extracelulares??. A su vez, contiene del
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profago ADE3 en el cromosoma de la bacteria, lo que adiciona el gen de T7 ARN polimerasa
y el promotor lacUV5 para la induccién de la expresion genética por el analogo quimico de
la alolactosa: isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG)?2. Este analogo quimico cobra un
rol relevante, puesto que este se une fisicamente con el represor de la T7 ARN polimerasa,
lo que se desencadena que, al promotor “lac” no estar reprimido, la enzima pueda ejecutar
su accion catalitica, la cual es la transcripcion del gen heterélogo y en Gltimas, la traduccién

de tdcA a la enzima recombinante (TyDCr)?,

Con el objetivo de contribuir con informacion experimental que pueda aportar a la generacién
de una biofabrica capaz de biosintetizar licorina, el presente proyecto tiene la finalidad, para
el 2022, expresar la Tirosina Descarboxilasa (TyDC) de Lactococcus lactis (IPLA 655) en
E. coli cepa BL21 (DE3), para la produccion de p-tiramina. Ello, en aras de obtener una cepa
bacteriana con la capacidad de biosintentizar, el metabolito secundario mencionado para su

integracion en la ruta metabolica de produccion del alcaloide en cuestion.

3. METODOLOGIA

Para este proyecto se siguieron principlamente los Planes Operativos Estandar (POE), los
cuales son un compendio de protocolos estandarizados para el proyecto de Bioeconomia de
la Universidad ICESI, elaborado por el MSc. Steven A. David Jiménez, revisado por la PhD.
Paola A. Caicedo y la PhD. Maria F. Villegas. De la misma manera, se usaran articulos
reportados en la literatura asociado a la enzima en cuestion. De manera general, se
transformaron genéticamente células bacterianas de E. coli BL21 (DE3) con el gen tdcA
contenido en el plasmido pM20-tdcA. Se identifico el transgén mediante Reaccion en Cadena
de Polimerasa (PCR) y Secuenciacion Automatizada de Sanger. Luego, se expresé dicho gen
empleando el inductor IPTG a diferentes concentraciones y se evaluaron distintos tiempos y
temperaturas. Asimismo, se realizaron dos tratamientos que permitieran verificar la
solubilidad de la enzima heter6loga. La presencia de enzima recombinante se evalué por
SDS-PAGE al 10% del gel de corrida. Por altimo, se evaluo la actividad enzimatica de los

extractos bacterianos y se contrastaron con lo reportado en la literatura.
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3.1. Competencia de células bacterianas de E. coli BL21 (DE3)

Se descongel6 lentamente en hielo un stock de glicerol a -80°C de E. coli BL21 (DE3).
Después, se inocul6 en un tubo de ensayo estéril un medio LB con el fin de obtener una
dilucion 1:100. Seguidamente, se incubd a 37°C, 300 rpm durante 14-16 h. Pasado este
tiempo, se agregaron 5-10 pL del indculo y se sembro en cajas Petri con agar LB. Estas placas
se incubaron a 37°C por 14-16 h. Culminado este tiempo, se verificd la presencia de colonias
aisladas y directamente de la caja se inocularon 4-5 colonias a tubos de ensayo con 2 mL con
medio LB. Nuevamente, se incubd a las condiciones descritas en este apartado. Al dia
siguiente, se inocular6 1 mL a 4-5 recipientes con 100 mL de medio LB, los cuales se
incubaron a 37°C, 300 rpm hasta alcanzar una densidad Optica a 600 nm (ODsoo) entre 0.25-
0.3. Alcanzado este valor, se dejaron los recipientes en hielo por 15 min. Seguido, se
centrifugaron las células a 4000 rpm, 10 min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet
se suspendio en 40 mL de una solucion estéril de CaCl, 0.1 M para ser incubada en hielo por
30 min. Otra vez, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 6 mL de solucién
estéril de CaClz 0.1 M + 15% de glicerol. Finalmente, se adicionaron alicuotas de 500 pL a

tubos de 1.5 pL y se sumergi6 en nitrogeno liquido para su almacenamiento a -80°C.

3.2.Transformacién genética de E. coli BL21 (DE3)

Las bacterias de la cepa en cuestion se transformaron genéticamente con el plasmido pM20-
tdcA. El plasmido fue donado por Miguel A. Alvarez, et. al., del trabajo cientifico titulado:
“Sequencing of the Tyrosine Decarboxylase Cluster of Lactococcus lactis IPLA 655 and the
Development of a PCR Method for Detecting Tyrosine Decarboxylating Lactic Acid
Bacteria”. Journal of Food Protection, Vol. 67, No. 11, 2004, pags. 2521-2529%°. Se
adiciona0 cada colonia del apartado anterior a 50 mL de medio LB suplementado con los
antibidticos de seleccion (Kanamicina 50 pg/mL y Ampicilina 100 50 pug/mL), con el fin de
realizar stocks de glicerol. Se incubaron los medios (37°C, 225 rpm) hasta alcanzar un ODsoo
entre 0.25-0.3. Seguidamente, se mezclaron 800 pL de bacterias con 200 pL de glicerol en
tubos de 1.5 mL. Por ultimo, se congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C

para su criopreservacion.
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3.2.1. ldentificacion del gen tdcA por PCR y Secuenciacion Automatizada de Sanger

A partir de estos stocks de glicerol, se extrajeron de un alicuota de 2 mL, el ADN bacteriano
empleando el kit comercial PureLink™ Quick Plasmid Miniprep de Invitrogen mediante las
instrucciones del fabricante. Luego, el ADN extraido se cuantifico en el fluorimetro Qubit4
de esta misma casa comercial y su concentracién se hall6 usando los estandares de este Kit,
los cuales corresponden a los limites de cuantificacion. Para identificar el gen de interés se
empled la PCR usando cuatro juegos de primers disefiados in silico para este proyecto (1,
1A,2 y 3) que codifican secciones diferentes del gen, el perfil térmico, la enzima Tag-
polimerasa, dNTPs, y agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) libre de ribunocleasas
(Tabla 1). Los amplicones productos de la PCR, se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa 1.5%. Finalmente, se obtuvo la secuencia nucleotidica del inserto mediante el método
de Secuenciacion Automatizada de Sanger del laboratorio de Medicina Gendmica de la
Universidad ICESI.

Tabla1l. Primers, termoperfil para la PCR y condiciones electroforéticas para la

identificacion del transgen.

Pimers para PCR

Tipo de primer Tamafio amplicon Secuencia Nucleotidica (5°-3”)
(pb)|Tm (°C) | %GC
1-F* 631/56.6|45 TTCCGTACCATGGCATAATG
1-R 631/59.9|53 AACTACACCGACAACACCC
1A-F 1900|54.1|44 TTAGGAGGGTTTCACATG
1A-R 1900/53.4|36 CCACCTTATTCGATTATTTTGC
2-F 1884|54|36 CACATGGAATCATTGTCAAATG
2-R 1884/53.2|35 CTTATTCGATTATTTTGCTTCGC
3-F 1874|52.4|35 TTTCACATGGAATCATTGTC
3-R 1874|51.8|37 ATTATTTTGCTTCGCTTGC
Termoperfil
Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
95 5 min
95 31s
95 30s
62.5" 30s 35X
68 1 min
68 5 min
4 00
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Gel de agarosa (%0) 1.5 100 mL de buffer TAE 1X

Voltaje (V) 120
Tiempo (min) 120
Buffer de corrida TAE 1X

°F corresponde a Forward y R a Reverse. "Determinada de manera experimental

3.3.Expresion genética de TyDC en E. coli BL21 (DE3)
Se evaluaron dos tratamientos (T1y T2) en aras de expresar y establecer la solubilidad de la
enzima recombinante. Estos tratamientos se denominan como: Medio (M), Extracto total de
proteina (ETP), Clarificado (C) y Cuerpos de Inclusién (Cl). Estas denominaciones serén

asociados a cada tratamiento tal y como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Pardmetros y tratamientos para determinar la concentracion, temperatura y

tiempo de expresion de TyDCr.

Solubilidad enziméatica

Parédmetro de solubilidad Roétulo de parametro de Tratamiento (T)
enzimatica solubilidad enzimatica
Medio de cultivo M Tl
Extracto total de proteina ETP
Lisado Clarificado LC T2
Cuerpos de Inclusion Cl
Parametros de expresion genética
[IPTG] mM Tiempo (h) Temperatura (°C)
0 1 25
0.1 2 18
0.3 3 14
0.7 4 37
1.0 5 -
- 6 -
- 21 -

3.3.1. Determinacion de los parametros de expresion genetica de TyDCr

Se evaluo un rango de concentraciones de IPTG: 0.1, 0.3, 0.7,y 1.0 mM y 6 h de expresion.

Se descongel6 lentamente un stock de glicerol con bacterias genéticamente transformadas
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con el plasmido, para su inoculacion en un medio LB suplementado con los antibioticos de
seleccion en una relacién 1:100. Dichos indculos, se incubaron (37°C, 225 rpm, 12-14 h). Al
dia siguiente, se inoculd 5 recipientes con 62.5 mL de medio LB suplementado con los
antibioticos en cuestion y se adiciond 625 pL de bacteria incubada. Se incubaron los
recipientes (37°C, 225 rpm) hasta alcanzar un ODeoo entre 0.5-0.7. Se tomé de cada
tratamiento una alicuota de 2 mL, se centrifug6 a 11000 rpm, 10 min y estas muestras fueron
los controles a las 0 h de expresion genética. Luego, se afiadio el volumen correspondiente
de inductor en aras de que estén presentes en el medio de cultivo a la concentracion indicada.
En todos los procesos se tuvo un control de esterilidad que corresponde a medio de cultivo

sin inocular.

Una vez afadido el inductor, se incubaron los recipientes (37°C, 225 rpm, 5 h). Después, se
tomo6 nuevamente una alicuota de 2 mL de cada tratamiento y se centrifugd (11000 rpm, 10
min, 4°C) y estas muestras fueron los controles a 5 h de expresion. El sobrenadante se afiadio
a un tubo de 1.5 pL previamente rotulado (este corresponde a M de T1) y a cada pellet se le
adicionaron 4 pL/mg de este de buffer de lisis bacteriano para extraccion proteica (Thermo
Fisher Scientific®). El proceso mencionado también se aplicd a los controles a las 0 h de
expresion. Se sonico la muestra (15 s ON, 15 s OFF, 40% Amplitud, 1 min) y alicuotas de
20 pL de estos son ETP de T1. Para el tratamiento 2, se tom0 el material restante del sonicado,
se centrifugd (11000 rpm, 20 min, 4°C), se recupero el sobrenadante que es (C) y el pellet

(CI). Todo el material se almacen0 a -20°C para su visualizacion mediante SDS-PAGE.

Una vez determinada la concentracién minima a la que se expresa la enzima, y su solubilidad,
se siguio exactamente el mismo protocolo del item anterior, salvo que se hizo seguimiento
en rangos de tiempo de 1 h durante 5 h. Las muestras obtenidas se almacenaron a -20°C para
visualizarlas por SDS-PAGE. Con el tiempo y la concentracion minima requerida para la
expresion genética de TyDCr, se procedi6 a evaluar la temperatura requerida para tal proceso.
Lo anterior, siguiendo el protocolo descrito en apartadas anteriores para cada tratamiento a
temperaturas: 14, 28 y 25°C. Las muestras obtenidas se analizaron mediante SDS-PAGE.
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3.4. Determinacion de la actividad enzimatica de TyDCr en los extractos

bacterianos

En primer lugar, se cuantificd la enzima presente en los extractos bacterianos, empleando
para ello la técnica de Bradford. En segundo lugar, se determind la absorbancia maxima de
L-tirosina en 1 mL de metanol. En tercer lugar, se evalud la disminucion del sustrato a
diferentes tiempos, empleando buffer de lisis, L-tirosina (5.5 mM), PLP (0.2 Mm) y TyDCr
en el lisado clarificado (0.343 mg/mL) a 0, 1 y 3h de actividad. Los experimentos fueron
Ilevados a cabo con 586.9 mg de pellet bacteriano disueltos en 5 mL de buffer de lisis. Para
la determinacion, se empleé Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplado a foto
arreglo de diodos (HPLC-DAD, por sus silgas en inglés), una curva de calibracién empleando
estdndar de L-tirosina (Sgima Aldrich) de 0.05, 1.0, 2.0, 3.0 y 6.0 mM, donde dichas
condiciones de cromatograficas se presentan en la Tabla 3, como control negativo se emple6
bacteria sin transformar sometida a las mismas condiciones a un tiempo de 1h. En cuarto
lugar, se determinaron los parametros cinéticos por Espectrofotometria UV-Vis, usando el
sistema mencionado y como control todo este sistema a excepcion del extracto bacteriano
con la enzima recombinante, tal y como lo reportan Phan, et. al®*. Las mediciones se
realizaron por triplicado a diferentes concentraciones de sustrato (200, 150, 100, 50 y 10
mM), con respecto al tiempo (10 min), midiendo la absorbancia a 388 nm. Se linealizé la

informacidn obtenida, con el objetivo de obtener dichos parametros enzimaticos.

Tabla 3. Parametros cromatograficos empleados en la determinacién de la actividad
bioldgica de TyDCr.
SISTEMA CROMATOGRAFICO

Tipo de separacion Fase reversa isocratico

Columna ZORBAX SB-C18 4.6x75 mm. 3.5 um
Fase movil A Agua HPLC + 0.1 % &cido trifluoroacetico
Fase movil B Metanol HPLC

Deteccion PDA 2=210, 220, 280 nm

Flujo 1 mL/ min

Volumen de inyeccion 10 pL

Tiempo de corrida 10 min
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Competencia y Transformacion genética de E. coli BL21 (DE3)

Partiendo del plasmido extraido, cuya pureza y concentracion se denotan en la Tabla 4, en
primera instancia, se llevo a cabo la transformacion genética de células bacterias de E. coli
BL21 (DE3), con el cluster de tirosina (pM20-tdcA) que se aprecia en la Figura 7A). En
segunda instancia, la presencia de dichas colonias transformadas se evidencia en la Figura 7
B) donde el éxito de dicho proceso de transformacion radicd, en gran medida, por el cultivo
de estas bacterias en medio LB con los antibidticos de seleccion (Ampicilina y Kanamicina
para ser precisos). En tercera instancia, se llevd a cabo la verificacion del transgén en cuestion
empleando los primers de la Tabla 1 con las respectivas condiciones descritas. De este modo,
se estandarizd la temperatura de fusion (Tm) realizando un mapeo a distintas temperaturas
del termoperfil empleado para esta técnica molecular. En Gltima instancia, se obtuvo la
secuencia nucleotidica de producto de PCR, el cual se secuenci6 en conjunto con el set de
primers (“Reverse” y “forward”) que se obtuvo amplificacion, es decir, el primer 1F y 1R.
Esta secuencia experimental, se alined con el gen presente en el mapa genético, empleando
la herramienta bioinformatica “Water-EMBOSS”, donde se obtuvieron los respectos
pardmetros de alineamiento de secuencias nucleotidicas: porcentaje de identidad, de
similitud, nimero de gaps y un puntaje de secuenciacion. La informacion mencionada en este

apartado se expone en la Figura 7.
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Figura 7. Resultados obtenidos en la transformacion genética de E. coli BL321 (DE3).

A) Mapa genético del cluster que contiene el gen “tdcA” que codifica para TyDC. B)
Colonias bacterianas BL21 (DE3) de E. coli obtenidas en la transformacién genética por
choque térmico, a) bacterias en Ampicilina y Kanamicina, b), ¢) y d) bacterias transformadas
en Ampicilina, Kanamicina y sin antibiético respectivamente, e) bacterias competentes en
los antibioticos en cuestion y f) control de esterilidad. C) Geles de electroforesis

correspondientes a la temperatura de alineamiento de los primers a) 1 b) 1A ¢) 2y d) 3.
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Caodigos de los pozos: 1: (-); 2: 67 °C; 3: 66.2 °C; 4: 64.7 °C; 5: 62.5 °C; 6: 59.8 °C; 7: 57.8
°C, 8: 56.1 °C; 9: 55 °C, M: marcador de peso molecular. D) Alineamiento gendémico
realizado con el programa “Water-Emboss” donde se contrasta el gen del plasmido con la
secuencia obtenida. E) y F) Secuencia obtenida para TYDC amplificada con el primer R1,

correspondiente a 390 pb y B) resultado de la secuenciacion con el primer F1.

Tabla 4. Cuantificacion del ADN plasmido (pM20-tdcA) obtenidos en el fluorimetro.

Plasmido extraido Concentracion
(ng/uL)
Cluster de tirosina 119.0

(pPM20-tdcA)

De acuerdo con lo reportado en el articulo guia, emplean un fragmento interno de 820 pb del
gen tdcA de L. lactis IPLA 655 directamente del ADN gendmico por amplificacion por PCR
con los primers 5’-GAYATIATIGGIATIGGIYTIGAYCARG-3’ y 5’-
CCRTARTCIGGIATIGCRAARTCIGTRTG-3’, donde Yes Co T,Res A o Ge | esinosina.
Dicho amplicon, fue clonado en el plasmido pCR2.1 para generar el mapa genético en
cuestion que se muestra en la Fig. 7A°. Con respecto a las bacterias competentes, se puede
aseverar una correcta generacion de estas, como se aprecia en la Fig. 7B estas crecen en agar
LB sin antibiotico y no en aquellos que estan suplementados con los antibioticos de seleccion.
Lo anterior, permite conocer dos genes de resistencia que tiene dicho mapa genético. Dicho
proceso es de gran relevancia, ya que este permite convertir, quimicamente a la cepa
bacteriana mas susceptible a captar ADN foraneo, en tanto que el tratamiento con los iones
Ca?* polariza a la membrana celular de estas y permite una mayor interaccion con el ADN
foraneo, que esta cargado negativamente.?® En segundo lugar y segun lo reportado por los
autores del articulo del cual el plasmido fue obsequiado, este se encuentra disefiado para
clonarse en DH5c« mas no reportan clonacion molecular en la cepa de E. coli BL21 (DE3).
No obstante, si se presentan ciertas colonias en la transformacion genética de las bacterias
guimicamente competentes de BL21-DE3 como se muestra en la Fig. 7B. Igualmente, se
corrobora una correcta manipulacién de los microorganismos y una nula variabilidad de la
cepa, en tanto que en el control negativo de esterilidad no se encuentra presencia de ninguna

colonia bacteriana.
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La temperatura de alineamiento de los primers (Tm) se define como la temperatura en la que
se ha hibridado el 50% de las hebras con los primers en el proceso de PCR?. Con esto, se
estima que para el juego de primers funcional (1F-1R) una temperatura de alineamiento
cercano a los 62.5°C, puesto que por debajo de esta se presenta una alta especificidad en los
primers como se aprecia en la Fig. 7C-A. Lo anterior, en tanto que se genera el amplicon de
alrededor de 631 pb como se muestra en la Tabla 1 y en la Fig. 7C-A. Ahora bien, el resto
de primers no generaron amplicones. Esto, se pudo haber presentado por diversos factores,
entre ellos la integridad del ADN donado puede que no sea la adecuada, asi como su
estructura gendmica, o incluso su posible degradacion. La posibilidad de ciertos inhibidores,
a pesar de emplear agua libre de DNAsas?’. En términos generales, los parametros de %GC
(porcentaje de Citocinas y Guaninas) y las Tm de los primers son correctas a nivel in silico,
esto es que el % GC se encuentra entre 40-60%, unas Tm no superiores a 5°C y estos no
superan una longitud de 30 ni menor a 18 pb tal y como se muestra en la Tabla 1%,
Igualmente, en la secuenciacion automatizada no se obtuvo un alto porcentaje de identidad
(Fig. 7D), lo que se puede asociar a que el gen en cuestion no se encuentra de manera integra
de dicho cluster. Asimismo, hay que tener en cuenta que para la secuenciacion se partié del
producto de PCR y no del gen aislado del gel. Entonces, al ser la PCR una reaccién quimica,
puede quedar sustrato sin reaccionar (plasmido), dimeros de primers y otras estructuras
genéticas. También, la técnica de Sanger empleado sélo permitia la secuenciacién de
fragmentos cortos, generando asi una gran limitante en términos genémicos. Todo lo anterior,
puede acarrear en bajos porcentajes de identidad y similitud, altos “gaps” (nucleodtidos sin
detectar) e incluso, electroferogramas con picos poco definidos como se muestra en la Fig.
7E-F.

4.2. Expresion Genética de TyDCr en E. coli BL21 (DE3)

Como primera medida, se llevo a cabo a la expresion génica de la enzima en cuestion y los
resultados en este proceso fueron visualizados mediante SDS-PAGE como se exhibe en la
Figura 8. Asi, se observaron las diferentes solubilidades posibles de la enzima a las

condiciones descritas en items anteriores. Con todo esto, se tiene que la enzima no se
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encuentra presente en el medio de cultivo como se ilustra en la Figura 8C. En este sentido,
las figuras 8A, 8B y 8D representan los cuerpos de inclusion (Cl), lisado clarificado (LC) y
el extracto total de proteinas (ETP) respectivamente. Los resultados del analisis por
densitometria y cuantificacion por Bradford se muestran en la Tabla 5, la ecuacién (1) y en
la Figura 9. Luego, las ecuaciones posteriores describen el proceso matematico para calcular
la concentracion de la enzima en cuestion a partir de la curva de calibracién obtenida en el
ensayo de Bradford. Se determina una concentracion de 0.3 mM de IPTG. En la seccion de

ANEXOS se presentan los datos crudos de este proceso.

[IPTG] 0.1mM 03mM  0.7mM 1.0mM
A [IPTG] 0.1mM 0.3mM 0.7mM 1.0mm B —— Y 1

— Y MPM Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h
MPM Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h e
kDa p—

- - E J o)
ve— Ze B p—
=135 , We— ‘: =q i Y ~100 S— e . |
~100 v L] — . ~75 “—'I =3 — |
75 — : v N . — i i
oS == r— b
~35 ——
~35 . - Da— — - ! - E
S —— Go— -25 - :
-25 — ~20 | =] E F‘
~20 -17 s—
% e [ o
-1 — P -— .
T —— C— - — C— 4llll----‘lll.' e ‘l|.;
[%banda | - [ 716 [ - [436] - [ 56 | - [545] [%banda | - T637] - [ 530 [ - [387] - [ as6]
C D [IPTG]  0.1mM 0.3mMm 0.7mM 1.0mM
[IPTG] 01mM  03mM  07mM 1.0mM MPM Oh 6h Oh 6h Oh 6h Oh 6h
e e —
MPM Oh 6h ©Oh 6h Oh 6h Oh 6h koa .

-245
kDa

~135
~245
~135 —_— ~75
~100 -63
~75
-63
-a8
~3s5 Bl b

28 -7

-1 e

-17

[%banda | - ] 48 [ - [ 521 ] - [ a7t 7] - [516]

Figura 8. Geles de SDS-PAGE producto de la expresion genética de TyDCr en E. coli
(DEJ) a diferentes concentraciones de IPTG durante 6h a 37°C. A) CI, B) LC, C) My D)
ETP. Se esquematiza la zona cercana a 70 kDa (peso molecular de la enzima) y los
porcentajes de banda obtenidos por densitometria.
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Tabla 5. Resultados obtenidos en la curva de calibracion del estdndar de BSA para la
cuantificacion proteica mediante el ensayo de Bradford.
[BSA] mg/mL  Promedio Abs

(595nm)
0.1 0.142+0.0174
0.3 0.370+0.0355
0.5 0.506+0.0264
0.7 0.664+0.0350
0.9 0.914+0.0137

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Promedio Abs595nm

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
[BSA] mg/mL

Figura 9. Curva de calibracion obtenida para la cuantificacion por el método de
Bradford empleando como estandar Albamina de Suero bovino (BSA) y el promedio de

las absorbancias a 595 nm de las réplicas realizadas.

Abssos = 0.9194 X [TyDCr] + 0.0596 (1)

De manera similar, la Figura 10 ilustra los resultados obtenidos en la variacion del tiempo
de expresién de la enzima en cuestion. Asi, se exhiben los geles de SDS-PAGE asociados a
la solubilidad de TyDCr. Con esto, se determina un tiempo de expresion de 6h. En la seccion

de ANEXOS se presenta la informacion detallada con respecto a la cuantificacion proteica.
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Figura 10. Geles de SDS-PAGE producto de la expresion genética de TyDCr en E. coli
(DEJ) a diferentes tiempos, 37°C y 0.3 mM IPTG. A) CI, B) LC, C) ETP y D) ensayo a
21 h. Se esquematiza la zona cercana a 70 kDa (peso molecular de la enzima) y los

porcentajes de banda obtenidos por densitometria.

En aras de visualizar algin cambio en la expresion de la enzima, se realizé el experimento a
las temperaturas mencionadas. En la Figura 11 se esquematiza los resultados obtenidos en
este experimento, en donde se determina una posible temperatura de 14°C de expresion. La
informacion detallada acerca de la cuantificacion por el método de Bradford se encuentra en
la seccion de ANEXOS. Por ultimo, se realiza la expresion empleando las condiciones
mencionadas anteriormente y en la Tabla 6 se retne la informacién obtenida en la
cuantificacion proteica de este ensayo, empleando la curva obtenida en la Figura 9 y la

ecuacion (1).
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Inclusién

Cuerpos
Inclusién

Figura 11. Geles de SDS-PAGE producto de la expresion genética de TyDCr en E. coli
(DE3J) a diferentes temperaturas, 0.3 mM IPTG a 6h. A) ETP, B) CI, C) LC y D) ensayo
final de expresion genética (6h, 0.3 mM IPTG, 14°C). Se esquematiza la zona cercana a

70 kDa (peso molecular de la enzima).

Con respecto a la Fig. 8C, se puede observar la poca solubilidad de la enzima en tanto que
no se encuentra en el medio de cultivo. Con esta figura se puede notar que la enzima no se
sobre-expresa en el resto de las secciones de la célula (extracto total de proteinas, lisado
clarificado y cuerpos de inclusion), representado en el bajo porcentaje de banda asociada a
la enzima, en la zona que deberia estar (alrededor de 70 kDa). De forma similar, en la Fig.
10-11, no se aprecia sobre-expresion alguna de la enzima de estudio. Lo mencionado, se
podria deber, en parte al desconocimiento del mapa genético completo y la presencia del
operon “lac” (promotor, operador y represor) en conjunto con 1a ARN polimerasa y promotor
T7 0 T5, seglin sea el caso®. Ello, gracias a que el IPTG en el medio de cultivo con la bacteria
genéticamente transformada, se une con el represor y permite que al ARN polimerasa de E.
coli transcriba el gen que codifica para la ARN polimerasa T7 o T5. Luego, la ARN
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polimerasa T7 se une con el promotor T7 y permite, en ultimas, la transcripcion y traduccion

del gen recombinante de interés?.

Tabla 6. Resultados de la cuantificacion por el método de Bradford del ensayo final de

expresion genética

Solubilidad  Promedio Concentracion % banda Dilucion Concentracion

Enzimatica Abs (595 proteina total (mL/mL) TYDC
nm) (mg/mL) (mg/mL)

ETP 0.587 0.587 6.25 1/10 0.367

LC 0.667 0.667 5.15 1/10 0.343

Cl 0.624 0.624 3.50 1/10 0.218

En el proceso de clonacion molecular del articulo guia, no se menciona qué enzimas de
restriccion usaron para este proceso, pues se desconoce el sitio de corte de este, si se preserva
0 no el operdn “lac” ni mucho menos si el gen se encuentra optimizado con respecto al
porcentaje de GC'®. Lo mencionado, es informacion sumamente valiosa ya que en términos
gendmicos, constituye dos de las pautas principales para una correcta expresion de una
enzima recombinante en E. coli?®. Esto debido a que el objetivo principal de los autores no
es llevar a cabo la expresion genética de la enzima en E. coli sino méas bien, determinar el
contenido de tiramina en cepas acido-lacticas por cuestiones de seguridad alimentarial®. Asi,
otros autores han reportado la expresion genética en cepas de E. coli de TyDC de manera
exitosa, siguiendo las pautas dichas en este apartado: preservacion de las estructuras
genéticas de la maquinaria molecular “lac” en la clonacion molecular y porcentaje de GC,
empleando IPTG como inductor e incluso usando marcadores terminales de purificacion
como lo es la cola de polihistidina'®?°, En contraste, en el articulo del cual fue donado el

plasmido, no reportan expresion genética de la enzima en dicho microorganismo®®.

En términos generales, se empled la densitometria, que es una técnica Optica que permite
determinar el porcentaje de banda especifico dentro de todo un conjunto de bandas cuando
un haz de luz que incide sobre todo un gel*°. Con todo lo anterior, se pudo determinar la
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concentracion asociada a una banda correspondiente, posiblemente, a la enzima en cuestion
(Tabla 6). Esto, ya que la técnica de cuantificacion de Bradford determina proteinas totales
en una muestra problema y, con dicho porcentaje asociado a cada banda es posible la
correlacion de la concentracion de la proteina particular. Asimismo, se empled la respectiva
curva de calibracién (ecuacion (1) y Fig. 9), la cual arrojé un coeficiente de correlacion
cercano a 1.0. Lo anterior, supone una correlacion directa (positiva) de las variables de
estudio: concentracion del estandar de albtimina de suero bovino y la absorbancia a 595 nm?®!.
Las mediciones se realizaron a esta longitud de onda especificamente, pues es la que presenta
una mayor absorcién en la quimica asociada de este método. En términos quimicos, el
reactivo de Bradford (Coomassie G-250) absorbe a méaximo 465 nm, cuando hay presencia
de proteinas en el medio genera un complejo azul que absorbe en un rango de 595-610 nm,
siendo el mencionado el éptimo en términos espectroscépicos para mezclas de tonos azules,

como la generada en este analisis colorimétrico®.

4.3.Determinacion de los pardmetros cinéticos de TyDCr

En primer lugar, se visualiza y cuantifica la presencia del sustrato empleando sistema
cromatogréafico descrito en la Tabla 3. En este orden de ideas, se realiza la respectiva curva
de calibracion y en la Tabla 7, ecuacion (2) y Figura 12 se retne la informacion obtenida en
este proceso. En segundo lugar, se cuantificé el consumo del sustrato empleando la curva
obtenida y el area de pico cromatografico obtenida para cada tiempo. Los cromatogramas
obtenidos se presentan en la Figura 12B-D y se realiza una muestra de célculo para la
determinacion de la concentracién de sustrato en las muestras a diferentes tiempos,
empleando como ejemplo el area de pico obtenida a Oh. Esta Gltima informacion se expone
en la Tabla 8.
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Tabla 7. Datos de area bajo el pico cromatografico de cada nivel de calibracion y de

las muestras de actividad enzimatica a diferentes tiempos de actividad enzimética.

A

Concentracion estandar L-Tyr (mM) Area de pico cromatogréafico
0.05 2.918E+06
1.0 1.910E+07
2.0 3.281E+07
3.0 4.682E+07
6.0 8.538E+07
1,00E+08
) 9,00E+07 #-09975.0 | A
S 8,00E+07
\ga 7,00E+07
2
g 6,00E+07
§ 5,00E+07 .~
2 4,00E+07 :
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Figura 12. A) Curva de calibracion donde se muestra la concentracion de sustrato (mM)
con respecto al area de pico cromatografico. Se exhibe el coeficiente de correlacion
obtenido en este proceso analitico. B) Cromatograma de la curva de calibracion. C)
Cromatograma de la evaluacion bioldgica de la enzima a tres tiempos de actividad (Oh en
verde, 1h en rojo, 3h en azul) en contraste con el estandar de sustrato (rojo vivo). D)
Control negativo, donde se emplea bacteria sin plasmido y sometida a un tiempo 1h de

actividad enzimatica.
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Area de pico cromatografico = 1.369 x 107[L — Tyr] + 4.424 x 10° (2)

_ (8.499%x107)—(4.424x10°) o LmL
- 1.369x107 /mM 5mL

[L —Tyr] = 1.177mM (2.1)

Tabla 8. Resultados obtenidos en la cuantificacién de consumo de sustrato en la
actividad biolégica de TyDCr.

Muestra Area de pico cromatogréafico [L-Tyr] mM
Muestra Oh* 8.499E+07 1.177
Muestra 1h* 9.013E+07 1.253
Muestra 3h* 9.100E+07 1.265

*En todos los casos se empled una dilucién 1/5 (ml/ml).

En aras de realizar una aproximacion a la actividad enzimética de la posible enzima en
cuestion, se cuantificd un posible consumo del sustrato (L-Tirosina) y se visualizé en HPLC-
DAD con las condiciones de la Tabla 3. En primer lugar, se obtuvo un coeficiente de
correlacion cercano a 1.0, indicando asi una correcta elaboracion de la curva de calibracion
y, por ende, una relacion positiva entre las variables medidas en la Fig. 12A. Asi, la Fig. 12B
expone un aumento paulatino a medida que la concentracion del analito aumenta,
corroborando nuevamente una correcta elaboracion de la curva de calibracion. Con respecto
a la Fig. 12C y la Tabla 8, se aprecia a las Oh de actividad enzimatica una concentracion
menor de 5.5 mM de sustrato y*3, a medida que el tiempo transcurre dicho compuesto se
metaboliza muy poco, posiblemente por la bacteria y/o generando el compuesto de interés

(p-tiramina).

Con ello, a 220 nm es posible visualizar la presencia del sustrato a tiempo de retencién
cercano 1.2 y el producto de catélisis (p-tiramina) a un tiempo menor de 1.0, puesto que
ambos compuestos absorben en dicha longitud de onda®. Segln lo reportado por otros
autores, la tiramina suele invertir su polaridad en presencia de agua, lo que hace que se
retenga menos y eluya rapidamente con la fase mévil compuesta mayoritariamente por este
solvente'®?°, No obstante, no se puede aseverar que el pico co-eluido que se aprecia antes de

la tirosina corresponde a la p-tiramina, pues se requiere un estandar de este compuesto tal y
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como se tiene con la tirosina. Por otro lado, el cromatograma obtenido es similar a los que
han obtenido otros autores, empleando exactamente las mismas condiciones utilizadas para
este primer ensayo*>?°. Lo anterior, se corrobora que el control negativo (bacteria sin
plasmido a 1h de actividad) no presenta un pico antes del sustrato, lo que podria generar un
posible indicio de que la bacteria esta generando un compuesto quimico en particular. Estos
ensayos, podrian mejorarse empleando otras técnicas analiticas como HPLC acoplado a
Espectrometria de Masa e incluso Cromatografia de Gases acoplado a un detector de flama
para aseverar que el pico co-eluido antes del sustrato podria ser p-tiramina y no otro
compuesto quimico interferente. A nivel cromatografico, se podria mejorar la corrida
empleando un buffer, puesto que como se aprecia en las figuras anteriores, dichos

compuestos quimicos presentan picos no muy definidos y algunos, co-eluidos.

Se determind el espectro de absorcion del sustrato a 1 mM de concentracidn, como se muestra
en la Figura 13A. Luego, a una concentracion de 150 mM de sustrato, con la absorbancia
maxima obtenida y usando la Ley de Beer-Lambert (ecuacion (3)), se determiné el
coeficiente de extincién molar (&) de este compuesto quimico (ver Tabla 9). En tercer lugar
y empleando dicha ley y el coeficiente hallado, se hall6 la velocidad inicial de cada
concentracion de sustrato con la Abs388nm/min arrojado por el instrumento, donde la Figura
13B se grafica dicha cinética y en la Tabla 9 se recopilan los datos. Se determinaron los
pardmetros cinéticos asociados a la enzima en los extractos bacterianos, los cuales se
encuentran en la Tabla 9. Por ultimo, se linealizé la informacion para obtener el respectivo
gréfico de Michaelis-Menten (Figura 13C) y en las ecuaciones (4-4.5) de la seccion de

ANEXOS se obtienen estos parametros.

AbSpay = C X 1 X e (3)

e=—22 = 149mM-tem ! (3.1)
150mMx1cm
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Figura 13. A) Espectro de absorcion de L-Tirosina (1.0 mM) en metanol donde se
aprecia una absorcion maxima de 224 nm. B) Cinética enzimatica de TyDCr en extractos

bacterianos donde se grafica la velocidad inicial en funcion de la concentracion de

sustrato. C) Linealizacion de “Weaver-Burk” asociada a la cinética de la enzima en

cuestion.
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L - 12473 x —

= oo T 85684 (4)

Tabla 9. Datos obtenidos en la determinacion experimental de los pardmetros cinéticos

de TyDCr en el extracto bacteriano

[Tyr] mM Abs388nm/min Vo 1/Vo 1/[Tyr]
(mM/min) (min/mM) (2/mM)
100 0.234 £0.0061 0.157 6.38 0.0100
50 0.14 +£0.024 0.0938 10.7 0.020
10 0.0933 +0.010 0.0625 16.0 0.10
5.0 0.034+0.00058 0.0228 43.9 0.20
1.0 0.0113+0.00058 0.00759 132 1.0
Coeficiente de 1.49

extincion molar L-
Tyr (mMcm™)

% Error 6.05
Parametros Cinéticos de TyDCr en la célula
Parametro Valor obtenido

Kcat (s?) 0.397

Km (MM) 14.6
Vmax (mM st) 0.00195
Keat/ Km (MM 1s) 0.0273
U/mg 0.0937

Con respecto a la Fig. 13A, se obtiene un espectro de absorcién del sustrato similar al
reportado presenta dos transiciones electronicas a 225 y 275 nm, siendo el primero el de
mayor absorcion (Améax.)*3. Este valor, se asocio con la Ley de Beer-Lambert para determinar
(¢) del sustrato y en Gltimas, los parametros cinéticos de la enzima en la célula. Asi, esta ley
propone que la absorbancia de un analito es proporcional a su concentracion, dicha
proporcionalidad es entonces (g) y el campo 6ptico (de 1 cm para celdas empleadas)®*. Con
esto, se obtuvo un (g) cercano a lo reportado (1.405mM=cm™), esto indica un porcentaje de

error bajo (Tabla 9) con respecto al reportado®.
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Con respecto a la cinética enzimatica que se aprecia en la Fig. 13B, se observa una curva
tipica de este proceso. Esto es, un incremento exponencial de la velocidad inicial de reaccion
con respecto a la concentracion de sustrato, hasta llegar a un punto de “saturacion”, donde ya
la enzima efecttia una actividad constante®®. El seguimiento de la biocatalisis fue realizado a
388 nm, donde absorbe el PLP?¥, tal y como se ve en la Fig. 13B, la reaccion inicia de un
tono amarillo caracteristico de este compuesto y se torna turbio, caracteristico de un extracto
bacteriano, indicando asi que el PLP se condensa quimicamente con el sustrato (Fig. 4). Lo
anterior, es ventajoso en tanto que no es necesario la derivatizacion quimica para seguir dicha
reaccion. Si bien, las reacciones catalizadas por enzimas son especificas y quimio-selectivas,
al tratarse de un extracto bacteriano y no de una enzima libre, aseverar con una alta fidelidad
de que la coenzima esta reaccionando Unicamente con el sustrato para ser catalizado por
TyDCr es poco preciso (ver Fig. 4). Lo mencionado, en tanto que el PLP es capaz de
reaccionar con otros aminoacidos como L-arginina, L-Asparagina y demas que pueden estar

presentes en dicho extracto®’.

Los pardmetros cinéticos son poco contrastables con los reportados, ya que son asociados a
enzimas puras. Mientras que la cinética realizada corresponde a la posible enzima presente
en el extracto lisado de E. coli. No obstante, corresponde a un acercamiento a nivel de
biosintesis, pues si se puede asegurar que existe una relacién de proporcionalidad entre el
inverso de la velocidad de reaccion con respecto al inverso de la concentracién del sustrato
como se ve en la Fig. 13B%. Lo que quiere decir que, podria responder al modelo cinético

propuesto por Weaver y Burk (ecuacion (5))%.

Vo Vmax [S] Vmax

1 Ku 1 1
X — ©)

La anterior ecuacion, propone entonces que el inverso del corte con el eje “Y” corresponde
a la velocidad méaxima (Vmax). Este parametro se define, teéricamente, como la velocidad
inicial de reaccion cuando la concentracion de sustrato tiende al infinito®. Por su parte, la
constante de Michaelis-Menten (Kwm), es la concentracion de sustrato a la cual la velocidad
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de reaccion alcanza la mitad de VVmax, para este caso, se podria hipotetizar que a 14.6 mM
de L-Tyr, la velocidad de reaccion alcanzaria la mitad de Vmax®. Por otro lado, la constante
catalitica (Kcat) corresponde al nimero de moléculas convertidas en sustrato en dicha
reaccion, lo que quiere decir que, TyDCr en el extracto podria convertir, quimicamente, 0.397
moléculas de L-Tyr en p-tiramina®. Por otro lado, la eficiencia catalitica (Km/Kcat) provee
informacion de cuan especifica u eficiente es la enzima en cuestion y es util si, a futuro, se
desea evaluar la especificidad a diferentes sustratos, fendmeno conocido como promiscuidad
enzimatica®®. Para finalizar, la actividad especifica (U) es la medida internacional de la
cantidad de enzima que puede transformar 1umol de sustrato por unidad de tiempo en
producto®®38, Cuando se expresa esta cantidad por mg de célula empleado, revela
informacidn de la actividad catalitica de una enzima inmersa en la célula, de gran relevancia
en construccion de biofabricas bacterianas®. Asi, se puede hipotetizar que, si la enzima se
encuentra realmente en el extracto bacteriano, podria llegar a transformar quimicamente,
alrededor de 0.0937umol de L-Tyr en p-tiramina por cada mg de bacteria por unidad de

tiempo.

5. CONCLUSIONES

En conclusion y con respecto al primer objetivo especifico, no se logra aseverar, de manera
100% confiable la obtencion de la Tirosina Descarboxilasa recombinante (TyDCr) de
Lactococcus lactis (IPLA 655) expresada en la cepa de BL21 (DE3) de E. coli. No obstante,
se obtienen cepas bacterias resistente a Ampicilina y Kanamicina, coherente al plasmido
donado. En términos genémicos, se amplifica alrededor de 631 pb del gen tdcA que codifica
para la enzima en cuestion, con una temperatura de alineamiento determinada de alrededor
62.5°C para el juego de primers disefiados para este proceso. lgualmente, se logra una
secuenciacion con bajo porcentaje de identidad (37.5%) y de similitud (41.5%). A nivel
protedmico, no se aprecia una sobre-expresion de TyDCr en los geles de SDS-PAGE a
70kDa, sin embargo, se hipotetiza que los parametros posibles de expresion genética de la
enzima podrian ser 14°C, 0.3 mM de IPTG y alrededor de 6h.
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Con respecto al segundo objetivo especifico, se realiza un posible acercamiento a la forma
en la que se podrian determinar los pardmetros cinéticos asociados a la enzima. Asi, los
parametros de actividad enzimatica obtenidos son poco contrastables, al estar la enzima
inmersa en la célula y no de su forma pura. Sin embargo, se propone una forma sencilla de
determinar dicha actividad enzimatica, empleando un ensayo colorimétrico a una
absorbancia de 388nm, siguiendo la reaccion quimica por el aumento de la absorbancia de la
misma coenzima (PLP). En términos metabdlicos, se cuantifica por medio del HPLC la
concentracion de sustrato a diferentes tiempos de actividad biologica, donde no se aprecia un

consumo significativo de dicho sustrato en tres tiempos evaluados (0, 1 y 3h) de actividad.

6. RECOMENDACIONES

e Emplear un plasmido que esté disefiado para expresarse E. coli u otro microorganismo
de interés biotecnoldgico o en su defecto, generarlo empleando un plasmido como
pET, pUC u otro vector, en conjunto con el gen optimizado y de origen sintético.

e Si se desea seguir usando el clUster, se debe aislar y purificar el gen tdcA y realizar
la clonacion molecular en un plasmido como los mencionados.

e Contrastar el ensayo de actividad bioldgica con un estdndar de p-tiramina para
aseverar la posible presencia de este compuesto quimico. Igualmente, emplear un
gradiente y una fase mdvil con bufer en el HPLC-DAD, en tanto que los compuestos
quimicos se pueden protonar y desprotonar con facilidad, lo que podria mejorar la
resolucion de los picos cromatograficos. Asimismo, estos ensayos metabdlicos
podrian complementarse con instrumentacion quimica de mayor precision como lo
podria ser la Espectrometria de Masas, como por ejemplo UPLC-MS en aras de
obtener datos més acertados.
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8. ANEXOS

A

4 4019) L4440 M13)
(3904) Pcil -
o0 et Hindlll (234)
e Bt N e / Acc651 (240)
| / Kpnl (244)
4 Eco53kl (248)
sacl (250)
BamHI (252)
Spel (258)
Pmll (335)
EcoRV (411)
Notl (426)

Aval - BsoBl - PaeR7! - PspXI
BmeT1101 (433)
Nsil (443)

(3184) BspHI
Xbal (444)
Eco01091 - PspOMI (450)
Apal (454
(3016) Ahdl 2 ?i ny
(2950) Bsal - b
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Flori-R (73
Dralll (878)
Flori-F (942 ..963)
Psil (1003)
BstAPI (1097)
(2535) Scal [ Xemi (1361)
(2533) Tatl [ Bglll (1381)
2466) Amp-R / \ \  Becli* (1386)
(2416) Xmni / \ Neo-R (1471..1490
Mscl (1627)
PfIFI - Tth1111 (1663)
... X100) e ¥ BssHIl (1942)
(2061) Rsril Btgl - Ncol (1977)
pPCR2.1-InC
4029 bp
antiporter Na/H+ KasI (116)
B (7343) BamHI Marl (117)
\ /' Sfol (118)
(7239) Bcivl / PIuTT (120)
(7123) BsmBI - Esp3I

_BmgBI (538)

EcoP151 (707)
_— BsrGI (797)

- BsaBI (1010)
- Scal (1051)

Acc65I (1381)
~— KpnI (1385)
— Nhel (1462)
. BmtL (1466)
-~ Eco53kI (1

(7029) AfIII _
(7023) BglII —

terminador transportador)

(6681) Acll —

(6213) PAIMI_ | y
(6187) BssSal —/ /

(5526) Pasl

(5455) BstXI'
(5437) EcoNI
(5409) BsaWI

™,

(5280) PshAL
(5275) PpuMI
(5097) BssHII _
(4966) PfIFI - Tth111I -

(4874) BspQI - Sapl
(4467) BaeGI - Bmel580I
(4305) SnaBI ™~
(4266) BSiWT
(4245) Nael
(4243) NgoMIV
(4208) Pvul

cluster tirosina 1-7543 EiT (1736)

7543 bp

Taul (2393)

sml (2695)
BstBI (2721)

“— Bsal (3022)

T Bsu36l (3162)
. Dralll (3246)
BtgI - Ncol (3307)

Pail (3635)
AccI (3540)
BstAPI (3706)

- Xhol (432)

581)

“._ BanII - BsiHKAI - SacI (1583)

_PaqCI (2197)

_BstEIL (2650)

terminador tyr-tRNA

Anexo 1. A) Vector empleado en la obtencion del plasmido pM20-tdcA. B) Cluster de
tirosina donde se obtuvo el gen codificante. Se desconoce cuales enzimas de restriccion que

se emplearon para la construccion de este vector recombinante.®
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Anexo 2. Datos de la cuantificacion por Bradford de TyDCr en los extractos bacterianos en

el proceso de expresion genética, evaluando diferentes concentraciones de IPTG.

MUESTR Concentrac
ion
EXTRAC proteina %  Concentraci
TRATAMIE MEDICI MEDICI MEDICI PROMED DESVIACI total ban 6n TYDC
NTO (6h) ON1 ON 2 ON3 [e) ON(%) (mg/mL) da (mg/mL)
1 (Pellet-
Extracto 0.004526089
total) 0.1 0.083 0.172 0.132  0.1290 4.4576 0.0943 4.8 333
0.012986530
0.3 0.512 0.148 0.152  0.2707 20.9010 0.2493 5.21 53
0.026698873
0.7 0.512 0.566 0.605 0.5610 4.6701 0.5669 4.71 28
0.059673494
1 1.316 0.929 1.055 1.1000 19.7385 1.1565 5.16 96
2
(Sobrenadant 0.044656196
e-Lisado) 0.1 0.959 0.669 0.423 0.6837 26.8301 0.7010 6.37 88
0.030203004
0.3 0.513 0.518 0.528 0.5197 0.7638 0.5216 5.79 55
0.001814701
0.7 0.151 0.095 0.011 0.0857 7.0465 0.0469 3.87 914
0.043839183
1 1.113 0.9 0.752  0.9217 18.1473 0.9614 4.56 21
2 (Pellet-
Cuerpo 0.8873333 0.9238286 0.066146129
Inclusidn) 0.1 1.197 0.725 0.74 333 26.8284 232 7.16 42
0.5340382 0.023284069
0.3 0.561 0.492 054 0,531 3.5369 86 4.36 27
0.3261987 0.018267128
0.7 0.293 0.183 0.547 0.341 18.6687 237 5.6 53
0.5146666 0.5161713 0.028131340
1 0.474 0.397 0.673 667 14.2423 763 5.45 01
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Promedio Abs 595 nm

1,0000
0,9000
0,8000
0,7000
0,6000
0,5000
0,4000
0,3000
0,2000
0,1000
0,0000

Curva calibracion BSA

0,2

0,4

y=0,9142x+0,0428
R2=0,9

0,6

[BSA] mg/mL

736..

0,8

Anexo 3. Curva de calibracion empleada en la cuantificacion por Bradford de TyDCr en los

extractos bacterianos en el proceso de expresion genética, evaluando diferentes

concentraciones de IPTG.

Anexo 4. Datos de la cuantificacion por Bradford de TyDCr en los extractos bacterianos en

el proceso de expresidn genética, evaluando diferentes tiempos de expresion.

Concentra
MUEST cion Concentra
RA proteina % cién

TRATAMIE |[EXTRAC MEDICI MEDICI MEDICI PROME DESVIAC total ban TYCD

NTO (6h) TO[h] ON1 ON 2 ON 3 DIO ION (%) (mg/mL) da (mg/mL)

1 (Pellet-

Extracto

total) 1 0.825 0.822 0.823 0.8233 0.1528 1.0791 6.04 0.065
2 0.94 0.934 0.93 0.9347 0.5033 1.2250 6.28 0.077
3 1.027 1.254 0.902 1.0610 17.8446 1.3906 5.28 0.073
4 1.256 0.948 1.016 1.0733 16.1806 1.4067 5.38 0.076
5 1.072 0.981 1.324 1.1257 17.7686 1.4753 6.2 0.091
6 0.905 1.034 1.348 1.0957 22.7847 1.4360 6.96 0.100

2

(Sobrenadant

e-Lisado) 1 0.466 1.015 1.047 0.8427 32.6595 1.1044 5.9 0.065
2 1.47 1.591 0.698 1.2530 48.4437 1.6422 5.54 0.091
3 0.477 1.052 1.1 0.8763 34.6665 1.1485 6.9 0.079
4 0.705 0.762 0.686 0.7177 3.9552 0.9406 6.78 0.064
5 0.744 0.572 1.666 0.9940 58.8289 1.3028 7.04 0.092
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6 0.938 0.945 1.889 1.2573 54.7051 1.6479 7.41 0.122
2 (Pellet-
Cuerpo
Inclusién) 1 1.18 1.169 1.175 1.1747 0.5508 1.5395 6.99 0.108
2 0.499 0.545 1.159 0.7343 36.8491 0.9624 6.04 0.058
3 0.614 0.656 1.475 0.9150 48.5429 1.1992 5.21 0.062
4 0.659 1.49 1.391 1.1800 45.3906 1.5465 5.92 0.092
5 0.769 1.62 1.461 1.2833 45.2465 1.6820 7.54 0.127
6 0.543 0.549 0.97 0.6873 24.4815 0.9008 4.75 0.043
1,4
y=0,7933x+0,5661 g
1’2 R2=0,996.8. ...........
@
= -
- s
808 L o
<E .........
3 0,6 ¢
()
€
04
o
0,2
0
0,2 0,4 0,6 0,8 1

[BSA] mg/mL

Anexo 5. Curva de calibracion empleada en la cuantificacién por Bradford de TyDCr en los

extractos bacterianos en el proceso de expresion genética, evaluando diferentes tiempos.
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Anexo 6. Cromatogramas obtenidos en la evaluacion bioldgica de TyDCr a A) Oh, B) 1hy

C) 3h.
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Calibration Report A

Method: C:\EZChrom Elite'Enterprise'\Projects\Liquid Chrome'Method\Ana Tycd.met
Print Time: 10/10/2022 12:46:37 p.m.

User: SYSTEM

Instrument: LCU-2

TIROSINA (DAD-CH1)
Average RF: 5.29592e-008
Scaling: None

Replicate Mode: Replace
Fit Type: Linear

y = 7.288092¢-008x - 0,316437
Goodness of fit (r*2): 0,997475

RF StDev: 2,10429¢-008
LSQ Weighting: None

RF %RSD: 39,7342
Force Through Zero: Off

Peak: TIROSINA -- ESTD -- DAD-CH1

5,0
E _
=
E 25 ]
< o
[LU__-"'I rrryrrrryrrrrrrr T r T e e T T T T T T e T T T T T
0 2.0e+07 4,0e+07 6,0e+07 8,0e+07
Area B
Level | Level 2 Level 3 Level 4 Level 5
Amount 0,05 1 2 3 6
Area 2918049 19102113 32810657 46815728 85379628
RF | 1,713473625 | 5,23502295269 | 6,095580469479 | 6,408102849538 | 7,0274375053
69991e-008 639e-008 T8e-008 09e-008 4964e-008
Last Area
Residual 0,153743 -0,0759005 -0,075105 -0,0959231 0,093186
Rep StDev
Rep %RSD
Rep 1 Area 2918049 19102113 32810657 46815728 85379628
Rep 1 User SYSTEM SYSTEM SYSTEM SYSTEM SYSTEM
Rep | Data File | C:\EZChrom C:AEZChrom C:AEZChrom C:\EZChrom C:\EZChrom
Elite\Enterpri | Elite\Enterprise\ | Elite\Enterprise\ | Elite\Enterprise\ | Elite\Enterpris
se\Projects'De | Projects'Derivat | Projects\Derivati | Projects\Derivati | e\Projects\Deri
rivatizacion 1zacion zacion zacion vatizacion
PT\Kevin\Cur | PT\Kevin\Curva | PT'Kevin'Curva | PT'Kevin'Curva | PT\Kevin\Curv
va_ Tyr 0.05] Tyr 1.0omMOL | _Tyr 2.0mMO1 | Tyr 3.0mMO0OI | a Tyr 6.0mM
mMO12.dat 3.dat 4.dat 5.dat 016.dat
Rep 1 Sample ID | Curva_Tyr 0.| Curva Tyr 1.0 | Curva Tyr 2.0| Curva Tyr 3.0 | Curva_Tyr 6.0
05mM mM mM mM mM
Rep 1 Calib. Time 10/10/2022 10/10/2022 10/10/2022 10/10/2022 10/10/2022
12:18:47 p.m. 12:19:31 p.m. 12:20:06 p.m. 12:20:37 p.m. 12:46:11 p.m.

Anexo 7. A) Curva de calibracion obtenida por el sistema de HPLC-DAD para la
cuantificacion de L-Tyr en los extractos bacterianos durante la evaluacion biologica de

TyDCr. B) Datos recopilados por el equipo en este proceso analitico.
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Anexo 8. Céalculo de los Pardmetros de Actividad Enzimaética

1imMm 1min

Vmax = — X = 1.9451 x 10 3mMs~1 (4.1)
8.5684min 60s
Ky, = 124.73min X 1.9451 X 10~3mMs~! x ;‘l’fn = 14.557mM (4.2)
Vmax 1.9451x10 3mMs~1 _
Kcat = [TyDCr] = 0.34—3gTyDCr)< 1molTyDCr _1ooomilimol = 0397S ! (43)
L 700009TyDCr 1mol

Kcat _ 0.397s7!
Ky  14.557mM

= 0.02727s 'mM~! (4.4)

Eficiencia catalitica =

mol L-Tyr 5.5x10%*umol L-Tyr 1
= - 4 — = K Y X 5mL X —————
mg bacteriaxmin 1000mL 586.9mgx5min

(4.5)

=9.3712 x 103U /mg
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