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Resumen del proyecto

Las dioxigenasas tipo Rieske (RDOx) son enzimas bacterianas cominmente utilizadas para dihidroxilacién de arenos
con alta regio- y estereoselectividad, resultando en productos sumamente atractivos como materiales de partida en
rutas de sintesis orgdnica enantioselectivas. En los Gltimos afos nuestro grupo ha descubierto novedosas
actividades biocataliticas para esta clase de metaloenzimas, donde el dtomo de hierro de su sitio activo en vez de
coordinarse con el 02 (como ocurre durante la dihidroxilacién) se coordina directamente con sustratos orgdnicos
catalizando otras transformaciones, como la sintesis de nitrilos mediante la deshidratacién de oximas y la formacién
de enlaces C-N mediada por la formacion de nitrenos. Esto ultimo fue la base para el estudio de reacciones de
aminacidn directa de enlaces C-H que permitié reportar una nueva aplicacién para las RDOx. En el presente
proyecto se exploraron nuevas actividades para estas enzimas, enfocados en la reactividad del hierro que
presentan en su sitio activo con ligandos diferentes al oxigeno, especificamente otros sustratos gaseosos (como
acetileno o mondxido de nitrégeno); buscando que estos pudieran ser activados e insertados en dobles enlaces de
manera andloga al mecanismo de dihidroxilacién, o dar lugar a otro tipo de reacciones. Ademds, se profundizé en el
estudio de la actividad oxima deshidratasa como estrategia para la obtencién de nitrilos, y se evalué la capacidad
de formar carbenos (de manera similar a la formacién de nitrenos) para catalizar la formacién de enlaces C-C.

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Quimicas / Quimica Orgdnica / Biocatdlisis
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Antecedentes, problema de investigacidn, objetivos y justificacidn.

Antecedentes

Las dioxigenasas tipo Rieske (RDOx) son enzimas bacterianas que participan en el metabolismo de compuestos
aromaticos. Catalizan la dihidroxilaciéon de arenos con alta regio- y enantioselectividad para producir cis-
ciclohexadienodioles tipo 1 (figura 1), compuestos sumamente atractivos como materiales de partida en rutas de
sintesis enantioselectivas (1,2). [AV1.1]Esta transformacidn, que carece de un equivalente directo en la quimica
cldsica, se lleva a cabo a escala preparativa mediante biotransformacién con células enteras de Escherichia coli
recombinantes que expresan RDOx, lo que garantiza la regeneracion de los cofactores necesarios.

Nuestro grupo posee una vasta experiencia trabajando con estas enzimas, abarcando desde la produccién de dioles
en biorreactores de 5 litros (3) hasta la expansidn de sus aplicaciones sintéticas mediante el desarrollo de mutantes
de la Tolueno Dioxigenasa (TDO) para alterar su selectividad (4). Adicionalmente, hemos desarrollado y validado un
modelo computacional del sitio activo de TDO para observar detalladamente las interacciones enzima-sustrato
(figura 2) (5).

En los ultimos anos, hemos descubierto novedosas actividades biocataliticas promiscuas para estas metaloenzimas,
donde el dtomo de hierro se coordina directamente con sustratos orgdnicos en lugar de oxigeno. Reportamos la
primera biotransformacién de un grupo azida a nitrilo, dilucidando un mecanismo que implica la formacion y
posterior deshidratacién de una oxima, asi como la formacidn de una especie hierro-nitreno en el sitio activo de TDO
(figura 3A) (6). Este primer reporte de actividad aldoxima deshidratasa para una RDOx es de gran interés por el
valor industrial de los nitrilos (7,8). Ademds, la formacidn de nitrenos nos permitié reportar por primera vez
reacciones de aminacion intramolecular directa de enlaces C(sp3)-H utilizando bencensulfonilazidas trisustituidas,
alcanzando conversiones del 45% para 1 gramo de sustrato (figura 3B) (9). Estos hallazgos nos han posicionado a
nivel internacional y motivan la exploracién de nuevas actividades enfocadas en la reactividad del hierro con
ligandos distintos al oxigeno.

Problema de investigacién
Las RDOx son sistemas multienzimaticos compuestos por una ferredoxina, una reductasa y una oxigenasa. En la
subunidad oxigenasa reside el sitio activo, conformado por un dtomo de hierro(Il) coordinado por dos histidinas y un
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dcido aspdrtico. Su funcion natural es activar el oxigeno molecular para su insercion en los arenos. No obstante, la
evidencia previa de nuestro grupo demuestra que este centro catalitico puede interactuar con ligandos diferentes
al 02, como oximas (promoviendo su deshidratacion a nitrilos (6)) y acilazidas (promoviendo la formacién de nitrenos
9)).

El problema de investigacion se centré en determinar hasta qué punto este centro metdlico puede explotarse para
catalizar reacciones sintéticas no naturales de alto valor. El estudio de actividades promiscuas enzimaticas
representd un nuevo nicho para descubrir biocatalizadores que, potenciados por herramientas como la evolucién
dirigida (tal como se ha demostrado para hemoproteinas en los trabajos de Arnold y Fasan (10-14)), podrian alcanzar
niveles cataliticos significativos.

Para abordar este problema, se plantearon tres grandes interrogantes/desafios:

1. Deshidratacion de oximas (Figura 4A[AV2.1]): Al haberse evidenciado esta actividad para algunas dioxigenasas,
decidimos explorar la especificidad de sustrato en otros miembros de la familia RDOx (Cumeno- CDO, Bifenilo- BPDO,
Benceno- BDO, Carbazol- CARDO, Anilina- ADO y Antranilato- ANDO) y estudiar en mayor profundidad el mecanismo a
nivel computacional.

2. Formacidn de enlaces C-C mediadas por carbenos (figura 4B): A diferencia de la formacién de nitrenos (proceso
intramolecular), la formacién de carbenos a partir de diazocompuestos (15—18) permitiria catalizar reacciones de
ciclopropanacién intermoleculares, formando nuevos enlaces C-C. Estudios preliminares mostraron bajas
conversiones (~2%) con Clorobenceno- y Naftaleno Dioxigenasas (CBDO y NDO), lo que hace imperativa la exploracion
de las bibliotecas de mutantes de NDO desarrolladas previamente por nuestro grupo.

3. Activacion de moléculas gaseosas (NO y C2H2 — figura 4C): Se desconoce en gran medida el potencial sintético
del atomo de hierro (II) en las RDOx para activar sustratos gaseosos diferentes al oxigeno.

- Monoéxido de nitrégeno (NO): Es una molécula biolégicamente activa que interactida con facilidad en centros
metdlicos (Fe-hemo, Zn-S y Cu). EL NO es un excelente ligando para el estado ferroso (+2) del hierro, formando
complejos hierro-nitrosilo donde el gas adquiere un cardcter catiénico (NO+) capaz de participar en reacciones
redox como la nitrosilacidn de tioles (19-20). Sin embargo, su aplicacién con fines de sintesis orgdnica no ha sido
explorada. Estudios preliminares realizados con células enteras y donadores quimicos de NO (NONOatos como NOC-
5, NOC-7 y NOC-18) no lograron arrojar nuevos productos. El desafio radica en que, dentro del complejo entorno
celular, el NO puede interactuar con multiples metaloproteinas de forma inespecifica. Por lo tanto, el problema
exige estudiar esta reactividad utilizando enzimas purificadas (NDO y CDO) frente a NO gaseoso, buscando canalizar
la activacidn del gas de forma exclusiva hacia los sustratos de interés.

- Acetileno (C2H2): La coordinacidn de este alquino al hierro y su reactividad asociada son un terreno casi
inexplorado. El primer complejo bien caracterizado de C2H2 unido a un dtomo de hierro se reporté recién en 2019
(21), evidenciando que la activacién del gas implica reacciones de protonacién reductiva que convergen en la
formacién de complejos Fe-carbino. A diferencia de los carbenos, los carbinos como intermediarios de sintesis estdn
profundamente subexplotados debido a la inmensa dificultad para controlar su alta reactividad y la carencia de
fuentes eficientes para obtenerlos, limitando su uso casi exclusivamente a reacciones de metdtesis de alquinos (22-
25). Al presentar cardcter nucleéfilo o electrdfilo, los complejos metal-carbino pueden generar alcoholes, alenos o
algquenos terminales al reaccionar con compuestos carbonilicos (24). El desafio de investigacion aqui es determinar
si el entorno proteico tridimensional del sitio activo de las RDOx puede modular esta alta reactividad y permitir
acoples C-C. Ademds, se realizard un estudio computacional para evaluar la coordinacién hierro-acetileno.

Objetivo General

Estudiar las actividades promiscuas de las dioxigenasas tipo Rieske, explotando la reactividad de su dtomo de
hierro frente a ligandos diferentes al oxigeno molecular para desarrollar nuevas reacciones quimicas
enantioselectivas en condiciones suaves y sustentables.

Objetivos Especificos

« Deshidratacion de oximas: Expandir el estudio a nuevas dioxigenasas tipo Rieske (Cumeno- CDO, Bifenilo- BPDO,
Benceno- BDO, Carbazol- CARDO, Anilina- ADO y Antranilato- ANDO) y evaluar el alcance a diferentes sustratos.
 Realizar un andlisis in silico del mecanismo de deshidratacién de oximas en TDO para su mejor comprension.

» Reacciones de ciclopropanacién: Evaluar la capacidad de distintas bibliotecas de mutantes de NDO de formar
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carbenos y catalizar reacciones de ciclopropanacion a partir de estireno y diazoacetato de etilo.

 Activacion de gases (NO y C2H2): Evaluar las RDOx en reacciones con 6xido nitrico y acetileno en condiciones
anaerobias para la obtencién de nuevos productos.

* Realizar andlisis computacionales de la unién de NO y C2H2 al hierro para modelar sus posibles intermediarios de
reaccion y aspectos electrénicos en el sitio activo.

Justificacion

 La presente investigacion se justifica en la necesidad de encontrar alternativas mds sustentables y selectivas a
los métodos quimicos cldsicos basados en metales de transicion. Al considerar a las RDOx como catalizadores de
hierro insertados en un entorno proteico tridimensional, es posible aprovechar las ventajas de la biocatdlisis: alta
quimio, regio y estereoselectividad operando bajo condiciones de reaccién suaves y amigables con el medio
ambiente. El éxito en la incorporacién de nuevas moléculas reactivas (como carbenos, NO y acetileno) ampliaria
drdsticamente el rango de sintones asequibles y expandird el potencial de las RDOx en la sintesis orgdnica
contempordnea.

Metodologia/Disefo del estudio

1. Produccién y preparacion general de los biocatalizadores

El éxito de las biotransformaciones propuestas depende criticamente de la estandarizacién y calidad de los
biocatalizadores. Para las reacciones que involucran el uso de células enteras de cepas recombinantes, el
crecimiento de la biomasa se llevé a cabo a gran escala utilizando un biorreactor de 5 litros, siguiendo los
protocolos consolidados en nuestro laboratorio. Este enfoque permitié un control paramétrico estricto durante el
cultivo, garantizando la cosecha de las células exactamente en su punto de mdxima actividad enzimdtica.
Posteriormente, se prepararon alicuotas que y se almacenaron en freezer a -20 °C. Esta técnica de
criopreservaciéon asegura el mantenimiento de la actividad biocatalitica por periodos de hasta 12 meses. La
estrategia de generar un Unico lote de crecimiento para cada biocatalizador minimiza significativamente la
variabilidad biolégica entre los multiples experimentos planeados y optimiza los tiempos de produccion.

Por otro lado, para los ensayos que requirieron el uso de enzimas aisladas y purificadas, se procedid a la expresion
de las enzimas modificadas genéticamente con colas de polihistidina (His-tag) a escala de matraz. Tras la lisis
celular, la purificacidn se realizé mediante técnicas de cromatografia de afinidad por iones metdlicos utilizando
columnas de niquel (25).

En todos los abordajes experimentales se incluyeron sistemdticamente tres tipos de controles negativos: a) blancos
de reaccidn sin la adicién de sustrato (para evaluar el metabolismo basal), b) blancos sin el biocatalizador (para
descartar reacciones quimicas de fondo), y c) controles biolégicos empleando células hospedadoras transformadas
Unicamente con los pldsmidos vacios carentes de los genes de las dioxigenasas.

2. Abordaje I: Estudio de la actividad oxima deshidratasa

Para caracterizar la capacidad de las RDOx de convertir oximas a nitrilos, disené un flujo de trabajo que combina
ensayos empiricos de biotransformacién con el modelado molecular in silico.

Se realizé un screening inicial utilizando células enteras de los biocatalizadores seleccionados, con una alta
densidad celular (0D600=60) para asegurar una carga catalitica 6ptima. Los ensayos se llevaron a cabo en escala
de 3 mL, en condiciones estrictamente anaerobias (para evitar la competencia con el oxigeno), agregando el sustrato
correspondiente (compuestos 7-10, figura 5) en concentracion de 5 mMy se incubaron a 28°C y 150 rpm durante 20
horas. Posteriormente, se realizé la extraccion con diclorometano y las fases orgdnicas se analizaron por
cromatografia gaseosa (GC). El andlisis por GC-FID se llevé a cabo utilizando una columna capilar SE-52 MEGA 30 m
x 0.25 mm ID x 0.25 um. Se empled un detector de ionizacion de llama (FID) e hidrégeno como gas portador. Tanto el
inyector como el detector se mantuvieron a 280 °C. El programa de temperatura del horno se inicié a 40 °C, seguido
de una rampa de 50 °C/min hasta alcanzar los 200 °C; posteriormente, se aplicé un gradiente de 20 °C/min hasta los
220 °C, manteniendo esta temperatura durante 5 minutos.

Estudios computacionales (in silico):[VG3.1]

Se realizé el andlisis del mecanismo de deshidratacidn de benzaldoxima en el sitio activo de la Tolueno Dioxigenasa
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(TDO). Primero, se optimizé la geometria del sustrato empleando métodos de estructura electrénica (26) a través de
los programas Hyperchem (27) y/o Gaussian09 (28), asegurando un modelo inicial de minima energia. La preparacion
de la enzima TDO implicé la asignacion precisa de los estados de ionizacién de los aminodcidos y la generacion de
las coordenadas de los hidrdgenos, tarea que se ejecuté con el mddulo Protonate 3D integrado en el entorno
MOE(29, 30).

Con los modelos preparados, se realizaron experimentos de anclaje molecular (docking) utilizando el programa
GOLD(31), siguiendo los lineamientos de nuestros reportes previos.5 Partiendo de la pose de menor energia obtenida
para el sustrato, se "recortd” virtualmente el sitio de unién, inmovilizando las cadenas peptidicas del esqueleto
estructural para evitar distorsiones no fisicas. Los efectos de polarizacién e interacciones de largo alcance
inducidos por la matriz proteica periférica se simularon matematicamente implementando un dieléctrico de baja
constante dentro de un modelo de solvatacién implicita IEFPCM con términos no electrostdticos (modelo SMD)(32).
Finalmente, la geometria de los estados estacionarios e intermediarios se optimizé empleando la Teoria de los
Funcionales de la Densidad (DFT)(26) en Gaussian09(28) al nivel de teoria B3LYP/LANL2DZ, considerando ambos
estados de espin del dtomo de hierro. Esta estrategia ha demostrado gran capacidad predictiva en sistemas
metaloenzimdticos similares(33-35).

3. Abordaje II: Estudio de la formacién de carbenos y reacciones de ciclopropanacién

La viabilidad de catalizar reacciones intermoleculares de ciclopropanacién mediante la transferencia de carbenos
fue evaluada mediante el screening de bibliotecas de mutantes de la Naftaleno Dioxigenasa (NDO) en un formato de
placas de polipropileno de 48 pocillos profundos. Para asegurar un rigor estadistico que proporcione un 95% de
probabilidad de cobertura sobre las variantes generadas, el protocolo exige analizar individualmente 34 colonias
transformantes para las bibliotecas tipo NHT (en posiciones F202, H295, L307, F352 y W358), y 22 colonias para la
biblioteca tipo RNC (en posicién F224). En cada experimento, se incluyé sistemdticamente la cepa que expresa NDO
nativa (WT) como linea base comparativa.

Inicialmente, células competentes de E. coli JM109(DE3) transformadas con la mezcla de pldsmidos
correspondientes a cada biblioteca se cultivaron en agar sélido LB-Amp e incubaron a 37 °C durante toda la noche.
Al dia siguiente, se preparé una "Placa de crecimiento” maestra dispensando 5 mL de medio LB-Amp liquido en cada
pocillo. Una columna de la placa se inoculo con clones de NDO-WT y el resto con colonias transformantes
individuales. Esta placa se incubd a 37 °C toda la noche bajo agitacién. A partir de esta, se generd una "Placa de
reaccion” paralela, inoculando 50 uL del cultivo original en pocillos con medio fresco. Tras una fase de crecimiento
de 2 horas a 37 °Cy 600 rpm, se indujo la expresidn de la dioxigenasa mediante la adicién de IPTG. Posteriormente,
la placa se incubd durante 20 horas a una temperatura inferior (28 °C) y 550 rpm para favorecer el correcto
plegamiento tridimensional de las proteinas.

Culminada la fase de expresion, se midié la densidad celular final (0D600) y las placas se centrifugaron en rotor de
placas a 4000 rpm por 20 minutos. Las células se suspendieron en el volumen de buffer de reaccién necesario para
homogeneizar todas las muestras a una 0D600=60. Bajo condiciones de anaerobiosis, se agregaron los reactivos de
ciclopropanacién: la olefina estireno (10 mM) y el dador de carbenos diazoacetato de etilo (EDA, 20 mM), (figura 4B).
La mezcla se incubd por 20 horas a 28 °Cy 650 rpm.

Luego se agregd 2-feniletanol en una concentracion final de 5 mM como estdndar interno y se realizd la extraccidn
con diclorometano, agitando en vortex durante 1 minuto y separando las fases por centrifugacién a 10000 rpm por 5
minutos. La fase orgdnica se secé con Na2504, y se concentrd retomando en 100 uL de diclorometano.
Posteriormente se realiz6 el andlisis por cromatografia de gases acoplada a FID y a espectroscopia de masas (GC y
GC-MS) con el fin de determinar las conversiones relativas. El andlisis por GC-FID se llevé a cabo utilizando una
columna capilar SE-52 MEGA 30 m x 0.25 mm ID x 0.25 um. Se empled un detector de ionizacién de llama (FID) e
hidrégeno como gas portador. Tanto el inyector como el detector se mantuvieron a 280 °C. El programa de
temperatura del horno se inicié a 40 °C, seguido de una rampa de 50 °C/min hasta alcanzar los 200 °C;
posteriormente, se aplicé un gradiente de 20 °C/min hasta los 220 °C, manteniendo esta temperatura durante 5
minutos. El volumen de inyeccion fue de 1 um. El andlisis por GC-MS se realizé en las mismas condiciones, pero
utilizando un detector de espectroscopia de masas en modo full scan.

Para seleccionar las cepas que presentan mayor conversion que la cepa nativa de NDO se utilizé la relacién de
dreas de los picos. La relacién de drea del pico correspondiente al producto y el pico correspondiente al estdndar
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interno para el control de reaccién (NDO) se considera 1. Se realizé un promedio de las réplicas del control de
reaccion para cada biblioteca (6 réplicas por biblioteca), descartando aquellos valores que se alejaron de la media.
Para cada clon a evaluar se calculd la relaciéon del drea del pico correspondiente al producto y el drea del pico del
estdndar interno, comparando este valor con el obtenido para el control de reaccion (NDO-WT). Aquellos en las que
el factor fue mayor o igual a 1 se seleccionaron para un segundo screening y se conservaron a —80 °C desde la
placa de crecimiento maestra almacenada para poder recuperar el pldsmido original, el cual serd secuenciado
genéticamente para identificar la mutacion responsable de los cambios. Los biocatalizadores "hit" seleccionados
fueron finalmente sometidos a estudios de validacién y escalado preparativo en volimenes de 10 mL, en viales de 20
mL y condiciones de anaerobiosis como fue descripto para el cribado.

4, Abordaje III: Estudio de reacciones con nuevos sustratos gaseosos (NO y C2H2)

En el caso del mondxido de nitrégeno (NO), se utilizo frente a los sustratos 11 - 13 (figura 5) para evaluar su posible
insercidn electrofilica o radicalaria en los anillos aromdticos o en el doble enlace olefinico de la cadena lateral del
estireno. Adicionalmente, se ensayaron el tiol (14) y el indol (15) para mapear otros niveles de reactividad como la S-
y N-nitrosacién.

Para el estudio de la activacion del acetileno (C2H2), se utilizaron los sustratos 11-13.

Estas biotransformaciones se realizaron en viales herméticos a una escala de 10 mL, empleando 10 mM del sustrato
orgdnico correspondiente, y se incubaron a 28 °C bajo agitacién durante 20 horas. Previo a la adicién de los
sustratos gaseosos y orgdnicos, el oxigeno disuelto y el aire en el espacio de cabeza del vial fueron desplazados
exhaustivamente mediante el burbujeo y purga con argén.

Tras la extraccidon con acetato de etilo, las fases orgdnicas se analizaron mediante Cromatografia de Gases y de
observarse posibles productos se utilizé GC acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS). Los compuestos
novedosos detectados serian aislados a escala preparativa mediante cromatografia en columna de gel de silice o
cromatografia de placa fina (TLC preparativa), y posteriormente sometidos a andlisis bidimensionales de RMN para
la elucidacién inequivoca de su estructura.

Finalmente, los hallazgos experimentales serian complementados con estudios tedricos in silico orientados a
modelar la termodindmica de los intermediarios reactivos formados por el NO y el C2H2 en el entorno de la enzima
TDO. La preparacion de los modelos atémicos y las optimizaciones geométricas mecano-cudnticas de los complejos
de hierro-gas se ejecutardn adhiriendo estrictamente al mismo procedimiento metodoldgico DFT descrito con
anterioridad.

Resultados, andlisis y discusién

Deshidratacién de oximas

Se estudié la capacidad de CDO, BPDO, BDO, ADO, ANDO y CARDO de catalizar la deshidrataciédn de benzaldoxima
ausencia de oxigeno. En este caso se realizé el crecimiento de las cepas de E. coli JM109 DE3 recombinantes que
expresan los genes de CDO, BDO y BPDO, y de las cepas recombinantes de E. coli BW25113 que expresan los genes
de ADO, ANDO y CARDO. Las reacciones se realizaron por quintuplicado utilizando células en reposo con una
concentracién correspondiente a 0D600= 60, bajo atmdsfera de argén en una escala de 3 mL y una concentracion de
sustrato de 5 mM, incubando toda la noche a 28°C, 150 rpm. Tras la extraccién con diclorometano, los crudos se
analizaron por cromatografia gaseosa.

Los resultados obtenidos mostraron que ADO, ANDO, CARDO y BDO no son capaces de deshidratar la benzaldoxima,
ya que no se observo formacidn de producto y se recuperd el sustrato agregado. Esto posiblemente se deba a la
gran diferencia estructural respecto a los sustratos que aceptan naturalmente estas enzimas. Las
biotransformaciones con CDO y BPDO sin embargo, mostraron conversiones hacia benzonitrilo del orden de 15% y 5%
respectivamente, siendo menores que las obtenidas anteriormente con NDO (35%) y TDO F366V (55%).

Durante este primer screening se observaron varios problemas de reproducibilidad principalmente con los sistemas
ADO, ANDO y CARDO, recientemente incorporados a nuestra coleccién. Para determinar las posibles causas de esto,
estudiamos la expresion de estas enzimas en las condiciones de trabajo, confirmando que los genes no se estaban
expresando. Se realizaron pruebas en diferentes medios (LB y TB) y a diferentes temperaturas de expresion post-
induccidn (20 y 28 ° C) buscando mejoras en las condiciones de expresion, sin lograr avances en este sentido, por lo
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gue concluimos que existe un problema en la construccidn de los sistemas de expresién para estas enzimas. Como
perspectiva de este trabajo surge la necesidad de modificar estos sistemas y optimizar las condiciones de
expresion para poder estudiar estas enzimas a futuro.

Posteriormente se estudiaron las biotransformaciones de 2- y 4-bromo-benzaldoxima con NDO, BPDO, CDO y
TDOF366V por haber sido los biocatalizadores que mostraron mejores conversiones, utilizando las mismas
condiciones descritas anteriormente. Para la 2-bromobenzaldoxima, las conversiones fueron: NDO = 27%, BPDO= no
se detectd producto, CDO= 28%, TDO F366V = 19%; mientras que para la 4-bromobenzaldoxima se obtuvieron
conversiones de NDO = 17%, BPDO= no se detectd producto, CDO= 42%, TDO F366V = 10%. Estos resultados muestran
de manera interesante la capacidad de tres de los cuatro biocatalizadores estudiados de deshidratar las oximas de
estos nuevos sustratos y reflejan la importancia de la geometria de las moléculas para acomodarse en los sitios
activos, dando lugar a conversiones variables dependiendo, en este caso, del patrén de sustituciéon en la molécula.
Este estudio confirma la capacidad de distintos miembros de la familia de las dioxigenasas tipo Rieske de
deshidratar oximas y su potencial aplicacidn en la sintesis de nitrilos, pero indica también que es necesario un
estudio de las interacciones enzima — sustrato para seleccionar el biocatalizador mds adecuado en cada caso.

Por otra parte, se realizé el estudio in silico de la biotransformacion de benzaldoxima en el modelo computacional
del sitio activo de TDO. Esto permitié visualizar las diferentes interacciones enzima — sustrato que se establecen a
lo largo del ciclo catalitico e identificar los residuos aminoacidicos involucrados en este proceso, de acuerdo con el
esquema que se muestra en la figura 6. Asi se pudo observar la estabilizacién de la oxima en el sitio activo de TDO
asistida por el hierro, el Asp316 y la Phe366. Luego, se observa una disminucién en la distancia entre el O de Glu373
y el H bencilico del sustrato que favorece la desprotonacidn en esta posicidn, dando lugar a la formacidn de
benzonitrilo en el sitio activo de TDO.

Para el ensayo con enzimas purificadas se utilizaron las cepas que expresan Unicamente las subunidades alfa 'y
beta de las oxigenasas de NDO y CDO, dado que nuestra hipétesis suponia que la reaccién es llevada adelante
exclusivamente por la coordinacidn al hierro del sitio activo que actia como catalizador en la deshidratacién de las
oximas. Se lograron purificar de manera adecuada las subunidades del sistema NDO, mientras que tras varios
intentos no se obtuvieron cantidades suficientes de las subunidades de CDO. Se procedié entonces a ensayar la
biotransformacién de la 2-bromobenzaldoxima mediada por las subunidades alfa y beta de la oxigenasa de NDO,
dado que fue el sustrato que mostré mejores resultados para esta enzima. Tras la extraccién del medio de reaccidn
se recupero el sustrato y no se observé formacion de producto, lo cual puede tener dos causas. Una de ellas es que
las subunidades no se encuentren adecuadamente ensambladas y plegadas tras la purificacién. Para comprobar
esto, se deberian acoplar a la reaccion las otras dos enzimas del sistema (ferredoxina y reductasa) y realizar la
reaccion natural de dihidroxilacion, evidenciando asi que el sistema es funcional. La otra causa podria ser que sea
necesaria una transferencia de electrones provenientes de la ferredoxina y la reductasa del sistema NDO para
catalizar la deshidratacién de la oxima. En ambos casos es necesario proceder a la purificacidn de las otras dos
enzimas para acoplarlas in-vitro, lo cual por el tiempo de trabajo que insumiria surge como una perspectiva a
futuro de este proyecto.

Reacciones de ciclopropanacién

Se estudié la capacidad de NDO de catalizar reacciones de ciclopropanacidn a partir de estireno y diazoacetato de
etilo (EDA). Para esto se evalud la cepa nativa y mutantes en las posiciones F202, F224, H295, L307, F352 y W358
clonados y expresados en cepas de Escherichia coli JM109 (DE3). Para asegurar un 95% de cobertura de las
variantes de NDO generadas se analizaron 34 clones de bibliotecas NHT y 22 clones para la biblioteca RNC (F224).
En cada caso se integré como control de reaccion se utilizé la cepa expresando NDO nativa (NDO-WT), incluyendo 5
réplicas para realizar la comparacion de resultados y seleccionar aquellos mutantes que mostraran conversiones
mayores.

Los resultados obtenidos comprobaron que NDO puede catalizar reacciones de ciclopropanacién in vivo. En la figura
7 se muestra el cromatograma obtenido en la reaccidn con la NDO-WT (Figura 7A) y el espectro de masa de ambos
diasterémeros del producto obtenido (Figura 7B)

En una primera ronda se evaluaron los mutantes de cada biblioteca en placas de 96 pocillos. Asi se seleccionaron
los clones de las diferentes bibliotecas que mostraron conversiones iguales o mayores a la NDO-WT, y con ellos se
realizé un segundo cribado para comparar los resultados. Todos los mutantes seleccionados fueron conservados en
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freezer a —80°C con 20% de glicerol como crioprotector. El segundo cribado de mutantes seleccionados mostré
algunas variantes con conversiones entre 1.5y 3 veces superiores a la enzima nativa, especialmente en las
posiciones W358 y F352, lo cual las convierte en fuertes candidatas para futuros estudios de optimizacién por su
mayor impacto catalitico.

Posteriormente se realizé el escalado de las reacciones utilizado los dos mutantes que dieron mayores
conversiones: uno en la posicion W358 y otro en F352. Se realizé la produccién de biomasa de cada uno de estos
clones y de la cepa nativa en escala de matraz, y las células se resuspendieron en buffer de reaccion ajustando la
densidad dptica en un valor de 60 (0D600nm). El escalado se realizé bajo condiciones anaerdbias en viales de 20 mL
conteniendo 10 mL de mezcla de reaccioén, utilizando las mismas concentraciones de sustratos que en el screening.
El andlisis por GC-FID mostré que no se obtienen conversiones mayores a la obtenida con la NDO-WT en esta escala,
por lo que deberd estudiarse en mayor profundidad qué aspectos del escalado afectan a la reaccién.

Reacciones con otros gases (NO 'y C2H2)

Se desconoce en gran medida el potencial del dtomo de hierro (II) en las RDOx para activar sustratos gaseosos
diferentes al 02. El proyecto proponia una primera aproximacién para estudiar esto utilizando 6xido nitrico y
acetileno.

Las reacciones con 6xido nitrico no mostraron formacién de productos al utilizar las subunidades alfa y beta de la
oxigenasa de NDO purificadas, los compuestos orgdnicos se recuperaron de igual manera tanto en presencia de las
dioxigenasas como en los controles correspondientes. Esto sugiere que el NO no es capaz de coordinarse al hierro
del sitio activo, o en caso de hacerlo, no es activado para reaccionar con los sustratos orgdnicos. Nuevamente surge
la pregunta de si serdn necesarias las demds subunidades del sistema (ferredoxina y reductasa) para la activacion
de este sustrato. Ante estos resultados experimentales y dado el tiempo que implican los cdlculos computacionales
y la disponibilidad del cluster, se desestimé el modelado en este caso.

Las reacciones con acetileno se realizaron también en condiciones anaerobias utilizando el derivado sililado, y
actualmente nos encontramos analizando estas reacciones. En cuanto al estudio in-silico, se confirmé que el estado
de alto espin del hierro del sitio activo es el de menor energia. Tras la coordinacion del acetileno, el residuo Asp376
libera una de sus uniones, dejando al centro metdlico tetracoordinado. Las distancias del enlace Fe-C resultaron ser
de 2.36'y 2.43A, y la unién del sustrato se estabilizé mediante un enlace de hidrégeno no convencional con la Glu373.
Esto indica una interesante interaccion entre el hierro y el acetileno que a su vez genera un cambio en la
coordinacién del metal. De acuerdo con nuestros estudios previos (5), la distancia Fe-C en este caso es el doble que
la distancia Fe-0, lo cual podria impactar negativamente en el posicionamiento de los sustratos aromdticos una vez
coordinado el acetileno ya que para la reaccién de dihidroxilacion la distancia O-C suele ser entre 3y 4 A. Los
resultados experimentales con NDO no mostraron formacion de productos al utilizar bromobenceno ni estireno,
recuperdndose estos sustratos intactos. Las biotransformaciones con resto de las enzimas se encuentran en curso.

Conclusiones y recomendaciones

1. Se confirmé la capacidad de nuevos miembros de la familia de Dioxigenasas tipo Rieske para catalizar reacciones
de deshidratacidn de oximas y obtener nitrilos a partir de distintos sustratos.

2. Este estudio permite concluir que las distintas Dioxigenasas muestran selectividades diferentes ante la
diversidad estructural de los sustratos. En general, las moléculas mds voluminosas requieren cavidades cataliticas
de mayor volumen.

3. Los cdlculos in-silico permitieron observar las interacciones enzima-sustrato en el proceso de deshidratacién de
la benzaldoxima, desde la estabilizacidn del sustrato hasta la liberaciéon del benzonitrilo producido. En el
intermediario de deshidratacién se identificé al glutdmico en posicién 373 como importante para la desprotonacién
de la posicién benzilica que lleva a la formacidn del nitrilo. Como perspectiva podria estudiarse experimentalmente
el efecto de este aminodcido mediante su sustitucidn por otro que no tenga la capacidad de tomar ese protén (por
ej. alanina), lo cual deberia anular la capacidad oxima deshidratasa de TDO.

4. Las reacciones in-vitro con la oxigenasa de NDO purificada no mostraron los resultados esperados. Es necesario
purificar la reductasa y la ferredoxina para acoplarlas a las subunidades alfa y beta de la oxigenasa en ensayos in
vitro, para evaluar la dependencia de transferencia de electrones en la deshidratacion de oximas.
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5. Se confirmé la capacidad de la Naftaleno Dioxigenasa de catalizar reacciones de ciclopropanacién intermolecular
mediada por carbenos. El andlisis de las bibliotecas de mutantes sugiere que las sustituciones del triptéfano 358 y
la fenilalanina 352 serian las de mayor impacto en esta reaccién. Sin embargo, el escalado de las reacciones con los
clones seleccionados no mostraron el aumento de conversién esperado. Como perspectiva nos proponemos
profundizar en la causa de estos resultados, evaluando si se debié a un efecto del escalado o al screening de
seleccidn de los clones.

6. Actualmente nos encontramos ensayando experimentalmente la activacion de acetileno. Los estudios in-silico
mostraron su capacidad de coordinarse al hierro del sitio activo, pero solo los datos experimentales demostrardn si
esto es suficiente para su activacidn y posterior reaccion con los sustratos aromaticos ofrecidos.

7. Se evidencidé un problema en la expresidn de los sistemas enzimdticos de ADO, ANDO y CARDO, clonados en un
sistema pBAD18 y expresados en la cepa de E. coli BW25113. Este hallazgo resulté de suma importancia dado
nuestro interés por explorar estos sistemas enzimadticos subexplorados. Nos proponemos construir sistemas de
expresion andlogos a los de TDO y NDO, en vectores derivados de pKK223-3 y expresados en E. coli JM109, de modo
de estandarizar los sistemas que expresan las dioxigenasas para nuestro trabajo a futuro.
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