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RESUMEN

Los dispositivos microfluidicos permiten trabajar con volumenes pequefios, en
condiciones de reaccion controladas, son accesibles y transportables. Pueden ser
utilizados en conjunto con algunas moléculas organicas permitiendo desarrollar
sistemas que generen energia o ayuden en la deteccion de algun analito; entre
estas moléculas organicas destacan las enzimas como catalizadores bioldgicos. El
objetivo de este estudio fue proponer una estrategia metodolégica que permita
obtener un dispositivo nanofluidico autoalimentado utilizando a la enzima lactato
oxidasa. Se realiz6 un analisis bioinformatico para seleccionar el gen de la bacteria
que codifica para lactato oxidasa; posteriormente se propuso la obtencion de la
enzima mediante clonacion utilizando la técnica Gateway tomando como bacterias
fuente a Enterococcus faecium y a Aerococcus viridans para su expresion en E. coli
BL21(DE). Se plante¢ realizar la purificacion mediante columnas de centrifugacion
y la caracterizacion utilizando la reaccion acoplada de peroxidasa de rdbano con
ABTS. El desempefio de la matriz de Porfirina/GSH-CdTeQ se evalué mediante
espectroscopia de impedancia electroquimica al presentar un aumento en la
resistencia del 450% respecto a la matriz sin enzima inmovilizada. La actividad
catalitica del bioelectrodo fue evaluada a través de voltamperometrias ciclicas (VC)
para determinar si la inmovilizacién permitia desarrollar actividad, las condiciones
bajo las se llevaron a cabo los experimentos fueron sin agitacion, utilizando un
contraelectrodo de Ag/AgCly mediante adiciones sucesivas de lactato y se encontr6
actividad catalitica hasta la concentracion 10 mM de lactato, esto nos permite inferir
que la proteina propuesta también podra utilizar el mismo soporte para su

inmovilizacion.

Palabras clave: biosensor, clonacién, enzima, nanofluidico



ABSTRACT

Microfluidic devices allow working with small volumes, under controlled reaction
conditions, are accessible and transportable. They can be used in conjunction with
some organic molecules, allowing the development of systems that generate energy
or help in the detection of analytes; among these organic molecules, enzymes stand
out as biological catalysts. The objective of this study was to propose a
methodological strategy that allows obtaining a self-powered nanofluidic device
using lactate oxidase. A bioinformatic analysis was performed to select the bacterial
gene that codes for lactate oxidase; subsequently, it was proposed to obtain the
enzyme by cloning using the Gateway technique, taking Enterococcus faecium and
Aerococcus viridans as source bacterium for its expression in E. coli BL21(DE). Spin
column purification and characterization using the coupled reaction of horseradish
peroxidase with ABTS was planned. The performance of the Porphyrin/GSH-CdTeQ
matrix was evaluated by electrochemical impedance spectroscopy, presenting a
450% increase in resistance compared to the matrix without immobilized enzyme.
The catalytic activity of the bioelectrode was evaluated through cyclic voltammetry
(CV) to determine if the immobilization allowed it to develop activity, the conditions
under which the experiments were carried out were without stirring, using an
Ag/AgCI counter electrode and by successive additions of lactate and catalytic
activity was found up to 10 mM lactate concentration, this allows us to infer that the

proposed protein can also use the same support for its immobilization.

Keywords: biosensor, cloning, enzyme, nanofluidic



1. INTRODUCCION

Los biosensores tiene multiples ventajas, una de las principales es su practicidad
que permite la cuantificacion in situ; otras caracteristicas son la posibilidad de
produccion y rapida distribucion, aunque existen algunas limitantes cuando se
trabaja con enzimas inmovilizadas tales como cambios en la actividad catalitica, la
desnaturalizacién producida por una variacion en el pH, el tiempo de vida Gtil y los
costos de produccion, por mencionar algunos (Gamella et al., 2018; Hao et al.,
2020).

A pesar de los avances que se tienen en el area de biosensores, y en especifico,
en el area biomédica, son recientes las investigaciones relacionadas con la
deteccién y cuantificacion de analitos presentes en el cuerpo, ya sea con fines de
investigacion o para la prevencién y deteccidon de enfermedades en etapas

tempranas (Shafiee et al., 2018).

Desde el punto de vista fisioldgico, un aumento en la concentracion de lactato en el
sudor puede estar relacionado con diferentes causas que pueden incluir desde
fatiga muscular, hipoxia o fibrosis quistica, entre otras. El sudor puede ser utilizado
para diagnosticar otras enfermedades como el sindrome de Frey o trastorno de
panico, acidosis lactica (Luo et al, 2021; Derbyshire et al, 2012; Arrudi-Moreno et al,
2020; Hauke et al, 2020)

La ingenieria de proteinas es una de las estrategias que pueden ser llevadas con la
finalidad de ampliar el rango dinamico de un biosensor ademas de que sus
principales técnicas permiten obtener enzimas recombinantes (Campas et al.,
2019).

Para el caso de la enzima lactato oxidasa, su produccion es inexistente en el pais 'y
las formas comerciales que existen presentan una alta sensibilidad al exterior de
forma que su manipulacion debe realizarse con sumo cuidado y manteniendo

condiciones especiales, sin mencionar que requiere una superficie para anclarse.
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En la presente investigacion se planted la metodologia para producir la enzima
recombinante lactato oxidasa proveniente de Aerococcus viridans en E. coli BL21
(DE3), la cual tiene modificaciones genéticas que reducen la contaminacion por
oxigeno, y su aplicacion futura en un biosensor nanofluidico autoalimentado que

permita cuantificar lactato presente en algunos fluidos corporales.
2. ANTECEDENTES
2.1. Dispositivos microfluidicos

Los dispositivos microfluidicos se componen de un chip con canales pequefios y
camaras de reaccion para la deteccion de analitos (Muzammil et al., 2022). Desde
su comienzo plantearon el desarrollo continuo encaminado a aplicaciones
biol6gicas y biomédicas. Caracteristicas como la capacidad de llevar a cabo
procesos multiples de forma simultanea y la necesidad de volimenes de reactivos
bajos, han llevado a que estos dispositivos sean apropiados para desarrollar analisis
bioquimicos, cribado de alto rendimiento y andlisis de alta sensibilidad (Jiang &
Korivi, 2014).

En afios mas recientes, la microfluidica ha cobrado relevancia en el area médica
debido a su potencial en una variedad de aplicaciones que van desde ensayos
enzimaticos, reacciones de hibridacion de ADN, separacién de biomoléculas, entre
otras teniendo en algunos casos relacion con los dispositivos autoalimentados
(Wang et al., 2020).

2.1.1 Dispositivos Autoalimentados

Un dispositivo autoalimentado puede ser un sensor quimico, nuclear o bioldgico, en
el que la presencia del analito produce suficiente energia para la sefalizacion. En
un principio los sensores autoalimentados fueron planteados para sensores
nucleares (USA Patente n° 0213379, 2010), posteriormente se utilizaron en el area
guimica y biolégica (Han et al., 2010) y recientemente se ha ampliado el término a
aguellos sensores que recogen energia del ambiente (Arechederra & Minteer,
2011).

11



Un dispositivo electroquimico autoalimentado utiliza una biocelda de combustible
como fuente de energia a la par de biosensor, o que simplifica el sistema del
biosensor debido a que ya no requiere de un potenciostato, energia para el
potenciostato y/o energia para el dispositivo de sefalizacion (Grattieri & Minteer,
2017).

2.1.2 Biocelda de Combustible

Una celda de combustible es un dispositivo microfluidico en el que las funciones de
suministro de fluido, remocién, sitio de reaccidon y componentes del electrodo se
encuentran confinados en un canal. Estas celdas pueden trabajar con un modo de
flujo laminar sin requerir de una barrera fisica que separe al combustible de la

especie oxidante (Jiang & Korivi, 2014).

Un subtipo de celda de combustible son las bioceldas de combustible (BFC) que
generan energia mediante el uso de moléculas biolégicas, las bioceldas de
combustibles a su vez se clasifican en celdas de combustible microbiano y celdas
de combustible enziméaticas las cuales dependiendo del biocatalizador que ocupan
pueden convertir energia quimica en energia eléctrica directamente con la ayuda
de la biocatalisis (Hao et al., 2020; Abreu et al., 2018).

2.2. Biosensor

El desarrollo y la comercializacion de los biosensores comenzé alrededor de los
afos 60, enfocados principalmente aplicaciones clinicas y de indole bioquimico. En
1962, se disefd el primer sensor enziméatico que tenia la finalidad de determinar la
concentracion de glucosa en la sangre a través de la reaccion catalizada por la
glucosa oxidasa; para realizar este dispositivo se acoplé la proteina a un electrodo

selectivo de oxigeno (Clark & Lyons, 1962).

Un biosensor es un sensor quimico en el que el sistema de reconocimiento utiliza
un mecanismo bioquimico. De manera general, un sensor quimico contiene dos
componentes basicos que se encuentran conectados en serie: el sistema de

reconocimiento (receptor) y el transductor fisicoquimico. La fuente de la que un
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sensor obtiene informacion puede variar, desde la concentracién de un componente
presente en una muestra hasta el analisis de la composicion total, y esto es obtenido
a través de una sefal analitica util (Thévenot et al., 2001; Cammann, 1977; Turner
et al., 1987).

El sistema de reconocimiento biolégico se encarga de traducir la informacion del
dominio bioquimico, usualmente la concentracion de un analito, en una sefial de
salida quimica o fisica con una sensibilidad definida. Su principal funcién es proveer
al sensor con un alto grado de selectividad por el analito a ser medido. La parte del
sensor que transduce tiene como funcién transferir la sefial obtenida en el dominio
de salida del sistema de reconocimiento, generalmente al dominio eléctrico. Esta
parte del biosensor a veces se conoce como detector, sensor o electrodo, pero se
prefiere el término transductor para evitar confusion (Thévenot et al.,, 2001). Es
importante destacar que las caracteristicas fisicoquimicas del analito de interés
seran determinantes en la seleccion del material biolégico de reconocimiento,
mientras que por su lado el tipo de elemento de reconocimiento es el que determina

el sistema transductor (Jiménez & Leodn, 2009).

De acuerdo con Shafiee et al. (2018), diversos parametros son considerados para

evaluar un biosensor:

I.  Rango de Medicion: son los limites maximos y minimos que un sensor es

capaz de detectar.

Il.  Sensibilidad: que es la proporcion del cambio de salida resultante de un

cambio de entrada dado.

lll.  Tiempo de Respuesta: definido como el tiempo requerido por el sensor para
alcanzar un valor de salida de estado estable en respuesta a una entrada

variable.

IV. Exactitud: la cual se define como la diferencia entre el valor detectado y la
cantidad real, se determina mediante una relaciébn y se muestra como un

porcentaje.
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V. Precision: se relaciona con la reproducibilidad de la medicion bajo

condiciones similares.

VI. Resolucién: se refiere al cambio de entrada mas pequefio que es detectable

por el sensor.

VII.  Reproducibilidad: es la proximidad de los valores de salida cuando la misma

cantidad de entrada es suministrada al sensor bajo condiciones similares.

VIII.  Limite de Deteccion: uno de los parametros mas importantes, representa la

minima cantidad de un analito detectable por el biosensor.

IX. Histéresis: en algunos sensores existe un comportamiento en la entrada y
salida que sigue un comportamiento no lineal, dependiendo de si la entrada

aumenta o disminuye.

La nanotecnologia también ha contribuido a seguir enriqueciendo el desarrollo de
los biosensores (LaFleur & Yager, 2013). Por ejemplo, algunos nanomateriales son
empleados en la biodeteccién, como los nanotubos y las nanoparticulas. Los
nanotubos son estructuras unidimensionales que presentan una alta relacion
superficie-volumen (Liu, 2008), un ejemplo son los nanotubos de carbono utilizados
para inmovilizar anticuerpos o cadenas de ADN en su superficie de forma que
cuando el antigeno o la hebra de ADN interactie, segln sea el caso, se genere un
cambio en la conductancia eléctrica en el nanotubo. Las nanoparticulas tienen
diametros entre 1 y 100 nm, usualmente mono dispersas y comunmente hechas de
oro modificado por la adsorcion de proteinas como anticuerpos; presentan
propiedades Opticas de dispersion y absorcion Unicas que son aprovechadas

ampliamente en métodos de imagenologia (Aslan et al., 2005).
2.2.1 Clasificacion de Biosensores

De acuerdo con Jiménez y Le6n (2009), los biosensores pueden agruparse tomando

como referencia diferentes variables:

I.  Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad
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II. Método de deteccion: directo o indirecto

lll.  Elemento de reconocimiento: célula, organela, tejido, enzima, receptor,

anticuerpo, acido nucleico, polimero de impresion molecular.

IV.  Sistema de transduccién: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico,

termoeléctrico u optico.
2.2.1.1 Biosensores Electroquimicos

Un biosensor electroquimico es un biosensor que posee un transductor
electroquimico, es considerado un electrodo modificado quimicamente debido a que
el material conductor electronico, semiconductor o conductor ibnico esté recubierto
con una pelicula bioquimica (Durst et al., 1997; Kutner et al., 1998; Thévenot et al.,
2001).

Algunos aspectos positivos importantes del uso de enzimas en los biosensores son
la simplicidad, la flexibilidad, el costo-eficacia, portabilidad y selectividad superior
(Singh et al., 2010; Mishra & Rajakumari, 2019). El desarrollo de biosensores
enzimaticos ha mejorado y acelerado el diagndstico de varias enfermedades como
la diabetes, el cancer, el VIH, el dengue, el colesterol alto y otros desdrdenes que
involucran analisis de plasma (Metkar & Girigoswami, 2019; Mohankumar et al.,
2021).

Actualmente una gran variedad de enzimas son utilizadas en distintos ambitos de
deteccion en el area de la medicina. Una de las méas destacadas es la glucosa
oxidasa empleada en biosensores enzimaticos amperométricos (Witkowska et al.,
2016; Yoo & Lee, 2010). Otro tipo de biosensores usados en el diagndstico clinico
se relacionan con la deteccion de lactato, o acido lactico (Rathee et al., 2016;
Dungchai et al., 2009). El aumento de la concentracion de esta molécula en el
humano puede resultar en acidosis lactica, que causa multiples problemas como
fallos en el corazén y en el sistema hepatico, sepsis, diabetes, entre otros (Rathee
et al., 2016; Ricci & Palleschi, 2005). Las dos enzimas comUnmente usadas en este

tipo de biosensores son la L-lactato deshidrogenasa y la L-lactato oxidasa. Multiples

15



estrategias han sido planteadas para mejorar la sensibilidad y selectividad de los
sensores de lactato que involucran nanomateriales, principalmente nanoestructuras
a base de carbono que pueden llegar incluso a aumentar la longevidad de este tipo
de biosensores (Bravo et al., 2019; Batra et al., 2016; Chu et al., 2017).

2.2.2 Caracterizacion Electroquimica

Existen diversas técnicas que permiten medir o evaluar el funcionamiento de un
biosensor. En el caso de los dispositivos electroquimicos, una sefial eléctrica se
introduce en el sistema; la sefial brinda informacion del sistema mediante la
respuesta eléctrica que genera el transductor (Cano, 2009). Un transductor
electroguimico mide la corriente que se produce como resultado de las reacciones
de oxidacion y reduccién debido a la interaccion del biosensor con un analito
(Perumal & Hashim, 2014; Wang et al., 2008). Esta corriente generada por el sensor
se puede correlacionar con la concentracion del analito o su proporcién de

produccién o consumo (Grieshaber et al., 2008; Shafie et al., 2018).

Las caracterizaciones electroquimicas se realizan recurriendo a sistemas de
electrodos. Una celda electroquimica consta de un electrodo de trabajo y de un
contraelectrodo, el potencial del electrodo de trabajo es sensible a la concentraciéon
del analito y el contraelectrodo cierra el circuito. De esta forma el potencial del
electrodo de trabajo se obtiene con respecto al contraelectrodo que actiia como un
potencial de referencia; debido a esto, el potencial del contraelectrodo debe
permanecer constante. Si esto no se logra, sera necesario recurrir a un electrodo
auxiliar que permita mantener constante el potencial del contraelectrodo y completar
el circuito (Choudhary et al., 2017). Entre las principales técnicas para caracterizar

a un biosensor destacan la cronoamperometria y la voltamperometria ciclica.
2.2.2.1 Cronoamperometria

En amperometria, un potencial constante es aplicado al electrodo de trabajo y la

corriente es medida como una funcién del tiempo. La amperometria es utilizada para
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la deteccion de analitos en sistemas de flujo y dada esta particularidad, es posible

utilizarla en estudios de sensores incluidos portatiles (Choudhary et al., 2017).

En una cronoamperometria, el potencial de entrada varia y la variacion
correspondiente de la corriente se registra en funcion del tiempo. La
cronoamperometria sigue la ecuacion de Cottrell y esta a su vez se deriva de la
segunda ley de Fick de difusion, por lo que es posible encontrar el valor del
coeficiente de difusion de las especies electroactivas disponibles en la superficie del
electrodo de trabajo. Esta técnica permite predecir la variacion en la corriente a lo
largo del tiempo al aplicar un paso de potencial bajo condiciones de gran

sobrepotencial (Choudhary et al., 2017).

La técnica de cronoamperometria es tan sensible que no requiere de marcar al
analito o al bioreceptor y ha sido aplicada en mdultiples estudios de forma
independiente o a la par de otras técnicas electroquimicas como la
voltamperometria ciclica (Guy & Walker, 2016).

2.2.2.2 Voltamperometria Ciclica

Una voltamperometria ciclica (VC) es un tipo especifico de voltamperometria que
comprende el escaneo de un rango de voltajes mientras se mide la corriente
eléctrica y se utiliza para estudiar las propiedades reductoras de algunos
compuestos y de algunas estructuras interfaciales (Batczewski et al., 2008). Una
voltamperometria ciclica puede ser utilizada para obtener informacién relacionada
con el potencial de reduccion, asi como las proporciones de reaccion

electroguimicas de algunas soluciones de analitos.

En este ensayo, el potencial de un electrodo estacionario se escanea desde un
potencial predeterminado hasta un valor final, denominado potencial de
conmutacion, para obtener posteriormente el escaneo inverso y estos valores se
grafican corriente contra voltaje en un voltamograma (Guy & Walker, 2016). La

magnitud de las corrientes de oxidacion y de reduccion y la forma de los
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voltamogramas dependen en gran medida de la concentracion del analito, las

velocidades de escaneo y las condiciones del experimento (Choudhary et al., 2017).
2.2.3 Mecanismos de Transferencia de Electrones

La funcion de los biosensores amperométricos esta relacionada con los procesos
de transferencia de electrones entre el sitio activo de una enzima inmovilizada y la
superficie de un electrodo que esta preparado para un potencial de trabajo
apropiado. Dentro de las principales vias de transferencia de electrones se
encuentran la transferencia de electrones mediada, el salto de electrones en
polimeros redox, transferencia de electrones utilizando enzimas modificadas como
mediadores, electrodos de pasta de carbono y transferencia directa de electrones.
Un prerrequisito esencial para el desarrollo de un biosensor amperométrico que
presente alta sensibilidad y respuesta rapida es establecer una transferencia de
electrones rapida desde el componente biolégico al electrodo (Habermdiller et al.,
2000).

2.2.3.1 Transferencia de Electrones Mediada

La primera generacién de biosensores se aprovecha de que en la naturaleza el
grupo protésico de varias enzimas es reciclado por un cosustrato que se difunde
libremente. Dado que algunos cosustratos pueden oxidarse o reducirse en un
electrodo metalico, estos compuestos pueden ser utilizados como “lanzaderas de
transferencia de electrones” entre la enzima y el transductor. Ya sea que se detecte
la disminucion de la concentracion del cosustrato de la enzima o el aumento de la
concentracion del coproducto mediante la medicién de un cambio en la corriente al

agregar el sustrato a un potencial de trabajo adecuado (Habermdller et al., 2000).

Para la segunda generacion de biosensores, los mediadores redox artificiales han
sido usados en lugar de los naturales para eludir la dependencia del oxigeno
descrito a la par que reducen el potencial de trabajo, lo cual permite disminuir los
compuestos molestos que se reducen u oxidan directamente en la superficie del
electrodo (Kulys et al., 1980; Cass et al., 1984).
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Algunos ejemplos de este tipo de mediadores son principalmente complejos
metalicos solubles de bajo peso molecular con propiedades de transferencia de
electrones reversible, entre los cuales se encuentran derivados del ferroceno,
K4[Fe(CN)6], quinonas y complejos de Os (Ghindilis et al., 1997).

2.2.3.2 Transferencia de Electrones Directa

La tercera generacion de biosensores implicaba una comunicacion directa entre la
enzima y el transductor. En esta generacién el atractivo principal era el mecanismo
de transferencia de electrones directo, evitando usar intermediarios para la
transferencia, a través de reacciones de auto intercambio, por lo que la transferencia
directa de electrones debia ocurrir en el potencial redox del propio grupo protésico
(Ghindilis et al., 1997).

Un disefio de electrodo 6ptimo debe garantizar que la distancia de transferencia de
electrones existente entre una proteina redox y la superficie del electrodo sea lo
mas corta, de manera que la transferencia de electrones directa solo se logra con
aquellas enzimas que estan inmovilizadas en la primera monocapa sobre la
superficie de un electrodo. El pequefio nimero de enzimas inmovilizadas que
pueden ser sometidas a una transferencia directa de electrones limita
concomitantemente propiedades importantes del sensor como lo son la sensibilidad
y la estabilidad (Habermdller et al., 2000).

Las enzimas mas estudiadas y mejor caracterizadas por poseer propiedades de
transferencia de electrones pertenecen al grupo de las peroxidasas: citocromo c,
glucosa oxidasa, ferredoxina, plastocianina, azotoflavina, etcétera (Ghindilis et al.,
1997).

2.3. Enzimas

Las enzimas son proteinas biocatalizadoras que permiten acelerar las reacciones
bioguimicas en los organismos. Se componen de cadenas lineales de aminoacidos
gue se pliegan dando forma a estructuras terciarias altamente especificas con

nacleo hidrofébico rodeado de capas hidrofilicas (Kuah et al., 2016; Drout et al.,
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2019). La complejidad de esta estructura (sitio activo) provee del ambiente
fisicoquimico necesario donde la catalisis se lleva a cabo (Garske et al., 2017;
Arsalan & Younus, 2018).

Los procesos cataliticos que son asistidos por enzimas tienen una eficiencia elevada
debido a la posibilidad de operar en tasas de reaccion bajas, alta selectividad y
especificidad, baja toxicidad fisica y ambiental, reduce los costos y la generacion de
desechos, conduciendo a rutas de produccién mas optimizadas (Singh et al., 2016;
Chapman et al., 2018; Sun et al., 2018; Cavalcante et al., 2021).

2.3.1. Enzimas Recombinantes

Existe otra forma de obtener enzimas en células animales, mediante la transfeccion
de un gen exogeno a una célula huésped y permitiendo la sobreexpresion de
proteinas con aplicaciones en la produccion quimica, farmacéutica, cosmética,
salud, agricultura, alimentacion y tratamiento de aguas residuales. A este tipo de

enzimas se les conoce como proteinas recombinantes (Do et al, 2019).

Las bacterias resaltan dentro de la gama de huéspedes utilizados en la produccion
de enzimas recombinantes, debido a su ciclo de vida corto, método de cultivo barato
y amplio conocimiento de su material genético. Escherichia coli es la bacteria mas
usada en la sobreexpresiébn de proteinas exdgenas ya que Su crecimiento
exponencial permite obtener cultivos con densidad 6ptima de 0.5 de absorbancia en
cuestidon de horas y su método de transformacion puede llevarse a cabo en menos
de 5 minutos (Gopal & Kumar, 2013; Abinaya & Viswanathan, 2021).

2.3.2. Inmovilizacién de Enzimas

Las enzimas que son utilizadas en suspension presentan limitaciones relacionadas
con su estabilidad, eficiencia y especificidad. Ademas, su recuperacion y utilizacion
es una tarea dificil (Cavalcante et al., 2021; Rueda et al., 2016). Para reducir o
eliminar este tipo de complicaciones se han desarrollado diferentes técnicas de
inmovilizacién, las cuales permiten mejorar la estabilidad, aumentar la actividad y

selectividad, tener una buena resistencia, mejorar la separacion y purificacion de
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algunos productos y la posibilidad de reutilizacion (Monteiro et al., 2019; Cavalcante
et al., 2019; Choi et al., 2015; Es et al., 2015).

La inmovilizacion enzimatica es el proceso mediante el cual una enzima es
confinada en la superficie de un soporte (Cavalcante et al., 2021). Esta técnica
plantea la conversién de una enzima soluble en agua a una proteina anclada a una
forma sdlida, conocida como catalizador (Kulkarni, 2002; Nguyen & Kim, 2017,
Monteiro et al., 2019).

La inmovilizacion puede causar alteraciones en las propiedades fisicas y quimicas
de la enzima. Entre los principales cambios observados en una enzima se
encuentran: la estabilidad, los efectos conformacionales y estéricos, propiedades
cinéticas y efectos en la transferencia de masa y difusion (Shanmugam &
Sathishkumar, 2009; Es et al., 2015).

2.3.2.1. Clasificacion de los Métodos de Inmovilizacion

Los métodos de inmovilizacién pueden ser clasificados de acuerdo con los modos
de interaccion entre las enzimas y los soportes en métodos fisicos y métodos
quimicos (Poorakbar et al., 2018; Liu et al., 2018). Los métodos fisicos presentan
interacciones monovalentes débiles como puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas, fuerzas de van der Waals o enlaces idnicos entre las enzimas y el
soporte, o del contenedor mecanico de la enzima con el soporte (Dos Santos et al.,
2017; Cavalcante et al., 2021). Por su parte, los métodos quimicos presentan la
formacion de enlaces covalentes entre la enzima y enlaces éter, tioéter, amida o

carbonato presentes en el material de soporte (Mohamad et al., 2015).
2.3.3. Enzimas en Dispositivos Microfluidicos

Los dispositivos microfluidicos que utilizan enzimas son los mas utilizado en el
ambito de la investigacion cientifica (Nguyen et al., 2019), esto debido al elevado
poder catalitico de las enzimas, aunado a su alta especificidad y a su desempefio
en condiciones suaves de reaccion (Rocha et al., 2020; Ronkainen et al., 2010). El

disefio de un dispositivo microfluidico que acopla enzimas tiene como
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caracteristicas su facilidad de uso, la sensibilidad que presenta a concentraciones
bajas de analitos y su alta precision, el gran potencial de miniaturizacion y la
capacidad de diagnostico en tiempo real, asi como que no se requieren grandes
cantidades de muestra y promueve rendimientos altos (Cavalcante et al.,2021; Fathi
et al., 2019).

Uno reto que el uso de enzimas en biosensores electroquimicos ofrece es el
reconocimiento de biomoléculas, en los que parametros como la sensibilidad,
selectividad y estabilidad moderan su uso. La ingenieria de proteinas en ese sentido
se encuentra en ascenso como una posible estrategia que permita mejorar el
rendimiento de enzimas nativas (Campas et al., 2009). La ingenieria de proteinas
establece dos estrategias principales: el disefio racional, que mezcla mutagénesis
sitio-dirigida con conocimiento detallado de las estructuras presentes en la enzima,
y la evolucion directa, que no requiere de conocimiento cientifico dado que se basa
en sintesis aleatorias de un conjunto de enzimas mutantes y su subsecuente

seleccion por procesos iterativos (Wong & Schwaneberg, 2003).
2.4. Lactato en Fluidos Humanos

El lactato es conocido como un biomarcador importante en la oxigenacion de tejidos
y también se estudia cuando el cuerpo se somete a un entrenamiento fisico en
algunos deportes. Cuando la concentracién de lactato aumenta en el cuerpo, se
llega a un estado de acidosis lactica en la que el organismo requiere de energia y
como consecuencia puede generar dolor muscular. Por estas caracteristicas es
importante el monitoreo del lactato no solo en el ambito del diagndstico clinico, sino
también en areas como el deporte, la biotecnologia y el analisis de alimentos (Bravo
et al., 2019).

El sudor humano es una mezcla fisiolégica compleja que contiene diferentes tipos
de iones, como Na, K, Cl, y compuestos como lactato, glucosa y amonio. La
composicion del sudor puede variar dependiendo de las condiciones fisiologicas

humanas lo que permite relacionarlo con enfermedades patoldgicas (Gonzalo et al.,
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2009), consumo de sal en los alimentos, abuso de drogas y deshidratacion en
condiciones de calor y de ejercicio (Green et al., 2004; Alvear et al., 2005; Dam et
al., 2015). La concentracion de lactato en el sudor de forma normal se encuentra
entre 5-40 mmol/L (Baker, 2019).

El lactato se produce de forma normal en el citoplasma cuando el piruvato bajo
condiciones anaerobias es convertido en acido lactico por la enzima lactato
deshidrogenasa y en solucion acuosa se disocia como iones H+ y como lactato.
Algunas mediciones relacionadas con el lactato se llevan a cabo en
espectrofotometros, pero también puede llevarse a cabo mediante el uso de algunas
celdas amperométricas (sensores) los cuales aprovechan la reaccion de la enzima
lactato oxidasa al producir perdxido de hidrogeno a partir del lactato, este peréxido
de hidrégeno es oxidado en un anodo de platino generando una corriente
proporcional a la concentraciéon de lactato (Phypers & Pierce, 2006). De forma
convencional, el lactato en el sudor se mide mediante la colecta del sudor,
procesamiento y envio de las muestras al laboratorio para analisis en el
espectrometro de masas. El lactato en el sudor puede ser cuantificado a través de
mediciones de absorbancia, espectrometria de masas, espectroscopia
multidimensional y cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) pero poder
utilizar cualquiera de estos métodos de deteccidon se requiere que el sudor
recolectado sea tratado previamente en el laboratorio (Luo et al, 2021; Taylor et al,
1994).

3. HIPOTESIS

La estratégica planeacion y disefios de obtencion de la enzima lactato oxidasa a
través de la clonacidon en un microorganismo permitira conseguir una proteina con
actividad catalitica comparable con la adquirida comercialmente, para su potencial
aplicacién en un biosensor nanofluidico autoalimentado de lactato a través de la
medicién de algunos parametros medibles similares o superiores a los reportados

actualmente en la literatura.
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4.

4.1.

OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener la enzima lactato oxidasa a partir de un organismo genéticamente

modificado (ogm) para su aplicacion en un biosensor de lactato utilizando un

dispositivo nanofluidico autoalimentado.

4.2.

5.

5.1.

Objetivos Especificos

Realizar un andlisis bioinformético para la seleccion del gen que codifique
para la enzima lactato oxidasa para su clonacién en E. coli BL21 (DE3).
Proponer la metodologia para la obtencion, purificacién y caracterizacion de
la enzima recombinante.

Inmovilizar la enzima lactato oxidasa, por métodos fisicos y quimicos
utilizando nanoparticulas de carbén, mediadores redox y nanoparticulas
metélicas.

Evaluar la actividad catalitica del bioelectrodo por técnicas electroquimicas
para establecer su funcionamiento como biosensor de lactato.

Incorporar el bioelectrodo derivado de lactato oxidasa en un sistema

nanofluidico autoalimentado para la cuantificacién de lactato.
METODOLOGIA

Andlisis bioinformaticos para la seleccion del gen a clonar

5.1.1. Revision bibliografica de trabajos anteriores

Se realiz6 una busqueda bibliografica para conocer qué investigaciones previas

involucraban la clonacion de la enzima lactato oxidasa, la bacteria de la que

provenia el gen y qué metodologia emplearon para realizar la clonacion.
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5.1.2. Busqueda en bases de datos

La secuencia del gen que codifica para la enzima lactato oxidasa comercial
proveniente de Aerococcus viridans se buscé en la base de datos de NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

5.1.3. Alineamiento multiple de secuencias

A partir de la secuencia D50611.1, se realizd6 un BlastP en Unitprot

(www.uniprot.org) y se seleccionaron tres secuencias que corresponden a proteinas

de tres especies bacterias (Streptococcus iniae, Lactococcus lactis y Enterococcus
faecium) para llevar a cabo un alineamiento con ClustalWw en Megall y determinar

la similitud entre las secuencias y los motivos funcionales.
5.1.4. Filogenia

Se selecciono la secuencia correspondiente al dominio que presentd conservacion
entre las cuatro secuencias alineadas y se realiz6 un nuevo BlastP en el que se
eligieron los alineamientos que presentaban homologia con la secuencia del
dominio catalitico con una cobertura (query coverage) >70%, siendo elegidas 15
secuencias. Con estos datos se realizé un nuevo alineamiento mudltiple de
secuencias con ClustalW en Megall, y se hizo un andlisis filogenético en Megall
(Kumar et al, 2016) por el método de Maximum Likelihood (ML, maxima

verosimilitud) con bootstrapping de 1000.

5.2. Metodologia para la obtencion, purificacion y caracterizacion de la enzima

recombinante

Para la obtencion, purificacion y caracterizacion de la enzima se plante6 la
metodologia siguiendo los protocolos establecidos por ThermoFisher, Promega y

ZymoResearch.
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5.3. Inmovilizaciéon de la enzima lactato oxidasa en el bioelectrodo.

La preparacion de los bioelectrodos se realiz6 mediante la técnica de drop-casting
en la cual mediante goteos y lavados sucesivos se genera una capa sobre superficie
del electrodo. A partir de una solucion de porfirinas (TMPyP), fueron depositados
sobre la superficie de un electrodo pulido y lavado 3 pL, se espero el secado y se
enjuagol. Sobre el electrodo seco se depositaron 3 pL de quantum dots (GSH-
CdTeQD), se esperd secado y se enjuagd. Finalmente, 3 puL de enzima se

depositaron sobre el electrodo y se espero secado.

5.4. Evaluacién de la actividad catalitica de los bioelectrodos por técnicas

electroquimicas.

Los experimentos electroquimicos se realizaron sin agitacion usando un
potenciostato marca Gramry Reference 600 Potentiostat/Galvanostat/ZRA. Los
electrodos de lactato oxidasa fueron evaluados en una solucién de PBS pH 7.4 (0.1
mM) usando un electrodo de Ag/AgCIl como electrodo de referencia y grafito como
contraelectrodo, ademas de probar dos tipos de mediadores para las pruebas
electroguimicas, ferroceno metanol y tetratiafulvaleno (TTF). Las voltamperometrias
ciclicas (VC) se realizaron a una velocidad de barrido de 5 mV/s y un rango de
potencial de 0.5 a -0.1 (vs Ag/AgCI) en direccién anddica, mientras que los

experimentos de amperometria se llevaron a cabo aplicado un voltaje constante.
6. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccibn se muestran los resultados del analisis bioinformatico que
permitieron seleccionar el gen de la enzima lactato oxidasa para su clonacién; de
igual manera, se presentan los resultados de la evaluacién del bioelectrodo en un
ambiente controlado de pH, temperatura y concentracion de lactato para obtener su
actividad catalitica. Asi como dos tipos de mediadores para evaluar el mejor

rendimiento.
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6.1. Procedimiento para la seleccion del gen
6.1.1. Revision bibliogréfica de investigaciones que clonaron lactato oxidasa

De acuerdo con la revision bibliografica, cinco grupos de trabajo (Tabla 1) han
clonado genes que codifican para lactato oxidasa. Ademas, todos los genes
clonados fueron obtenidos de microorganismos patégenos (Tabla 1, primera y

segunda columna).

Tabla 1. Microorganismos fuente para la clonacion de lactato oxidasa.

Microorganismo Patdgeno Referencia

Aerococcus viridians Si Taurino (2013)

Aerococcus viridians Si Hiraka et al (2018)

Enterococcus faecium Si Shitanda et al (2019)
Lactococcus lactis Si Toda (1998)
Streptococcus iniae Si Gibello (1999)

Algunas investigaciones solo se enfocaron en la clonacion de lactato oxidasa (Toda,
1998 y Gibello, 1999), mientras que Shitanda et al. (2019), Hiraka et al. (2018) y
Taurino (2013) utilizaron ademas la proteina en un sistema microfluidico y realizaron

algunas caracterizaciones para evaluar su comportamiento electroquimico.

Con la informacion anterior, se seleccioné el gen de lactato oxidasa proveniente de
Aerococcus viridans para realizar los analisis bioinformaticos debido a que presento
un mayor namero de investigaciones y la enzima comercial se obtiene a partir de

este microorganismo.
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6.1.2. Analisis de la secuencia de lactato oxidasa de Aerococcus viridans

La busqueda de la proteina se hizo en NCIBI y BRENDA para obtener la secuencia
del gen de A. viridans, asi como su cinética enzimética (BRENDA, 2022).
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1
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I
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Figura 1. Secuencia de aminoacidos de la enzima lactato oxidasa de A. viridans con nimero de
acceso Q44467. Los rectangulos indican residuos que forman el sitio de uniéon del lactato, los circulos
son los residuos que participan en la unidn del cofactor flavin mononucleotido (FMN), el triangulo es

el residuo del sitio catalitico y el rectangulo verde representa el dominio catalitico de la proteina.

La secuencia de aminoacidos de la enzima lactato oxidasa de A. viridans presenta
sitios de unién de lactato (Figura 1, guinda) y del cofactor flavin mononucleétido
(FMN; Figura 1, amarillo) permitiendo asociarla con la familia de enzimas
dependientes de FMN (Ellis, 2010). De igual manera, se encontré en la secuencia
del dominio catalitico (Figura 1, verde), encargado de la oxidacion de lactato (Leiros

et al, 2006), el cuél confirma la actividad oxidasa.

Posteriormente, se efectud un alineamiento de secuencias multiple (Figura 3) de las
enzimas reportadas (Tabla 1) utilizando la herramienta BlastP (NCBI, 2022), las
cuatro pertenecen al orden Bacillales: A. viridans, Streptococcus iniae, Lactococcus

lactis y Enterococcus faecium.
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En el alineamiento (Figura 2) se observan los motivos conservados entre las
diferentes proteinas, asi como los sitios de unién del FMN, utilizado como cofactor,
y catalitico. El sitio catalitico de la enzima comprende los residuos del 190 al 220,
es variable y poco conservado (Leiros et al,2006). Por otro lado, el dominio catalitico
se encuentra entre los residuos 258-271, esta altamente conservado y esta
asociado a la familia de enzimas alfa-hidroxiacido oxidasa dependientes de FMN
(Umena et al, 2006; Furuichi et al, 2008). A partir de estas consideraciones, es
necesario que la bacteria fuente exprese una proteina con el dominio catalitico

conservado, asi como presentar actividad catalitica.
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Figura 2. Alineamiento de secuencias de proteinas LOx de bacterias pertenecientes al orden
Bacillales. Se comparan las secuencias de la enzima lactato oxidasa de cuatro bacterias distintias:
Aerococcus viridans, Streptococcus iniae, Lactococcus lactis y Enteroccocus faecium. Los residuos
idénticos se muestran encuadrados en rojo y los residuos similares estan en rojo. Los elementos de

la estructura secundaria de LOx de Aerococcus viridans estan indicados sobre el alineamiento.
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Con esa informacion, el siguiente paso fue la busqueda de la estructura terciaria de
la proteina en la base de datos de Uniprot (Uniprot, 2022) y su modelado utilizando

el programa PyMOL 2.5.4.

Figura 3. Estructura tridimensional del mondmero de lactato oxidasa de Aerococcus viridans. La
region coloreada de magenta es el sitio catalitico de la enzima. La imagen fue generada utilizando
PyMOL 2.5.4.

La enzima lactato oxidasa esta compuesta por dos tetrameros asimétricos y cada
tetramero forma una unidad con actividad (Leiros et al, 2006). Los mondmeros
(Figura 2) que componen a cada tetrdmero estan estructurados por hélices alfas y
hoja plegadas beta que dan lugar al sitio catalitico con actividad oxidasa, al dominio

catalitico y a los sitios de unién para el FMN y para acido lactico.

Utilizando la secuencia del dominio catalitico se realizé un BlastP en el que se
encontraron a todas las especias que presentaban homologia, de entre ellas se
seleccionaron aquellas con una cobertura (query coverage) = 80% para realizar un
alineamiento en Megall (Anexo 1). El andlisis bioinformatico permitié generar un
dendrograma por Maximum Likelihood (ML), ya que para taxones lejanamente
relacionados es necesario utilizar un método de datos discretos (Zhang et al, 2018),
con esto se observd en qué otras especies se encuentra presente el dominio y al
mismo tiempo predecir actividad oxidasa en la proteina de las especies encontradas
(Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético generado utilizando el método Maximum Likelihood usando el modelo de
sustitucion LG+G+l basado en el alineamiento de Q44467.1 y 15 homologos identificados. Los

valores de Bootstrapping (1000 remuestreos) > 70% fueron mostrados.

Se observé que las especies encontradas (Figura 4) presentan la secuencia del
dominio catalitico en su genoma, lo cual sugiere que pueden llegar tener la actividad
oxidasa. Sin embargo, pese a presentar el dominio conservado, sera necesario
realizar estudios posteriores para confirmar que la proteina sea activa y desarrolle
la actividad catalitica.

Con esto en consideracion, la seleccién de cualquier especie nos permitiria clonar
a la enzima lactato oxidasa, siendo la elegida para este estudio Enterococcus

faecium.
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Asimismo, durante la revision bibliografica (Tabla 1) se encontré que se habian
realizado algunas modificaciones a la enzima lactato oxidasa proveniente de

Aerococcus viridans con el objetivo de mejorar su rendimiento.

Uno de esos estudios fue el realizado por Hiraka et al (2018), los cuales plantearon
modificar la estructura de la enzima mediante mutagénesis sitio dirigida con la
finalidad de reducir interferencia de oxigeno. La propuesta de modificar la estructura
proteica permite ampliar el rango dindmico de un biosensor y las dos principales
técnicas de ingenieria de proteinas son el disefio racional, que combina
mutagénesis sitio-dirigidas con el conocimiento detallado de las estructuras
enzimaticas y funciones o modelos computacionales, y la evolucion directa (Campas
et al., 2009).

Al hacer una revision de la proteina reporta por Hiraka et al (2018) presentaba una
modificacién en el aminoacido 96, Alanina por una Leucina (Ala96Leu) que forma
parte del tinel por el que accede el oxigeno al sitio catalitico con el propésito de
bloquear su ingreso, reducir la interferencia de oxigeno y no influir en la reaccion
(Figura 5).
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Figura 5. Estructura de lactato oxidasa de Aerococcus viridans que rodea al FMN. La ruta de acceso

del oxigeno al sitio catalitico esta marcada en azul. Tomado de Hiraka et al. (2018).

A partir de estos datos, se propuso utilizar la enzima modificada por Hiraka et al

(2020) proveniente de Aerococcus viridans para ser clonada.

Dando como resultado final la propuesta de clonacién de dos proteinas con
actividad oxidasa reportada, una proveniente de Enterococcus faecium y la otra

modificada por Hiraka et al. de Aerococcus viridans.
6.1.3. Clonacion

Previo al proceso de clonacién, es necesario realizar algunos procedimientos
previos con la finalidad de obtener el gen de las dos bacterias fuente para su

clonacion posterior.

6.1.3.1. Obtencion de las bacterias fuente
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Las bacterias se obtendran de ceparios y seran reactivadas en 3 mL de medio MRS
liquido (De Man, Rogosa y Sharpe) durante 24 horas a 37°C. Posteriormente seran
transferidas a 3 mL de medio MRS y se pondran en agitacién a 180 rpm hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.7.

6.1.3.2. Obtencién del genoma bacteriano

La obtencion del genoma de las bacterias se realizara siguiendo el protocolo ZR

Plasmid Miniprep para la obtencion de los plasmidos.
Para cada cultivo de bacteria se realizara lo siguiente:

Se transferiran alicuotas del medio de cultivo a un tubo de microcentrifuga de 1.5
mL y se centrifugard a 16000 g durante 15 segundos hasta formar un pellet,
descartando el sobrenadante entre cada centrifugacion. Luego, se adicionaran 200
uL de Buffer P1 al pellet para resuspenderlo con ayuda de un vértex. A continuacion,
200 pL de Buffer P2 se adicionara en el tubo de microcentrifuga y se mezclara
suavemente invirtiendo el tubo de 8-10 veces y se dejara a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Posteriorimente al tubo de reaccion se adicionaran 400 pL de
Buffer P3 y se mezclara mediante la rotacion del tubo 5 veces hasta observar una
coloracién amarilla pasados 2 minutos. Después, se centrifugara el tubo durante 2
minutos a 16000 g. A un tubo de coleccién se le colocara una columna Zymo-Spin
[IN al cual se le transferir4 sobrenadante con precaucion, se centrifugara durante 30
segundos a 16000 g y se desechard el flujo. Se le adicionardn 200 uL de Endo-
Wash Buffer a la columna y se centrifugara por 30 segundos a 16000 g. Luego, se
agregaran 400 uL de Plasmid Wash Buffer a la columna y se centrifugara durante 1
minuto a 16000 g. Finalmente, se cambiard la columna a un nuevo tubo de
centrifugacion de 1.5 mL y se adicionaran 30 uL de DNA Elution Buffer para su

centrifugado durante 30 segundos a 16000 g.
6.1.3.3. Disefio de Primers
Para la amplificacion de los genes se hizo un disefio de primers para utilizar en la

reaccion de PCR de acuerdo con el protocolo de la tecnologia Gateway.
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Los primers propuestos para cada bacteria son:
a) Enterococcus faecium

Forward: 5’ — GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA GAT
AGA ACC ATG GAA AAG ACATACCAAGCC -3

Reverse: 5 — GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTA AAT AAA
CCTATTTTCCCT -3’

b) Aerococcus viridans

Forward: 5 — GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA GAT
AGA ACC ATG AAT AAC AAT GAC ATT GAA -3’

Reverse: 5 — GGGG AC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTAGTATTC
ATAACC GTATGG -3

6.1.3.4. PCR

La reaccion de PCR para la amplificacion de ambos genes se realizara utilizando el
protocolo de GoTaq Flexi (Promega).

En un tubo de PCR sumergido en hielo, se combinan los siguientes reactivos: 2 pL
Buffer GoTaq Flexi, 0.8 uL de MgCl2 (25mM), 0.2 puL de dNTPs, 0.5 pL primer
forward, 0.5 pL primer reverse, 0.2 uL GoTag DNA Polymerasa, 0.5 uL cDNAy 5.3

uL de agua libre de nucleasas. El tubo se cierra y se mezcla de forma homogénea.
La incubacion se realizara siguiendo las indicaciones de la tabla 2.

Tabla 2. Programa de PCR.

PASO TEMPERATURA TIEMPO

Desnaturalizacion Inicial 95°C 1 minuto
Desnaturalizacion | 95°C 22 segundos

30 ciclos | Alineamiento 51°C 37 segundos
Extension 72°C 1 minuto/kilobase
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Extension Final 72°C 5 minutos

Almacenamiento 4°C

El producto de la PCR se almacenara para su posterior uso en la clonacion.

6.1.4. Metodologia propuesta para la clonacion, sobreexpresion y purificacion de la

enzima lactato oxidasa
6.1.4.1. Clonacioén

Una vez seleccionada la bacteria fuente, fue necesario plantear la estrategia de

clonacion a seguir.

El primer paso fue definir la técnica de clonacién, la mas comun es la tradicional que
implica el uso de enzimas de restriccién para la insercion de la secuencia a clonar
en el plasmido y su posterior sobreexpresion. Pero las principales limitaciones que
esta técnica presenta incluyen el tiempo invertido en el proceso de clonacion, se
pueden generarse problemas con la orientacidon de la secuencia durante la insercion
y la eleccion de las enzimas de restriccion debe ser cuidadosa para evitar que corten

a la secuencia o al plasmido durante el proceso (Nicholl, 2002).

Por lo que para la clonacion de lactato oxidasa, se propuso el uso de la tecnologia
Gateway, la cual presenta las ventajas de ser reacciones rapidas, resultados con
una precision del 95%, un protocolo simplificado, la reduccion en el error de
inserciébn de la secuencia y la insercion de la secuencia se realiza mediante

recombinacion en lugar de utilizar enzimas de restriccion (ThermoFisher, 2022).

La tecnologia Gateway requiere el uso de plasmidos con caracteristicas particulares
gue permiten obtener a la enzima modificada en grandes cantidades, por lo que la
seleccién de éstos es importante. Para la primera parte de la reaccién se propuso
el uso del plasmido pDONR221, el cual contiene los sitios de recombinacion para
poder insertar la secuencia de las enzimas obtenidas de la PCR. Este plasmido

también tiene en su secuencia un sitio que permitiran obtener una mayor cantidad
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de plasmido que sera utilizado en la segunda reaccién. En el caso de la segunda
reaccion, se han propuesto dos plasmidos con etiquetas que permitiran que la
purificacion sea mas eficiente y a su vez pueda tener un uso en la inmovilizacién
posterior; los pldsmidos propuestos son el pDEST15 y pDEST17, que tienen como
etiquetas una proteina llamada glutation-s-transferasa y una cola de seis histidinas,

respectivamente.

Ya que para la clonacion en Gateway es necesario buscar y cultivar a las bacterias
fuente, extraer su genoma, amplificar la secuencia perteneciente a lactato oxidasa,
realizar la mutagénesis sitio dirigida para obtener la modificacion en el aminoacido
y volver a amplificar la secuencia con la modificacion se sugirié una estrategia en la
que se ahorre tiempo en el proceso de obtencion y crecimiento y se evite trabajar
con bacterias patdégenas y pueden generar algun riesgo a la salud, asi como evitar
los ensayos para lograr la mutagénesis; todo esto mediante la solicitud de un
plasmido que contenga la secuencia ya modificada y esté listo para ser utilizado en
la tecnologia Gateway, ahorrando incluso la primera reaccién de recombinacion,

permitiendo que el proceso se lleve a cabo con mayor velocidad.

Con todo esto en cuenta, se plante6 la metodologia a seguir una vez obtenido el
plasmido liofilizado iniciaria en la Reaccién LR.

6.1.4.1.1. Reacci6én BP

Para la reaccién BP se debe considerar para cada producto de PCR purificado. En
un tubo de reaccién de 1.5 mL se adicionaran 1 pyL de vector pDONR221, 8 uL de
buffer TE y 1 pL de producto de PCR a temperatura ambiente y se mezclaran. 2 uL
de BP clonasa Il se adicionaran posteriormente al tubo de reaccion y se
homogenizard mediante 2 agitaciones breves. La reaccion se dejara incubando
durante 1 hora a 25°C y al término se le adicionara 1 pL de proteinasa K en el tubo

de reaccion y se dejara incubando durante 10 minutos a 37°C.
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6.1.4.1.2. Trasformacion y seleccién de células competentes de E. coli DH5a

mediante choque térmico

50 pL de células de E. coli DH5a competentes previamente descongeladas se
agregaran a un tubo de transformacion y se dejaran en hielo, 1 pL de cada plasmido
pDONR221 se agregara a la mezcla de células. Al tubo se le daran entre 4-5
golpecitos rapidos para mezclar el DNA con las células y se dejara en hielo durante
30 minutos. Pasado el tiempo, se pondran en el agua a 42°C para el choque térmico
durante 45 segundos sin agitar y posteriormente en hielo durante 5 minutos sin
mezclar. Para finalizar, 250 uL de medio SOC a temperatura ambiente se afiadiran

al tubo de reaccién y se colocara a 210 rpm a 37°C durante 1 hora.

Una vez transcurrido el tiempo, sobre cajas Petri con medio LB adicionado con
kanamicina (50 pg/uL) precalentadas a 37°C se esparciran 2 volimenes diferentes
(20 y 200 pL) del tubo de reaccién para la seleccion de bacterias transformadas.
Las cajas de Petri se incubaran toda la noche a 37°C.

6.1.4.1.3. Cultivo de colonias transformadas.

De las bacterias crecidas sobre la placa Petri, con ayuda de un asa de platino se
resembrardn en 3 mL de medio liquido LB adicionado con kanamicina (50 ug/uL)
durante 24 horas a 37°C.

6.1.4.1.4. Extraccion del plasmido pDONR221 de las células transformadas

La extraccion de los plasmidos de las bacterias transformadas se realizara
siguiendo el protocolo ZR Plasmid Miniprep para cada bacteria respectivamente.

Del medio de cultivo se agregaran alicuotas a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL
y se centrifugara por 15 segundos a 16000 g hasta formar un pellet, desechando el
sobrenadante por centrifugacién. A continuacion, 200 uL de Buffer P1 se afiadiran
al pellet para resuspenderlo con ayuda de un vértex. Después, se adicionaran 200
pL de Buffer P2 en el tubo, se mezclara suavemente girando el tubo de 8 a 10 veces

y se dejara durante 3 minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregaran al tubo
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de reaccion 400 pL de Buffer P3, se mezclara mediante la rotacion del tubo 5 veces
y se dejard en reposo 2 minutos hasta observar una coloracion amarilla. A
continuacion, se centrifugaré el tubo durante 2 minutos a 16000 g. En un tubo de
coleccion se colocara una columna Zymo-Spin IIN a la que transferira el
sobrenadante con precaucion, se centrifugara a 16000 g por 30 segundos y se
desechara el flujo. Se agregaran 200 yuL de Endo-Wash Buffer a la columna y se
centrifugaréd por 30 segundos a 16000 g. Luego, a la columna se adicionaran 400
pL de Plasmid Wash Buffer y se centrifugara a 16000 g por 1 minuto. Para finalizar,
se cambiara la columna a un nuevo tubo de 1.5 mL y se afadiran 30 uL de DNA

Elution Buffer para su centrifugado durante 30 segundos a 16000 g.
6.1.4.1.5. Reaccion LR

La reaccion LR debera realizarse por cada plasmido propuesto para cada bacteria.
Se adicionaran 1 pL del pldsmido, 1 pL de vector de destino respectivamente
(pPDEST17 y pDEST15) y 8 L de buffer TE pH 8 a temperatura ambiente en un tubo
para microcentrifuga de 1.5 mL y se mezclara brevemente; 2 yuL de LR clonasa lI,
previamente agitada, se agregaran al tubo de reaccion y se homogenizaran
agitando dos veces brevemente. La reaccion se incubara a 25°C durante 1 hora.
Posteriormente, se adicionara 1 L de proteinasa K al tubo de reaccién y se incubara

a 37°C durante 10 minutos.
6.1.4.1.6. Trasformacion de E. coli BL21(DE3) mediante choque térmico

50 pL de células de E. coli BL21(DE3) competentes se agregaran a un tubo de
transformacioén y se dejaran en hielo, 1 puL de cada plasmido pDEST se agregara a
la mezcla de células. Al tubo se le daran entre 4-5 golpecitos rapidos para mezclar
el DNA con las células y se dejara reposando en hielo durante 30 minutos. Una vez
pasado el tiempo, se pondran en el agua a 42°C para el choque térmico durante 10
segundos sin agitar y posteriormente en hielo durante 5 minutos sin mezclar.
Finalmente, se adicionaran 250 puL de medio SOC a temperatura ambiente al tubo

de reaccion y se colocara en rotacién a 37°C durante 1 hora.
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6.1.4.1.7. Siembra de bacterias para aislar colonias transformadas

Se precalentardn a 37°C las cajas de Petri con medio LB y ampicilina (50 pg/pL)
para la seleccion. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién en medio SOC, se
esparciran 2 voliumenes diferentes (20 y 200 uL) de cada tubo de reaccion en las
cajas de Petri para la seleccion de bacterias transformadas. Las cajas de Petri se

incubaran toda la noche a 37°C.
6.1.4.2. Sobreexpresion de la proteina

La sobreexpresién de la proteina utilizando E. coli BL21(DE) se propone sea
realizada mediante la induccién con IPTG (isopropil-beta-d-1-tiogalactopirandsido)
el cuél es un analogo sintético de la alolactosa y que interactuara con la zona de los
plasmidos relacionada con la actividad beta-galactosidasa para promover la
produccion de proteina (ThermoFisher, 2022).

La sobreexpresion se realizara de la siguiente manera: para la produccion de la
enzima, E. coli BL21 (DE3) transformada se inoculara en 5 mL de medio LB con
ampicilina (50 pg/pL) a 37°C y a 180 rpm durante la noche hasta que alcance una
densidad optica (OD) mayor a 2. Se inoculara medio LB con ampicilina (50 pg/uL)
tomando la muestra del cultivo previo hasta alcanzar una densidad 6ptica cercana
a 0.1. Posteriormente, se incubaran los medios de cultivo con el antibiotico y el
in6culo durante 3 horas hasta que alcancen la fase media-log (OD ~0.4) y luego se
adicionara el inductor IPTG para tener una concentracion final de 0.5 mM y se

dejaran incubando los medios durante 3 horas mas.
6.1.4.3. Extraccion y purificacion de la enzima lactato oxidasa

Para la purificacion de la enzima, como se menciond previamente, se plantearon
dos etiquetas para realizar la purificacion con mayor facilidad, la cola de seis
histidinas y la proteina glutation-s-transferasa. Para la cola de polihistidinas, se
propone usar niquel y glutatién reducido para la proteina glutation-s-transferasa
(ThermoFisher, 2022).
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La extraccion de la enzima se realizara mediante la centrifugacion de las células
lisadas a 4°C durante 30 minutos a 4495 rpm, se lavara en buffer de fosfatos 20 mM

pH 7. Posteriormente, se centrifugara y se almacenara a -20°C.

La purificacion de la enzima lactato oxidasa se realizara utilizando columnas de
centrifugacion con matrices adecuadas para cada etiqueta (la cola de histidinas y la
glutatién-s-transferasa), se centrifugara y se desechard el sobrenadante y
finalmente la proteina se eluira utilizando un gradiente escalonado de imidazol o
glutation, segun corresponda, con concentraciones 0, 0,175, 0.5y 1 M y se

almacenara.

6.1.4.4. Evaluacion de la actividad catalitica y pardmetros cinéticos de la

enzima lactato oxidasa extraida

Para la caracterizacion de la enzima se propuso utilizar un método

espectrofotométrico debido a su practicidad y rapidez.
6.1.4.4.1. Caracterizacion de la enzima obtenida

La concentracion total de proteina se determinara mediante absorbancia UV-Vis con
un Espectrofotometro usando un coeficiente de extincion 51.340 1/(M cm). La
actividad lactato oxidasa se medira a través de la cuantificacion de perdxido de
hidrégeno, utilizando la reacciéon de acoplamiento con la peroxidasa de rabano
(HRP) (0.5 mg/ml) y 0.6 mM de ABTS. Los ensayos de actividad de lactato oxidasa
se realizaran a 35°C con 40 mM de I-lactato en un buffer de fosfatos de 0.1 M a pH
7.4.

6.1.5. Evaluacion electroquimica en la inmovilizacion de la enzima lactato oxidasa

comercial

6.1.5.1. Espectroscopia de impedancia electroquimica de porifinas, quantum

dots y lactato sobre carbén vitreo

La espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS) es una técnica que permite

evaluar la resistencia de una superficie, en este caso nos permitira comparar la
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inmovilizacién sobre un electrodo de carbon vitreo utilizando la matriz y en ausencia
de esta, con el objetivo de asociar la resistencia con un aumento de proteina en la

superficie del electrodo.

En la figura 6, se compara en electrodo de carbén vitreo sin enzima (azul) con una
resistencia de 11.6 kQ y 16.1 kQ con enzima inmovilizada (naranja) dando como
resultado un aumento aproximado del 38% en la resistencia del electrodo. Estos
ensayos se realizaron por triplicado para poder determinar una tendencia en el

incremento.
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Figura 6. Evaluacion por espectroscopia de impedancia electroquimica a electrodos de carbon vitreo

sin modificar (azul) y modificado con lactato oxidasa (naranja).

Para la segunda evaluacién, se prob6 una matriz compuesta por Porfirinas y
Quantum dots. Esta matriz fue evaluada previamente con glucosa oxidasa por
Lozano Lépez et al. (2019) y comprob6 que la porfirina posee una alta afinidad por
las superficies de carbono, asi como por los quantum dots, que son particulas
cristalinas semiconductoras (Farré & Jha, 2020). En esta ocasion, se evalud la

matriz para la inmovilizacion de lactato oxidasa.

En lafigura 7, se compara el cambio en la resistencia entre el electrodo con la matriz

de Porfirinas/GSH-CdTeQD (azul) con una resistencia de 337 Q, mientras el
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electrodo con Porfirinas/GSH-CdTeQD/LOx presenté una resistencia de 1859 Q,
presentando un aumento en la resistencia del 451.6%. Permitiendo atribuir este
aumento en la resistencia del electrodo al aumento de proteina en la superficie, que
permite inferir en la presencia de mas proteina en la superficie gracias a la matriz
de soporte, en comparacion con el electrodo sin matriz y enzima inmovilizada (Figira

6, naranja).
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Figura 7. Evaluacion por espectroscopia de impedancia electroquimica a electrodos de carbdén
modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD (azul) y Porfirinas/GSH-CdTeQD/LOx (naranja).

6.1.5.2. Respuesta amperométrica del electrodo a lactato

La caracterizacién del bioelectrodo se realizé en pH 7.4 en buffer de fosfatos salino
(PBS) y en principio se probaron mediadores electroquimicos para evaluar la
respuesta amperométrica, uno fue el tetratiafulvaleno (TTF) y por otro lado estuvo

el ferroceno metanol.

Ambos ensayos se realizaron por triplicado, y en condiciones similares de
inmovilizacién y reaccion. Para el caso del TTF (Figura 8), no se obtuvo una sefal

atribuible a la oxidacion del acido lactico, pese a que existen estudios en donde se
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ha probado la funcién del TTF como mediador electroquimico en algunas reacciones
de oxidacion (Murthy & Anita, 1996).
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Figura 8. VC de grafito usando PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de TTF con adiciones sucesivas de
acido lactico (0.5 mM) y a una velocidad de barrido de 5 mV/s.

El siguiente ensayo se realiz6 con ferroceno metanol como mediador electroquimico
(Figura 9), en este pudo apreciar los picos de oxidacion y reduccion del ferroceno
ubicados entre 250 y 200 mV, respectivamente. Por lo que se decidié continuar con

este mediador para los siguientes experimentos.
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Figura 9. VC de grafito modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD/TTF/LOx usando PBS 0.1 M pH 7.4
en presencia de ferroceno metanol con adiciones sucesivas de acido lactico (0.5 mM) y a una
velocidad de barrido de 5 mV/s.

Aunque se decidié modificar la concentracion final de acido lactico en la solucién
para obtener una sefial éptima. Por lo que el nuevo rango de concentraciones paso6

a ser de 0 a 10 mM para los siguientes experimentos.

Con lo anterior, la primera prueba que se realiz6 fue verificar si el electrodo de grafito
generaba una sefial en presencia del acido lactico. Por lo que se evalug la actividad
por triplicado del electrodo sumergido en una solucién de PBS 0.1 M pH 7.4 con
adiciones de lactato para descartar la posible contribucion del grafito a la sefial
obtenida (Figura 10).
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Figura 10. VC de grafito modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD/LOx usando PBS 0.1 M pH 7.4 en
presencia de ferroceno metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas de acido lactico (0.5 mM) y a una
velocidad de barrido de 5 mV/s.

Como se aprecia en la figura 10, no se obtuvo una sefal generada por la interaccion
entre el acido lactico y la superficie de grafito del electrodo, por lo que es posible

utilizarlo sin esperar interferencia generada por la superficie.

A continuacion, fue necesario evaluar si la matriz de soporte propuesta para la
enzima puede influir en la sefal obtenida en la reaccién con lactato. Por lo que se
evaluaron tres electrodos de grafito modificados con Porfirinas/GSH-CdTeQD en
solucion PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de ferroceno metanol y con adiciones de

acido lactico para determinar su respuesta (Figura 11).
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Figura 11. VC de grafito modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD usando PBS 0.1 M pH 7.4 en
presencia de ferroceno metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas de acido lactico (0.5 mM) y a una
velocidad de barrido de 5 mV/s.

Los resultados obtenidos permiten corroborar que la matriz de soporte no interferira
en la reaccion de oxidacion del lactato ya que no interactian con este y, por lo tanto,
se espera que Unicamente se genere una sefial debida a la reaccion entre la enzima

y el sustrato.

Otro de los andlisis que se realizaron, fue el de evaluar la importancia de la matriz
de soporte en la reaccién con la enzima. Como se mencion6 anteriormente, si bien
la matriz favorece a que exista mayor enzima presente en la superficie, era
necesario comparar la respuesta amperométrica de la enzima inmovilizada en

grafito y utilizando la matriz de soporte Porfirinas/GHS-CdTeQD.

La primera evaluacion fue del electrodo de grafito con enzima inmovilizada
sumergido en PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de ferroceno metanol y con adiciones
sucesivas de acido lactico en el que no se aprecia una sefial debida a la oxidacion

del &cido lactico (Figura 12).
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Figura 12. VC de grafito modificado con LOx usando PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de ferroceno
metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas de acido lactico (0.5 mM) y a una velocidad de barrido de
5 mV/s.

Finalmente, el segundo experimento se realizé en PBS 0.1 M pH 7.4 con la matriz
depositada sobre grafito y con enzima inmovilizada, en presencia de ferroceno
metanol con lactato afiadiéndose. La sefial obtenida describe un patron de
aumentos graduales (Figura 13) que se atribuyen a la matriz debido a que sin

soporte el electrodo no genera una sefial (Figura 12).
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Figura 13. VC de grafito modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD/LOx usando PBS 0.1 M pH 7.4 en
presencia de ferroceno metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas de &cido lactico (0.5 mM) y a una
velocidad de barrido de 5 mV/s.

Con los datos obtenidos se generaron dos gréficos (Fig. 14 y 15) con la finalidad de
analizar el desempefio del bioelectrodo de Porfirina/GSH-CdTeQD/LOx. En la
primera gréfica (Figura 14) se observa que conforme la concentracién de lactato en
la solucion de PBS hay un aumento la densidad corriente, demostrando que no

existe saturacion en el electrodo empleado en el experimento.
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Figura 14. Densidad de corriente contra concentracion de &cido lactico del electrodo de grafito
modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD/LOx sumergido en PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de
ferroceno metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas de lactato (0.5 mM) y a una velocidad de barrido
de 5 mV/s.

Por otro lado, para conocer la variacion del potencial a lo largo del experimento se
realizd una grafica de la relacion entre la diferencia de potencial del electrodo
conforme se realizaban las adiciones de lactato en la celda de reaccion (Figura 15),

en la cual se observé oscilaciones al inicio, pero conforme la concentracién aumenté
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el la diferencia de potencial se volvioé constante, dentro del rango de 105 a 100 mV,

atribuido a sistemas cuasi reversibles.
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Figura 15. Relacion de la diferencia de potencial con respecto a la concentracién de lactato generado
a partir de las voltamperometrias del electrodo de grafito modificado con Porfirina/GSH-CdTeQD/LOXx
sumergido en PBS 0.1 M pH 7.4 en presencia de ferroceno metanol 0.5 mM con adiciones sucesivas

de acido lactico (0.5 mM) y a una velocidad de barrido de 5 mV/s.

7. CONCLUSIONES

Derivado del andlisis bioinforméatico, se planted la estrategia para la obtencion de
dos proteinas lactato oxidasa mediante clonacion: una proveniente de Enterococcus
faecium y la otra de Aerococcus viridans, la cual presenta modificaciones
estructurales con la finalidad de reducir la interferencia de oxigeno en el proceso de

catalisis.
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El analisis bioinformatico que permitié conocer en qué especies se encuentra el sitio
catalitico perteneciente a la familia alfa-hidroxiacido oxidasa y que esta altamente

conservado.

Se generd una propuesta para la clonacion de ambas enzimas utilizando la
tecnologia Gateway con dos plasmidos (pDEST15 y pDEST17) diferentes para la
expresion del gen los cuales contienen etiquetas (Glutation-s-transferasa y cola de
Histidinas) que permitirdn facilitar su purificacién en una columna de centrifugacion,

asi como la inmovilizacién en la matriz de Porfirinas/GSH-CdTeQD.

La matriz de Porfirinas/GSH-CdTeQD propuesta para la inmovilizacion de la enzima
conservd la actividad catalitica y los ensayos de impedancia demostraron la
presencia de proteina inmovilizada en la superficie del electrodo a través de la

correlacion con el aumento en la resistencia.
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Aerococcus QK[| DK o GLDEEDPIN . & s od o wa v s PYGYE[Y].
Penaeus KGIE| IT. . . KDMVIIIREK+ ¢ ¢ ¢ e 0 0 00 0000 DHYSC|L|.
Ectocarpus HD(E AS . . .RSMVITIHIO < « ¢« « ¢ ¢ e v s 0w T..SYFSKL.
Cyanidiococcus KDIE| IR...RELV|VRDAFAPYDVROQMLSV. .KMPSK|L.
Carnobacterium QKD LK. . .GLDLJFDN « « v ¢ v o v o0 v v ...PHGYE[Y|.
Oopsacas RKI[E|L I LA L1 VIHS|LIP . . GIVIKRIK. « ¢ ¢ e 00 e v veennn SYLSK|L|.
Aedes RKIE|LD VIAMAIL VIEDITIT. .. .PNHVIVHIE . « . o et v vaaan SLYAK|L|.
Chloroflexi ROQ[EMD L|V L(G|H| VIHT|EN . <« PDVININIP <2 wiaie aiain aaie = H..PYHTPAWV
Laminaria NDE|L I MA LIQ|L| ISAAT. . . RAMVITHIQ. « ¢ v v 0 v 000 v I..SYYSK|L.
Cyanidioschyzon KD[EFKLAMQTL VISD|IR. . . RDLVIVRIDAFAPYDVROMLSV . . KMOSK|L|.
Nitzschia KV[E[LDRAMG|L, VAD|LKREGP SL|T|KRRGSSTIRDYPDRNAHLRGYGGG|I|V
Salmonella NK[ELTINMML IEQVK. .. TTRLLT] -KDLPQ.|.
Nannochloropsis KK[EFEMAMQ[L LISD|I|Q. . . RSMV|T|H . SYQSK]I|.
Tilletiopsis LAD|FE LT AG|L| LAD|IIIG. . .AHSILIIRR. . - . o v v o v a oo n GEEAR|L{.
Homarus KT[EILD SVMA|L IKD[IT. . . KEMVIIRIK. . « « e ¢ e v v v eeann EYYAR|L
Anoplophora KTEFDYALA [ElsDlEK s« PEMUIVIEE 2 wa s s s o SYYSRIL

Alineamiento de secuencias de proteinas LOx de especies con homologia. Se comparan las
secuencias de la enzima lactato oxidasa de Aerococcus viridans con 15 homélogos identificados.
Los residuos idénticos se muestran encuadrados en rojo y los residuos similares estan en rojo. Los
elementos de la estructura secundaria de LOx de Aerococcus viridans estan indicados sobre el

alineamiento.
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