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Resumen

En trabajos anteriores realizados en el laboratorio del Dr. Rafael Vazquez Duhalt, se
ha demostrado la capacidad del citocromo ¢ de catalizar la oxidacién de hidrocarburos
polinucleoaromaticos en presencia de peroxido de hidrogeno. Esta clase de hidrocarburos
constituyen un grave problema ambiental debido a su potencial téxico, carcinogénico v
mutagénico,

Se ba planteado que el mecanismo mediante ¢l cual el citocromo logra esta oxidacion
es similar al de las peroxidasas, y al igual que estas enzimas, sufre upa reaccion de
inactivacidn por efecte de perdxido de hidrogeno. Sin embargo, hasta la fecha no se han
logrado establecer los productos de dicha inactivacién m el mecanismo mediante €l cual se
producen. Esta inestabilidad al peréxido de hidrégeno limita la utilizacién de esta proteina,
de la misma manera que como seria el caso de cualquier otra enzima con tiempos de vida
COTtOS.

En este trabajo se planted estudiar la inactivacion que sufre el citocromo ¢ de
levadura cuando reacciona con perdxido de hidrogeno, siguiendo dos estrategias distintas.
Por una parte se propuso determinar los metabolitos derivados de la reaccién de inactivacion
con el fin de poder inferir el mecanismo, mieniras que por otra, se determind la estabilidad
de distintas variantes de citocromo c de levadura con el fin de relecionar sus caracteristicas
estructurales, obtemidas por simulacién, con sus propiedades de estabilidad. De acuerdo a
los resultados que se obtuvieron, se llegt a las siguiente conclusiones.

El iso-1-citocrome ¢ de levadura se inactiva de manera similar a otras hemoproteinas
como las peroxidasas, en presencia de perdxido de hidrogeno. Esta inactivacién se ve
acompafiada por una destruccion del grupo hemo de la proteina. La reaccién aparentemente
no produce compuestos del tipo de las biliverdinas, cosa que sucede con el grupo hemo in
vivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible afirmar que este citocromo se
inactiva debido a una oxidacién de un residuo esencial pars la catalisis, y que este proceso
precede a la destruccion del grupo hemo, y no viceversa, como se habia planteado en un
principio.

Se demostrd asimisrno que mutaciones puntuales N52I, € Y67F, incrementan la
estabilidad de la proteina hacia la accién del perdxido de hidrégeno. Ademis, las
mutaciones N52I/'Y67F/C102T, produjeron una variante en donde el grupo prostético no se
ve afectado por la presencia de perdxido, aiin cuando pierde su actividad catalitica. Esto
confirna en gran medida, que la inactivacidn y la destruccion del hemo son procesos
distintos.

Finalmente, el tener una variante en la cual la destruccion del grupo hemo ha sido
reducida de manera significativa es un paso muy importante para el estudio del proceso de
inactivacion de esta proteina.
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Introduccion

Hemoproteinas

Las hemoproteinas constituyen una familia muy importante de proteinas que llevan a
cabo una gran diversidad de funciones y que tienen en comin un grupo prostético
denominado hemo. Este grupo esta conformado por cuatro heterociclos pirrélicos, cada
uno de los cuales se encuentra unido a través de un puente metileno para formar un
macrociclo semiplano. Dentro de esta estructura, un 4tomo de hierro (el metal de transicion
mas abundante en la tierra) se coordina con los dtomos de nitrogeno de cada pirrol,
funcionando estos como ligantes ecuatoriales y conformando lo que se conoce también
como anillo de porfirina (Fig. 1). De esta manera este variado grupo de proteinag se pueden
clasificar también dentro del grupo de las metaloproteinas.

Figura 1 Grupo Herno

Dependiendo del tipo de hemoproteina de que se trate, €l grupo hemo se puede
encontrar unido covalentemente a la cadena polipeptidica o mediante interacciones de
coordinacion con los grupos laterales de aigunos amino4cidos. Independientemente de esto,
el stomo de hierro dentro del grupo hemo tiene la capacidad de interaccionar con otros dos
ligantes para obtener un hierro hexacoordinado (Fig. 2).

Figura 2. Vista lateral del grupo hemo con sus ligantes axiales coordinados al dtome de hierro
(esfera central). A la izquieda una histidina, y a la derecha una metionina.



Existen en total 8 posiciones libres en los anillos pirrdlicos las cuales pueden ser
ocupadas por distintos grupos funcionales, desde metilos hasta grupos propionato. De
acuerdo a la naturaleza y a la posicién de estos sustituyentes se pueden encontrar diversas
clases de hemo (Fig. 3).

Siro hemo

Figura 3 Distintas clases de hemo



Figura 3 (cont.) Distintas clases de hemo

Estas estructuras diferentes, pueden usarse para clasificar a las kemoproteinas en
diversos grupos, de acuerdo a la clase de hemo que contengan:

Tabla [. Distintas clases de hemo y las proteinas que lo contienen

Hemo a ¢ Citocromo ¢ oxidasa
Hemo b e Catalasa

e Citocromos tipo b

» Globinas

« Peroxidasas
Hemo ¢ s Citocromos tipo ¢

o Hidroxilamino reductasa
Hemo d s Catalasas

s Citocromos tipo d
Hemo dl ¢ Citocromo ¢dl nitrito reductasa
Hemo o ¢ Citocromo 0 oxidasa
Hemo P460 |e Hidroxilamina oxido reductasa
Sirohemo s FEnzimas con sirohemo Fe454




Estado de coordinacion del atomo de hierro

Dependiendo de las caracteristicas de la interaccion entre el o los ligantes con el
hierro, este atomo puede verse desplazado en mayor o menor medida del plano que
conforman los 4tomos de nitrdgeno de los pirroles, es decir, presenta una geometria distinta
cuando se encuentrs pentacoordinado y en alto espin que cuando se encuentra tetra, penta o
hexa coordinado pero en bajo espin. Esta geometria depende en gran medida de si el ligando
es débil o fuerte. (Fig 4). De la misma manera, la presencia y naturaleza del quinto y sexto
ligando del hierro resultan factores cruciales que determinan la reactividad de cualquier
hemoproteina (Chapman, et al., 1997).

& ¥

[
s

™~
Cys
Hierro pentacoordmado Hierro pentacoordinado
de bajo espin de alto espin

Figura 4 Distintas geometrias del compuesto de coordinacién del hierro dependiendo dei tipo de
ligando.

En el mismo sentido, existen evidencias de que la identidad del ligando unido al
hierro en un estado de coordinacion puede cambiar si se varia por ejemplo el pH (Ferrer, et,
al, 1993), cambiandc asi el estado de coordinacién del hierro. Por esta razén, se ha
propuesto que el control de este factor es fundamental en el mecanismo de las
hemoproteinas, por lo que existen una gran cantidad de trabajos al respecio. {Kassner,
1972 ; Churg, et al., 1986 ; Schejter, et al., 1996 ; Gunner, et al., 1997 ; Mauk and Moore,
1997)

Funcién y grupo prostético

Las hemoproteinas en general pueden llevar a2 cabo upa enorme variedad de
funciones, esto en gran medida debido a la extraordinaria versatilidad que le confiere la
interaccion de su grupo prostético con los aminoacidos de la proteina (Chapman, et al,
1997). Esta versatilidad estd determinada principaimente, por tres distintos factores que
influyen en el potencial de éxido reduccion del hemo {(Mus-Veteau, et al_, 1992).

En primer lugar, los grupos que se encuentran ocupando las posiciones libres en Jos
pirroles tienen un efecto sobre dicho potencial. El segundo factor es Iz identidad de los
ligantes que interaccionan con el 4tomo de hierrc una vez que el grupo hemo se encuentran
dentro de la proteina. Usualmente, los aminoicidos que llevan a cabo esta interaccion son
metionina, cisteina, histidina, y en ocasiones tirosina. Todos estos aminoacidos poseen
comgo caracteristica cormin una cadena lateral de caracter electrodonador. El tercer factor
determinante, es el ambiente que rodea al grupo hemo, ya que en Gltima instancia, esta es la
unica diferencia entre hemoproteinas que poseen una misma clase de hemo, en donde el
primer factor es el mismo y generalmente, aungue no siempre, el segundo también es igual.

4



Gracias a estos factores principales, deniro de esta familia de proteinas, existe un
rango de potencial redox desde -0.2 hasta +0.5 volts (Kendrick, 1992).

Quiz4 la clasificacion mas utilizada para las hemoproteinas esta dada por la funcién
bioquimica que desempeiian, la cual de manera general se puede dividir en tres grupos
principales:

Tabla Il Clasificacién de hemoproteinas de acuerdo a su funcidn.

Funcién Algunos ejemplos
Almacenamiento y transporte deje Mioglobina
oxigeno Hemoglobina
Citocromo ¢
Citocromo b
Citocromo b559
Ligninoperoxidasa
Catalasa
Cloroperoxidasa
Citocromo P450
Manganesoperoxidasa
Lactoperoxidasa

Transferencia de electrones

Catslisis enzimdtica

® 5 & & & 2| & 8|

Hemoproteinas como blocatalizadores

Las hemoproteinas que de manera natural llevan a cabo la catélisis de reacciones,
generalmente oxidativas, son principaimente las peroxidasas y los citocromos P450. A
continuacidén se describiran algunos de los ejemplos mis representativos de este tipo de
enzimas.

Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas cuya importancia es evidente debido a su amplia
distribucién en la naturaleza, tanto en el reino vegetal como en el animal, por lo que se
encuentran entre las proteinas que se han estudiado méis exhaustivamente. Poseen la
capacidad de utilizar un hidroperdxido, de manera m4s comin al peréxido de hidrégeno
(aunque también pueden usar ciertos alquithidroperéxidos) como aceptor de electrones para
catalizar reacciones de oxtdacion de una amplia gama de compuestos donadores de
electrones, como fenoles, aminas, hidroguinonas, etc. Estos sustratos pueden ser tanto de
caricter orginico como inorganice (Everse and Everse, 1991).

El rango de peso molecular que se ha encontrado entre las peroxidasas fluctiia desde
35 kD hasta 100 kD, con una longitud de 251 hasta 726 residuos respectivamente. Su
estructura general consta de 10-11 a-hélices Gnidas por giros ¥ vueltas, mientras que las
estructuras tipo B son un compenente minoritario. La estructura en su conjunto se encuentra
posicionada de manera correcta por la presencia de un puente salino entre una asparagina y
una arginina y por varias glicinas y prolinas muy conservadas (Banci, 1997).



Practicamente todas las peroxidasas poseen un grupo hemo tipo B. Dentro de este
grupo, el hierro coordinado con los cuatro atomos de nitrégeno de los heterociclos se
coordina con una histidina altamente conservada (una excepcion es la cloroperoxidasa cuyo
quinto ligando esta dado por un grupo tiolato), mientras que la sexta posicion esta libre,
obteniéndose un hierro pentacoordinado en estado de alto espin (Fig. 4). Estas enzimas se
pueden dividir en dos grandes grupos o superfamilias, dependiendo del tipo de organismo
del cual provengan:

Tabla I1I. Clasificacitn de las pcroxidasas dependiendo de su origen

Lactoperoxidasa
Micloperoxidasa
Peroxidasa de tiroides
Ligninoperoxidasa
Manganesoperoxidasa
Peroxidasa de ribano blanco
Citocromo c peroxidasa

Peroxidasas de origen animal

Peroxidasas provenienies de hongos, bacterias y
plantas

La comparacion de estructuras de enzimas perienecientes al segundo grupo de
peroxidasas, como es el caso de la ligninoperoxidasa, de la mangenesoperoxidasa y de la
citocromo ¢ peroxidasa ha permitido establecer que presentan un plegamiento muy similar
(Banci, 1997). Asimismo, Ja comparacidn extensiva entre las secuencias de aminoacidos de
peroxidasas provenientes de hongos, bacterias y plantas sugiere que estas enzimas se
encuentran relacionadas evolutivamente (Welinder, 1992). Esta comparacién conjuntamente
con el analisis de las estructuras cristalograficas disponibles a 1a fecha, han permitido dividir
4 esta superfamilia en tres grupos distintos (Smith and Veitch, 1998):

Tabla IV. Clasificacién de una de las superfamilias de las peroxidasas,

Procariotas Fiingicas Secretadas por
intracelulares | extracelulares plantas
(clase I) (clase IT) (clase 1IT)
» Citocromo ¢ |e Lignino- ¢ Peroxidasa de
peroxidasa peroxidasa rdbano bianco
Ejemplos
¢ Ascorbato- |e Manganeso- |e Peroxidasa de
peroxidasa peroxidasa cacahuate
de citosol
Puentes disulfure Ausentes 8-10 8-10
Glicosilacion Ausentes Alto porcentaje | Alto porcentaje
Tomnes calcio Ausentes 2 2
Tiresinas Presentes Ausentes Presentes
Sitio proximal Triptofano Fenilalanina Fenilalanina




El mecanismo general que se ha propuesto para su funcién se encuentra
esquematizado en la figura 5. Dicho mecanismo implica una serie de pasos que involucran la
transferencia de electrones intermolecularmente y se inicia con el atomo de hierro en estado
oxidado (Fe™). Este reacciona con una molécula de peréxido de hidrogeno para formar un
radical catiénico de porfirina que contiene al hierro en estado de oxidacion +4 (especie
oxiferril), el cual se conoce como Compuesto I de las peroxidasas. Esta es una reaccion que
involucra a 2 electrones, en la cual la proteina es oxidada y el peroxido es reducido hasta
agua. Este radical, en presencia de una molécula donadora de electrones, produce un radical
libre de dicha molécula al recuperar un electrén, formando el Compuesto II. Este compuesto
a su vez, puede oxidar otra molécula de sustrato reductor, para regresar al estado inicial de
la enzima.

4
F e®

Compuesto || - / AH + H AH2 (N_\ Compuesto |

Figura 5 Ciclo normal dc las peroxidasas.

Las peroxidasas en general poseen una gran ventaja con respecto a otras enzimas en
¢l sentido de que usualmente no es necesario que el substrato se una en una cavidad
particular de la proteina, sino gque mdis bien la reaccion que catalizan involucra una
transferencia de electrones a larga distancia, desde el substrato a través de la proteina hasta
su grupo hemo. De esta manera, las peroxidasas no necesitan de mayores cambios
estructurales para adaptarse un amplio espectro de sustratos (Banci, 1997), por lo que no
solamente estan involucradas en infinidad de procesos naturales, sino que también poseen un
enorme potencial de aplicacion en otros procesos.



Entre las peroxidasas que mayor interés han propiciado debido al amplio espectro de
reacciones que catalizan y a su elevado potencial redox, se encuentran la lignino peroxidasa,
y la manganeso peroxidasa.

Ligninoperoxidasa
Esta enzima es uno de las principales constituyentes del sistema degradativo de una

clase de  hongos denommnados ligmnoliticos. Estos microorganismos catalizan la
degradacion de la lignina, un polimero natural y aromatico el cual es el mas abundante del
planeta después de la celulosa. Asi, este sistema ligninolitico, incluida la ligninoperoxidasa,
juegan un papel fundamental en el ciclo del carbono sobre la tierra.

La ligninoperoxidasa es una enzima extracelular secretada al medio por el hongo
cuando éste se encuentra en condiciones limitantes de nitrégeno. Presenta un peso molecular
aparente de 42 kDa, sin embargo, al estar altamente glicosilada, (aproximadamente un
15% en peso de carbohidratos) posee un peso molecular real de alrededor de 36 kDa (Gold
and Alic, 1993} que corresponde con una proteina de 345 aminodcidos.

La ligninoperoxidasa sigue el mismo mecanismo descrito en la figura 5, el cual es
comin con el resto de las peroxidasas a excepcion de la manganeso peroxidasa. Una
caracteristica que la distingue de las otras peroxidasas del sistema ligninolitico, es que
cataliza la oxidacion de substratos aromaticos no fenélicos (Hammel, 1985). Esta enzima es
capaz de catalizar la oxidacién de sustratos poco comunes para las peroxidasas en general,
debido a que posee un potencial de reduccion bastante alto de alrededor de -130 mV (Cai
and Tien, 1993},

La regulacion de la expresién de la ligmnoperoxidasa de Phanerochaete
chrysosporium, el hongo ligninolitico més estudiado hasta la fecha, es exiremadamente
compleja, ya que existen 10 genes agrupados que codifican para diferentes isoformas. Estos
genes se expresan diferencialmente dependiendo de las condiciones presentes en el medio de
cultivo, va sea de carbono o nitrogeno (Gold and Alic, 1993), o inclusive en presencia de
compuestos como antraceno en el suelo (Janse, et al., 1998).

Diversos estudios han establecido 1a capacidad de la ligninoperoxidasa de catalizar la
modificacién de distintos compuestos contaminantes. Este tipo de reacciones no solamente
incluye la oxidacién de compuestos aroméiticos como el 1,2,4,5 tetrametoxi benceno
{Koduri, et al., 1996), y de compuestos polinuclecarométicos como e! benze(a)pireno
(Sanglar et al, 1986), el antraceno, el metil antraceno y el pireno (Vazquez-Dubalt et al |
1994), si no que también es capaz de eliminar el cloro de los di y tricloro fenoles, los cuales
tienen una amplia utilizacién como conservadores de Ia madera v en insecticidas (Joshi, et
al., 1993; Reddy, et al., 1998).

Manganesoperoxidasa
Esta enzima extracelular es también un componente fundamental del sistema

ligninolitico de esta clase de hongos. La proteina madura posee una longitud de 357
aminodcidos, esta altamente glicosilada y presenta un peso molecular de 46 kDa. La
estructura generat de la proteina es similar a la de otras peroxidasas, presentando una serie
de residuos y a-hélices altamente conservados, aunque posee un puente disulfuro extra
comparada con la ligninoperoxidasa (Reddy, 1995).



Hasta la fecha se conocen tres genes que codifican para esta enzima en el genoma de
Phanerochaete chrysosporium, pero a diferencia de los de 1a lignino peroxidasa, estos no se
encuentran agrupados (Orth, et al,, 1994). La regulacién de estos genes es también muy
compleja, ya que su expresion responde a diferentes clases de estimulos como la limitacidn
de nutrientes, la concentracion de perdxido de hidrdgeno, la de manganeso, y a la velocidad
de agitacion en cultivo (Janse, et al., 1998).

Una caracteristica que distingue a la manganeso peroxidasa del resto de las
peroxidasas es su necesidad de manganeso para Hevar a cabo su funcion catatitica. Se sabe
que la enzima solo estd presente cuando existen condiciones de limitacién de nitrogenc y
presencia de manganeso, por lo que este ion debe ser necesario para su sintesis asi como
para su activacion (Brown, et al., 1990).

Gracias a la estructura cristalogrifica de la manganesoperoxidasa, se ha podido
identificar e} sitio al que se une el dtomo de manganeso, el cual es altamente especifico, ya
que se ha demostrado que el calcio no compite por este lugar. (Banci, 1997). Se ha
establecido que se encuentra muy cercano al grupo hemo de Ia enzima (Smith and Veitch,
1998).

El mecanismo catalitico de la manganeso peroxidasa es distinto al planteado
anteriormente, sin embargo, comienza de manera similar, con la formacién del Compuesto I
por la reaccién entre el peroxido de hidrogeno y el grupo hemo. Este compuesto no
solamente tiene la capacidad de oxidar compuestos fendlicos, sino que normalmente oxida
una molécula de Mn"™, para formar Mn™ y el Compuesto I de las peroxidasas. Como
siguiente paso, el Compuesto IT oxida primordialmente Mn'%, para formar Mn®™ . El ion
Mn" que se forma en las dos reacciones anteriores, tiene también la capacidad de oxidar
otros compuestos orginicos (Cai and Tien, 1993). La manganesoperoxidasa posee el
potencial de reduccion mas elevado entre todas las peroxidasas caracterizadas hasta 1a fecha
{Banci, 1997), esto le permite catalizar la oxidacién de algunos compuestos que por su
potencial redox otras peroxidasas son incapaces de Hevar a cabo. De esta manera se ha
encontrado que esta enzima esta involucrada en la degradacion de varios clorofenoles (Joshi
and Gold, 1993; Reddy et al, 1998) y en la degradacion de hidrocarburos
polinucleoaromaticos presentes en la creosota (Bogan and Lamar, 1995). También se ha
identificado como una de las enzimas imvolucradas en la decoloracion de productos
residuales del blanqueo del papel (Michel, et ak, 1991), y de la denitrificacion de
intermediarios en la ruta de mineralizacion del 2,4-dinitrotolueno (Valli, et al., 1991), Se ha
establecido que esta enzima es capaz de oxidar fenantreno durante la peroxidacion de lipidos
{Moen and Hammel, 1994). Recientemente, se obtuvo la mineralizacién de diversos
compuestos arométicos y alifaticos, como el pentaclorofencl, el catecol, la tirosina, el
triptofano, el pireno y el 2-amino-4,6-dinitrotolueno utilizando una manganeso peroxidasa
del hongo Nematoloma frowardii (Hofrichter, et al. 1998).

Citocromo P450

Otra de las denominadas superfamilias de hemoproteinas esta constituida por una
serie de enzimas nombradas en su comjunto como citocromos P450. Originalmente se
llamaron asi debido a que se identificaron como pigmentos provenientes del higado de
mamiferos, los cuales al ser reducidos presentaban un méximo de absorcion a 450 nm.
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Posteriormente se demosird que dicho pigmento era en realidad una hemoproteina con un
hemo tipo b, por lo que se adopté la denominacién de citocromos P450 para todas la
enzimas relacionadas.

Como ya se menciond, estas proteinas contienen un hemo tipo b el cual se haya
anclado en el sitio activo por un residuo de cisteina absolutamente conservado (Munro and
Lindsay, 1996). La presencia de este ligando las distingue de enzimas como las peroxidasas,
las cuales de manera general poseen una histidina.

Los citocromos P450 se encuentran distribuidos practicamente en todos los seres
vivos y se ha establecido una clasificacion en base a su similitud en secuencia proteica en dos
grandes grupos. El primero de ellos, denominado clase B, agrupa a las proteinas de sistemas
de tres componentes procaridticos, generalmente de bacterias y mitocondrias y a un
citocromo P450 aislado del hongo Fusarium oxysporum. Estas proteinas normaimente son
solubles y aceptan electrones a partir det NADPH mediante l2 ayuda de una reductasa que
contiene FAD y de una proteina hierro-azufre, la cual transfiere los electrones de fa
reductasa hacia el citocromo unido al sustrato. E! segundo grupo o clase E, reane al resto
de los citocremos, incluyendo al citocromo bacteriano P450cam. Estos peneralmente se
encuentran unidos a membrana y utilizan un aparato distinto para transferir electrones, el
cual parte también del NADPH, pero involucra a una citocromo P450 reductasa que
contiene grupos FAD y FMN (Munro and Lindsay, 1996).

De esta forma los citocromos P450 usualmente actian como oxidasas terminales.
La reaccion mas comun que catalizan es fa monooxigenaciéon de un sustrato, es decir, la
insercion de un atomo de oxigeno a panir de oxigeno molecular, con la consecuente
reduccién del otro dtomo de oxigeno para obtener agua. El ciclo catalitico propuesto para
esta clase de catalizadores (figura 6), se encuentra en discusién ya que ain quedan
intermediarios importantes por caracterizar (Wong, 1998).

Este ciclo catalitico inicia con la unién del substrato a la forma basal de la enzima (T).
Después de Io cual se convierte en una forma en la que el hierro se encuentra
pentacoordinado y en ato espin (IT). La reduccion por un electrén produce un complejo con
¢l hierro en estado de oxidacion +2 (II). Este intermediario es el que se une con el oxigeno
molecular para formar un aducto semiestable (I'V). Este mismo compuesto puede unirse al
mondxido de carbono formando un aducto alternativo (V). En todos los pasos anteriores se
han aistado y caracterizado los intermediarios, sin embargo, a partir de este punto, los pasos
subsecuentes son hipotéticos. Se propone que se forma un radical peroxiio férrico (VI), el
cual promueve un rompimiento heterolitico del enlace O-0 para formar (VII). Finalmente,
este intermediario con es el responsable de la oxidacién del enlace C-H, formando el
compuesto ROH y ta enzima pativa,

A pesar de la gran cantidad de secuencias de citocromos P450 que se conocen hasta
la fecha, Gnicamente se cuenta con 4 estructuras cristalograficas de estas proteinas (Kellner,
et al., 1998). Dos de estas estructuras provienen de Pseudomonas (P450cam ¥ P450,;), una
de ellas de un actinomiceto (P450q#) y una mas de un bacilo {P450gw.3). Su analisis ha
permitido establecer que su estructura terciaria es bastante similar, sin embargo, se observan
diferencias importantes en el arreglo de las hélices, especialmente en la zona en la que se une
el substrato. Esto es de esperarse, ya que los sustratos que utilizan cada una de estas
enzimas es totalmente distinto. EI substrato para el citocromo P450., es €l canfor, el
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citocromo P450,, utiliza terpineol, el P450.; 6-deoxieritronclido, mientras que el
citocromo P450g); actita sobre un acide graso (Poulos, 1955).
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Figura 6. Mecanismo catalitico propuesto para los citocromos P450.

La manera en que los citocromos P450 flevan a cabo su unidén al substrato las
distingue de las peroxidasas, ya que los primeros, deben proporcionar una ruta de acceso
hacia la cavidad del hemo, asi como una serie de interacciones adecuadas para que el
substrato interaccione de manera estereoespecifica con el oxigeno unido al hemo (Poulos,
1995).

Las caracteristicas distintivas de este tipo dc enzimas les permiten catalizar diversos
tipos de transformaciones quimicas como hidroxilaciones alifaticas, epoxidaciones,
dealquilaciones y dehalogenaciones (Keilner, et al, 1998), Especificamente, s¢ han utilizado
este tipo de enzimas para degradar compuestos tdxicos como la atracina y herbicidas
derivados de tiocarbamato (Nagy, et al., 1995). También son capaces de dehalogenar
reductivamente metano y etano halogenados (Li and Wackett, 1993), asi como catalizar la
oxidacion de benzo(a)pireno (Jones, et al, 1995), antraceno y alquilantracenos
(Anzenbacher et al., 1996) y fenantreno (Rahimtula, et al., 1988).
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Mioglobina y gicbinas

La mioglobina pertenece a una familia de proteinas denominada genéricamente como
globinas. L.a funcién fundamental de estas consiste en el transporte y/o almacenamiento de
oxigeno molecular. Pricticamente todas la proteinas que pertenecen a esta familia, poseen
un grupo hemo tipo b y presentan un plegamiento similar caracteristico, constituido por 8
alfa hélices que conforman una cavidad dentro de la cual se une el grupo hemo (Aronson,
1991).

El oxigeno molecular se une reversiblemente con el hemo de 1a proteina, funcionando
como un sexto ligando del dtomo de hierro. El quinto ligando dentro de esta estructura
generalmente es una histidina proximal altamente conservada. Ahora bien, a pesar de que la
funcién principal del hemo pentacoordinado de la mioglobina consiste en unir oxigeno
molecular, se ha demostrade que esta proteina es capaz de llevar a cabo la catalisis de la
oxidacion, en presencia de peroxido de hidrogeno, de compuestos reductores como el fenol
y aminas aromaticas (Stolze and Nghl, 1995) en reacciones similares a las peroxidasas
(Everse, et al, 1994 ; Everse, et al., 1998).

Citocromos

Los citocromos fueron aislados por primera vez a partir de tejidos de distintos
organismos y al igual que en el caso de la hemoglobina, en un principio se pensd que estos
constituian una serie de pigmentos. Posteriormente se establecié que estos compuestos eran
realmente varias proteinas que al igual que las globinas, contenian un grupo hemo dentro de
su estructura. Asi, éstas se pueden definir como un grupo de proteinas gue transfieren
electrones o protones y contienen dentro de su estructura uno ¢ mas grupos hemo. Existen
diversas clases de citocromos las cuales se pueden diferenciar entre st por distintos criterios:
su similitud en secuencia proteica, su tipo de grupo hemo o el tipo de ligantes axiales que
contienen (Figura 7).

Histidina Citocromo ¢ oxidasa (hemo a); Citocromo b/bs ;

Histidina Citocromos bs ; Citocromos c (clases I y IV)

Histidina Citocromo bsg; ; Citocromo bvbs ;
Metionina Citocromos bs ; Citocromos ¢ (clases Iy I}

Tirosina Citocromo ¢d; nitrito reductasa (dominio d; )]
Metionina
Metionina Bacterioferritina

Figura 7. Clasificacién de los citocromos de acuerdo a su estado de coordinacion ¥ a! tipo de ligando.

Entre los citocromos que mds se han estudiado debido a su ubicuidad, a la
importancia de su funcién y a su facilidad de purificacion, se encuentran los citocromos tipo
c. Estas proteinas se encuentran presentes en toda célula que posea un nacleo, desde
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levaduras hasta humanos (Dickerson, 1972). Son de forma globular, solubles, relativamente
pequeitos con un peso molecular de alrededor de 13 kD. Poseen un grupo hemo tipo ¢
dentro de una estructura secundaria en la que predominan aifa hélices (figura 8) , por lo que
. recientemente se le ha propuesto como el ejemplo tipico de todo un grupo de dominios de
proteinas, denominado clase IT (Borman, 1998).

Yos citocromos se localizan en el interior de la membrana mitocondrial v su funcién
principal consiste en transportar electrones dentro de la cadena respiratoria desde la
citocromo ¢ reductasa hasta la citocromo ¢ oxidasa, ambas unidas a la membrana de la
mitocondria. Debido a su amplia distribucion en la escala filogenética y a sus caracteristicas
de solubilidad y estabilidad, los citocromos representan un modelo para el estudio del
plegamiento de proteinas (Das et al,, 1998), de la transferencia de electrones intermolecular
(Mauk, 1991 ; Liang et al., 1988 ; Pielak, et al,, 1985 ; Davies et al., 1993) y del efecto de
diversos factores sobre la estabilidad de la estructura proteica como la temperatura, el pH, y
las mutaciones puntuales (Greene. et al., 1993; Caffey and Cusanovich, 1994; Willis et al.,
1993),

En el caso de los citocromos tipo ¢, su grupo hemo se encuentra unido
covalentemente a la cadena polipeptidica a través de dos enlaces tioeter, entre dos cisteinas
altamente conservadas y dos carbonos de los grupos etilo de la porfirina. El dtomo de hierro
dentro de esta estructura se encuentra hexacoordinado y de manera general, el quinto y el
sexto ligando del hierro son una histidina y una metionina, aynque se ha propuesto que la
identidad de estos ligantes puede modificarse con el pH (Ferrer, et, al., 1993).

Fipura 8. Citocromo c tipico en el que se aprecian sus alfa hélices y ¢l grupo hemo con un hierro
hexacoordinado.
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El citocromo tipo ¢ Heva a cabo su funcidn de transportar electrones mediante el
cambio reversible en el estado de oxidacion del hierro dentro del grupo hemo, del cual se ha
estimado que posee un potencial redox que oscila en un intervalo de 260 a 150 mV,
dependiendo del organismo del que provenga (Kendrick, 1992). Se ha postulado que esta
proteina interacciona con la citocromo ¢ peroxidasa a través de residuos cargados
positivamente, principalmente lisinas, las cuales rodean uno de los bordes del hemo, sin
embargo, el andlisis del complejo entre estas proteinas indica que la mayoria de las
interacciones son hidrofaobicas (Pelletier and Kraut, 1992). Existen un gran nimero de
estudios acerca de los factores que determinan la transferencia de elecirones en esta
proteina, sin embargo, todavia no se comprenden completamente.

Citocromo ¢ como biocatalizador.

A pesar de gue la funcion principal dentro de la célula del citocromo tipo c es la de
transportar electrones se ha reportado que es capaz de catalizar la peroxidacién de lipidos
in vivo (Radi, et al., 1993), lo que sugiere que podria estar involucrado en otros procesos
celulares como el estrés oxidativo, promoviendo la oxidacion, mediante radicales libres, de
biomoléculas en presencia de perdxido de hidrogeno (Deterding, et al., 1998).

Se ha demostrado que el citocromo ¢ es capaz de catalizar, in vitro, la oxidacion de
diversos compuestos donadores de electrones como el ABTS, la 4-amino-antipirina y el
luminol de forma analoga a las reacciones catalizadas por las peroxidasas (Radi, 1991).
También puede reaccionar con 4-nitrofenol para promover su hidroxilacion y la oxidacion
del acido 2-ceto-4-tiometil butirico (Florence, 1985). Sin embargo, ain no estd clara la
maners en que el citocromo ¢ lleva a cabo estas oxidaciones, ya que aparentemente el
radical que se forma de la reaccidn entre esta proteina y el hidroperéxido es distinto al que
normalmente se encuentra en presencia de una peroxidasa, por lo que el mecanismo podria
ser distinto (Barr and Mason, 1995).

El citocromo ¢ no solamente es capaz de catalizar este tipo de oxidaciones, sino que
también presenta una serie de caracteristicas, especialmente de estabilidad, que lo
constituyen como una proteina muy singutar. En primer lugar, y a diferencia de la mayoria
de las hemoproteinas, el grupo hemo del citocromo ¢ esta umdo covalentemente a la
proteina, por lo que es dificil que lo pierda en condiciones en las que otras enzimas
generalmente lo hacen, esto le confiere estabilidad en condiciones de cambios de pH
bruscos, en presencia de solventes orginicos, v a altas temperaturas (Vazquez-Duhalt,
1999). De hecho, se ha demostrado que es capaz de conservar actividad en un rango muy
amplio de pH, que va desde pH 2 hasta pH 10, ademas de ser activa en concentraciones de
hasta un 90% en solventes miscibles con agua como el tetrahidrofurano (Vazquez-Duhalt et
al., 1993). Esta protecina ¢s altamente termoestable, ya que puede catalizar reacciones
inclusive a 120 °C, con una actividad maxima a 80 *C (Vazquez-Duhalt, 1999). Otro factor
muy importante es que el citocromo de levadura se ha podido expresar en E. coli, por lo
que resulta mucho més sencillo llevar a cabo reacciones de mutagénesis, y producir
proteinas recombinantes en cantidades suficientes para su estudio. (Pollock et al., 1998).

Basindose en estas caracteristicas, el citocromo ¢ ha sido utilizado como
biocatilizador para la oxidacion de diferentes moléculas de interés. En especial de
compuestos toxicos, como los hidrocarburos polinuclecaromaticos. Asi, es capaz de
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hidroxilar al benceno en presencia de un hidroperdxido utilizando como fase un solvente
organico con un contenido de agua muy bajo (Akasaka et al., 1994). También puede
catalizar Ia oxidacion de otros compuestos aromaticos como ¢l  antraceno, el pireno y
carbazol (Torres et al, 1995) y la obtencién de sulfoxidos a partir de sus respectivos
compuestos azufrados como el dibenzotiofenc, el tiantrenc y el difenil sulfuro (Vazquez-
Duhalt, et al., 1993). Se ha demostrado que tanto el citocrome ¢ libre como inmebilizado en
polimetil glutamato, puede catalizar reacciones oxidativas como la O-demetilacion, Ia S-
oxidacion y la epoxidacion de olefinas, mediante un mecanismo similar al que utiliza el
citocromo P450 (Akasaka et al., 1993).

Gracias a la estabilidad estructural del citocromo ¢, se han podido llevar a cabo
modificaciones quimicas del mismo que permiten cambiar tanto su comportamiento
catalitico como su estabilidad. La modificacién de los grupos amino libres de la proteina
permitié aumentar su eficiencia catalitica parz la oxidacibn de compuestos
polinuclecaromaticos (Vazquez-Duhalt et al., 1995). De la misma forma, ta modificacién de
los grupos amino y carboxilo con polietilenglicol y metil trimetil silii (TMS), provocaron
que fuera capaz de oxidar una serie de 16 compuestos aromaticos, de los cuales solamente 8
fueron oxidados por ia proteina sin modificar (Tinoco and Vazquez-Duhalt, 1998).

Estabilidad quimica de las protefnas.

Uno de las caracteristicas mas relevantes de cualquier enzima o biocatalizador estd
dada por su estabilidad. El aspecto que mayormente se ha estudiado en este sentido es el de
la estabilidad térmica, la cual se relaciona de manera directa con la conformacién de la
proteina. Sin embargo, un aspecto muy importante esta constituido por la estabilidad de
cualquier catalizador o proteina a distintas condiciones quimicas, las cuales pueden inclusive
cambiar como consecuencia de la accidn misma del catalizador. Estas condiciones pueden
producir una serie de modificaciones quimicas a la proteina de manera que se vea afectada
su conformacion e inclusive pueden llevarla hasta su inactivacion. Existen diversas
reacciones que solo se producen cuando se sustrae a la proteina de su ambiente normal
(volkin, et al, 1997), sin embargo, también existen modificaciones que resultan
trascendentes in vivo. A continuacion se dardn algunos ejemplos.

Desamidacion de asparagina

Una modificacién quimica muy frecuente es la deaminacién de residuos de
asparagina para obtener acido aspartico y acido isoaspartico. Esta puede ocurrir en un
rango muy amplio de pH y se ha observado tanto en el aislamiento de proteinas como in
vivo, proponiéndose en este ultimo caso una relacidén con la degradacién dentro del
recambio de proteinas. (Statdman, 1990).
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Degradacion de puentes disulfuro

Los residuos de cisteina de manera naturaral en las proteinas, tienden a formar
puentes disulfuro ya sea intra o intermoleculares. Se ha propuesto que estas interacciones
estabilizan directamente la forma plegada de la proteina y reducen la entropia de
conformacion del estado no plegado (Kosen, 1992). De aqui se deriva a importancia de la
modificacion en estos residuos o de los puentes disulfuro en la estabilidad proteica. Las
degradacion de estos puentes se produce por un mecanismo de eliminacién tipo B o pH
alcalino, dentro del cual, un i6n hidroxilo o un grupo tiol, pueden sustraer un proton del
carbono ¢ del amineédcido, produciendo intermediarios inestables que pueden dar origen a
productos de descomposidn (en el caso del grupo tiol) o inclusive el entrecruzamiento poco
comin entre aminoacidos como lisina y alanina (en el caso del gnipo hidroxilo) (Volkin, et
al, 1997).

Glicosilacion

Algunos aminoicidos, como la lisina, pueden reaccionar con azicares reductores
para formar bases de Schiff, las cuales a través de una serie de rearreglos llegan hasta
compuestos denominados de Amadon, forméandose aductos covalentes de la proteina. Se ha
demostrado que la glicosilacion de algunas enzimas como la ribonucleasa A propicia gue
ésta forme dimeros y trimeros. (Volkin, 1997).

Oxidacidn de proteinas.

Uno de las reacciones mas estudiadas que provocan una inestabilidad quimica de las
proteinas es su oxidacion. Esta ha recibido un gran interés en los Gltimos afios debido a su
posible refacion con importantes procesos celulares como el recambio de las proteinas, el
envejecimiento y estados patologicos como la arterosclerosts y el cancer (Vilar-Rojas, €t al,,
1996). La oxidacion de proteinas puede afectar distintas regiones de la proteina, ya sea un
aminoacido, grupo de aminodcidos 0 un grupo prostético. Sin embargo, la modificacion
sobre cualquiera de estas entidades puede producir un cambio en las caracteristicas de
estabilidad. Entre los aminoacidos mas susceptibles a la oxidacion se encuentran la
metionina, el triptofano, y la cisteina (Vogt, 1995).

Une de los principales mecanismos mediante los cuales las proteinas sufren una
oxidacion es & través de radicales libres, por lo que existen diversas revisiones al respecto
{Vilar-Rojas et al., 1996 ; Volkin, et al., 1997 ; Dean, et al., 1997). La fuente primaria de
estos radicales esta constituida por pequeiias “fugas” de la cadena de transporte de
electrones de radicales libres como el superdxido (O;7). Este a su vez, puede producir
especies mucho mas reactivas como el radical peroxilo (ROQ), el alcoxilo (RO ), el
hidroxilo (HO'} (Dean, et al, 1997). Ademas del oxigeno, una fiente muy importante de
radicales libres estd dada por los metales de transicién, hierro y cobre, los cuales
conjuntamente con el oxigeno y el perdxido de hidrogeno producen radicales por una
reaccion denominada de Fenton.

En el caso especial de las peroxidasas y de proteinas relacionadas, como el
citocromo ¢, el ciclo catalitico que se ha propuesto para ellas implica la activacion del grupo
prostético por parte del perdxido de hidrogeno. Este mismo compuesto, a su vez, provoca la
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inactivacion de la proteina. Existen numerosos estudios acerca de la inactivacién de enzimas
como la ligninoperoxidasa (Wariishi and Gold, 1990 ; Hu, et al., 1993), la peroxidasa de
rabano blanco (Arnao et al, 1990), la Lactoperoxidasa ( Huwiler et al, 1986), la
cloroperoxidasa (Shevelkova, et al., 1996), etc. Sin embargo, debido a Ia complejidad del
mecanismo, ain no estd claro ni la identidad ni el mecanismo de inactivacion de las
peroxidasas, lo que limita en gran medida cualquier aplicacion ya sea actual o futura de estas
enzimas en algin proceso biocatalitico,
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Objetivo general

Estudio del mecanismo de inactivacién del citocromo ¢ por accién del peréxido de
hidrégeno.

Objetivos particulares

Identificacion de los productos de reaccion entre el citocromo ¢ y el peréxido de
hidrogeno.

Anglisis y comparacton de la estabilidad de distintas vanantes de citocromo ¢ de
levadura,

Obtencién de variantes de esta proteina por mutacian sitio especifica mas estables al
peroxido de hidrégeno
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Soluciones y Medios de cultivo

Cloruro de calcio 0.1 M
0.55 g de cloruro de calcio
Llevar a 100 m! con agua destilada

Esterilizar por filtracidn o con vapor.

Buffer de fostatos pH 6.0 60 mM
1.23 g de HPOy
0.25 g de HPO4?
Lievar a 200 ml con agua destilada

Annealing buffer 10 X
Tris-HCi pH 7.5 100 mM
MgCl; 100 mM
NaCl 500 mM

Synthesis buffer 10X
Tris-HCI pH 7.5 100 mM
DNTPs (dideoxinucledtidos) 5 mM
ATP (dATP)10 mM
DTT (ditiotreitol) 20 mM

Buffer de PCR 10X
KC1 500 mM
Tris-HCl pH 8.3 100 mM
MgCl; 15 mM

Buffer TBE 10X
216 g de Trisma base
18.6 g de EDTA
(etllendiarmn tetrazacetato
disodico)
110 g de 4cido barico
Ajustar a 2 | con agua destilada.
Checar que el pH sea de 8.3, filtrar.

Reactivos y materiales

Medio LB

10 g de triptona

5 g de extracto de levadura
5 g de cloruro de sodio
Ajustar a 1] con agua.
Esterilizar con vapor

Medio YT
10 g de triptena
75 g de extracto de levadura
37.5 g de NaCl
Llevar a 1 | con agua destilada
Esterilizar con vapor

NaOQH/SDS
NaCHO02M
SDS (dodecil sulfato de sodio) 1%

EDTA 0.5 M
17 g de EDTA
Disalver en 50 mi de agua
Esterilizar con vapor

Buffer para lisozima
Glucosa 50 mM
EDTA pH 8.0 25 mM

Lisozima
20 mg de lisozima en 1 ml de
buffer TE

Buffer TE
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA 1 mM

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico ¢ ultrapuro de la marca Sigma,

Baker o Aldrich.

Las enzimas de restriccion fueron de la marca Gibeo, Biolabs y Qrganics Research.
Los solventes usados fueron de la marca Baker grado HPLC.



El sistema de expresion del gen del iso-l-citocromo c y las distintas variantes de
citocromo c fueron generosamente proporcionadas por el Dr. Grant Mauk y el Dr Federico
Rosell (Universidad de la Columbia Britinica).

Las cepas de E coli que se utilizaron fueron BMH 71-18 y DHS5a para la
construccién de mutantes de citocromo c y la cepa IM101 para su produccion.

Métodos
Identificacion de productos de oxidacién

Productos de oxidacién del grupo hemo

Para establecer lz identidad de Ios productos de oxidacion sobre el grupo hemo se
prepard una solucidn de citocromo ¢ con una absorbancia alrededor de 0.5 a 408 nm.
Posteriormente ésta fue oxidada en presencia de peroxido de hidrogenc 1 mM y los
productos de oxidacion se intentaron aislar ¢ identificar por diversas técnicas, como Ia
cromatografia en capa fina (usando placas de silica gel y diversas combinaciones de
solventes como fase médvil), HPLC (usando tanto una columna polar como una no polar),
cromatografia de gases y espectrometria de masas. También se ensayaron distintas
modificaciones para aplicar fos métedos anteriores.

Analisis de aminodacidos

Para analizar los productos de oxidacion de la proteina, se llevo a cabo un anlisis de
aminoacidos usando una solucién de citocromo c de levadura con 8 nanomoles de protefna
en 150 ul de buffer. Esta solucién se incubo con 4 micromoles de peroxido duraste 10
minutos. Para detener la reaccion se agregé un exceso de metabiosulfito de sodio. Se
realizé un blanco con la solucion de la proteina inicamente y ambas soluciones se ensayaron
enun analizador Beckman 6300,

Construccién de mutantes de cifocromo c.

Sistema de expresion

El sistema de expresion en F coli de citocromo ¢ consiste en un plismido derivado
de pUC 18 que contiene tanto af gen que codifica para el iso-1-citocromo c de levadura
(denominado CYC 1), como al gen que codifica a la enzima citocromo ¢ hemoliasa
(CYC3). Ambas proteinas son expresadas bajo el control de un promotor fac (Pollock,
1998),

El cambio C102T, comin 2 todas las variantes que se utilizaron y produjeron, no
afecta ninguna de las caracteristicas de la proteina, incluida su estabilidad al peroxido de
hidrégeno (Torres, et al., 1995), sin embargo evita su dimerizacion in vitro,
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El sistema de expresion del gen del iso-1-citocromo ¢ y las distintas variantes de
citocromo ¢ fueron generosamente proporcionadas por €l Dr. Grant Mauk y el Dr Federico
Rosell (Universidad de la Columbia Britanica).

Las cepas de E coli que se utilizaron fueron BMH 71-18 y DH5a para la
construccion de mutantes de citocromo ¢ y la cepa JM101 para su produccidn.

Métodos
Identificacién de productos de oxidacion

Productos de oxidacién del grupo hemo

Para establecer la identidad de los productos de oxidacion sobre el grupo hemo se
prepard una solucion de citocromo ¢ con una absorbancia alrededor de 0.5 a 408 nm.
Posteriormente ésta fue oxidada en presencia de perdxido de hidrégeno 1 mM y los
productos de oxidacion se intentaron aislar ¢ identificar por diversas téenicas, como la
cromatografia en capa fina (usando placas de silica gel y diversas combinaciones de
solventes como fase moévil), HPLC (usando tanto una columna polar como una no polar),
cromatografia de gases y espectrometria de masas. También se ensayaron distintas
modificaciones para aplicar los métodos anteriores.

Analisis de aminoécidos

Para apalizar los productos de oxidacion de la proteina, se llevo a cabo un andlisis de
aminodcidos usando una solucién de citocromo ¢ de levadura con 8 nanomoles de proteina
en 150 ul de buffer. Esta solucion se incubd con 4 micromoles de peroxido durante 10
minutos. Para detener la reaccidn se agregd un exceso de metabiosuifito de sodio. Se
realizd un blanco con la solucion de la proteina inicamente y ambas soluciones se ensayaron
en un analizador Beckman 6300.

Construccién de mutantes de cifocromo c.

Sistema de expresion

El sistema de expresion en E coli de citocromo ¢ consiste en un plasmido derivado
de pUC 18 que contiene tanto al gen que codifica para el iso-1-citocromo ¢ de levadura
(denominade CYC 1), como al gen que codifica a la enzima citocromo ¢ hemoliasa
(CYC3). Ambas proteinas son expresadas bajo el control de un promotor lac (Pollock,
1998).

El cambio C102T, comiin a todas las variantes gue se utilizaron y produjeren, no
afecta ninguna de las caracteristicas de [a proteina, incluida su estabilidad al peroxido de
hidrogeno (Torres, et al., 1995), sin embargo evita su dimerizacion in vitro.
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Purificacion de DNA de plasmido

Para purificar DNA de pldsmido a partir de cepas de E cof, se utilizd un método
modificado de la lisis alcalina.

Se inoculd un cultivo de 2 ml de medio YT con ampicilina, usando una colonia de la
cepa de interés e incubando durante toda la noche a 37 °C.

Se recuperaron 1.5 ml de cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugd durante 30
segundos a 15,000 rpm.

Las células se resuspendieron en 100 ul de buffer GET mediante la ayuda de un
vortex. Se adiciond 1 ul de RNAasa y se incubd durante 5 minutos en hielo.

Se adicionaron 200 ul de la solucion de SDS, se agito por inversion y se incubd 5
minutos mas antes de adicionar 150 ul de solucién de acetato de potasio y mezclar por
inversion. Se incubd durante 10 minutos en hielo, antes de centrifugar por 10 minutos a
maxima velocidad.

Se transfirid el sobrenadante a un tubo nuevo y se adiciond 1 ml de etanol industrial.
Se incubb en hielo por 10 minutos y se centrifugd por 20 minutos, removiendo el etanol.

Se resuspendio la pastilla en buffer TE, se adicionaren 100 ul de acetato de amonio
7.5 M y se incubd por 5 minutos en hielo.

Posteriormente, se centrifugd durante 15 minutos, se transfiio el sobrenadante a
otro tubo, se adicionaron 450 ul de etanol y se mezeld vigorosamente. Se incubd durante 20
minutos en hielo y después se centrifugd durante 20 minutos a maxima velocidad.

Finalmente, la pastilla de DNA se lavd con etanol al 70% y se sechd, para
resuspenderla en 30 ul de agua o buffer TE.

Alternativamente a este método, se utilizd un kit de la marca Qiagen, siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante. Este método se usd especialmente para preparar el
DNA necesario para las reacciones de secuencia.

Mutagénesis sitio especifica
Para llevar a cabo !a mutagénesis se siguid el esquema general planteado en la figura
9a. A continuacion de detalian cada uno de los distintos pasos.

Fosforilacion de oligo mutagénico
Se utilizaron 50 picomoles de oligo en 5 ul. A este se le afiadieron 1 ul de buffer

10X de kinasa. 1 ul de rATP 10 mM; 25 unidades de T4 polinucledtido kinasa y se llevé a
un volumen 10 ul . Se incubd a 37 °C durante 10 minutos. Posteriormente se inactivd la
enzima a 65 °C 10 minutos y se utilizaron 120 ng de DNA para la reaccién de mutagénesis.
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Figura 9. Estrategia seguida para la obtencién de mutante N52HY67F, a partir de variante
N32I/Y6TF/MB0A (526780), asi como su identificacién.
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Reaccion de “annealing”

Para esta reaccion se utilizaron 120 ng de DNA de plismido (purificado por el
método descrito anteriormente) en un volumen de 10 ul de agua destilada. A esta solucién
se agregaron 2 ul de buffer de “annealing” 10X, y 15 pmoles (alrededor de 2 ul) de oligo
mutagénico. Se completd el volumen a 20 ul con agua y se calento a 100 °C por 3 minutos,
para después dejar enfriar lentamente hasta temperatura ambiente. Una vez frio, se dejo en
hielo durante 5 minutos.

Reaccion de sintesis

A la sobucion anterior se le afiadieron 3 ul de buffer de sintesis ; de 2 a 4 unidades
de T4 DNA ligasa y de 4 a 6 unidades de T4 DNA polimerasa. Se completd el volumen a
30 ul con agua y se incubd a 37 °C por 90-120 minutos.

Una vez transcurrida la incubacion, se precipité el DNA con 0.5 volimenes de
acetato de amonio 7.5 M y 2 volimenes de etanol al 95%. Se centrifugd por 30 mimitos a
temperatura ambiente y se seco a 37 °C.

Después de secar, se resuspendid nuevamente en 17 ul de agua, se adicionaron 2 ul
de buffer 4 y 6 unidades de enzima Dpnl. Se incubd a 37 °C durante 3 horas,

Se precipité una vez mas con etanol y acetato de amonio. Se centrifugé y seco para
resuspender en un volumen final de 10 ul. De esta solucton se utilizaron 5 ul para
transformar células competentes de £ coli de la cepa BMH 71-18.

Preparacion de células competentes

Se inoculd un tubo conteniendo 2 ml de medio YT y ampicilina, con E coli cepa
JM101, DH5a 6 BMH 71-18, y fue crecido durante toda ia noche a 37 °C.

Se transfirié el cultivo anterior a 100 ml de medio YT y se crecié durante 3-4 horas,
o hasta una densidad optica de entre 0.4 y 0.7 a 550 nm.

Se centrifugd a 5000 rpm. durante 10 minutos y se resuspendio el paquete de células
en 3 ml de cloruro de calcio 0.1 M. Se dejé incubando durante 30 minutos y después se
centrifugd de nuevo, bajo las mismas condiciones.

Las células se resuspendieron en 1 ml de una solucién de cloruro de calcio con
glicerol al 20% y se dejaron incubando en hielo durante 3-5 horas.

Finalmente, esta solucién se dividié en alicyotas de 100 ul y se congelaron en
nitrégeno liquide para almacenarce a -20 °C, o se dejaron en hielo para ser transformadas.

Transformacion de células competentes

Se descongelaron las alicuotas de células competentes en hielo y se afiadié el DNA
para transformarlas. Se dej6 incubando durante 30 minutos.

A estas células, se les aplicd un choque térmico incubando 90 segundos a 42°Cy 5
minutos en hielo. Posteriormente, a esta solucion se le agregaron 100 ul de medio LB estéril
y se crecieron durante 45 minutos a 37 °C.

Finalmente se sembraron 100 ul de células transformadas en una caja de medio YT
con ampicilina, mediante la ayuda de un asa de vidrio.

23



Identificacion de colonias recombinantes

Para identificar los plasmidos con mutacion se utilizé una reaccion de PCR usando
dos oligonuclettidos que amplifican la region completa que contiene al gen del citocromo ¢
(figura 9b),

Las condiciones para esta reaccion fueron las siguientes:

5 minutos iniciafes de desnaturalizacion a 94 °C. Después se utilizaron 40 ciclos con
un paso de desnaturalizacidén a 94°C durante 30 segundos, una etapa de unién al oligo de 30
segundos a 50°C y una de extension a 72°C por 25 segundos. Finalmente se usé una paso
adicional de extension de 10 minutos a 72°C. Se utiliz6 un termociclador Hybaid Enm-E.

De esta amplificacion se -tomé una alicuota para digerirla exhaustivamente (4-6
horas) con la enzima de restriccion Kpn 1. Finalmente, esta digestion se corrio en un gel de
agarosa al 2% para establecer si el fragmento amplificado se digeria en 2 fragmentos, se 300
y 100 pares. La ausencia de este sitio implicaba la presencia de la mutacion deseada, ya que
dentro del oligonucleotido mutagénico, se eliminé el sitio Kpn L.

La presencia de la mutaci6n se confirmné mediante la secuencia de DNA.

Construccion de mutante Y-

Esta mutante, la cual debia de carecer de tirosinas, fue construida de acuerdo a una
estrategia de PCR propuesta por Villarroel and Regalado (1997), en donde se disefiaron 8
oligos en total, cuya secuencia es la siguiente :

Pfl : 5" OGGTACCCGGGGATCCATAACTAAC 3’

Pf2 : 5 GGAGATATATCCATGACTGAATTCAAGGCC 3°

Pf3 : 5 CAAGCTGAAGGGTTTTCGTTCACAGATGCC 3°

P4 : 5° ACTAACCCAAAGAAATTTATTCCTGGTAC 3°

Prl: 5 GGCCTTGAATTCACTCATGGATATATCTCCTTC 3°

Pr2 . 5 GGCATCGAACGAAAACCCTTCAGCTTGACC 3°

Pr3 : 5 GGTACCAGGAATAAATTTCTTTGGGTTAGTCAAGAACTC 3°

Prd : 5° AAAAAGCTAGCCTGTTTACTCAGTGGCTTTTTTCAAGAA 3°

Se realizaron mezclas de reaccion para PCR utilizando los combinaciones Pf1/Pr1,
Pf2/Pr2, P{3/Pr3 y Pf4/Prd, cada una por separado (figura 10), bajo las condiciones
sigutentes :

50 ng de DNA de plasmido pBRTI

500 ng de cada oligonucledtido

200 pM de dNTPs en un volumen final de 50 pl,

Para la reaccion de amplificactdn, se usaron 36 ciclos con 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C.

Posteriormente se fomo una alicuota de cada reaccion y se mezcld en una sola,
usando las mismas condiciones anteriores, utilizando como oligos Pf1 y Pr4.

Esta reaccion se corrid en un gel de agarosa al 2% y se identifico la banda entre 400
y 450 pares de bases, que contenia al gen del citocromo con las mutaciones deseadas. Dicho
fragmento se purifico del gel, ¥ se ligd con el vector pBTRI digerido previamente con las
enzimas Nhel y BamHI.

Finalmente, la identidad de [as mutaciones se confirmé por secuenciacion.
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Figura 10. Esquema de 1a estrategia seguida para la construccién de la variante Y™,

Produccion y Purificacién de proteina mutante

Se inoculé 1 ml de medio YT con ampicilina y se incubé durante toda la noche a 37
°C.

Se inocularon 100 m] del mismo medio con 1 mt def cultivo anterior en un matraz de
1L

Este cultivo se utilizd para inocular una jarra de 10 L, la cuat se incubé durante 36
horas a 37 °C.

Las células se recuperaron mediante una centrifuga stepless y la masa de células se
transfirié a una botella para centrifuga de 500 ml. Se realizaron 3 favados con buffer 460
mM de fosfato de sodio pH 7.2 y se resuspendieron las células en 40 ml del mismo buffer.

Se adicionaron 25 mg de PMSF (fenil metil sulfonil fluoruro) en 1 ml de etanol; 10
mg de DNAsa; 2 mg de RNAsa; 200 mg de lizosima y 1 ml de una solucién de cloruro de
magnesio ZM.

Este mezcla se incubd durante 2 horas en hielo, se congeld en nitrogeno liguido y se
descongelé lentamente a 4 °C durante la noche.

Este proceso se repitid una vez mas y después se centrifugd durante 30 minuios a
8000 rpm para recuperar el sobrenadante, que debe mantenerse en hieto. Se lavé dos veces
la pasta celular con buffer de fosfatos 460 mM pH 7.2, se centrifugd nuevamente y se
Jjuntaron los sobrenadantes.

Se llevo a cabo un paso de precipitacion con sulfato de amonio al 30%, agitando la
mezcla durante dos horas en hielo. Una vez transcurrido este tiempo, se centrifugd a 8000
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rpm por 30 minutos, se recuperd el sobrenadante y se dializd durante toda la noche en un
recipiente con 30 lifros de agua destilada y 100 ml de buffer de fosfatos 46 mM pH 7.2.

Después de la dialisis, se concentrd esta solucién un aparato de fiftracion Amicon y
se cargd en una columna de sephadex G-25 para remover las sales remaneuntes.

Se concentrd nuevamente hasta un volumen de alrededor de 3 mi, se lavo con varios
volumenes de buffer de fosfatos 20 mM, pH 6.0, hasta intercambiar completamente el buffer
y se inyectd en un Sistema de HPLC Perkin Elmer Serie 200, equipado con un cartucho
Econo Pack CM de Bio Rad, el cual es una intercambidador catiénico débil. Se usé un
gradiente linear de 25 minutos, desde buffer de fosfatos 20 mM pH 6.0 hasta buffer 20 mM
+ 0.5 M de cloruro de sodio.

De este gradiente se recuperd un pico con un tiempo de retencion de 19.5 min, el
cual presentaba un color rojo caracteristico del citocromo c.

Finalmente, se establecid la idenmtidad de la proteina mediante el espectro de
absorbancia.

Caracterizacion de la proteina mutante

Estabilidad al peréxido de hidrégeno de variantes

Se utilizo una solucion de citocromo, ya sea nativo o de distintas variantes, en buffer
de fosfatos pH 6 previamente atemperado.

Para establecer ¢t 100% de actividad inicial , se mezclaron en una celda, la proteina
a ensayar, 25 ul de una solucion de cloruro de pinacianol de 20 mg por ml (preparado en
acetonitrile al 15%), 75 ul de acetonitrilo y e volumen restante para 1 ml con buffer de
fostatos pH 6.2. La reaccion se inicio con S ul de solucion 0.2 M de per6xido de hidrogeno
(1 mM final) y se midid inmediatemente ¢l cambio de absorbancia con respecto al tiempo a
603 nm, en un espectrofotdometro  Beckman Serie DU 50, Para medir la inactivacion a
distintos tiempos, se mezclaron primero el buffer, €l acetenitrilo, la proteina y el peréxido,
y una vez transcuitido el tiempo necesario, se agregd el cloruro de pinacianol para medir en
¢l espectrofotémetro el cambio de absorbancia en funcién del tiempo.

Variacion de la absorbancia en presencia de perdxido de hidrégeno

Para establecer el cambio de la absorbancia en la region Soret del citocromo al
incubarlo con peréxido de hidrégeno, se prepard una solucion de 1 ml de citocromoe, ya sea
nativo o de las distintas variantes, con una absorbancia de alrededor de 0.1 a 408 nm,

A esta solucidn se le afiadié perdxido de hidrégeno a una concentracién final de 1
mM, y se midié la absorbancia de esta solucion desde 350 hasta 700 nm cada 2 minutos,
durante 22 minutos.
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Determinacion del contenido de hierro de la proteina oxidada

Con el fin de establecer si ¢ grupo hemo de la proteina liberaba su 4tomo de hierro
después de la oxidacion, se determind el contenido de hierro de una solucién oxidada
después de precipitar las proteinas con 4cido tricloroacético. De esta forma, se prepararon 4
ml de una solucién de citocromo ¢ con un contenido de 0.66 ug por ml en agua grado
HPLC. Se afladi6 una solucién de perdxido concentrada hasta una concentracion final de 1
mM v se incubd durante 10 minutos. Se detuvo la reaccidén con un exceso de metabisulfito
sodio y después se¢ agregd acido tricloroacético hasta una concentracion del 20 % para’
precipitar la proteina. Se centrifugd a 9000 rpm. por 30 minutos y se recuperaron 4 mi para
medir el contenido de hierro por absorcion atdémica.
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RESULTADOS

Inactivacion del citocromo ¢

Como ya se mencioné en la introduccién y justificacion del presente trabajo, el
citocromo ¢, a pesar de no ser una enzima presenta la capacidad de catalizar reacciones del
tipo peroxidasa en presencia de perdxido de hidrégeno y un substrato adecuado. Al igual
que las peroxidasas, et citocromo c se inactiva durante la reaccion. Esta inactivacion es aun
mas evidente cuando el citocromo se incuba con concentraciones cataliticas de H;O, en
ausencia de substrato (figura 11).
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Figura 11. Inactivacién del citocromo ¢ de levadura incubado con 1 mM de H;0; a temperatura ambiente(la
actividad residual fue medida por medio de 1a oxidacién de cloruro de pinacianol).

A partir de estos datos es posible calcular una constante aparente de inactivacion que
corresponde a la pendiente de la curva (figura 12), obteniéndose para el citocromo ¢
silvestre un valor de 0.132 min”'. Esta constante aparente de inactivacion es proporcional a
Ia concentracion de peréxido utilizada, asi entre mayor sea la concentracion de H,(;, mayor
sera su valor (figura 13), es decir, el citocromo se inactiva mas rapido.

y = -0.1315x + 4,4831

Ln % actividad residual

4 1
Tlempo(mins)

Figura 12. Caiculo de constante aparente de inactivacién para el citocromio ¢ a una coucentracidn de HO-.
1 mM a temperatura ambiente.
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Figura 13. Constante de inactivacién del citocromo ¢ de levadura a diferentes concentraciones de HG,.

La inactivacion de esta proteina se ve acompafiada por una disminucion en la
absorbancia de la banda Soret de la proteina a 408 nm (figura 14),

“UaveTength ron

Figura 14. Cambio de la absorbancia de la banda Soret de la proteina silvestre, en presencia de H:O» (se
reatizd una lectura cada 2 minutos, la flecha indica el cambio de patrén con respecto al tiempo).

Este hecho, conjuntamente con evidencias anteriores con respecto a la oxidacion de
distintas hemoproteinas como el citocromo Pysy (Guengerich, 1978 ; Schaefer, et al., 1985),
y la mioglobina (Brown,1976) y de la formacion de compuestos tipo biliverdinas a partir de
hemoproteinas (Jones, et al., 1973), nos hizo pensar que el proceso de inactivacién estaba
relacionado a una destruccion oxidativa del grupo ferroporfirina de la proteina. El siguiente
paso fue entonces identificar los productos de degradacion del grupo hemo para de esta
manera entender la inactivacion,
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Andlisis de metabolitos del hemo

Con el fin de establecer si esta oxidacion afecta de manera directa al grupo prostético
se midio la cantidad de hierro presente en la proteina, antes y después de tratarla con H;O,
mediante absorcion atémica, encontrindose que efectivamente un porcentaje importante de
hierro (de alrededor del 63%) se libera en los primeros 10 minutos de la reaccion.

Para establecer la identidad de los metabolitos producidos por dicha reaccion sobre
el grupo prostético se utilizaron diversas métodos de anlisis (figura 15). En todos los casos,
se probaron distintas estrategias para recuperar las muestras, utilizando diferentes
condiciones de extraccion, distintos solventes, temperatura. Asimismo se probd derivatizar
con diversos reactivos que permitieran analizar las muestras por distintos métodos. Dentro
de las diferentes técnicas utilizadas se probaron varios tipos de columnas y fases
{cromatografia de alto rendimiento), diferemtes sistemas de solventes y reactivos de
deteccion (cromatografia en capa fina), asi como distintas técnicas de modificacion
(cromatografia de gases). Sin embargo no se obtuvieron resultados reproducibles que nos
indicaran la presencia de algin producto de modificacion derivado del grupo hemo.

El hecho de que el citocromo ¢, a diferencia de otras hemoproteinas, posea un grupo
hemo unido covalentemente a la proteina pudo haber dificultado la extraccidon de cualquier
producto oxidado. Asi, se intentd romper los enlaces tioeter para liberar la porfirina oxidada
por medio de una reaccion con sulfato de plata (Fisher et al., 1973 ), en este caso solamente
se pudo liberar el grupo hemo de la proteina silvestre sin oxidar, sin embargo, no se tuvo
€xito en la deteccion de algin producto de la proteina oxidada.

CITOCROMO CEN
SOLUCICN

r
[_OXIDACION CONHz02 |

! DERIVATIZACION | I SIN DERIVATIZAR |
@ CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
£N CAPA FINA DE GASES
ESPECTROMETRIA
DE MASAS

Figura 15. Estrategia general utilizada para analizar los productos de oxidacién del grupo hemo.
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Comparacién entre la absorbancia en ia banda Soret y la inactivacién
de la proteina.

Como puede observarse en la figura 16, cuande se compara la velocidad de
desaparicion del hemo con la inactivacion de la proteina, bajo condiciones similares, se
encuentra que ambos procesos se comportan de la misma manera, pero a una velocidad
distinta. En el caso de la actividad, esta decrece mas rapido que la absorbancia en la region
Soret. Asi por ejemplo, a los 8 minutos, pricticamente se tiene el doble (70%) de
absorbanciza en el hemo, comparado con la actividad (36%).

10 5
Tiempo

Figura 16. Comparacién cntre 1a actividad residnal y 1a Absorbancia en la banda Soret det Citocromo ¢ de
levadura, al incubarlo con | mM de H;0,.

Este resultado, sugeria que si bien la inactivacion y la desaparicion del grupo hemo
eran ambos provocados per la presencia del peroxido de hidrogeno, la inactivacion precedia
a la destruccion del hemo. Por lo anterior, se podia hipotetizar sobre algiin dafio sobre la
cadena polipeptidica debida a la reaccion con el H;Os.

Diferencias en la composicién de la proteina debido a la oxidacién por

HzOz.

Con el propdsito de establecer si existen sitios susceptibles de oxidacién dentro de la
proteina se llevd a cabo un anilisis de aminoacidos de una solucién de citocromo ¢ de
levadura antes y después de la reaccidon con peroxido de hidrogeno. En el caso de la
reaccion de oxidacion, esta se detuvo a los 8 minutos. A continuacién se muestra una
grafica (figura 17) en donde se puede observar que el contenido de aminoécidos se conserva
relativamente constante, a excepcion de los residuos de lisina, metionina, cisteina y tirosina,
siendo éste ultimo el cambio mis significativo, ya que estos residuos practicamente
desaparecen después del proceso de oxidacion con perdxido de hidrégeno.
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Figura 17. Cambio en el contenido de aminodcidos del citocromo ¢ después de 8 minutos de 1a reaccién de
oxidacion con 1 mM de H:0,.

Con base en estos resultados y a reportes anteriores de la formacion de radicales
libres en aminoacidos de tirosina dentro de la estructura del citocromo (Deterding, et al,
1998), se propuso construir una mutante de citocromeo c en la cual se substituyeran todas las
tirosinas por fenilalaninas, con el fin de mejorar la estabilidad de la proteina a la accion del
peroxido de hidrogeno.

Variante Y-

Para sustituir todos los residuos de tirosina en el citocremo ¢ de levadura, se decidié
utilizar una técnica de PCR que implica varios pasos de amplificacion (Villarroel and
Regalado, 1997). De estos residuos, los que corresponden a las posiciones 74 y 97, se
encuentran localizados en la superficie de la proteina, mientras que los residuos 46,48 y 67,
estan mas cercanos al grupo hemeo (67) y a su cavidad (46 y 48).

Después de identificar todas la mutaciones por secuencia, se procedid a Ja
purificacion de la proteina y al ensayo de su estabilidad, resultando esta muy similar a la de
fa proteina silvestre (figura 18) con una constante aparente de inactivacién de 0.1139 min”
(a una concentracion de 1 mM de H,0;).
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Figura i8. Estabilidad de la variante Y- (5in tirosinas) a | mM de H.Q;.

Andélisis de distintas variantes de citocromo ¢

Por otro lado, debido a que en el laboratorio se contaba con distintas variantes de
citocromo ¢ de levadura que fieron construidas para estudiar la transferencia de electrones
{Mauk, et al,, 1997), se decidié determinar su constante de estabilidad aparente hacia el
perdxido con el fin de relacionar esta caracteristica con diferencias en la estructura de la
proteina obtenidas por modelamiento.

Como se observa en la tabla V, a una concentracién de 1 mM de H,0,, las
mutaciones F82A, K72A y K79A mostraron constantes aparentes mas grandes que para el
caso de la proteina silvestre. Por el contrario, las vanantes K73A, K87A, N521, poseen una
constante aparente de inactivacion significativamente mas pequefia. En el caso de la variante
Y67F, el valor de su constante a 1 mM de H;O, es casi igual al de la proteina silvestre, sin
embargo, es menos sensible al incremento en la concentracion del peroxido (figura 19)
presentando la pendiente un valor muy cercano a cero (tabla VI). Una vez establecidas estas
mutaciones, se utilizaron varios programas de modelamiento para simularlas y asi intentar
encontrar informacién estructural que pudiera estar relacionada con las caracteristicas de
estabilidad. Sin embargo, y de acuerdo a los criterios que se utilizaron, como el cambio en la
distancia entre los aminoicidos cercanos al grupo hemo, la conformacion general de la
proteina, o la posicidn y las caracteristicas de los aminoacidos mutados, no se pudieron
encontrar caracteristicas comunes entre variantes de comportamiento similar.

Tabla V. Constantes aparentes de inactivacion ( K= min™)de distinias variantes de citocromo c.

H,0,(mM) | F82A | K72A | K79A | WT | 528780 | K73A | K87A | Y67F | N52|
1.0 0347 | 0216 { 0228 | 0.132 | 0.146 | 0.068 | 0.084 10.149| 0.060
1.5 0.486 | 0.283 1 0306 | 0221 | 0.156 | 0.157 | 0.072 i0.166| ——
2.0 0482 ( 0370 | 0464 } 0.200 | 0.223 | 0.167 | 0.085 |0.143| 0.095
2.5 0.716 { 0.285 [ 0486 | 0.247 | 0226 | 0.194 | —— — | —— 1 0.094
3.0 1.036 | 0445 | —— | 0333 | 0.277 | 0.192 | 0.186 {0.183 | 0.110
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Figura 19 (cont) Relacion entre la k de inactivacién aparente y la concentracién de H,O» para las distintas
variantes analizadas.

Tabla V1. Valor de 12 pendiente de la grafica de La constante aparente de inactivacién
en funcién de la concentracidn de perdxido de hidrogeno.

Variante Valorde la

pendiente
_F82A 0.226
K79A 0.186
K724 0.154
N52iYETF 0.104
Silvestre 0.086
526780 0.066
K87A 0.081
K73A 0.026
N52| 0.024
Y67F 0.016
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En base a los resultados anteriores, se decidié construir una mutante que combinara
dos mutaciones que fueran significativamente mas estables al peroxido de hidrogeno en una
misma proteina, esperando un efecto aditive entre dichas mutaciones y de esa manera
obtener una variante més estable que la proteina silvestre. Se escogieron las variante Y67F y
NS52I debido a que estan cercanas entre si dentro de la estructura de la proteina, formando
parte de una red de puentes de hidrégeno que se ha observado que puede influir en el
potencial de oxido reduccion de la proteina. (Berghius, et al., 1994).

Para construir esta mutacion se partid de la mutante N521/Y67F/MB0A (526780), v
mediante un oligo mutagénico, se restituyd la metionina 80, uno de los ligandos naturales del
hierro en la proteina silvestre. Debido a que se utilizd esta técnica de mutagésis sitio
especifica, en la cual generalmente se obtiene una gran cantidad de colonias silvestres, por
la baja eficiencia de la reaccidn de mutagénesis, resultaba necesario un método eficiente para
identificar las colonias recombinantes. De esta manera, mediante el mismo oligo que se uso
para obtener la mutacién, se suprimié un sitio de restriccion, y usando una reaccion de PCR
con dos oligos externos, se amplificé la region del gen del citocromo ¢, directamente de las
colonias obtenidas después de la mutagénesis (figura 9). Esto nos permitié¢ identificar a las
colonias mutantes después de digerirlas con una enzima de restriccion, como se observa en
la figura 20. Una vez identificada Ia colonia, por la ausencia del sitio de restriccion para
Kpnl y confirmada mediante su secuencia nucleotidica, se procedid a expresar y purificar a
la proteina mutante.

M: Marcador

1: Colonias con ambos
plismidos

2, 3y 6: Colonias con plismido
sitvestre sotamente

4: Ptismido silvestze sin

digerir

5: Colonia con Mutacién
N352LY67F

Figura 20. Gel de agarosa para identificar mutante 152F67.

El protocolo de purificacion fie el mismo descrito anteriormente, sin embargo, en
este caso ¢l paso definitivo de purificacion fue utilizando la cromatografia liquida de alta
resolucion con una columna de intercambio catidnico débil de carboximetil celulosa. En la
figura 21 se observa el pico principal del citocromo c, el cual fue identificado por su patron
de absorbancia en funcién de la longitud de onda.
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Figura 21. Cromatograma de purificacion de la proteina mutante N52I/Y67F, en una
colurnna de CMC eluida utilizando un gradiente de NaCl en buffer de fosfatos pH 6.0.

Después de determinar la estabilidad de la variante, ésta resultd ser menos estable
inclusive que la proteina silvestre cuando se compara a una misma concentracion de
peroxido de hmdrogeno (Tabla V1I) o con la influencia de esta concentracion sobre la
constante aparente (Tabla VI).

Tabla VII. Comparacion entre las constantes aparentes {min'1)
de las proteinas silvesire y mutante N521/Y67F.

H,0, (mM) WT NS2I/Y67F
1.0 0.132 0.179
1.5 0.221 0.299
2.0 0.200 0.365
25 0.247 0.375
3.0 0.333 0.405

Ahora bien, lo que resulta interesante de esta mutante es el hecho de que cuando se
analiza su comportamiento en la regién Soret, s¢ observa una diferencia significativa con
respecto a la proteina silvestre. En un lapso de 22 minutos se obtiene solo una reduccion de
la absorbancia de alrededor def 10 % (figura 22), mientras que la proteina silvestre, ya ha
perdido alrededor del 82% de absorbancia en la regién Soret (figura 14),

Esto se aprecia mas claramente en la figura 23, una grafica en la que se compara la
velocidad de desaparicion de la absorbancia en la banda Soret de las distintas variantes de
citocromo ¢ cuando se incuban con HxO; a una concentracién de 1 mM de perdxido de
hidrogeno. Al intentar correlacionar la velocidad de disminucion de la absorbancia con la
estabilidad de cada mutante, no se encontrd una relacién consistente, ya que por gjemplo en
el caso de la mutante N521, que es una de las mas estables de acuerdo a los datos de la tabla
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VI, su absorbancia del grupo hemo disminuye mis rapidamente que para el caso de las
mutaciones Y67F y 526780. En el otro extremo, en la mutante K72A disminuye la
absorbancia en la banda Soret a una vetocidad similar a la de la mutante F82A, a pesar de
que la primera es mas estable que la segunda, de hecho, la mutacién F82A fue la variante
mas inestable de todas la analizadas.

Figura 22. Cambio de Ia absorbancia de labanda Soret de la variante N5S2I/Y67F, en 1lmM de HO; (Se
realizé una lectura cada 2 minutas, la flecha indica el cambio en la absobancia en funcién del tiempo).

Tlempo({mins})

Fignra 23. Gréfica de absorbancia en la banda Soret con respecto al tiempo de distintas variantes de
cilecromo ¢, incubadas con H>Q, 1mM.
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Discusion

El citocromo ¢ es capaz de catalizar la oxidacion de compuestos
polinuclevarométicos (Torres et al., 1995) de la misma manera que lo hacen enzamas como
la lignino peroxidasa (Sanglar et al, 1986 ; Vazquez-Duhalt et al., 1994), la manganeso
peroxidasa (Bogan and Lamar, 1995) y los citocromo P450 (Anzenbacher ct al., 1996). Sin
embargo, al igual que estas enzimas, sufre una reaccion al utilizar peroxido de hidrogeno
como sustrato (Chung and Aust, 1995, Wanishi, et al, 1991; Mylrajan, et al., 1990 ; Cat and
Tien, 1992). En mediciones realizadas en ¢l laboratorio se encontraron las constantes de
inactivacién para un mimero de hemoproteinas y peroxidasas a diferentes concentraciones de
peroxido de hidrégeno (tabla VIII). Del andlisis de estos resultados, se concluye que las
peroxidasas son generalmente mas estables a la presencia del H;0. que el citocromo. Sin
embargo, las estabilidades del citocromo ¢ de levadura son similares a las presentadas por la
ligninoperoxidasa.

Tabla VIIL Constantes de inactivacién (k=min™} de diferentes hemoproteinas
a distintas conceniraciones de H.O4.

Concentracién | Cloroperoxidasa [Peroxidasa de|Lactoperoxidasa| Ligninoperoxidasa
de H202(mum) rabano blanco

1 0.4492 0.0285

2 0.1175
3 0.5027

4 0.1201
3] 0.7288

8 0.1991
9 0.73M

10 0.0529 0.0332

12 0.8701 0.2868
15 07717 0.0476

16 0.4393
20 0.0733 0.0414

30 0.2114 0.0575
40 0.3524

En el caso del citocromo ¢, la inactivacién se presenta en ausencia de cualquier
catalizador usando como concentracion minima de peroxido de hidrogeno 1 mM (figura 11).
Utilizando los datos de inactivacidn, se calculé una constante aparente de inactivacion
(K=min™"}, 1a cual varia con la concentracién de peréxido de hidrogeno (figura 13),

Este proceso se ve acompafiado por una disminucion en la absorbancia de la banda
Soret de la proteina (figura 14). Un comportamiento similar se puede observar con otros
citocromos tipo ¢, como el de corazon de caballo (datos no mostrados). Wariishi vy
colaboradores {1994) reportaron en un trabajo previo la necesidad de la presencia de
ligninoperoxidasa para tlevar a cabo la oxidacién del citocromo ¢ de corazén de caballo con
H,0,. Esta discrepancia seguramente se debe a que en el trabajo en cuestion se utilizaron
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concentraciones de perdxido cercanas a las fisiologicas (del orden de 0.1 mM), las cuales
son mas bajas que las que se usaron en este trabajo (tabla V).

De estos resultados asi como de antecedentes en donde se reportaba acerca de los
productos de oxidacion del citocromo Pase (Guengerich, 1978 ; Schaefer, et al., 1985} y de
la formacién de compuestos tipo biliverdinas a partir de hemoproteinas (Jones, et al., 1973),
se origino el presente trabajo. En especial se considero el trabajo de Brown (1976) con la
mioglobina, en donde se proponia el efecto protector de los aminoécidos localizados cerca
de los grupos metileno contra la degradacién oxidativa por el HO,. Todas estas evidencias
soportaban la idea de que por medio de mutaciones sitio especificas se podia modificar la
estructura de la proteina alrededor del grupo hemo con el fin de mejorar su estabilidad a la
inactivacion por HzO,. De esta manera, el mecanismo de inactivacién propuesto (Vazquez-
Duhalt, 1998), del cual se partia se encuentra esquematizado en la figura 24.

En este modelo, el cicto principal es el mismo que se ha propuesto para las
peroxidasas (figura 5), pasando por el Compuesto I y el Compuesto II hasta regresar al
estado inicial. Sin embargo, ademés de este ciclo se plantea la formacién del compueste I,
un radical peroxilo. Este compuesto debido a su alta reactividad, alternativamente puede
seguir dos posibles caminos, el primero es la oxidacion de un compuesto
polinuclecaromético para regresar a la enzima a su estado basal. El segundo es una reaccion
de inactivacion que implica la ruptura del grupo hemo, obteniéndose un compuesto similar a
las biliverdinas (compuesto II*).

En base a todo lo antertor, el primer paso fue establecer si esta oxidacién afectaba
directamente al grupo prostético llevindose a cabo una serie de anilisis para identificar los
productos de oxidacién de dicho grupo. Al analizar la cantidad de fierro remanente en la
proteina después de la oxidacion con peréxido de hidrégeno, se encontré que dicho
elemento se libera significativamente de la proteina después de la reaccion por lo que es
posible afirmar que el efecto visto en la figura 14 no es solamente un cambio en el estado de
oxidacion de la proteina o un reordenamiento de los aminodcidos en el entorno del hemo.

Ahora bien, la identificacién de los metabolitos de dicho grupo por medio de
diferentes técnicas no ha side posible hasta ahora. Esta ausencia de productos pudo deberse
a la dificultad que presenta el analisis de los productos de oxidacion de! citocromo ¢, ya que
su grupo hemo se encuentrz unido covalentemente a dos cisteinas. Sin embargo, también
puede sugerir varias alternativas, la primera de ellas, que la reaccion no implica la

* fragmentacidn del grupo hemo, como en el caso del citocromo Paso (Schaefer, et al |, 1985),

por lo que no se liberan di y monopirroles producto de la oxidacion. Otra posibilidad
denotaria que st bien existe una oxidacion, los productos permanecen unidos a la cadena
polipeptidica en vez de liberarse. Existe un ejemplo de este dltimo caso en el que el grupo
hemo de 1a mioglobina se une covalentemente con un residuo de tirosina después de que la
proteina es oxidada con peroxido de hidrégeno (Catalano, et al., 1989). Esto explicaria el
porque no se pudo obtener algin metabolito inclusive después de tratar la proteina oxidada
con sulfato de plata para romper los enlaces tioeter, ya que el hemo permaneceria unido
ahora mediante un enlace covalente distinto.
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Al comparar ambos procesos, es decir, la inactivacion de la proteina y la desaparicion
del grupo hemo (figura 16), es posible observar que a pesar de que se comportan de manera
similar, poseen una velocidad distinta. Esto nuevamente estd en contraposicion con el
mecanismo para algunas peroxidasas y citocromos, en donde se plantea que la inactivacion
es debida directamente a la destruccién del grupo hemo.

El hecho de que los residuos de tirosina practicamente desaparezcan después de la
reaccion con perdxido de hidrégeno indica que de alguna manera estos aminoacidos pueden
estar involucrados en el proceso de inactivacion. Existen reportes que confirman estos
resultados, ya que se ha establecido que el citocromo c es capaz de formar dimeros de
proteina a través de la produccion de radicales libres de tirosina por accion del peroxido de
hidrogeno (Deterding, et al., 1998). De manera que los radicales de tirosina podrian ser los
responsables de la inactivacién, ya sea formando dimeros de la proteina o reaccionando
intframolecularmente para producir una proteina incapaz de llevar a cabo la catdlisis. Esto
dltimo se ha propuesto para el caso de la mioglobina, en la cual, su grupo hemo que no esta
unido covalentemente, se une a la proteina gracias a la formacion de un radical libre de
tirosina (Wilks and Montellano, 1992).

Sin embargo, al construir una variante que carecia de tirosinas (Y-), se encontrd que
se inactiva de manera similar a la proteina silvestre (figura 18). Una de las posibles razones
para explicar este comportamiento, se encuentra en €l hecho de que las tirosinas fueron
substituidas por fenilalaninas, con el fin de no perturbar demasiado la estructura de la
proteina, siendo posible que este aminoicido sea capaz también de formar radicales libres
que puedan intervenir en el proceso de inactivacion. -

Ahora bien, debido a que los residuos de fenilalanina permanecen practicamente
constantes después de la oxidacién de la proteina silvestre con peroxido de hidrégeno
(figura 17), se puede pensar que en ausencia de tirosinas se forma un radical libre en alguna
fenilalanina y éste a su vez es transferido hacia otro grupo dentro de la proteina ¢f cual
finalmente produce la inactivacion.

Como estrategia alternativa al enfoque anterior, se plame6 determinar la estabilidad
de diversas variantes de citocromo c e intentar inferir en base al analisis de 1a estructura de
variantes méis o menos estables, algunas caracteristicas que nos permitieran mejorar la
estabilidad de la proteina. Desafortunadamente, en base a los criterios gue utilizamos, no
pudimos encontrar una caracteristica comin entre estas proteinas, a pesar de que
observamos mutaciones significativamente més estables y también algunas muy inestables
(tablas V y VI).

Si el mecanismo planteado en la figura 24 es valido para el citocromo c, su sitio
activo deberia presentar una serie de caracteristicas estructurales comunes a las
hemoperoxidasas. Entre las mas importantes se pueden mencionar la presencia de un puente
de hidrogeno entre el nitrégeno de la Histidina 176 ( para el caso de la ligninoperoxidasa)
que funciona como ligante proximal de un hierro pentacoordinado y el oxigeno de el Acido
Aspartico 238, altamente conservado en esta clase de enzimas (Banci, 1997). Ademés de
esios dos residuos, se encuentra también del lado proximat la Fenilalanina 193. Del otro
extremo, del sitio distal, se encuentran dos residuos de caracter basico, la Histidina 47 y la
Arginina 43 gue conjuntamente con la Fenilalanina 46 y una red de puentes de hidrégeno
tienen como funcidn favorecer y estabilizar la formacion del Compuesto 1 (Smith and
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Veitch, 1998). En el caso del citocromo ¢ resulta dificil establecer el sitio de formacion del
Compuesto T a partir de la estructura de l2 proteina, asumiendo que el mecanismo de
catalisis sea similar. El citocromo ¢ también posee una histidina, (His 19) como ligante del
hierro, 1a cual también forma un puente de hidrogeno pero en este caso con el oxigeno de la
prolina 30. En el extremo de la Metionina 80, existen varios residuos cargados, como es el
caso de las lisinas 72 y 79 asi como la Tirosina 67, ademas se encuentra muy cerca una
fenilalanina, correspondiente a la posicion 82. Sin embargo, no se puede afirmar con certeza
la posibitidad de que el Compuesto 1 se forme de este lado.

Una caracteristica estructural muy importante del citocromo c, es la presencia de una
red de puentes de hidrégeno que involucra a los residuos Asparagina 52, Tirosing 67 y
Treonina 78, ademas de algunas moléculas de agua, en especial al agua denominada 166
(Berghuis et al., 1994). Las interacciones constituidas por estos residuos, pueden influir en
¢l potencial redox de la proteina mediante la modificacion de la flexibilidad de distintos
segmentos de la proteina (Langen, et al, 1992) y a través del cambio en el patrdn de
transferencia de electrones dentro de la misma.

De los datos de la tabla V, es posible observar que las mutantes individuales Y67F y
N521 presentan por separado una constante aparente de inactivacidn menor que para el caso
de la proteina silvestre. Ademas de que esta constante se ve influenciada en menor medida
por el aumento de la concentracion de perdxide de hidrogeno (figure 19 y tabla VI). De esta
manera, considerando estos datos y la posible funcién de estos residuos en la proteina, se
propuso la mutacion N52I/Y67F esperando un efecto aditivo de estas mutaciones en Ia
estabilidad. Contrariamente, esta variante resulté mas inestable inclusive que la proteina
silvestre (tabla VII). Este efecto no es tan sorprendente ya que existen diversos ejemplos en
los que los efectos de mutaciones puntuales no resultan aditivas (Abrahmsen, et al., 1991,
Chen and Amold, 1991), esto debido a que todavia no se comprende completamente las
interacciones entre aminoécidos que permitan predecir el comportamiento de una mutacion.

A pesar de esto, al analizar el proceso de disminucion de la absorbancia en la region
Soret de esta mutante, encontramos que ésta disminuye de manera mucho mas lenta, cuando
se compara con la proteina nativa y contra ¢l resto de las mutantes ensayadas (figura 23).
Esto en cierta medida corrobora nuestra afirmacion en el sentido de que ambos procesos,
tanto la desaparicion del hemo como la inactivacién, son fendmenos distintos, ya que
obtuvimos una mutacion en la gue pese a ser mas inestable, €l cambio en la absorbancia del
grupo hemo es muy pequefic en un periodo de tiempo determinado. Esto a su vez, nos
permitiria inferir que el mecanismo sugerido en un principio para la inactivacién de la
proteina, es distinto al que se ha propuesto para las peroxidasas, no obstante que el ciclo
catalitico pudiera ser el mismo, De esta manera, ain queda por esclarecer cual es
exactamente la reaccion de inactivacién de esta proteina. Sin embargo dicha mutacion
constituye un punto de partida muy importante, ya que en ella practicamente se han
disociado ambos efectos.

Con la informacion obtenida en el presente trabajo podemos proponer que dentro del
mecanismo de inactivacion en ausencia de sustrato se forma un radical derivado del hemo de
la proteina (figura 25), sin embargo este radical es transferido a través de distintos
aminoécidos susceptibles de oxidacién, hasta que finalmente se alcanza un residuo cuya
oxidacién impide la actividad catalitica de la proteina. Dentro de este proceso de
transferencia de electrones, juega un papel fundamental la red de puentes de hidrogeno
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Destrucion
del hemo

Figura 25. Posible mecanismo de inactivacidn del citocromo ¢ considerando los resultados de este trabajo



conformada por los residuos 52, 67 y 78, la cual fue modificada con las mutaciones
introducidas.

Paralelamente & este proceso de inactivacién, pero a una velocidad mucho mas lenta,
en presencia de perdxido e hemo es oxidado, observandese un decremento de la
absorbancia en la region Soret,

Conclusiones
Las conclusiones de este trabajo, se resumen a continuacién,

s Eliso-1-citocromo c de levadura se inactiva al igual que todas las peroxidasas por
la presencia de H;O; y la ausencia de sustrato.

e La inactivacion estd acompafiada de la destruccion del grupo prostético hemo.
+ Fl o les productos de dicha destruccién, no son del tipo biliverdinas.

s Podemos afirmar que {a inactivacién del citocromo ¢ de levadura, y
probablemente de otros citocromos se debe en primera instancia a la oxidacion de
un residuo esencial para la catalisis y que este proceso precede a la destruccién
del hemo.

¢ Por medio de mutagénesis sitic especifica es posible incrementar la estabilidad de
la proteina. :

¢ Las mutaciones de los residuos 52, 67 y 102 produjo una variante en donde el
grupo prostético no es afectado por la presencia de H,0,, ain cuando esta
variante pierde su actividad.

* Ahora se cuenta con una vanante en la cual la destruccion del grupo prostético
hemo ha sido significativamente reducida, 1o que implica tener una proteina ideal
para el estudio del proceso de inactivacidn a la oxidacién de residuos de
aminoacidos en presencia de H,0O,.



conformada por los residuos 52, 67 y 78, la cual fue modificada con las mutaciones
introducidas.

Paralelamente a este proceso de inactivacion, pero a una velocidad mucho més lenta,
en presencia de perdxido el hemo es oxidado, observindose un decremento de la
absorbancia en la region Soret.

Conclusiones
Las conclusiones de este trabajo, se resumen a continuacion.

e Eliso-1-citocromo c de levadura se inactiva al igual que todas las peroxidasas por
la presencia de H,0- y la ausencia de sustrato.

¢ La inactivacion esta acompafiada de la destruccién del grupo prostético hemo.
¢ Fl o los productos de dicha destruccidn, no son del tipo biliverdinas.

s Podemos afirmar que la inactivacion del citocromo ¢ de levadura, vy
probablemente de otros citocromos se debe en primera instancia a la oxidacion de
un residuo esencial para la catalisis y que este proceso precede a la destrucciéon
del hemo.

+ Por medio de mutagénesis sitio especifica es posible incrementar la estabilidad de
la proteina. '

+ Las mutaciones de los residuos 52, 67 v 102 produjo una variante en donde el
grupo prostético no es afectado por la presencia de H,0O,, ain cuando esta
variante pierde su actividad.

+ Ahora se cuenta con una vartante en la cual la destruccion del grupo prostético
hemo ha sido significativamente reducida, lo que implica tener una proteina ideal
parz el estudioc del proceso de inactivacidn a la oxidacién de residuos de
aminodcidos en presencia de H,0s.



Perspectivas

Las perspectivas de este trabajo son bastante amplias ya que ain quedan varios
puntos por resolver,

En primer lugar, es necesario establecer exactamente el o los residuos esenciales
para que el citocromo c, conjuntamente con su grupo hemo, pueda llevar a cabo su reaccion
catalitica. Si bien en este trabajo se delinearon algunos, come las tirosinas, aun no se ha
establecido claramente el mecanismo de inactivacion. La identificacion de estos residuos
permitird proponer una estrategia mas concreta para mejorar la estabilidad quimica de la
proteina. Una manera de abordar este problema seria continuar con el andlisis de mutantes
especificos cuyos residuos sean susceptibles de oxidacion. Un punto importante consiste en
utilizar técnicas altemativas al analisis de aminoacidos, que faciliten la identificacidn de los
productos oxidados en la proteina después de la reaccion con HyO.. Esto debido a que
existen algunos aminoacidos que pudieran ser esenciales en este proceso, pero gue no se
pueden analizar utilizando una hidrélists, tal es el caso det triptofano. De hecho, existe un
solo residuo de este tipo en el citocromo ¢ de levadura, y se ha demostrado que ademas de
encontrarse altamente conservado en diversos citocromos, puede resultar importante en la
estabilidad y en su capacidad de transferencia de electrones (Caffey and Cusanovich, 1993).
Otro aminoacido que podria estar involucrado es la metiona ya que en el anilisis de
aminoacidos también sufrid una reduccion significativa después de la oxidacidn.

Otra estrategia importante seria el no mutar todos los residuos de tirosina a la vez,
sino uno por uno o bien cambiéndolos por aminodcidos que no modifiquen drasticamente la
estructura de la proteina, y que no sean tan susceptibles a la oxidacién con H,O,.

La variante N52IY67F se puede establecer como punto de partida en la bisqueda de
mutantes mas estables de citocromo ¢ de levadura, ya que a partir de ésta, se pueden llevar a
cabo modificaciones de aminoacidos hasta que se identifiquen aquellos residuos que estan
involucrados especificamente en este proceso y en base a esto explicar el comportamiento de
las diversas mutaciones cuando reaccionan con HzO,.

Finalmente, una vez esclarecido el mecanismo de inactivacion seria necesario llevar a
cabo un andlisis cinético mas detallado tanto de la inactivacidon como de la oxidacion
catalizada por esta proteina, con el fin de complementar el estudio de este proceso.
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