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Resumen

La oxidacion de hidrocarburos poliaromaticos catalizada por hemoproteinas esta
seriamente limitada por la particion del sustrato hacia el solvente organico. Por esto, el
proposito del presente trabajo fue incrementar la hidrofobicidad del sitio activo, a través
de modificaciones quimicas ex situ del grupo hemo, de la cloroperoxidasa y la
hemoglobina con el propésito de mejorar sus caracteristicas como biocatalizadores. La
cloroperoxidasa del hongo de Caldariomyces fumago fue sometida a un proceso de
extraccion y modificacion ex-situ su grupo prostético. Posteriormente, se ensayo la
reincorporacién del hemo en la apoproteina en la que se presentaron dificultades que
impidieron su reconstitucién. El disefio experimental incluyé la extraccion y
reconstitucion en sistemnas con urea y en solventes organicos, la incubacién en presencia
de aditivos estabilizadores de peroxidasas, la inmovilizacidn de la proteina o del grupo
hemo, la incubacién con hemos modificados solubles en agua y la variacion de las
condiciones de reconstitucién y extraccion como la temperatura y el tiempo de
incubacion. El resultado de los experimentos sugiere que la causa que podria estar
impidiendo la reconstitucion de la apoenzima con su grupo prostético es el

replegamiento inadecuado de la apoproteina.
La hemoglobina humana fue exitosamente reconstituida con grupos prostéticos

modificados quimicamente. La reconstitucidon con su hemo original (sin modificar)
produjo una hemoglobina con las mismas- caracteristicas cinéticas y espectroscopicas. La
reconstitucion con un hemo modificado con polietilenglicol de tamafio molecular de 350
Da produjo una hemoglobina modificada con una eficiencia catalitica similar a la de la

hemogiobina no modificada contra tiantreno en un sistema con 15% de acetonitrilo como

[iI
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solvente. Sin embargo, la reconstitucion con el hemo modificado con polietilenglicol de
750 Da redujo al 50% la eficiencia catalitica de la hemoglobina en el mismo sistema. Las
constantes de disociacion de las tres hemoglobinas contra sustratos fendlicos sugieren
que la presencia del polietilenglicol en el hemo de la hemoglobina disminuye la
hidrofobicidad del sitio-activo. Por otro lado, las construcciones computacionales
muestran que la larga cadena de polietilenglicol podria limitar el acceso de los sustratos
al sitio activo por impedimento estérico. Ambas causas provocarian que las
reconstituciones con polietilenglicol compitan menos eficientemente por el sustrato
hidrofdbico en sistemas con solvente organico.

Se modificé la hidrofobicidad superficial y del sitio active de la hemoglobina
humana a través de la modificacion in situ de sus aminos libres con polietilenglicol y la
de los carboxilos libres, incluyendo los del grupo hemo, esterificando con trifluoruro de
boro en metanol. La doble modificacion de la proteina produce un biocatalizador hasta
diez veces mas activo para la oxidacion de hidrocarburos poliaromaticos en sistemas con
solvente organico. La correlacion encontrada entre la actividad especifica contra los
poliaromaticos y el potencial de ionizacion indica un mecanismo de oxidacidén por un
electron mediada por radicales libres. El aumento en la hidrofobicidad del sitio activo de
la hemoglobina, a traves de la esterificacion de los carboxilos del hemo, incrementa
significativamente la afinidad por los sustratos hidrofobicos. En conclusion, se favorecid
la particion de sustratos hidrofobicos hacia el sitio activo de las hemoproteinas

incrementando la hidrofobicidad del sitio activo a través de modificaciones quimicas.

v



Summary

Enzymatic transformations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in organic
solvents is limited by the unfavorable substrate partition between the organic phase and
the enzyme active site. In this work, reconstitution experiments of chlorcperoxidase
(CPO) and hemoglobin were done with different chemical modifications of their
prosthetic group (heme group) with the aim to improve their biocatalytic activity in
organic solvents. The heme group of chloroperoxidase was taken out of CPO, chemically
modified and tested for reconstitution in the active site of the apoenzyme in different
refolding conditions. To reduce mass transfer limitations, hemin dimerization and
apoenzyme aggegation an experimental design was carried out with the goal to produce a
more hydrophobic enzyme active site in CPO. Unfortunately, reconstitution of CPO was
not accomplished. The results ot the experiments suggest that a inadecuate refold of

apoCPO avoids the reconstitution of the enzyme.

Reconstitution experiments with chemically modified heme groups were
performed in human hemoglobin. Hemoglobin with a 350 Da poly(ethylen)glycol-
modified heme (heme-PEG 350) shows minimal changes in its spectroscopic and kinetic
constants; however, reconstitution with heme-PEG 750 reduces ca. 50% of the maximum
velocity versus thianthrene in organic solvents. Both chemically modified hemoglobin
have less affinity for hydrophobic substrates than unmodified hemoglobin. Equilibrium
substrate binding constants and computer models suggest that reduced affinity versus
phenolic substrate of chemically modified hemoglobin could be due to reduced

hydrophobicity and limited access to the active site.



Chemical modifications on human hemoglobin were performed with the aim to
change both surface and active site hydrophobicity. The modifications included covalent
coupling of poly(ethylen) glycol on tree amino groups and methyl esterification of free
carboxyl groups. The modified hemoglobin was assayed for 1t PAH and 2 organosul fur
aromatic compounds. The doubly modified hemoglobin, PEG-Met-Hemoglobin, showed
up to 10 times higher activity than the unmodified protein. The kinetic constants show
that PEG-Met-hemoglobin has a significantly higher catalytic efficiency. Equilibrium
substrate binding constants for unmodified and PEG-Met modified hemoglobin show
that this catalytic enhancement could be attributed to the increased affinity for

hydrophobic substrates in modified hemoglobin.

In conclusion, it was possible to improve substrate partition to the enzyme active
site by increasing hydrophobicity of hemoglobin active site through chemical

meodifications.
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1 Antecedentes
1.1 Oxidacién biocatalitica de hidrocarburos poliaromaiticos por hemoproteinas

Debido al continuo crecimiento del nimero de compuestos tdxicos generados por nuestra
sociedad, en nuestros dias se ha intensificado el desarrollo de metodologias y procesos para
degradar y destoxificar estos productos que son dispersados en el ambiente. La biotecnologia
puede tener un impacto benéfico importante sobre el ambiente, por un lado creando procesos a gran
escala con tecnologias limpias, y por otro, desarrollando procesos de remediacion basados en el
uso de microorganismos o sus enzimas.

El uso de enzimas en la transformaciéon de compuestos toxicos como plaguicidas,
herbicidas, colorantes, fenoles, hidrocarburos poliaromaticos, etc. ha sido reportado en
numerosas ocasiones como un sistema adecuado de biotratamiento. Ademas, el desarrollo de
técnicas que mejoren la funcionalidad de las enzimas -(actividad, especificidad, estabilidad, etc.) en
procesos a gran escala potencian la aplicacion de éstas en procesos de tratamiento de efluentes
téxicos.

El presente trabajo estd enmarcado en la oxidacion de hidrocarburos poliaromaticos por una
clase importante de enzimas: las hemoproteinas. Con el objetivo de mejorar las propiedades
cataliticas y de estabilidad de estas enzimas, se pueden usar técnicas de modificacidn genética y
quimnica, asi como la ingenieria de solventes. Esta tltima muy importante para mejorar las
reacciones con sustratos hidrofébicos como los hidrocarburos poliaromaticos.

Los hidrocarburos poliaromdticos (HPA's) son constituyentes del petrdleo crude y de
materiales derivados del carbon como la creosota o el alquitran de hulla. Su dispersion en la
atmosfera, suelos, superficies de agua y sedimentos, se debe principalmente a los derrames y a la
combustion incompleta de combustibles {ésiles. Los HPA's son compuestos contaminantes de
importancia debido a sus potenciales efectos téxicos y carcinogénicos (Black , 1983; Kusk, 1981;

Pipe et al, 1986; Savino et al., 1984). Numerosos son los estudios de los efectos de los HPA's en




los diferentes organismos. A continuacion se hace una breve revision de estudios concernientes a la
degradacion y destoxificacion de los HPA's.

Algunos microorganismos han sido reportados como capaces de llevar a cabo la
degradacion de estos compuestos (Bezalel et al., 1996; Bogan y Lamar, 1995; Griffoll et al.,
1993). La principal dificultad en la degradacion de HPA's es su biodisponibilidad, lo que significa
que mientras mas alto sea el nimero de aniilos bencénicos en un compuesto, disminuye la
capacidad de los microorganismos de llevar a cabo su degradacion. De esta manera, los HPA's de
mas de cinco anillos son considerados como recalcirantes al ataque microbiano. Debido a su alta
hidrofobicidad, los HPA's se encuentran en el ambiente adheridos a particulas y/o disueltos en
bajas concentraciones por lo que su velocidad de degradacion depende, a su vez, de la velocidad a
la cual son desorbidos y disueltos en el medio (Volkering er al., 1992).

Una manera efectiva de resolver el problema de la biodisponibilidad es utilizando un
surfactante para disminuir la tensién superficial (aumentando el area de contacto) y facilitar con esto
la solvatacidn de compuestos hidrofobicos. La naturaleza del agente tensoactivo puede ser quimica
o biolégica, conocidos estos Ultimos como biosurfactantes. Grimberg et al. (1996), reportaron un
aumento en la velocidad de disolucidon, y en consecuencia, un aumento en la velocidad de
degradacién del fenantreno por P. smurzeri, al utilizar un surfactante no ionico. Por otro lado,
Volkering et al. (1995) reportaron que la presencia de surfactantes no idnicos aumenta la
microdispersion y disponibilidad a la degradacion del fenantreno y del naftaleno por cepas
bacterianas de Pseudomonas. Una forma adicional de disminuir los problemas de transferencia de
masa para la degradacion de HPA's es utilizando solventes organicos miscibles en agua. Sin
embargo, estos sistemas son inadecuados para los microorganismos debido a su toxicidad. Este no
es el caso para las enzimas, las cuales pueden ser activas en altas concentraciones de solvente
organico.

Las hemoproteinas, incluyendo las peroxidasas, han sido estudiadas en la oxidacidn de HPA's

(Ortiz-Leon et al., 1995; Torres et al., 1995; Vazquez-Duhalt et al., 1994). Las peroxidasas son



enzimas que poseen a la ferroprotoporfirina IX como grupo prostético. La principal funcién de
estas enzimas es la oxidacion de sustratos ligada a 1a conversion de H,0, en H,O. El intermediario
enzimético de las peroxidasas, como la peroxidasa de rabano blanco (HRP), lactoperoxidasa y
cloroperoxidasa, formado durante la reaccién con peroxido de hidrogeno ha sido descrito como
compuesto I, que es una oxo(Fe *)porfirina con un spin de electrones desapareado asociado a cada
anillo pirrdlico o a algin residuo aminoacido de la periferia de la proteina (figura 1). Para el caso de
la HRP, en exceso de H,O, y en presencia de un sustrato reductor, Amao et al. (1990) reportaron
que el compuesto [ puede llevar a dos posibles caminos, dependiendo de la reduccion que tome
este compuesto: si la reduccion es por un electron se produce el compuesto II y si es por dos
electrones se obtiene la enzima en estado basal (figura 1). El mecanismo propuesto en la figura |
podria aplicarse a otras hemoenzimas como la manganeso peroxidasa, o la ligninasa. En exceso de
H,O, o en ausencia de un sustrato oxidable todas la peroxidasas son inactivadas por la presencia
de H,O, (Aitken et al., 1989; Vazquez-Duhalt et al,, 1994). Dos hemoproteinas con actividad
peroxidasa, como la hemoglobina vy el citocromo ¢, posiblemente sigan también el mismo
mecanismo de reaccion que la HRP (Ortiz-Leon et af., 1995; Torres et al., 1995).

El citocromo P-450 es una familia de hemoproteinas presentes en todos los tipos de
organismos. Sus funciones abarcan desde la sintesis de esteroides hasta la participacién en
procesos de desintoxicacion. El citocromo P-450 ha sido reportado como capaz de modificar
HPA's (Azarl et al., 1982; King et al., 1984). King et al. (1984) fueron los primeros en reportar
la capacidad del citocromo P-450 purificado para formar complejo - enzima-susirato con el
benzo[a]pireno para llevario a una posterior hidroxilacion en presencia de un agente oxidante.

Ademaés, reportaron que era posible inducir una enzima mas eficiente en su actividad
benzo[ajpireno hidroxilasa con la presencia del sustrato poliaromdtico. En otras palabras, las
constantes cataliticas (K, y V_,) podian ser manejadas de acuerdo a la concentracion de

benzo{a]pireno en el medio de crecimiento.




Estado basal

Fe
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AHa
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' N

Figura 1.- Ciclo catalitico de las peroxidasas (solo se muestran los compuestos I
y II a los que se hace referencia en el texto)

El citocromo P-450 requiere, en forma natural, de un cofactor (NADPH) para su actividad;
este requerimiento puede ser reemplazado con el uso de un hidroperdxido como agente oxidante.
En la tabla [ se muestran los resultados de los cambios en las constantes cataliticas al reemplazar al
cofactor por hidroperdxido de cumeno y perdxido de hidrégeno (tabla I).

Tanto el peroxido de hidrégeno como el hidroperoxido de cumeno generaron velocidades
de reaccidn mas altas que el sistema soportado por el NADPH. Sin embargo, la afinidad por el
sustrato disminuye para ambos sistemnas (incremento en la constante de Michaelis-Menten). En los
sistemas artificiales con hidroperéxidos hay una generacién mayor de quinonas, fenoles y dioles

(King er al., 1984)).




Tabla I. Actividad benzo[alpireno hidroxilasa del citocromo P-450 de levadura en
sistemas reconstituidos y artificiales

K“(“L\‘I) Vmax(min-!)
NADPH 33 0.0167
Hidroperdxido de cumeno 125 0.0219
H,0, in situ 200 0.0337

King et al. (1984)

Masaphy et al. (1995), determinaron las constantes cataliticas de la actividad

benzofa]pireno hidroxilasa del citocromo P-450 en fracciones microsomales y citosolicas,

utilizando NADPH como cofactor. Los valores de las constantes de Michaelis-Menten fueron 200
uM y 667 uM para las fracciones microsomales y citosdlicas, respectivamente. Estos valores
fueron mucho mas grandes que los reportados por King et al. (1984) para el citocromo P-450
purificado en el mismo sistema de reaccion. Seguramente las limitaciones difusionales presentes en
las fracciones microsomales y citosolicas disminuyen la afinidad por el sustrato. Sin embargo, la
V.o de los sistemas de Masaphy et al. (1995) fueron considerablemente mayores (0.125 y 0.570
min"' comparada con 0.0167 min"' del citocromo P-450 purificado).

El citocromo P-450 ha sido sometido a modificaciones por ingenieria genética con el
proposito de diseriar un biocatalizador con menor especificidad en la hidroxilacién. Fowler er al.
(1994) reportaron que la sustitucién de un sélo aminodcido det sitio activo del citocromo P-450
(Tyr96Ala) permite la oxidacidon de un nuevo sustrato, difenil metano, produciendo un compuesto
p-hidroxilado. Modi et al. (1995) reportaron que el citocromo P-450 era susceptible de ser
modificado quimicamente a través del reemplazo de su grupo hemo por otras ferroporfirinas. La
reconstitucion del citocromo P-450 con el grupo hemo esterificado generd un biocatalizador 60

veces mas eficiente medido por el cociente k_/K,, comparado con el citocromo P-450 con su



dominio del hemo sin modificar. Asimismo, esta modificacién presentd una afinidad 4 veces
mayor al sustrato utilizado, reflejada en la disminucién de la constante de disociacion.

La lignino peroxidasa es otra hemoproteina presente principalmente en los hongos
lignoliticos y juega un papel importante en la degradacion de la lignina. En presencia de H,0, la
lignino peroxidasa (ligninasa) es capaz de catalizar la oxidacién por un electrén de una variedad
amplia de compuestos aromaticos para producir, como productos iniciales, radicales cationicos que
rapidamente son oxidados. Por ejemplo, Sanglard et a/. (1986) reportaron que la ligninasa es capaz
de oxidar benzo[alpireno in vitro en presencia de H,O, para dar lugar a tres productos de
oxidacion. Hammel et a/. (1986) reportaron la oxidacién del pireno por la ligninasa en un medio de
reaccion que contenia N, N-dimetilformamida como solvente produciendo principalmente 1,8y 1,6
pirenodionas. También se reportd la capacidad de esta enzima para degradar 2-
clorodibenzo[p]dioxinas y dibenzo(p]dioxinas.

Vézquez-Duhalt et al. (1994) reportaron la oxidacién in vitre de nueve compuestos
poliaromaticos por la ligninasa en sistemas que contenian solventes organicos miscibles en agua,
para disminuir los problemas de transferencia de masa. En la tabla [1 se muestran los resultados de
la actividad especifica de la ligninasa junto con los potenciales de ionizacion de los HPA's. Como
se muestra, la ligninasa fue capaz de oxidar aquellos compuestos que tienen un potencial de
ionizacién (P.I) menor a 8 eV. Los autores reportaron que las constantes cinéticas para la oxidacién
de pireno fueron afectadas negativamente por la concentracion de solvente organico en el medio.

Otra hemoproteina que participa en la degradacion de la lignina es la manganeso
peroxidasa, la cual produce iones Mn~ que son altamente reactivos. La habilidad del acetato
manganico de producir oxidaciones por un electrén de benzo[a]pireno y dibenzo{a]pireno y la
habilidad de algunos sistemas Mn(I1I)-H,SO, para oxidar algunos HPA's se ha tomado como base
para sugerir que compuestos de esta naturaleza pueden ser sustratos también para la manganeso

peroxidasa via la accién de Mn™® (Bogan y Lamar, 1995; Bogan y Lamar, 1996).
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Bogan y Lamar (1996) reportaron la oxidacion in virro de fluoreno por un sistema de
peroxidacion de lipidos dependientes de manganeso peroxidasa (MnP) de P. chrvsosporium,
dando lugar al mismo producto que s¢ obtiene al utilizar el hongo completo en cultivo liquido. Los
mismos autores (Bogan y Lamar, 1995) reportaron que en el sistema de peroxidacion de lipidos
dependientes de MnP se podia llevar a cabo la oxidacién de diferentes HPA’s presentes en la
creosota. El porcentaje de degradacion presentd una buena cormrelacion con el potencial de
1onizacion. En este sisterna fue posible oxidar HPA's con altos potenciales de ionizacidon (como

fenantreno, trifenileno, y criseno), los cuales no son sustratos para la lignino peroxidasa.

Tabla II. Actividad especifica y potenciales de ionizacién de los compuestos
aromaticos en la oxidaciéon con lignino peroxidasa en 10 % de acetonitrilo.

Actividad Potencial de ionizaciéon (eV)
especifica
(seg™) Transferencia Impacto
Sustrato de carga electrénico

Pentaceno O.N.E. 6.55 8.69
9-Metilantraceno 3.01 7.23 7.26
Carbazol 1.69 7.20 7.92
1-metilantraceno 1.62 N.D. 7.36
Pireno 0.33 7.72 7.45
Acenafteno 0.28 7.70 7.70
2-metilantraceno 0.25 7.40 7.35
Fluoranteno 0.15 7.76 8.15
Dibenzotiofeno 0.06 7.93 8.14
Criseno N.R. 8.01 8.12
Fenantreno N.R. 8.03 8.18
Trifenileno N.R. 8.19 8.10
Naftaleno N.R. 8.25 8.19
1-Metilnaftaleno N.R. 8.50 7.97
Fluoreno N.R. 8.52 8.03
1,3-Difenilpropano N.R. 8.60 8.53
Dibenzofurano N.R. 7.77 8.42
Bifenilo N.R. 8.80 8.46

Vizquez-Duhalt er al., 1994.
O.N.E. Oxidaciéon no enzimaitica
N.R. no reacciono

N.D. no disponible



El citocromo ¢ es una hemoproteina con actividad peroxidasa capaz de catalizar la
oxidacion de algunos sustratos toxicos como benceno, o-metoxifenol, compuestos heterociclicos
azufrados y compuesios poliaromaticos, en presencia de H,O, como agente oxidante (Akasaka er
al., 1994; Fujita et al., 1994; Torres et al., 1995; Vazquez-Duhalt e a/l., 1993) . El citocromo ¢
presenta varias ventajas como biocatalizador: es activo en un amplio rango de pH (de 2 a 11), tiene
su grupo hemo covalentemente unido a la proteina (lo cual permite su permanencia en la proteina en
presencia de solvente organico), es activo a altas concentraciones de solvente orgamico y es
relativamente barato (Vazquez-Duhalt, 1999).

En trabajos anteriores (Torres er al., 1995) se determinaron las actividades cataliticas del
citocromo ¢ en la oxidacion de diferentes compuestos aromaticos. En la tabla I se reproducen los
resultados reportados. El citocromo ¢ fue capaz de catalizar la oxidacién de cinco de estos
compuestos aromaticos; sin embargo, la oxidacién de aromaéticos por citocromo ¢ no presentd una
correlacion con el potencial de ionizacién, como en el caso de la ligninasa. Por ejemplo, el
citocromo ¢ oxidd al dibenzotiofeno (P.I. 7.93 eV) y no catalizo la oxidacion del acenafteno, mi del

fluoranteno (P.I. de 7.7 y 7.76 ¢V, respectivamente).

Tabla III. Actividad especifica del citocromo ¢ de levadura en la oxidacién de
sustratos aromaticos.

Sustrato Actividad especifica (min™)
Dibenzotiofeno 3.18 (= 0.11)

Antraceno 2.08 (£ 0.13)

Pireno 1.28 (= 0.32)
Benzotiofeno 0.99 (£ 0.23)

Carbazol 0.87 (= 0.11)

Fenantreno N.R.

Criseno N.R.

Fluoranteno N.R.

Fluoreno N.R.

Torres et al. (1995)
N.R. no reacciono



Con el objetivo de aumentar la versatilidad del citocromo ¢, para incrementar el namero de
sustratos susceptibie a la oxidacion, asi como el de aumentar la actividad catalitica, se le realizaron
diferentes modificaciones por ingenieria de proteinas (Akasaka et al., 1994; Fujita er al., 1994).
Akasaka et al. (1994) inmovilizaron al citocromo ¢ en poli-g-metil-L-glutamato dandole la
capacidad de oxidar benceno en un sistema con bajo contenido de agua. La constante catalitica del
citocromo ¢ inmovilizado fue similar a la del citocromo P-450 vy, al parecer, el mecanismo de
reaccion podria ser el mismo para ambas proteinas. Un ejemplo de la modificacion de la actividad
catalitica del citocromo ¢ fue reportada por Fujita et al. (1994) en el que el citocromo ¢ al ser unido
a una bicapa de fosfolipidos aumenté considerablemente su actividad para oxidar o-metoxifenol (10
veces mas activo respecto al citocromo en forma libre).

La hemoglobina es otra hemoproteina que contiene cuatro grupos ferroporfirinas por
molécula y es capaz de oxidar algunos sustratos poliaromdticos. En la tabla [V se muestran los
resultados reportados por Ortiz-Leon er al. (1995). La hemoglobina fue capaz de oxidar fluoreno
(P.I. 7.91 eV), el cual no fue oxidado por la ligninasa, ni por el citocromo ¢. La naturaleza de los
productos indica que probablemente el mecanismo de reaccién sea el mismo para las tres proteinas
(Ortiz-Leon et al., 1995; Torres ef al., 1995; Vazquez-Duhalt et al., 1994). La comparacion de las
constantes cataliticas en la oxidacion del pireno por la ligninasa, el citocromo ¢ y la hemoglobina
colocan a la primera como el mejor biocatalizador (2.6 s, 0.13 s y 0.15 s, respectivamente).

Por lo anteriormente expuesto, podemos decir que la modificacién biocatalitica de
hidrocarburos polinuclearomaticos por hemoproteinas se presenta como una alternativa interesante
para la disminucidn de la toxicidad de estos compuestos. La naturaleza de los productos es de una
mayor facilidad a la degradacion posterior por bacterias u otros microorganismos (Meulenberg er

al., 1997), v su toxicidad es cientos de veces inferior siendo muchos de ellos no mutagénicos

(Durant et al., 1996) (tabla V).



Tabla 1V. Oxidacién biocatalitica de HPA's por hemoglobina v H,O,

Sustrato Potencial de Reactivo
ionizacidén (eV) transformado (%)

9-Hexilantraceno N.D. 100.0
Antraceno 7.55 91.2 (x 4.4)
Carbazol 7.20 83.9 (+27.8)
Pireno 7.72 739 (£ 0.9)
Dibenzotiofeno 7.93 48.9 (£30.7)
Fluoreno 8.52 N.R.
Dibenzofurano 8.77 N.R.

Ortiz-Leon er al .(1995)
N.D. no disponible
N.R. no reaccioné

Tabla V. Concentracion minima mutagénica (CMM) de hidrocarburos
poliaromaticos y sus respectivas quinonas.

Compuesto CMM
(ng/ml)
Ciclopenta(cd)pireno L8
Ciclopenta{cd)pirenoc-3-diona 2600
Fenantreno N.M.
Fenantrenodiona N.M.
Benzo[a]antraceno 370
Benzo[a]antracenodiona N.M.
Criseno 750
Criseno quinona N.M.
Benzo[a]pireno 14
1,6-Benzo[a]pirenodiona N.M.
3,6-Benzo{a]pirenodiona N.M.
4,5-Benzo{a]pirenodiona N. M.

Durant et al. (1996)
N.M. No mutagénica
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1.2 Biocatalisis en solventes no acuocsos

El uso de solventes organicos como medios de reaccion para reacciones biocataliticas ha
probado ser un sistema extremadamente til para expandir el rango y la eficiencia de las
aplicaciones préacticas de la biocatalisis (Khmelnitski y Rich, 1999). La tabla VI resume las
principales ventajas y desventajas de la biocatalisis en medio organico. En afios recientes la
investigacion en esta area esta progresando significativamente, particularmente en la elucidacién de
las propiedades estructurales de la enzima en ambientes no acuosos, en ¢l mejoramiento de las
propiedades cataliticas, en el disefio de nuevos tipos de medios de reaccion y, eventualmente, en la

impiementacion de estos desarrollos en aplicaciones a gran escala.

Tabla VI. Efectos generales de los solventes organicos en la biocatilisis

Principales ventajas
Alta solubilidad de sustratos hidrofdbicos
Incremento de la regio-, enantio- y estereoespecificidad
Ajuste del equilibrio quimico
Eliminacién de la contaminacién microbiana
Mejoramiento de la termoestabilidad de las enzimas
Reduccién de las reacciones laterales encontradas en agua

Principales desventajas
Disminucién de la actividad enzimatica
Los solventes polares pueden actuar como desnaturalizantes
Inactivacion en ia interfase en sistemas de dos fases

Una de las preguntas mas importantes en la biocatalisis en medios organicos es porqué las
enzimas son menos activas al ser transferidas del medio acuoso a los solventes organicos.
Numerosos trabajos han contribuido a responder esta pregunta desde diferentes perspectivas,
descritas brevemente a continuacion. Inicialmente los trabajos se enfocaron a determinar si los
cambios estructurales de las enzimas expuestas al solvente organico eran los responsables de la
disminucion de la actividad. Trabajos con la en diferentes solventes organicos mostraron que, sin
importar en qué solvente se encontraba la enzima, la estructura terclaria y secundaria era

virtualmente idéntica (Schmitke er al., 1997; Griebenow y Klibanov, 1997).

11



La estabilizacion del estado basal del sustrato, la energia del estado de transicion y las
intensidades de las interacciones enzima-sustrato pueden ser significativamente afectadas por el
solvente organico. Estos efectos han sido cuantitativamente determinados en varios trabajos como
responsables parcialmente de la reduccidn en la actividad enzimatica (Xu et al., 1994; Wangikar e/
al., 1995; Schmitke et al. 1996). El problema puede ser resuelto con la seleccién adecuada del
sistema de solventes a utilizar; esta seleccidn debera estar basada principalmente en las propiedades
termodinamicas del solvente que disminuyan la energia de desolvatacién del sustrato,
incrementandose asi 1as interacciones enzima-sustrato y favoreciendo la estabilizacion del estado de
transicion,

La incapacidad de la mayoria de los solventes organicos de formar los multiples puentes de
hidrdgeno que forma el agua con la proteina, por un lado, y la baja constante dieléctrica de los
sistemas no acuosos, por otro lado, provocan que la flexibilidad de una enzima en sistemas con
baja actividad de agua esté significativamente disminuida. La baja flexibilidad de las enzimas o su
alta rigidez trae como consecuencia que las enzimas sean menos activas, aunque, como ha sido
reportado, su termoestabilidad sea mas aita (Zaks y Klibanov, 1988). Las reacciones llevadas a
cabo a condiciones optimas de actividad dé agua, con solventes hidrofobicos (poca capacidad de
secuestrar tas moléculas de agua), el uso de solventes o aditivos con capacidad de formacion de
enlaces de hidrogeno, o solventes sin capacidad de secuestrar el agua (hidrofobicos) pueden ayudar
a aumentar la actividad catalitica de las enzimas en medios no convencionales (Zaks y Klibanov,
1988; Kitaguchi y Klibanov, 1989; Halling, 1994).

Otro aspecto de importancia que debe tomarse en cuenta para evitar la caida en la actividad
catalitica en medios con baja actividad de agua es el estado de protonacion de la enzima. En
sistemas acuosos la actividad biocatalitica es altamente dependiente de! estado de protonacion de los
grupos ionizables de la proteina, y dado que en solventes organicos el pH no tiene un significado
real, el estado de protonacion estara controlado por el pH de la solucidén acuosa a la cual estuvo la

proteina expuesta previamente a su liofilizacién. Este fenémeno fue nombrado como "memoria al




pH ". Es decir, el comportamiento biocatalitico de la enzima en soiventes organicos estard en
funcién del pH de la ltima solucion acuosa a la cual fue expuesta. El fendmeno de "memoria al
pH" fue cuantitativamente elucidado en base a estudios de espectroscopia de infrarrojo de Fourier;
el estado de ionizacidn de diferentes compuestos modelos que contenian grupos funcionales
encontrados en las proteinas (grupos amino, carboxilos v fendlicos) fue determinado en estado
solido después de ser liofilizados a diferentes valores de pH. Los valores de pk, de los compuestos
modelos fueron muy similares (0.3 unidades de diferencia) en solucién acusosa v en estado
liotilizado. Esto significa que la remocion de agua por liofilizacion no afecta el estado de ionizacion
de grupos cargados {Constantino et al., 1997).

La elucidacion de algunas de las causas de la disminucion de la actividad catalitica de las
enzimas en medio orgénico ha {levado al planteamiento de nuevas estrategias con el propésito de
mejorar la funcionalidad de las enzimas en estos sistemas. Una estrategia utilizada en constante
crecimiento es la modificacion de las propiedades del medio de reaccion, denominada ingenieria
de solventes, la cual ha contribuido notabiemente a mejorar las propiedades cataliticas de las
enzimas como la especificidad, selectividad, estabilidad y la termoestabilidad. Millquist-Fureby et
al. (1997) reportaron recientemente que el uso de soluciones metaestables sobresaturadas de
carbohidratos como medio de reaccion para reacciones de glicosilacién, donde el azicar sirve como
medio de reaccién (disminuye la actividad termodinamica del agua) y sustrato al mismo tiempo.
Las enzimas ensayadas fueron activas hacia la reaccidn de sintesis y no para la de hidrolisis.

Otra estrategia empleda para incrementar la actividad catalitica en solventes organicos ha
sido la aplicacion del estampado biomolecular; es decir, la induccion de una mejor
conformacion estructural del sitio activo de la enzima para un determinado. La conformacién
induciada se logra a través del acomplejamiento de la enzima en solucién con una ligando
quimicamente similar al sustrato pero que no produzca reaccion. La remocidn del ligando en
solvente anhidro mantiene el sitio activo de la enzima en una conformacidn estructural de mayor

afinidad para el sustrato de interés. Como resultado de este procedimiento tres proteinas, alblimina,



papaina, y lactoglobuiina mosiraron actividad catalitica en reacciones de pB-eliminacion en
acetonitrilo, mientras que las mismas proteinas no sometidas a ese tratamiento no mostraron
actividad para la misma reaccion (Ohya et al; 1996; Slade v Vulfson, 1998).

Finalmente, la ingenieria de proteinas; es decir, el mejoramiento del comportamiento
enzimético por modificacion de la naturaleza del biocatalizador, esto incluye, inmovilizaciones del
biocatalizador, el acomplejamiento de las enzimas con lipidos o surfactantes, las modificaciones

quimicas, genéticas o ambas de la proteina (De Santis v Jones, 1999).

1.3 Limitaciones de transferencia de masa en la oxidacion de HPA's

En sistemas acuosos hidrofilicos la interaccion entre el sitio activo de la enzima vy el medio
se ve favorecido al incrementarse la hidrofobicidad del sustrato, siempre v cuando el ambiente
protéico del sitio activo sea hidrotdbico. Esto resulta en una mayor afimdad por el sustrato y una
mayor actividad catalitica al incrementarse la hidrofobicidad del sustrato (Backes er al., 1993;
Khatisashvili et al., 1997; Satoh er al., 1999). Por otro lado, la biocatilisis con solventes
organicos obedece al proceso contrario: el aumento de la hidrofobicidad del sustrato disminuye la
interaccion con el sitic activo de la enzima (Torres er al. 1996). Es decir, la biocatdlisis con
sustratos hidrofdbicos en sistemas organicos estd limitada por la particion del sustrato hidrofébico
hacia el solvente, lo cual disminuye tanto la actividad caialitica como la afinidad por el sustrato
{Ryu y Dordick, 1992; Wangikar et al., 1995).

Como resultado de los trabajos desarrollados en nuestro laboratorio fue posible demostrar
que la biocatalisis con sustratos hidrofobicos, como los compuestos aromaticos, estd seriamente
limitada por la particién del sustrato entre el sitio activo y el solvente. En un inicio al aumentar la
concentracion de solvente organico la actividad especifica aumenta hasta un maximo, ya que se
disminuyen los problemas de transferencia de masa. A concentraciones de solvente mayores, y
después de alcanzar ese maximo, la actividad disminuye debido a la disminucién de la interaccion

entre el sitio activo v el sustrato (figura 2 y 3). Este comportamiento fue similar para los diferentes



sustratos ensayados, pero los maximos de afinidad y actividad estuvieron en funcion de la
hidrofobicidad del sustrato: a mayor hidrofobicidad del sustrato, menor la actividad biocatalitica del
citocromo c.

Como se muestra en la figura 2 el citocromo ¢ conserva el 50% de su actividad maxima a
concentraciones de solvente tan altas como 60% de tetrahidrofurano (THF) cuando el sustrato es
hidrofilico (cloruro de pinacianol), mientras que Unicamente conserva el 50% de su actuvidad
maxima a 20% de THF cuando el sustrato es hidrofobico (pireno). Es decir, a determinada
concentracion de solvente el sustrato deja de interaccionar con el sitio activo, limitando la reaccion
enzimatica. Esto se demostré con diferencia de espectros del complejamiento del citocromo ¢ con
dos sustratos de hidrofobicidad vartada (figura 3). Como se muestra, el citocromo forma un
complejo con ambos sustratos, medido como la diferencia en el espectro de absorcion en la banda
Soret del citocromo en ausencia y presencia del sustrato, el cual disminuye al incrementar la
concentracion de tetrahidrofurano. El aumento de la concentracion de solvente no efecta la
estructura tridimensional del citocromo c (Wu y Gorenstein, 1993). En conclusion, la C,
(concentracion de solvente a la cual se observa el 50% de la actividad maxima) resultd ser una
funcién de la hidrofobicidad del.sustrato (Torres et al., 1997 y Torres, 1998) v no del poder de

desnaturalizacion del solvente, como habia sido reportado previamente (Khmelnitsky et al., 1991).

15



125 -
Hidrotobicidad del sustrato
S Pireno  =——{ }—
i e o
160 - Pinacianol
Tiantrene  —o——
‘\; Bromotenol —dk—
S 75 -
= Difendarina  —f—
2
! 30 -
<
35 -
0 [
= ~ b = = &
Tetrahidrofurano (%)

Figura 2. Efecto de la concentracién de tetrahidrofurano v la hidrofobicidad
del sustrato en la biocatailisis con citocromo ¢ (Torres er al., 1997).

Ryu y Dordick (1992) reportaron que la oxidacién de sustratos fenolicos con la peroxidasa
de rabano blanco en solventes orgdnicos estd limitada principalmente por la estabilizacion del
estado basal del sustrato, o en otras palabras, la desestabilizacion del complejo enzima-sustrato en
solventes organicos comparada con el sistemna acuoso. Esta estabilizacion del sustrato se manifestd
por un incremento significativo de la K,,, lo cual redujo hasta en cuatro érdenes de magnitud la
eficiencia catalitica de la peroxidasa, comparada con el sistema en auseﬁcia de solvente. Los autores
concluyeron que la enzima puede mantener casi la totalidad de su estructura tridimensional en
solventes organicos y que el efecto del solvente sobre la termodindmica del sustrato debe ser

considerado en la biocatalisis en solventes organicos.
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Figura 3.- Espectro de diferencia del citocromo ¢ con tiantreno y pireno a
diferentes concentraciones de tetrahidrofurano

Wangikar et al. (1995) reportaron que la biocatalisis con quimotripsina en solventes

organicos es dependiente del solvente, del sustrato y de la hidrofobicidad del sitio activo, y por

ende, es modificable variando cualquiera de estas variables. De esta manera, comprobaron que el

aumento de la hidrofobicidad del sustrato disminuye la eficiencia catalitica en solventes organicos

hidrofdbicos debido a la particion desfavorable del sustrato entre el sustrato y el solvente. Sin

embargo, con solventes hidrofilicos (como agua, acetona, alcoholes, etc) el aumento de la

hidrofobicidad del sustrato favorece la particidon de éste hacia el sitio activo y, por lo tanto, la
eficiencia catalitica aumenta.

En conclusion, en la biccatdlisis con solventes organicos es posible modificar la

particién del sustrato hacia el sitio activo por ingenieria de solventes, ingenieria genética y por

modificacion quimica de la enzima.



1.4.  La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago

La cloroperoxidasa (CPQO) es una glicoproteina extracelular producida por el hongo
fitamentoso Caldariomyvces fumago con un peso molecular aproximado de 42 000 Da. La
actividad principal de la cloroperoxidasa como enzima son las reacciones de halogenacion; sin
embargo, ademas presenta actividad catalitica de peroxidasa, monooxigenasa v catalasa (figura 4).
Debido a esto, la CPO es la mas versatil de las hemoenzimas conocidas v ha sido objeto de
mulitiples investigaciones acerca de su estructura y funcidn como biocatalizador.  La
cloroperoxidasa posee caracteristicas propias de las peroxidasas v, como ha sido reportado por
Sundaramoorthy er al. (1995), caracteristicas similares a las del citocromo P-450 ( figura 9, al final
de la introduccién ). El campo de reacciones catalizadas por la CPO es muy amplio, incluye, entre
otras, epoxidacién de alquenos, oxidacién de sulfuros a sulfoxidos, oxidacion de alcoholes a
aldehidos, dealquilacion de alquilaminas, halogenacion de B-dicetonas, etc. A continuacion se hace
una descripcidn mas detailada de las caracteristicas estructurales v cataliticas que hacen de la CPO

un biocatalizador atractivo.

Deshidrogenacion oxidativa
2SH + H,0, —» 25 + 2H,0

Halogenacion oxadativa
SH + H,0, + H? + X __ » SX + H20
X=Cl| Br, |

Rompimiento del H,0,
2H,0, — 2H,0 + O,

Transferencia de oxigeno
SH + H,0, —» SOH + H,0

Figura 4.- Actividades cataliticas de la cloroperoxidasa de C. fumago




1.4.1 Ambiente proteico del hemo

El grupo prostético de la cloroperoxidasa es la ferroprotoporfirina X, 1a cual estd unida a la
proteina principalmente por puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas. Los grupos
nitrogeno de los grupos pirrdlicos proveen los cuatro ligantes ecuatoriales del fierro, mientras que
la naturaleza del quinto ligante corresponde al grupo tiol de la cisteina 29, a diferencia del resto de
las peroxidasas en las que el grupo axial cercano es una histidina (Sundaramoorthy et af., 1995).
De la misma manera que en el citocromo P-450, el grupo tiol de la cisteina en la CPO funciona
como un fuerte donador de electrones intemo que facilita el rompimiento del enlace O-O que da
lugar al compuesto [ de las peroxidasas (figura ). En consecuencia con este hecho, la biocatélisis
se favorece. La parte distal del hemo de 1a CPO esta ocupada por una molécula de solvente, la cual
esta demasido lejos, 3.4 A, como para tormar un enlace axial fuerte. Debido a lo anterior, el fierro
de la cloroperoxidasa presenta un estado pentacoordinado de alto spin. El sitio activo de la CPO es
de caracter polar, como en la mayoria de las peroxidasas, y el aminoacido involucrado en la
catalisis de rompimiento del enlace O-O es el acido glutamico 183, mientras que en el resto de las
peroxidasas el aminoacido involucrado en la catélisis es la histidina. La histidina en la CPO esta
posiblemente involucrada en la orientacion adecuada del Glu 183 y en proveer interacciones del
tipo polar (Sundaramoorthy et al., 1995).

La estructura cristalografica de la CPO muestra que tanto los contornos como el fierro del
hemo estdn accesibles al sustrato, aunque en una dimension diferente; es decir, el acceso al fierro
esta limitado a sustratos pequetios, mientras que el acceso a los contomos presenta mayor tamano.
Esto resulta en una enzima capaz de reconocer un amplio nimero de sustratos de diversa naturaleza

quimica, lo que la hace un biocatalizador muy atractivo principalmente para la industria de sintesis.
1.4.2 Reacciones de oxidacion de la cloroperoxidasa

Oxidacion_de_heteroatomos.- Una de las reacciones mas estudiadas de la CPO es la

oxidacion de sulfuros para producir sulfoxidos quirales, utilizando al peréxido de hidrogeno como
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agente oxidante. Los sulturos quirales son compuestos de aito interés en la industria farmacéutica y
de sintesis. En la tabla V11 se reproducen los resultados de la comparacién de la CPO con otras
peroxidasas capaces de catalizar la oxidacion del metil-fenil-suifuro (Colonna er al., 1990, 1993,

1994 Miller et al.. 1992).

Tabla VII. Comparacion de las peroxidasas en la oxidacion de metil-fenil-
sulfuro ( Colonna et al., 1990, 1994, 1995; WMiller er al., 1992).

Enzyme Conversidn ee’ Actividad especifica
(%0) (%) (min™")

CPO 100 58 (R) 1050

HRP 95 46 (S) 0.48

LPO 40 52 (R) 0.54

MP-11 45 3 (S) 0.06

a

exceso enantiomérico

Como se muestra, la CPO es un enzima realmente atractiva para la conversion de sulfuros a
sulfoxidos quirales debido a su alta actividad catalitica y a su habilidad de producir practicamente
puro al enantidmero deseado, a diferencia de las demds peroxidasas, en las que su actividad
cataliticas es hasta seis 6rdenes de magnitud menor y el enantidmero no es producido con la pureza
requerida. En la tabla VIII se exponen los resuitados de la biocatalisis de la CPO contra diferentes
sulfuros (Colonna ez al., 1990). Como se aprecia la CPO es capaz de reconocer como sustratos
diferentes alquil-anl-sulfuros, y aunque en algunos casos la enantioselectividad y la conversion
fueron bajas, el problema puede ser resuelto al eliminar las trazas de diferentes 6xidos de metales
que catalizan la oxidacion de los sulfuros sin ninguna selectividad. La eliminacion de estos 6xidos
llevo a la produccion del enantiomero puro en altas conversiones.

Oxidacién de alquenos.- Los epoxidos opticamente activos son moléculas de interés en la

industria de sintesis de compuestos bifuncionales; ademas, son intermediarios claves en la

produccion de compuestos quirales bioactivos o como productos finales con actividad bioldgica. A



causa de la importancia de los epoxidos en la industria de sintesis, numerosos trabajos se han

encaminado a su produccidon masiva.

Tabla VIII.- Oxidacién de alquil-aril-sulfuros por la cloroperoxidasa v H,O,

Sulfuro Conversion ce

R,-S-R, (%) (%)
R, R,

p-CH,C.H, CH, 98 91
p-CH,C.H, C.H, 50 68
p-CH,C.H, C,H, 53 5

o-CH,C.H, CH, 27 31
p-CH,0CH, CH, 72 90
0-CH,C . H, CH, 24 27
C.H; CH, 100 98
o-CICH, CH, 33 85
2-Piridil CH 100 99

Colonna et al., 1993

El uso de la CPO para producir epoxidos se presenta como una alternativa prometedora. La

oxidacion de alquenos catalizada por la CPO se resume en la tabla X (Zaks y Dodds, 1995).

Como se muestra, la enantioselectividad puede llegar hasta el 100% con buenas conversiones para

cis-alquenos pequenios de hasta 9 carbonos con el enlace doble cerca al carbono terminal. En

contraste, la epoxidacion de trans-alquenos y alquenos terminales da muy bajas producciones de

los epbxidos puros debido principalmente a la inactivacion de la enzima por alquilacion del hemo.

Oxidacién de indoles.- La oxidacidn de indol ¢ indoles sustituidos, catalizada por la CPO

en presencia de hidroperoxidos para obtener oxindoles es un método mas eficiente y rapido que la

obtencion de los mismos por métodos quimicos. En la tabla X se muestran los resultados de la

oxidacion de indoles sustituidos por la CPO (van Deurzen, 1996). Como se muestra, a escala

preparativa se obtienen altas purezas y excelentes producciones de los oxindoles. La catalisis con

CPO en la oxidaciéon de indoles es dependiente de la posicién y la naturaleza del sustituto;



particularmente, |a sustifucion en las posicidnes 5 y 6 disminuye significativamente la interaccién

de la enzima con el indol, afectando con esto la eficiencia catalitica.

Tabla IX. Epoxidaciéon de olefinas catalizadas por la cloroperoxidasa

Olefina Enatioseiectividad Conversion
(%) (%)
cis-2-Hepteno 95 100
cis-3-Hepteno 99 40
cis-3-Octeno 95 20
cis-2-Noneno 94 20
2-metil-1-hepteno 95 23
trans-2-Hepteno 3 38
cis-1-Hepteno 10 2
trans-3-Hepteno 0 2
Estireno 49 40
Zaks y Dodds, 1995.
Tabla X .- Pardmetros cinéticos y de produccion de oxindoles por la CPO
Derivado del indol Conversion Pureza K. K,
(o) (%) (seg’’)(mM)
Indol 96 96 250 22
4-Cl 70 76 160 200
5-Cl 99 99 84 24
5-0OCH3 93 95 475 400
6-Cl 96 99 263 75

van Deurzen, 1996

Oxidacion de plaguicidas organofosforados.- La cloroperoxidasa es capaz de catalizar la

oxidacién de compuestos toxicos como los pesticidas organofosforados. En la tabla X1 se muestra

la actividad especifica de la CPO contra diferentes plaguicidas (Hemnandez er al., 1998). Los

compuestos producidos son los respectivos oxones, los cuales son productos mas tOxicos que

inhiben directamente la funcidn de la acetilcolinesterasa, llevando a graves efectos disfuncionales

del sisterna nervioso.



Tabla XI .- Oxidacién de plaguicidas organofosforados por la CPO de C. fumago
(Hernindez et af., 1998)

Compuesto Actividad especifica
(seg’)
Paration 5.58 + .04
Terbufos 5.03 +0.58
Diclerofention 4,19 + 0.06
Cloropirifos 3.37 + 0.79
Azinofosmetil 2.73 + 0.35
Dimetoato 2.43 + 0.2¢6
DEF N.R.
Fosfamidon N.R.
Triclorofon N.R.

N.R. no reaccioné

Qtras reacciones catalizadas por la CPO.- La cloroperoxidasa es también capaz de

catalizar la oxidacion de alcoholes primarios a aldehidos, y en algunos casos la oxidacién continta
hasta el dcido (Geigert er al., 1983). Otra reaccién catalizada por la CPQO es la hidroxilacién
selectiva de hidrocarburos ciclicos y alquenos en presencia de H,O, (Zaks y Dodds, 1995). La
mezcla de productos obtenidos contiene principalmente los alcoholes, aunque también se producen

aldehidos y en pocas ocasiones la oxidacion llega hasta el acido respectivo.

1.5. La hemoglobina humana como biocatalizador

La hemoglobina es la proteina transportadora de oxigeno en la sangre. Estd compuesta de
cuatro subunidades (dos unidades o y dos B) , las cuales estan unidas por interacciones no
covalentes. Cada subunidad contiene un grupo hemo unido a la proteina por interacciones
hidrofébicas y puentes de hidrégeno, principalmente. El ligando axial cercano al fierro del grupo
hemo es el grupo imidazol de la histiding, y el ligando lejano se encuentra también ocupado por
otra histidina débilmente unida que se mueve ligeramente para auxiliar en ia ligacion de la molécula

de oxigeno con el fierro.




La hemoglobina tue la primera proteina para la cual la estructura tridemensional por rayos-x
fue determinada. La molécula de hemoglobina es practicamente esférica, con un didmetro de 55 A,
Las cuatro subunidades estan empaquetadas en un arreglo tetrahédrico. Los grupos hemo estan
tocalizados en cavidades de aminoacidos cercanos a la superficie, con los propianatos en el exterior
de la proteina ( figura 10 al final de la introduccidn). Cada cadena « estd en contacto con ambas
unidades 8, por lo tanto, existe poca interaccién entre ambas unidades « o entre las dos unidades B.
Cada subunidad o vy B presenta una alta similitud estructural con la molécula de la mioglobina,
proteina transportadora de oxigeno, en la que las ocho a-helices de cada subunidad son
virtualmente superponibles a las a-hélices de la mioglobina.

El ambiente proteico de la hemoglobina alrededor del grupo hemo es de naturaleza no polar,
como en la mioglobina, y seguramente, el acceso de los sustratos al hemo es similar también al de
la mtoglobina , en donde los bordes del hemo interactian con las moléculas de sustrato.

Pocos trabajos han sido reportados sobre la hemoglobina como biocatalizador. Como fue
descrito anteriormente, en presencia de peroxido de hidrogeno la hemoglobina (una proteina no
disefiada por la naturaleza para funcionar como bicoatalizador) es capaz de catalizar la oxidacion
de hidrocarburos poliaromaticos (Ortiz-Leon et al., 1995). También ha sido reportado la oxidacion
de antlinas (Mieyal et al., 1976), lipidos (Yoshida et al., 1994), alquenos (Catalano y Ortiz de
Montellano, 1987), y algunos compuestos azufrados (Klyachko y Klibanov, 1992; Alvarez y
Ortiz de Montetlano, 1992).

Otra caracteristica que hace atractiva a la hemoglobina como biocatalizador es que es activa
a concentraciones tan altas de solvente organico como el 99% de etanol, 1,2-propanodiol,
etilenglicol, metanol, 1,3-propanodiol, 1,2-butanodiol, 2-metoxietanol, formamida, 2,3
butanodiol, 1-popanol, aunque las velocidades de reaccion y las conversiones de sustrato son
bajas ( Klyachko y Klibanov, 1992). Sin embargo, a ;:oncentraciones mas bajas de solvente, la
actividad especifica de la hemoglobina contra dibenzotiofeno es mayor que algunas peroxidasas

como la de rabano blanco y la lactoperoxidasa (Klyachko y Klibanov, 1992). Incluso, la
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hemoglobina es capaz de catalizar la oxidacion de moléculas no reconocidas como sustratos para

otras hemoproteinas (Vazquez-Duhalt, 1997).

1.6. Modificacion quimica de proteinas
Las aplicaciones potenciales de las enzimas como biosensores, como farmacos, como
catalizadores en el procesamiento de alimentos. en detergentes y en procesos de biorremediacion
han requerido del desarrollo de técnicas que permitan mejorar sus propiedades cataliticas. Dentro
de estas técnicas, la modificacion quimica de las enzimas ha sido usada exitosamente para mejorar

el desemperio de la biocatalisis (DeSantis y Jones, 1999).

1.6.1. Entrecruzamiento de proteinas cristalinas
Uno de los desafios para la implementacidn practica de enzimas como biocatalizadores es el
incrementar su estabilidad (hacia el medio de reaccion-solvente orginico-, temperatura, pH
extremos, etc). En este sentido, el entrecruzamiento de enzimas con enlaces inter e inframoleculares
utilizando reactivos bi y polifuncionaies ha sido ampliamente utilizado (figura 5). E! uso de
glutaraldehido para el entrecruzamiento tue inicialmente reportado por Quiocho y Richards (1964),
quienes emplearon este procedimiento para estabilizar a la carboxipeptidasa con el fin de determinar
su estructura por rayos X. El éxito de este procedimiento lievo al entrecruzamiento de la
termolisina, previamente cristalizada, para obtener un cristal catalitico insoluble (CLEC, por sus
siglas en inglés), el cual incremento significativamente su estabilidad reteniendo un alto mivel de
actividad enzimdtica (St. Clair y Navia, 1992)

La modificacién de la Subtilisina en CLEC elimina barreras que existian para la sintesis de
péptidos con enzimas: autodigestidn de la enzima y la poca estabilidad al soivente organico. La
sintesis de péptidos basada en la biocatdlisis con CLEC’s es mas eficiente comparada con el

procedimiento con la enzima sin modificar ya que genera menos desechos y produce el péptido



deseado con un alto rendimiento y con una alta pureza diastereomérica, aun cuando se suministre

una mezcla racémica de aminoécidos como sustratos (Wang et al., 1996).

NH,*

N
NH," 0 0 ‘_
AANA AV 4
= oY)
*H,N
N

Figura 5.- Entrecruzamiento de enzimas con glutaraldehido

Los CLEC’s de la penicilina acilasa, utilizados para hidrolizar cefalosporina G para
producir precursores para nuevos antibidticos de interés industrial, ilustran las altas
productividades que es posible obtener con catalizadores insolubles. La cantidad de CLEC’s
usados en este proceso es solo el 1-2% en peso del utilizado con la enzima sin modificar, y
después de 1000 reacciones en batch los cristales retuvieron el 70% de su actividad original (Baust-
Timpson y Seufer-Wasserthal., 1998).

Entre 1as desventajas de la modificacion de enzima en CLEC’s se encuentra la disminucién
de la acdvidad especifica de los crstales. La existencia de este problema ha sido atribuida a la
reduccion de la transferencia de masa de los sustratos y los productos. Ademds, dada la
heterogeneidad de la mezcla obtenida en el entrecruzamiento de los cristales, la cuantificacién de
los sitios activos viables remanentes es compleja, lo que hace dificil la comparacion de los datos

con la enzima en solucidn y con otros cristales (Govardhan, 1999).
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La viabilidad técnica de la produccion de cristales cataliticos entrecruzados estd limitada
principalmente por dos razones. Primero, la cristalizacion de la enzima no es siempre posible.
sobre todo a gran escala v, segundo. el cristal entrecruzado puede ser inactivo por la obstruccién de

los sitios activos de la enzima (Govardhan, 1999).

1.6.2 Modificacion quimica con polimeros monofuncionales,

La modificacion quimica de enzimas con polimeros monofuncionales ha permitido la
mejora en las propiedades catalitcas de algunas enzimas . En particular, la modificacion de grupos
aminos superficiales con polietilenglicol (PEG) ha sido empleada para solubilizar proteinas para su
aplicacion en sistemas con solventes organicos (Hernaiz er a/., 1997), y para la preparacion de
proteinas terapeuticamente activas con reducida antigenicidad y mejorada estabilidad in vivo
(Lundbland y Bradshaw, 1997).

La modificacion covalente de la peroxidasa de rabano blanco (HRP) con p-nitro-
fenilcloroformato-metoximetilpolietilenglicol  (m-PEG) protege a la enzima contra la
desnaturalizacion por pH extremo y la hace mas termoestable (Garcia et al., 1998). Segun los
autores, los cambios en las propiedades de ta HRP podrian deberse a que el mPEG disminuyo las
repulsiones electrostaticas entre cargas superficiales.

El citocromo ¢ de corazon de cabailo fue modificado con PEG y posteriormente metilado en
los carboxilos libres, incluidos los de los propionatos del grupo hemo, para producir un
biocatalizador menos especifico para los hidrocarburos poliaromaticos (HPA's). El citocromo ¢ sin
modificar fue capaz de oxidar, en presencia de peroxido de hidrogeno, 8 de 20 HPA's ensayados,
mientras que la proteina modificada oxid6 17 de los 20 HPA's. Un aumento del doble en el rango
de sustratos oxidados (Tinoce y Vazquez-Duhalt, 1998).

Una alternativa a la modificacion con PEG puede ser el uso de detergentes no 16nicos

anfipaticos como el Brij 35 (polioxietilen lauril eter). La modificacién con Brij 35 se llevo a cabo en
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la catalasa, la cual resultd mas soluble en tolueno y 1.1,1-tricloroetano, mostrando una actividad
catalitica 200 veces mayor que la nativa en tricloroetano y de 15-20 veces mas activa en solucidn
acuosa (Jene er al., 1997).

La solubilizacién de la proteinas en sistemas organicos resulta en una catalisis mas eficiente
debido a que no hay limitaciones en la transterencia de masa de los sustratos y productos. Sin
embargo, los costos de recuperacion de los biocatalizadores de la fase organica al finalizar la
reaccion son elevados. Para resolver este problema lto er al. (1999), acoplaron a los grupos amino
libres de la subtilisina un polimero que contenia grupos espiropiranos en sus cadenas laterales, los
cuales tienen una solubilidad que es dependiente del tipo de luz que se les irradie. La subtilisina
modificada fue soluble en tolueno y activa en reacciones de transesterificacion. Al finalizar la
reaccion, la subtilisina se expuso a una irradiacion de luz ultravioleta con lo que se precipitd del
medio de reaccion, posteriormente fue faciimente recuperada por centrifugacion, se resolubilizé en
tolueno aplicando unicamente una radiacidn de luz visible. Esta preparacion de la subtilisina fue

activa después de varios ciclos de precipitacidon-solubilizacion.

1.6.3. Plasticos biocataliticos

Una técnica reciénternente desarrollada para producir biocatalizadores estables y activos en
solventes organicos y sisternas acuosos es la introduccion de una enzima dentro de un polimero. Es
decir, la polimerizacidon de un mondémero en presencia de la enzima produce un plastico
biocatalitico (figura 6). Las enzimas c-quimotripsina vy subtilisina fueron incorporadas en
matertales plasticos como poly(metil metacrilato), estireno, acetato de vinilo, etc. que alcanzaban a
contener hasta 50% en peso de proteina. Los plasticos biocataliticos resultaron ser altamente
dependientes del medio de reaccion. En sistemas acuosos y solventes apolares la enzima soluble
{acomplejada con un detergente para solubilizaria en los solventes orgéanicos, y asi ser
comparables los resultados) fue mas activa que las enzimas modificadas, mientras que en solventes

polares resultaron ser hasta 1200 veces mds activas que la enzima soluble para la sintesis de




péptidos y ademds, ambas enzimas modificadas fueron significativamente mds estables en hexano
y tetrahidrofurano. La razén de este comportamiento fue los problemas de difusién de los
Sustratos hacia el sitio activo en sistemas acuosos y en solventes apolares -factor de efectividad de
0.1-, mientras que en solventes orgdnicos polares los problemas de difusion eran despreciables -

factor de efectividad de 0.9- (Wang et d., 1997).
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Figura 6.- Copolimerizacion de enzimas con polimeros de vinilo con previa
solubilizacién de la enzima con un surfactante

1.6.4 Modificacion quimica de grupos prostéticos

La modificacién quimica ex-situ e in-situ del grupo hemo de las hemoproteinas ha sido
reportada como una técnica que mejora las propiedades cataliticas y de ligacion del sustrato de las
enzimas. La modificacién quimica ex-situ del hemo requiere que este sea primeramente extraido de
la proteina, posteriormente ser modificado o sintetizado una metaloporfirina con diferentes
caracterfsticas quimicas, electroquimicas y estéricas, y finalmente reincorporarlo en la apoproteina
(figura 7) (Floreti et al., 1976; Ascoli et al., 1981). Una metodologia diferente requiere la
expresion heterdloga de la apoproteina en algiin microorganismo huésped, la purificacién de la

misma v finalmente el ensamblaje de la metaloporfirina deseada con la apoproteina en un medio
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adecuado que permita el plegamiento correcto de la holoproteina (Johnson y Li, 1991; Whitwam et
a., 1995).

Modi et d. (1995), reportaron la extraccién y modificacién ex-situ del grupo hemo del
citocromo P-450. La reincorporacién del propio hemo sin modificar produjo una enzima con las
mismas caracteristicas cinéticas que la enzima nativa, La reincorporacién con un hemo modificado,
la ferroprotoporfirina IX dimetilester, dié lugar a una enzima con una afinidad mayor por el
sustrato, el dctdo dodecanoico, triplicando con este hecho la eficiencia catalitica del citocromo P-
450. La ferroprotoporfinna IX dimetilester es una porfirina que estd metilada en los propionatos
del grupo hemo; es decir, es una porfirina que no tiene la carga negativa de la ferroprotoporfirina
IX por lo que al ser incorporada en el sitio activo del citocromo P-450, incrementa su cardcter no
polar. Esto explicarfa el hecho de que la alinidad por el sustralo hidrofébico es mayor en la

hemoproteina modificada que en la no modificada.

Hemoproteina nativa Apoenzima

Enzima reconstituida

_{ Ferroprotoporfirindx

@_—O Ferroprotoporfirina IX quimicamente modificada

@ Apoenzima

Figura 7. Modificacion quimica ex-situ del hemo de una hemoproteina y su
" reconstitucion en la apoproteina

La modificacién del hemo en las posiciones 2, 4, 6 y 7 (figura 8) ha demostrado tener un

efecto importante tanto en estructura como en catdlisis y estabilidad a la temperatura. El grupo
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hemo de la peroxidasa de rabano blanco fue sujeto a modificacion de sus grupos vinilos, los cuales
fueron sustituidos por hidrégenos y etilos para producir dos enzimas con caracteristicas cinéticas y
espectroscopicas diferentes a la nativa. Los autores demostraron que la modificacién en las
posiciones 2 y 4, interactian estéricamente con la apoproteina y no tienen un efecto signiftcativo
enla velocidad de reincorporacién de la porfirina en el sitio activo ni en la catdlisis; mientras que
las modificaciones en las posiciones 6 y 7 (grupos propionatos), que también interactian con la
apoproteina, tienen un efecto importante en la cinética de reincorporacién del hemo en la
apoperoxidasa y en las actividades cataliticas y electroquimicas de las enzimas reconstitufdas
(DiNello y Dolphin, 1981; Ryabov et dl., 1999)

La modificacién en las posiciones 2 y 4 de la mioglobina de caballo y la hemoglobina de
Scapharca inaequivalvis con grupos etilos e hidrégenos produjo protefnas menos sensibles a los
cambios estructurales, reflejados por los cambios en la banda Soret, provocados por el aumento en
la temperatura (de 80° a 300 °K). Este cambio de comportamienio respecto a la temperatura fue
debido a la disminucién de las interacciones entre el hemo y la apoproteina, las cuales fueron

cuantitativamente determinadas por los autores (Boffi et ., 1997).

Figura 8.- Ferroprotoporfirina [X, grupo prostético de las peroxidasas
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1.6.5 Combinacién de modificacidén quimica y mutacién sitio dirigida

Aunque la modificacién quimica de proteinas ha resurgido como una técnica factible para
mejorar la funcionalidad de las enzimas, el hecho de que en la mayoria de los casos la extension y
el lugar exacto de la modificacién no puedan ser controlados con presicion no permite deducir
cuales cambios son los responsables de la mejora en estabilidad y/o actividad. Esta problematica
podria ser superada con la combinacion de la mutacion sitio dirigida y la posterior modificacion
quimica de la proteina (Bech y Breddam, 1988; Smith ef al., 1988; Gron et al., 1990; Foong et al.,
1997).

Esta combinacién de mutagénesis y modificacién quimica fue aplicada para alterar las
propiedades cataliticas de la subtilisina de Bacillus lentus. La estrategia involucrd la introduccidn de
un residuo de cisteina por mutacion sitio dirigida en una posicion clave del sitio activo, el cual fue
posteriormente tioalquilado haciendo reaccionar la enzima con metanotiosulfonato para finalmente
dar lugar a una mutante de subtilisina quimicamente modificada. El metanotiosulfonato reacciona
exclusivamente con los sulfidrilos, resultando esto en un producto homogéneo para ¢l caso de esta
subtilisina que no posee cisteinas de manera natural. La eficiencia catalitica se incrementd hasta tres
veces cuando el alquilo introducido fue el CH,-c-C,H,,, el cual induyjo un incremento en la
hidrofobicidad en el ambiente del sitio activo y una disminucion del pK, de la histidina catalitica,
que llevd a una mejor funcionalidad de la enzima (De Santis y Jones, {998).

En resumen, podemos concluir que la modificacién quimica de proteinas es una técnica
rapida y de bajo costo para estabilizar enzimas por diferentes metodologias. La principal desventaja
es la falta de control con respecto a la extension y especificidad de la modificacion. Por otro lado,
la combinacidon de la mutacién sitio dinigida y la modificactéon quimica, ha surgido como una

estrategia rapida, controlada y versatil para producir productos homogéneos.
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1.7 Hipoétesis de trabajo.

La modificacién enzimatica de los hidrocarburos poliaromaticos requiere de la presencia de
un solvente organico que permita su disolucién. Sin embargo, en presencia del solvente orgénico la
particion del sustrato hacia el sitio estd desfavorecida. Por lo anterior, nos hemos propuesto
mejorar la particién del sustrato aromatico hacia el sitio activo de dos hemoproteinas, la
cloroperoxidasa del hongo C. fumago y la hemoglobina humana, incrementando la hidrofobicidad
del sitio activo por medio de la modificacién quimica del grupo hemo. Con estas modificaciones se
pretende incrementar la afinidad de la proteina por los sustratos hidrofobicos, aun en presencia de

solventes orgénicos.




Figura 9.. La cloroperoxidasa de C. fumago
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Figura 10.- La hemoglobina humana




2 Objetivos
General.
Estudiar el efecto de la modificacion quimica del grupo hemo sobre el comportamiento catalitico de

la cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago y de la hemoglobina humana.

Particulares
1. Optimizar las condiciones de extraccidn y reincorporacion del hemo de ambas hemoproteinas
2. Modificar quimicamente al hemo y reincorporarlo en las apoproteinas
3. Modificar guimicamente el hemo de la hemoglobina in situ
4. Caracterizar cinéticamente las proteinas modificadas y compararlas con la nativa
5. Determinar las constantes de disociacion de todas las modificaciones realizadas para sustratos

de diferentes hidrofobicidades.
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3 Materiales y métodos

3.1 Reactivos y solventes

La hemoglobina humana, la catalasa y la peroxidasa de rabano blanco fueron
compradas a Sigma. La cloroperoxidasa del hongo C. fumago fue obsequiada por el Dr.
Michael Pickard de la Universidad de Alberta, Canada. Los solventes utilizados todos
grado HPLC, dimetilformamida, acetonitrilo, metil-etil-cetona, acetona, cloroformo y
tetrahidrofurano fueron adquiridas de Merck. Los compuestos poliaromaticos tiantreno,
fenantreno, fluoranteno, acenafteno, benzo(a)pireno, fluoreno, azuleno, antraceno, pireno,
dibenzotiofeno, criseno, dibenzofurano, y bifenilo fueron comprados a Aldrich. Los
reactivos siguientes fueron obtenidos de Sigma: 4cido oxalico, alcohol nitrofenilo,
alcohol aminofenilo, catecol, fenol, glicerol, hemina hidrocloruro,
metoxipolietilenglicol activado con cloruro cianurico, y metoxipolictilenglicol de
diferentes tamafios moleculares, Tween 80, pirogalol, resorcinol, etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida, glutation oxidado, o-metoxifenoi, urea, y ditiotritol.
Las sales para los amortiguadores, el peréxido de hidrégeno, el cloruro de calcio, la
sacarosa y el sulfato de sodio fueron compradas a Baker. El reactivo de Bradford, las

resinas de intercambio cationico y la de permeacion en gel fueron adquiridas de Bio-Rad.

3.2 Cinética de desdoblamiento de la CPO en urea

Se incubaron 3.8 pmoles de CPO a diferentes concentraciones de urea (1 a 6
molar) a pH 5 a 27 °C. Se monitored la absorbancia de la banda Soret a 400 nm hasta
alcanzar el equilibrio (sin cambio en la absorbancia). La constante de desdoblamiento de

la CPO por 1a urea se determiné del ajuste de los datos a un modelo de primer orden:




AA = EXP (-kt)
donde k, es la constante de desdoblamiento, t el tiempo de incubacién y la AA es el
cambio de absorbancia a 400 nm determinado por  AA = (A, — A )/(Ay— A,) (Schmid er
al., 1992), donde A, es la absorbancia al tiempo t, A, s la absorbancia al equilibrio y Ay
es la absorbancia de la CPO al tiempo cero.

Al final de la incubacidn se obtuvo el espectro de emision de 310 a 400 nm de las
muestras excitando a 293 nm, con un slit de emision y excitacién de 2.5. También se
determind la actividad residual contra o-metoxifenol y H,0, a pH 6.1.

Se determind el efecto de diferentes aditivos sobre la velocidad de desdoblamiento
de la cloroperoxidasa: 100 mM de CaCl,, 100 mM de sacarosa, 100 mM de glicerol y

tmM de glutation oxidado, 100 mM de DTT, 0.1% de Tween 80.

3.3 Cinética de replegamiento de la CPO

Fueron incubados 3.8 pmoles de CPO para su depliegue en 6 M de urea hasta
alcanzar el equilibrio, momento en el cual se diluy6 la urea con ameortiguador de fosfatos
con el aditivo disuelto en el mismo amortiguador. Se adiciond hemina en exceso disuelta

en dimetilformamida (5%) y se monitoreo el cambio de absorbancia a 400 nm.

3.4 Métodos de extracciéon del hemo

Método de la butanona acida.- El experimento se realizé como sigue: la CPO o
hemoglobina fueron incubadas a diferentes pH's a 4°C durante un minuto. Al término de
la incubacidn se adiciond 2-3-metil-etil-cetona (butanona) en una relacion 2/3

(agua/butanona) y se agitd vigorosamente para extraer el grupo hemo. Se permitio la
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separacion de las fases v se levo a 400 nm la concentracion de hemo en la tase organica.
La fase acuosa se dializd exhaustivamente a diferentes pH's, se centrifugd v se separ6 el
material desnaturalizado.

Método de la acetona dcida.- La hemoglobina se adiciond lentamente por goteo a
la acetona dcida (500 ml de acetona + 1.25 mi de HC| 2M) previamente enfriada a -20°C.
Se permitid disociar hemo-proteina por aproximadamente | minuto despues de la gota
final vy posteriormente se centrifugd a 6000 rpm durante 15 min. Et hemo permanecio
disuelto en la acetona acida, mientras que el pellet (apohemoglobina) se redisolvid en
agua a -4°C. Se dializd varias veces contra una solucion al 0.1% de bicarbonato de sodio y

mas adelante con amortiguador de fosfatos 10 mM pH 6.1.

Extraccion_del hemo de 1a CPO con urea.- Se incubaron 9.8 nmoles de CPO en
diferentes concentraciones de urea {(de | a 6 M) en soluciones de amortiguador en el
rango de pH de 3 a 5. Pasado | minuto de incubacion se extrajo el grupo hemo con
butanona, centrifugando a 1000 rpm o filtrando a través de un filtro de 0.2 um. Se
separaron las fases y a la fase acuosa se le cuantificd el hemo remanente leyendo la

absorbancia a 400 nm.

Reconstitucidn de la CPO.- Los ensayos de reconstitucién de la apoCPQO, obtenida
por las diferentes metodologias mencionadas, invelucraron la combinacion de diferentes
variables, en resumen, se incubd a la CPO en presencia del hemo a diferentes
condiciones como: temperatura, tiempo de incubacién, presencia de aditivos y/o

solventes, inmovilizacion de la CPO o dei hemo, presencia de detergente, etc.
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3.5 Modificaciénes quimicas de la protoporfirina IX.

Modificacién con polietilenglicol (hemo-PEG).- se mezclaron 4 mg de hemina
hidrocloruro, disuelta en dimetilformamida. en 10 veces en exceso molar de etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida y 10 veces en exceso molar de polietilenglicol de 350 o
750 Da. La reaccion se llevo a cabo durante 24 hrs a temperatura ambiente bajo agitacion
constante. La mezcla resultante se lavo con 10 volumenes de cloroformo, se filtré para
remover la hemina no modificada y finalmente se evapord el solvente para redisolver el

hemo modificado en agua (Takahashi er af., 1986).

Esterificacidon de los carboxilos de la hemina clorada (Hemo-Met).- la hemina

clorada se incubd en trifluoruro de boro en metanol durante 10 minutos a 60 °C, como ha
sido reportado para la esterificacion de grupos carboxilos; después se extrajo la hemina
metilada lavando con cloroformo tres veces. El solvente se evapord bajo flujo de
nitrégeno y se redisolvid a la hemina modificada en dimetilfformamida. Se ensayo la
reconstitucion con la apohemoglobina y apoCPO como se describid anteriormente.
Obtencién de la porfirina sulfonada (hemo-sulfonado).- 4 mg de
tetrafenilferroporfirina se mezclaron con 10 mi de H.SO, concentrado. La mezcla de
reaccion se incubd por 7 hrs a 165 °C y se dejo enfriar por [2 hrs {este proceso provoco la
salida del fierro de la porfirina). La solucion se diluy6é 10 veces con agua a 4 °C
adicionada por goteo y se filtré. Posteriormente se adiciono una solucién de bicarbonato
de sodio saturada hasta alcanzar un pH aproximadamente de 8. Esto dltimo provocd que
la mezcla se haya tornado altamente viscosa dificultando la agitacion. Se decantd el
sobrenadante (que contiene la porfirina modificada) v el precipitado se lavo vanas veces

con etanol para extraer la porfirina modificada (Dolphin et al. 1990). Al sobrenadante se
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le adicioné etanol en vanias ocasiones para precipitar la sal aun presente. El sobrenadante
$¢ pasd por una columna cromatografica de intercambio hidrofobico (fenil-sefarosa), la
cual se equilibré previamente con NaCl 1 M. La separacion se logr6 eluyendo con agua
destilada. Se colectan las fracciones y se lee el espectro de absorcion. Se colectan las
muestras que presentan {0s picos caracteristicos de las porfirinas sustituidas.

Reincorporacion del fierro en la porfirina sulfonada.- Cloruro férrico hexa

hidratado se disolvié en dimetilformamida y se mezcld con la porfirina suifonada a
reflujo durante varias horas hasta ver un cambio de color y precipitacion, lo cual indico la
insercion del fierro en la porfirina. Se aere¢ durante todo la noche para oxidar al fierro.
Se filtré la mezcla y al filtrado se le adiciond una solucidn diluida de HCI para precipitar
a le porfirina de la solucién. El precipitado se lavo con agua y se seco al vacio. El sélido
se redisolvid en diclorometano y se aplicé a una columna cromatografica de gel de
silice. Se eluyo la porfirina sin fierro con diclorometano y en una relacidn de porcentaje
5:95 de una mezcla metanoi:diclorometano para la porfirina que si contiene el fierro

insertado.

Finalmente, el solvente se evaporé y se redisolvié en diclorometano puro. Se
extrajo con HCL concentrado una vez para regenerar ¢f enlace fierro-cloro. La fase
organica se lava con agua hasta alcanzar un pH neutro del agua. Se seco sobre Na,SO, y
se extrajo con cloroformo (Dolphin et al, 1990).

Preparacion del 8-hidroximetil hemo.- se mezclaron 168 mg de peroxidasa de
rabano blanco (HRP) en 140 ml de amortiguador de fosfatos pH 7 con 15 mg de azida
de sodio o fenil hidrazina. Después de 10 minutos, se adiciond peroxide de hidrogeno a

una concentracion final de ImM. Quince minutos mas tarde se agregaron 20 nL de una
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solucién 10 mg/ml de catalasa, para eliminar el exceso de H,0,. Se acidifico con &cido
acetico y se extrajeron los hemos con eter etilico y finalmente se evapord el éter con
nitrogeno.

La separacion del 8-hidroximetil hemo se realizé con una cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) utilizando una columna de fase reversa C-18. La fase de elucidn
fue de 65% metanol, 35% de solucion acida (agua con 10% de 4cido acético). Los picos
de elucidon se monitorearon a 400 nm colectando fracciones cada minuto (Ator et al,

1987).

3.6 Modificacion quimica in situ de 1a hemoglobina

La hemogiobina fue quimicamente modificada en sus aminos y carboxilos libres de la

siguiente manera. Primero, a 0.12 gr de hemoglobina disuelta en amortiguador de
boratos pH 10 se le adiciond 5 veces en exceso de polietilenglicol {peso molecular de
5000} activado con cloruro cianurico, en base a sus aminos libres. La mezcla se dejo
reaccionar por dos horas a temperatura ambiente. Después, se dializé en numerosas
ocasiones con amortiguador de fosfatos pH 6 y se concentrd por ultrafiltracion con una
membrana de 10 000 Da. y finalmente se dializ6. Con este procedimiento se produjo la
hemoglobina-PEG. La segunda modificacion se realizd sobre la hemoglobina-PEG como
sigue: la proteina liofilizada fue disuelta en 2 ml de trifluoruro de boro-metanol y se
permitid que reaccionaran los carboxilos libres (incluidos los del hemo, que estan
expuestos al solvente) durante 1 hr a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de

reaccidn se dializ¢é exhaustivamente contra amortiguador de fosfatos pH 6. Con esta




doble modificacion obtenemos la hemoglobina-PEG-Met (Tinoco y Vazquez-Duhalt,
1998).

Determinacion de fierro en hemo_de la hemoglobina modificada .- El método se
basa en la conversion del hemo a su derivado porfirina fluorescente con la incubacion en
dcido oxalico. La curva estandar se construyé como a continuacion se describe: 4 ml de
una solucion de acido oxalico saturada (12.6 % en peso) se mezclaron con 100 uL de la
solucion de hemoglobina conteniendo de 0.1-0.5 nmoles de proteina (0.4 a 2 nmoles de
fierro) y se incubaron durante dos horas a {10 °C. La mezcla se dejo enfriar lentamente y
una vez atemperada se leyo el espectro de emision de la mezcla excitando a 410 nm. La
lectura se realizé en el maximo de emision (603 nm) del hemo derivatizado (Rice-Evans

etal., 1991).

3.7 Determinacion de las actividades cataliticas

Actividad especifica.- La actividad especifica de la hemoglobina contra diferentes

sustratos aromaticos se determind en un sistema de reaccidon con 15% de acetonitrilo y 10
mM de H,O, en amortiguader de fosfatos pH 6.1. Después de 10 minutos de reaccion se
analizé la disminucidn de la concentracion del sustrato por HPLC a 225 o0 250 nm. La
elucion se realizd con una fase 70% de acetonitrilo 30% agua.
La actividad especifica contra los sustratos fenélicos (fenol y o-metoxifenol)
| fueron determinadas espectrofotométricamente siguiendo ¢l incremento de absorbancia a
398 nm para el fenol (coeficiente de extincidn molar igual a 36 000) y 420 nm para el o-
metoxifenol (coeficiente de extincion molar de 26 600). La actividad catalitica contra

resorcinol no fue determinada.




Constantes cinéticas.- La determinacidon de las constantes cinéticas se realizo con

tiantreno como sustrato en el mismo Sistema de reaccion descrito anteriormente para las
actividades especificas. La velocidad de reaccion se determino espectrofotométricamente
midiendo la disminucion de la absorbancia a 254 nm. El calculo de la actividad especifica
se determind con el coeficiente de extincion para el tiantreno de 35 000 M'cm™. El
calculo de las constantes cinéticas se realizo utilizando el modelo de Michaelis Menten
linearizando segun Lineweaver-Burk.

Determinacidn de la estabilidad ante peréxido de hidrogeno.- La hemoproteina, no

modificada y modificada, se incubo en presencia de perdxido de hidrégeno 10 mM
durante diferentes tiempos de incubacion, en amortiguador de fosfatos 60 mM pH 6.1. A
cada tiempo se did inicio a la reaccion con la adicion de pireno 20 M. La actividad se
midio espectrofotométricamente monitoreando disminucion de la concentracion del
sustrato a 335 nm. El calculo de la constante de inactivacién se determiné ajustando los
datos a una ecuacion de primer orden:
A = A EXP (-k;t)

Donde A y Ao son las actividades especificas al tiempo t de incubacidn en perdxido v al
tiempo cero, respectivamente y k;, es la constante de inactivacidn por perdxido de
hidrogeno.

Constantes de disogciacion.- A la hemoglobina se le adicionaron diferentes
concentraciones de sustratos (pirogalol, catecol, resorcinol, fenol) y se detectaron los
cambios en el banda Soret (404 nm) debidos al acomplejamiento proteina-sustrato. El

cambio de absorbancia se determind con la diferencia de 1a absorbancia en ausencia de
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sustrato menos la absorbancia a una concentracién de sustrato conocida. El modelo de
ajuste para el calculo de la constante de disociacion es el siguiente:
l [ Kd } l ].
— _..._..+..__._
Ad LAAs ]S Ads
donde K, es la constante de disociacidon, AA es el cambio de absorbancia a una

concentracidn de sustrato dada y AA, es el cambio de absorbancia a {a concentracion de

saturacion de sustrato (Casella et af., 1992),

Determinacién de proteina.- La concentracion de proteina fue determinada por

el método de Bio-Rad utilizando una curva estandar de hemoglobina previamente
cuantificada espectrototométricamente con el coeficiente de extincion 7.12 mM'em™ a

323 nm (Snell y Marini, 1988).

3.8 Minimizacion energética de las reconstituciones hemo-PEG de la

hemoglobina,

L. A partir del archivo.pdb de la hemoglobina humana se extrajeron los grupos hemo y se
guardan en un nuevo archivo2.pdb

2. Utilizando el programa Insight II se crearon los hemos modificados con PEG de 350 y
750 Da.

4. Con los archivos en formato pdb de los grupos hemos modificados se generaron los
archivos cie topologia y parametros (necesarios para la minimizacion energética con CNS

en http://alpha2 bmc.uu.se/hicup/)

5. En CNS se integraron los archivos de proteina, hemos modificados y moléculas de

agua con la subrutina GENERATE.
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6. Con los archivos pdb y diccionarios integrados se minimizaron las coordenadas con ta
subrutina model-minimize (900 pasos).

7. Finalmente las figuras de las reconstituciones se generaron con el programa GRASP.
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4 Resultados v discusion

4.1 La cloroperoxidasa del C. fumago

La CPO del hongo C. fumago fue incubada a diferentes concentraciones de urea
para estudiar el proceso de desplegamiento y replegamiento en presencia de diferentés
aditivos con el propdsito de utilizar esta estrategia como una metodologia para extraer al
grupo hemo, en el proceso de desplegamiento, y sustituirlo con otro quimicamente
modificado, en el proceso de repiegamiento . En la figura 11 se muestra la cinética de
desdoblamiento de la CPO en urea, 1a cinética de desdoblamiento es similar al seguido
por la peroxidasa de rabano blanco (Tams y Welinder, 1998) y por la peroxidasa de
Coprinus cinereus (Tams y Welinder, 1996). La cinética fue monitoreada a 400 nm, la

cual es el maximo de absorcion del hemo en la cloroperoxidasa
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Figura 11. Cinética de desplegamiento de la CPO en urea




En la tabla XII se muestran los valores de las constantes de velocidad de la CPO
para el proceso de desplegamiento en urea en ausencia y presencia de ciertos aditivos.
Como se muestra, la presencia de_aditivos como la sacarosa, el cloruro de calcio, el
glutation oxidado y el glicerol no tienen un efecto claro sobre la cinética de
desdoblamiento de la CPQO en urea. Un comportamiento similar fue reportado por Tams
et al (1996) para la peroxidasa de C. cinereus contra la desnaturalizacion por urea, pH y

temperatura.

Tabla XI11. Constantes de desdoblamiento (dias) de la CPO en ureaa pH 3
Urea (M) | Sin aditivo | glicerol glutation CaCl, sacarosa
1 0.010 0.002 0.002 0.002 0.010
2 0.010 0.0001 0.005 0.007 0.010
3 0.023 0.012 0.012 0.057 0.012
4 0.072 0.086 0.079 0.161 0.043
5 0.168 0.252 0.151 0.269 0.168
6 0.168 0.385 0.291 0.497 0.168

El espectro de absorcidn de la CPO en la banda Soret a concentraciones de 4 M de
urea o mayores, muestra una banda similar al hemo libre en solucion, esto podria indicar
que el hemo esta fuera de la proteina, por 1o que el ambiente alrededor del hemo podria
estar muy desestructurado. Para corroborar lo anterior se obtuvo el espectro de emision
de la CPO a diferentes concentraciones de urea en el equilibrio (sin cambio en la
absorbancia) (figura 12). Es sabido que e grupo hemo atenua la intensidad de la emisidn
de los grupos tnptéfanos en las hemoproteinas. Al incubar a la enzima en urea, la
intensidad de la emision se incrementa al incrementarse la concentracion del
desnaturalizante. Esto nuevamente sugiere que el hemo esta saliendo de la proteina y el

hecho de que el maximo de emisidon se mueva desplaze a la derecha, que los triptdfanos
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estan mas expuestos al solvente. Es decir, la incubacion con urea expulsa al hemo de la
proteina dessestructurando a esta ultima. Los patrones de emisién en presencia v ausencia
de aditivos son similares. Es decir, los aditivos no tienen un efecto  sobre el

mantemimiento de la estructura terciaria de la CPO.

140 I
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3 Urea 4M
:g 80 3 4 Urea 5SM
a 5 Urea 6M
N 60
40
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Figura 12.- Espectro de emision en el equilibrio de la CPO a diferentes
concentraciones de urea
El siguiente paso fue ensayar el replegamiento de la CPO desnaturalizada
previamente en urea (hasta el equilibrio, aprox. 7 dias). La urea fue removida lentamente
por didlisis en presencia y ausencia de aditivo. En todos los casos el resultado fue
negativo para el replegamiento de la proteina. Por otro lado, si la CPO se incuba en urea

(en concentraciones entre 4 v 6 M) a los 10 minutos pierde el 80% de su actividad
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catalitica. Si en ese momento se diluye rapidamente la urea con amortiguador se
recupera del 90-100% de la actividad.

Con este procedimiento con et que se logra dla recuperacion de actividad, se llevd
a cabo la remocion del hemo del medio desnaturalizante por filtracidn, centrifugacién y
con meti-etii-cetona para darle tratamiento a la apoproteina en un medio con diferentes
aditivos con el propdsito de favorecer el replegamiento.

La incubacion de la apoCPO con hemina en exceso utilizando esta metodologia
no llevd a la reconstitucidn de la CPO. Los aditivos conocidos como mejoradores del
replegamiento de peroxidasas como el CaCl,, el glutation oxidado, la sacarosa, etc. no
favorecieron la recuperacion de actividad al incubar la apoCPO con hemina en exceso.
En el replegado de una proteina desnaturalizada intervienen muchos factores y no
siempre es posible recuperar una proteina plegada en la forma correcta. La complejidad
del problema y los resultados obtenidos nos ilevaron a ensayar una metodologia diferente
de extraccion del hemo, en donde el desplegamiento de la proteina no fuese necesario.
Asi, la extraccion del hemo en solventes organicos se presentd como una alternativa
viable.

Ha sido reportado que la estructura de muchas proteinas permanece inalterable en
sistemas con altas concentraciones de solvente organico (Schmitke et al. 1997). De
hecho, se sabe que la disminucion de la constante dieléctrica, causada por la presencia de
solvente, incrementa la fuerza de las interacciones de la proteina. Este incremento

rigidiza a la molécula haciéndola mas estable estructuralmente.

Para la extraccidn del hemo de la CPQ se utilizaron tres sistemas de solventes

organicos en condiciones acidas: acetona, butanona y etanol. Las condiciones acidas
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promueven la protonacion del ambiente proteico alrededor del hemo y faciliran su
expulsion. La extraccion del hemo con acetona dcida (aprox. pH 1) fue exitosa con una
remocién del 100%. Este método ha sido usado con é€xito para otras hemoproteinas como
la hemoglobina, la mioglobina, la peroxidasa de rabano blanco, etc (Ascoli et al., 1981;
Dinello v Dolphin, 1981; Boffi er al., 1997). Sin embargo, en nuestro caso la apoproteina
precipitada resulto ser insoluble en el amortiguador de reconstitucion.

La extraccién con etanol acido fue muy ineficiente, con un maximo de remocion
del 50%. La imposibilidad de separar la apoenzima de la mezcla, impide el uso de este
metodo. No es posible realizar la estimacion de la modificacion del hemo cuando se tiene

en la preparacion altas proporciones de enzima nativa.

Con el método de la butanona acida es posible extraer el 100% de hemo sin
insolubilizar a la proteina. La desnaturalizacidn por pH resultd también ser irreversible,
ya que el simple cambio de pH hacia condiciones de estabilidad de ta CPO nativa no
lleva al replegamiento de la apoCPO. Si bien la apoproteina obtenida era soluble en el
amortiguador de reconstitucion no fue posible recuperar la actividad catalitica. Lo
anterior puede tener dos causas principales; por un lado, que la proteina esté mal
estructurada y, por otro, que existan limitaciones en la transferencia de masa en la
incorporaciéon del hemo (hidrofobico) hacia el sitio activo de la apoCPO. Los

experimentos siguientes tuvieron el proposito de resolver estos posibles problemas.

Para favorecer el replegamiento de la apoCPO (obtenida con el método de
butanona acida) se incubd a la proteina en diferentes aditivos bajo variadas condiciones
de tiempo, temperatura y pH. Ademas, para evitar la agregacién de la enzima

desnaturalizada se inmobilizo a la CPO en Nylon y se ensay6 tanto la remocidn del hemo
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como la reconstitucidn de la apoCPO en estado inmovilizado. Por otro lado. para
disminuir los problemas de transferencia de masa se adictonaron solventes como
dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF), butanona, 0 un detergente como el
Tween 80. Ademas, se utilizaron modificaciones quimicas del hemo para hacerlo soluble
en agua. Finalmente, para evitar la dimerizacion de la hemina y favorecer la transferencia
de masa se inmovilizé el hemo en amberlita. La combinacién de las variables
mencionadas se muestra en la tabla XIIL

Aungue el resultado de esta larga serie de experimentos fue negativo en todos los
casos, los experimentos realizados para disminuir los problemas de transferencia de masa
fueron realmente efectivos. La ferroporfirina se disolvo perfectamente en el medio de
reaccion conteniendo 5% de DMF, THF o 20% de butanona. ast como en un medio con
0.1% de Tween 80. Lo anterior sugiere que la razén principal por la que la apcCPO no se
reconstituye no es por problemas en el acceso al hemo, sino por algun cambio irreversibie
en la estructura.

Existen tres vias para el plegamiento de las hemoproteinas /n vivo. En una de
ellas, la incorporacion del hemo se realiza en una proteina previamente plegadﬁ ¥ por
medio de una enzima, este es el caso del citocromo ¢, en donde el hemo es incorporado a
la apoproteina en una reaccion catalizada por la hemoliasa (Nall, 1996). En un segundo
proceso el plegamiento de la proteina se realiza en presencia del hemo y este sirve de
templado para el plegamiento correcto; este es el caso de la citoctomo ¢ peroxidasa

(Tsaprailis et al., 1998).
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Tabla XITL- Combinacion de variables y condiciones de operacién para la reconstitucion de la apoCPO

CaCl,

Experimento Glut. Oxid. | Sacarosa | Tw 80 | Glicerol | Temperatura | Tiempo Solvente Inmovilizacidn Hemo
L 4 1 Dimelilormamida Protoportirina 1X
2 4 i Tetrahidrofiurano Protoporfirina 1X
3 25 1 Dimetillormamida Protoporfirina 1X
4 25 1 Dimetilformamida Protoporlitina 1X
> X 25 1 Dimelillormamida Protopoifirina 1X
6 25 1 Dimetiormamida Protoporfirina 1X
7 X 25 1 Dimelillormamida Protoporfirina X
8 X 25 1 Dimetillormamida Protoporlirina I1X
9 X 25 1 Protoporfirina 1X
10 X 25 1 Dimetillormamida Protoporfirina 1X
11 25 1 Dimetillormamida Protoporfirina 1X
12 X X X X X 25 1 Proloporfirina IX
L 13 X 25 7 Dimetillormamida Protoporfirina 1X
| 14 25 7 Dimetilformamida Protoporfirina 1X
15 X 25 7 Dimelillormamida Protoporfirina 1X
16 X 25 7 Dimetilformamida Protoporfirina IX
17 X 25 7 Protoporfirina 1X
18 X 25 7 Dimeliiformamida Protoporlirina 1X
19 25 7 Dimelilforimamida Protoporfirina IX
20 X X X X X 25 7 Protoporfirina 1X
21 25 7 Dimelilformamida Nylon Protoportfirina 1X
22 25 7 Dimetilformamida Nylon Protoporfirina 1X
23 25 7 Dimelilformamida Nylon Protopoifirina 1X
24 25 7 Dimelillormamida Nylon Protoporirina 1X
25 X 25 7 Dimetillormamida Nylon Protoporfirina 1X
26 25 7 Dimetillormamida Nylon Protoporfirina 1X
27 X 25 7 Dimetilformamida Nylon Proloporfirina I1X
28 X 25 7 Dimetilformamida Nylon Protoporfirina 1X
29 X 25 7 Dimetillormamida Nylon Protopordirina 1X
30 X 25 7 Dimelilformamida Nylon Protoporiirina 1X
31 25 7 Dimetiliormarnida Nylon Protopodirina i1X




32 X X X X X 25 7 Dimeltillormamida Nylon Protoporfirina IX
33 25 1 Amberlila Proloporfirina 1X
34 25 1 Amberlita_| Protoporfirina 1X
35 X 25 1 Amberlila Protoporfirina 1X
36 25 1 Amberlita_| Protoporfirina 1X
37 X 25 i Amberlita Protoporlirina 1X
38 X 25 1 Amberlita Protoporfirina 1X
39 X 25 1 Amberlita | Protoporirina IX
40 X 25 1 Amberlita Protoporfirina 1X
41 25 1 Amberlita | Protoporfirina 1X
42 X X X X X 25 1 Amberlila Protoportirina 1X
43 25 1 Amortiguador Hemo soluble
44 25 1 Amortiguador Hemo soluble
45 X 25 1 Amorliguador Hemo soluble
46 25 1 Amortiguador Hemo soluble
47 X 25 1 Amorliguador Hemo soluble
48 X 25 1 Amortiguador Hemo soluble
49 X 25 1 Amortiguador Hemo soluble
50 X 25 1 Amortiguador Hemo soluble
51 25 1 Amortiguador Hemo soluble
52 X X X X X 25 1 Amortiguador Hemo soluble
53 X a7 0.1 Proloporirina X
54 X 37 0.1 Protoporfirina 1X
55 X X 37 0.1 Protoporlirina IX
56 X a7 0.1 Protoporfirina IX
57 X X 37 0.1 Protoporfirina 1X
58 X X a7 0.1 Protoporfirina 1X
59 X X 37 0.1 Protoporfirina 1X
60 X 37 0.1 Protoporfirina IX
61 X 37 0.1 Protoporfirina 1X
62 X X X X X 37 0.1 Protoparirina 1X

La concentracion de los aditivos fue 100 mM, Ta del Tw 80 fue 0.1% y los solventes al 5% v/v. Ei Tiempo esta dado en dias y 1a
Temperatura en °C




El tercer proceso de plegamiento de las hemoproteinas se lleva a cabo en enzimas
como la péroxidasa de rabano blanco, donde el plegamiento se realiza en ausencia del
grupo prostético, para posteriormente producir la holoproteina con la insercion del hemo
(Pappa y Cass, 1993). En el caso de la cloroperoxidasa de C. fumago, la proteina sufre un
procesamiento postraduccional. Como producto de las investigaciones de nuestro
laboratorio, se sabe que la proteina plegada sufre dos cortes proteoliticos en sus extremos
amino y carboxilo previos a su excrecion de la célula. Este razonamiento indica que al
carecer de dos porciones significativas de la proteina, el camino que toma la apoCPO
desnaturalizada para replegarse pudiera dar una estructura diferente a la de la proteina sin
procesar, aun cuando coordinara correctamente el grupo hemo (Valderrama et af., trabajo
en progreso). La otra razon tiene que ver con la glicosilacion de la CPO, la cual contiene
cerca de 27 residuos de azucares unidos covalentemente {Sundaramoorthy et al., 1995).
La rnigidez impuesta por estos grupos sobre la cadena polipeptidica podria también influir
sobre la cinética de desplegamiento-replegamiento dirigiendo la estructura a una
configuracion inactiva. Por supuesto que podria darse una combinacion de ambos
fenémenos.

La expresidn heteréloga de la apoCPO ha sido obtenida en £ coli (Zong et al.,
1995} . En este caso la reincorporacidn del hemo se realizé a altas presiones obteniéndose
muy bajas eficiencias de reincorporacion. Este método no ha sido reportado
posteriormente, lo cual es extrafio ya que son muchos los grupos en el mundo trabajando
con la CPO. Después de los resultados obtenidos en esta tesis, en el laboratorio se esta

trabajando en la expresion heteréloga y reconstitucion de la CPO.
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4.2 La hemoglobina humana
La hemoglobina es la hemoproteina transportadora de oxigeno en la sangre. Esta
proteina es capaz de catalizar la oxidacién de sustratos de interés en presencia de
peréxido de hidrégeno (Catalfiano y Ortiz de montellano, 1987; Klyachko y Klibanov,
1992, Ortiz-Leon et al., 1995). El grupo hemo de la hemoglobina fue extraido,
modificado y reinsertado exitosamente en la apohemoglobina. La reconstitucién con el
hemo sin modificar presenta caracteristicas espectroscopicas iguales a la de la
hemoglobina control (figura 13). La reconstitucién con hemo-PEG de 350 Da no afecta
las propiedades electrénicas del hemo lo suficiente como para alterar la posicion de la
banda Soret; sin embargo, la modificacién de los propionatos del hemo con PEG de 750
Da desplaza el maximo de absorcién de la banda Soret aproximadamente 6 nm a la

derecha, situando su maximo en 410 nm.
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Figura 13. Espectros de absorcion de la hemoglobina no modificada y sus
reconstituciones con diferentes hemos.




Las constantes cinéticas contra tiantreno en un sistema que contenia 15% de
acetonitrilo se muestran en la tabla XIV. La reconstitucion con el hemo no modificado
(hemo exdgeno) mantiene las caracteristicas cinéticas de la hemoglobina no modificada.
La sustitucion del hemo con hemo-PEG 350 aumenta ligeramente la k,,,, mientras que la
sustitucion con hemo-PEG 750 la disminuye ligeramente. Para ambas reconstituciones la
afinidad por los sustratos, medida por la K, disminuye ligeramente. El efecto global
esta indicado por el cociente k,/K,,, la eficiencia catalitica, la cual muestra que la
modificacidon con PEG 350 no altera significativamente las caracteristicas cinéticas de la
hemoglobina; sin embargo, la modificacidén con PEG 750 disminuye aproximadamente a

menos del 50% la eficiencia de la hemoglobina como biocatalizador.

Tabla XIV.- Coastantes cinéticas de la hemoglobina modificada y no modificada
contra tiantreno en 15 % de acetonitrilo®.

Reconstitucién K Kutsanrer UMD Kead Kot gtanteno
(min ") (min'mM™")
Nativa 12.5+12 14.6 856
Hemo exdgeno 12.7148 15.3 830
Hemo-PEG350 16.5166 234 705
Hemo-PEG750 9.2+54 23.2 396

“La determinacién de las constantes se realizo a concentraciones de saturacion de H,0,

Nuestro interés estuvo centrado sobre el efecto de las modificaciones en la
particién del sustrato entre el sitio activo y el solvente. Esta particion puede estar
reflejada por la constante de Michaelis-Menten; sin embargo, siendo la diferencia tan
pequefia se prosiguid con el calculo de la Cy, (concentracion de solvente a la cual la
actividad especifica maxima disminuye a la mitad), como una manera de determinar

como se particiona el sustrato con las reconstituciones. En la figura 14 se muestra el
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efecto del aumnento en la concentracion de acetonitrilo sobre la actividad especifica de la

hemoglobina y sus diferentes reconstituciones.
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—k— Hemo-PEG 350
g 60 —&—Hemo-PEG 750
g 40
20
0
0 20 40 60

Acetonitrilo (%)

Figura 14.- Efecto de la concentracion de solvente sobre la actividad
catalitica de la hemoglobina reconstituida y no modificada.

La figura |4 muestra, por un lado, que la extraccion y reincorporacion del hemo
no modificado (hemo exdgeno) no altera el comportamiento catalitico de la hemoglobina
a diferentes concentraciones de solvente. Por otro lado, los valores de la Ci,
(concentracion de solvente a la que la velocidad maxima disminuye a la mitad) indican
que las recounstituciones de la apohemoglobina con hemos modificados con
polietilenglico! tienen menor capacidad para competir por el sustrato que la hemoglobina
no modificada (Cs, igual a 32, 22 y 24% para la hemoglobina nativa, hemo-PEG 350 y
hemo-PEG 750 respectivamente, figura 14).

La disminucio’n de actividad catalitica al aumentar la concentracidon de sotvente
puede reflejar no sélo la particion desfavorable del sustrato hacia el sitio activo, sino

también la sensibilidad del biocatalizador al solvente. Como ha sido reportado, la




hemoglobina se ve seriamente dafiada al incubarla en solventes como el dimetilsulfoxido
a concentraciones tan bajas como el 20% (Liu et al., 1998). Las principales razones de la
desnaturalizacidn de la hemoglobina en solventes es la pérdida del grupo hemo, debida a
la disrupcién de los puentes de hidrogeno entre los carboxilos de la porfirina y la
superficie proteica, y al desordenamiento del interior hidrofobico de la proteina.

Para determinar si realmente las reconstituciones presentaban menor afinidad por
los sustratos hidrofobicos se procedio a la determinacion de las constantes de disociacion
para las hemoglobinas con sustratos fenolicos de diferentes hidrofobicidades (fenol,
catecol, resorcinol y pirogalol, cada uno es un anillo bencénico con uno, dos, dos y tres
hidroxilbs, respectivamente).

Los sustratos seleccionados son solubles en agua para evitar el uso de solventes
organicos, y su solubilidad aumenta al incrementarse el namero de hidroxilos presentes
en la molécula. Debido a que no se llegé a la saturacion de las hemoglobinas
reconstituidas con estos sustratos, se limité el calculo a la pendiente del modelo descrito
en materiales y métodos para el calculo de la constante de disociacion. En la tabla XV se
presentan las pendientes del modelo para la hemoglobina no modificada y las

reconstituciones con hemo-PEG 350 y hemo-PEG 750.

Tabla XV.- Comparacién de las pendientes del modelo de la constante de
disociacion para la hemoglobina y sus dos reconstituciones.

Pendiente [mM]
Sustrato Nativa Hemo-Peg350 Hemo-peg750
Fenol 153 273 783
Catecol 257 320 2449
Resorcinol 358 386 2426
Pirogalol 489 465 7086




Como puede apreciarse, a medida que aumenta la hidrofobicidad del sustrato,
medida por la solubilidad en agua, la afinidad por él también se incrementa para las tres
hemoglobinas. Comparando la hemoglobina no modificada con la reconstituida con el
hemo-PEG 350 las pendientes son muy similares cuando el sustrato es hidrofilico (como
el pirogalol y resorcinol) y a medida que el sustrato es mas hidrofébico la diferencia en
afinidad, reflejada por la pendiente, se hace mas evidente, siendo menor para la
hemoglobina reconstituida. Esto sugiere que el sitio activo de la hemoglobina
reconstituida tendria menor capacidad para competir por un sustrato hidrofobico que la
hemoglobina no modificada si la colocaramos en un sistema con solventes organicos, en
donde el sustrato tiende a particionarse hacia el solvente.

Al comparar la reconstitucién con hemo-PEG 750 contra la hemoglobina nativa
se puede apreciar que la afinidad de la nativa es mayor para todos los sustratos; al
parecer, -la afinidad por los sustratos de la hemoglobina reconstituida con hemo-PEG
750 no esta en funcidén Unicamente de la hidrofobicidad del sitio activo, sino también del
efecto estérico provocado por la larga cadena de PEG unido al hemo. En la figura 15 se
muestra la molécula de la hemoglobina humana enfocada en el hemo de la cadena B, y en
la figura 16 se muestra la minimizacidn energética de la hemoglobina reconstituida con
hemo-PEG 750 en la misma zona. Como puede apreciarse, segun la minimizacion de
energia obtenida para la reconstitucién con hemo-PEG 750, la larga cadena de
polietilenglicol podria limitar la entrada de los sustratos al sitio activo formando
posiblemente multiples interacciones con la proteina y con otras moléculas de PEG de

hemos vecinos.




Figura 15.- Modelo estructural de la hemoglobina humana que muestra la posicion
y el acceso al hemo.



Figura 16.- Minimizacién energética de la hemoglobina reconstituida con hemo-
PEG 750

4.3 Modificacidn in situ de la hemoglobina

La hemoglobina fue quimicamente modificada en los grupo amino y carboxilos
libres con el propésito de incrementar su hidrofobicidad tanto superficial como la del
sitio activo. La modificacién en los grupos amino se realizé con PEG de 5000 Da. Como
ha sido reportado, la modificacién de los aminos con polietilenglicol incrementa la
hidrofobicidad superficial de algunas proteinas como la peroxidasa de rdbano blanco

{Vazquez-Duhalt et al., 1992). La metilacién de los carboxilos libres, incluidos los del




hemo, produce una protefna con un sitio activo mds hidrofébico (Modi et al., 1995). La
hemoglobina doblemente modificada muestra un espectro de absorcién en la banda Soret
diferente al de la hemoglobina no modificada (figura 17), reflejo de un cambio cn el
ambiente alrededor del sitio activo. Diferencias similares han sido reportadas para
hemoproteinas reconstituidas con hemos quimicamente modificados (Modi et al., 1995;

Di Nello et al., 1981).

1.4

1 Hemoglobina Pi(i-Met

2 Hemoglobina no modificada

Absorbaneia
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Figura 17.- Especiros de absoreidn de las hemeglobina medificada y no modificada.

Las constantes cinéticas para la hemoglobina modificada y no modificada contra
tiantreno en un sistema con 15% de acetonitrilo se presentan en la tabla XVi. La doble
modificacién de la hemoglobina incrementd 3 veces la constante catalftica, k,, ¥

disminuyé ligeramente la constante de Michaelis-Menten (1.5 veces). El efecto global de




la modificacitn esta reflejado por el incremento de 3.7 veces en la eficiencia catalitica

(tabla XVI).

Tabla XVI.- Constantes cinéticas de la hemoglobina PEG-Met v Ia hemoglobina sin
modificar contra tiantreno en 15 % de acetonitrilo.

l'(c:u K\l kw,/K“
(min™) (UM) (min"' mM™)
Hemogiobina 25 15.0 166
Hemoglobina-PEG-Met 6.7 10.8 620

Tinoco er al. (1998) reportaron que la modificacidn de los aminos libres con
PEG y la metilacion de los carboxilos libres del citocromo ¢ de corazon de cabalio
produjo un biocatalizador con mayor actividad y un rango de sustratos oxidados mas
amplio. Posteriormente, Busi er al. (2000) reportaron que este aumento en actividad fue
debido a que la doble modificacion del citocromo ¢ modifico el estado del spin del fierro
conviertiéndolo de un estado de bajo spin (hexacoordinado) a uno de alto spin
{pentacoordinado); ademas, los autores sugirieron que el aumento en el rango de sustratos
oxidados se debid a un incremento en la hidrofobicidad del sitio activo.

Con el propésito de comparar la capacidad contra hidrocarburos poliaromaticos,
se determind la actividad especifica de la hemoglobina—PEG-Met y la hemoglobina no
modificada contra 13 sustratos aromaticos en un sistema que contenia 15% de
acetonitrito. En la tabla XVII se muestran los resultados obtenidos. En un trabajo previo
realizado en nuestro laboratorio se determind la capacidad de la hemoglobina para oxidar

HPA’s en un sistema con 20% de acetonitrilo (Ortiz-Leon et al., 1995); bajo esas
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¢ondiciones la hemoglobina fue incapaz de catalizar la oxidacién de algunos sustratos
como ¢l fenantreno, acenafteno y fluoranteno. Como se muestra en la tabla XVII, en un
sistema con 15% de acetonitrilo (5% menos que el trabajo previo) la hemoglobina
catalizo la oxidacion de 10 de los 13 sustratos ensayados. Entre etlos estan incluidos el
benzo(a)pireno, azuleno, pireno, tiantreno y los compuestos no reconocidos como
sustratos anteriormente, acenafteno, fenantreno y fluoranteno. La importancia de la
concentracion del solvente en la particion del sustrato entre el soivente y el sitio activo
ha sido demostrado anteriormente para la oxidacién del pireno con el citocromo ¢ y otras
peroxidasas (Torres et al., 1998). Una disminucion del 5 % de acetonitrilo en el sistema
de reaccion decrece lo suficiente la hidrofobicidad del medio como para que la particion
del sustrato hacia el sitio activo de la hemoglobina esté favorecida sobre la particién
hacia el solvente.

Tabla XVIL- Actividad especifica (min'') de la hemoglobina no modificada y la
hemoglobina modificada quimicamente contra diferentes HPA's .

Sustrato P.L* No modificada Hemoglobina-PEG-Met
Azuleno 7.43 2.2 (£0.14) 10.8 (£ 0.74)
Dibenzotiofeno 7.4 0.7 (£ 0.02) 7.3 (0.5
Tiantreno 7.8 1.5 (£ 0.07) 6.8 (= 0.37)
Antraceno 7.5 0.4 (£ 0.02) 2.6 (£ 0.26)
Benzo(a)pireno 7.63 0.3 (£ 0.01) 2.4 (£0.08)
Pireno 7.72 0.19 (£ 0.07) 1.5 % 0.07)
Acenafteno 7.73 0.035 (£ 0.003) 0.29 (£ 0.007)
Fluoreno 7.91 0.016 (= 0.003) 0.15 (£ 0.003)
Fenantreno 8.07 0.021 (£ 0.001) 0.14 (= 0.003)
Fluoranteno 7.95 0.016 ( 0.007) 0.10 (£ 0.003)
Bifenilo 8.64 NR NR
Dibenzofurano 8.77 NR NR

Criseno 7.80 NR NR

2 potencial de jonizacion en eV (Mallard y Linstrom, 1998).
NR No se detectd reaccion
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La capacidad de la hemoglobina para catalizar la oxidacidn de sustratos
poliaromaticos esta limitada por el potencial de tonizacion del sustrato. En la tabla XVI!
se muestran los valores del potencial de ionizacidn de los sustratos utilizados. Como
puede apreciarse, hidrocarburos poliaromaticos con potencial de ionizacidn hasta de 8 eV
son susceptibles de ser modificados. La correlacién entre la actividad catalitica y el
potencial de ionizacion de los HPA's sugiere un mecanismo de oxidacidon por un electron
mediédo por radicales libres reportado para diferentes peroxidasas (figura 18)
{morehouse et al., 1989; Vazquez-Duhalt et a/., 1994). Los sustratos azutrados
ensayados, tiantreno y dibenzotiofeno, escapan a esta correlacion debido a que son
oxidados por un mecanismo diferente. Al parecer, la hemoglobina, al igual que la
cloroperoxidasa y el citocromo P-450, oxida a los compuestos azufrados transfiriendo
oxigeno directamente desde el fierro y no transfiriendo electrones desde los bordes de la
protoporfinina, como en los HPA's (Ortiz de Montellano, 1992).

La hemoglobina-PEG-Met mostrd una actividad especifica de hasta 10 veces
mayor que la hemoglobina no modificada para los diferentes HPA's ensayados.
Modificaciones similares hechas al citocromo ¢ de corazén de caballo incrementaron su
actividad especifica hasta 10 veces en la oxidacidn de sustratos poliaromaticos (Tinoco et
al., 1998). Al parecer, un aumento en la hidrofobicidad superficial y del sitio activo son
responsables principales de un incremento en la afinidad de la proteina modificada por

los sustratos hidrofobicos, y en consecuencia, del incremento en la actividad especifica.
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Figura 18.- Dependencia del potencial de ionizacién del sustrato sobre
Ia actividad especifica de la hemoglobina humana.

Para comprobar esto altimo se prosiguid a la determinacion de la afinidad a través
de las constantes de disociacién para tres sustratos fendlicos de hidrofobicidad variada.
Se utilizaron sustratos fendlicos para evitar la presencia de solventes organicos, cuyo
efecto es mas pronunciado que los cambios detectados por el acomplejamiento con el
sustrato en la banda Soret de la hemoglobina. En la tabla XVIII se muestran las
constantes de disociacion para el o-metoxifenol, fenol, y resorcinol para la hemoglobina
PEG-Met y la no modificada. Como se muestra, el aumento en la hidrofobicidad del
sustrato, o una reduccion en la solubilidad del mismo, incrementa la formacidon del
complejo sitio activo-sustrato para la hemoglobina modificada, reflejado por la
disminucion de la constante de disociacion. La doble modificacion de la hemoglobina
incrementa significativamente la afinidad por los mismos sustratos. Este incremento es

mas notorio a medida que se utilizan sustratos mas hidrofobicos.




Tabla XVHI.- Constantes de disociacién para la hemoglobina PEG-Met y para la
hemoglobina no modificada.

Kp (mM)
Solubilidad
Sustrato en agua Hemoglobina Hemoglobina- PEG-Met
Resorcinol 10.0 M 221.0 138.0
Phenol 0.7 M 29.8 13.1
Guaiacol 0.12M 45.8 3.6

El aumento en la afinidad por los sustratos hidrofébicos sugiere un incremento en
la hidrofobicidad del sitio activo de la hemoglobina modificada, lo que podrfa indicar que
el incremento de la actividad especifica de la hemoglobina modificada sobre la no
modificada se debe a la mayvor facilidad de la hemoglobina PEG-Met de formar
complejo con el sustrato. Esta conclusién estd soportada por resultados reportados en la
literatura. Por ejemplo, Wangikar et al. (1995) reportaron que la catdlisis de la subtilisina
procedia mds eficientemente con sustratos hidrofébicos en agua, debido principalmente a
dos contnibuciones energéticas: la primera, la energfa diferencial del estado. basal del
sustrato  disminuye a medida que aumenta la hidrofobicidad del sustrato; esto es, el
sustrato mientras mds hidrofdbico sea tendrd mayor tendencia a desolvatarse y de
asociarse con un medio hidrofdbico (sitio activo); y la segunda, la energia de
estabilizacion del estado de transicidn (acomplejamiento enzima-sustrato) también
disminuia a medida que el sustrato incrementa su hidrofobicidad.

Finalmente, en la figura 19 se muestra el efecto de la concentracién de acetonitrilo

sobre la biocatdlisis con las dos hemoglobinas. Como puede apreciarse, la doble




modificacién de la hemoglobina resuita en un biocatalizador que es activo a
concentraciones de solvente en la que la hemoglobina no modificada no es activa. Esto
puede significar que la hemoglobina modificada es mds resistente al solvente, por un
lado, y que tiene mayor capacidad de competir con el solvente por el sustrato, por otro

lado.
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Figura 19.- Efecto de la concentracién de solvente sobre la actividad catalitica de la
hemoglobina modificada y no modificada.

Con base en los resultados obtenidos podemos concluir que es posible modificar la
particién del sustrato hacia el sitio activo de las hemoproteinas en sistemas con solventes
orgdnicos por la modificacién quimica ex-situ e in-situ del grupo hemo.

Los resultados del efecto de la modificacién quimica in situ de la hemoglobina
sobre su comportamiento biocatalitico contra los hidrocarburos poliaromaticos en
sistemas con solvente orgdnico fueron publicados en la revista Biochemical and

Biophysical Research Communications, se adiciona una copia del mismo en ¢l anexo 1.




5 Conclusiones
La reconstitucion de la apocloroperoxidasa de C. fiumago con hemo no modificado y
modificado no fue posibie debido probablemente al replegamiento incorrecto de la
proteina. Este replegamiento inadecuado podria deberse a que la proteina madura ha
sufrido dos cortes proteoliticos que impidirian el replegamiento logrado /n vive con
la proteina completa.
Fue posible modificar el comportamiento biocatalitico de la hemoglobina a través de
la modificacion quimica ex-situ del grupo hemo.
La modificacién del hemo con polietilenglicol de tamartios 350 o 750 Da produjo
cambios minimos en las constantes cataliticas de la hemoglobina contra tiantreno en

sistemas con solvente organico

La afinidad por sustratos de diferente hidrofobicidad disminuyé drasticamente
debido probablemente a los cambios de hidrofobicidad del sitio activo y a efectos

estéricos.

Las simulaciones computacionales, obtenidas de minimizaciones energéticas, de las
reconstituciones de la hemoglobina con hemo-PEG 750 revelaron que el acceso al

sitio activo de la hemoglobina esta estéricamente limitado por la cadena de PEG.

El incremento en la hidrofobicidad superficial, a través de la modificaciéon con
polietilenglicol de 5000 Da, y del sitio activo, metilando los carboxilos del hemo,
favorecieron la particién de sustratos hidrofébicos, como los HPA's y fenoles, hacia
el sitio activo incrementando hasta 10 veces la actividad especifica contra los HPA's

y hasta 13 veces la afinidad por los sustratos fendlicos.
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Anexo 1

Chemical Modification of hemoglobin improves biocatalytic oxidation of PAHSs.
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RESULTS AND CiSCUSSION

Hemoglobkin is able to cataivze the oxidaticn of sev-
eral polyerciic aromatic hydrocarbon, and the chemical
nature of products has been determined by mass spec-
trometrv (7). In order to reduce the mass transfer lim-
itations during the reaction, two chemical modifica-
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TABLE 1

of Unmodified and Chermica

N
1% .-\cemm'..—::e

Subsirate

0 L]

Didenzothivprene T BV
Thian 13 35
Anthracene 2 53
Benzoiapyrene 2 30
: 9

Q2 Ts

22 a3

R 58

D2 52
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-] \'ec <

an e'*\".r
‘heme

S o -

mn min’
Unmodified hemeylobin 2.5 59 154
PEG-Met-nemoygioon 5. 0.5 520

reAclion mixture contained 15% acetonitrie in 59 mM phos-
phate buffer, pH 6.2
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TABL

Dissociation Constants for Phenols of Unmo

E 3

dified and PEG-Met-Moditfied Hemoglobins

Water solubility (2D

Met -hemogiotnn

Substrate

Resorcinol 10.0 0
Phenol o7 1
Guaiacol 312 a

differences in the visible spectrurm of solvent extracted
heme before and atter modification. In addition, the
absorbance spectrum orf the extracted heme from mod-
ifled PEG-Met-hemoglobin matched that obtained rom
a protoporphyrin IN iron T methyl oster standard

Under our reaction conditions, hemoglobin was abie
to oxidize 11 of 13 PAHs tested. including phenan-
threne., acenaphthene. and fluoranthene. However,
chrysene dibenzofurane and biphenyi were no sub-
strates for neither, moditied nor unmoditied hemaoglo-
bins. The products from PAHMs oxidation with PEG-
Met-hemogiobin are the same tound with unmoditied
hemoglobin and as in the case of other hemopro-
teins. including peroxidases, these products are also
mainly quinones :3). Thianthrene and dibenzothio-
phene were transtformed by both hemowrlobin prepara-
tions to their respective sultoxides. In a previous waork
(71, unmodified hemoglobin was unaoble o oxidize
phenanthrene, acenaphthene, and duoranthene in re-
action medium containing 207 acctonitrile. As showed
in Tabie 1, a decrease rom 20 to 1537 or acetonitrile in
the reaction mixture allowed phenanthrene, acenaph-
thene, and fluoranthene to react with unmodified he-
moglobin. The importance of the soivent concentration
on the substrate partition between the active site and
the solvent has been demonstrated for pyvrene oxida-
tion by c¢ytochrome ¢ and other peroxidases (11, 161,
For an aqueous mixture of water misable organie soi-
vent, the solvent hydrophobicity depends on the or-
zanic solvent concentration :16). Inereasing this con-
centratinn, the partition of the hydropliobic substrate
between the site active and reaction soivent becomes
favorable to the bulk solvent. decreasing the enzyme—
substrate interaction.

Kinetic constants tor pyrene oxidation with hemo-
globin and its chemical modification - PEG-Met-
hemoglobin) in 15% acetonitriie are reported in Table
2. As shown. the doubie madification increased the
catalytic constant k., for pyrene. The substrate attin-
ity 'K stuoe also slightly improved. and thus the cat-
alvtic etficiency of the PEG-Met-hemoglobin was 3.7
times higher than for unmodified hemoglobin. Interesc-
ingly. PEG-Met-hemoglobin showed to be more stable
against the inactivation by the presence of hydrogen
peroxide. than the unmodified protein. In order to de-
termine the effect of the chemical modirication on the

S2

aftinity for hydrophobic substrates, equilibrium exper-
iments were performed using ditferent phenols (resor-
henols were used instead

the

cinol, phenol, and cuaiacoi .}

of PAI's to avoid the ua of organic solvent in
svsteny. Table 3 <hows the dissociation constants for
the three ditfferent phenois. Chemniead modification of

ubstrate atfinity, as shown
fre dissaciation constant. The modified
substrate more tightly as the
v increases Table 33 Thus. the
ber attributed to the hyvdropho-
s site atter chemical moditi-

hemaoglobin increased the

by a decrease of
hemowiobin binds the
substrate hedrophobict
activie, norease <
bicity increase o't
cation.

In conctusion, hemogiobin is able to oxidize severad
PAHSs inciuding phenanthtrene, acenaphthene and the
well-known carcinogenic bensowg ipyrenes, The chemicad
moditication on hoth, prot surfuce and site active
pocket :mproves siamiticantly the catalvtic activity and
stability o hemoglobin, Dizseocintion constants for ar-
omatic substrates are reduced by the chemical modifi-
ion, sUSgesting an tncrease of the active =ite hydro-
phoobicity  that  enhances the  formation of the
substrate—protein complex. Different chemical and ge-
netic modifications on hemaoroteins are in progress in
our laboratory with the aim to produce an attractive
al purposes.

bincatialyst {or environment.
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