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Resumen

RESUMEN

El uso de los crudos pesados como fuente de energia esté limitado por su alto contenido de
azufre. La combustion de estos crudos produce Oxidos de azufre que tienen un fuerte impacto
ambiental ya que contribuyen a la formacion de liuvia acida. Actuaimente existen tecnologias
fisicoquimicas destinadas a la remocidn del azufre contenido en las fracciones del petrleo, sin
embargo, estas resultan ineficientes en el tratamiento de las fracciones pesadas del crudo.
Trabajos anteriores han demostrado la capacidad biocatalitica de diversas hemoproteinas en la
oxidacion de compuestos polinuciecaromaticos y azufrados derivados del petrdleo, pero su
aplicacion en la desulfurizacidon de los combustibles esta limitada, entre otros factores, por las
altas temperaturas de operacion utilizadas en la industria petrolera y por la hidrofobicidad de los
sustratos. Debido a esto, el proposito de este trabajo consistié en obtener por medio de
modificaciones quimicas, un biocatalizador estable a la temperatura y capaz de oxidar
compuestos hidrofébicos en medios con bajos contenidos de agua.

Se obtuvo un plastico biocatalitico basado en citocromo ¢ de corazén de caballo y Nylon.
Este biocatalizador demostré actividad contra pireno y cloruro de pinacianol en un amplio rango
de temperaturas. La copolimerizacion con Nylon alterd el perfil de temperaturas de la proteina,
aumentando en 10°C su temperatura dptima. Sin embargo, esta modificacién quimica también
provocd un drastico decremento en la actividad especifica de la proteina.

La modificacion del citocromo ¢ con PEG (PM 5000 Da) produjo un biocatalizador activo a
temperaturas superiores a 100°C. Este biocatalizador logro retener una alta actividad residual
cuando se incubd en ausencia de sustrato por 7 h a 80°C. La modificacion con PEG produjo un
conjugado capaz de oxidar compuestos polinucleoaromaticos y azufrados a 80°C en presencia
de perbxido de hidrégeno y con una alta actividad en medios con 97.5% (v/v) de solvente
organico. La estabilidad y actividad de este biocatalizador fueron dependientes del grado de

modificacion de la proteina y del tamafio del agente modificante.
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Resumen

Para evaluar el efecto de la presencia del polimero en posiciones cercanas a la cavidad del
sitio activo, se hizo la mutagénesis sitio dirigida del citocromo ¢ de Saccharomyces cerevisiae.
'Los residuos K27 y K79 fueron remplazados por alanina o treonina. Nuestros resultados
demostraron que la ausencia de polimero en el residuo Lys79 y modificacion quimica de la
Lys27 son necesarias para obtener una alta estabilidad del biocatalizador.

Se hizo un analisis estructural del citocromo ¢ de corazén de caballo modificado con PEG.
L.os resultados obtenidos por dicroismo circular y espectroscopia UV-Visible indicaron que la
modificacion altera la estructura nativa del citocromo, provocanao una desestabilizacion de su
estado nativo. Por ofra parte, los ensayos de deshaturalizacion quimica del citocromo
modificado demaostraron la aparicion de un estado intermediario durante el desplegamiento. Los
espectros UV-Visible del citocromo modificado obtenidos a 80°C mostraron una alta
conservacion de la banda Soret, sugiriendo una mayor conservacion del sitio activo de la
proteina. Adicionalmente, la velocidad de desplegamiento del sitio activo fue 4 veces menor en
el citocromo modificado en comparacion con la proteina no modificada.

En conclusion, nuestros resultados sugieren que la modificacién quimica con PEG
desestabiliza termodinamicamente a la proteina. Al mismo tiempo, el polimero actua como una
barrera cinética durante el desplegamiento del citocromo, favoreciendo la aparicion de un
infermediario que conserva su sitio activo. Este intermediario puede ser responsable de la

actividad encontrada a altas temperaturas.
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Summary

SUMMARY

During the next years, the crude oil reserves will be exhausted and producers will be forced
to exploit their heavy oil reserves. The use of heavy oils as raw material and energy source is
limited by their high sulphur content. The combustion of this oils results in the formation of
sulphur oxides, which are undesirable beéauae of their contribution to acid rain. Nowadays, the
oil industry uses physicochemical technologies to remove suiphur from middle distillate fractions,
but this technology is inefficient when heavy oil fractions are treated. Previous work has
demonstrated the ability of several hemeproteins to selectively oxidize polynuclear aromatic
hydrocarbons and organosulphur compounds derived from oil. However, enzymatic
desulphurisation is limited by the harsh conditions presented by the oil industry, i.e. high
temperatures and the hydrophobicity of the substrates. The aim of this work was to obtain
through chemical modification, a thermostable biocatalyst able to oxidize hydrophobic
compounds in low waler media.

A biocatalytic plastic was obtained by means of the copolymerization of horse heart
cytocrome ¢ with Nylon polymer. This biocatalyst was active against pinacyano! chloride and
pyrene on a wide range of temperature. The copoiyrﬁerization with Nylon altered the
temperature profile of the protein, increasing its optimum temperature by 10°C. However, this
chemical modification decreased drastically the activity of the protein.

Horse heart cytochrome ¢ was coupled to PEG (MW 5000 Da). The pegylated cytochrome
(Cyt-PEGso00) was active beyond the boiling point of water. Stability assays showed a high
retention of activity upon heat treatment for 7 h at 80°C in the absence of substrate. The
chemically modified protein was able to oxidize polynuclear aromatic hydrocarbons and
organosulphur compounds at 80°C in the presence of hydrogen peroxide and was highly active
in media containing 97.5% of organic solvents. The activity and stability of Cyt-PEGszq, showed

to be dependent on the degree of maodification and the size of the polymer.

'l



Summary

To evaluate the effect of the presence of the polymer in positions close to the heme pocket
site-directed mutagenesis was performed on cytochrome ¢ from Saccharomyces cerevisiae. The
residues Lys27 and Lys79 were replaced by Ala or Thr. Our results demonstrate that the -
absence of polymer on Lys79 and the chemical modification of Lys27 are necessary in order to
achieve higher stabilization of the biocatalyst.

Structural analysis of the Cyt-PEGswo conjugate by circular dichroism and UV-Visible
spectroscopy showed that chemical modification disturbs the secondary structure of the protein,
leading to a d esestabilization of the native state of cytochrome molecule. On the other side,
guanidine-induced unfolding of the conjugate showed the appearance of an intermediate state.
The UV-Visible specira of cytochrome samples registered at 80°C showed a complete
conservation of the Soret absorption band of Cyt-PEGs, suggesting a more conserved
structure of the active site than the unmodified protein. The unfolding rate at 80°C of the active
site of the pegylated cytochrome was four-fold lower than the unmodified protein.

in conclusion, our results suggest that PEG coupling induces a thermodynamic
desestabilization of the cytochrome molecule. At the same time, the polymer may act as a
kinetic barrier that favours the intermediate state formation. This intermediate maintains its
structure around the active site and may be the responsible for the activity found at high

temperature.

X



Justificacion

1. JUSTIFICACION

El desarrollo industrial durante el siglo pasado estuvo caracterizado por la alta productividad
de bienes y servicios. Este estilo aitamente productivo ha sido responsable de un impacto
sumamente negativo en el medio ambienie. Si bien es cierto que existen emisiones naturales
de una gran cantidad de contaminantes, también es cierto que la industrializacion ha contribuido
de manera importante a la dispersiébn de contaminanies y a un consumo desmesurado de
energia y materias primas renovables y no renovables. lLas industrias de generacion de
energia, metalirgica, petroquimica, quimica y del papel se han identificado como las principales
actividades productoras de contaminacion y con un consumo elevado de materias primas;
adicionalmente, e stos s ectores consumen cerca del 30% d el total e nergético utilizado porla
industria. A partir de la decada de los 70’s se generé un creciente interés sobre los efectos
toxicos en humanos y en el ambiente ocasionados por la liberacién indiscriminada de
sustancias quimicas. L os efectos toxicos d e pesticidas y bifenilos policlorados han sido bien
documentados desde la década de los 60’s y en los Gltimos afios muchas otras sustancias
como las dioxinas, hidrocarburos polinucleocaromaticos (HPAs) y metales pesados han
generado preocupacion debido a sus inciertos efectos a corto y largo plazo. Todas estas
sustancias son liberadas al ambiente como resultado de aplicaciones humanas directas (p. ej.
los pesticidas, fertilizantes y algunos solventes) e indirectamente como en el caso de productos
de desecho de diferentes actividades industriales, incineracidon y combustion. Estos
contaminantes tienen la capacidad de dispersarse generando una contaminacién ampliamente
distribuida.

En los Gitimos afios la sociedad ha tomado conciencia del deterioro ambiental ocasionado
por las actividades de produccién y se han establecido fuertes regulaciones que tienen como

objetivo presionar al sector industrial para que desarrolle nuevos programas destinados a un



Justificacion

mayor cuidado a mbiental. L a utilizacién de métodos d e produccién “limpios” p uede e vitar o
minimizar los problemas de contaminacién ambiental, reduciendo el gasto debido al fratamiento
de los efluentes. La tendencia actual en el desarrollo industrial involucra el empleo de
tecnologias y procesos que reducen el uso de materias primas y de energia, que aprovechan al
maximo los recursos renovables, que disminuyen la generacién de contaminantes y productos
toxicos de desecho, y finalmente que generan productos reciclables y/o biodegradables. En
téerminos generales, cualquier cambio que tienda a hacer la produccidon mas limpia y eficiente
por unidad de producto tendra un fuerte impacto econdmico en la industria.

La biotecnologia ha afectado positivamente algunas de las actividades productivas,
principalmente las industrias farmacéutica, textil, del papel y quimica. En la mayoria de los
casos, la aplicacion de la biotecnologia ha levado a un desarrollo industrial mas compatible con
ei ambiente a través del remplazo de los quimicos convencionales, altamente contaminantes.
Adicionalmente existen metodos de produccidon biotecnoldgicos que reducen la emision de
productos de desecho, ayudando a las industrias a utilizar mas eficientemente las materias
primas. La industria actual esta fuertemente basada en el petrdlec y sus derivados como
fuentes de materia prima y de energia. El uso del petréleo genera una gran contaminacion
atmosférica y uno de sus impactos mas importantes es la generacion de la lluvia acida, la cual
se produce por la formacién de éxidos de azufre durante la cbmbustién. La biotecnologia puede
jugar un papel importante en la generacién de procesos enzimaticos que permitan la remocion
de azufre de los combustibles derivados del petréleo, disminuyendo asi su potencial
contaminante. La utilizacion de enzimas en procesos indusiriales se presenta como una
herramienta interesante para lograr procesos eficientes y limpios debido a que su alta
selectividad disminuye el uso de materias primas. Adicionaimente, las enzimas pueden ser
utilizadas bajo condiciones de reaccién moderadas, reduciendo el consumo energético
necesario para mantener temperaturas y presiones elevadas, comunes en muchos de los

procesos de sintesis organica. Las enzimas mas utilizadas industriaimente son del tipo
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despolimerizante e incluyen proleasas, lipasas, celulasas y amilasas. Actualmente, existen
areas de investigacion destinadas a modificar la especificidad de estas enzimas hacia
diferentes sustratos, a mejorar las propiedades cataliticas y de resistencia, asi como a ampliar

las condiciones de reaccion oplimas para hacerlas mas compatibles con los procesos actuales.



Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1. Biocatalisis en la industria petrolera

El uso de combustibles fosiles para la generaciéh de energia eléctrica y en la industria
petroguimica se incrementara en los proximos afios, mientras que las reservas mundiales de
crudos ligeros disminuiran. Muchos paises productores poseen grandes reservas de crudos
pesados que son altamente viscosos y contienen tipicamente 120-1500 ppm de metales
pesados tales como Niquel y Vanadio, asi como cantidades apreciables de azufre que oscilan
entre 0.05 y 5% (Bhadra et al, 1987), aungue se han reportadoc valores cercanos al 14%
(Grossman et al., 1999) (Figura 1 y Tabla 1). En términos generales, se ha encontrado que la
cantidad de azufre aumenta proporcionalmente con el punto de ebullicion de la fraccion
destilada, dando como resultado que las fracciones del petrdleo con alto punto de ebullicion
contengan un alto contenido de azufre. (Grossman ef al., 1999). La presencia de azufre reduce
la eficiencia en la combustién de la gasolina, y sus productos de combustion (didxidos de azufre
y solidos suspendidos) contribuyen de manera importante a la contaminacion atmosférica y a la
generacion de lluvias &cidas (Setti ef af., 1992).

Por otra parte, se espera que las agencias oficiales ambientales impongan nuevos
estéandares ambientales que obligaran a las refinerias a producir combustibles con bajos niveles
de azufre. Las nuevas, y cada vez mas estrictas, normas ambientales proponen la reduccion del
contenido de azufre en gasolinas y diesel desde 330 ppm a sélo 30 ppm, es decir una reduccion

del 90%. (Chemical and Engineering News, 1999).
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Figura 1. Contenido de azufre en crudos nacionales. Fuente: Instituto
Mexicano dei Petréleo.

Tabla 1. Contenido de azufre en algunos crudos mundiales.

Fuente % Azufre
Kuwait 2.6
Middle East 1.5-3.0
Venezuela 1.7
Mississippi 1.6
Waest Texas 0.05~-5.0
California 1.0
Canada 0.44
East Texas 0.26
North Africa 0.18
Far East 0.10

Fuente: Monticello and Finnerty (1985).

En las refinerias, el azufre es removido de las fracciones derivadas del petréleo crudo
mediante un proceso denominado hidrodesulfuracién (HDS). En este proceso, las fracciones del
petroleo son sometidas a altas temperaturas (290°C - 500°C) y presiones (150 ~ 3000 psi) en
presencia d e catalizadores e speciales e hidrégeno (Bhadra et al., 1 987). Ademas de serun
proceso costoso, la HDS solo es efectiva en la desulfuracion de fracciones del petrdleo de

mediano rango, como fas que son destinadas a la formulacion de combustibles mas ligeros que
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el diesel. Dependiendo del producto a ser tratado, el nivel de desulfuracién requerido y el
tamano de la unidad, se estima que el costo de la desulfuracion de crudos pesados y tierras
bituminosas se encuentra entre 10 y 16 dblares por barril (Bhadra ef al., 1987). Los compuestos
- organicos azufrados contenidos en las fracciones del petréleo de bajo punto de ebullicion, como
la gasolina, son principalmente tioles, sulfuros y tiofenos. Estos compuestos son facilmente
removidos por medio de la HDS, sin embargo, las fracciones con puntos de ebullicién
intermedios, comd el diesel y aceites combustibles, contienen benzotiofenos y dibenzotiofenos
(DBT’'s), los cuales son considerablemente mas dificiles de remover mediante HDS.
Adicionalmente, entre los derivados del DBT maéas persistentes se encuentran |os
dibenzotiofenos con sustituciones adyacentes al atomo de azufre. Estos son considerados
como recalcitrantes debido a que las sustituciones provocan limitaciones estéricas que evitan el
acceso del dtomo de azufre al sitio activo del catalizador {Grossman et al., 1999). La resistencia
a la remocién que presentan los compuestos derivados del DBT dificulta alcanzar los bajos
niveles de azufre establecidos por las regulaciones ambientales.

La desulfuracién biologica del petrdlec crudo vy sus productos es una alternativa atractiva a
los métodos termoquimicos fradicionales de altas temperaturas y presiones debido a las
condiciones relativamente suaves para las reacciones bioldgicas que tienden a hacerlas mas
seguras y energéticamente menos costosas (McFarland et al., 1998). Existen varios estudios
para desarrollar tecnologias de desulfuracién basados en la accién microbiana, mediante el uso
de bacterias aerobias (Monticello and Finnerty, 1985; Kayser ef al., 1993) y anaerobias (Kim ef
al., 1990; Miller, 1992). Dentro de las ventajas que ofrecen los procesos de biodesulfuracion
destaca el hecho de que se llevan a cabo a temperatura ambiente y no requieren de altas
presiones, por lo gue los reactores empleados serian relativamente menos costosos. A pesar de
esto, el proceso es poco eficiente ya que la reaccién de biodesulfuracién microbiana se lleva a
cabo en la interfase formada por las fases acuosa y organica. Este hecho implica el uso de

grandes volimenes de agua que, a su vez, dificulta la posterior separacion de las emulsiones
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formadas. Idealmente, la reaccion de biodesulfuracidon deberia realizarse en medios con
ausencia o bajos contenidos de agua.

Desde hace algunos afios se conoce que las enzimas pueden catalizar reacciones en
solventes organicos y que usualmente s6lo una pequefia capa de hidratacion es necesaria para
gue sean activas en medio organico (Klibanov, 1997). En los Ultimos afios la oxidacion
enzimatica se ha revelado como una alternativa interesante a la biodesulfuracion. Ohshiro et al.
reportaron la desulfurizacion enzimatica de DBT utilizando un extracto enzimatico de
Rhodococcus erythropolis. La reaccion se llevo a cabo en medio acuoso a 30°C y el producto
de la reaccion fue caracterizado e identificado como 2-hidroxibifenilo (2-HBF). La reaccién de
desulfurizacion del DBT procedit a traves de intermediarios y la velocidad de la reaccion con el
extracto enzimatico demostrd ser dependiente de NADH" (Ohshiro ef al., 1994). Este es el
primer reporte que describe la transformacion enzimatica de DBT a 2-HBF en ausencia de
células, sin embargo, el sistema de reaccion todavia dista de ser el dptimo. La dependencia del
cofactor, asi como la presencia de un medio acuoso plantean un problema dificii de resolver.
Recientemente se ha reportade la oxidacion biocatalitica de compuestos azufrados (en
concentraciones de 1.6%) contenidos en diesel utilizando la cloroperoxidasa de Caldariomyces
fumago en presencia de 0.25 mM de perdxido de hidrégeno a temperatura ambiente (Ayala et
al., 1998). Como resultado de este tratamiento los compuestos azufrados fueron selectivamente
transformados a sus respectivos sulfoxidos y sulfonas, los cuales fueron posteriormente
removidos por destilacion. E!l contenido de azufre en el diesel después del tratamiento
biocatalitico fue 0.27% vy el perfil de los hidrocarburos totales presentes no se vio alterado. Esto
es importante desde el punto de vista de la industria petrolera, ya que permite retener el poder
energético del combustible.

Por otra parte, entre el gran ndmero de compuestos organicos presentes en el petréleo se
encuentra la fraccion pentanc-insoluble conocida como asfaltenos (Gallegos and

Sundararaman, 1985; Filby and VanBerkel, 1987; Reynolds and Biggs, 1988). Esta fraccion es
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considerada como un sodlido amorfo con un alto peso molecular. La estructﬁra de los asfaltenos
{Figura 2) dista mucho de estar elucidada, pero existen diferentes evidencias que indican que
esta fraccion es una mezcla compleja de compuestos aromaticos y alifaticos condensados,
heteroatomos (S, O, N) (Speight and Moschopedis, 1981; Pelet ef al., 1986} y petroporfirinas
asociadas a metales, Fe, Ni y V {Hodgson, 1973; Filby, 1975).

Una evidencia adicional sobre la complejidad de los asfaltenos la constituye la dificultad de
estimar confiablemente su peso molecular, el cual puede variar de 200 a 10,000 Da segln la
técnica utilizada (Vazquez-Duhalt et al.,, 2002). Dependiendo de la fuente de obtencién del
crudo, el contenido de asfaltenos puede ser menor al limite de deteccidn o puede ser muy

abundante, constituyendo hasta el 50% del total.

Figura 2. Representacion esquemética de una molécula de asfalteno. Fuente:
Strausz et al., 1992
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La fraccion de asfaltenos es responsable de la alta viscosidad de algunos crudos y de
problemas relacionados con la recuperacion, separacién y tratamiento de crudos pesados y
tierras bituminosas. Adicionalmente, durante el craqueo catalitico, proceso mediante el cual se
rompen las moléculas de alto peso molecular para la generacion crudos mas ligeros, los
catalizadores empleados se cubren con una capa inactivante derivada de los asfaitenos
llamada coque. La presencia de este compuesio provoca que los catalizadores solo
permanezcan activos por segundos antes de ser inactivados. El catalizador puede ser
recuperado y regenerado, lo cual se traduce en una elevacién de los costos de operacion vy
mantenimiento. Adicionalmente, el proceso de regeneracidén es relativamente lento comparado
con el tiempo que el catalizador permanece activo bajo las condiciones del proceso (Slade,
1998).

Los asfaltenos constituyen la fraccidn mas recalcitrante del petrdlec y existen pocas
evidencias experimentales que soporten el biocragueo (rompimiento enzimatico de moléculas
de alio peso molecular). Fedorak et al. han reportado la modificacién enzimatica de asfaltenos y
petroporfirinas (Fedorak ef al., 1993). La cloroperoxidasa en un sistema de solventes organicos
puede virtualmente eliminar la banda Soret de petroporfirinas en una fraccién de bajo peso
molecular de los asfaltenos (Figura 3). Esto indico que las petroporfirinas fueron fransformadas
y condujo al estudio de oxidacion enzimatica de metaloporfirinas puras. Los compuestos puros
niquel-octaetilporfirina (NIOEP) y vanadil-octaetilporfirina (VOEP) fueron oxidados en 93 y 53%
respectivamente. La liberacion de los metales, Niy V, por la CPO se atribuy6 a la disrupcion de
la integridad del sistema tetrapirrélico méas que a una simple liberacion del metal, como en el
caso de la desmetalizacion con un tratamiento acido (Fedorak ef al., 1993). Sin embargo,
puesto que la reaccion enzimatica depende de la presencia de cloro, los productos del
tratamiento podrian ser clorados lo cual limitaria su uso posterior como combustible o materia

prima.
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El tratamiento enziméatico de los asfaltenos puede ser una alternativa interesante para la

remocion de metales evitando con ésto el envenenamiento de los catalizadores empleados

durante el craqueo catalitico.
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Figura 3. Espectro de absorcion de una fraccion de asfaltenos rica en
petroporfirinas, antes y después de un firatamiento enzimatico con
cloroperoxidasa. Fuente: Fedorak ef al., 1993.

otra parte, los hidrocarburos polinuclecaromaticos (HPAs) son compuestos

contaminantes generados por la combustion incompleta del material organico contenido en el

petroleo crudo. La importancia de |a contaminacion con HPAs radica en que se ha considerado

que poseen cierta actividad carcinogénica y mutagénica {International Agency for Research on

Cancer, 1983). Se han reportado diversas hemoproteinas no enzimaticas que son capaces de

catalizar la modificacién de los HPAs en presencia de perdxido de hidrdgeno, entre ellas el

citocromo P450 (Harford-Cross et al., 2000), el citocromo ¢ (Torres et al, 1995) y la

hemoglobina (Ortiz-Leon et al., 1995; Torres and Vazquez-Duhalt, 2000), asi como algunas

enzimas como la lignino peroxidasa (Hammel et al., 1986; Vazquez-Duhalt et al., 1994) y
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manganeso peroxidasa {Bogan ef al., 1996). Los productos de oxidacion obtenidos después de
la reaccidbn enzimatica con las hemoproteinas son principalmenie las quinonas
correspondientes y compuestos hidroxilados, los cuales son no mutagénicos o presentan una
toxicidad reducida (Durant ef al., 1996) y adicionalmente, al ser compuestos méas oxidados, su
biodisponibilidad se ve aumentada haciéndolos mas faciles de biodegradar (Stucki and
Alexander, 1987; Vazquez-Duhalt, 1998). Sin embargo, un factor importante que limita la
oxidacion enzimatica de los HPAs es su hidrofobicidad. La alta hidrofobicidad resulta en
limitaciones en la transferencia de masa ya que el sustrato se ve particionado mas
favorablemente hacia el solvente organico que hacia el sitio activo de la enzima. Este problema
se ha tratado de resolver a través de la modificacion gquimica de proteinas. La lignino
peroxidasa del hongo Phanerochaete chrysosporium ha sido modificada con grupos bencilo,
naftilo y antracilo mediante una alquilacion reductiva. La modificacién incrementd la velocidad
de oxidacidn y la eficiencia catalitica de la lignino peroxidasa contra algunos compuestos
pirrélicos y aminas aromaticas (Vazquez-Duhalt et al.,, 1995). La mayoria de los productos
obtenidos fueron dimeros o polimeros y en algunos casos se detectd la presencia de atomos de
oxigeno. Sin embargo, no se encontrd evidencia del rompimiento de enlaces C-C y en términos
generales las reacciones catalizadas por la lignino peroxidasa produjeron compuestos de alto
peso molecular que contuvieron atomos de N. La formacion de estos compuesios no presenta
ventajas notables en vista de una posible aplicacién durante la refinacion del petréleo (Vazquez-
Duhalt et al., 1995). Por otfra parte, la doble modificacién quimica del citocromo con polietilén
glicol en los grupos amino y metil-ésteres en los grupos carboxilo, produjo un biocatalizador
altamente hidrofébico que fue capaz de oxidar 17 de los 20 compuestos aromdaticos probados,
mientras que la proteina no modificada solo fue capaz de oxidar 8 compuestos (Tinoco and
Vazquez-Duhalt, 1998). Este trabajo demostrd que la modificacion quimica de enzimas puede
ser una alternativa viable para el desarrollo de biocatalizadores utilizados con propédsitos

ambientales.
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En las refinerias, muchas de las lineas de transporte de las fracciones del petrdleo deben
mantenerse por arriba de 80°C, temperétura a la cual los compuestos cerosos se separan
faciimente (McFarland et al., 1998) y se reduce la viscosidad del fluido, lo cual facilita el bombeo
y transporte de los combustibles. Actualmente no existen biocatalizadores destinados a la
remocion de azufre del DBT y sus derivados que sean activos a esta temperatura. La
implementacion de procesos biotecnologicos en la industria petrolera debera tener en cuenta
que un proceso biocatalitico ideal tendra que ser compatible desde el punto de vista tecnologico
y econdmico con los procesos de refineria actuales. Se deberéan disefiar, por tanto, procesos
biocataliticos que promuevan una mayor estabilidad del biocatalizador, mayores velocidades de
reaccion, menores limitaciones en transferencia de masa, menores limitaciones al uso de
concentraciones elevadas de solventes y temperaturas relativamente altas, asi como una
amplia especificidad de sustratos, sin dafar o reducir el contenido energético de los

combustibles.

2.2, Estabilidad de proteinas

Una de las principales limitaciones en el uso de las enzimas al nivel industrial es la
relativamente baja estabilidad de estos catalizadores bajo las condiciones del proceso, que
puede involucrar p resiones, temperaturas y pH e xtremos, a si como {a presencia de agentes
desnaturalizantes como solventes y otros quimicos. El incremento en la estabilidad de las
enzimas facilita la utilizacion de temperaturas elevadas en la reaccion enzimatica, lo cual, a su
vez, permite menores riesgos de contaminacién microbiana, mayores velocidades de reaccion,
mayor solubilidad de sustratos, menor viscosidad del medio de reacciéon y menores limitaciones
en la transferencia de masa (Wong and Wong, 1992).

El termino “estabilidad” en una proteina se puede analizar termodinamica o cinéticamente.

La estabilidad termodinamica se aplica, generalmente, para proteinas que se desnaturalizan y

12
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repliegan rapidamente, de manera reversible y cooperativamente. En el caso de proteinas
peguefias con un solo dominio estructural, generalmente se considera que poseen solo dos
estados macroscopicos estables, el nativo y el desplegado. La reaccion de desnaturalizacion
puede ser descrita como una transicidn en equilibrio enire dos poblaciones de proteinas con

conformaciones nativas o desplegadas.

N (nativo) <> D (desplegado) Ks=IDJN]

En donde K, representa la constante de equilibrio del desplegamiento.

En estos casos, la estabilidad de la proteina se estima mediante la diferencia en energias
libres de Gibbs ( AG, ) entre los estados nativo y desplegado y los tnicos factores que afectan

la estabilidad son las energias libres relativas de los estados nativo (G°y) y desplegado (G°p).

AG,, = G~ G°y = -RTinKy

Mientras mas positivo sea el valor de AG,, méas estable serd la proteina a la

desnaturalizacion. La AG,, para proteinas globulares esta usualmente entre 5 a 15 kcal/mol
(Dill, 1990).

Por otra parte, la estabilidad cinética se refiere a la velocidad con que se despliega una
proteina bajo condiciones desnaturalizantes. Una proteina cinéticamente estable se desplegara
mas lentamente que una proteina cinéticamente menos estable. Este tipo de anélisis se aplica
normalmente para proteinas cuyo desplegamiento es lento o que se inactivan irreversiblemente
(debido a fendmenos de agregacion, proteodlisis, degradacion quimica, etc.).

K;
N (nativo) <———> D (desplegado) —> | (inactivacion)
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En donde k; representa la constante de inactlivacion de un proceso irreversible.

En una proteina cinéticamente estable existe una barrera energética mayor para alcanzar el
estado de ftransicion, por lo cual, la estabilidad cinética estard definida por la energia de
‘activacion del proceso (AG®g,), 0 bien, por la diferencia en energias libres entre el estado nativo

(G°n) vy el estado de transicién (G%gry).
-AG°EA = GOET —_ GDN - RTInIkBT/k,h]

En donde kg es la constante de Boltzman (J/K), / es la constante de Plank (J/min), R es la
constante de los gases (J/mol.K), T es la temperatura (K) y k; es la constante de inactivacion de

la proteina (Longo and Combes, 1999). Para proteinas cuyas ihactivaciones se ajustan a un

kit

modelo de primer orden, k; puede ser estimada a partir de la relacion A = Age ", en donde Agy

A son las actividades iniciales y finales a un tiempo t (min} (lLongo and Combes, 1999).

Varios reportes han establecido de manera general las diferentes interacciones no
covalentes responsabies de mantener la conformacién plegada de la proteina. En solucién
acuosa, las interacciones de van der Waals ocurren entre los residuos de la proteina y entre
estos residuos y el agua que los rodea. Usualmente se. considera que la energia de estas
interacciones es de magnitud similar, por lo que su contribucion global a la estabilidad de la
proteina es muy baja (Privalov, 1992). Las interacciones entre grupos polares (puentes de
hidrogeno) siguen el mismo comportamiento, los puentes de hidrégeno se pueden formar entre
los grupos polares de la proteina y entre estos grupos con el agua, siendo su contribucion
global a la estabilidad muy cercana a cero (Privalov, 1992). Por otra parte, en las proteinas no
existen muchas interacciones entre grupos cargados (puentes salinos) por Io gue se asume que
tienen un papel secundario en la estabilizacion de la conformacion nativa de la proteina
(Hollecker and Creighton, 1982) aunque pueden ser importantes durante el plegamiento de la

misma. Por el contrario, las interacciones hidrofébicas han sido consideradas como ungo de los
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principales factores involucrados en la integridad de las proteinas (Privalov, 1992). Los residuos
hidrofobicos usualmente se encuentran en el interior de las proteinas para inducir un fuerte
empagquetamiento, mientras que en proteinas multiméricas, o en aquellas que se encuentran
asociadas a otros componentes, usualmente se encuentran zonas hidrofobicas en la superficie
que forma la interfase entre ambos componentes, induciendo acoplamientos puntuales.
Diferentes areas de investigacion se han enfocado a la modificacion del balance de estas
interacciones con el objeto de obtener enzimas mas estables. Estas areas involucran técnicas
de evolucion dirigida, mutagénesis sitio dirigida, busqueda de enzimas termoestables a partir de

microorganismos termoéfilos e hiperterméfilos y la modificacion quimica de proteinas.

2.3. Modificacion quimica de proteinas

El uso potencial de las enzimas como catalizadores industriales esta bien estabiecido y han
encontrado amplia aplicacién en productos comerciales tales como detergentes, cosméticos,
textiles y alimentos. El incremento en el nGmerc de aplicaciones potenciales de los
biocatalizadores ha abierto una importante area de estudio dirigida a la basgueda y desarrollo
de métodos para mejorar sus caracteristicas de actividad, especificidad y estabilidad. Entre los
métodos existentes para alterar las propiedades cataliticas, la modificacién covalente de
proteinas se ha distinguido como una de las herramientas mas poderosas, complementando,
ademas, a la mutagénesis sitio dirigida y a la evolucion dirigida en la construccion de nuevos y

mejores biocatalizadores (DeSantis and Jones, 1999).

2.3.1. Inmovilizacion de enzimas

El uso de enzimas inmovilizadas en procesos industriales, asi como en dispositivos

analiticos (p. ej. biosensores), ha presentado un incremento notable en los Ultimos afios. El
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termino enzimas inmovilizadas se ha utilizado para designar a proteinas que se encuentran
confinadas o localizadas en una regidén definida del espacio con retencién de su actividad
catalitica y que puede ser usadas repetidamente y de manera continua (Katchalski-Katzir,
1993). Existen diferentes tipos de inmovilizacion de enzimas a un soporte, los cuales resultan
en a) enzimas enirecruzadas, enzimas modificadas covalentemente en donde la matriz de
proteina funciona al mismo tiempo como catalizador y soporte, b) conjugados de enzima-
soporte, en los cuales la enzima esta adsorbida o unida covalentemente al soporte, c)
preparaciones donde la enzima esta atrapada en geles, fibras o microcapsulas y d) sistemas en
ios cuales la enzima se encuentra en solucidn pero permanece en un espacio delimitado por
membranas de ultrafiltracion o un dispositivo de fibras huecas (Katchalski-Katzir, 1993). La
inmovilizacién por adsorcién es, quiza, el método mas simple y menos drastico para la
obtencion de conjugados de proteina-soporte.

La inmovilizacidon de enzimas presenta ventajas como la estabilizacion de la proteina,
reutilizacion del biocatalizador, formacion controlada del producto, facilidad de separacion del
producto y biocatalizador y, finalmente, la posibilidad de operacidén en modos continuo o en lote.
Pieters ef al. han inmovilizado con éxito la glucosa oxidasa y la glucoamilasa en soportes
magnéticos (Pieters and Bardeletti, 1992). Estas enzimas fueron coinmovilizadas a fravés de
sus moiéculas de carbohidratos en magnetita entrecruzada con glutaraldehido. La
inmovilizacion a través de las moléculas de carbohidrato evitd la unidn a través del sitio activo,
permitiendo una alta actividad residual después de la inmovilizacién. La coinmovilizacién de las
dos enzimas aumento los valores de Ky ¥ Vamax ¥ €l biocatalizador pudo ser facilmente separado
del medio de reaccidon altamente viscoso mediante la aplicacion de un campo magnético
(Pieters and Bardeletti, 1992). La «-amilasa ha sido inmovilizada covalentemente en
microesferas polimericas de metacrilato activadas con carbodiimida o ciorur6 de tionilo {Aksoy
et al, 1998). La temperatura optima de la enzima inmovilizada por ambos métodos se vio

desplazada a temperaturas mayores y la inmovilizaciéon resultd en un incremento en la
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estabilidad de la enzima durante el almacenamiento, mientras que la enzima libre fue
completamente inactivada bajo las mismas condiciones. No se observaron cambios
significativos en la Vne, Sin embargo, la Ky se vié aumentada 12 veces después de la
inmovilizacion. El aumento en la Ky se debid posiblemente a limitaciones difusionales del
sustrato 0 a una interaccién entre el sustrato y el soporte (Aksoy et al., 1998). Se ha
hipotetizado que la estabilizacion de enzimas inmovilizadas es mayor si la inmovilizaciéon ocurre
en zonas especificas de la proteina que se han identificadoc como zonas de inicio del
desplegamiento; por el contrario, la estabilizacién serd minima si la inmovilizacion de la proteina
se da a través de sitios que estan lejos de esta zona (Mansfeld ef al,, 1999). Para probar esta
hipotesis s e infrodujeron d os cisteinas en una proteasa de B. stearothermophilus cuya zona
iniciadora del desplegamienio se habia identificado previamente', Las'proteinas mutantes fueron
inmovilizadas de manera especifica a fravés de las cisteinas en sefarosa activada, dando como
resultado incrementos de 9 y 12 veces en la vida media a 75°C en comparacién a las enzimas
mutantes en solucion, mientras que la estabilizacion fue mas grande (33 veces) para la doble
mutante inmovilizada. Por el contrario, las mutantes donde se introdujeron cisteinas en
diferentes zonas de esta proteasa solo mostraron incrementos de 2.5 veces en su vida media.
La estabilizacion obtenida demostréd ser fuertemente dependiente de la posicién donde ocurre la

inmovilizacion (Mansfeld ef al., 1999).

2.3.2. Entrecruzamiento

La modificacidon quimica de proteinas por medio del entrecruzamiento ha resulfado un
método efectivo para incrementar la estabilidad térmica de las enzimas (Kazan et al., 1997). Se
ha encontrado que el entrecruzamiento inter- e intra-molecular con agentes mono- y bi-
funcionales puede reforzar la estructura terciaria de la proteina, reduciendo de esta manera su

velocidad de inactivacion. El entrecruzamiento quimico de proteinas y enzimas se realiza a
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través del acoplamiento de reactivos bifuncionales a aminoacidos cuyas cadenas laterales son
nucleofilicas, (Wong and Wong, 1992). Los agentes entrecruzantes de longitud cero inducen el
acoplamiento directo de dos grupos sin la introduccion de agentes externos que funcionen
.como espaciadores. Estos agentes funcionan activando una de las cadenas laterales del
aminoacido para dar lugar a un intermediario activo, que a su vez, reacciona con una segunda
cadena lateral. Por el contrario, los agentes homobifuncionales y heterobifuncionales incorporan
un espaciador, que puede contener caracleristicas especiales, entre los dos grupos
entrecruzados (Wong and Wong, 1992). El grado d e e nirecruzamiento p uede s er controlado
variando la concentracidn de proteina o agente entrecruzante, el tiempo de reaccion o la
velocidad de adicion de reactivo. Sin embargo, el entrecruzamiento excesivo puede llevar a
agregacion y precipitacion de la proteina, distorsion de la estructura de la proteina vy, finalmente
a la pérdida total de la actividad (Govardhan, 1999). El glutaraldehido es un reactivo
homobifuncional gue ha resultado un agente entrecruzante muy eficiente y muy utilizado (Figura
4). Su uso como entrecruzante fue inicialmente reportado por Qiocho y colaboradores (Quiocho
and Richards, 1964), quienes lo utilizaron para estabilizar a la carboxipeptidasa-A con la
finalidad de obtener su estructura cristalografica por difraccion de rayos X. Por otra parte, los
efectos combinados de la glicosilacion y el entrecruzamiento han sido aplicados a la penicilino
G-acilasa. Esta enzima fue modificada con dialdehidos de dextranas y la enzima entrecruzada
exhibid un incremento de nueve veces en su vida media de inactivacion a $5°C sin alterar
significativamente su valor de V., (Kazan et al., 1997). El incremento en la estabilidad de esle
biocatalizador fue atribuido al reforzamiento de las interacciones no covalentes y al incremento
en el ﬁamero de interacciones favorables entre los grupos -OH de la dextrana y las moléculas
hidrofflicas de .la enzima (Kazan et al., 1997). E| entrecruzamiento de la tripsina bovina con
glutaraldehido y aldehidos de sacarosa resultd en un incremento de 31°C en su temperatura
optima y de 22°C en su temperatura media de desnaturalizacién, con o cual fue convertida de

una enzima mesofilica a una enzima termofilica (Venkatesh and Sundaram, 1998). El

*
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incremento en la estabilidad fue atribuido al efecto sinérgico de la modificacion en diferentes
puntos de la molécula, ocasionados por el entrecruzamiento y por la introduccioén de varios
puentes de hidrégeno formados entre los hidroxilos de la sacarosa y de la proteina (Venkatesh

and Sundaram, 1998).
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Figura 4. Entrecruzamiento inter e intra-molecular de proteinas con glutaraldehido.
Fuente: DeSantis and Jones (1999).

2.3.3. Cristales cataliticos de enzima entrecruzados (CLEC’S)

La observacion de la alta estabilidad y actividad de las enzimas entrecruzadas condujo al
desarrollo de cristales de enzima entrecruzados (CLEC's). El proceso de produccion de CLEC’s
consiste de dos pasos fundamentales; primero, se requiere la criétaiizacién de la enzima v,
segundo, se lleva a cabo el enfrecruzamiento de los cristales, cuidando que se conserven una
alta actividad y la red cristalina de la proteina. Los CLEC’s obtenidos por este procedimiento
son catalizadores muy activos y altamente porosos, caracteristica que permite el transporte de
sustratos y productos hacia dentro y fuera del cristal (Govardhan, 1999). Diversos trabajos se
han enfocado a la obtencién de cristales de enzima enfrecruzados. La generacién de CLEC's
insolubles de termolisina produjo un biocatalizador mas estable y con altos niveles de actividad
enzimatica (8i. Clair and Navia, 1992), mieniras que los CLEC’s de la subtilisina resultaron en
biocatalizadores con alta estabilidad en solventes organicos y en solucidn acuosa (Wang et al.,

1997a). Los cristales de enzima entrecruzados de penicilino acilasa son capaces de hidrolizar la

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




Antecedentes

cefalosporina G con una alfa productividad. La concentracion de CLEC's utilizada en [as
reacciones pudo ser reducida a 1-2% (w/v) y se reutilizaren durante 100 ciclos reteniendo 70%
de su actividad inicial. La facilidad de reciclamiento de estos cristales resulté en una reduccion
del costo del biocatalizador durante la sintesis del acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico (7-
ADCA) (Baust-Timpson and Seufer-Wasserthal, 1998). Sin embargo, el uso de los CLEC's se
encuentra limitado por la dificultad de obtencion de los cristales de algunas proteinas a gran
escala y por la pérdida de actividad enziméatica después del entrecruzamiento, principaimente

debido a las restricciones de movilidad gue impone la red cristalina (Govardhan, 1999).

2.3.4. Plasticos biocataliticos

Una nueva estrategia para producir biocatalizadores activos y estables en solventes
organicos es la incorporaciobn de enzimas durante la polimerizacion de plasticos. En las
aplicaciones de este fipo, las caracteristicas del soporte son criticas para proporcionar
integridad mecanica, resistencia térmica y quimica, asi como un determinado balance de
hidrofilicidad/hidrofobicidad. Muchas de las caracteristicas del soporte pueden ser
aprovechadas mediante la incorporacién de las enzimas durante la polimerizacién. Sin
embargo, muchos de los plasticos utilizados como soportes no son solubles en agua, hecho
que minimiza la interaccién entre la proteina y el polfmero en formacién. Existen dos estrategias
generales para solventar este problema; por un lado, la enzima puede ser modificada con
polimeros como el polietilén glicol. Esta enzima modificada puede ser solubilizada en una gran
variedad de solventes organicos anhidros, conduciendo a una mayor interaccién con el pléastico
en formacion. Por otro lado, una estrategia comin consiste en la variacion de las proporciones
de los solventes inmiscibles utilizados en ia mezcla de reaccion; aqui, la capacidad de la
enzima para particionarse entre las dos fases posibilita la obtencion de diferentes tipos de

plasticos biocataliticos. La primera estrategia fue exitosamente utilizada en la copolimerizacion
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de subltilisina-PEG (PM 8000 Da) en polimetii metacrilato. Este biocatalizador pudo ser
empleado en un reactor bajo régimen continuo por 35 horas, indicando con esto que la
copolimerizacién produjo un biocatalizador activo y estable (Yang and Russell, 1995). La
segunda e strategia ha sido e mpleada e n ia copolimerizacion de a-gquimotripsina y s ubtilisina
Carlsberg en plasticos como polimetil metacrilato, estireno, acetato de vinilo y éter etil vinilico
(Wang et al., 1997b). Estos plasticos biocataliticos resultaron en cargas enzimaticas cercanas al
50% en peso. Las actividades relativas de los biocatalizadores resultaron ser altamente
dependientes del tipo de reaccion catalizada y del solvente empleado en el medio de reaccién.:
La actividad catalitica en sistemas acuosos de la gquimotripsina copolimerizada en polimetil
metacrilato resultd ser 10 veces menor que la actividad presentada por la enzima soluble,
mientras que la actividad en hexano resultd similar a la de la enzima solubilizada. La reduccion
en la actividad en medio acuoso se debid principalmente a factores difusionales, mientras que
en soiventes orgéanicos estas limitaciones no fueron tan severas. Una ventaja adicional de la
copolimerizacion fue la alta estabilidad obtenida en solventes organicos tales como hexano y
tefrahidrofurano (Wang et al., 1997b). Las limitaciones difusionales inherenies a la presencia del
plastico pueden ser solventadas utilizando materiales y condiciones de sintesis que permitan la

formacién de copolimeros con diferentes pesos moleculares y altas porosidades.

2.3.5. Modificacion con polimeros

Muchas de las propiedades de las enzimas como su actividad catalitica, afinidad vy
estabilidad pueden ser alteradas modificando especificamente el microambiente de la proteina.
Esto se puede realizar mediante la adicion de algunos compuestos especificos al medio de
reaccion, por inmovilizacion o bien, por la modificacién quimica de la proteina (Garcia ef al.,
1998). La modificacion quimica con agentes monofunéionales permite la introduccion de grupos

poliméricos como carbohidratos y polietitén glicol que alteran las propiedades cataliticas de
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algunas enzimas. La presencia de cadenas de carbohidratos en las glicoproteinas ha sido
-asociada al incremento en la estabilidad hacia la temperatura y protedlisis, asi como una mayor
solubilidad en sistemas acuosos en comparacién a las enzimas desglicosiladas. Esta
observacion lievé al desarrollo de conjugados de profeina con carbohidratos de alto peso
molecular con el objeto de obtener biocatalizadores con propiedades mejoradas. La amilasa de
Baciflus sp. fue modificada covalentemente con polisacaridos solubles derivados de la dextrana
(Srivastava, 1991). La glicosilacion incrementd notablemente la estabilidad a la temperatura, a
la protedlisis y a la presencia de urea. La enzima nativa fue completamente inactivada durante
la exposicion por 10 minutos a 100°C, mientras que la enzima glicosilada retuvo el 50% de su
actividad inicial después de 20 minutos de incubacién en ausencia de Ca*' y de sustrato. Los
autores sugirieron que la presencia del polisacarido favorecio la interaccion de los grupos -OH
del carbohidrato con regiones hidrofilicas de |a superficie de la proteina, llevando a la formacion
de una red de puenies de hidrégeno que la estabilizaron (Srivastava, 1991).

Por ofra parte, la modificacién covalente con polietilén glicol (PEG) ha sido empleada
principaimente para la solubilizacion de proteinas en solventes organicos. La modificacion
covalente de la peroxidasa de rabano blanco con PEG activado con p-nitrofenil cloroformato
produjo un biocatalizador resistente a la desnaturalizacion térmica y al pH extremo.
Aparentemente, esta proteccidn se debid a la reduccidn en la repulsion electrostatica entre
grupos cargados en la superficie de la proteina (Garcia et al, 1988). Ofra alternativa de
modificacion es el uso del surfactante anfipatico no iénico Polioxietilén lauril éter (Brij35), el cual
ha sido utilizado en la modificacion quimica de la catalasa. El conjugado catalasa-Brij35 mostro
una alta solubilidad en tolueno anhidro y en 1,1,1-tricloroetanc. La actividad del conjugado
resultd ser 200 veces mayor en 1,1,1-tricloroetano v de 15 a 20 veces mayor que la enzima no

medificada en solucién acuosa (Jene et al., 1997).
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2.4. Polietilén glicol

El polietilén glicol (PEG) es un poliéter neutral cuya esiructura es relativamente sencilla. Esta
molécula puede ser lineal o ramificada y se puede enconfrar bajo una gran variedad de pesos
moleculares. El PEG puede ser comunmente utilizado como monometoxi-polietiién glicol
(MPEG), en el cual uno de los extremos terminales de la molécula esta sustituido por un grupo
metoxilo relativamente inerte, mientras que el otro extremo es un grupo hidroxilo que es
susceptible de modificarse quimicamente (Figura 5). Los PEGs ramificados pueden ser
preparados por la adicion de 6xido de etileno (la unidad monomérica del PEG) a varios polioles,

incluyendo glicerol, pentaeritriol, sorbitol, etc.

H2 HZ
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Figura 5. Estructura general del polietilén glicol.

Independientemente de su relativa simplicidad, el PEG ha encontrado una creciente
aplicaciébn a escala industrial debido a su bajo costo y facilidad de produccién, asi como a
algunas otras propiedades (liles como su solubilidad en solventes acuosos y organicos,
capacidad para acompiejar metales, compatibilidad biolégica y a la facilidad de modificarse
guimicamente. Las diversas aplicaciones biotecnologicas del PEG se fundamentan en las
siguientes observaciones (Harris, 1992a): a) el PEG puede ser empieado para extraer proteinas
y acidos nucléicos a partir de una solucidn y para promover el crecimiento de cristales de
proteina; b) la mezcla de PEG y dextrana en presencia de amortiguadores produce sistemas de

dos fases que pueden ser empleados para la purificacion de materiales bioldgicos debido a su
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alta biocompatibilidad; c) El PEG puede interactuar con membranas produciendo fusiones
celulares; d) el acoplamiento covalente del PEG a proteinas produce conjugados activos no
inmunogénicos y con una vida media prolongada bajo condiciones celulares y e) la union
covalente del PEG a algunas superficies retarda grandemente la velocidad de absorcion de las

proteinas hacia estas superficies.

2.4.1. Propiedades y aplicaciones

Los PEGs poseen una gran variedad de propiedades que les proporcionan utilidad e
importancia en las areas biotecnolégicas y biomédicas. L.os polimeros de bajo peso molecular
(<1000 Da) son viscosos e incoloros, mientras que los polimeros de mayor peso molecular
suelen ser sélidos blancos y cerosos. El punto de fusion de los polimeros solidos es
proporcional a su peso molecular, alcanzando un valor constante alrededor de los 67°C. La
distribucion de pesos moleculares en muestras del polimero suele ser estrecha. E! PEG puede
formar complejos con cationes metalicos, dando lugar a aplicaciones en donde funcionan como
"agentes de transferencia de fase” (Bailey Jr. and Koleske, 1976). En esta aplicacion, el
polimero transfiere una sal desde una fase solida o acuosa a una fase organica a través del
acomplejamiento o coordinaciébn con el catidn metdlico, facilitando su particion a la fase
organica. E anién correspondiente s e auto transfiere para mantener el balance de cargas y
durante el proceso de iransferencia el anidn se vuelve exiremadamente reactivo debido a su
pobre solvatacion, Este proceso también es conocido como “catélisis en transferencia de fase”,
y un ejemplo caracteristico lo constituye la transferencia de KMnQ, desde una fase sélida hacia
el benceno, en presencia de un PEG alquilado. Por ofra parte, el polietitén glicol exhibe un
interesante patrdn de solubilidad, siendo soluble en agua y en solventes organicos tales como
folueno, diclorometano, etanol y acetona entre otros; de aquf gue se considere como un

polimero anfifilico (Bailley Jr. and Koleske, 1976). Otros polimeros relacionades como el
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polimetilén oxido y el polipropilén oxido no son solubles en agua. El PEG es insoluble en
hexano y en hidrocarburos alifaticos, asi como en éter etilico y etilen glicol, moléculas
estrechamente relacionadas estructuralmente. Este raro patron de solubilidad es de gran
utilidad en la sintesis de derivados del PEG, debido a que las reacciones de derivatizacion
pueden realizarse en un solvente organico como tolueno y el producto puede ser recuperado
mediante la adicién de un precipitante como hexano o éter etilico (Harris, 1992b). Las
soluciones acuosas de PEG tienen la propiedad de tener relativamente bajas temperaturas
criticas {~ 100°C), esta propiedad resulta importante ya que elevando ligeramente la
temperatura de la solucidn por arriba de su punto critico se pueden formar sistemas de dos
fases. La temperatura critica de la solucidn varia en funcién del pesoc molecular del PEG, de la
concentracién y del pH. En soluciones acuosas, el polietiién glicol actGa como una molécula
relativamente mévil, con un gran volumen de exclusion. De hecho, se ha demostrado a través
de cromatografia de filiraciéon en gel, que el PEG representa masas y volimenes moleculares
mas grandes que ofros polimeros con el mismo peso molecular, incluyendo algunas proteinas
(Harris, 1992b). Como resultado de esta propiedad, el PEG excluye a otros polimeros, y puede
liegar a formar sistemas de dos fases si la concentracion es suficientemente elevada. Esta
caracteristica resulta en aplicaciones en la precipitacion de proteinas y acidos nucléicos, vy si el
PEG se encuentra unido covalentemente a una superficie, puede evitar la unién de proteinas y
ofros polimeros.

La unién covalente del PEG a otras moléculas ha desarrollado un creciente interés para
aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas. L.os grupos hidroxilo terminales de la molécula de
PEG funcionan como ligandos para su unién covalente a otras moléculas y superficies. Se ha
enconfrado que las proteinas'que han sido modificadas con PEG permanecen activas,
demostrando que la unién covalente del polimero no desnaturaliza a las proteinas (Harris,
1992b). Las moléculas a las que se ha unido el PEG covalentemente presentan patrones de

solubilidad alterados, esto se debe a que la presencia del polimero puede promover |a
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solubilidad y actividad de las enzimas modificadas en solventes organicos (Inada.Y. et al.,
1986). La unidon covalente del PEG también incrementa gréndemente el tamafio de la molécula
modificada. La naturaleza eléctrica de la superficie 0 molécula modificada también se ve
alterada debido a que las cargas se encuentran sumergidas en una capa neutra de polimero.
Abuchowski y colaboradores demostraron que la unién covalente de PEG a una proteina
produée poca pérdida de actividad haciéndola menos inmunogénica y antigénica, lo cual le
imparte una elevada vida media bajo condiciones fisiologicas (Abuchowski et al., 1977a,
1977b). Adicionalmente, existe un creciente interés en el desarrollo de farmacos modificados
covalentemente con PEG (antibidticos, procaina, aspirina, interferén, etc) debido al incremento
de la solubilidad y en tamafio, asi como a las propiedades farmacocinéticas alteradas después
de la modificaciéon con PEG (Harris, 1992a). Ademas, el PEG puede ser utilizado en la sintesis
de enzimas artificiales en donde funciona como espaciador entre el sitio catalitico y los sitios de
reconocimiento y union. Las caracteristicas de longitud, flexibilidad y anfifilicidad del polimero
son aspeclos clave en el disefio de estos catalizadores. Yomo et al. (1992) han aplicado estas
caracteristicas en la obtencion de una oxidasa semisintética mientras que Yoshinaga et al.
(1992) han a coplado complejos cataliticamente activos de porfirinas con centros metalicos a
moléculas de albGmina unidas covaleniemente a PEG, la cual actiia como sitio de unién. Estos

complejos demostraron ser cataliticamente activos en medio organico.

2.5. El citocromo ¢ como biocatalizador

El citocromo ¢ es una proteina ampliamente distribuida en los organismos vivos, se
encuentra como un componente de la cadena mitocondrial de transporte de electrones, en
donde su papel principal consiste en el transporie de electrones entre los complejos
membranales citocromo ¢ reductasa y citocromo ¢ oxidasa. El citocromo ¢ es una proteina

relativamente estable, que presenta peso molecular alrededor de los 12,000 Da dependiendo
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de la fuente de obtencién y un punto isoeléctrico bastante basico (pl=10.65) (Margoliash and
Schejter, 1966). La familia de los citocromos ¢ presenta una aita conservacion al nivel de
secuencia de amino acidos y de estructura terciariz. De hecho, diferentes estudios han
demostrado la conservacion de 21 de los 103 a 112 amino &cidos totales en 91 secuencias
eucaridticas (Louie and Brayer, 1990). La estructura tridimensional del citocromo ¢ de levadura
ha sido determinada a 1.23 A de resolucion (Louie and Brayer, 1990) y estudios adicionales han
demostrado un contenido de o-hélices superior al 30% (Ahmad et al, 2000) (Figura 6). Una
caracteristica esencial de esta familia de proteinas es la presencia de un grupo prostético
Protoporfirina IX (hemo) gue se encuentra unido covalentemente a la apoproteina por medio de
dos enlaces tioéter. Adicionalmente, el atomo de fierro del grupo hemo se encuentra coordinado

axiaimente por dos ligandos, la His18 y ia Mei80.

Figura 6. Estructura cristalografica del citocromo ¢ de corazén de caballo. lzquierda: Modelo de
listones; se muestran el grupo hemo y sus ligandos axiales, His18 y Met80. Derecha: Modeio
espacial.

El citocromo ¢ posee caracteristicas espectroscopicas especiales, reflejadas en la presencia
de diferentes bandas de absorcion (Figura 7). La presencia de tirosinas distribuidas a través de

ja estructura proporciona absorbancia en el UV (280 nm), que puede utilizarse como prueba de
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ia formacion de la cavidad hidrofobica durante el plegamiento (Nall, 1996). Por ofra parte, la
presencia del grupo hemo provoca la presencia de la banda de absorcién del Soret (410 nm} y
las bandas « y B (520 y 550 nm respectivamente). Estas bandas de absorcion refiejan el estado
de spin del atomo de fierro de la porfirina y pueden ser utilizadas para estimar su estado de
coordinacion, obteniendo informacién sobre la estructura terciaria de la cavidad del hemo
(Ahmad et al., 2000). En general, la absorbancia del hemo en la regidn visible proporciona
informacion acerca del plegamiento correcto de la proteina y sobre la formacion del sitio activo,
asi como una medida del estado de oxido-reduccion del hemo (Nall, 1996). Por otro lado, la
banda de absorcion a 695 nm monitorea la coordinacién de la Met80 al atomo de fierro del
hemo vy los cambios de absorcién a esta longitud de onda proporcionan informacién acerca de
eventos moleculares fuertemente acoplados que incluyen ligacion de la Met80, apertura de la
cavidad del hemo y desplegamiento global de la proteina (Nall, 1996).

Radi ef al. reportaron por primera vez la peroxidacion de lipidos catalizada por citocromo ¢
en sistemas in vivo (Radi et al., 1993). Este resultado sugirié la participacion del citocromo en
procesos celulares involucrados en el estrés oxidativo y en ios cuales podria promover la
oxidacion de algunas biomoléculas en presencia de perdxido de hidrdgeno mediante un
mecanismo de radicales libres (Deterding et al., 1998).

Por ofro lado, trabajos previos han reconocido desde hace mas de cuarenta afos, la
capacidad del citocromo ¢ para promover la peroxidacidn de lipidos y el rompimienio de
hidroperéxidos in vitro (Vazquez-Duhalt, 1999). Adicionalmente, se ha demostrado que el
citocromo ¢ puede participar en la hidroxilacion de p-nitrofenol y en la oxidacion de diferentes
compuestos como el acido 2-ceto-4-tiometil butirico, la 4-amino antipirina y luminol (Zhu ef al.,
1998), asi como en la oxidacion de compuestos donadores de electrones como el ABTS (2,2"-
azino-bis(acido 3-etilbenztiazolina-6-sulfénico)) (Vazquez-Duhalt, 1999). La Tabla 2 resume

algunas de las biotransformaciones realizadas por el citocromo c.
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Figura 7. Espectro UV-Vis del citocromo ¢ de corazon de caballo oxidado.

Tabla 2. Reacciones biocataliticas catalizadas por el
citocromo ¢ (Vazquez-Duhalt, 1999).

Sustratos Progductos
Hidrocarburos polinucleoaromiaticos

Antraceno 9,10-Antraguinona
Benceno Fenol

Benzo(a)pireno 1,6-Benzo(a)pirenodiona
Pireno 1,8-Pirenodiona

Compuestos organoazufrados y heterociclicos

Benzotiofeno Sulfoxido de benzotiofeno
Carbazol Desconocido
Dibenzotiofeno Suifoxido de dibenzotiofeno
Suifuro de dibencilo Sulfoxido de dibencilo
Sulfuro de difenilo Suiféxido de difenilo
N-methyl carbazol N-Hidroximetil carbazo!
Tiantreno Disulfoxido de tiantreno
Tioanisol Metilfenil-sulfoxido

Otros sustratos

ABTS ABTS (radical catibnico)
Guayaco! Tetraguayacol

Acido iinolénico Peroxido de linoleato
Luminol Quimioluminiscencia
Metionina Etileno

Estilbeno Epbxido de estilbeno
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El citocromo ¢ también ha sido ufilizado en la oxidacién de tiofenos y compuestos
organoazufrados en presencia de perbxido de hidrégeno en medios que contuvieron solventes
orgénicos miscibles en agua (Vazquez-Duhalt ef al.,, 1993). El analisis de los productos por GC-
MS después de la reaccidbn demostrd, en todos los casos, la formacién del sulféxido
correspondiente (Tabla 2). Por otra parte, no se detectd la presencia de sulfonas como
productos, indicando con esto que la reaccion involucra solamente la adicion de un atomo de
oxigeno al dtomo de azufre de la molécula (Vazquez-Duhalt et al., 1993). Torres ef al. han
reportado la oxidacidon bocatalitica de hidrocarburos polinuclecarométicos con citocromo ¢,
ligninc peroxidasa y hemogoblina en medios conteniendo solventes organicos. (Torres ef al,,
1097). Los productos de la reaccion biocatalitica fueron identificados como las quinonas
correspondientes. El hecho de que las tres hemoproteinas preduzcan los mismos productos
sugiere que el mecanismo de reaccion es similar para los tres biocatalizadores (Torres ef al.,
1997).

Diversos estudios se han enfocado al mejoramiento de las propiedades cataliticas del
citocromo c¢ utilizando como herramientas la mutagénesis sitio dirigida (Torres ef al., 1995) y la
maodificacion g uimica { Tinoco and V azquez-Duhalt, 1998). El citocromo ¢ de Saccharomyces
cerevisiae ha sido exitosamente expresado en E, colf y estudios previos han demostrado gue la
substitucion del residuo Phe82 altera significativamente el comportamiento cinético de la
proteina, mientras que fa doble mutante Gly82:Thr102 demostrd ser 10 veces mas activa que la
proteina parental contra diversos sustratos aromaticos. Adicionalmente, la substitucion de la
Lys79, residuo localizado a la entrada de la cavidad del hemo, por Ala proedujo una proteina con
una k.ot ¥ Ky elevadas, resultando en un biocatalizador con una eficiencia catalitica comparable
a la parental (Torres ef af, 1995). Por ofra ‘parte, el citocromo ¢ ha sido modificado
quimicamente en sus grupos amino superficiales libres con moléculas de polietilén glicol y en
sus grupos carboxilo con grupos metilo y tri-metil-silit (TMS) (Tinoco and Vazquez-Duhalt,

1998). Como resultado de esta doble modificacién el microambiente del grupo hemo se vio
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alterado. El citocromo doblemente modificado fue capaz de oxidar 17 de 20 PAHs probados,
mientras que el citocromo no modificado sé6lo fue capaz de oxidar 8 compuestos (Tabla 3),
demostrando gue la modificacién quimica de proteinas puede ser una herramienta interesante

en el disefio de nuevos biocatalizadores.

Tabla 3. Oxidacién de hidrocarburos polinuclecaromaticos con
citocromo ¢ no modificado y con citocromo doblemente
modificado con polietilén glicol y grupos metilo (Tinoco and
Vazguez-Duhalt, 1998).

Actividad especifica (min™)

Compuesto aromatico No modificado PEG-Cyt-Met
7.12-Dimetilbenzantraceno  24.589 (£ 1.52) 80.33 (x 3.83)
1,2:3,4-Dibenzantraceno NR 16.60 (+ 2.24)
Azuleno 2.26 (+ 0.29) 14.32 (£ 0.57)
3-Metilcolantreno 1.88 (+ 0.07) 10.96 (£ 0.54)
7-Metilbenzo(a)pireno NR 7.56 (£ 0.42)
1,2:5,6-Dibenzantraceno NR 5.70 (+ 0.31)
Trifenileno NR 5.27 (= 1.05)
Dibenzotiofeno 0.67 (+ 0.06) 4.73 (£ 0.05)
Antraceno 0.33 (£ 0.06) 3.09 (£ 0.32)
Tiantreno 0.49 (£ 0.06) 1.41 (x 0.08)
Pireno 0.51 (£ 0.05) 0.97 (£ 0.03)
Fluoroantreno NR 0.65 (£ 0.09)
Acenafteno NR 0.40 (+ 0.01)
Benzo(a)pireno 0.22 (£ 0.02) 0.39 (£ 0.06)
Fluoreno NR 0.22 (£ 0.01)
Fenantreno NR 0.17 (£ 0.02)
Criseno NR NR

9,10-Dimetilantraceno NR NR

Naftaleno NR NR

Bifenilo NR NR

NR. No se detecto la reaccion enzimatica

El mecanismo catalitico del citocromo ¢ ya ha sido descrito (Barr and Mason, 1995). Como
en el caso de las peroxidasas, la forma oxidada del citocromo ¢ (porfirina-fierro(lll)) puede
romper homoliticamente el enlace O-O del hidroperéxido, dando lugar a la formaciéon de un
radical catiénico llamado compuesto | (Figura 8). La presencia de un agente reductor, p. €. un

polinucleoaromatico, genera el compuesto Il, un complejo formado entre el fierro (IV) de la
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porfirina y el oxigeno resultante de la escisién del hidroperdxido. Este compuesto i puede
oxidar una segunda molécula de sustrato para regresar al estado basal del citocromo.
Alternativamente, un e xceso d el hidroperdxido da lﬁgar a la formacion d el compuesto lil, un
radical altamente reactivo localizado cerca del anillo de la porfirina y, debido a esta proximidad,
cualquier transferencia de electrones desde el estado reducido del citocromo a uha segunda
molécula del hidroperdxido formara un radical hidroxilo. Este radical puede reaccionar con el
anillo de la porfirina llevando a una inactivacion irreversible de la enzima. Cabe mencionar que
todas las peroxidasas son inactivadas por un exceso de hidroperdxido o en ausencia de

cualquier sustrato oxidable,

Hz02

H0 AH

COOH COORK
Estado basal

AH

COOH COOH SO0 Q0K
Compuesto | Compuesto I

AR

HaO2

TESIS CON
FALLA DE ORIGTY

COCH COOH
Compuesto i

Figura 8. Posible ciclo catalitico del citocromo ¢ en presencia de peroxido de
hidrégeno y un sustrato aromatico (AH). Adapatado de Vazquez-Duhalt (1998).
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El citocromo ¢ presenta varias ventajas que promueven su uso como biocatalizador
(Vazquez-Duhalt, 1999): a) el grupo prostético hemo se encuentra unido covalentemente a la
proteina. Esta propiedad resulta Gtil en la catalisis en solventes organicos ya que, contrario a
otras peroxidasas, el citocromo no pierde su grupo catafit_ico en estos sistemas; b) el citocromo
es activo en intervalos de pH de 2 a 11; ¢) el citocromo ¢ presenta actividad catalitica en medios
con altas concentraciones de solvente organico. En medios con 90% de tetrahidrofuranc el
citocromo conserva 18% de su actividad maxima y d) la produecidn industrial del citocromo es
relativamente barata, con la consideracién adicional de la facilidad para clonar y expresar esta

proteina, permitiendo la produccién por métodos fermentativos.
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3. HIPOTESIS

La implementacion de enzimas en [a industria petrolera p ara la o xidacién d e compuestos
azufrados requiere de catalizadores activos en medio organico y estables a 80°C. Debido a esto
y con base en los antecedentes previos, proponemos que la modificacion quimica del citocromo
¢ con polimeros de alto peso molecular incrementara su estabilidad térmica, y modificara su

hidrofobicidad, facilitando la catdlisis de compuestos hidrofébicos a altas temperaturas.
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4. OBJETIVOS

Generales

1. Obtener por medio de modificaciones g uimicas un biocatalizador termoestable, con un
sitio activo hidrofébico y con diferentes propiedades cataliticas en medios con bajo

contenido de agua.

2. Explicar los mecanismos quimicos y/o termodinamicos que dan origen a la

termoestabilizacidén de las proteinas modificadas guimicamente.

Especificos

1. Modificar la superficie de hemoproteinas por medio de acoplamiento covalente con
polimeros anfifilicos.

2. Analizar estructuraimente a las proteinas modificadas y nativas por medio de
espectrofotometria UV-visible, dicroismo circular, fluorescencia y calorimetria.

3. Andlizar termodinamicamente el proceso de termoinactivacion de las proteinas
modificadas y nativas.

4, Estudiar los mecanismos mediante los cuales los modificadores quimicos estabilizan a las
proteinas.

5. Caracterizar cinéticamente a las proteinas modificadas y no meodificadas a 80°C contra

diversos sustratos hidrofobicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y solventes

El citocromo ¢ de corazén de caballo, el citocromo ¢ de levadura (Saccharomyces
cerevisiae), asl como los reactivos metoxipolietién glicol (PM 350, 750 y 2000 Da),
metoxipolietilén glicol activado con cloruro ciandrico .(PM 5000 Da), peroxido de hidrdgeno
(solucién acuosa al 30%), cloruro ciandrico (2,4,6 tricloro-1,3,5-triazina), acido trinitro bencen-
sulfénico (TNBS) y cloruro de pinacianol, fueron obtenidos de Sigma Chemical Co. Los
compuestos polinuclecaromaticos pireno, antraceno y benzo{u)pireno, asi como los derivados
azufrados tiantreno, dibenzotiofeno y disulfuro de fenilo, se obtuvieron de Aldrich. Los solventes
organicos utilizados, todos grado HPLC, fueron obtenidos de Fisher Scientific. El hidrocloruro de
guanidina (GuHCI) grado ultrapuro se obtuvo de Gibco BRL. Todas las enzimas de restriccion y
los reactivos de modificacion de ADN se obtuvieron de New England Biolabs. Todos los

reactivos no mencionados fueron de la mayor pureza posible.

5.2. Mutacion sitio dirigida de gene cyct de Saccharomyces cerevisiae y sobreexpresion

en E. coli

Todas las mutantes fueron construidas por la Dra. Brenda Valderrama utilizando el siguiente
protocolo experimental. Las mutantes sencillas y dobles del gene cyc? se obiuvieron por
extension de megaprimers (Horton and Pease, 1991) sobre el plasmido pBTR1 (Pollock et al.,
1908) utilizando los siguientes primers:

pf1 5'-cggtacccggggatccataactaac-3',

pr4 5'-aaaaagctagcctgittactcagtgctitittcaagaaggtaattaagte-3’,

K27A 5'-gtttggaccaaccgcatgtgggecace-3/,
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K79A 5'-cccaccaaaggccatcgeggtaccaggaatat-3’,

K79T 5’-cccaccaaaggccategtggtaccaggaatat-3',

Todas las amplificaciones fueron hechas utilizando la ADN-polimerasa de alta fidelidad. Los
megaprimers se obtuvieron por la amplificacién del plasmido pBTR1 con los grupos de primers
pf1-K27A, K79A o K79A y fueron purificados a partir del gel. La extension de los megaprimers
fue hecha sobre el plasmido pBTR1 utilizando el primer pr4. Los productos de extension fueron
purificados a partir del gel, cortados con BamM! y Nhel y ligados en pBTR1. Este plasmido
también contenia el gene cyc3 que codifica para la citocromo ¢-hemo liasa, un sitio de
resistencia a ampicilina y un promotor bajo constituvo Trc (Pollock ef al., 1998). La secuencia de
nucledtidos de todas | as clonas fue confirmada d os veces. L a e strategia d e mutagénesis se
resume en la Figura 9.

La cepa de E. cofi JM101 se fransformd con los plasmidos obtenidos anteriormente,
conservandolos en un medio rico Luria-Bertani (LB) (Ausubel ef al., 1999) suplementado con

100 ug/mi de ampicilina.

ampiificacién

> -

megaprimero

<

csswudebaw
19p UOISUSIXT
dooeadue

ligado de restriccion con

N

fragmentos BamHI y Nhel !Bl g

pBTR1

Figura 9. Estrategia de mutageénesis del citocromo ¢ de Saccharomyces cerevisiae.
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5.3. Purificacion de los citocromos ¢ de Saccharomyces cerevisiae mutantes.

En experimentos previos se determinaron las condiciones optimas para la produccion de las
protefinas mutantes. En estos experimentos se manipularon independientemente la velocidad de
agitacién, la velocidad de aireacion y la temperatura del medio de cultivo, encontrandose 300
rpm, 0.33 vwm y 37°C como parametros optimos.

La produccion de los citocromos mutantes se llevd a cabo creciendo las cepas
transformadas de £. coli en un fermentador con un volumen de operacién de 1.5 1 en medio LB
suplementado con ampicilina. Las velocidades de agitacion y de aireacion se mantuvieron a 300
rem y 0.33 vwm respectivamente, mientras que la temperatura se mantuvo a 37°C. La
inspeccion visual de paquetes celulares obienidos a intervalos regulares indicd que la
acumulacion de citocromo se inicid una vez que el cullivo alcanz la fase estacionaria (las
células de las cepas sobreproductoras de citocromo desarrollan un color rosa tenue). Después
de 30 h las células fueron cosechadas por centrifugacion. El paquete celular (5 g, peso
humedo) se resuspendio en 50 ml de amortiguador de fosfato de sodio (AFS) 10 mM, pH 6.1
conteniendo 25% de sacarosa, 10 mM de EDTA, 0.2 mM de ditiotreitol y 50 ug/ml de lisozima y
fue incubado por 10 min en hielo. A esta suspension se le adicionaron 5 mg/ml del detergente
Brij35, 0.01 mM de MgCl,, 20 ug/ml de RNAsa, 100 pg/ml de DNAsa y 1 mM de PMSF
(inhibidor de proteasas) y se incubd por 10 min a 37°C. Las células se rompieron por sonicacion
con ciclos alternados de 1 minuto. Los restos celulares fueron 'removidos por centrifugacion
{12,100 g) y el extracto celular fue precipitado con sulfato de amonio (50% saturacién). El
precipitado formado se separd® mediante centrifugacién y el sobrenadante fue dializado en frio
contra 80 volumenes de AFS (10 mM, pH 6.1). Los extractos dializados se cargaron en una
columna empacada con el soporte Macro Prep High S (intercambio catidnico) y fueron eluidas
mediante un gradiente fineal de 0 a 1 M de NaCl con un flujo de 1.5 mi/min. La elucién de las

fracciones se sigui6 por absorbancia a 280 nm y 410 nm. Las fracciones ricas en citocromo se
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colectaron y dializaron extensivamente en frio contra AFS (10 mM, pH 6.1) y posteriormente se
concentraron en un sistema de ulitrafiltracidn equipado con una membrana de 10,000 Da de
corte molecular. Todas las proteinas mutantes se purificaron a homogeneidad segin se
comprobd por geles de acrilamida tefidos con azul de coomasie o nitrato de plata. La relacion
de absorbancias a 410 nm/280 nm se conoce como el coeficiente de Reinheitzahi (R,)y se
utiliza comdnmente como un indice de la pureza de las hemoproteinas. El valor de Rz dei
citocromo comercial de sigma es 4.4, mientras que los valores para las proteinas mutantes

obtenidas oscilaron enire 4.8y 5.4,

5.4. Modificacion gquimica de hemoproteinas

5.4.1. Sintesis de PEG activados

La activacion de los PEGs de diferente peso molecular (350, 750, o 2000 Da) se realizd de
acuerdo al procedimiento reportado por Abuchowski et al. (1977b). Las muestras de PEG (10
mmoles) se disolvieron en 40 ml de tolueno seco conteniendo 1 g de carbonato de sodio. A esta
solucidén se agregaron 30 mmoles de cloruro cianurico y la mezcla se dejd reaccionar toda la
noche a temperatura ambiente. La solucién resultante fue filtrada y el PEG activado se recuperd
por precipitacion en frio con éter de petrdleo (80 ml) seguido por una centrifugacién a 12,100 g.
El precipitado resultante fue separado y lavado con éter de petroleo frio hasta que quedo libre
de cloruro ciantrico residual (determinado espectrofotométricamente). El contenido de cloro en
los polimeros activados se determind después de la hidrélisis durante 8 h de las muestras de
PEGs aciivados en un amortiguador de carbonato de sodio (pH 10, 100 mM), seguida por una
titulacion con nitrato de plata 0.02 N. La reaccién de activacién del mPEG se muestra en ia

Figura 10.
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Figura 10. Sintesis de polietilén glicol activade con cloruro ciandrico.

5.4.2. Modificacion con polietilén glicol (PEG)

El citocromo modificado guimicamente con polietilén glicol (Cyt-PEG) se obtuvo por una
modificacion del método reportado anteriormente por Gaertner and Puigserver (1992).
Muestras de 9 mg de citocromo ¢ (de corazon de caballo) se disolvieron en 5 mi de
amortiguador de boratos (40 mM, pH 10). A esta solucién se le agregd PEG activado (PM 5000
Da) en un exceso de 5 veces sobre los grupos amino libres de |a proteina. La mezcla resultante
se mantuvo reaccionando por 5 h a temperatura ambiente bajo agitacion suave. La reaccién se
paré mediante la adicidon de 100 ml de AFS (60 mM, pH 6.1) vy se dializ6 extensivamente contra
el mismo amortiguador. La solucién de Cyi-PEG fue concentrada por ulirafiltracién utilizando
una membrana de corte molecular de 30,000 Da.

L.os citocromos (de corazén de caballo) modificados con PEGs de menor peso molecular, asi
como los citocromos de levadura y la peroxidasa modificadas con PEG (PM 5000 Da) se
obtuvieron por el mismo procedimiento.

La cloroperoxidasa de Caldariomyces furmago modificada con PEG se obtuvo por el mismo
procedimiento, utilizando el mismo exceso de polimero sobre los grupos amino que en el caso

del citocromo. Esta enzima es altamente sensible a pH alcalinos y debido a esto fue necesario
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reducir substancialmente los tiempos de reaccién duranie la modificacion con PEG. La mezcla
de reaccidon se mantuvo por un periodo de 10 a 15 min a pH 10 y posteriormente se diluy6 y
dializé extensivamente con amortiguador de acetatos pH 5, 50 mM.

El grado de modificacion de las diferenies preparaciones fue estimado por la titulacién de los
grupos amino libres de ia proteina con acido trinitrobencen-sulfonico (Habeeb, 1966), midiendo

la absorbancia del complejo formado a 335 nm y 420 nm.

5.4.3. Copolimerizacion del citocromo ¢ en Nylon

La sintesis del plastico biocatalitico citocromo-Nylon (Cyt-nyl} se realizé mediante un
procedimiento desarrollado por el M.C. Raunel Tinoco (comunicacion personal). El copolimero
Cyt-nyl se obtuvo mediante dos reacciones secuenciales que involucran la activacion del
citocromo y la copolimerizacion de la proteina activada. Para la sintesis del copolimero se parti6
de las siguientes soluciones patron. A) solucién acuosa de citocromo ¢ (10 mg/ml); B) solucion
acuosa de hexandiamina (0.4 g/ml) y C) solucidn de cloruro de adipoilo en cloroformo (50% v/iv).
Alicuotas de la solucion A (1 mg/mi} se hicieron reaccionar bajo agitacién vigorosa y en un
intervalo de 1 min con alicuotas de la solucion B (40 mg/ml). Esta mezcla de reaccion (1 ml) fue
adicionada en intervalos de 1 min a 1 ml de una solucién diluida (1:10) de la solucion C, la cual
estaba contenida en tubos de ensayo provistos de mamparas para promover una mayor
agitacion durante la reaccién. La mezcla resuitante se mantuvo bajo agitacion vigorosa durante
1 min y posteriormente fue centrifugada a 5000 g. Las fases organica y acuosa fueron
separadas del polimero por decantacién. Esta reaccion fue repetida aproximadamente 60 veces
y el polimero obtenido se dejé secar a temperatura ambiente. Posteriormente el polimero seco
se Javo intensivamente con mezclas de etanol/agua (50% v/v) para separar el citocromo que no

reacciond. La carga de proteina en el copolimero se estimé mediante un balance de masa entre
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la cantidad inicial de citocromo en las mezclas de reaccion y el citocromo desprendido durante

el proceso de lavado.

5.5. Determinacion de la concentracion de proteina

Las distintas preparaciones de citocromo se disolvieron en AFS (60 mM, pH 6.1). La
concentracion del citocromo no modificado fue estimada especirofotométricamente en su
estado reducido utilizando el coeficiente de extincion molar £=29.5 mM'cm™ a 550 nm
{(Margoliash and Schejter, 1966).

Como resultado de la modificacion quimica el e spectro de absorcién del citocromo se vio
alterado, ia banda tipica de absorcion a 550 nm se perdi6, evitando con esto la estimacion de la
concentracién en esa regidn del espectro. Adicionalmente, la banda Soret se encontro
desplazada hacia los 402 nm. Ahmad et al. han reportado previamente un valor de £=1.061x10°
M7'ecm™” a 410 nm para el estado oxidado del citocromo ¢ (Ahmad et al., 2000). La estimacion de
la concentracion de los citocromos modificados se realizé empleando el coeficiente de extincion
reportado por Ahmad et al. utilizando el valor de la absorbancia a 402 nm. Para confirmar la
concentracion, muesiras del citocromo modificado se digirieron con &cido perclérico y se estimé
la cantidad de fierro liberado mediante absorcion atdmica, asumiendo gue cada molécula de
citocromo posee un atomo de fierro. Los valores de concentracion estimados por ambos

métodos mostraron una correlacion de 0.992 (Figura 11).
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Figura 11, Curva estandar para la estimacion de la concentracion de Cyt-PEG.

5.6. Determinacion de los perfiles de actividad en funcion de la temperatura

Se ensayaron series de reacciones desde 20°C hasta 120°C en viales de vidrio sellados con
septos de teflon. El sistema de reaccion contenia 850 pi de AFS (60 mM, pH 6.1), 150 ul de
acetonitrilo, 5 pg/mi de cloruro de pinacianol o 20 uM de pireno como substratos y 0.5-4.6 pM
de la preparacion de citocromo (concentraciones finales). Las mezclas completas se incubaron
el tiempo necesario para alcanzar la temperatura deseada (usualmente menos de 5 min,
medida con un termémetro digital en un vial independiente sujeto a las mismas condiciones), y
la reaccion fue iniciada por ig adicion de 1 umol de Hy0.. La actividad catalitica se determind
siguiendc; la disminucion de la absorbancia a 603 nm para el cloruro de pinacianol (¢ = 82.35
mM'em™) o a 335 nm para el pireno (e = 32.6 mM'em™) (Vazquez-Duhalt ef al., 1994). Las

actividades fueron expresadas en min™.

5.7. Ensayos de estabilidad de las hemoproteinas modificadas con PEG (PM 5000 Da)

Se evalud la estabilidad térmica de las preparaciones de hemoproteinas modificadas con

PEG y se compard con la esiabilidad de las respectivas hemoproteinas no modificadas. La
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estabilidad térmica de las preparaciones de citocromo ¢ de corazon de caballo se determind
estimando la actividad especifica residual después de diferentes tiempos de incubacion a 80°C,
en ausencia o en presencia de sustrato (cloruro de pinacianol 5 ug/ml o pirenc 20 pM).

Se ha reportado previamenie que la estabilidad del citocromo ¢ de levadura es menor a la
presentada por su homologo de corazdn de caballo (Endo et al., 1985). En nuestro trabajo, los
ensayos previos demostraron que el citocromo ¢ de levadura no presenté actividad a 80°C y
debido a esto no fue posible evaluar la estabilidad a 80°C. La estabilidad térmica de las
preparaciones de citocromo ¢ de levadura s e e stimo incubando e n a usencia de sustrato as
diferentes preparaciones por 5 horas a 70°C. Al término de la incubacion se adicioné el sustrato
(pirenc 20 uM) al medio de reaccién y se determind su actividad residual a 70°C.

La estabilidad térmica de la cloroperoxidasa y la peroxidasa se estimd incubando en
ausencia de sustrato las diferentes preparaciones a 45°C y 70°C respectivamente. Al término
de la incubacion s e adicionaron 5 pg/mi de cloruro de pinacianol al medio de reacciény se
determind s u actividad residual a la misma temperatura d e incubacién. Las {temperaturas se
seleccionaron en base al perfil de actividades presentado por cada una de estas proteinas. En
el caso de la cloroperoxidasa se selecciond 45°C ya que temperaturas superiores resultaron en
una rapida inactivacién, difucultando con esto la estimacion de la esfabiidad de la proteina. En
el caso de la peroxidasa se selecciond 70°C debido a que es una temperatura suficientemente
alta para someter a la proteina a un estrés térmico sin provocar pérdidas significativas en la
actividad. El perfil de temperaturas demostré que a 70°C la peroxidasa conserva mas del 80%
de la actividad maxima en ambas preparaciones.

Las constantes de inactivacién para cada hemoproteina se determinaron medianie el ajuste

de los datos experimentales a la ecuacion de primer orden (A = Age™).
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5.8. Ensayos de actividad contra sustratos hidrofébicos

Todas las reacciones se realizaron en viales sellados con septos de teflon para evitar
evaporacion del medio. Cada mezcla de reaccion contenia 850 ul de AFS (60 mM, pH 6.1), 150
ul de acetonitrilo, 20 uM de HPA o derivados organoazufrados como substrato y 0.5-3.5 pM de
la preparacion de citocromo (todos en concentraciones finales). Las reacciones fueron iniciadas
por la adicién de 5 uf de una solucién 200 mM de H.O, (concentracion final de 1 mM) v,
después de 2 min de reaccién se pararon mediante la adicion de 1 ml de acetonitrilo. La
reaccion fue monitoreada espectrofotometricamente a las longitudes de onda de maxima
absorcion para cada sustrato, o bien, midiendo el consumo de sustrato por HPLC utilizando una
columna de fase reversa L.C-18 (Supelcosil 5 um, 150 mm x 3.9 mm). La columna fue eluida
con una fase de acetonitrilo:agua (60:40).

La actividad catalitica se determind mediante la estimacion de la cantidad de sustrato
transformado por mol de preparacién de citocromo y se expres6 en min™". Todas las reacciones
se hicieron por triplicado.

El papel de la presencia del solvente en el medio de reaccién ha sido revisado previamente
por Torres, et al. (1996, 1998). La presencia de bajas concentraciones de solvente en el medio
tiende a incrementar la actividad enzimatica, fenémeno que se debe principalmente a una
mayor solubilidad del sustrato hidrofébico y consecuentementie a una disminucion de los
problemas de fransferencia de masa. También se ha observado que conceniraciones de
solvente por arriba de un valor Optimo tienen como consecuencia una disminucion de la
actividad; esto se debe principalmente a que la particion del sustrato es mas favorable hacia el
solvente que hacia el sitio activo de la enzima. Con base en los reportes de Torres, ef al. (1996,
1998 se establecid que las reacciones se llevaran a cabo a concentraciones de acetonitriio
entre 15% y 20% y que, transcurrido el tiempo de reaccién, se pararan mediante la adicion de 1

ml del mismo solvente.
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5.9. Determinacion de los parametros cinéticos

Se determinaron las constantes cinéticas de los citocromos no modificado y modificado a
30°C y 80°C. Todas las reacciones se ensayaron en 1 ml de AFS (60 mM, pH 6.1) conteniendo
.20% de acetonitrilo, pireno, peréxido de hidrogeno y 2.46 uM de Cyt-PEG o 5.31 uM de Cyt
(concentraciones finales). Las determinaciones a 30°C se siguieron midiendo el cambio de
absorbancia por minuto a 335 nm. En las determinaciones a 80°C las muestras conteniendo
AFS, acetonitrilo y pireno se preincubaron hasta alcanzar la temperatura deseada (usualmente
menos de 3 minutos). Cuando el sistema de reaccidon alcanzd los 80°C se adiciond la
preparacién de citocromo y el perdxido para iniciar la reaccién. Después de 30 segundos se
pard la reaccion mediante la adicién de 1 ml de acetonitrilo y se midi6 la absorbancia a 335 nm,
comparandola con sus respectivos controles. Para cada uno de las condiciones probadas se
realizaron controles en ausencia de citocromo o peréxido para descartar precipitacion del
sustrato u oxidacion quimica por el peroxido.

Para cada una de las preparaciones y para cada temperatura, se inicié con un barrido inicial
de perbdxido de hidrogeno (0.25 mM a 50 mM) manteniendo fija la concentracion de pireno a 20
M, una vez que se encontrd una concentracién de saturacion para el H,O, se siguid con un
barrido de pireno {5 pM a 50 uM) manteniendo fija la concentracién de perdxido a valores
cercanos a los de saturacion correspondientes para cada preparacion. Finalmente se realizé un
nuevo barrido de H,O, (0.25 mM a 50 mM) a la concentracibn de pireno de saturacion
encontrada para cada preparacion.

El ajuste de los datos se realiz6 mediante un ajuste no lineal de minimos cuadrados

utilizando el programa Sigma-Plot V.2001.
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5.10. Anadlisis de la estructura secundaria y terciaria por dicroismo circular y

espectrometria UV-Visible

Los ensayos de dicroismo circular (CD) se realizaron en un espectropolarimetro AVIV 62 Ds.
El analisis por espectrometria UV-Visible se realizd en un espectrofotometro Beckman 650.
Todos los amortiguadores empleados fueron previamente filtrados (0.22 um) y desgasificados.
Para el analisis de CD, los citocromos no modificados y modificados (20 nmoles) se disolvieron
en 1 ml de AFS (10 mM, pH 6.1). Se corrieron muestras confrol conteniendo 5 mM de PEG en
el mismo amortiguador y su sefal fue restada de la sefial de las muestras. Para el analisis por
CD se obtuvieron los barridos de longitud de onda desde 180 nm hasta 260 nm, y desde 350
nm a 450 nm bajo las siguientes condiciones: 1 mm de espesor de la celda, 1 nm de ancho de
banda, 1 nm del paso de la longitud de onda, 1s de tiempo de promediado. Para cada muestra
se reportd el promedio de tres barridos. En el anélisis por UV-Vis se obtuvieron los barridos de
las muestras de proteina (10 uM) desde 200 nm hasta 800 nm. Para la obtencién de los datos a
7 hy 24 h, las muestras se incubaron en un bafio de agua previamente equilibrado a 80°C en
viales perfectamente sellados para evitar evaporacion del medio. A los tiempos especificados,
las muestras se removieron del bafic de agua y rapidamente se colocaron en las celdas de
cuarzo. Las muestras se reequilibraron a la temperatura de incubacion al menos durante 10
minutos. La temperatura en el compartimiento de la celda fue controlada por un médulo Peltier

en ambos equipos. Se determiné la concentracion de proteina antes y después de cada barrido.

5.11. Desnaturalizacion térmica de los citocromos modificados

Las proteinas se disolvieron en 1 ml de AFS (10 mM, pH 6.1) y se siguié su
desnaturalizacion térmica por dicroismo circular a 222 nm desde 25°C hasta 90°C bajo las
siguientes condiciones: 1 mm de espesor de la celda, 1 nm de ancho de banda, 0.2°C/min de

velocidad del barrido, 20 s de tiempo de equilibrio y 5 s de tiempo de promediado.
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5.12. Determinacion de los perfiles de actividad en presencia de guanidina

8e ensayaron reacciones en presencia de concentraciones crecientes de hidrocloruro de
guanidina (GuHCI). Las reacciones se realizaron en 1 ml de un medio de AFS (10 mM, pH 6.1)
conteniendo citocromo modificado o no medificado (3 a 5 uM), 20 uM de pireno, 15% de
acetonitrilo y diferentes concentraciones de GuHCI disuelto en el mismo amortiguador. Las
mezclas de reaccién se preincubaron por al menos dos horas para permitir el equilibrio de la
proteina. Después del tiempo establecido se inicid la reaccion mediante la adicion de 1 mmol de
H,O. y se siguid la disminucién de absorbancia por minuto a 335 nm. La actividad de las

preparaciones de citocromo se expresé como min’.

5.13. Desnaturalizacién quimica de los citocromos modificados

Las muestras conteniendo 2 uM de las preparaciones de citocromo se incubaron a diferentes
concentraciones de GuHCI hasta alcanzar el equilibrio. Los espectros de flu.orescencia durante
la desnaturalizaciébn quimica se obtuvieron en un espectrémetro Perkin Elmer LS-50B. Las
muestiras se colocaron en celdas de cuarzo (1 cm de espesor) y fueron excitadas a 295 nm.
Para cada concentracién de GUHCI se obtuvo el promedio de tres espectros de emision desde
300 nm hasta 500 nm.

Los espectros de fluorescencia de proteinas desnaturalizadas quimicamente tienden a
mostrar aumentos en la intensidad de la emision y desplazamientos en la longitud de onda de
maxima emision. Debido a esto, ei analisis de los datos se hizo tomando en cuenta el centro de
masas de cada espectro obtenido. El centro de masas representa el centroide del espectro y se

define matematicamente con la expresion:

_ 2 hAl@)

cm = =

D1, (dA)
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En donde cm representa el centro de masas del espectro, |, representa la intensidad de la
emisién a la longitud de onda A y (dA) representa el intervalo de ongitud de onda del barrido
del espectro (el cual se mantuvo entre 0.5 nmy 1 nm).

La desnaturalizacion por GuHCI también fue seguida por actividad y CD. Los parametros de
los especiros de CD fueron establecidos con las mismas condiciones que las utilizadas para el

analisis de estructura secundaria.

5.14, Andlisis de las transiciones de desnaturalizacion al equilibrio y determinacion de

los parametros termodinamicos del desplegamiento

El ajuste de los datos y la obtencion de los parametros termodinamicos del desplegamiento
se hicieron en base a lo reporfado previamente por Saab-Rincon (1994). El perfil de
desnaturalizacion del citocromo no modificado se ajustd a un modelo de dos estados. El modelo
de dos estados es el modelo mas simple de desnaturalizacion de proteinas y asume que solo
dos especies moleculares se encuentran pobladas, el estado nativo y el estado desplegado.

Este modelo se representa mediante la expresion:

N<=>D Kno = [DJN]

En donde N representa al estado nativo de la proteina y D al estado desplegado. Ei analisis
de los perfiles de desnaturalizacion se realizé mediante una normalizacién de los datos para
obtener la fraccion desnaturalizada Fd. Este parametro define la fraccién de la proteina que se
encuenfra desplegada como funcidén de la concentracion de agente desnaturalizante y se

obtiene mediante la relacion:

qum (1)
YD YN
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En donde y es la propiedad observada (fluoresencia, dicroismo circular o actividad) a
cualquier concentracion de GuHC!, yy ¥y yp son las propiedades observadas de los estados
nativo y desplegado respectivamente a cualquier concentracion de GuHCI. Los valores de yy y
yp se calcularon mediante una extrapolacidén de las lineas base de los estados nativo y
desplegado (Figura 12A). La constante de equilibrio que define la zona de fransicion esta dada

por la expresién:

I_Q.m Fd - y_yN ue”AG;JD/RT (2)
fn 1-Fd yp-yn

Knp =

En donde fy y fo representan las fracciones de los estados nativo y desplegado
respectivamente, AG;\;D es la energia libre estandar de la transicion, R es la constanie de los

gases y T es la temperatura absoluta. Los datos del citocromo no modificado normalizados a Fd

se ajustaron a la ecuacién (2) para obtener la energia libre del proceso de desnaturalizacion. El
valor de AGpp obtenido de esta manera refleja el cambio de energia libre estandar de la

desnaturalizacion en funcién de las diferentes concentraciones de GuHCI dentro de la region de
transicion. El cambio de energia libre en ausencia del agente desnaturalizante se obtuvo

mediante una extrapolacion iineal utilizando la siguiente expresion (Pace 1986):
AGpp = AGpp (H20) - myp [GUHCI] (3)

En donde AGOND(HZO) representa la energia libre estandar del desplegamiento definida en

ausencia de desnaturalizante, a 25°C y 1 atmosfera de presion, y muyp representa la
dependencia lineal de la energia libre sobre la concentracion de desnaturalizante. El valor de
myp también representa la cooperatividad del proceso y es un reflejo del cambio en la

exposicidon de los residuos hidrofébicos hacia el solvente durante la desnaturalizacion.
. & . .
Una manera alternativa de encontrar los valores de AGyp(H2O) y myp consiste en combinar

las ecuaciones (2) y (3) para obtener la ecuacion {4) de donde los parametros pueden ser

obtenidos mediante un ajuste no lineal de minimos cuadrados.
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Fd  Y-Yn me—(AG;JD(HQO)_mND[GUHCI])/RT

= = (4)
1-Fd  yp-vyn

Knp

Los perfiles de desnaturalizacion del citocromo no modificado obtenidos por fluorescencia,
CD vy actividad fueron analizados mediante éste dltimo procedimiento utilizando una version

modificada del programa Savuka V. 5.0 (lonescu et al., 2000). Los parameiros que arroja
directamente el ajuste son AGyp(H20) ¥ myo.
Por otra parte, el perfil de desnaturalizacion del citocromo modificado se ajustd a un modelo

de tres estados, definido por la expresién:
N €=> | <D
En donde | representa a un estado intermediaric que aparece durante el proceso de

desplegamiento. Las constantes de equilibrio para cada fransicion estan definidas como:

fi

KN§ =—F'-~ (9)
N
Kip mfffll ®)

Los valores de fy, fi y T representan las fracciones de los estados nativo, intermediario y
desplegado. L.os valores de Fd se obtuvieron mediante la ecuacion (1). La suma de fy, fiy fp es

igual a 1, de tal forma que Fd puede expresarse de la siguiente manera:

Y—V¥n
Fd=-"—2N_ —fy +fZ (7)
YD ~¥N !

El parametro Z, representa el valor de la propiedad observada (fluorescencia, dicroismo,
actividad, etc.) para el estado intermediario y esta definido por Z; =(y; - yn yp - ¥n)- El valor
de Z, puede variar de 0, si la conformacion del estado intermediario es similar al estado nativo, a
1, si la conformacion es similar al estado desplegado. Combinando las ecuaciones (5), (6) y (7)

se obliene una ecuacion para Fd expresada en términos de las constantes de equilibrio:
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KniKip +Z))
_ 8
Fd 1+KN1(1+KIU) ( )

o bien, expresada en términos de la energia libre del desplegamiento:

oG H0)-my[GuHCI] RT}[e-[(AG;’D(Hzo)_mD[GuHCl])/RT] . Zn)

Fd=
1. o-16Gi(H0) - mylGuHC]) RT][1 . e—[(AG?D(H20)"mED[GUHCI})/RT])

Los valores de Fd obtenidos para la desnaturalizacion del citocromo modificado se ajustaron

a la ecuacion (9) utilizando una version modificada del programa Savuka V. 5.0 (lonescu ef al.,

2000). Los parametros que arroja directamente el ajuste son AG°NE(H20), AG;D (Ho0), mwi, mp
Y Z.

Los valores de la concentracidn de desnaturalizante ([GuHCl)y2;) a la cual ocurren las

fransiciones se obtuvieron medianie la relacidn [GuHCl]HzijwAGE}(HgO)/mE para ambas

proteinas.

La Figura 12 muestra un ejemplo de la obtencién de los parametros termodinamicos para
una desnaturalizacion de dos estados mediante el método descrito anteriormente. La
desnaturalizacion al equilibrio fue monitoreada por flucrescencia (Figura 12A). En esta curva es
posible distinguir tres zonas, la primera ocurre a concentraciones bajas del agente
desnaturalizante y corresponde a la linea base del estado nativo. Esta zona representa a la
conformacion nativa de la proteina. La segunda zona representa la zona de transicion, en la
cual la estructura de la proteina estad distorsionada y las formas nativa, intermediaria(s) y
desplegada se encuentran en equilibrio. La tercera zona corresponde a la linea base del estado
desplegado y representa la conformacion desplegada de la proteina (Pace 1986). Aplicando la
ecuacion (1) es posible obtener los valores correspondientes a la fraccion desplegada (Fd) de la
proteina en funcidén de la concentracion de GuHCI (Figura 12B). Utilizando la ecuacion (2) se

pueden obtener los valores de la constante de equilibrio (Kyp) a una concentracién de GuHCI
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determinada. Con los valores de la Kyp se pueden obtener los valores correspondientes de

AGyp. Los valores de AGpp se grafican en funcién de la concentracion de GUHCH (Figura

12C) y los datos se ajustan a una linea recta con la ecuacion (3). L.a extrapolacion de los datos

arroja los valores estimados para AG;’D(HgO) Y Myp.

Fluorescencia (y) Unidades ashitrasias

AGn-or0) (kealimol)

360

350

340 +
330 4
320 ¢+

310 +

A
' yp = 1.9817[GUHCI| + 344.3 .

 yn = -3.7881[GUHCY] + 336,52

0 1 2 3 4 5 8

PRI AR
T

GUMCI (M)

I AG’yp(Ha0) = 7,725 kealimol

AG Np = 7.725 - 3.449[GUHCH
R? = 0,907

[ myp = 3.449 keal(mal'M)

GuHCH (M)

Figura 12. Ejemplo de un perfil de desnaturalizacion al equilibrio de citocromo ¢ de corazédn de
caballo en funcion de la concentracion de GuHCI. A) Datos obtenidos mediante fluorescencia,
las lineas representan la extrapolacién de las lineas bases nativa y desplegada. B) Datos
normalizados a Fd, la linea representa el ajuste de los datos a la ecuacién (4) mediante el
analisis no lineal de minimos cuadrados. C) Ajuste de los datos normalizados a Fd en la zona

de transicion. El valor de AGOND(Hzo)Se obtiene por una extrapolacion lineal de los datos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Modificacion quimica de hemoproteinas

6.1.1. Sintesis del plastico biocatalitico citocromo-Nylon

El citocromo ¢ de corazén de caballo fue incorporado durante la reaccion de polimerizacion
del Nylon. Como resuliado de esta reaccion se obtuvo el copolimero citocromo-Nyion (Cyt-nyt)
que resultd ser activo contra pireno. La carga estimada de proteina en el polimero fue 5.2% p/p
(4.2 nmol cyt/mg biocatalizador). El perfil de actividad contra temperatura de esta preparacién
se muestra en la Figura 13. El citocromo no modificado (Cyt-wt) mostré una temperatura optima
alrededor de los 40°C, seguido de una rapida inactivacion. Por otra parte, la incorporacién del
citocromo en el plastico alterd en el perfil de actividades de la proteina, provovando un
incremento de 10°C en la temperatura 6ptima de! biocatalizador y adicionalmente, se encontrd
un intervalo de femperaturas entre los 60°C y 80°C en donde la actividad se mantuvo
relativamente constante. Sin embargo, es importante mencionar que la copolimerizacion
también provocod una pérdida notable de la actividad de la proteina, este comportamiento se vid
acentuado a temperaturas superiores a los 80°C,

La pérdida de actividad de ia proteina modificada puede ser atribuida a la presencia de un
medio organico (cloroformo 50%) en la reaccidén de copolimerizacion. La relativa inestabilidad e
insolubilidad de las proteinas en estos medios ha sido uno de los factores que han limitado la
sintesis de los de plasticos biocataliticos (Yang and Russell, 1995). Por ofra parte, la
polimerizacion pudo haber producido un plastico con una estructura muy compacta en la cual
los factores difusionales pueden ser responsables de la baja actividad observada en el
biocatalizador. Wang et al. han reportado una reduccion de 10 veces en la actividad en

sistemas acuosos de la quimotripsina copolimerizada en polimetil-metacriiato. Esta reducciéon
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fue atribuida principalmente a las limitaciones difusionales de sustratos hidrofébicos en el medio
acuoso (Wang et al., 1997b). Adicionalmente, otro de los factores que pueden explicar la baja
actividad del Cyt-nyl puede ser la baja disponibilidad de los sitios activos de la proteina para
efectuar la catalisis. La reaccion de modificaciéon puede haber producido un polimero muy
compacto con baja porosidad, blogueando con esto los sitios activos de la proteina. El hecho
que algunos de los sitios activos estén bloqueados puede tener como resultado que la actividad
se vea subestimada debido a la carencia de informacidén acerca de la concentracidon real de
sitios activos presentes en el plastico. Este problema podria resolverse mediante una titulacion
de los sitios activos disponibles en el biocatalizador o bien, empleando otro mondmero como
agente espaciador que permita la sintesis de un plastico mas poroso. Sin embargo, es
importante mencionar que no existe un método de titulacion de sitios activos para peroxidasas

{o hemoproteinas con actividad peroxidasica).
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Figura 13. Perfil de actividades contra temperatura del citocromo ¢ inmovilizado en Nylon.
(A) Actividad e specifica; ( B) porcentaje de la actividad maxima. L a actividad s e e stimé
utilizando pireno como sustrato. Cyt-wt (o), Cyt-nyl {(e).

6.1.2. Modificacién de la cloroperoxidasa y peroxidasa con Polietilén glicol (PEG)

Se modificé quimicamente con PEG (PM 5000 Da) a la cloroperoxidasa de Caldariomyces

fumago (CPO) y la peroxidasa de rabano blanco (HRPQO) mediante el método descrito en
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materiales y métodos. Estas enzimas son proteinas relativamente acidas, que presentan un
namero bajo de grupos amino libres en su superficie (entre 3 y 6). En la Figura 14 se muestra
el perfil de actividades de la CPO y HRPO modificadas con PEGss. La modificacién quimica no
alterd el perfil de actividades de la CPO, encontrandose una temperatura 6ptima de 45°C para
ambas preparaciones, sin embargo, la modificacién provocd una pérdida de actividad cercana
al 30% a todas las temperaturas ensayadas. La pérdida de actividad en la CPO-PEG puede
estar directamente relacionada con la inestabilidad de la CPO bajo las condiciones a las que se
realiza la modificacion quimica, gue requiere de la presencia de un pH superior a 10.

En el caso de la peroxidasa de rabano blanco, el perfil de actividades de ambas
preparaciones se mantuvo inalterado hasta los 65°C. Sin embargo, la HRPO-PEG resulté 35%
mas activa a temperaturas entre 35°C y 65°C, con una temperatura éptima 10°C menor a la
observada para la proteina no modificada. Tempefaturas superiores a los 60°C inactivaron

marcadamente a la HRPO-PEG.

~ 3000 T A eCPOwt 12000 71g o HRPO-wt
g 2500 4+ o CPO-PEG E 10000 + ® o HRPO-PEG
g 2000 + 8 8000 1
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Figura 14. Perfii de actividades en funcion de la temperatura de hemoproteinas
modificadas con PEGse. A) Cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago. B) Peroxidasa
de rabano blanco. La actividad se midié sobre cloruro de pinacianol

La Figura 15A muestra que la modificacion quimica de la CPO tuvo efectos desfavorables en
la estabilidad de la proteina. Mientras que la CPO se inactivd completamente después de 5

minutos a 45°C, la enzima modificada perdid cerca del 80% de su actividad inicial durante los
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- dos primeros minutos de incubacion a la misma temperatura. No fue posible obtener las curvas
de e stabilidad a temperaturas s uperiores a los 45°C debido a la rapida inactivacién de esta
proteina. Por ofra parte, la modificacion no tuvo efectos notables en Ié inactivacion térmica de la
peroxidasa (Figura 15B). La cinética d e inactivaciéon de la HRPO-PEG fue similara ladelia
enzima no modificada y ambas se inactivaron completamente dentro de los primeros 10 minutos
de incubacién a 70°C. Se ha demostrado previamente gue la HRPO mantiene una movilidad
restringida alrededor del hemo cuando se modifican cuatro de los seis grupos amino de la
proteina con anhidridos carboxilicos o acido picrilsulfonico (Ugarova ef al., 1979). Sin embargo,
los mismos autores encontraron que la modificacion de sblo dos de los grupos amino o la
modificacion de todos los seis grupos amino de esta proieina tiene como efecto una
disminucion de la termoestabilidad de la enzima. De acuerdo a estos autores, la estabilidad de
la HRPO modificada esta directamente relacionada al grado de modificacion. Por otra parte,
nuestro trabajo sugiere que el incremento en la actividad observado para la HRPO-PEG es
causado por la modificacion con el polimero, sin embargo, el grado de modificacién de la
preparacion puede no ser el adecuado para alcanzar una estabilizacion notable. Es necesaria
una caracterizacion mas profunda de la enzima modificada para poder elucidar los efectos de la

modificacion quimica sobre la estabilidad y actividad de la misma.
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Figura 15. Estabilidad de hemoproteinas modificadas con PEGsqy. A) cloroperoxidasa; B)
peroxidasa. La actividad se estimé sobre cloruro de pinacianol.
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6.1.3. Modificacion quimica del citocromo ¢

El citocromo ¢ de corazon de caballo fue modificado con PEGsgg (Cyt-PEGsec). El grado de
modificacion se estimé mediante la titulacién de los grupos amino libres con el método del acido
trinitro-bencensulfénico (TNBS). Los resultados indicaron que el 80% de los grupos amino
superficiales se modificaron con el polimero. El método de TNBS se basa en la formacion de un
compuesto colorido entre los grupos amino libres de la proteina y el TNBS, el cual se sigue por
su absorbancia a 335 nm y 420 nm. La absorbancia a 335 nm produjo lecturas irregulares en
todas las preparaciones ensayadas, mieniras que la lectura a 420 nm se sobrepone con la
banda Soret del citocromo (ver figura 7). Debido a esto, fue necesario tratar de validar el grado
de medificacién por diferentes métodos. Como resultado de la modificacion se esperaba que la
masa molecular del citocromo aumeniara a 94,752 Da y se redujera el namero de cargas
positivas en ia superficie de la proteina, por io que se considerd que los metodos de separacion
de proteinas basados en el peso molecular o carga podrian dar un estimado del grado de
modificaciébn. Las preparaciones de cilocromo fueron sometidas a electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE), isoelectroenfoque y a cromatografia de filtracion en gel, sin
embargo, ninguno de estos métodos fue capaz de dar resuitados reproducibles, Varios autores
han observado un patron de movilidad alterado en las electroforesis o cromatografias de
enzimas modificadas con PEG (Varalakshmi et al., 1995; Longo and Combes, 1997). Este
comportamiento puede ser atribuido a un incremenio en el volumen hidrodinamico de la
proteina después de la modificacién quimica, y adicionalmente, la presencia del polimero puede
obstruir la interaccion de la proteina con los soportes cromatograficos dando lugar a patrones
de elucion alterados. Esta puede ser la causa del comportamiento observado para el citocromo
modificado, en donde, dado el alio grado de modificacion obtenido con el método de TNBS, Ia
proteina sblo constituye el 13% de la masa del biocatalizador. E! peso molecular del Cyt-

PEGs00 fue posteriormente estimado por espectrometria de masas. Los resultados mostraron
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una amplia distribucion de pesos moleculares con variaciones aproximadas de 5,000 Da,
‘sugiriendo la presencia de diferentes especies moleculares del citocromo modificado. Este
espectro también demuestra la presencia de un pico mayoritario con un peso molecular de 94.3
kDa (Figura 16}, confirmando los resultados obtenidos por TNBS. El grado de modificacion,
cuantificado por TNBS, de las diferentes muestras producidas posteriormente indico que el

grado de modificacion fue relativamente constante, oscilando alrededor del 80%.
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Figura 16. Estimacion del peso molecular del citocromo modificado por espectrometria
de masas (ES-MS).
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6.2. Estabilidad del citocromo maodificado con PEGsgy

El citocromo ¢ de corazon de caballo es una proteina pequeia formada por 104 aminoacidos
y con un peso molecular de 12,348 Da. Es una molécula compacta cuya estructura secundaria
posee cerca de 30% en o-hélices (Ahmad et al., 2000), mantenidas por una compleja red de
puentes de hidroégeno (Louie and Brayer, 1990). E! citocromo ¢ de corazén de caballo es una de
las proteinas méas estables dentro de la familia de los céfocromos (Endo et al., 1985), de hecho
esa alta estabilidad le confiere actividad catalitica sobre el cloruro de pinacianol a temperaturas
superiores a los 110°C con actividad maxima alrededor de los 70°C (Figura 17A). La
modificacion quimica del citocromo ¢ de corazén de caballo con PEGsgg produjo un conjugado
activo a altas temperaturas. En contraste con la proteina no modificada, el Cyt-PEGso presentd |
una pérdida de actividad menos drastica a temperaturas superiores a 80°C, lo que sugirio una
posible e stabilizacion d ebida a 1a modificacién quimica. Se ha reportado p reviamente que | a
maodificacion quimica con PEG provoca un incremento en la hidrofobicidad global de la molécula
(Longo and Combes, 1997). El incremento en la hidrofobicidad de la enzima es favorable en la
catalisis contra sustratos hidrofobicos ya que permite una mayor solubilidad del biocatalizador
en medio organico y se favorece la particién del sustrato hacia el sitio activo de la enzima. El
cloruro d e pinacianol e s un s ustrato relativamente hidrofilico, por 1o que se esperaba que 1a
modificacion con PEG no alterara de manera significativa el perfil de actividades, sin embargo,
cuando se utiliza un sustrato hidrofébico como el pireno, la actividad del Cyt-PEGse, se ve
incrementada de manera importante (Figura 17B). La temperatura &ptima de ambas
preparaciones cuando se utiliza pireno como sustrato, se ve desplazada hacia los 40°C v,
contrario a los resultados obienidos con cloruro de pinacianol, el Cyt-wt perdié completamente
su aclividad a temperaturas superiores a los 80°C, mientras que a esta misma temperatura el

Cyt-PEGsgeo logré conservar cerca del 15% de su actividad maxima.
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La modificacion quimica también incrementd notablemente la termoestabilidad de! citocromo.
El citocromo no modificado perdié completamente su actividad después de tres horas a 80°C,
mientras que el Cyt-PEGsy 0grod retener 50% de su actividad inicial después de 7 horas a
80°C (Figura 18). La presencia de sustrato en el medio de reaccion incremento la estabilidad de
ambas preparaciones. En el caso del citocromo modificado, la presencia del sustrato resultd en
la completa estabilizacion del catalizador, el cual conservd 100% de su actividad inicial ain
después de 7 horas de incubacion a 80°C. La relacién de las constantes de inactivacién del Cyt-
PEGsu00 ¥ Cyt-wt incubados en ausencia de sustrato demostré que la proteina modificada con
PEG es 5 veces mas estable que la proteina no modificada (k, Cyt-wt = 0.6046 h”; k, Cyt-
PEGsge= 0.1244 h™"). Este efecto puede ser afribuido directamente a la modificacion quimica

con PEG.
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Figura 17. Perfil de actividades contra temperatura del citocromo c. A) Actividad contra cloruro
de pinacianol. B) Actividad contra pireno.

Cuando la actividad residual es detectada sobre pireno (Figura 19), la estabilidad del Cyt-
PEGswn se ve incremeniada con respecio a la observada sobre cloruro de pinacianol. Bajo
condiciones de incubacion en ausencia de sustrato, el citocromo modificado retuvo 65% de su

actividad inicial con una constante de inactivacion de 0.0496 h'. La estabilidad del Cyt-PEGsgo0
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evaluada bajo estas condiciones resultd ser 2.5 veces mayor a la obtenida para el Cyt-PEGsg0
incubado en ausencia de pinacianol (Figura 18). Por otra parte, no fue posible obtener una
curva de inactivacion del citocromo no medificade debido a la baja actividad presentada por

esta proteina a 80°C cuando se utiliza pireno como sustrato.
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Figura 18. Estabilidad del citocromo ¢ a 80°C y 15% de acetonitrilo. La

actividad se midié incubando a la proteina a la temperatura indicada en
ausencia y presencia de cloruro de pinacianol.

El PEG es un polimero anfifilico que tiene la capacidad de enlazar varias moléculas de agua
por medio de puenies de hidrégeno. De hecho, se ha demostrado que el oxigeno de cada
unidad de etilén glicol es capaz de unir entre dos y tres moléculas de agua (Liu and Parsons,
1969; Donato ef al., 1996), de aqui que es posible que el efecto estabilizante de la modificacion
con polimero pueda deberse a la formacién de una compleja red de puentes de hidrégeno entre
los residuos hidrofilicos que se encuentran en la superficie de la proteina y el polimero. La
disminucién en la movilidad de la proteina debida a la alta estructuracién de las moléculas de
agua que solvatan al polimero y a la proteina puede ser el principal factor responsable de la

estabilizacion del biocatalizador.
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Figura 19. Estabilidad del Cyt-PEGs00 & 80°C. El ensayo se realizd en ausencia de
sustrato en 15% de acetonitrilo. Después del tiempo indicado se adicionaron 4 pl de
pireno 5 mM en acetonitrilo y 5 pl de H,O, 20 mM para iniciar la reaccion.

Para descartar que la estabilidad observada en el citocromo modificado pudiera deberse a la
presencia del polimero en estado libre, se ensayb la estabilidad del citocromo no modificado a
80°C en presencia de mPEG libre. Es necesario hacer notar que el citocromo no modificado no
presenté actividad a 80°C y debido a esto fue necesario enfriar la muestra a 30°C para medir su
actividad residual. La Figura 20 mostré gue el incremento en la concentracién del polimero en el
medio de reaccidon provocd una reduccion en la estabilidad del citocromo nativo, descartando
con esto que la presencia del polimero en solucion sea el responsable del efecto estabilizante
observado en los experimentos anteriores. Sin embargo, esie resultado contrasta con los
resultados obtenidos por otros autores, quienes han sugerido que el PEG actda como un
agente estabilizante (Garcia et al., 1998). Este efecto se da por un mecanismo de exclusion
preferencial, en el cual el PEG se ve expulsado de la superficie de la proteina por un
mecanismo esterico, provocando al mismo tiempo una mayor hidratacién de la superficie de la
enzima. Es un hecho conocido que las sustancias que favorecen la hidratacion preferencial de
las proteinas tienden a estabilizarlas (Xie and Timasheff, 1997). Por otra parte, otros autores

sugieren que el PEG, al ser una molécula hidrofébica, tiende a interaccionar preferentemente
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con las cadenas hidrofébicas que se exponen al solvente como resuitado de la

desnaturalizacion de la proteina. El resultado neto de esta interaccién es una reduccién de la

temperatura de transicién entre los estados nativo vy desplegado de la proteina (Lee and Lee,

1987). Este parece ser el efecto observado en el citocromo cuando se incuba en presencia de

mPEG libre. E! citocromo es una proteina de membrana que presenta zonas hidrofébicas en su

superficie. Aqui, la mayor interaccion de los residuos hidrofébicos de la proteina con el agua

presente en el microambiente de la proteina debida al mecanismo de hidratacién preferencial,

es termodinamicamente desventajosa. Esto puede explicar la tendencia en la disminucién de la

actividad residual debida al incremento de la concentracion del polimero libre en el medio de

reaccion.
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Figura 20. Efecto de la adicién de mPEG libre en la estabilidad del citocromo
no modificado. Con excepcién del control a 30°C, todas las muestras fueron
incubadas a 80°C durante 7 hrs. La actividad residual se midié sobre pireno

después de eniriar la muestra hasta 30°C.

6.3. Actividad del citocromo ¢ contra sustratos hidrofébicos

Se determind la actividad catalitica de las preparaciones de citocromo contra diversos

sustratos hidrofébicos mediante HPLC (Tabla 4). Los ensayos a 80°C demostraron una
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reduccion en el area del pico del sustrato y, al mismo tiempo, la aparicion de productos (datos
no mostrados), confirmando con esto que el Cyt-PEGsqqe es activa contra este tipo de sustratos.

La Tabla 4 muestra las actividades especificas de las preparaciones de citocromos contra
fres hidrocarburos polinucieoarométicos (pireno, antraceno y benzo(a)pireno) y tres compuestos
organoazufrados (tiantreno, dibenzotiofeno y disulfuro de fenilo). El Cyt-PEGsq resulté mas
activo contra todos los sustratos en comparacion al Cyt-wt a las dos temperaturas probadas y
en términos generales la actividad que presentaron las dos preparaciones de citocromo fue

mayor para los sustratos azufrados que para los polinucleocaromaticos.

Tabla 4. Actividad especifica del citocromo contra sustratos hidrofébicos.
Actividad especifica (min™)*

Citocromo Sustrato

30°C 80°C
Cyt-wt Pireno 0.5+0.03 0.07 £ 0.01
Antraceno 1.0+ 0.1 0.12 £ 0.002
Benzo(a)pireno 0.8£0.12 0.5+ 0.05
Tiantreno 58 +0.22 0.6 +0.04
Dibenzotiofeno 1.9+£0.03 0.13£0.003
Disuifuro de fenilo 1.2+ 0.09 0.1 +0.01
Cyt~P§G5000 Fireno 1.2+0.19 0.08 £ 0.0003
Antraceno 3.3+0.12 0.54 £ 0,005
Benzo(a)pireno 2.6+0.35 1.5+ 0.03
Tiantreno 11.6 £ 0.56 2.6 £0.31
Dibenzotiofeno 51+0.84 1.0 £0.01
Disulfuro de fenilo 3.9+ 0.21 0.7 £0.03

"La actividad se midi6 en HPLC equipado con una columna LC-18. El
ensayo de actividad duré 10 minutos.

La mayor actividad presentada por el Cyt-PEGsy en comparacion del citocromo no
modificado puede atribuirse a la presencia del polimero en el microambiente de la proteina. Los
ensayos de actividad contra s ustratos h idrofébicos requieren d e la presencia de un solvente
organico y, como consecuencia de esto, el sustrato se ve particionado hacia el solvente debido

a gue la hidrofobicidad del medio de reaccién es mayor que la del sitio activo de la enzima. Se
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ha reportado anteriormente que la modificacion con PEG produce biocatalizadores mas
hidrofobicos qué son capaces de solubilizarse en solvenies organicos (Vazquez-Duhalt ef af.,
1992; Longo and Combes, 1997). Este incremento en la hidrofobicidad favorece la particion del
sustrato hacia el sitio activo de la enzima, explicando con esto el comportamiento observado
por el Cyt-PEGsyq0.

Con el objeto de analizar la capacidad del Cyt-PEG para catalizar reacciones en sistemas
organicos, se realizaron ensayos de actividad de las dos preparaciones de citocromo en medios
con 97.5% de distintos solventes organicos miscibles en agua. Los resultados se resumen en la
Tabla 5. Puede observarse que el citocromo modificado fue mas activo que el no modificado en
todos los solventes ensayados. Interesantemente, solventes como el acetonitrilo, butanol,
etanol y metanol, indujeron incrementos en la actividad de 213, 50, 41 y 30 veces

_respectivamente en comparacion a la actividad obtenida por el citocromo no modificado en los

mismos solventies.

Tabla 5. Actividad del citocromo en 97.5% de solvente organico.
Actividad especifica {(min")

Solvente Cytowt Cy-PEGarmg
Agua/ACN (80/10) 56+05 19.7 2 0.6
Metanol 1.3+0.2 30.2+1.8
Etanol 0.5+0.03 20609
Isopropanol 29+04 7902
Butanol 0.3+0.02 149+ 0.3
Acetonitrilo 0.1+ 0.003 213204
Acetona 1.5+£0.3 11.1+£04
Tetrahidrofurano 1.2+ 0.1 7608
Dimetil formamida 0.71 £ 0.05 3.7+£02
Dimetil sulfoxido 0.01 £ 0.001 0.08 £ 0.004

La actividad se midié a 25°C utilizando cloruro de pinacianot
como sustrato.

Diversos estudios se han enfocado a tratar de predecir la actividad catalitica en medios
organicos utilizando diferentes propiedades fisicas de los solventes (Halling, 1994). El

parametro mas comunmente utilizado es el logaritmo del coeficiente de particion entre octanol y
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agua (log P), sin embargo, este parametro dista mucho de ser general y no puede aplicarse a
mezclas de solventes organicos miscibles en agua. Torres ef al. han propuesto un nuevo
parametro para estimar la hidrofobicidad de mezclas de agua/solvente organico y se ha
utilizado para correlacionar la actividad catalitica de cuatro peroxidasas y del citocromo ¢ en
sistemas acuosos conteniendo solventes organicos miscibles (Torres et al., 1998). Este nuevo
parametro de hidrofobicidad esta directamente correlacionado con la actividad termodinamica
del solvente en la mezcia e inversamente correlacionado con la polaridad del solvente:

as
H= ET(30)

En donde H (moles/cal) es la hidrofobicidad de la mezcla agua/solvente organico, g es la

actividad del solvente organico en la mezcla y E1(30} (kcal/mol} es el parametro de polaridad de

Dimroth-Reichardt. De la misma manera, g; esta en funcién del coeficiente de actividad y de la

fraccion molar del solvente en la mezcla. El coeficiente de actividad se calcula a partir de las
ecuaciones NRTL utilizando los datos de las tablas de equilibrio vapor-liquido a 25°C para
diferentes mezcias de agua-solvente organico. A partir de la ecuacion anterior, se calcularon los
valores de hidrofobicidad de las mezclas de agua/solvente organico y se trataron de
correfacionar con la actividad obtenida por las preparaciones de citocromo (Figura 21). Los
valores de hidrofobicidad {(umol/cal) calculados para las mezclas de reaccion fueron:
agua/acetonitrilo (90/10), 5.62; metanol, 17.05; etancl, 17.87; isopropanol, 18.71; dimetil
suifoxido, 19.4; butanol, 19.54; acetonitrilo, 20.67; dimetil formamida, 20.73;, acetona, 21.85;
tetrahidrofurano, 25.41. L.a hidrofobicidad del butanol fue obtenida a partir de una extrapolacién
de la relacién lineal entre la hidrofobicidad de los alcoholes de menor peso molecular y el
nimero de unidades ~CHg~ de los mismos (r’=1). Laane et al. (1987) han demostrado que, para
algunas enzimas, existe una correlacién directa entre la actividad y la hidrofobicidad del

solvente cuando el log P es utilizado como una medida de la hidrofobicidad. Basandonos en
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este reporte, esperabamos enconirar una mayor actividad del Cyt-PEG en solventes mas
hidrofébicos, sin embargo, contrariamente a lo esperado, la correlacion entre la hidrofobicidad
del medio de reaccidn y la actividad de la preparacién de citocromo obtenida para ambas
preparaciones de citocromo fue baja. De la misma manera, no se obtuvieron buenas
correlaciones cuando los datos se expresaron en funcién de la polaridad ¢ de la capacidad de

desnaturalizacion del solvente (datos no mostrados).
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Figura 21. Actividad especifica sobre cloruro de pinacianol de las preparaciones de
citocromo e n funcion de la hidrofobicidad del medio de reaccién. Los valores de

hidrofobicidad fueron calculados a partir de la ecuacion H=a./Er(30).

Por ofra parte, se determinaron los parametros cinéticos de ambas preparaciones de
citocromo a 30°C y 80°C. Ambas preparaciones siguieron cinéticas de Michaelis-Menten (Figura
22). En la mayoria de los casos, no fue posible utilizar condiciones de saturacién para ambos
sustratos debido a que concentraciones elevadas de perdxido provocaron una rapida
inactivacion de la proteina, mientras que concentraciones de pireno por arriba de 50 pM
resultaron en la precipitacion de éste sustrato. En el caso del Cyt-PEGsu0 a 30°C, el barrido de

pireno se hizo manteniendo fija la concentraciéon de H,O, a 5 mM va que concentraciones
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superiores de éste Ultimo inactivaron rapidamente a la proteina. Por el contrario, el Cyt-wt
present6 valores elevados de saturacion para el pireno y para el peroxido. La inactivacion por
perdxido fue menor para el Cyt-wt que para el citocromo modificado y ésto facilito la utilizacion
de concentraciones mayores para la determinacion de los pardmetros. La cinetica del Cyt-
PEGsw0 @ 80°C mostré en términos generales una menor velocidad de reaccidon que la
presentada a 30°C y al mismo tiempo una rapida saturacion con el perdxido de hidrégeno, La
Tabla 6 presenta los datos cinéticos obtenidos como resultado del ajuste no lineal de los datos.
Dado que en la mayoria de los casos no se utilizaron concentraciones de saturacién por las
razones anteriormente expuestas, la constante de afinidad se reporta como aparente, Kuip.
Interesantemente, ambas preparaciones mostraron valores comparables de Vg a 30°C, sin
embargo, la modificacibn con PEG disminuyd 3.1 y 7.4 veces la Ky, para el pireno y el
peréxido respectivamente. La reduccion de la Kusp tiene como consecuencia un incremento
notable en la eficiencia catalitica del Cyt-PEGs. Resultados similares han sido observados en
diversas preparaciones de citocromo ¢ modificado quimicamente (Tinoco and Vazquez-Duhalt,
1998), en donde la modificacion con PEG redujo 5.4 y 8.8 veces la Kwa, para el tiantreno y para
el perdxido respectivamente. Este efecto ha sido atribuido principaimente al incremento en la
hidrofobicidad del microambiente que rodea al grupo hemo (Torres ef af, 1996). Como se
discutio anteriormente, uno de los principales problemas que afectan a la biocatalisis en medio
organico es la particién favorable del sustrato hacia el solvente. Aqui, un incremento en la
hidrofobicidad del biocatalizador puede promover una mayor interaccion del sustrato hidrofébico
con el sitio activo, incrementando la eficiencia catalitica del mismo. Por otra parte, los datos
cinéticos obtenidos a 80°C indicaron una disminucion de 2 veces en la Vi, del Cyt-PEGgq0 v

unaumentode 8 veces en la Ky, para el pireno en relacion a 1os datos obtenidos para la
misma preparacion a 30°C. Es importante hacer notar el incremento de 17 veces en la

eficiencia catalitica para el H;O, debida principalmente a una reduccién en la Kua, para el
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mismo sustrato. Esto puede explicar la mayor susceptibilidad a la inactivacion por perdxido por
parte de la proteina modificada. Por ofra parte, no fue posible obtener ia cinética del Cyt-wt a

80°C debido a la baja actividad presentada por esta preparacion.
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Figura 22. Cinéticas de Michaelis-Menten de las preparaciones de citocromo a 30°C y 80°C.
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Tabla 6. Constantes cinéticas de las preparaciones de citocromo ¢ a 30 y 80°C.

Pireno Hz0:

i Vinax KMap Vina!/ KIVIap KMap Vinax/ KMap
Preparacion ) M) (s'M") (M) (s'MY)
30°C
Cyt-PEGsoge 0.232 9.5x10° 2.4x10° 3.4x10? 69.16
Cyt-wt 0.284 20.3x10%  9.7x10° 25.2x10° 11.31
80°C
Cyt-PEGs000 0.127 75.1x10°  1.7x10° 1.06x10*  1.2x10°
Cyt-wt* e e

"No determinado debido a la baja actividad presentada por esta preparacion a 80°C,

6.4. Efecto del tamaiio del polimero en la estabilidad de la proteina modificada.

Se evaluod el efecto de la relacion PEG/Cyt sobre la estabilidad del citocromo. Para esto, se
sintetizaron los PEG (PM 350, 750, 2000 Da) activados con cloruro cianirico utilizando el
método reportado previamente (Abuchowski ef al., 1977b). La fitulacion del cloro residual con
nitrato de plata indico que en el caso del PEG;s activado se obtuvieron los derivados mono y
bis, mientras que para los PEG.s ¥ PEGa00 s010 se obtuvo el derivado mono. El citocromo ¢ de
corazon de caballo fue modificado con los PEG previamente activados y el porcentaje de
modificacion se determiné por titulacién de los grupos amino libres con TNBS. Los resultados

de la titulacion, asi como los pesos moleculares estimados de las preparaciones se resumen en

la Tabla 7.
Tabla 7. Porcentaje de modificacion™ y peso molecular estimado de los
citocromos modificados con PEG (PM 350, 750 y 2000 Da).
Preparacién Modificacion (%) PM estimado (kDa)
Cyi-bisPEGsg0 20.76 15.6
Cyt-PEGyso 70.64 24.4
_Cyt-PEGgz000 80.52 45,2

"Porcentaje de modificacidn expresado en funcién del numero de
grupos amino modificados de un total de 20.
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Es importante mencionar que, al igual que en el caso del Cyt-PEGsq, los citocromos
modificados con todos los PEGs de menor peso molecular también presentaron patrones de
elucién alterados, asi como una retardamiento en el perfil electroforético (Figura 23). En el caso
del Cyt-bisPEGss; se puede observar la presencia de una pequefa banda alrededor de los 28
kDa la cual puede ser el resultado de una dimerizacién de las diferentes especies de citocromo
o bien, a especies en donde &l total de los grupos amino del citocromo se encuentran
modificados. La dimerizacion parece ser la opcion mas viable, debido a que residuos del agente
utilizado en la activacién del PEG pueden funcionar como agente entrecruzante, llevando a la
multimerizacion de la proteina. En el caso de las preparaciones con PEGys y PEGy se
observan bandas anchas que sugieren la formacion de especies con una amplia distribucion de
pesos moleculares. El peso molecular de estas especies, estimado a partir de la electroforesis

no coincidié con el obtenido a partir del método de TNBS.

Carriles:

. Marcador de peso molecular
. Cytwt

. CYtPEG,q

. CytPEGy,

. CytPEG;,,

. CytbisPEG,,,

19.3kDa |
14.0kDa !

oD G B W N

Figura 23. Electroforesis (SDS-PAGE) de los citocromos modificados con PEG de
diferente peso molecular. E| gel esta tefiido con plata.

La Tabla 8 presenta las actividades a 30°C y 80°C, asi como las constantes de inactivacion a

80°C obtenidas para cada una de las preparaciones de citocromo. Las dos preparaciones de
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Cyi-PEGas, presentaron un bajo porcentaje de modificacion, mientras que el grado de
modificacién obtenido con los polimeros de 750 y 2000 Da fue comparable al del Cyt-PEGsuoo
(80%). La actividad especifica de las preparaciones se incrementd conforme aumentd el peso
molecular del PEG y la relacion PEG/Cyt hasta valores optimos de 750 Da y 1.03
respectivamente, mientras que valores superiores a este éptimo provocaren una disminucién en
la actividad de la proteina. En la molécula de citocromo existen dos lisinas cerca de la cavidad
del sitio activo (Lys27 y Lys79) y, debido al alto grado de modificacion obtenido, existe la
posibilidad de que estos residuos se encuentren modificados. El PEG es una molécula que
presenta un alto volumen de exclusion (que es proporcional al peso molecular del polimero), y
debido a esto, es muy probable gue el polimero esté bloqueando el paso del sustrato al sitio
activo y por lo tanto, reduciendo la actividad del biocatalizador. Polimeros de menor peso
molecular con un menor volumen de exclusién facilitan el paso del sustrato al sitio activo,
reflejdndose en una mayor actividad especifica. Este efecio también ha sido observado en la
actividad de la tripsina modificada con PEGs de diferente peso molecular, donde el incremento
en el tamafio del PEG resuitd en una disminucién de 2 veces en la Ky de la enzima (Gaertner
and Puigserver, 1992). Los autores sugieren que este efecto puede ser atribuido a la
hidrofilizacion de la superficie de la molécula debido a la modificacion quimica. Por otra parte, la
actividad de la tripsina-PEG contra sustratos polipeptidicos se vio reducida, fendmeno que fue

atribuido a los efectos estéricos ocasionados por la presencia del polimero.

Tabla 8. Actividades especificas y actividad residual después de 7 h a 80°C.
Actividad especifica (min™)  Actividad residual

Preparacion g PEG/g Cyt*

30°C 80°C a 80°C (%)
Cyt-PEGsoog 6.76 277+008  0.35+0.002 66.2 % 1.7
Cyt-PEG 2000 2.79 365+0.02 144 +0.03 102327
Cyt-PEGs0 1.03 458+0.11  1.54+0.03 80 +0.7
Cyt- bisPEGss 0.30 145+0.09  0.03+ 0.001 ND
Cyt-PEGasg 0.25 0.88 +0.013  0.05 £ 0.001 ND
Cyt-wt 0.63+0.17  0.015 £ 0.001 ND

*Valores obtenidos a partir del porcentaje de modificacion reportado en la Tabla 7.
ND. No determinado debido a la baja actividad presentada a 80°C
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Se determind la estabilidad a 80°C de los citocromos medificados con PEG de diferente peso
molecular en ausencia de sustrato (Tabla 8). En todos los casos la cinética de inactivacion se
ajustd a un modelo de primer orden. Los citocromos modificados con PEGss; presentaron
actividad muy baja a 80°C y debido a esto no fue posible hacer un ensayo de estabilidad.
Sorprendentemente el citocromo modificado con PEGag retuve completamente su actividad
aln después de 7 horas a 80°C, mienfras que bajo las mismas condiciones los citocromos
modificados con PEGzs, ¥y PEGsn fueron menos estables, reteniendo 80% y 66% de actividad
respectivamente. Los valores de vida media a 80°C en ausencia de susfrato para los Cyt-
PEGs y Cyt-PEGseo fueron 27 y 14 h respectivamente. La alta movilidad y la capacidad del
PEG para enlazar varias moléculas dé agua pueden llevar a la formacion de una capa
protectora de polimero alrededor de la proteina. Esta capa puede estar interaccionado con la
superficie de la proteina formando, por un lado, una compleja red de puentes de hidrégeno con
los residuos hidrofilicos de la proteina (Gaertner and Puigserver, 1992), y por otra parte, las
zonas hidrofobicas del PEG pueden interaccionar con los residuos hidrofébicos de la proteina,
de tal forma que el efecto neto podria ser una completa proteccion del contacto con el agua del
medio. La suposicion de la formacion de esta capa protectora alrededor de la superficie de la
proteina sugiere que, mienfras mayor sea la relacion PEG/proteina, mayor seréa el efecto
protector. Esta suposicion parece ser correcta hasta un valor de 2.8 g PEG/g Cyt. Estos
~ resultados sugieren que existe una relacion polimero/profeina optima para la actividad y
estabilidad del citocromo modificado con PEG. La baja estabilidad obtenida a ambos lados de
esta relacion éptima puede atribuirse a dos factores: en el caso de relaciones polimero/proteing
bajas, a un pobre efecto protector de la capa del polimero ocasionada por la presencia de
pocas moléculas del mismo en la superficie de la proteina; mientras que en el caso de
relaciones altas, a efectos estéricos enire las moléculas del polimerc con alto volumen de

exclusién, que pueden llevar a una distorsién de la estructura de la proteina.
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A pesar de que estos resultados indicaron claramente gue el polimero con un pesc molecular
de 2000 Da es el mejor agente estabilizante, el trabajo posterior se realizd6 con ia proteina
modificada con el polimero de 5000 Da. La razon de esto estriba en gue la sintesis de los PEGs
"de menor peso molecular realizada en el laboratorio implica algunos pasos de purificacion del
PEG activado que no son 100% eficientes. L a i ncompleta s eparacién de la triazina utilizada
para activar al polimero puede resultar en modificaciones no deseadas de la proteina, como la
posible dimerizacidon observada en el caso del Cyi-bisPEGss, complicando ademas el anélisis

de los datos.

6.5. Efecto de la mutacion de los residuos adyacentes al sitio activo en la estabilidad del

citocromo ¢ de Saccharomyces cerevisiae modificado con PEGsgq

La estructura cristalina del citocromo ¢ de levadura (y-Cyt) ya ha sido elucidada a aita
resolucion (Louie and Brayer, 1990). Esta estructura muestra dos lisinas, Lys79 y Lys27,
adyacentes a la cavidad del hemo (Figura 24). La Lys79 esta localizada a la entrada del sitio
aclivo y forma puentes de hidrégeno con la Serd7 en el citocromo de levadura o con la Thr47 en
el citocromo de corazon de cabaillo. Bajo condiciones reductoras, este puente de hidrégeno
cierra la cavidad del hemo. Por otra parte, la Lys27 forma parte de un “omega-ioop” que se
mantiene por una red de puentes de hidrégeno. Dicha red esta formada por tres puentes de
hidrégeno que involucran a &tomos del esqueleto polipeptidico entre los residuos Lys27, Gly29
y Cys17, y por un puente de hidroégeno entre las cadenas laterales de la Lys27 y la Leul5.
Estudios de mutagénesis sitio dirigida han demostrado que este residuo es crucial para la
estabilidad del citocromo de levadura, suslituciones en esta posicion por residuos gue son
incapaces de formar esta red de puentes de hidrégeno producen una proteina menos estable

{Louie and Brayer, 1990).
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Las lisinas 27 y 79 son las Onicas que se encuentran en la cara de la proteina donde se
encuentra la apertura del sitio activo (Figura 24). Con el objeto de evaluar el efecio de la
modificacién en posiciones cercanas al sitio activo, se decidié producir una serie de citocromos
de levadura mutantes buscando dejar la cara de la proteina mas cercana al sitio activo libre de
lisinas y libre de PEG, evaluando sus efectos sobre la actividad y estabilidad de estas proteinas.
Para tal efecto se expresaron en E. coli y se purificaron seis citocromos ¢ de levadura mutantes
en los cuales los residuos 27 y 79 fueron substituidos por alanina o treonina. Estos residuos no
son susceptibles de modificarse quimicamente con PEG. Cabe aclarar que, a pesar de que el
citocromo ¢ de corazdn de caballo es una proteina ampliamente estudiada, no se cuenta con el
gene que codifica para esta proteina. Sin embargo, debido a la alta homologia existente entre la
familia de los citocromos (Louie and Brayer, 1990) se decidié utilizar al citocromo ¢ de levadura.
El gene parental contenia iniciaimente tres mutaciones, T-5A, YO97F y C102T. Esta dltima
mutacion evita la dimerizacion de la proteina. Todos los citocromos mutantes fueron purificados
a homogeneidad, como fue confirmado por geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de coomasie
y nitrato de plata. Los valores de Rz (relacidén de la absorbancia del Soret 2 410 nm vy la
absorbancia de los grupos aromaticos a 280 nm) oscilaron enfre 4.8 y 5.4, indicando una alta
pureza de las proteinas mutantes, Los citocromos mutantes fueron modificados con PEGsqo. La
caracterizacion en términos de las mutaciones, la relaciébn g PEG/g Cyt y la actividad contra
pireno se muestran en la Tabla 9. Cabe aclarar que el citocromo ¢ de levadura sélo posee 16
lisinas en comparaciin de las 19 que presenta su homoélogo de corazoén de caballo y debido a
ésto, se esperaba que los valores de la relacion g PEG/g Cyt fueran menores que los obtenidos
anteriormente para el cilocromo de corazén de caballo modificado con PEGsp.
Independientemente del nimero de aminos libres presentes en cada una de las mutantes, la
relacion PEG/proteina se mantuvo relativamente constante (en promedio 4.3 + 0.6 g PEG/g

Cyt). Esto es importante ya que los efecios obtenidos con la modificacién gquimica pueden ser
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atribuidos directamente a la posicion donde ocurre la modificacion y no a un diferente grado de

modificacién.

Figura 24. Estructura del citocromo ¢ de levadura. Las lisinas se muesfran en color
anaranjado. Nétese que las lisinas 27 y 79 son las tGnicas que se encuentran en la
cara de la proteina que tiene expuesto al hemo.

La Tabla 9 también muestra que las mutantes no modificadas practicamente no presentaron
actividad a 70°C, mientras que la modificacion con PEGsoo incrementd significativamente la
actividad de las proteinas contra pireno. A pesar de que existe una alta homologia entre la
familia de los citocromos, se ha reportade que el citocromo ¢ de levadura presenta una
estabilidad menor en comparacién a su homélogo de corazén de caballo, con una T, entre
52.3°C y 54.2°C (Nall, 1996), esto es, cerca de 20°C menor a la de los citocromos de
mamiferos (Endo ef al, 1985). La ausencia de actividad a 70°C de las mutantes no
maodificadas, confirma este comportamiento.

Otro resultado que confirma el efecto favorable de la modificacidbn quimica con PEG sobre la

actividad de las proteinas es el hecho de que las mutantes no modificadas fueron
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completamente inactivas a 70°C mientras gue las mutanies modificadas presentaron, en
términos generales, entre un 20% y 30% de la actividad mostrada a 30°C. Esto sugiere que el
perfil de actividades de estas proteinas se alterd como resultado de la modificacion quimica. El
citocromo comercial (sigma) modificado so6io se uiilizd como confrol interno. Este citocromo es
un dimero que se encuentra unido mediante un puente disulfuro entre los residuos C102 de
cada monomero y debido a esta caracteristica no puede ser comparado directamente con las
mutantes. Sin embargo, es importante hacer notar que la actividad mostrada por éste dimero
modificado a 70°C fue mayor que su actividad a 30°C. Este comportamiento puede ser atribuido
directamente a la modificacion con PEG ya que el citocromo comercial no maodificado no

presentd actividad a 70°C.

Tabla 9. Grado de modificacion y actividad especifica contra pireno de los
citoctomos ¢ de levadura mutantes.

. Actividad especffica (min™)
Citocromo g PEG/g Cyt 30°C 70°C
y-Cyt(sigma)® 0.35£0.002 N.R.
y-Cyt(parental)® 0.81 % 0.002 0.018 + 0.0002
y-Cyt(K27A) 0.64 £ 0.01 N.R.
y-Cyt(K79A) e 113+ 0.03 N.R.
y-Cyt(K79T) e 0.73 £ 0.006 N.R.
y-Cyt(K27A, K794) - 0.86 £ 0.03 N. R.
y-Cytl(K27A, K79T) i 0.53 £ 0.006 N. R.
y-Cyl{sigma)-PEG 5.68 0.85 + 0.01 0.95 £ 0.08
y-Cyft-(parental)-PEG 4.05 2.17 £0.02 0.73 £ 0.01
y-Cyt(K27A)-PEG 4,54 212+ 013 0.66 £ 0.01
y-Cyt{(K79A)-PEG 4.11 215+ 0.04 0.47 £0.01
y-Cyt(K79T)-PEG 4.11 2.32+0.14 0.48 £ 0.01
y-Cyi{(K27A, K79A)-PEG 3.85 2.06 £ 0.05 0.56 + 0.01
y-Cy(K27A, K79T)-PEG 3.57 1.70 % 0.03 0.41+0.01

?Citocromo de levadura comercial (dimero).
°E| citocromo parental contiene las siguientes mutaciones T-5A, YO7F, C102T.
N.R. No hubo reaccion.

Por otra parte, la modificacidbn quimica también presenté un efecto importante sobre la

estabilidad (expresada como porcentaje de la actividad inicial a 70°C) de las proteinas mutantes
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(Figura 25). La proteina y-Cyt(parental)}-PEG perdié cerca del 30% de su actividad, siendo
similar al comportamiento observado para la proteina comercial. Esto permite sugerir gue las-
mutaciones presentadas en la proteina parental no tienen efecto alguno en la estabilidad de
este citocromo, descartando también la participacidn de estas sustituciones en la estabilidad de
las muiantes. Por ofra parte, la mutante y-Cyt(K27A)-PEG sdlo retuvo el 54% de su actividad
“inicial @ 70°C, mientras que las mutantes sencillas K79A, K79A vy la doble mutante (K27A,
K79A) resultaron ser completamente estables como resultado de la modificaciéon con PEG,
manteniendo 100% de la actividad inicial a 70°C. Interesantemente, 1a presencia de la mutacion
K27A en la doble mutante (K27A, K79A) no suprimid el efecto estabilizante de la mutacion
K79A. Por ofra parte, la doble mutante (K27A, K79T) modificada no siguid el mismo
comportamiento observado para la otra doble mutante, resultando en una pérdida de actividad
del 50% después de la incubacion a 70°C. Las razones de este comportamiento no son claras,
sin embargo es importante sefialar que fue la mutante que presentd menor actividad a 70°C y la
menor relacion PEG/Cyt (Tabla 9). Nuestros resultados sugieren que la ausencia de polimero
en el residuo 79, asi como la modificacion de la lisina 27 son cruciales para obtener una alta
estabilidad.

Xu et al. han sugerido que el desplegamiento del citocromo es un proceso secuencial que se
produce por la presencia de varias subunidades estructurales en la molécula, cada una de
estas con diferentes estabilidades (Xu et al., 1998). La subunidad menos estable comprende el
“loop” que une a la helice formada por los residuos 60 a 70 con la hélice del extremo carboxilo
terminal. En esta subunidad estan localizados la Lys79 y el ligando axial Met80. Existen
evidencias que indican que el rompimiento de la interaccion axial entre el fierro del hemo y el
grupo sulfidrilo de la Met80 provoca la apertura de fa cavidad del hemo (Kaminsky ef al., 1973).
Es posible que la modificacion del residuo 79 con un polimero que presenta un alto volumen de
exclusién esté alterando la conformacion del “loop”, provocandoe con esto la pérdida de la

ligacion axial y, como consecuencia final, la inestabilidad de la proteina. Por otra parte, la lisina
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27 se encuentra ubicada en la segunda subunidad mas estable en la molécula de citocromo (Xu
et al., 1998). La modificacion quimica sin duda provoca la perdida del puenie de hidrégeno
formado entre las cadenas laterales de este residuo y la leucina 15, sin embargo, a juzgar por
los resultados obtenidos, la pérdida de esta interaccion estd compensada por el efecto

estabilizante ocasionado por la presencia del polimero.

120 4 O y-Cyt(sigma}-PEG
=
EJ’ 100 - & y-Cyt{parental}-PEG
o)
E 80 - @ y-CytK27A)-PEG
©
3 B y-Cyt(K79A)-PEG
g 60 T ==
g y-CyiK79T)-PEG
E 40 “T*
2
B [ y-Cyl(K27A. K79A)-PEG
2 0l y-Cyi( )
. B y-Cyt(K27A. K79T)-PEG

Figura 25. Estabilidad de las proteinas mutantes a 70°C. Las distintas preparaciones
fueron sometidas a una incubacion por 5 h a 70°C y se determiné su actividad residual a
la misma temperatura utilizando pireno como sustrato. La actividad residual se expresa
como el porcentaje de la actividad inicial & 70°C.

6.6. Evaluacion por dicroismo circular de la estructura secundaria del citocromo ¢ de

corazo6on de cabalio modificado con PEGxgge

Existen pocos reportes en 13 literatura que se centren en el estudio estructural de proteinas
modificadas quimicamente. Con el objetivo de evaluar el efecto de la medificacion quimica
sobre las caracteristicas estructurales del citocromo ¢ nos enfocamos en sus caracteristicas
espectroscopicas. El dicroismo circular es una técnica que se ha utilizado habitualmente para
evaluar el contenido de a-hélices en proteinas (Wright ef al., 1986; Greenfield, 1996) y es una

herramienta 0til en el estudio estructural del citocromo y de hemoproteinas (Myer, 1978; Woody,
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1995). El citocromo es una proteina compacta de 104 aminoacidos que presenta un contenido
de a-hélices superior al 30% (Ahmad et al, 2000). La Figura 26 presenta los espectros de
dicroismo circular de las preparaciones de citocromo obtenidos bajo diferentes tiempos de
incubacion a 80°C. El espectro de dicroismo circular del Cyt-wt muestra las caracteristicas
tipicas de un espectro de una proteina rica en a-helices, con minimos marcados a los 222 nmy
210 nm. Cuando esta proteina es calentada por 10 minutos a 80°C se observa una drastica
pérdida de elipticidad a 222 nm y un desplazamiento de la sefial hacia los 200 nm. Esto indica
una pérdida notable de la estructura secundaria de la proteina y explica la baja actividad
observada a aitas temperaturas. Por otra parte, los espectros del Cyt-PEGsq, mostraron un
aumento considerable en la relacion ruido/sefial. Tasaki (1996) ha demostrado, a través de
simulaciones de dinamica molecular, que el PEG en solucidn puede llegar a tomar
conformaciones helicoidales que se mantienen por medio de la estructuracion de una red de
puentes de hidrogeno formados entre el PEG, el agua y entre las mismas moléculas de agua
gue actian como solvente. Cébe hacer notar que se corrieron experimentos control en
presencia de diferentes concentraciones de mPEGsye para evaluar cualquier posible
contribucion del polimero a la elipticidad, sin embargo, ninguno de los controles ensayados
presentt sefial significativa. Esto sugirid que la dispersion que se observs en los espectros se
debe Gnicamente a la modificacién quimica del citocromo. Interesantemente los espectros del
Cyt-PEGso mostraron desplazamientos de los minimos observados a 222 nm y 210 nm hacia
longitudes de onda menores, sugiriendo que la modificacion guimica alterd la estructura
secundaria de la proteina. Se observd una ligera pérdida de sefial a 222 nm durante los 10
primeros minutos de incubacién a 80°C, después de la cual, los espectros se mantuvieron sin
cambio ain después de 24 h a 80°C. Eslos resuitados sugieren que, aungue la modificacion
quimica con PEGgye altera la estructura secundaria nativa de la proteina, la nueva

conformacién producida por efecto de la modificacion se conserva aun durante la incubaciéon
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intensiva a 80°C. Esta nueva conformacion puede ser la responsable de la actividad encontrada

a alta temperatura.
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Figura 28, Espectros de dicroismo circular del Cyt-wt y del Cyt-PEGspn0. Las proteinas se
disolvieron en amortiguador de fosfatos y se incubaron bajo las siguientes condiciones; 10
min a 30°C (~); 10 min a 80°C («); 7 h @ 80°C (---); 24 h a 80°C (w=); 24 h 2
80°C, seguido de enfriamiento hasta 30°C (—).

La Figura 27 presenta el perfil de desnaturalizacion témica de las preparaciones de
citocromo. Este perfil se obtuvo mediante el seguimiento de la pérdida de la sefial a 222 nm a
diferentes temperaturas. La conformacion nativa de una proteina esté estabilizada por diversas
interacciones (puentes de hidrdgeno, interacciones hidrofébicas, etc.), cuando existe aiguna
perturbacion en el medio, la fuerza de estas interacciones tiende a disminuir. Esto provoca que
las interacciones se rompan y la proteina se despliegue. Si el rompimiento de estas
interacciones es simultaneo, se considera que el proceso es cooperativo, por el contrario, si las
interacciones se pierden de manera secuencial, el proceso es poco cooperativo. Es posible
estimar la magnitud de la cooperatividad de un procesc de desnaturalizacion a partir de la
pendiente que presenta una curva de [a fracion desnaturalizada (Fd) en la zona de transicién

(Figura 27). La zona de transicion describe el equilibrio existente entre las diversas poblaciones
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de moléculas con conformaciones nativa, intermediaria(s) o desplegadas. En esfa zona también
es posible determinar el parametro Ty, el cual por definicion corresponde a la temperatura en la
cual el valor de Fd es igual a 0.5 (y por lo tanto el valor de la constante de equilibrio es 1). Los
valores de Fd mostrados en la Figura 27 para las dos proteinas fueronl determinados de
acuerdo a la ecuacion (1), descrita en Materiales y Métodos (inciso 5.14). El Cyt-wt presentb
una marcada linea base del estado nativo y su transicion fue muy cooperativa. El perfil de
desnaturalizacién sugirid una transicion de dos estados. La temperatura media de
desnaturalizacion (T.) estimada para la transicién de este citocromo fue de 85.8 °C. Un
comportamiento similar ha sido observado por otros autores para citocromos obtenidos de
diferentes fuentes, sin embargo es importante mencionar que la T,, obtenida en este frabajo es
aproximadamente 6°C mayor que la observado por Endd et al. (Endo ef al., 1985). Por otra
parte, el Cyt-PEGsu0 mostrd una transicion poco cooperativa, caracterizada por la ausencia
clara de lineas bases para ambos estados, nativo y desnaturalizado. La ausencia de una linea
base nativa sugiere que la estructura de la proteina se encuentra en un estado inicial alterado
como resultado de la modificacion, confirmando los datds obtenidos anteriormente. La poca
cooperatividad sugiere la presencia de un estado intermediario, indicando también que la
desnaturalizacién no se ajustd a un modelo de dos estados. La T, encontrada para esta
preparacion fue 48°C, esto es 38°C menos que la obtenida para el citocromo no modificado.
Estos resultados contrastan con los datos iniciales en los que se observa una mayor
conservacion de estructura secundaria en el citocromo modificado. Es posible, por tanto, que la
transicion que se observa en el Cyt-PEGsy sea un cambio menor al nivel de estructura,
involucrando un intermediario estable que se mantiene aln a temperaturas superiores a 80°C;
si esta suposicién es clerta, se esperaria una segunda transicion a temperaturas superiores a
los 100°C, en donde ésta segunda transicion corresponderia a una desnaturalizacién completa
del citocromo modificado. Desafortunadamente, las caracteristicas del equipo no nos

permitieron seguir el perfil de desplegamiento a temperaturas superiores a los 100°C por lo que
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se considerd que una manera de solventar este problema era realizar la desnaturalizacion con

agentes desnaturalizantes.
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Figura 27. Perfil de desnaturalizacion térmica del citocromo ¢ de corazén de
caballo seguido por dicroismo circular a 222 nm. Cyt-wt (e); Cyt-PEGs00 (0).

6.7. Desnaturalizacion del citocromo en presencia de hidrocloruro de guanidina

El perfil de actividades del citocromo contra pireno en presencia de GuHCI se muestra en la
Figura 28. Las actividades se encuentran en el mismo orden de magnitud que las obtenidas en
funcion de la temperatura. E| citocromo modificado fue mas activo contra pireno que el Cyt-wt a
todas las concentraciones de GuHCl ensayadas. Un aspecto importante es que el
comportamiento mostrado por ambas preparaciones en presencia de GuHCI| fue similar al perfil
de actividades obtenido en funcion de la temperatura (Figura 17B),

Los mecanismos de desnaturalizacion de proteinas por temperatura y agentes quimicos han
sido revisados previamente (Vanzi ef al, 1998). El incremento en la temperatura tiende a

disminuir la fuerza de las interacciones que se encuentran bajo control entalpico (puentes de
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hidrogeno, interacciones de van der Waals e interacciones electrostaticas entre otras), mientras
que la fuerza de las interacciones que se encuentran bajo control entropico (interacciones
hidrofébicas p rincipalmente) s e ve incrementada. Conforme se incrementa la temperatura, la
fuerza de las interacciones hidrofébicas llega a ser maxima en el infervalo entre 60°C a 80°C,
sin embargo, si la temperatura aumenta hacia los 100°C la fuerza de las interacciones
hidrofébicas sufre una reduccion repentina. E! resultado neto del efecto de la temperatura sobre
las interacciones controladas entélpica o entrépicamente, es que el proceso de
desnaturalizacién ocurre en el intervalo de los 60°C a 80°C para un gran numero de proteinas.
Por otra parte, el mecanismo de desnaturalizacion por agentes quimicos como la guanidina o la
urea no es bien conocido, sin embargo, se han propuesto dos mecanismos principales. El
primero sugiere que la presencia del desnaturalizanie altera la estructura de la red de puentes
de hidrogeno que hidrata a la proteina, favoreciendo con esto una mayor exposicion de los
residuos hidrofobicos desde el interior de la proteina. El segundo mecanismo sugiere que el
agente desnaturalizante tiene la capacidad _de unirse preferencialmente con las cadenas
laterales no polares de los aminoéacidos que se encuentran en el interior de la proteina. El
resultado final de ambos mecanismos es que el efecto desnaturalizante de los agentes
quimicos se debe a la debilitacion general de la interacciones hidrofobicas que mantienen a ia
proteina en su conformacion plegada (Vanzi ef al., 1998).

La comparacion los perfiles d e a clividad d e | as preparaciones de citocromo obtenidos en
funcidn de la temperatura (Figura 17B) o en funcién de la concentracion de GuHCI (Figura 28),
sugiere que el perfil de actividad del citocromo es independiente del mecanismo de

desnaturalizacidn por temperatura o agentes quimicos.
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Actividad especifica (min")

GuHCH (M)

Figura 28. Perfil de actividades del citocromo ¢ en presencia de hidrocloruro
de guanidina (GuHCI). La actividad se midi6 utilizando pireno como sustrato.
Cyt-wt (e); Cyt-PEGs000 (0).

Existen numerosos reportes que se han enfocado a la evaluacion de la desnaturalizacion del
citocromo c‘ con agentes quimicos (Kaminsky et al., 1973; Tsong, 1973, Saito and Wada, 1983;
Scheijter ef al., 1992). Se ha considerado que la desnaturalizacién del citocromo ¢ con GuHCI
procede como una transicidén de dos estados (Puett, 1973), mientras que la desnaturalizacion
con urea procede al menos por dos intermediarios (Myer et al., 1980). Uno de los estados
intermediarios identificados puede estar relacionado con el rompimiento de la interaccién axial
entre el fierro del hemo y la metionina 80, mientras que el segundo intermediario no se ha
identificado claramente (Saito and Wada, 1983). Adicionalmente, se han reportado al menos
tres estados intermediarios que resultan a partir del desplegamiento cooperativo de una o mas
de las cuatro subunidades que se han identificado dentro de la molécula de citocromo (Xu et &.,
1998). En nuestro trabajo se llevé a cabo la desnaturalizacién quimica de las preparaciones ae
citocromo ¢ de corazon de caballo con GuHCL El proceso de desnaturalizacion se siguid a
través de la variacion en el centro de masas (fluorescencia), por la pérdida de elipticidad a 222
nm (dicroismo circular) y por la pérdida de actividad especifica (Figura 28). La desnaturalizacion

fue completamente reversible en ambos casos. El perfil de desnaturalizacién del Cyt-wt mosird
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una transicién bastante cooperativa entre 1.8 M y 2.8 M de GuHCI, similar a la observada en el
desplegamiento por temperatura (ver la Figura 27). La desnaturalizacion de esta proteina fue
ajustada a un modelo de dos estados. Es importante notar que la pérdida de actividad es un
fendmeno que no estd completamente acoplado a la pérdida de estructura secundaria o
terciaria de la proteina no modificada, como puede observarse a partir de la no coincidencia de
las curvas correspondientes a bajas concentraciones de GuHCI (Figura 29). Por otra parte, Ia
desnaturalizacion del Cyt-PEGsq00 presentd una menor cooperatividad y la inflexion que aparece
en la zona de transicion permite sugerir que la desnaturalizacién del Cyt-PEGsy, ocurre a
través de un estado intermediario. El ajuste de los datos a un modelo de tres estados sefiald
dos transiciones ocurriendo, la primera entre 0.6 My 2.2 M de GuHCI, y la segunda entre 3.4 M
y 4.8 M GuHCl. L.a pérdida de aciividad se maniuvo fuertemenie acopiada a la pérdida de
estructura secundaria y terciaria. El estado intermediario encontrado entre las dos transiciones
puede ser el responsable de la actividad presentada a altas concentraciones de

desnaturalizante y a altas temperaturas.

[ cytwi . 1 1 Cyt-PEGsano

6o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 & 7
GUHCI (M) GUHCI (M)

Figura 29. Curvas de desnaturalizacion al equilibrio de las preparaciones de citocromo ¢ en
funcion de la concentracién de GuHCI. El proceso fue seguido por fluorescencia (o); elipticidad
a 222 nm (e) y actividad especifica (A ). El simbolo (—) denota el ajuste a un modelo de dos
estados para el Cyt-wi y de tres estados para el Cyt-PEGsq0. LOS coeficientes de correlacion
estimados para el ajuste del modelo a los datos experimentales globales fueron 0.95 para el
Cyt-wt y 0.999 para el Cyt-PEGsog0.
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6.8. Determinacion de los parametros termodinamicos

Los parametros termodinamicos de la desnaturalizacién de las preparaciones de citocromo
se calcularon a partir del ajuste de los datos a un modelo de dos estados para el Cyt-wt y de un
modelo de tres estados para el Cyt-PEGg0 como se describe en Materiales y Métodos. Para
esto, se hizo un analisis global con los datos obtenidos por fluorescencia y dicroismo circular,
asumiendo que las dos técnicas siguen el mismo procesc de desplegamienio. Los datos
obtenidos se resumen en la Tabla 10. Los valores de los parametros obtenidos para el Cyt-wt

son bastanie cercanos a los obtenidos por Sailo, ef al. quienes reportan valores de

AGF@(HQO) de 7.27 kcal/mol, [GUHCl}y2np de 2.42 M y una cooperatividad, myp, de 3.01
kcal/mol/M (Saito and W ada, 1983). Por otra parte, el valor de AG})\,D(HQO) global del Cyt-

PEGsa00 fue menor al presentado por el Cyt-wt (A AG}’\,D(Hzo) de 1.36 kcal/mol), indicando una

menor estabilidad termodinamica de la proteina modificada. L.os parametros de cooperatividad,
my Y Mp, del Cyt-PEGsqe fueron menores en las dos transiciones presentadas por esta
proteina que los obtenidos para el Cyt-wt. El parametro Z; indica el valor de Fd que corresponde
a la aparicion del estado intermediario. Este valor puede ser localizado gréficamente en la curva
de desplegamiento del Cyt-PEGsu0 en donde corresponde a la inflexiéon de la curva observada
a una concentracion de 2.37 M de GuHCI (Figura 29).

Estos resultados indican claramente que el citocromo modificado es menos estable
termodinamicamente que el citocromo no modificado. Sin embargo, no explican la mayor
conservacién de estructura secundaria ni el comportamiento observado a altas temperaturas,
en donde se demuestra que el Cyt-PEGgy presenta actividad en condiciones en las que el Cyi-
wt es practicamente inactivo. Para enconirar una expiicabién a este fendmeno se decidié

evaluar los efectos de la modificacion sobre la estructura del sitio activo de la proteina.
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Tabla 10. Parametros termodinamicos de la desnaturalizacion del citocromo ¢ de corazon
de caballo a 25°C.°

Parametro” Cyt-wt® Parametro® Cyt-PEGsgo”
AGyp (H,0) (kealimol) 6.4+0.8 AGi(H,0) (kealimol) 2.19 + 0.15
mnp (kcal/mol/M) 2.83+0.34 my; (keal/moi/M) 1.45 + 0,14
[GUHCI12np (M) 2.27 AG, (H,0) (keal/mol) 2.85 +0.55
mip {(kcal/mol/M) 0.76 £ 0.09
Z 0.58 + 0.08
AG,»(H,0) (kcal/mol) 5.04 +0.6
[GUHCTl2 (M) 1.51
[GuHCll1/2i0 (M) 3.75

“Los subindices indican las siguientes transiciones: ND, estado nativo a estado
desnaturalizado; N/, estado nativo a estado intermediario; 1D, estado intermediario a estado
desplegado.

®Los parametros se calcularon como se describe en Materiales y Métodos (inciso 5.14)
‘Los datos se calcularon asumiendo el modelo de dos estados NeD.

“Los datos se calcularon asumiendo el modelo de fres estados NeslesD.

6.9. Evaluacion de la estructura del sitio activo del citocromo ¢

Se evalub la conservacién de la estructura alrededor del sitio activo mediante
espectrofotometria UV-Visible y dicroismo circular. La presencia del grupo hemo en la molécula
de citocromo ¢ provoca la presencia de diferentes bandas de absorcion (ver Figura 7). La banda
de absorcion del Soret (410 nm) y las bandas a y $ (520 y 550 nm respectivamente) reflejan el
estado de spin del atomo de fierro de la porfirina y pueden ser utilizadas para obtener
informacion sobre la estructura terciaria de la cavidad del hemo, asi como para estimar su
estado de coordinacién, (Nall, 1996; Ahmad et al., 2000). Por otro lado, la banda de absorcion a
695 nm muestra |a coordinacidn de la Met80 al 4tomo de fierro del hemo y los cambios de
absorcion a esta longitud de onda proporcionan informacion acerca de eventos moleculares
fuertemente acoplados que incluyen ligacion de la Met80, apertura de la cavidad del hemo y
desplegamiento global de la proteina (Nall, 1996). Los espectros UV-Vis y de dicroismo circular
de los citocromos modificado y no modificado obtenidos después de diferentes tiempos de

“incubacion a 80°C se muestran en los paneles superiores de ia Figura 30. A través de este
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analisis es posible observar la disminucion en a banda Soret del Cyt-wt cuando esta proteina
es incubada por 7 horas a 80°C, indicando con esto una alteracion de la cavidad del hemo. La
sefial del Soret no se recuper6 ain cuando la muestra fue enfriada a 30°C. Esto puede deberse
a fendémenos de agregacion, o cual es muy comin cuando la concentraciéon de proteina es
suficientemente elevada. Por el contrario, el espectro del Cyt-PEGsoe no sufre un cambio

notable aiin después de 7 horas a 80°C, sugiriendo una mayor conservacion de la cavidad del

sitio activo.
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Figura 30. Espectros UV-Vigible y de dicroismo circular del Cyt-wt y del Cyt-PEGsge en la
region del Soret (sitio activo). Las proteinas se disolvieron en amortiguador de fosfatos y se
incubaron bajo las siguientes condiciones: 10 min a 30°C (——); 10 min a 80°C (—); 7 h a
80°C (—-); 7 h a 80°C, seguido de enfriamiento hasta 30°C (——); 24 ha 80°C (), 24 h a
80°C, seguido de enfriamiento hasta 30°C (—).
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Los paneles inferiores de la Figura 30 muestran los espectros de dicroismo circular de los
sitios activos de las preparaciones de citocromo, El espectro del Cyt-wt a 30°C presenta bandas
caracterisﬁcas a 410 nm y 418 nm. Myer (1978) ha establecido que la banda a 418 nm refleja
las interacciones entre el hemo y la cadena polipeptidica y por lo tanto es una medida directa
de la integridad de la cavidad del hemo. Cuando el Cyt-wt se calienta a 80°C la banda a 418 nm
se pierde, y es posible observar un incremento inicial de la sefial a 410 nm durante las primeras
7 horas de incubacion. Sin embargo, el espectro obtenido después de 24 horas demuestra una
ligera tendencia a disminuir la sefial a 410 nm. Las caracteristicas generales del espectro no
fueron recuperadas aln cuando la muestra se enfrio a 30°C. Estos cambios sugieren una
posible apertura del sitio activo y, por tanto, la inactivacion de la proteina a 80°C. Por otro lado,
el espectro del Cyt-PEGsy0 indica que la modificacion quimica por si misma altera la estructura
de la cavidad del hemo, como lo confirma la ausencia de la banda a 418 nm. También se
observa un incremento notable de la sefal durante los primeros 10 minutos de incubacion a
80°C, después de lo cual el espectro de la proteina ya no sufre cambios significativos. E!
incremento de Ja sefial a 410 nm sugiere una mayor estructuracion de la cavidad del hemo.
Esta estructuracidn puede dar lugar a la formacién del estado intermediario observado en el
perfil de desnaturalizacién con GuHCI y puede ser el responsable de la actividad observada a
altas temperaturas y a altas concentraciones de solvente organico. Existen evidencias
adicionales que soporian esta hipbiesis. Por un lado, la banda Soret de la proteina modificada
se ve desplazada hacia el UV, los maximos de absorcién se observan a 402 y 410 nm para el
Cyt-PEGsqqo vy el Cyt-wt respectivamente, lo que sugiere una mayor exposicion del grupo hemo
hacia el solvente, y por otra parte la banda de absorcién a 695 nm esta ausente en la proteina
modificada. Como se discutié anteriormente, esta banda refleja el estado de coordinaciéon del
fierro del hemo con la Met80 y su presencia es una medida de la integridad del sitio activo.
Trabajos previos han demostrado que a d oble modificacion quimica d el citocromo induce la

pérdida de la coordinacién axial, la Met80 es desplazada como ligando axial por una molécula
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de agua y este proceso deja un hemo en estado pentacoordinado altamente reactivo (Busi et
al., 1999). La aparicién de esta especie altamente reactiva explica en parte la mayor actividad
de la proteina modificada con polietiién glicol.

Russell et al. (2000) han demostrado a través de espectroscopia de resonancia magnética
nuclear gue la forma oxidada del citocromo ¢ puede sufrir la substitucion del ligando axial met80
por uno © mas ligandos no nativos. Una de las formas no nativas es un intermediario que
aparece durante el desplegamiento bajo condiciones parcialmente desnaturalizantes y ha sido
atribuida al remplazo de la Met80 por una o mas cadenas laterales de lisinas. Sin embargo, esta
forma presenta valores de AG® de transicién del estado nativo al estado intermediario similares
a los de ia forma nativa (~4.1 kcal/mol), sugiriendo que la aparicion de esta forma ocurre sin una
disrupcion notable de la estructura nativa de la proteina. La segunda forma no nativa aparece
bajo condiciones fuertemente desnaturalizantes y consiste en la substitucion de la Met80 por
una histidina, dejando una molecula de citocromo ¢ con una figacion hemo-bisHis, Esta especie
presenta valores de AG® de transicion de 11.2 kcal/mol y representa una forma desnaturalizada
del citocromo ¢ que mantiene contactos bien definidos entre el hemo, la His18 y la histidina que
aparece como nuevo ligando axial. Partiendo de estos datos, y asumiendo que las lisinas del
Cyt-PEGsa0 no pueden substituir a la Met80 como ligandos axiales debido a que estan
modificadas, es posible que el estado intermediario observado en nuestro trabajo para el Cyt-
PEGsq00, cOrresponda a la forma hemo-bisHis observada en los trabajos de Russell et al.

Por ofra parie, se evalud también la estabilidad a 80°C de la ban'da Soret en las
preparaciones de citocromo por medio de espectrofotometria visible, midiendo el cambio en
absorbancia en la banda Soret del citocromo en funcidén del tiempo de incubacién a 80°C
(Figura 31). En la proteina no modificada, la disminucion en la absorbancia de la banda Soret
se ajustd a una cinética bifasica con una vida media calculada de 38 horas, mientras que la
cinética del Cyt-PEGsys; siguid un modelo fineal con una vida media de 165 horas, esto es, un

incremento de alrededor de 4 veces en la vida media del sitio activo como resultado de la
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modificacion quimica. La reduccién de la absorbancia de la banda Soret como resultado de la
exposicion de la proteina a altas temperaturas indica una modificacion en el microambiente del
hemo que puede provocar la apertura del sitio activo y la inactivacion de la proteina. Estos
resultados indican que la velocidad de desplegamiento del sitio activo es menor en la proteina
modificada que en la no modificada. Por lo tanto, es posible que la presencia del polimero en el
microambiente de la proteina esté actuando como una barrera durante el desplegamiento del
citocromo, dando lugar a la formacidon de un intermediario que presenta una mayor
conservacion del sitio activo y que ademas, es cataliticamente activo. En otras palabras, la
modificacion quimica produce una proteina cinéticamente mas estable, en la cual la barrera
energética para alcanzar el estado de transicion durante el desplegamiento es mas atfa. Esto
provoca que la velocidad de desplegamiento de la proteina modificada sea mas lenta en

comparacion con la proteina no modificada.
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Figura 31. Estabilidad del sitio activo del citocromo ¢ de corazon de caballo a 80°C.
Las muestras fueron incubadas a 80°C en amortiguador de fosfatos 60 mM, pH 6.1
en viales sellados para evitar la evaporacién. La absorbancia se midié a la longitud
de onda de maxima absorcion para cada uno de los citocromos.

93



Resultados y Discusion

6.10. Posible mecanismo de estabilizacidén del polietilén glicol

Diversos estudios han propuesto que la conformacion del PEG puede oscilar entre
estructuras con un enrollamiento aleatorio y estructuras en hélice, en donde el oxigeno de la
cadena del polimero actia como un punto de anclaje para la formacion de puentes de
hidrégeno. De hecho, se ha demostrado que cada residuo de etilén glicol (la unidad
monomeérica del PEG) es capaz de enlazar de dos atres moléculas de agua por medio de
puentes de hidrogeno (Liu and Parsons, 1969; Donato ef al., 1996). También se ha encontrado
que el PEG es flexible en solventes organicos mientras que posee cierta rigidez en soluciones
acuosas. Esta pérdida de entropia en sistemas acuosos es explicada por una mayor
estructuracion de las moléculas de agua alrededor de las zonas hidrofilicas del polimero,
mientras que la estructuracion de las moléculas de agua es menor en las zonas hidrofébicas
(Tasaki, 1996). La mayor movilidad de las cadenas del polimero en solventes organicos puede
explicar la mayor a ctividad o bservada por e Cyt-PEGsq € n sistemas con alto contenido de
solvente organico. El mecanismo de estabilizacibn puede deberse a la anfifilicidad del
conjugado, por un lado, una capa primaria de moiéculas de agua puede solvatar las regiones
hidrofilicas del polimero, mien'tras que sus zonas hidrofobicas pueden interaccionar con las
regiones hidrofobicas de la superficie de la proteina. Estas interacciones pueden dar lugar a la
formacion d e u na e sfructura p olimérica alrededor d e [a proteina g ue la protege d el contacto
directo con el agua presenie en el medio. La presencia del polimero en la superficie de la
proteina altera de alguna manera la estructura secundaria de la proteina lo cual provoca que la
proteina modificada presente un estado nativo desestabilizado, sin embargo, es precisamente
la estructuracion de la capa polimérica la que evita que la proteina modificada se despliegue
rapidamente. En este punfo, el polimero funciona como una barrera cihética durante el

desplegamiento de la proteina, facilitando |la aparicién de un estado intermediario que conserva
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su sitio activo y que es cataliticamenie activo a altas temperaturas y en altas concentraciones

de solvente organico o agentes desnaturalizantes.
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo se resumen en los siguientes puntos:

La copolimerizaciéon del citocromo en Nylon provocé un incremento de 10°C en la
temperatura optima del citocromo modificado, sin embargo, provoco una perdida notable en
la actividad de la proteina.

La modificacién q uimica de la cloroperoxidasa y la peroxidasa con PEG, no tuvo efectos
favorables en la estabilidad de éstas proteinas.

La modificacién quimica con polietilén glicol produjo un biocatalizador con un alio peso
molecular. En este biocatalizador, la proporcién de proteina oscild alrededor del 13%.

El citocromo ¢ modificado quimicamente es un biocatalizador activo a temperaluras
superiores a los 100°C cuando se utiliza cloruro de pinacianol como sustrato. En el caso de
un s ustrato mas hidrofébico como el pireno, el citocromo modificado presentd actividad a
80°C, temperatura en la cual la proteina no modificada fue inactiva. La proteina modificada
demostrd ser termoestable y conservd una alta actividad residual aun después de la
incubacién por 7 horas a 80°C. Este es el primer reporte en el cual se describe la actividad
de una peroxidasa a temperaturas superiores a los 100°C.

Como consecuencia del incremento en la hidrofobicidad, la proteina modificada fue capaz de
oxidar compuestos polinucleocaromaticos y organoazufrados a 80°C. L.a modificacion gquimica
también alteré el comportamiento catalitico del citocromo ¢. La proteina modificada presenté
valores de Ky para el pireno y para el perdxido de hidrégeno menores en comparacion a la
proteina no modificada. Esto se vio reflejado en un incremento en la eficiencia catalitica.

La presencia del polimero facilitd6 una mayor solubilidad de la proteina en solventes

organicos y favorecio a catalisis en medios con bajo contenido de agua.
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= La relacion polimero/proteina parece ser un factor determinante para obtener

biocatalizadores mas activos y mas estables.

l.os estudios con los citocromos de levadura mutantes permitieron identificar residuos que
son importantes para la estabilidad de la proteina. La ausencia de polimero en [a posicion el
residuo Lys79, asi como la modificacion del residuo Lys27 son esenciales para obtener una
mayor estabilidad.

La modificaciébn quimica provocd cambios en la estructura secundaria de la proteina
produciendo un estado nativo alterado. Como resultado de la modificacién, la estabilidad
termodinamica del Cyt-PEGso00 S€ Vio reducida en comparacion a la proteina no modificada.
El conjugado polimero-proteina mostré un perfil de desnaturalizaciéon diferente al de la
proteina no modificada. La proteina modificada siguié® un modelo de tres estados, que
involucrd la presencia de un intermediario estable, mientras que la proteina no modificada se
ajustd a un modelo de dos estados. En el Cyt-PEGg00 1a pérdida de.actividad esta acoplada
ala pérdida d e | a e structura d el biocatalizador, mientras que en el Cyt-wt a aclividad se
pierde antes de que la proteina pierda su estructura.

E! polimero puede formar una estructura alrededor de la superficie de la proteina, la cual
puede actuar como una barrera cinética durante el desplegamiento. Este fendomeno, da
origen a un estado intermediaric que conserva su sitio activo y que es activo a altas
temperaturas, en aitas concentraciones de solvente organico y en altas concentraciones de
agentes desnaturalizantes.

El efecto global de la modificacion fue una desestabilizacion termodinamica, obtenida como
consecuencia de un estado nativo alterado, pero por otro lado, la modificacién promovié una
mayor estabilidad cinética del citocromo, disminuyendo significativamente la velocidad de

desplegamiento en condiciones desnaturalizantes.

97



Perspectivas y Recomendaciones

8. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Las perspectivas de este trabajo son amplias. Por un lado es necesario hacer una
caracterizacion intensiva del Cyt-nyl. La generacién de plasticos cataliticos es una estrategia
que presenta amplias ventajas sobre algunos otros métodos de inmovilizacién de enzimas. En
este trabajo se produjo un plastico biocatalitico basado en Nylon, sin embargo, este plastico
resultd poco activo contra sustratos aromaticos y su perfil de actividades a diferentes
temperaturas no se vio grandemente alterado. La baja actividad obtenida con este
biocatalizador puede ser el resultado de diferentes factores, que pueden incluir, inactivacion de
la proteina durante la copolimerizacion y la formacion de un plastico poco poroso que presente
problemas de difusion de sustratos y productos. Por lo tanto, es importante explorar nuevas
condiclones de reaccién que eviten la inactivacién de la proteina y por otra parte, evaluar
nuevas unidades monoméricas que permitan la sintesis de polimeros con porosidades
diferentes que permitan reducir los problemas de difusion de sustratos y productos.

Ofro aspecto importante a estudiar es el efecto que tiene la medificacidn guimica con PEG
de ofras hemoproteinas, entre ellas la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago. Esta es la
peroxidasa mas activa que se conoce y presenta un alto potencial para ser empleada como
biocatalizador en la industria peirolera. En este trabajo se modifico con PEG a la
cloroperoxidasa y la peroxidasa de rabano, sin embargo ni la estabilidad ni la actividad de
ambas proteinas se vieron grandemente afectadas. Cabe sefalar que estas enzimas son
proteinas relativamente acidas que presentan pocos grupos amino superficiales susceptibles de
modificarse quimicamente. Debido a esto es probable que la falta de efectos notables en
estabilidad y actividad se deba a un bajo grado de modificacion. En este sentido es interesante
explorar nuevos agentes de modificacidn quimica que permitan el acoplamiento covalente sobre

los grupos carboxilo superficiales, o bien, emplear nuevas estrategias durante la modificacion,
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como la incorporacién de un mayor nimero de grupos amino en la superficie de las proteinas,
seguida de la modificacion con PEG activado con cloruro cianurico.

Otra alternativa interesante puede ser la blsqueda, aislamiento y caracterizacion de
peroxidasas provenientes de microorganismos termdfilos e hipertermoéfilos. Los efectos
combinados de la estabilidad intrinseca de estas proteinas y la modificacién quimica podrian
generar biocatalizadores sumamente estables y resistentes para ser empleados en procesos
industriales.

Por ofra parte, uno de los factores que ha limitado el uso y la aplicacion de las
hemoproteinas, es su inestabilidad hacia el perdxido de hidrégeno. Actualmente se estan
realizando estudios enfocados a dilucidar el mecanismo de inactivacion por perdxido,
principaimente a través del uso de {écnicas de biologia molecular. El contar con
biocatalizadores termoestables y ademas resistentes a {a i nactivacion p or p erdxido abriria el
panorama para la aplicacion industrial de las peroxidasas, no sélo en la industria petrolera, sino

también en la industria quimica.
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Chemically modified cytochrome ¢ with poly(ethylene glycol) (PEG) showed activity at temperatures
higher than 100 °C and to be highly thermostable. The molecular size of PEG moieties and the coupling
site affected the thermal stabilization. An optimal PEG/protein mass ratio of 2.8 was found, producing
a fully thermostable biocatalyst at 80 °C. Site-directed mutagenesis on yeast cytochrome ¢ showed an
increased thermostabilization when lysine 79 residue, localized at the edge of the active site, was
replaced by a nonreactive residue, Tertiary, secondary, and active-site structures were analyzed by
fluorescence, CD, and UV/visible spectroscopies. Besides its disordered structure, the pegylated protein
showed a lower unfolding rate at the active-site than the unmodified ones. A shell-like structure seerns
to protect the heme environment, in which PEG is coiled on the protein surface with a primary shield
of rigid water molecules solvating the hydrophilic region of bound-PEG, and the PEG hydrophobic
regions interacting with the hydrophobic clusters on protein surface.

INTRODUCTION

Enzymatic catalysis is increasingly used as an alterna-
tive to traditional chemical synthesis. The driving force
behind this change is the necessity to innovate preducts
and to establish new ecoefficient processes {J). However,
in many cases the industrial application of enzymes is
hampered by the instability of the biocatalyst under
process conditions, which may involve extreme pH, high
temperature, the presence of organic solvents, and other
denaturing agents. The generation of robust biocatalysts
can be accomplished by genetic and biochemical ap-
proaches, and progress wilt continue after the systematic
identification of novel sources of enzymes with unusual
properties, e.g., from extremophile microorganisms.

Any enhancement of the thermal stability of an enzyme
would confer significant operational advantages such as
higher reaction rates, increased substrate solubility in
lower viscosity media, productive shifts in thermody-
namic equilibrium, and reduced risks of microbial con-
tamination. Genetic approaches have yielded significant
results in obtaining more thermostable enzymes, with
higher temperature optima through directed evolution
{Z—4). A combination of rational and random mutagen-
esis has been used to obtain a fungal peroxidase 174-
times more thermostable than the wild-type protein {4}.
However, although directed evolution seems to be a
powerful tool to enhance biocatalytic performance, its
main drawback is that the knowledge of the properties
gained during site-directed mutagenesis or evolution
processes cannot be used as a general method to be
applied to other proteins. On the other hand, chemical
modification seems to be a more general method to
improve intrinsic properties of proteins such as stability
and activity without a deeper knowledge of the gene or
protein structure. Several chemical methods have been
employed to obtain more stable protein derivatives,
including plastic conjugates (6, 7), cross-linked enzyme

* Corresponding author, Fax: (52) 777-317-2388, E-mail:
vazqduh@ibt.unam.mx.

crystals (CLECs) (8~ /), attachment to polysaccharides
(11—12, and chemical modification with amphiphilic
polymers {/3—15).

It is well-known that the medification with PEG or
polysaccharides may confer certain thermostability to the
enzymes at a temperature range from 50 to 70 °C (J5,
16). Stabilization of proteins was explained by the
sobvation of PEG-bound molecules, which restricted the
molecular mobility, thus decreasing the unfolding rate
of the protein.

Catalytically active and stable enzymes at tempera-
tures higher than 80 °C are considered hyperthermophilic
enzymes. Only two enzymatic preparations have been
shown to be active and stable at temperatures higher
than 100 °C in agueous systems, both hydrolytic en-
zymes: a pegylated trypsin (/3 and a dextran-glycosyl-
ated amylase (/2. The thermal protective effect of PEG
on trypsin was attributable to the presence of the poly-
mer, which may change the microenvironment through
the formation of a hydrogen-bond network around the
protein (13. The higher the molecular mass of PEG, the
higher the thermeostability of trypsin. The effect of the
size of the polymer on the thermostability of amylolytic
enzymes has also been reported by Lenders et al. (11).
The increased thermal stability of the dextran—protein
conjugate was mainly due to the formation of multiple
covalent links between the enzyme and the polymer
leading to the formation of a more rigid conformation of
the protein. It was also shown that the stability decreased
when the number of linkages between the enzyme and
the carbohydrate was lower. Only two peroxidases have
been shown to be stable at temperatures higher than 80
°C in their native form: soybean (/7 and palm oil (/8
peroxidases, and this stability does not necessarily mean
activity at high temperatures. However, no information
is available on chemically modified peroxidases showing
activity and stability at hyperthermophilic conditions (80
te = 100 °C) in aqueous systems,

As a novel source of biocatalysts, we are exploring the
peroxidase activity of nonenzymatic hemoproteins, such
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as cytochrome ¢ (/9—23 and hemoglobin (24, 29), with
emphasis on the oxidation of polycyclic aromatic hydro-
carbons (PAHs). The catalytic properties of these hemo-
proteins have been significantly improved by site-directed
mutagenesis (27, 22) and chemical modification {22, 23).
In addition, rational design methods have been used to
obtain cytochrome ¢ variants with higher stability against
inactivation by hydrogen peroxide {26). In this work, we
present the enhanced peroxidase catalytic performance
of a chemicaily modified cytochrome ¢ at temperatures
above 80 °C, and we discuss the possible mechanism of
thermoprotection.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals. Horse heart cytochrome ¢, Saccharoinyces
cerevisiae cytochrome ¢, methoxypoly(ethylene glycol)
(MW 350, 750, and 2000 Da), cyanuric chloride-activated
monomethoxypoly(ethylene glycol) (MW 5000 Da), hy-
drogen peroxide (30%)., and cyanuric chloride (2,46
trichloro-1,3,5-triazine} were obtained from Sigma Chemi-
cal Company (St. Louis, MO). Pyrene, anthracene, benzo-
[gipyrene, thianthrene, dibenzothiophene, and phenyl
disulfide were obtained from Aldrich (Milwaukee, WI).
Organic solvents (HPLC grade} were purchased from
Fisher Scientific {Fairlawn, NJ). Ultrapure guanidine
hydrochloride (GuHCI) was from Gibco BRL (Rockville,
MD}. All DNA restriction and modification reagents were
from New England Biolabs (Beverly, MA). Ali other
reagents were analytical grade.

Methoxypoly(ethylene glycol) (PEG) Activation.
Activation of PEG species of different molecular sizes
(350, 750, or 2000 Da} was carried out by a modification
of the method reported by Abuchowski et al. (27). PEG
aliquots {10 mmol) were dissolved in 40 mL of dry toluene
containing 1 g of sodium carbonate. Cyanuric chloride
(30 mmol} was added, and the resulting mixture was
stirred overnight at room temperature. The solution was
fittered, and the activated PEG fraction was recovered
by adding the filtrate to 30 mL of cold petroleum ether
followed by a 10 min centrifugation at 12100g The
resulting precipitate was separated and washed with cold
petroleum ether until it was free of residual cyanuric
chleride as detected by UV spectrometry. The chlorine
content in activated PEGs was determined by titration
with silver nitrate (0.02 N} after overnight hydrelysis in
50 mM sodium carbonate buffer, pH 10.0.

Chemical Modification of Cytochrome ¢ Poly-
{ethylene glycol)-modified horse heart cytochrome ¢ {Cyt-
PEG) was produced according to the method reported by
Gaertner and Puigserver (13). Cytochrome ¢ (9 mg) was
dissolved in 5 mL of 40 mM borate buffer pH 10.0, and
then a five molar excess in a free amino group basis of
cyanuric chioride-activated monomethoxypoly(ethylene
glycoll (MW 5000 Da) was added. The mixture was
stirred for I h at room temperature and then diluted to
100 mL with 60 mM sodium phesphate buffer pH 6.1 and
dialyzed extensively against the same buffer, The Cyt—
PEG conjugate solution was concentrated using an Ami-
con ultrafiltration cell (Miilipore, Bedford, MA) using a
10 kDa cutoff membrane. Yeast cytochrome ¢ conjugates
were obtained by the same procedure. The degree of
protein modification was estimated by titration of the
residual free amino groups with trinitrobenzenesulfonic
acid {28.

Site-Directed Mutagenesis of 8. cerevisiae cycl.
Single and double mutants of ¢yl (Table 3)
were obtained by megaprimer-extension (29 upon the
pBTRI1 plasmid (30) using the following primers: pfl 5"
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cggtacceggggatccataactaac-3’, prd 5-aaaaagctagectgtt-
tactcagtgctittttcaagaaggtaattaagte-3', K79A 5-cceac-
caaaggccategeggtaccaggaatat-3', K27A 5'-gtttggaccaa-
cegeatgigggecace-3.

All amplifications were performed using the high-
fidelity DNA-polymerase Expand from Roche (Mann-
heim, Germany) following the manufacturer instructions,
Megaprimers were obtained by amplification of plasmid
pBTRI with the primer sets pfl-K27A or K794 and
purified from the gel. Extension of the megaprimers was
performed upon plasmid pBTRI using primer prd. The
extension products were purified from the gel, restricted
with BamHI and Nhel and ligated onto pBTRI restricted
with the same enzymes and harboring ¢yc3 coding for
the cytochrome c-heme lyase (30). The nucleotide se-
quence of all clones was confirmed twice using the Big
dye Terminator kit (Appled Biosystems, Foster City, CA)
in an ABI Prism 377 System {Applied Biosystems).

Overexpression and Purification of Mutant Cyio-
chrome ¢ Proteins. Transcription of cycl and eye3 is
driven from a low-constitutive fef promoter located
upstream from the BamHI restriction site in plasmid
pBTRI and in all the derivatives here described. All
plasmids were transformed into the E. coli strain JM101
and maintained in Luria-Bertani (LB) rich medium (31)
supplemented with ampicitlin (100 ug/ml). Accumulated
expression of cytochrome ¢ was achieved by growing each
recombinant E. colf strain in a 2 L New Brunswick
{(Edison, N.J) fermenter in 1.5 L LB rich medium supple-
mented with ampiciilin for 30 h. Typical celi yield was
2.5 g wet weight per fermenter. Cell pellets (5 g per
strain} were resuspended in 50 mL of cold breaking buffer
(20 mM sodium phosphate, pH 6.1, 25% sucrose, 10 mM
EDTA, 0.2 mM DTT, 50 ug/ml. lysozyme) and incubated
in ice for 10 min. The cell suspension was then supple-
mented with 5 mg/mL Brij 35, 0.01 mM MgCl, 20 ug/
ml. RNAse, 100 ug/mL DNAse, 1 mM PMSF, and
incubated at 37 °C for 10 min. Cells were disrupted by
two | min pulses in a Sonicator (Sonics and Materials
Inc., Danbury, CT). Cell debris was remeved by centrifu-

_gation. Cell extracts were precipitated with one volume

of saturated ammonium sulfate, and the supernatants
were recovered and dialyzed overnight against 80 vol-
umes of cold 20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.1.
Enriched extracts were subjected to cation-exchange
chromatography using a Macro-Prep High S support
{BioRad, Hercules, CA) packed column and the Econo
System purification system from BioRad using a linear
NaCl gradient. The chromatography was followed by
absorbance at 280 and 410 nm. The cytochrome o
enriched peak was collected, concentrated by ultrafiltra-
tion in an Amicon system (Millipere, Bedford, MA) fitted
with a 10 kDa cutoff membrane, and dialyzed overnight
against 4 L of cold 20 mM sodium phosphate buffer, pH
6.1, All proteins were purified to homogeneity as assessed
by SDS-PAGE and silver staining of the gel. Typical &,
values ranged from 4.8 to 5.4.

Proteinn Concentration. Cytochrome preparations
were dissolved in 60 mM sodium phoesphate buffer, pH
8.1, Unmodified cytochrome concentration was estimated
in the reduced state using an extinction coefficient ¢ =
29.5 mM~! an™! at 550 nm (32). The absorption spectrum
of Cyt—PEG was altered as a result of the chemical
modification, the typical 550 nm band observed in the
reduced state was lost, and the Soret band maximum was
UV-shifted. Ahmad, et al. (33 reported a € value of 1.061
x 10% Mt em™! at 410 nm for the oxidized state of
cytochrome ¢. We applied the same value to estimate the
concentration of Cyt~PEG in the oxidized state using the
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absorbance of the 402 nm Soret band. To confirm the

concentration, Cyt—PEG samples were digested and iren

was estimated by atomic absorption. The predicted Cyt—

PEG concentration, obtained with each of the methods
-described above, gave a correlation of (1,994,

Activity Assays. Cytochrome ¢ reaction mixtures
contained 15% acetonitrile, 20 uM polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) or organosulfur compounds as
substrate and 0.5—3.5 uM of unmodified or chemically
meodified cytochrome in 1 mE of 60 mM sodium phosphate
buffer, pH 6.1. Reactions were carried out in individual
sealed vessels and started by the addition of 5 4L of 200
mM Hz0; (1 mM final concentration) and stopped by
adding 1 ml. of acetonitrile. The extent of the reaction
was followed by substrate consumption on a HPLC
(Perkin-Eimer, Norwalk, CT} equipped with a reverse
phase Cig 5 um column (15 x 3.9 mm). Specific activity
was determined by measuring the moles of substrate
oxidized per mole of cytochrome preparation in 1 min and
expressed as min~!. All reactions were performed in
triplicate.

Activity vs Temperature Profile. Cytochrome ¢
reactions were assayed from 20 °C to 120 °C in 4 mL glass
vials sealed with Teflon septa. Reaction mixtures con-
tained 15% acetonitrile, 20 uM pyrene, and 0.5-4.6 uM
cytochrome preparation in 1 ml 60 mM sodium phos-
phate buffer, pH 6.1. Complete mixtures were kept at
the desired temperature for 5 min before starting the
reactions by the addition of H,0, (I gmol). Reaction
extent was followed by the decrease in absorbance at 335
nm. Residual pyrene wag estimated using the extinction
coefficient ¢ = 32.6 mM~! cm™! at 336 nm (34). Specific
activity is expressed as min~L.

Stability Assays. The horse-heart cytochrome c ther-
mal stability was determined by estimating the specific
activity after different incubation times at 80 °C in the
absence or presence of substrate. Inactivation constants
were determined by fitting the experimental data to the
first-order equation (4 = Aye ). Yeast cytochrome ¢
thermal stability was assayed after 5 h at 70 °C using
pyrene as substrate.

Circular Dichroism Measurements. CD measure-

. ments were performed on an AVIV 62Ds spectropolarim-
eter (Lakewood, NJ). Unmodified or modified cytochrome
¢ samples {20 4M) were dissolved in 10 mM phosphate
buffer, pH 6.1. Blank tests with buffer and controls
containing 5§ mM PEC (MW 3000 Da) in the same buffer
were conducted, and the reference signals were sub-
tracted from the sample signals. CD scans were per-
formed from 180 to 260 nm and from 350 to 450 nm under
the following conditions: bandwidth 1 nm, scan step 1
nm, and average time 1 s. For each sample, an average
of three repetitions is given. For the assays at 7 or 24 h,
incubations were carried out in a water bath previously
equilibrated at 80 °C. Samples were contained in sealed
vials to avoid evaporation. At the specified times, samples
were removed from the water bath and placed in the
quartz cell. Samples were equilibrated at the scan
temperature for at least 10 min. Temperature in the cell
compartment was controlled by a Peltier module. Protein
concentration was determined before and after each
assay.

Fluorescence Measurements. Fluorescence spectra
were performed on a Perkin-Elmer LS-508 luminiscence
spectrometer (Norwalk, CT). Samples containing 2 xM
cytochrome ¢ preparations were incubated at different
GuHCI concentrations until reaching equilibrium. After-
ward, each sample was excited at 295 nm, and three
emission spectra from 300 to 500 nm were recorded and
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Figure 1. Biocatalytic oxidation of {A) pinacyanel chloride and
(B} pyrene by unmodified (0} and chemically medified (W)
cytochrome ¢ at different temperatures, {C) Thermal stability
of unmodified and chemically modified cytochrome ¢ incubated
at 80 °C with or without the presence of substrate {pinacyanol
chloride). The reaction was started by the addition of hydrogen
peroxide, and the residual activity was measured at 80 °C, {O)
Cyt—PEGsp00 incubated with substrate, (@) Cyt—PEGsq incu-
bated without substrate, (¥} Cyt incubated with substrate, (¥)
Cyt incubated without substrate.

averaged. Data analyses were carried out using the
center of mass obtained from each recorded spectrum.

Data Analysis. Unfolding profiles were simulta-
necusly fit by global analysis of the data obtained by
fluorescence and CD. The thermodynamic and spectro-
scopic features were optimized in global fits by nonlinear
least-squares analysis using an in-house version of
Savuka 5.0 software package (35).

RESULTS AND DISCUSSION

Cytochrome ¢ (Cyt) is a compact globular protein with
an unusual intrinsic stability provided by a complex
hydrogen-bond network (36, 37). This stability leads Cyt
to a remarkable catalytic performance as a peroxidase
at temperatures as high as 120 °C (hyperthermophilic
conditions), with maximal activity between 70 °C and 80
°C (Figure la}. Horse heart cytochrome ¢ was modified
with PEG of 5000 Da MW (Cyt—PEGsu). Chemical
modification did not alter the specific activity nor the
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Table 1. Specific Activities of Unmodified and Chemically Modified Horse Heart Cytochrome c on PAHs and

Organosulfur Compounds in 15% Acetfonitrile

specific activity {min~?)

30°C 80 °C

substrate Cyt Cyt—PEGsano Cyt Cyt~PEGsu0
pyrene 0.63 (£ 0.02) 278 {+0.08) 4.01 £0.001 0.35 (£0.01)
anthracene 0.86 (+ 0.1) 334 (001 0.12 (4 0.002) G.54 {£0.01}
benzo[alpyrene 0.75 (+ 0.1} 26 (04 0.49 (4 0.05) 1.2 (& 0.03)
thianthrene 5.83 (+ 0.2) 11.6 (£ 0.6) 0.63 (+ 0.04) 2.6 (+0.3)
dibenzothiophene 1.91 {3 0.03) 512 {£0.8) G.£3 {0.003) 0 (3 0.01)
phenyl disulfide 1.24 (£ 0.1) 39(x0.2) 0.08 {4 0.002) 0.7 (+ ¢.01)

temperature profile of cytochrome ¢ when hydrophilic
substrates are used, as in the case of pinacyanol chleride
{Figure la). However, when the hydrophobic substrate
‘pyrene is used, the Cyt—~PEGsg preparation showed
higher specific activity than the unmodified Cyt (Figure
1b). Surprisingly, the maximal activity temperature was
displaced from 70 °C with pinacyanol to 40 °C with
pyrene for both preparations. Chemical modification with
PEG preduces an increase of the overall hydrophobicity
of the protein (38 39 and an increased enzyme solubility
in organic solvents with little loss of activity (40},
facilitating homogeneous catalysis. Pinacyanol chloride
is a relatively hydrophilic substrate; thus the activity
toward this molecule was expected to be independent of
the biocatalyst meodification. On the other hand, the
activity toward more hydrophobic molecules, such as
polycyelic aromatic hydrocarbons and oerganosulfur com-
pounds, would be especially increased by PEG mudifica-
tion of the enzyme, following a more favorable partition
of the substrate from the solvent toward the active site
{22, 41).

Chemical modification dramatically increased the ther-
mostability of the protein {Figure Ic}. While Cyt lost all
detectable activity after 3 h of incubation at 80 °C, Cyt—
PEGsqpo retained 45% of the initial activity after 7 h of
incubation. In the presence of substrate {pinacyanol
chloride}, the intrinsic stability of both preparations was
improved. In the case of Cyt—FPEGggw, the presence of
substrate resulted in a stable catalyst, retaining 100%
of the initial activity after 7 h of incubation at 80 °C. Poly-
(ethylene glycol} (PEG) is an amphiphilic polymer with
the capability of binding water molecules {42 which
might form an intricate hydrogen-bond lattice between
the protein and the polymer. Chemical modification with
PEG has been used to enhance the stability of several
enzymes such as trypsin {/3, horseradish peroxidase
(14), chymotrypsin (16), and C. rugosalipase (15, 16). In
this work, 80% of the surface lysine residues of the Cyt—
PEGso0n were modified by PEG after the reaction, result-
ing in a biocatalyst with a predicted molecular weight of
94.7 kDa int which only 13% of the mass is protein. SDS~
PAGE electrophoresis and gel filtration chromatography
failed to confirm the average molecuiar weight of this
preparation pessibly due to the low motility of the
polymer in gels (43 or to an increase in the hydrody-
namic volume of the protein (38). The modified prepara-
tion was analyzed by electrospray mass spectrometry.
The mass spectrum showed the presence of a variety of
species; however, by deconvelution treatment the main
species showed 94367 Da. Beside the complexity of the
protein preparation and the limitations of the technigue,
the mass spectrum data showed that the chemical
modification was extensive. The assumption of the com-
plex hydrogen lattice as a stabilizing element suggests
that it might contribute not only to enhance the tolerance
of Cyt—PEGsooo to high temperatures, but also to stabilize

the protein, which is in fact the case, as can be seen in
Figure 1c.

Polycyclic aromatic compounds and organosulfur com-
potnds were tested with cytochrome preparations at high
temnperature (Table 1). As expected, Cyt—PEGg0 showed
higher activity against all substrates tested than the
unmodified protein. This effect might be caused by the
higher surface hydrophaobicity of Cyt—PEGso active site,
which in turn may be reflected in a more favorable
partition of the hydrophobic substrate to the active site.
The increased surface hydrophobicity has been reported

to result in up to 9-fold increase in the overall catalytic

efficiency of the biccatalyst (22).
The thermal stability of PEG-modified trypsin has been
directly correlated to the melecular mass of the PEG

moiety {13. To evaluate the effect of PEG sizes upon Cyt .

stability, we modified the protein with different meth-
oxypoly(ethylene glycols previously activated with cy-
anuric chioride. Activation of low molecular weight PEG
(350 Da) resulted in two batch preparations; PEGss in
which only one molecule of polymer was coupled te one
molecule of 2,4,6 trichloro-1,3,5-triazine, and other,
bisPEGss0, with two coupled molecules of polymer per
molecule of activating reagent. The cyanuric chloride
coupling with higher molecular weight polymers yielded
mainly the mono derivatives. Incorporation of PEGss and
bisPEGss into Cyt resulted in preparations with low
degree of modification (20% to 30%), while modification
with polymers of higher molecular masses produced
biocatalysts with more than 70% modification (Table 2).
A threshold value of the size of the polymer for the
activity of the modified protein was found, independent
of the temperature tested (Table 2). The specific activity
increased as the polymer size and PEG/protein mass ratio
increased up to values of 750 Da and 1.03, respectively,
Then, the specific activity decreased as the polymer size
and PEG/protein ratio increased. This effect might be the
result of the steric hindrance of the active site by the
polymer. In particular, PEGg and PEGseq are mol-
ecules with a large exclusion volume that might prevent
the interaction of substrates and the active site.

The thermal inactivation process for the Cyt—PEG
preparations at 80 °C in all cases followed a first order
kinetics. Surprisingly no loss in activity was found for
Cyt—PEGygo after 7 h at 80 °C in the ahsence of
substrate, whereas the calculated half-lives for Cyt—
PEGys; and Cyt—PEGson were 27 and 14 h, respectively
(Table 2), The assumption of the protective effect of PEG
upon the protein thermal stability through a shell-like
structure suggested that the larger the PEG/Cyt ratio,
the more stable would be the protein. This assumption
was shown to be correct up to a threshold mass ratio of
2.8, while the preparation with larger value (PEG;p0)
presented reduced stability. Thus, our results show that
there is an optimal polymer/protein ratio for thermal
stability of cytochrome ¢ The lower stability obtained at
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Table 2. Modification Degree and Specific Activity of Modified Horse Heart Cytochrome ¢ with PEG of Different
Motecular Weights

specific activity (min~H)?

rodification residual activity

preparation g PEG/g Cyt. 30°C 80°C after 7 h at 80 °C (%)
unmodified 0000000 ------ 0.63 (- 0.2) 0.015 (£ 0.001) nd#
Cyt—PEGsso 0.25 0.88 (£ 0.01) 0.05 (d: 0.001) nd
Cyt-bisPEGssp 0.30 1.45 {£ 0.1) 0.03 (% 0.001 nd
Cyt—-PEGusp 1.03 4.58 (£ G.1) 1.54 (£ 0.03) 80
Cyt~PEGaggn 2,79 3.85 ( 0.02) 1.44 (+0.03; 102.3
Cyt—PEGso00 6.76 2.77 (+ 0.1) 0.35 (£ 0.002) 66.2

# Specific activity was estimated using 20 M pyrene as substrate in 15% acetonitrile. # nd: not determined due to the low activity
found at 8¢ °C.

Table 3. Activity and Stability in the Absence of Substrate of Chemically Modified Mutant Yeast Cytochromes ¢
specific activity (min!)

residual activity

cytochrome g PEG/g Cyt 36°C 70°C after 5 h at 70 °C (%)*
parental Cyt—PEGso00? 4.05 2.17 £ 0.02) 0,73 (& 0.01) 69 {4 1.5)
(K27A) ~PEGsom 4.54 2.12 (& 0.13) 0.66 (£ 0.01) 54 {£0.3)
{K79A)—PEGsg00 411 2.15 (£ 0.04) 0.47 {£0.01) 113 (+ 2.4)
{K27A, K79A)—PEGso00 3.84 2.06 (& 0.05) 0.56 & 0.01) 113 (£ 10.3)

@ parental y-cytochrome ¢ contains the following mutations: T-5A, Y97F, C102T. # Residual activity was measured agalnst pyrene and

expressed as relative to initial activity values at 70 °C.

both sides of the optimal ratio may be attributable at two
different factors: (a) in the case of low ratios, a less
structured hydrogen-bonded network caused by few
polymer molecules on the protein surface, and (b) in the
case of high ratios, an steric effect may occur with
molecules having high exclusion volumes, which could
distort the protein conformation,

The crystal structure of yeast cytochrome ¢ {y-Cyt) (36
shows only two lysine residues close to the active site,
Lys 27 and Lys 79. One of them, Lys79, is located at the
edge of the active site and it is H-bonded with Ser 47 in
yeast or Thr 47 in horse heart cytochrome ¢ Under
reducing conditions, this H-bond results in the closure
of the active site. The other lysine, Lys27, is part of a
reversed v-turn. This unusual structure is maintained
by three main-chain H-bonds between Lys27, Gly29, and
Cys17 and by one H-bond involving stde-chain and main-
chain atoms (Lys27 to Leul5). Substitution at this
position with other residues makes the protein unable
to form the last interaction, yielding a less stable protein
{.36). Despite the high homology between yeast and horse
heart cytochromes, thermal and chemical denaturation
studies had shown that yeast cytochrome ¢ 15 less stable
than those from mammalian sources (44, With the aim
of clearing the pelymer from the active site surface of
cytochrome, Lys27 and Lys79 residues in y-Cyt were
substituted by alanine, which has a nonreactive side-
chain. Yeast cytochrome ¢ has only 18 lysine residues,
while horse heart cytochrome ¢ has 19 lysine residues.
Thus, it was expected a lower PEG/protein mass ratio
-for pegylated y-Cyt than that of horse heart cytochrome
c preparations. We were unable to detect any activity in
the yeast unmedified protein at temperatures above 70
°C {data not shown). Nevertheless, chemical modification
with PEGse significantly increased the activity and
stability of these preparations (Table 3). Our results
indicate that {K27A)—PEGsqy retained only 54% of initial
activity, while (K79A}—PEGse showed activity above
100% of the initial activity at 70 °C, both in the absence
of substrate. On the other hand, the presence of the K27A
substitution did net suppress the effect of K794, as could
be seen in the double mutant (K27A, K79A)~PEGs0
which showed the same residual activity as the single
mutant., Our results suggest that in order to obtain
higher stability, chemical modification of Lys27 is re-
quired and, at the same time, PEG must be excluded from

Lys79. Four structural units have been described in horse
heart cytochrome ¢ (37). The fourth unit, reported as the
less stable {37}, is formed by the loop joining the 6070
helix to the C-terminal helix and comprises the heme
group axial coordinating side-chain Met80, It is reason-
able to consider that the introduction of a very large
molecule on the amine acid 79 would cause loop distortion
and disruption of the Met80-heme ligation, which in turn
would yield a less stable protein. On the other hand, the
second unit contains the other proximal heme ligand,
His18, being the second more stable unit within Cyt (37).
Lys27 is located in this unit, leading its amino reactive
group exposed to the solvent; thus it was expected that
modification of Lys 27 would have no effect on the
structural features of this unit.

To get a deeper understanding of the structural basis
underlying PEG-induced thermal stabilization, we fo-
cused on the spectroscopic properties of horse heart Cyt—
PEGsoe preparations. CD ellipticities at 222 nm have
been widely used as an estimate of the o-helical content
in proteins (45—47). Cytochrome c¢ is a compact single
domain protein of 104 amino acids with an a-helical
content of about 30% (33. The changes in helical content
of both Cyt and Cyt—PEGsqy after incubation at 80 °C
are shown in Figure 2, A sharp decrease in ellipticity at
222 nm was observed for Cyt, when it was incubated at
80 °C for 24 h, indicating a complete loss of the protein
secondary structure, Its noteworthy the increased noise
in the Cyt—PEGsg0 spectra. Control experiments in the
presence of 5 mM of free PEGsuo did not show a
significant signal in the wavelength range where the
spectra were collected, discarding a contribution of the
polymer to the signal. Thus, the increase in the noise is
only attributable to the scattering preduced by the
chemical modification of cytochrome with PEG, Interest-
ingly the signal minimum observed in Cyt—~PEGs;qy was
displaced frem 222 to 210 nm, suggesting that the
chemical modification was enough to disturb the second-
ary structure. This fact is also confirmed by the lower
mean residuai ellipticity at 222 nm of the native Cyt—
PEG as compared to Cyt {Figure 2). However, even if the
initial structure of Cyt—PEGsgogo was probably altered,
with respect to the unmodified Cyt, its overall CD
spectral features suffer a small decrement in CD signal
at 222 nm during the first 10 min of incubation at 80 °C,
after which remain unchanged even after extensive
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Figure 2. Mean residual ellipticity of cytochrome ¢ prepara-
tions. Scans were obtained after samples were incubated under
following conditions: (a) 30 °C, 10 min; (b) 80 °C, 10 mim,; (g
80 °C, 7 h; (d) 80 °C, 24 h; (&) 80 °C, 24 h followed by cooling to
30 °C.

incubation at 80 °C {Figure 2). This result suggested a
more conserved residual structure in Cyt—PEG;ge, which
in turn could be the responsible for the thermotolerant
activity found.

Urea denaturation studies of Cyt have shown that the
unfolding proceeds through at least two intermediate
states (48) while guanidine hydrochloride (GuHCl) de-
naturation has been considered as a two-state transition
{49). Additionally, at least three intermediate states have
been reperted on unfolding of horse heart cytochrome ¢
which result from the cooperative unfolding of one or
more of four known structural units (37). In this work
we carried out the chemical denaturation of unmoedified
and modifted cytochrome ¢ with GuHCI and monitored
the unfolding process through fluorescence and CD
{Figure 3). For both preparations unfolding was found
to be fully reversible, Denaturation data of Cyt fit into a
two-state model, showing a highly cooperative transition
between 1.8 and 2.8 M GuHCI, On the other hand, Cyt—
PEG denaturation fit into a three-state model and the
unfolding was less cooperative, showing a first transition

Garcia-Aredlano ¢t al,
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Figure 3. Equilibrium unfoiding of Cyt and Cyt—PEGsgy after
chemical denaturation by guanidine hydrochloride. Experimen-
tal data were fitted to a two-state modef for Cyt and to a three-
state mode! for Cyt—PEGsgy. Unfolding was followed by (O}
fluorescence, (@) circular dichroism, and {A) specific activity,
(-} fit to a two-state model for Cyt and to a three-state model
for Cyt—PEGso0.

between 0.6 and 2.2 M GuHCI and a second one between
3.4 and 4.8 M GuHCI. It is important to note that the
loss of activity precede the loss of structure in the
unmedified cytochrome and is less cooperative, while in
the PEG-modified protein the activity is strongly associ-
ated to the loss of structure, The appearance of the
intermediate state may explain the activity found at high
temperature in the case of Cyt—PEGsgu.

The thermodynamic parameters for the unfolding of
Cyt and Cyt~PEGsgy presented in Table 4 were calcu-
lated by fitting experimental data to the corresponding
unfolding models (see Figure 3). The global unfolding
free-energy for Cyt was estimated to be 6.4 kcal/fmol
which is close to the reported value of 7.27 keal/mol (50,
51). The calculated A(AG)z5.c between the unmodified and
the chemically modified preparations was 1.36 keal/mol,
indicating a reduced thermodynarmic stability for Cyt—
PEGspp. which is contradictery te the higher stability
conferred by the chemical modification on cytochrome
activity. A striking difference between the denaturation
profiles of Cyt and Cyt—PEGsp is the absence of a well-

Table 4. Thermodynamic Unfolding Parameters of Cyt and Cyt—PEGsye at 25 °C

parameter Cy:® parameter Cyt—PEG*
Ay, (keal/mol) 6.4 {#0.8) AGy (kcal/mol) 2.19{£0.15)
iy (keal/mol/VD 2.83 (£0.34) iy {kealimol/M) 1.45 (& 0.14)
[GUHC] yzne (M) 2.27 A, (keal/mol} 2.85 (3 0.55)
My (kcabmol/V) 0.76 (= 0.09)
Z parameter 0.58 (+ 0.08)
global AGys¢ (keal/mol} 5.04 (4 0.6)
[GuHC1am (M) 1.51
[GuHCH 1m0 (M) 3.75

7 Data were calculated using a two-state model. # Data were calculated using a three-state model.
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Figure 4. UV-visible (top panels) and CD (bottom panels) spectra of cytochrome ¢ and Cyt—PEGsog preparations. Scans were
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h at 88 °C and ceoling to 30 °C; (5) 24 h at 80 °C; {6) 24 h at 80 °C and cooling to 30 °C.

defined native baseline in the latter. This feature can be
interpreted as an altered initial structure, attributablie
to the chemical modification, and in agreement with the
lower mean residual ellipticity obhserved at 222 nm,

To investigate the structural implications of the chemi-
cal modification upon Cyt activity, we performed the
spectrometric study of the tertiary structure around the
active site. The absorption signal at 695 nm has been
associated to the heme-iron coordination state and can
be used to follow coupled reactions, such as Met80-heme
coordination, opening of the heme crevice, and global
unfolding (52). As reported previously (23, none of our
Cyt—PEGspp preparations presented the 695 nm band,
which may be the result of the loss of the Met80-heme
sixth lgand. The spectrometric analysis of Cyt at the
Soret region (350450 nm) provides a mean to probe the
active site conformation (52 in a nondisruptive manner.
This analysis yielded additional evidence of the intrinsic
active site distortion due to the chernical modification:
(a} the analysis of the active site through CD showed that
the negative signal at 420 nm is lost upon Cyt chemical
modification (Figure 4, bottom panels); this band reflects
the heme~polypeptide interactions and can be used to
measure the integrity of heme crevice (45). On the other
hand, this band is irreversibly lost during heating of the
unmodified cytochrome, (b) the CD spectra of Cyt~
PEGsq0 showed an enhancement of the 410 nim signal
during the first 10 min at 80 °C, after which the spectra
remain unchanged, suggesting a more conserved second-
ary structure around the heme pocket, and (¢} the Soret
band of the Cyt—PEGsoo shifted from the 410 nm
maximum to 402 nm, indicating a more hydrophobic
heme microenivironment. As expected, our results showed
that the Soret band of Cyt disappeared irreversibly after

incubation at 80 °C, indicating the total disruption of the
active site (Figure 4, top panels}. On the other hand, the
Soret band of Cyt—PEGsq remained basically unaltered
after the same treatment, reflecting the stable conforma-
tion of the active site (Figure 4), This more conserved
structure around the heme could be responsible for the
thermostable activity. The kinetics of unfolding of the
active site was also evaluated by following the loss of the
Soret band of cytochrome preparations. The results
obtained indicated a half-life of 167 h for Cyt—PEGsup
at 80 °C, while for Cyt it was only 42 h under the same
conditions. Thus, our results sugpest that PEG acts as a
cage in which the destabilized structure of Cyt—PEGsqu
is trapped. In other words, the polymer works as a kinetic
trap stabilizing an intermediate state upon unfolding of
the modified protein. This catalytically active intermedi-
ate state may arise from a more conserved structure
around the active site and seems to be responsible for
the activity found after long periods of incubation at high
termperature,

The conformation of PEG in aqueous solutions ranges
from a random coil to a helix in which oxygen acts as an
anchor for hydrogen bond formation. In fact, it has been
demonstrated that each residue of ethylene in PEG is
able to hydrogen-bond from two to three water molecules
{42, 54. It has alse been found that PEG is flexible in
nonpolar solvents and rigid in agueous solutions. This
entropy loss is explained by an increase in the water
structure around the hydrophilic region of PEG and to a
lesser extent in the hydrophobic region (5. Thus, the
mechanism of stabilization of poiy(ethylene glycol} seems
to be due to the adduct amphiphilicity (/6). A primary
shield of rigid water molecules solvate the hydrophilic
region of bound PEG, helping to maintain the structure
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of the protein, whereas the hydrophobic regions in PEG
interact with the hydrophobic clusters on protein surface,
Those sets of interactions would produce a shell-like
structure in which PEG is coiled on the protein surface
avoiding direct contact with water molecules in the
solvent and producing a more conserved structure around
heme. The global effect of those interactions is a de-
creased unfolding rate of the active site as confirmed by
UV-—visible spectroscopy and CD.

CONCLUSIONS

Chemical modification with PEG has shown to be an
interesting tool to enhance the kinetic stabilization of
proteins and to obtain catalytic activity at very high
temperatures, The polymer/protein ratio and the modi-
fication sites seem to be determinant factors on the
protein stabilization. The absence of polymer near the
active site is desirable in order to achieve higher stability,
Contrary to what we expected, the overall effect of
chemical medification was a thermodynamic destabiliza-
tion of the protein conformation. However, the pelymer
also works as a cage in which the destabilized structure
is trapped. This cage increases the activation barrier, and
thus the resulting structure can stand longer times under
destabilizing conditions, Our results suggest that the
peroxidasic activity found for Cyt—FPEGsgg at hyperther-
mophilic conditions might be the result of two factors, a
more conserved structure of the heme pocket and a
decreased unfolding rate of the active site. A thermo-
stable biocatalyst obtained by chemical modification of
cytochrome ¢ and with enhanced activity on hydrophobic
substrates may have potential industrial applications.
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