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RESUMEN

Las hemoperoxidasas son enzimas que utilizan H,0, como aceptor de electrones para catalizar
reacciones de oxidacidn. Su ciclo catalitico parte de un estado basal de Fe(lll) e involucra dos
intermediarios identificados como compuesto | y Il. El compuesto | es una especie oxoferril
porfirina con un radical libre 1 catiénico asociado (e+porfirina O=Fe(IV)). El radical libre del
compuesto | se rescata con un electrén del sustrato reductor, dando lugar al compuesto Il, el cual,
es una oxoferril porfirina (O=Fe((IV)). El compuesto Il es reducido por una segunda molécula de
sustrato reductor para regresar al sitio activo a su estado basal Fe(lll), completando su ciclo
catalitico.

En todas las hemoperoxidasas, este ciclo catalitico, se ve interrumpido por la inactivacion de la
enzima, la cual se presenta a altas concentraciones de H,0,. Cuando el estado basal de la enzima
es incubado en exceso de H,0, se forma el compuesto Ill, que, clasica e histéricamente se habia
descrito como un radical peroxil ferril porfirina (¢OO-Fe(lIl)).

Sin embargo, en los antecedentes de este trabajo, describimos la primera evidencia que nos llevé
a replantear la identidad del compuesto lll; esta evidencia es el espectro de EPR de la Zo
peroxidasa (ZoPrx) en presencia de H,0; en exceso, el cual, presentd sefales caracteristicas de
hemoproteinas hidroxiladas. Asi, este trabajo se centra en la caracterizacion del compuesto Il de
la ZoPrx y de la HRPA2 como especies Fe(lll)-OH por diferentes técnicas espectroscépicas como
UV-Vis, EPR y Raman. Esta caracterizacion nos permitido proponer un mecanismo de formacion y
decaimiento del compuesto lll de manera general para las hemoperoxidasas, mismo que fue
analizado y corroborado por el bance redox de las semirreacciones cada uno de los pasos
propuestos.

Adicionalmente, por la particular resistencia a la inactivacidn de la ZoPrx en presencia de H,0, en
exceso, se realizaron estudios de cinética enzimatica de los intermediarios cataliticos, partiendo
del estado basal nativo tanto de la ZoPrx y de la HRPA2, asi como del estado basal regenerado de
la ZoPrx. Con esto se pudo concluir que, para ambas enzimas, el paso limitante de la reaccidon es la
reduccion del compuesto Il a estado basal. En todos los casos, esta constante de velocidad se
encuentra en el mismo orden de magnitud, aunque la constante de formacién del compuesto | es
un orden de magnitud mayor para la HRPA2. Se realizd6 también la caracterizacion de estos
intermediarios por UV-Vis de la ZoPrx partiendo de su estado basal nativo y su estado basal
regenerado En conjunto, estos datos permitieron proponer que las especies formadas pueden ser

equivalentes.



ABSTRACT

Hemoperoxidases are enzymes that use H,O, as an electron acceptor to catalyze oxidation
reactions. Its catalytic cycle starts from the ground state of Fe(lll) and involves two intermediates
identified as compound | and Il. Compound | is an oxoferryl porphyrin species with an associated
cationic 1t free radical (e+porphyrin O=Fe(lV)). The free radical of compound | is rescued with an
electron from the reducing substrate, giving rise to compound Il, which is an oxoferryl porphyrin
(O=Fe((IV)). Compound Il is reduced by a second molecule of reducing substrate to return the
active site to its ground state Fe(lll), completing its catalytic cycle.

In all the hemoperoxidases, this catalytic cycle is interrupted by the inactivation of the enzyme,
which occurs at high concentrations of H,0,. When the ground state of the enzyme is incubated in
excess of H,0,, compound Il is formed, which, classically and historically, had been described as a
peroxyl feryl porphyrin radical (¢OO-Fe(lll)).

However, in an earlier work, we obtained the EPR spectrum of Zo peroxidase (ZoPrx), our first
evidence that led us to reconsider the identity of compound lll; The spectrum of ZoPrx in the
presence of excess H,0, presented characteristic signals of hydroxylated hemoproteins. Thus, this
work focuses on the characterization of compound Il of ZoPrx and HRPA2 as Fe(lll)-OH species by
different spectroscopic techniques such as UV-Vis, EPR and Raman. This characterization allowed
us to propose a mechanism for the formation and decay of compound Il in a general way for
hemoperoxidases, which was analyzed and corroborated by the redox balance of the half-
reactions of each of the proposed steps.

Additionally, due to the particular resistance to inactivation of ZoPrx in the presence of H,0; in
excess, enzymatic kinetic studies of the catalytic intermediates were performed, starting from the
native basal state of both ZoPrx and HRPA2, as well as from the regenerated basal state of ZoPrx.
With this it could be concluded that, for both enzymes, the limiting step of the reaction is the
reduction of compound Il to the basal state. In all cases, this rate constant is in the same order of
magnitude, although the formation constant of compound | is one order of magnitude higher for
HRPA2. UV-Vis characterization of these intermediates was also performed for ZoPrx starting from
its native and its regenerated basal state Taken together, these data allowed us to propose that

the species formed may be equivalent.



INTRODUCCION

Generalidades de las hemoperoxidasas

Existe una gran variedad de proteinas y enzimas en la naturaleza que contienen como grupo
prostético un grupo hemo, que consiste en una porfirina compuesta por un macrociclo
tetrapirrdlico que coordina hierro (ferriprotoporfirina IX), y que se encuentra en una cavidad
hidrofébica dentro de las proteinas®. Los complejos Fe-porfirina, ademas de estar involucrados en
el transporte de oxigeno, participan en una gran variedad de procesos cataliticos bioquimicos?. Las
principales funciones de las proteinas y enzimas que contienen hierro son: transferencia de
electrones (enzimas y proteinas redox, citocromos); acarrear y enlazar oxigeno (hemoglobina y
mioglobina); catalisis de oxidaciones acopladas a la reduccién de dioxigeno y perdxido de
hidrégeno (oxidasas y peroxidasas); catdlisis de la descomposicion de perdxido de hidréogeno

(catalasas) e insertar &tomos de oxigeno o dioxigeno dentro de moléculas organicas®.

Asi, las hemoperoxidasas son un grupo de hemoproteinas que catalizan la oxidacién de una gran
variedad de sustratos aromaticos usando al perdxido de hidrégeno (H.0,) como aceptor de

electrones®.
H,0, + 2RH —»2H,0 + 2R-

Dentro de este grupo encontramos a las hemoperoxidasas no animales, las cuales se dividen en
tres clases, siendo la clase Ill la que comprende a las de plantas secretadas fuera de la célula o
transportadas dentro de vacuolas®®. Esta clase incluye a las peroxidasas de rabano, de las que se
conocen al menos 15 isoenzimas’ dentro de las cuales la isoenzima C, o HRPC por sus siglas en

inglés (Horseradish peroxidase isoenzyme C), ha sido una de las mas estudiadas®®%,

Las peroxidasas de clase Il se caracterizan por estar conformadas por una cadena polipeptidica
Unica de aproximadamente 300 aminoacidos, una protoporfirina IX de Fe(lll) (grupo hemo b) y por
otros elementos indispensables para mantener la estructura y la actividad de la proteina, tales
como las glicosilaciones, &tomos de calcio y puentes disulfuro'?, Las hemoperoxidasas de plantas
presentan dominios altamente conservados como la regiéon proximal, caracterizada por la
presencia de un residuo de His que participa como el quinto ligante en la coordinacién del hierro

en el grupo hemo, y la regidon distal que se caracteriza por la presencia de residuos de His y Arg,



presumiblemente indispensables para llevar a cabo la actividad catalitica y que se localizan en el

lado disponible o vacante del hemo para la sexta coordinacién del hierro>*3,

En estas proteinas, el grupo hemo que es de tipo b, presenta grupos metilo en las posiciones 1, 3,
5 y 8, grupos vinilo en las posiciones 2 y 4, y grupos propionato en posiciones 6 y 7 (1,3,5,8-
tetrametil-2,4-divinilporfirina-6,7 acido dipropidnico, en la nomenclatura IUPAC). La estructura de
las hemoperoxidasas consiste principalmente en a-hélices altamente conservadas (de 10 a 12),
dos hojas B, con el hemo localizado entre los dominios distal y proximal (Figura 1), y un nimero

alto de N-glicosilaciones en la superficie conformadas por oligosacaridos ramificados>*

Region Distal

Region Proximal

Figura 1. Estructura tridimensional de HRPC, constituida principalmente por a-hélices (modificada de Veitch,
2004; el ciculo azul en el centro representa al Fe del grupo hemo y los aros rojos enmarcan a los atomos de

calcio)*.

En su estado basal, el Fe(lll) dentro del grupo hemo se encuentra pentacoordinado, por 4tomos de
nitrégeno de los pirroles en la porfirina ocupando las cuatro posiciones de plano ecuatorial; la
quinta posicion o quinto sitio de coordinacidn es ocupado comunmente por un atomo de
nitrégeno del grupo imidazol de la His proximal, que proviene de la cadena lateral y que es de
caracter anionico debido a la presencia de un enlace de hidrégeno fuerte formado entre la
histidina y un acido aspértico, un residuo altamente conservado en las peroxidasas®® (Figura 2). La
coordinacién al quinto ligante es responsable de la modulacidn de la reactividad de la enzima y
confiere un valor bajo y negativo del potencial de reduccién del hierro lo que le permite estabilizar

estados de oxidacion altos®.
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Figura 2. Coordinacidn de hierro hémico en las peroxidasas. Formacién de un enlace de coordinacién entre

la histidina y el hierro en la region proximal.

El sexto sitio de coordinacién en el hierro se encuentra vacante, lo que le genera un estado de alto
espin S=5/2%3. Este sitio se orienta hacia la regidn distal del grupo hemo, que es donde se da la
interaccion con su sustrato natural H,0,, y en donde se llevan a cabo muchas de las reacciones de
las peroxidasas?®. La regién distal se caracteriza por la presencia de dos residuos de aminodacidos
invariantes o conservados que son la histidina y arginina distales que forman una cavidad
hidrofilica. Estos dos residuos estabilizan, a su vez, un cimulo de moléculas de agua mediante
interacciones de enlace de hidrdogeno, esto aunado al fuerte enlace Fe-N que se presenta entre el
hierro y la histidina proximal, previenen que el hierro pueda ser coordinado por alguna molécula

de agua®s.

Las evidencias cristalograficas y el andlisis espectroscépico de especies, obtenidas por mutaciones
de las peroxidasas del rdbano blanco, han permitido identificar la presencia de una red de
interacciones de enlace de hidrégeno que se extiende desde la regidn distal hasta la region
proximal de la cavidad del grupo hemo, involucrando incluso los dos sitios de unién de los iones
calcio. Dentro de esta red se han identificado al menos cuatro moléculas de agua invariantes en el
sitio activo de las hemoperoxidasas, las cuales se encuentran presentes tanto en la cavidad distal
como en la proximal, enlazadas por enlaces de hidrégeno a residuos hidrofilicos altamente
conservados (Figura 3). La funcion de la red anteriormente descrita ha sido propuesta como
conductora del flujo de electrones que ocurre entre ambas regiones (distal y proximal) de la

peroxidasal’. La representacion de estas caracteristicas se muestra en la Figura 3 con estructura



cristalografica de la lignina peroxidasa (LiP), demostrando la generalidad de estas caracteristicas

en las hemoperoxidasas.

Figura 3. Red de enlaces de hidrégeno alrededor del hemo en LiP (Poulos et al., 1993)*8, y las moléculas de

agua que interactdan en la formacién de los enlaces. (tomado de Banci et al. 1997)%3.

La presencia de los iones calcio es de gran importancia estructural y sus sitios de unién se
encuentran conservados en las peroxidasas de plantas. Uno de estos sitios de unién a calcio se
encuentra localizado en la regién proximal y otro mas en la regién distal. El sitio proximal se
caracteriza por la presencia de ocho atomos de oxigeno provenientes del esqueleto de la proteina
y de la cadena lateral de los residuos de aminoacidos; este sitio se encuentra alejado de la
superficie de la proteina por lo que es menos accesible a moléculas de disolvente y ocasiona que el
ion de calcio se encuentre fuertemente enlazado. El sitio de union a calcio en la region distal
consta de siete dtomos de oxigeno que también provienen del esqueleto de la proteina, asi como
de las cadenas laterales de los residuos; este sitio se encuentra mas cercano a la superficie lo que
lo hace mas accesible para las moléculas disolvente, traduciéndose en una menor fuerza de unidn

en comparacion a su homdlogo en la regién proximal®® Figura 4.

La importancia estructural de la presencia de estos iones calcio ha sido demostrada gracias a que
la remocién de cualquiera de los dos iones lleva a la disminucidn de la actividad enzimatica, de la
misma manera, la remocién de ambos iones lleva a la pérdida total de la actividad, posiblemente
debido a la inestabilidad del plegamiento en estas condiciones, es decir, la estructura de la enzima
se ve comprometida al grado que se impide el acceso de los sustratos a sus regiones de
interaccién para llevar a cabo la catalisis'®. Los puentes disulfuro, que también son de importancia

estructural se presentan en sitios en donde los residuos de cisteina son conservados en las



peroxidasas de plantas. La HRPA2 los presenta, por ejemplo, en las posiciones 11-91, 44-49, 176-
208 y 97-299%021,

1‘1 Thr22s

Figura 4. Sitios de unién de los iones calcio distal y proximal en HRPC. (tomado de Howes et al. 2001)*.

La presencia de glicosilaciones en las proteinas es importante ya que normalmente confiere
solubilidad y disminuye la flexibilidad de la cadena principal, proporcionando estabilidad
estructural y proteccién contra la protedlisis??. En particular, las hemoperoxidasas son proteinas
altamente glicosiladas, llegando a representar hasta el 30 % de la masa total®. Por ejemplo, la
HRPC que posee ocho glicosilaciones?; por estudios fisicoquimicos realizados en la familia de las
HRP se sabe que, bajo condiciones particulares la desglicosilacién de las mismas no repercute en
su actividad enzimadtica ni en el acceso o interaccion con los sustratos, pero si disminuye
considerablemente su solubilidad en una solucién de sulfato de amonio?*. Otro caso interesante es
el de las peroxidasas de cacahuate prxPNC1 la cual tiene tres glicosilaciones (N-60, N-144 y N-185)
y en las que se ha podido identificar que la desglicosilacién de la enzima en las posiciones N-60 y
N-144 interfiere en la apropiada interaccién con guayacol como sustrato reductor, lo que se
traduce en una disminucién de la actividad catalitica, mientras que la remocién de la glicosilacion
en la posicion N-185 repercute en la termoestabilidad de la proteina?®. De la misma manera, el
gran numero de glicosilaciones identificadas en la peroxidasa del arbol palma real (RPTP) han
demostrado conferir su tan alta y caracteristica termoestabilidad?®. En el caso de la ZoPrx se ha

identificado que presenta al menos siete N-glicosilaciones?’ (Figura 5) al igual que la HRPA2%,



Asn137,
Ngiy-4a

Figura 5. Localizacion de N-glicosilaciones en la ZoPrx. Representacidn estructural de Richardson de las 7

glicosilaciones de la enzima, se muestra ademas los sitios de unién de los iones calcio (esferas grises)?’.

Las peroxidasas de clase Il han sido ampliamente estudiadas y eso ha permitido identificar las
relaciones que guardan a diferentes niveles estructurales con su variedad de participaciones
fisioldgicas en las plantas, tales como lignificacién, el entrecruzamiento de polimeros en la pared

celular y la resistencia a la infeccidon por organismos patégenos?®2?,

Ademas, las hemoperoxidasas de plantas han demostrado tener potencial aplicacién
biotecnoldgica en biosensores?®, en inmunoensayos®®, en procesos industriales como
biorremediacién y tratamiento de aguas residuales®! e incluso como agentes en el tratamiento de
cancer’. Sin embargo, sus usos comerciales se han visto limitados por su baja estabilidad en
presencia de su sustrato natural, H,0,* Si bien el H,0; es indispensable para llevar a cabo la
catalisis, la estabilidad de la enzima se ve disminuida cuando ésta es expuesta por un periodo de
tiempo prolongado o en presencia de un exceso de este, ya que el sitio activo se ve afectado
electrénica y/o estructuralmente, llevando a la inactivacion o degradacidn de la proteina®. Esto ha
llevado a la tarea de estudiar y racionalizar su comportamiento catalitico a través de la
caracterizacién de los intermediarios involucrados en su ciclo de catdlisis y proponer el mecanismo

de la formacién de estos intermediarios.



Mecanismo de reaccidon de las hemoperoxidasas

La relacidn entre los diferentes componentes de la estructura de las peroxidasas y su funcion
puede ser estudiada en dos pasos: 1) la reaccidon con H;0O; y 2) la interaccién con el sustrato
reductor (RH), mismos pasos que son comprendidos por el mecanismo catalitico de la enzima

como se muestra en la Figura 6°.

Compuesto 0

H,0, JO-H H,O
9
—Fem— o
-+ |l
— ! — - — !V —
Estado basal 1 radical en hemo, Trp o Tyr
Compuesto I
H,0+R"
3 2 RH (e", HY)

—Fe‘v— .

RH (¢, H") Compuesto 1I R

Figura 6. Mecanismo del ciclo catalitico de las hemoperoxidasas. (Adaptado de Veitch et al. 2004 y Hersleth

et al. 2006) >33,

Compuestos 1y Il

En el primer paso del ciclo, la reaccién del estado basal de la peroxidasa con H,0; lleva a la
formacién de un intermediario de alto estado de oxidacidn, conocido como Compuesto | (Cl), que
se caracteriza por ser un centro oxoferrilporfirina de Fe(IV) con un radical catidn, una especie
paramagnética con un espectro caracteristico en EPR®®. En el primero de los dos pasos
subsecuentes la reduccion en un electrén lleva a la formacion del Compuesto 1l (Cll) mientras que
el sustrato reductor “RH” es oxidado a su producto radicalario “R*”. El Cll es también una especie
oxoferril de Fe(IV); sin embargo, es diamagnética, es decir, es una especie inactiva o silenciosa en
EPR. El segundo paso de reduccién en un electrén completa el ciclo catalitico de las peroxidasas,
una segunda molécula de sustrato reductor oxida al correspondiente producto radicalario, lo que

lleva al restablecimiento del estado basal de la enzima®?*2.

La relacidn estructural entre los aminodcidos en la cavidad del grupo hemo que se han identificado

como involucrados en la catélisis es altamente conservada en todas las peroxidasas de plantas de



clase lll. Por ejemplo, en la peroxidasa de cacahuate se ha identificado que la His169 (histidina
proximal) se encuentra directamente coordinada al dtomo de hierro a través del atomo de

nitrégeno de la cadena lateral Ne2 (Figura 6)*2.

En la region distal del plano del hemo los residuos identificados como conservados son Arg38,
His42 y Asn70; la His42 se encuentra a una mayor distancia del atomo de hierro que la His169 en
la region proximal, dejando asi el sexto sitio de coordinacién vacante y disponible para participar
en la nueva coordinacion de un ligante, por ejemplo, cianuro, azida, flior, CO y NO (Figura 7). Estas
observaciones han permitido identificar que la arquitectura del hemo en la que un hierro férrico
de alto espin se encuentra coordinado a una histidina en la region proximal, y la presencia de los

residuos histidina y arginina conservados en la regidn distal, es indispensable para la formacidn del

ij Asn70
Phe41
His42 & 1938

e -amith

His169

ﬁ:sp%S

Figura 7. Residuos de aminoacidos en la cavidad hemo de una peroxidasa tipica de plantas (peroxidasa de

CI*,

cacahuate). El hierro en el hemo (Fe(lll) en el estado basal de la enzima) se muestra como una esferay
coordinado por la His169 (His170 en HRPC). El sexto sitio de coordinacidon en el plano distal del hemo esta

vacante. (tomado de Veitch et al. 2004)°.

El mecanismo para la catalisis de las hemoperoxidasas en el cual se ha asignado a la His y la Arg
distales los papeles mas importantes y especificos de la peroxidasa fue propuesto por Poulos y
Kraut, basados en la estructura cristalografica de la Citocromo ¢ peroxidasa®*. Con este modelo se
establecieron dos principios importantes en el mecanismo, en el primero, el 4tomo de nitréogeno
Ne2 de la histidina distal actia como aceptor de un protén proporcionado por el H,O que se
encuentra enlazado en el sexto sitio de coordinacién del &tomo de hierro y, el segundo, que la Arg

participa en la estabilizacién de la carga cuando ocurre la formacién del Cl. Dado que tanto la Arg
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como la His distales son invariantes en todos las integrantes de la superfamilia de las peroxidasas

de plantas, es posible sugerir que el mecanismo de las peroxidasas de clase Ill ocurre por esta via.

La Figura 8 muestra la representaciéon de como llevan a cabo su funcién los residuos presentes en
la cavidad distal para formar el Cl en HRPC, pudiendo observarse que el atomo de oxigeno en el
ferril se encuentra enlazado a través de enlaces de hidrégeno al NeH de la Arg38 y a una molécula

de agua que a su vez se estd enlazada a la Arg38 y la His42, esta molécula de agua es formada por

ruptura heterolitica en la unién del H,0,°.

Asn Asnzo Asnzg
70 W\/>_NH2 \/\r\/>—‘NH2 NH, Asnyo W\/>_NH
2

o 9
9 N N 0
H H , H N
Hisp ’\‘ Hisso |\1 Hisqo N Hi I
l > 1S42 N
l /> |+/> Argsg N/ Argsg NH \[/> Argag NH
N, +N 2 5 +N 2 +R 2
CN. T / s N NS
Hoy O 5 NHz 0¥ NH, o NH,
~07 H 0" H  — 05 H ——> o O-H
| | I, -+
Estado memmmfe!lmmm  Comple;jommmm o' mum Estado o'l mumm — ' —
estacionario l Hidroperoxido de transicion l Compuestoll
N® N® N N
T T T T
N N N N
H/ His H/ His H/ His. H/ His
& 170 - 170 & 170 = 170
O% O% O% O%
Aspa74 Aspa74 Aspa74 Aspa74

Figura 8. Formacion del compuesto | de HRPC (Tomado de Veitch et al., 2004)°.

La reduccién en un electrén del Cl lleva a la formacion un segundo intermediario, conocido como
Cll, oxidado en un electrdn respecto a la hemoperoxidasa en estado férrico. Como se ha podido
observar, la reduccion del Cl a Cll y la reduccion subsecuente del Cll resulta en el regreso de la
proteina o del radical de porfirina a su estado basal. La reduccidn en un electrén del Cll al estado
basal de la proteina involucra la reduccidn del hierro oxoferril a estado férrico, y también la

reduccion de un dtomo de oxigeno a agua (Figura 9)**.
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Figura 9. Mecanismo de reduccidn del compuesto |, compuesto Il y oxidacion del sustrato. En los recuadros
se presentan los reactivos y productos de la catadlisis. Las moléculas aromaticas que entran a la reaccién son
de sustrato reductor y las moléculas aromaticas de salida de la reaccidn son radicales del sustrato que
posteriormente polimerizan y dan coloracion a la reaccidon. (adaptado de Veitch et al., 2004 y Henriksen et

al., 1999)°3,

Sustrato reductor

Las peroxidasas de plantas se describen como enzimas con una amplia especificidad de sustratos,
ya que existe un numero relativamente pequeiio de restricciones para determinar su sustrato
reductor (RH) dominado por el poder oxidante de Cl y Cll, ademas de la accesibilidad del sitio de
interaccion con el sustrato entre otros factores. Sin embargo, se han demostrado interacciones

particularmente favorecidas con algunos sustratos®*3.

Los dos pasos de reduccidn, para formar el Cll a partir de Cl y el estado basal a partir de Cll
requieren la participacién de un sustrato reductor, los tipicos ejemplos de sustratos reductores
para las peroxidasas de plantas son aminas aromaticas, indoles, acidos fendlicos, fenoles y azo-
colorantes (Figura 9). El perfil de los productos de la reaccidon catalizada por peroxidasas es
complejo debido a la formacién de dimeros y oligdmeros mas grandes que a su vez pueden actuar

como sustratos en la reaccién®.
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En la reaccion de oxidacion de moléculas de sustrato por peroxidasas la transferencia de
electrones ocurre simultdaneamente (Figura 9). El enlace de hidrégeno entre el NH; de la Arg38 y el
oxigeno fendlico asiste la transferencia de un protén que va del fenol al oxigeno ferril o a la
histidina distal. Para Cl, el destino final del protén es la histidina distal. En el caso de la reduccidn
del Cll, la arginina distal asiste la transferencia del protén con un enlace de hidrégeno entre el
oxigeno fendlico y una segunda molécula de sustrato. En este caso, el destino final del protdn es el
oxigeno del ferril y se transfiere un electréon al grupo hemo. La transferencia de ambos protones
puede involucrar una molécula de agua, que se encuentra posicionada de manera equidistante

entre la histidina del sitio activo y del oxigeno del ferril en el compuesto 1y 11°°.

Experimentos basados en la inactivacidn de la enzima han permitido determinar sitios potenciales
para la oxidacion del sustrato. Mediante la incubacién de la peroxidasa con H,0; y un agente
reactivo (reductor) como fenilhidrazina o azida de sodio, los radicales libres que se generan
reaccionan formando aductos hémicos que reflejan el ambiente local del sitio de interaccidn del

sustrato®.
Compuesto lll

En ausencia de sustrato reductor y en presencia de una alta concentracion de H,0,, las
hemoperoxidasas tienden a la inactivacién en la cual el H,0, convierte al Cl en un compuesto muy
reactivo, llamado compuesto Il (Clll), que es un radical peroxil ferril Fe(lll) porfirina y que puede

seguir diferentes vias de oxidacion o decaimiento®*.

El Clll de peroxidasas fue reportado por primera vez por Keilin y Mann en la reaccién de HRP en
presencia de exceso de H,0,. El Clll se ha sugerido histdrica o cldsicamente como una especie
analoga a la oxihemoglobina y a la oximioglobina, ya que en todos los casos se encuentra un hierro
hemo de bajo espin con una histidina ocupando la quinta posicidon de coordinacidon en la region

proximal y una molécula de dioxigeno coordinando la sexta posicion3%°,

Caracterizacion de los intermediarios de las hemoperoxidasas

Todos los intermediarios del ciclo catalitico de las peroxidasas (estado basal, Cl, Cll y Clll) han sido

caracterizados bioquimica, catalitica y espectroscépicamente, encontrdndose propiedades
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espectroscopicas muy particulares como su espectro de absorcion®, de dicroismo circular®®, de

39,15

espectroscopia paramagnética electrénica®'®, y de espectroscopia Raman® entre otras.

Espectroscopia de absorcion

En el espectro de absorcidn, la caracteristica principal de la estructura electrdnica del grupo
porfirina se encuentra en la regién visible siendo la banda Soret la banda tipica de este grupo en
las hemoproteinas. La estructura electronica de la porfirina se ve modificada cuando Ia
configuracion electrénica del hierro es alterada, lo que ocurre cuando se cambia el nimero o tipo
de ligantes que ocupan la quinta y sexta posicidn en el atomo de hierro, de esta manera es posible
hacer el seguimiento de cada una de las especies formadas durante las reacciones que ocurren en
la catalisis en condiciones estequiométricamente controladas. Por ejemplo, el espectro del estado
nativo de las peroxidasas de clase lll presenta las siguientes caracteristicas: la banda Soret
centrada en ~403 nm, y dos bandas de menor intensidad con maximos en ~500 y ~630 nm que
corresponden a transiciones d menor energia que la banda Soret, también llamadas bandas ay B
debido a que la densidad electrdnica de la que provienen las transiciones se concentra en los Cq ¥
Cg del anillo pirrdlico. Estas bandas responden a la adicién de H,0, y/o de sustrato reductor
permitiendo reconocer cambios en el nimero de coordinacién y/o el estado de oxidacion del

centro metalico como indicador de la estructura electrdnica de la porfirina®+1°,

Espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica “EPR”

Para los sistemas biolégicos que presentan uno o mas electrones desapareados, la espectroscopia
paramagnética electrénica proporciona informacién de la estructura electrénica y geométrica del
sitio a partir de datos magnéticos como los valores de g, el acoplamiento hiperfino y parametros
de momentos cuadrupolares®®. El estado férrico de las hemoproteinas puede transitar entre
estados de bajo espin (S=1/2) y alto espin (5S=3/2 o S=5/2). La diferencia entre estados obedece a
la teoria de campo-ligante y depende de la naturaleza de los ligantes axiales, un ejemplo seria, el
estado nativo de la Zo peroxidasa (ZoPrx), que es una especie pentacoordinada con una His como
quinto ligante en la posicion proximal y el sexto sitio vacante, esta especie presenta un espectro
en EPR a 5 K, pH 6.1 en amortiguador de fosfatos de sodio (BFS) sefiales caracteristicas de alto
espin (5=5/2) g=6.03 y 1.99 asi como también pequefias sefiales correspondientes a mezcla de
espines (3/2 y 5/2) g=5.73, 5.43, 4.64 y 3.4332%, luego de la adicién de un equivalente de H,0; al

estado nativo de la enzima se genera el Cl, una especie formada en las mismas condiciones
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experimentales y que es una especie hexacoordinada que presenta una coordinacién por His en la
region proximal y oxigeno en la sexta posicién o regidn distal y que se caracterizada por un radical
catién con un espectro de espin intermedio (5=3/2) y sefiales en g=2.7 y 1.99. Los datos aqui

presentados para la ZoPrx, son resultados obtenidos de mi trabajo de maestria®2.

Espectroscopia Raman

La espectroscopia de Resonancia Raman proporciona informacion de las frecuencias vibracionales
moleculares en la regidn del infrarrojo del espectro electromagnético (10'2-10* Hz). Se sintoniza
mediante excitacion laser cercana a una banda de absorcidén de la muestra, correspondiente a una
transicion electrdnica. Ciertos modos vibracionales, acoplados a esa transicién electrénica,
exhiben un claro incremento en las sefiales respecto a todas las demas transiciones, reduciendo la
complejidad del espectro, permitiendo ver sélo unos pocos modos vibracionales a la vez. Dado
que las transiciones electrdnicas resonantes estan asociadas con el sitio activo, esta técnica ofrece
una prueba de las caracteristicas estructurales del mismo. Las hemoproteinas proporcionan
informacidn particular de las vibraciones de porfirina en el espectro de resonancia Raman en la

424546 ‘mismas que se pueden clasificar y analizar por

region de alta frecuencia entre 1000-1800 nm
sus propiedades de simetria, permitiendo conocer caracteristicas del spin y los cambios de estado
de oxidacion en el grupo hemo. Estas ultimas facilitan el registro de cambios estructurales por
modificaciones en la unidn de los ligantes o transferencia de electrones en la hemoproteina. Por
ejemplo, las vibraciones de derivados de hemoproteinas con ligantes coordinados al hierro como
los hidroxilados “OH” son principalmente reconocidos por vibraciones en la regién de baja

frecuencia 400-600 nm?*7:4849,

Los diferentes intermediarios formados por las hemoperoxidasas en su ciclo catalitico han sido
caracterizados por espectroscopia Raman?®*#®%0, En particular, el Clll ha sido poco estudiado. Sin
embargo, se tiene registro de un espectro Raman del Clll de la HRP, en el que, excitado a 457.9,
488.0 y 515.5 nm, se favorece un incremento en las bandas a frecuencias de 1506, 1584 y 1639
cm que se relacionan con la presencia de oxigeno coordinado en la sexta posiciéon del hemo y son
atribuidas a la expansion del anillo de porfirina porque el atomo de hierro es empujado dentro del
plano del macrociclo; sin embargo, no fue posible relacionar ninguna banda en la regién de baja

frecuencia con la coordinacién del oxigeno al centro metalico'>*.
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Vias de decaimiento del Compuesto llI

Se ha propuesto que el Clll formado por las hemoperoxidasas puede seguir tres vias de
decaimiento, las cuales se ilustran en la Figura 10. La primera via, muestra la inactivacién debida al
potencial de esta especie reactiva para oxidar el anillo de porfirina llevando a la destruccién del
grupo hemo. En la segunda, se ilustra el decaimiento del Clll al estado basal después de la
oxidacion y listo para volver a iniciar el ciclo catalitico. La tercera, muestra la liberacién
espontdnea de un radical hidroperéxido mediante el decaimiento unimolecular del Clll, aunque el
grupo hemo no sufre ninguna alteracién, los radicales formados en el decaimiento reaccionan con

los aminoécidos de la cadena llevando a la oxidacién de la proteina®®’.

Anteriormente, las hemoperoxidasas conocidas habian mostrado una alta sensibilidad a la
inactivacién en presencia de H,0,, lo que ha sido una limitante importante para sus potenciales
aplicaciones biotecnolédgicas. Con anterioridad se han publicado diversos estudios de este
fenédmeno incluyendo la aplicacién de la ingenieria de proteinas en la busqueda de una mayor
estabilidad®®. Igualmente se ha realizado la busqueda de nuevas fuentes de hemoperoxidasas con
caracteristicas mas estables. A pesar de todos estos esfuerzos no se habia logrado el disefio o
purificacién de una enzima con una estabilidad ante el H,O, suficientemente alta para poder
desarrollar todo su potencial.

I Fe (I1I)

Destruccion del hemo

‘O0H

Felll

Estado Basal Compuesto III Estado estacionario
(Oxidacion de la proteina)

‘OH -~ *00H

Estado estacionario
(Generacion de radicales)

Figura 10. Mecanismo propuesto de inactivacion por H202 de la Zo peroxidasa (tomado de Valderrama, et

al., 2002)".
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Inactivacion suicida en hemoperoxidasas

El proceso conocido como inactivacion suicida ocurre de manera cldsica y generalizada en las
hemoperoxidasas*®2. Se trata de la pérdida de actividad en presencia de uno de sus sustratos,
H,0, especialmente en ausencia de un sustrato reductor; sin embargo, el mecanismo por el que
sucede dicha inactivacién es complejo debido a las diferentes reacciones que pueden ocurrir luego
de la reaccién del hemo con H;0, y hasta ahora, no ha sido completamente descrito*. C6mo ya se
mencioné anteriormente, la exposicién a H,O, en ausencia de sustrato reductor lleva a la
formacién del Clll, descrita como una reaccidn parcialmente mediada por un radical superdxido
libre y se considera clave en la inactivacion de las peroxidasas. Asi, tras la formacién del Clll, una
fraccion de este compuesto decaerd en una especie inactiva por la liberacion espontdnea de
radicales libres que oxidan la estructura proteica de la enzima®. Este mecanismo de reaccién ha

sido confirmado en otras hemoproteinas®.

Bajo estas condiciones, existen modelos que pretenden resolver la cinética de inactivacion de las
peroxidasas. Por ejemplo, para la APX (ascorbato peroxidasa)®*, HRP*® y la CEP (peroxidasa de
palma Chamaerops excelsa)*? el modelo de inactivacién es consistente con un comportamiento de
cinética de saturacién y son dependientes del tiempo y del pH. Con la intencién de evitar la
inactivacién de las peroxidasas, se han empleado distintos métodos siendo el mas sencillo
incrementar la concentracion de sustrato reductor, ya que se sabe que en presencia de este Ultimo
el proceso de inactivacién es controlado debido a la competencia entre el H,0, y el sustrato
reductor por los intermediarios formados por la enzima*>®. Otras propuestas que buscan evitar el
proceso de inactivacion consisten en la adicion de aminodacidos como histidina, tirosina y cisteina
por su potencial para proteger a la peroxidasa del efecto de inactivacidn suicida causado por la
presencia de H,0, mediante la captura de radicales libres® o mediante la adicién de iones
metélicos como Ni?* en concentraciones controladas®. Otro factor que se ha identificado como
importante es la presencia de glicosilaciones que han evidenciado su importancia para proteger a

las enzimas de la inactivacidn suicida evitando la protedlisis®>*.
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ANTECEDENTES

En trabajos previos, se realizé la identificacidén, purificacién y caracterizacidén bioquimica de la
enzima Zo Peroxidasa a partir de raices de rabano japonés (Raphanus sativus variedad Daikon), la
cual ha mostrado resistencia a la inactivacién por H,0,. La estabilidad oxidativa de la ZoPrx fue
evidenciada por su cinética de inactivacion a concentraciones cataliticas de H,0; (1 mM) en
ausencia de sustrato reductor. En estas condiciones, las ZoPrx mantuvo el 100 % de su actividad
por 150 min., tiempo al cual la actividad de la hemoperoxidasa de referencia se perdid

completamente (Figura 11)>,

Actividad residual %

T T T T T 1

0 30 60 90 120 150 180
t(min)

Figura 11. Cinética de inactivacion de ZoPrx (A) y HRPA2 (o) incubando con 1 mM de H,0: en ausencia de
sustrato reductor en amortiguador BFS pH 6.1, 60 mM*. La gréfica muestra la inactivacién de la HRPA2 en el

tiempo y la actividad constante de la ZoPrx durante al menos 150 min®°.

La estructura cristalogréafica de la ZoPrx fue resuelta a 2.05 A (PDB 6AS2), su representacion
tridimensional puede apreciarse en la Figura 12. La ZoPrx presenta un sitio activo tipico de hemo
peroxidasas de plantas o clase lll, el cual, consta de un grupo hemo tipo b (protoporfirina IX de
Fe(lll)), con dos regiones altamente conservadas, conocidas como regidn distal (caracterizada por
la presencia de dos residuos de aminoacido His y Arg), esta es la region en la que se da la
interaccion del sustrato para la catalisis de la enzima y regién proximal que presenta un residuo
His conservado como quinto ligante del hierro. Presenta, ademas, dos iones calcio conservados,
uno en la regidn distal y otro en la proximal, ambos heptacoordinados por atomos de oxigeno
provenientes de los residuos de aminoacidos circundantes. Se pueden observar también las

glicosilaciones, que son caracteristicas de las peroxidasas. Para la ZoPrx se describen siete N-
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glicosilaciones bien caracterizadas; estas cadenas de N-glicanos estd compuesta por N-
acetilglucosamina, fucosa, manosa y xilosa, aunque cada cadena es distinta en longitud y la
posicién de los azucares varia?’. Este mismo tipo de glicosilaciones también han sido predichas en
otras peroxidasas de plantas como la HRPA2°L. Todas estas caracteristicas identificadas en la ZoPrx
son conservadas, es decir, se han identificado previamente en otras peroxidasas de plantas, como
se explica en la introduccion de este trabajo, evidenciado que no existen diferencias estructurales
sustanciales en el sitio activo de la ZoPrx respecto a las otras enzimas de plantas caracterizadas

cristalograficamente.

Figura 12. Estructura tridimensional de la ZoPrx (PDB 6AS2). En azul se presentan las hélices a que confirman
a la proteina. En el centro de la figura se observa el grupo hemo. Las esferas en rojo representan los atomos
de calcio, arriba el calcio distal y abajo el calcio proximal. En la periferia de la estructura se muestran en

verde las moléculas que representan las glicosilaciones.

En un trabajo previo del grupo se realizd la caracterizacion de la ZoPrx por EPR*, la cual, en el
estado basal, mostré un espectro tipico de las peroxidasas de clase lll, presentando un Fe(lll) de
alto espin con sefiales en valores de g=6.03 y 1.99 (Figura 13)°2. La sefial en 4.64 pueden deberse a
la presencia de la forma de espin cuantico mixto, estados férricos de alto espin (QM: S=3/2 y

5=5/2)%.
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g=1.99

50.00 89.10 128.20 167.30 206.40 245.50 284.60 323.70 362.81 401.91 441.01
Campo magnético [mT]

Figura 13. Espectro de EPR a 5 K de la ZoPrx, especie nativa. El espectro fue adquirido en las siguientes
condiciones: 9.39 GHz; amplitud de modulacién, 0.4 mT; potencia, 2mW; frecuencia de modulacién, 100

kHz32,

Para el espectro de EPR del Cl de la ZoPrx se obtuvieron valores tipicos de g de un radical 7 catidn
a 2.7 y 1.99, seiiales caracteristicas de este tipo de compuestos formados por peroxidasas de

plantas®® y que demuestran la conversidn total del estado nativo a ClI (Figura 14).

g=2.7

L —— ]

£=1.99

197.4 217.0 236.5 256.1 275.6 295.2 314.7 334.3 353.8 3734
Campo Magnético [mT]

Figura 14. Espectro de EPR a 4 K del compuesto | formado en la reaccién 1:8 ZoPrx:H20.. El espectro fue
adquirido en las siguientes condiciones: 9.39 GHz; amplitud de modulacién, 0.4 mT; potencia, 2mW;

frecuencia de modulacién, 100 kHz32.

Como se menciond previamente, en las hemoperoxidasas de clase lll el Clll se ha descrito como un
compuesto no activo en EPR, una especie “diamagnética” posiblemente debido al equilibrio
tedrico sugerido en la literatura para esta especie, mismo que se presenta entre la especie
oxihemo, que es descrita como un dtomo de oxigeno de una molécula de dioxigeno enlazado a un
hierro de bajo espin (Fe(ll)-O2) y un radical superdxido antiferromagneticamente acoplado a un

hierro de bajo espin (Fe(ll1)-0,)1>%4,
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Uno de los resultados mas relevantes que obtuvimos en este trabajo previo fue la caracterizacion
del Clll formado por la ZoPrx en condiciones de exceso de H,0, con las que se esperaba, por
ausencia de la sefial, identificar la formacién del mismo. Sin embargo, el espectro de este Clll en el
espectro de EPR presenta sefales con valores de g=6 y 2 que corresponden a Fe(lll) de alto espin,
lo que indica la restauracién parcial del estado basal. Adicionalmente, se observé una sefial con
valor de g =4.3 que es tipico de Fe libre, lo que sugiere la posibilidad de la desnaturalizacién parcial
de la proteina ante el exceso de H,0,. Por el tamafio de la sefial en g=2, podria tratarse de un
radical en solucidn (Figura 15) 32. De particular importancia, las sefiales con valores de g=2.57, 2.18
y 1.85 son caracteristicas de Fe(lll) de bajo espin, incompatibles con el modelo aceptado a la fecha

(Figura 15)

g=2.18

500 891 1,282 1,673 2,064 2,455 2,846 3,237 3,628 4,019 4,410
Campo Magnético [mT[

Figura 15. Espectro de EPR a 4 K en la reaccién 1:10,000 ZoPrx:H20. El espectro fue adquirido en las
siguientes condiciones: 9.39 GHz; amplitud de modulacidn, 0.4 mT; potencia, 2mW; frecuencia de

modulacién, 100 kHz32.

El decaimiento del espectro del Clll de la ZoPrx después de 72 h de reposo evoluciond a sefales
consistentes con el estado basal (g=6.2 y 2) y una seifial a g=4.3 asignada a hierro en solucion
(Figura 16) 32 aunque no en la misma proporcién. Esto es consistente con los datos obtenidos por
el grupo en cuanto a su estabilidad y actividad residual, asi como las sefiales espectroscdpicas en

UV-Vis, donde la recuperacion es practicamente completa®®*°.
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g=6.2

50.0 89.1 128.2 167.3 206.4 245.5 284.6 323.7 362.8 401.9 441.0

Campo Mangético [mT]

Figura 16. Espectro a 18 K de la ZoPrx en presencia de H20: en relacién 1:10,000 registrado después de 72 h.
El espectro fue adquirido en las siguientes condiciones: 9.39 GHz; amplitud de modulacién, 0.4 mT;

potencia, 2mW; frecuencia de modulacién, 100 kHz*2,

El Clll formado por la ZoPrx, es particularmente interesante ya que, ademas de restablecer el
estado basal de la proteina como una de sus vias de decaimiento, abre un panorama totalmente
nuevo respecto a la estabilidad de las hemoperoxidasas. Estos resultados abrieron las perspectivas
de nuestro trabajo y fueron la clave para el desarrollo del proyecto que se presenta en este

escrito.
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HIPOTESIS

La caracterizacién estructural y electréonica del Compuesto Ill de las hemoperoxidasas permitird

replantear el modelo mecanistico de inactivacién en presencia de H,0,.

OBIETIVO

Identificar y caracterizar los cambios estructurales y/o electrdénicos ocurridos en el sitio activo de

la Zo peroxidasa antes y después de la exposicidn a H,0; en exceso.
OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizacidn catalitica de los intermediarios formados por la ZoPrx relacionados con su

ciclo catalitico (Cl, Cll y Clll) antes y después de la exposicion a un exceso de H,0,.

e Caracterizacién espectroscépica de los intermediarios formados por la ZoPrx relacionados

con su ciclo catalitico (Cl, Cll y Clll) antes y después de la exposicién a un exceso de H,0,.

e Planteamiento de un modelo de mecanismo de reaccidon que incorpore toda la
informacidn generada en este proyecto y que sea consistente con la estequiometria y el

balance redox de las reacciones individuales.
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METODOLOGIA

Purificacion de ZoPrx

Se utilizaron lotes de 50 kg de nabo blanco también conocido como rdbano japonés obtenidos de
un mercado local; se mantuvieron a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, se procesaron con un
extractor comun para obtener aproximadamente 40 L de jugo. El extracto fue equilibrado con la
adiciéon de amortiguador de fosfato de sodio (BFS) 1 M pH 6.1 para ajustar el pH a 6.1 y a una
concentracién final de 10 mM de fosfato de sodio. El mismo dia se centrifugé el jugo en linea a
14,000 g por 20 min y se concentrd el sobrenadante por ultrafiltracion usando una celda Amicén
con membrana de 100 kDa. El concentrado, luego de este paso, se centrifugd en lote por periodos
de 20 min a 10,000 rpm y se continud la concentracién en una celda Amicén con una celda de 10

kDa hasta un aproximado de un litro de liquido.

Con este concentrado se inicié la purificacién por cromatografia en tres pasos usando primero la
matriz de intercambio catidnico fuerte Macro-Prep High S (Bio-Rad). La columna se prepard y
empacé con NaCl 1 M en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 y posteriormente fue lavada para
remover el NaCl y equilibrar a pH constante con amortiguador BFS 10 mM pH 6.1, a continuacion,
se inyectd el extracto con un flujo de 2 mL/min. Una vez eluido todo el extracto se lavé la columna
con amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 hasta recuperar todo lo que no se retuvo y que contiene a la
ZoPrx. Como paso final de esta etapa de purificacion, la fraccidon retenida en la columna fue
recuperada con NaCl 1 M en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1. A ambas fracciones se les realizd
evaluacion de actividad y estabilidad oxidativa para comprobar que la ZoPrx se encontrara en la

fraccion no retenida.

En el segundo paso de la cromatografia, la fraccion no retenida en la columna del primer paso se
cargd en una matriz de intercambio anidnico fuerte Macro-Prep High Q (Bio-Rad) previamente
empacada con NaCl 1 M en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 y lavada para remover el NaCl, hasta
equilibrar con amortiguador BFS 10 mM pH 6.1. Se obtuvieron dos fracciones, la primera no se
retuvo por la columna que contenia a la ZoPrx y otra que si se retuvo. La fraccién que fue retenida
se recuperd eluyendo con NaCl 1 M en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1. De la misma manera que
el paso anterior, se realizaron ensayos de actividad y estabilidad oxidativa de ambas fracciones

para corroborar la presencia de la ZoPrx en la fraccion no retenida.
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La fraccién no retenida en el segundo paso de la cromatografia se concentré en una celda Amicén
con una membrana de corte de 10 kDa con presion de 1.5 Psi (libra-fuerza por pulgada cuadrada,
por sus siglas en inglés), para posteriormente dializarla contra 10 volimenes de amortiguador de
acetatos 20 mM pH 4.5 a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente se hizo un cambio de
amortiguador de acetatos 20 mM pH 4.5 y se dejé dializar un dia mas. El volumen recuperado de
la didlisis se cargd en una matriz de intercambio aniénico débil Macro-Prep CM (Bio-Rad)
previamente empacada con NaCl 1 M en amortiguador de acetatos 20 mM pH 4.5 y equilibrada
con el mismo amortiguador sin NaCl con un flujo de 2 mL/min. La fraccidn retenida en la columna
fue eluida con NaCl 1 M en amortiguador de acetatos 20 mM pH 4.5 y ambas fracciones se les

realizé ensayos estabilidad oxidativa.

La fraccion que no se retuvo en la resina y que contenia a la ZoPrx se colectd y se dializé durante la
noche contra 10 voliumenes de amortiguador BFS 100 mM pH 6.1 y se concentré en una celda
Amicon con membrana de corte de 10 kDa. Posteriormente, se llevd a saturacion con sulfato de
amonio ((NH4),S04) y a continuacidn se cargd a una matriz de interaccién hidrofébica Macro-Prep
t-Butil HIC (Bio-Rad) equilibrada con una solucién de sulfato de amonio 3 M en amortiguador BFS
10 mM pH 6.1. La preparacion se eluyd con un gradiente lineal descendiente de la misma sal de
amonio de 3 a 0 M. Las fracciones que contenian a la ZoPrx se colectaron y se dializaron contra 10
volimenes de amortiguador BFS 100 mM pH 6.1 para posteriormente concentrarse en Amicén con
una membrana de corte de 10 kDa. La fraccién concentrada fue cargada en una columna de
permeacién en gel Sephadex G-75 (GE) previamente equilibrada con amortiguador BFS 10 mM pH
6.1 preparado en agua tetra destilada; la fraccion fue eluida con el mismo amortiguador vy

concentrada en centricones con membranas de corte de 30 kDa.

La identificacidn de la actividad de peroxidasa durante la purificacion se realizé mediante el
monitoreo de la de oxidacién de guayacol (o-Metoxifenol) 16 mM (£470=26.6 M*cm™) como
sustrato, dependiente de H,O0, 10 mM en 1 mL de amortiguador BFS 60 mM pH 6.1. Para
seleccionar las fracciones con mayor estabilidad al H,0, las cuales indicaban la presencia de la
ZoPrx, se incubaron alicuotas de las fracciones recuperadas de los diferentes pasos durante 1.5 h
en presencia de 10 mM H,0, y se determind la actividad residual usando guayacol 16 mM como
sustrato reductor en amortiguador BFS 60 mM pH 6.1. Solamente aquellas fracciones con
actividad de oxidacién de guayacol resistentes a la incubacién a exceso de H,0, fueron colectadas

para el procesamiento posterior.
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Para determinar la pureza de la fraccién final se realizé una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 12 %, tefiidos con azul de Coomassie y revelados en

un fotodocumentador Bio-Rad.
Estabilidad de ZoPrx ante H,0:

La estabilidad de las diferentes preparaciones de ZoPrx ante H,0, se evalu6 mediante el
seguimiento de la cinética de inactivacién en una mezcla de reaccién con ZoPrx pura (4.2x10° M) y
H,0, 10 mM y amortiguador BFS 60 mM pH 6.1 en un volumen final de 1 mL. Se tomaron alicuotas
de la mezcla a tiempos determinados y se estimd su actividad residual mediante la determinacion
de la velocidad inicial de oxidacidn de guayacol 16 mM en amortiguador BFS 60 mM pH 6.1

dependiente de H,0,10 mM en un volumen final de 1 mL.
Cuantificacion de ZoPrx

La concentracion de la proteina pura fue estimada por dos métodos complementarios. Por un
lado, se utilizd el método Bradford con el reactivo Bradford 5X (Bio-rad), H,O mili-Q (MQ) y una
dilucion de proteina 1:500 (en H,0). Las mediciones fueron realizadas en una celda desechable de
1 cm de paso de luz en un espectrofotdmetro a 595 nm (UV Lambda 900 Perkin Elmer Instruments
utilizando el software UV WinLab L800/L900 Ver 3.00.03). El blanco para esta determinacién fue
preparado con 200 puL de Bradford mas 800 ul de H,O MQ. Las muestras se prepararon por
triplicado con 200 pL de Bradford, 100 pL de la dilucién de proteina y 700 ul de H,O MQ. La
cuantificacion se realizd contra una recta patron elaborada con concentraciones conocidas de
albumina sérica bovina entre 0.1 y 0.9 ug/mL, con una pendiente de 0.0651 y un indice de

correlacion lineal de R=0.99693.

Por otro lado, se aprovechd la banda Soret caracteristica de las hemoperoxidasas a partir de la
., A - o B
ecuacion de Lambert-Beer ¢ = 2V el coeficiente de extincidn molar €103=109.1 mMicm?. Se

diluyé una alicuota de la proteina pura en una celda de 1 cm hasta alcanzar un valor maximo de
aproximadamente 1 UAbs; el espectro de absorcidn se generd realizando un barrido de longitudes
de onda de 250-650 nm, del que se extrajo el valor de la absorbancia a 403 nm. Los resultados

obtenidos por ambos métodos fueron del mismo orden de magnitud.
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Determinaciones de actividad enzimatica mediante espectroscopia UV-Visible

Los experimentos de actividad enzimatica fueron realizados en un espectrofotémetro UV-Visible
doble haz (UV Lambda 900 Perkin Elmer Instruments utilizando el software UV WinLab L800/L900
Ver 3.00.03), a temperatura ambiente en celdas desechables de 1mL (BioRad). Los espectros
fueron obtenidos mediante barridos de longitud de onda de 250 a 650 nm. Todas las reacciones se
realizaron en 1 mL de volumen final. Los equivalentes de H,0; y de sustrato reductor (Guayacol)
utilizados en los ciclos cataliticos fueron calculados y ajustados a partir de la concentracion
particular de enzima en cada experimento. Para esto, se utilizd6 amortiguador BFS 10 mM pH 6.1
excepto para los experimentos de hidroxilaciéon de la enzima en los que se utiliz6 amortiguador

BFS 10 mM pH 12.
Seguimiento de los ciclos cataliticos de la ZoPrx

Se llevaron a cabo tres ciclos cataliticos de la ZoPrx con la titulacidn previa de la enzima 5 uM con
H,0, y/o guayacol como sustrato reductor. Cada paso del ciclo fue llevado a cabo agregando un
equivalente de H,0; para la formacidn de Cl, 1 equivalente de guayacol para Cll y 1 equivalente
mas de sustrato reductor para reestablecer el estado basal de la enzima. Cada vez que se
completé un ciclo la reaccion fue lavada tres veces por centrifugacion en centricones con una

membrana de corte de 10 kDa con un mililitro de amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 cada vez.
Seguimiento de los ciclos cataliticos del estado basal regenerado de la ZoPrx

Una vez caracterizados tres ciclos completos a partir del estado nativo de la proteina se llevd a
cabo la incubacion de la misma muestra de enzima en presencia de 1 mM de H,0, (condiciones de
exceso de H,0,) a temperatura ambiente y por 24 h. La formacidn del Clll fue comprobada por la
banda caracteristica del mismo que se observa a 417 nm y posteriormente se comprobd el
restablecimiento del estado basal luego de 24 h (producto del decaimiento del Clll). Una vez
obtenido el estado basal la reaccidon fue lavada por centrifugacion como se describid en el

apartado anterior.

Luego de recuperar la muestra ya sin H,O; se llevaron a cabo tres ciclos también con adicién de
equivalentes de H,0, y/o guayacol previamente determinadas. Fue necesario ajustar las

cantidades en equivalentes para la formacion de los intermediarios, siendo suficientes 0.75

27



equivalentes de H,0; para Cl, 0.75 equivalente molares de sustrato reductor para la formacién de

Cll y restablecimiento del estado basal respectivamente.
Extraccion de Hemoglobina

Se extrajeron aproximadamente 10 mL de sangre total humana de un voluntario en tubos de uso
clinico para muestras de sangre (con EDTA como anticoagulante). En dos tubos falcén nuevos, se
colocaron 5 mL de sangre en cada uno y se llevaron a 15 mL de volumen total con solucién salina
comercial (0.9 % de NaCl); se lavaron por centrifugacion en una centrifuga de columpio a 3,000
rom durante 20 min a temperatura ambiente. Luego de este tiempo, el sobrenadante que

contiene plasma sanguineo, plaquetas, entre otros, se separd por decantacién.

El volumen en los tubos se volvié a llevar a 15 mL con solucidn salina y se homogenizé mezclando
lentamente para no romper las células antes de centrifugar por 20 min a 3,000 rpm. Este paso se
repitié una vez mas. Luego de los tres lavados con solucidn salina, se agregd 1 volumen (5 mL) de
agua tetradestilada para lisar las células y se congelaron a -20 °C por dos horas. Posteriormente, se
descongelaron y centrifugaron a 10,000 rpm por 30 min para separar los residuos celulares. El
sobrenadante se recuperd en un tubo falcén y se mantuvo en frio hasta la purificacion. Todos los
residuos derivados del trabajo con sangre se trataron con hipoclorito de sodio por 20 min antes de

desecharse en la tarja.

El protocolo de purificacion de hemoglobina (Hb) fue adaptado de diferentes métodos de

extraccion de globulos rojos y purificacion de Hb®®®7,
Purificacion de Hemoglobina

Se prepard una columna con aproximadamente 30 mL de la matriz de intercambio anidnico fuerte
ESHMUNO S de Merck empacada usando dos volumenes de agua MQ, dos voliumenes de NaCl 1 M
en amortiguador BFS 10 mM pH 5.6 y equilibrada con amortiguador BFS 10 mM pH 5.6 hasta

alcanzar el pH del amortiguador (aproximadamente 4 volimenes).

La hemoglobina extraida de la sangre total se diluyé en amortiguador de elucién BFS 10 mM pH
5.6 en una relacién 1:1 y se cargd en la columna. La proteina fue eluida con un gradiente de pH de

5.6 a 8.6 en amortiguador BFS 10 mM (aproximadamente 6 volimenes). Las fracciones colectadas
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fueron analizadas en un gel nativo de acrilamida al 12 % para determinar la pureza de las mismas.
Las fracciones que presentaban solo una banda de ~64 kDa en el gel se reunieron y concentraron

en un centricon de 10 kDa a 4,000 rpm y 4 °C.
Cuantificacién de Hemoglobina

La concentracion de la Hemoglobina fue estimada con la ecuacién de Lambert-Beer y el
coeficiente de extincién molar a 403 Nnm® £,03 ,m = 141 mM~1cm™! a partir de su espectro de
UV-Vis generado con un barrido de 250 a 650 nm en que se pudo observar la presencia de la

banda Soret, caracteristica de las hemoproteinas en 403 nm.
Generacion de especies Hidroxiladas de ZoPrx, HRPA2 y Hemoglobina

Para la formacidn de las especies hidroxiladas se lavaron alicuotas de ZoPrx y Hb con 5 volumenes
de amortiguador BFS 10 mM pH 12 por centrifugacion en microcones de 10 kDa a 4,000 rpm y 4
°C. En el caso de la HRPA2, la proteina fue lavada con 10 volimenes de amortiguador BFS 10 mM
pH 12 ya que se requeria retirar la sal de sulfato de amonio contenida en el amortiguador de

almacenamiento y ajustar el pH.

La especie hidroxilada de la hemoglobina se generd por autooxidacion®, incubando una fraccién
de la proteina pura a 37 °C por 7 dias. Se hizo el seguimiento del cambio en el espectro de

absorcién periédicamente para detectar cambios importantes en las bandas.

Para la formacion del Clll clasico en las hemoperoxidasas a partir de otras vias se disefié el
siguiente experimento. Una alicuota de HRPA2 diluida en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 fue
tratada con un exceso de ditionita de sodio para reducir el Fe(lll) del estado nativo de la enzima a
Fe(ll). El decaimiento espontdneo de la especie de Fe(ll) fue monitoreado hasta reestablecer la
banda de la banda Soret caracteristica del Fe(lll) del estado nativo de la enzima. Posteriormente,
una alicuota fresca de HRPA2 fue tratada con ditionita de sodio en exceso y burbujeada con N,
para desplazar el O, de la solucidn, a continuacidn, se burbujed con O, hasta saturar la solucién de
0O e inmediatamente se determind su espectro de UV-Vis buscando el desplazamiento de la banda
Soret hacia 418 nm. Alternativamente, a una alicuota tratada en las mismas condiciones vy
burbujeada con N; se le adicioné H,0; en exceso para ensayar una segunda via de formacién del

Clll clasico, este experimento fue seguido también por UV-Vis.
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Experimentos de espectroscopia Raman

Los experimentos de espectroscopia Raman se realizaron en el Laboratorio Universitario de
Caracterizacion Espectroscépica “LUCE”, en el Centro de Ciencias Aplicadas y Desarrollo
Tecnolégico “CCADET”, con el apoyo del Dr. José Manuel Saniger Blesa, la Dra. Selene Rubi Islas

Sanchez y el Dr. Isidro Badillo.

Para los experimentos a 532 nm se utilizé6 un microscopio confocal AF acoplado a espectroscopia
Raman con un laser de 532 nm. Los experimentos se realizaron en solucidn acuosa en una celda de
cuarzo a temperatura ambiente utilizando diferentes concentraciones de proteina (Tabla 1). Las
reacciones se realizaron con un volumen de 40 pL de enzima en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1
con una relacidon molar 1:1,000 de H,0; cuando procede, excepto las muestras HRPA2-OH, Hb-OH
y ZoPrx-OH que fueron diluidas en amortiguador BFS 10 mM pH 12. La HRPA2 fue previamente
lavada por centrifugacion en microcones de 10 kDa a 4,000 rpm y 4 °C con 10 volumenes de
amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 para para remover el sulfato de amonio que contiene el

amortiguador de almacenamiento.

Tabla 1. Condiciones experimentales de las muestras caracterizadas por Raman confocal AF a 532 nm.

, Reaccién
Muestra Proteina (mM) con Hy0, pH
HRPA2 0.25 - 6.1
ZoPrx 0.42 - 6.1
Clll HRPA2 0.25 1:1,000 6.1
Clll ZoPrx 0.42 1:1,000 6.1
Hb 1.80 - 6.1
Hb-OH 0.60 - 6.1

autooxidacién

HRPA2-OH 0.25 - 12
Hb-OH 0.60 - 12
ZoPrx-OH 0.42 . 12

Adicionalmente, algunas de las condiciones experimentales de la Tabla 1 se ensayaron en sélido
(KBr) y se realizé también una primera ronda de experimentos a 405 nm considerando algunas de
las condiciones experimentales antes mencionadas en el equipo Raman Dispersivo Trivista, asi

como a 532 nm en un equipo Raman dispersivo AlmegaXR, Thermo-Nicolet.
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Para la segunda ronda de los experimentos a 405 nm se utilizé un espectrometro micro-Raman
TriVista 557 con laser de excitacidon de Kr+ de 405 nm. Las reacciones se llevaron a cabo en una
celda de cuarzo plana con un volumen de gota de aproximadamente 20 pL, todas las reacciones
fueron llevadas a cabo en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 y a temperatura ambiente. De la
misma manera que para los experimentos a 532 nm, la HRPA2 fue previamente lavada por
centrifugacién en microcones de 10 kDa a 4,000 rpm y 4 °C con 10 volumenes de amortiguador
BFS 10 mM pH 6.1 para remover el sulfato de amonio que contiene el amortiguador de
almacenamiento. Adicionalmente, se realizaron experimentos de marcaje isotdpico con H,0;

cargado con 0 como se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones experimentales de las muestras caracterizadas por Raman TriVista 557 a 405 nm.

, Reaccidn con

Muestra Proteina [mM] H,0,0.6 M
ZoPrx 0.23 1:1,000
Clll ZoPrx 0.23 1:1,000
Clll ZoPrx 80 0.23 1:1,000
HRPA2 0.37 1:1,000
Clll HRPA2 0.37 1:1,000
CIll HRPA2 80 0.37 1:1,000
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RESULTADOS

Desarrollo de un protocolo optimizado para la obtencion de ZoPrx pura

A partir de varios lotes de 50 kg de rdabano japonés se obtuvieron aproximadamente 25 litros de
jugo por cada lote. Mediante tres pasos de cromatografia de intercambio idnico, uno de
interaccion hidrofébica y un refinado por permeacién en gel, se obtuvieron 2.7 mg/mL de proteina
pura ZoPrx, con una concentracion de 0.42 mM, misma que presentd una estabilidad aproximada
del 80 % de su actividad residual en presencia de 10 mM H,0; utilizando guayacol 16 mM como

agente reductor.

La ZoPrx presentd el espectro caracteristico para hemoproteinas con un maximo a 403 nm banda
Soret (Figura 17) y un valor Rz de 3 (relacion entre el valor de absorbancia en la banda Soret y la
absorbancia a 280 nm, longitud de onda a la que absorben las proteinas). Este valor es intrinseco
de cada hemoperoxidasa y sirve como parametro indicador para evaluar el grado de pureza de las
proteinas, es decir, un valor de Rz igual o superior a 3 se traducen en un grado de pureza
adecuado y aceptable. Esto fue corroborado por la presencia de una sola banda en un gel nativo

de acrilamida al 12 %.
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Figura 17. Espectro de absorcion electrénica de la Zo Peroxidasa.
Determinacidn de los parametros cataliticos de hemoperoxidasas

Uno de los métodos mas utilizados para comprender el mecanismo catalitico de las enzimas es la
determinacidon de la velocidad de reacciéon y la respuesta de ésta al variar los parametros

experimentales. Un factor clave que afecta la velocidad de reaccién es la concentracidn de
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sustrato (S) presente. En 1903, Henri y Wurtz, propusieron la formacién del complejo enzima-

sustrato (ES) como paso necesario para la catélisis’.

En 1913, basados en dos reacciones en las que interviene el complejo ES, que es la formacién (un
paso reversible de la reaccidn) y descomposicién del mismo, Michaelis y Menten propusieron un
modelo matematico que describe el comportamiento cinético valido para todas las enzimas en las

que se vea involucrada sélo una molécula de sustrato (Ecuacién 1)7.

E+S 2ES>E+P

Ecuacion 1. Formacién-descomposicion del complejo ES.

Sin embargo, existen enzimas que involucran mas de un sustrato en su ciclo catalitico'® y que
ademas no siguen un modelo cinético Michaelis-Menten, es decir, que durante la catalisis no se da
la formacion del complejo ES sino que la conversion del sustrato es llevada a producto en un sélo

paso de manera irreversible (Ecuacion 2).

E+S >E+P

Ecuacidn 2. Reaccidn de sustrato a producto sin formacién de complejo ES.

Bajo este mecanismo conocido como de esfera externa, ocurre la transformacion del sustrato por
escision de enlaces del mismo y por transferencia de electrones del centro metalico hacia el
sustrato o del sustrato hacia metal, sin modificar la primera esfera de coordinacién del ion
metalico. Este proceso redox ocurre de manera ciclica en la metaloenzimas permitiéndoles actuar
sobre otras moléculas de sustrato de manera continua. Ademas, la transferencia electrdnica
puede estar mediada por moléculas de disolvente y puede ser favorecida por la formacién de

enlaces de hidrégeno que estas mismas moléculas puedan proporcionar’.

Un ejemplo claro de enzimas que no forman el complejo ES y que utilizan mds de un sustrato son
las hemoperoxidasas; su ciclo catalitico estd basado en tres reacciones como se muestra a

continuacién (Esquema 1):
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k
HRP + H,0, — Compuesto | + H,0
k
Compuesto I + AH, 3 Compuesto Il + - AH

k
Compuesto Il + AH, — HRP + - AH + H,0

HzOz +AH2 d 2 AH + 2H20

Esquema 1. Productos formados en el ciclo catalitico de las peroxidasas.

La cinética de las peroxidasas muestra tres etapas irreversibles que involucra dos sustratos y dos
productos. El modelo matematico de estado estacionario (Ecuacién 3) es el que mejor describe la

cinética observada de las peroxidasas?®.

9 1

2[E]¢ot 1 _kotks
ki[H,0,] * koks[AH,]

Ecuacion 3. Modelo matematico de estado estacionario que describe el comportamiento cinético de las

peroxidasas.

Siendo: ¥ la velocidad de reaccidn; [E]tot la concentraciéon de enzima total; [H,0,] la
concentracidon de perdxido de hidrégeno; [AH;] la concentracidn de sustrato reductor; k; la
constante de velocidad de formacién del Cl; k, la constante de velocidad de formacién del Cll y k5

la constante de velocidad del restablecimiento del estado basal a partir de ClI.

Considerando que la constante de velocidad de decaimiento del Cl es un orden de magnitud
mayor que la constante de velocidad de decaimiento del Cll, entonces k;>>ks; y la ecuacién puede
ser rearreglada y simplificada a la ecuacién 4%,

2[EJeor 1 1

= +
0 k3[AH,]  kq[H,0,]

Ecuacion 4. Simplificacion del modelo matematico de estado estacionario.

Asi, la cinética de estado estacionario de las peroxidasas queda en funcién de las constantes k; y
ks, la velocidad de formacidn del Cl a partir del estado basal y el H,0,, y la velocidad de reduccién

del Cll para volver al estado basal por accién del sustrato reductor (RH), respectivamente?®,
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Considerando que el ciclo catalitico de peroxidasas se da en tres pasos y que ya ha sido posible
determinar las constantes de velocidad de formacién de los diferentes compuestos obtenidos
durante la catalisis controlada estequiométricamente (Cl y restablecimiento del estado basal)?’; de
esta misma manera, se determinaron las constantes cataliticas k1 y ks, antes y después de someter

a la enzima a condiciones de exceso de H,0,*.

Determinacidn de las constantes de velocidad k1 y ks del ciclo catalitico de la

Zo Peroxidasa

Inicialmente se determinaron las velocidades de reaccion de la formacion de tetra-guayacol (el
mondmero, guayacol, es el sustrato reductor de la reaccion) a partir de concentraciones conocidas
de enzima control HRPA2 y de la ZoPrx, 8.05x10® M y 5.32x10° M respectivamente en un
volumen final de 1 mL de amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 y concentraciones de H,0, 0.3 a 0.7
mM y de 3-8 mM de Guayacol (Cada una de las concentraciones de H,0, se ensayaron con cada
una de las concentraciones de guayacol). Asi, cada una de las concentraciones de H,0; se hicieron
reaccionar con las diferentes concentraciones de guayacol, por triplicado y se registré el cambio
en la absorbancia (dado por la formaciéon de treta-guayacol) durante 1 min, dando lugar a 90

reacciones para cada enzima.

Una vez obtenidas las velocidades, se aplicd la primera parte del modelo matematico en el que se

L1 2[Eltot
grafico A Vs =

y se hizo una regresion lineal para determinar asi la constante de velocidad
del decaimiento del CIl al estado basal (ks;), definida como el inverso de la pendiente.
Posteriormente, el valor de la ordenada al origen de la regresion lineal del paso anterior estd

relacionada con el modelo matematico de la siguiente forma:

1

h=—
kl [HZOZ]

Asi, tomando los valores obtenidos para la ordenada al origen b como los valores de y en una
nueva regresion lineal, se grafico 0 vs b, permitiendo asi determinar la constante de formacion
2Y2

del ClI (k;) definida también como el inverso de la pendiente de esta regresion.
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Calculo de velocidades iniciales a partir de datos experimentales

Inicialmente, se realizaron los experimentos de cada uno de los estados basales (nativos o
regenerados) de las enzimas HRPA2 y ZoPrx, fijando una de las concentraciones de H,0, (0.3-0.7
mM) y variando las concentraciones establecidas de guayacol (G; 3-8 mM) para llevar a cabo las
reacciones. Cada una de estas reacciones se hizo por triplicado, de esta manera se obtuvieron las
velocidades iniciales (v en la ecuacidon 3) de cada condicién; los primeros valores de las
velocidades iniciales se obtuvieron graficando la absorbancia de la muestra en funcidn del tiempo,
obteniéndose graficas como la de la Figura 18 para cada una de las condiciones experimentales, en

este caso, ésta corresponde a una de las condiciones de reaccion del estado basal de la ZoPrx.

El método de velocidades iniciales involucra la suposiciéon que, al inicio de la reaccién, cuando hay
suficiente sustrato para la reaccidn, la velocidad es constante y el cambio de absorbancia respecto
al tiempo presenta un comportamiento lineal partiendo de cero; sin embargo, es importante
puntualizar, en nuestro caso se produjo un retardo en la medicion de la reaccidn debido a que los
experimentos se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro convencional, y tomd algunos segundos
preparar el experimento antes de iniciar la medicidn en el espectrofotémetro, lo que se traduce en
un error sistematico inherente del experimento. Por esta razén, todas las reacciones inician con
una absorbancia diferente de cero. Este retardo en la medicion de la absorbancia es constante en

todos los experimentos y para cada grupo de datos como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Representacion grafica de velocidades iniciales para una concentracién de 5.32x10° M del estado
basal nativo de la ZoPrx en presencia de 0.3 mM de H202 contra diferentes concentraciones de sustrato

reductor Guayacol (3-8 mM).
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Para calcular los pardmetros del modelo teérico de estado estacionario (Ecuacidn 4), asi como sus
desviaciones estandar, se realizd una regresion lineal con método de ajuste por minimos

cuadrados ponderados.

Este modelo requiere la velocidad de reaccién v en unidades M-s?, mostrando el cambio de la
concentracién en el tiempo. Sin embargo, las velocidades calculadas en el paso anterior, a partir
de los datos experimentales, muestran el cambio de absorbancia en el tiempo (v*). Se utilizé la
ecuacién de Lambert-Beer para pasar los datos de unidades de absorbancia a unidades de
concentracién molar como se muestra en la Ecuacion 5.

AAbs

el AAbs v*

va_tz At =£-l-At=e-l

Ecuacion 5. Ecuacion empleada para la transformacion de unidades a partir de absorbancia (€ = coeficiente

de extincién molar y [ = paso de luz a través del ancho de la celda).

Considerando que la absorbancia no tiene unidades, utilizamos el término relacionado a esta
como U.ps; para demostrar el paso de las unidades a M-s™ se presenta el siguiente analisis de
unidades de la Ecuacién 5:

[

M
1~ e

Célculo de constantes cinéticas a partir de datos de velocidad inicial de

reaccion

Posteriormente, para el calculo de las constantes k; y ks, y del error estdndar de cada una de ellas
se desarrollé un ajuste derivado también del método de minimos cuadrados. Para esto se
calcularon las constantes por separado, como describen la Ecuacién 6 y la Ecuacién 7,

considerando todas las variables que involucra el modelo de estado estacionario de la Ecuacién 3.

Inicialmente se calculé la ks utilizando una adaptacién de la Ecuacion 4, representdndola como una

Z[E]tot' m = 1 y

ecuacion lineal (y = mx + b) como se muestra en la Ecuacion 6, en la que y = 9 o
3
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x = y la ordenada es igual al segundo término de la Ecuacién 4, representado por b =

[AH,]

1
k1[H,0,]°

2Bl _ 11
Y ks [AH,]

Ecuacidn 6. Linealizacién del modelo de estado estacionario.

+b

La representacion de la ordenada (b) en la ecuacidn anterior, se puede presentar también como

una ecuacion lineal (Ecuaciéon 7) enlaquey =b,m = —yx para esta ecuacion existe un

ky [H05)
valor para la ordenada que se representa por b” que es un valor de ajuste y que no tiene
implicacion fisica. Empleando esta ecuacidn, fue posible determinar la k;

L +b
k1 [H;0,]

Ecuacidn 7. Linealizacidn de la ordenada al origen (b) de la ecuacién 6.

b

La representacion grafica de la Ecuacién 6 y de la Ecuacion 7 se muestra en la Figura 19 y la Figura
20 respectivamente, en la que los datos calculados se presentan como puntos y las lineas

punteadas son de cardcter diddctico para representar la tendencia lineal de los mismos.

0.05
0.04 e
0.04 ..
= e ©0.3mMH,0,
- ._ ) . o
2 003 Rt e 0.4mM H,0,
z — _ e 0.5mM H,0,
0.03 T 0.6 mM H,0,
¢ »0.7 mM H,0,
0.02
0.02
100 150 200 250 300 350

1/[6] (M)
Figura 19. Representacion grafica de la Ecuacion 6. Linealizacion del modelo de estado estacionario para la

obtencidn de ks a partir de las velocidades calculadas para condicién de H20: (0.3-0.7 mM).

Este mismo tratamiento de datos se hizo para cada uno de los estados basales de la HRPA2 y del
estado basal regenerado de la ZoPrx. Los valores para cada una de las constantes, asi como sus

desviaciones estandar se concentran en Tabla 3. Es importante mencionar que no se obtuvieron
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valores para las constantes de un estado regenerado de la HRPA2 ya que su incubacién en exceso

de H,0; lleva a la inactivacion de esta (Figura 11).
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Figura 20. Representacion grafica de la Ecuacién 7. Linealizacidn de la ordenada de la Ecuacién 6 para la

obtencion de k1 a partir de los calculos de ks.

Tanto para la ZoPrx, como para la HRPA2, la constante de formacién de Cl (ki) fue mayor que la
constante de restablecimiento del estado basal a partir de Cll (ks). Cabe sefialar que, en el caso de
la ZoPrx, la diferencia entre estas dos constantes es un orden de magnitud y para la HRPA2 existe
una diferencia de dos érdenes de magnitud entre dichas constantes. Es decir, que la reduccién del
Cll al estado basal para la HRPA2 es mucho mas rdpido que para la ZoPrx, dejando de manifiesto

que, para ambas enzimas, el paso limitante del ciclo catalitico es la regeneracion del estado basal.

Luego de estas observaciones, es importante mencionar que aunque las constantes de velocidad
ki y ks provenientes de estado basal nativo y del estado basal regenerado de la ZoPrx se
encuentran en el mismo orden de magnitud, las diferencias podrian ser significativas (Tabla 3); sin
embargo, es posible que estas diferencias se deban a la perdida de la enzima durante el
tratamiento experimental, como se muestra en la caracterizacién por UV-Vis en el apartado
siguiente. Es probable que esta pérdida ocurra desde la incubacién con H,0, en exceso e incluso
en los lavados posteriores a la incubacidn y previos al inicio de un nuevo ciclo catalitico. Tomando
en cuenta estas consideraciones, podemos proponer que los estados basales tanto nativo como
regenerado de la ZoPrx, asi como los intermediarios involucrados en sus respectivos ciclos

cataliticos, podrian ser indistintos entre si.
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Tabla 3. Datos cinéticos de la ZoPrx y HRPA2 usando Guayacol como sustrato a pH 6.1.

Guayacol
ki (M?1s?) R2 ks (M1 s?) R%prom
Z0 PrXnativo 2.50x10°+0.49x10° 0.87 1.39x10%+0.08x10* 0.99
ZOPrXregenerado | 0.98x10°+0.99x10* 0.98 0.85x10%+0.40x10° 0.99
HRPA2 1.16x105+0.17x10° 0.96 6.4x10*+x0.17x10* 0.98

Luego de la determinacién de los parametros cataliticos obtenidos y la conclusion que estos

representaron, se decidid caracterizar los intermediaros del ciclo catalitico por UV-Vis.
Caracterizacion de intermediarios cataliticos por espectroscopia UV-Visible

Los diferentes compuestos del ciclo catalitico de las peroxidasas fueron observables mediante el
seguimiento del desplazamiento de la banda Soret como consecuencia de la adicién de
equivalentes de H,0; o sustrato reductor dosificados estequiométricamente, es decir, partiendo
del estado basal de la enzima una vez que se agregd un equivalente de H,0, se forma el Cl, con la
adicién subsecuente de un equivalente de sustrato reductor se obtuvo el Cll y un equivalente mas
de sustrato reductor llevd al restablecimiento del estado basal. Adicionalmente, se ha podido
observar la formacién del espectro del Clll partiendo de estado nativo de la enzima después de su

exposicidn a un exceso de H,0,, asi como su posterior decaimiento’>”3,

La formacion de los diferentes compuestos de la ZoPrx pudo ser observada mediante sus
caracteristicas espectrales: la adicién de un equivalente de H,0; al estado basal provocé el
desplazamiento de la banda Soret a 400 nm, asi como su disminucidn. La adicién subsecuente de
un equivalente de sustrato reductor provocd el desplazamiento de la banda a 409 nm vy su
incremento de intensidad caracteristicos de Cll. La adicién de un segundo equivalente de sustrato
reductor llevé al completo restablecimiento del espectro del estado basal de la enzima (Figura
21A). La ampliacién del espectro en la regidon de 450-550 nm permite observar en la especie nativa
una banda centrada en 500 nm que desaparece durante la formacion del Cl, se observa un
hombro en aproximadamente 520 nm para el Cll y se restablece al volver al estado basal (500 nm)

(Figura 21B).
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Figura 21. A) Ciclo catalitico de la ZoPrx: ZoPrx nativa (azul), Cl (naranja), Cll (gris) y estado basal regenerado

(amarillo). B) acercamiento al intervalo 450-550 nm.

La formacion y decaimiento del Clll de la ZoPrx se obtuvo mediante la incubacién de la enzima en
1, 5y 10 mM de H;0,. En todos los casos, el registro inmediato del espectro después de la adicion
de H,0; se caracterizd por una banda de menor absorbancia a 404 nm, es muy probable que se
trate de Cl, considerando que con un equivalente de H,0, se forma Cl y con mas equivalentes de
H,0, ClI forma al Clll. Inmediatamente después, la banda en 404 nm evoluciona a la banda
caracteristica del Clll a 417 nm, misma que decae lentamente en el transcurso de las siguientes
cinco horas después de iniciada la incubacion (Figura 22), cabe sefalar que la proteina incubada en
1 mM de H,0; regenera la intensidad de la banda en 403 nm caracteristica del estado basal,
mientras que las fracciones incubadas en 5y 10 mM recuperan el 76 y 66 % respectivamente, lo

que sugiere destruccién parcial del grupo hemo por oxidacién.
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Figura 22. Seguimiento del decaimiento del Clll formado por la ZoPrx incubada en 1 mM de H»0,.

Luego del decaimiento y con el propdsito de caracterizar los compuestos formados en el ciclo a
partir de estado basal de la ZoPrx regenerado, la proteina fue lavada con amortiguador BFS 10 mM
pH 6.1 y posteriormente se prepard la reaccién para el seguimiento del ciclo de esta especie
controlando los equivalentes de H,0, y guayacol segun sea el caso. De esta manera, luego de la
adicion de 1 equivalente de H,0; se obtuvo la formacién de Cl con la disminucién de la banda con
un maximo en 404 nm, ademas de esta banda, se observa la aparicién de un pequefio hombro en
371 nm. Luego de la adicién del primer equivalente de guayacol, el espectro muestra un ligero
desplazamiento hacia longitud de onda mayor aunque el maximo de la banda centrado en 406 nm
y la adicién del segundo equivalente de guayacol reestablece completamente la banda también

centrada en 404 nm (Figura 23).
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Figura 23. Ciclo catalitico de estado basal regenerado de la ZoPrx. Estado basal (azul), Cl (naranja), Cll (gris) y

segundo estado basal regenerado (amarillo).

En la comparacion del estado nativo de la ZoPrx y el estado basal regenerado luego de la
incubacién en presencia de exceso de H,0,, se pueden observar una banda bastante conservada,
es decir, la forma de la banda y practicamente en mismo centro en 403 nm para la ZoPrx nativa y
404 nm para el estado basal regenerado (Figura 24, linea azul y linea naranja respectivamente).
Adicionalmente se llevd a cabo una segunda ronda de exposicidon a H,0, en exceso y la posterior
identificacion de sus intermediarios cataliticos. En este caso, se observa la recuperacion de una
banda Soret centrada a 404nm, muy parecida a las otras dos especies, pero con un perfil mas

ancho (Figura 24, linea verde).
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Figura 24. Comparacion de estado basal nativo y estados basales regenerados de la ZoPrx. ZoPrx estado

basal nativo (azul), estado basal regenerado (naranja) y segundo estado basal regenerado (verde).
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En la comparacién entre los compuestos formados por la ZoPrx antes y después de haber sido
incubada en exceso de H,0, podemos observar una ligera diferencia, pues el Cl partiendo del
estado basal nativo presenta una banda centrada en 400 nm con un ligero hombro en
aproximadamente 360 nm, para Cl partiendo del estado basal regenerado, el maximo de la banda

se encuentra en 404 nm pero el hombro en 360 nm un poco mas evidente (Figura 25).
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Figura 25. Comparacion de los compuestos Cl partiendo del estado basal nativo (azul) y Cl partiendo el

estado basal regenerado (naranja) de la ZoPrx.

Para el Cll, la banda Soret se ha desplazado a 409 nm como una banda ancha, mientras que la
banda del Cll que proviene del estado basal regenerado presenta una banda centrada en 406 nm

gue también se observa mas simétrica y delgada en comparacion al Cll proveniente del estado

basal nativo (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion de los compuestos Cll partiendo del estado basal nativo (azul) y Cll proveniente del

estado basal regenerado (naranja) de la ZoPrx.

44



Como es posible apreciar, a medida que las muestras se someten a un exceso de H,0; el entorno
proteico, tanto estructural cdmo electrdnico, puede verse comprometido por la presencia de
especies altamente reactivas derivadas de la reaccidn con H,0,. Esto sugiere ligeros cambios
observables en los espectros de UV-Vis obtenidos para las mismas especies y en las mismas
condiciones experimentales. Considerando que la diferencia principal son los estados basales de
los que parten los ensayos, ya sea del estado basal nativo o del estado basal regenerado de la
ZoPrx. Cabe seialar que a pesar de estos ligeros cambios observados en los espectros de UV-Vis el
sitio activo de la enzima no se ve comprometido, esto considerando que la relacién
estequiométrica para la catdlisis se conserva, al igual que se mantiene en buena medida su
actividad enzimatica, como se determind anteriormente con los ensayos de cinética enzimatica

(Tabla 3).

Adicionalmente, una alicuota de proteina fue incubada en presencia de H.0, 1 mM, lavada y
sometida a un segundo experimento de incubacién en presencia de H,0, 1 mM (Figura 27). En
estas condiciones se pudo observar que el Clll formado en la segunda incubaciéon decae mucho
mas rapido que el Clll formado en la primera incubacidn, en un tiempo aproximado de 2-3 h el
compuesto empieza a decaer, llegando al restablecimiento total del estado basal en
aproximadamente 4-5 h. Esto, una vez mas, evidencia que la incubacién o incubaciones
subsecuentes de la enzima en presencia de exceso de H,0; afectan el entorno de esta lo que
explica que, en general, las peroxidasas se vean afectadas estructural y/o electronicamente lo que
lleva a la inactivacion de las mismas. En el caso de la ZoPrx este efecto es evidente como se explica

aqui.
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Figura 27. Seguimiento del decaimiento del Clll formado a partir de un segundo estado basal regenerado de

la ZoPrx.

Las bandas del Clll proveniente del estado basal nativo y el Clll formado en la segunda incubacién
de la ZoPrx en exceso de H,0,, comparten el desplazamiento y la forma, una banda principal
centrada el 417 y 418 nm respectivamente, y dos bandas anchas en aproximadamente 360 nm y
545 nm (Figura 28). Cabe hacer la comparacién con el Clll formado por la HRPA2 que presenta una
banda mas en aproximadamente 580 nm, permitiendo observar que los tres compuestos
formados, ya sea por la variacion en el estado basal del que se parte el experimento o por la
diferencia entre enzimas, no difieren significativamente en sus espectros de UV-Vis, es decir,

pareceria tratarse del mismo compuesto, independientemente de la enzima de que provienen.
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Figura 28. A) Comparacion de los compuestos lll. Clll partiendo del estado basal nativo de la ZoPrx (azul), Clil
proveniente del estado basal regenerado de la ZoPrx (rojo) y Clll de la HRPAZ2 (gris). B) acercamiento al

intervalo 500-600 nm.

Cabe sefialar que no es posible realizar un analisis comparativo de los intermediarios formados por
la HRPA2 de la misma manera que se realizd para la ZoPrx debido a que, como se ha mencionado
anteriormente, la HRPA2 cuando es incubada en presencia de H,0, en exceso se inactiva

totalmente, por lo que una vez obtenido el Clll no es posible regenerar su estado basal.

Hasta este punto, las evidencias de la espectroscopia UV-Vis en conjunto con las evidencias
cinéticas y los resultados preliminares obtenidos por EPR documentados en los antecedentes de
este trabajo (Figura 15 y Figura 16), nos permiten llegar a varias conclusiones. La primera es que
tanto los estados basales (nativo o regenerado), asi como los intermediarios podrian ser
indistintos y/o equivalentes, al menos por estos métodos a pesar de las diferencias detectadas en
cuanto a su estabilidad frente a la exposicidon o reexposicion a H,0; en exceso. Con la intencidn de
agregar profundidad a la identificacién de la especie conocida como ClIl decidimos incorporar

evidencias obtenidas mediante espectroscopia Raman.
Caracterizacion de la ZoPrx por espectroscopia Raman

Con el objetivo de caracterizar a mayor profundidad la especie producida por la exposicion de las
hemoperoxidasas ZoPrx y HRPA2 a H,0O, en exceso, se realizaron varios experimentos en
espectroscopia Raman. Una primera serie a 532 nm usando un microscopio confocal AF acoplado a

espectroscopia Raman, algunas pruebas a 405 nm en un equipo Raman Dispersivo Trivista y otras
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a 532 nm con el Raman dispersivo AlmegaXR, y una segunda serie a 405 nm en un equipo Raman
Dispersivo Trivista bajo condiciones optimizadas. Todos los experimentos fueron realizados a
temperatura ambiente en solucién acuosa (amortiguador BFS 10 mM pH 6.1) y los espectros aqui

mostrados son un promedio de por lo menos tres experimentos realizados para cada condicién.

Los resultados de la primera serie, realizada en el microscopio confocal AF acoplado a
espectroscopia Raman con un laser a 532 nm con las especies nativas de las enzimas HRPA2 y
ZoPrx, muestran la identidad del entorno de su grupo hemo al presentar un espectro con la misma
forma y un corrimiento de las sefiales bastante consistente en la alta frecuencia (Figura 29),

mismos que son consistentes con los ejemplos reportados en la literatura’ (Figura 30).
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Figura 29. Espectro Raman del estado nativo de la HRPA2 (azul) y el estado nativo de la ZoPrx (naranja),

obtenido a 532 nm, en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1, temperatura ambiente.
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Figura 30. Espectro Raman de a) HRPA1, b) HRPB y HRPC 1 mM, obtenido a 530.9 nm, en amortiguador BFS

200 mM pH 7, temperatura ambiente”,
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Los espectros obtenidos para los Clll de la HRPA2 y la ZoPrx presentan ligeras diferencias en la
forma e intensidad, si bien el corrimiento de las sefales es bastante parecido, la intensidad de las
mismas es diferente. Por ejemplo, la banda en 1601 nm, que es evidente en el Clll de la ZoPrx, en
comparacion el Clll de la HRPA2 es observada como un ligero hombro (Figura 31); esto podria
deberse incluso a diferencia de concentraciones, asi como diferencias estructurales en el entorno

proteico.
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Figura 31. Espectro Raman del Clll de HRPA2 (azul) y Clll ZoPrx (naranja) obtenido a 532 nm, en

amortiguador BFS 10 mM pH 6.1, temperatura ambiente.

La comparacion de estos espectros con el reportado por Zimmer en 1982°! para el Clll de una HRP
(Figura 32), muestra poca coincidencia en la forma de las sefales o en el corrimiento de las
mismas, por lo que cabe sefalar que las condiciones experimentales fueron distintas, las de
experimento aqui mostrados fueron amortiguador BFS 10 mM pH 6.1, temperatura ambiente y un
laser de 532 nm vy el realizado por Zimmer fue preparado en amortiguador BFS 10 mM pH 7.8 con

30 % metanol en la disolucion de la muestraa 0 °Cy con un ldser de 514.5 nm.
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Figura 32. Espectro Raman del Clll de HRP 0.2 mM, obtenido a 514.5 nm, en amortiguador BFS 10 mM pH
7.8y -10 °C%,

Aunque se ha observado que la temperatura no siempre tiene repercusiones importantes en la
forma o corrimiento de las sefiales de los espectros en hemoproteinas, la longitud de onda del
Iaser si es determinante para reproducir el espectro, por lo que consideramos que podria ser uno
de los principales factores que hace diferentes a nuestros espectros de los reportados en la
literatura. El otro aspecto por considerar es la presencia de metanol en la solucién en el
experimento de Zimmer, probablemente para disminuir el punto de congelacidon de la muestra. En
este caso, no podemos determinar si el cambio en pH (6.1 en este caso y 7.8 para el de Zimmer) es

significativo para modificar la forma o corrimiento de las sefales en el espectro.

Ademas del efecto del pH, que es uno de los factores importantes a considerar cuando se trata de
la reproducibilidad de un espectro de Raman, el entorno del anillo de porfirina es diferente en
cada una de estas proteinas y son justo esas diferencias las que se reflejan en estos experimentos,
pues, aun cuando el cambio es relativamente pequefio alrededor del sitio activo, el corrimiento
y/o forma de las sefiales hacen perceptibles estas diferencias. Es importante destacar, que la
longitud de onda del laser utilizado es un factor importante para poder caracterizar y comparar
entre espectros. En esta parte del trabajo, se procuré comparar los resultados obtenidos contra las

condiciones experimentales mas cercanas a las nuestras.

La region de baja frecuencia (300-600 nm) es importante pues es en esta region en donde se han
caracterizado los ligantes del sexto sitio de coordinacién en las hemoproteinas, (02, N3y OH)*"7578,
Sin embargo, en las condiciones a las que se obtuvieron estos espectros, la region de baja

frecuencia muestra poca informacién, principalmente por la interferencia de la sefial del cuarzo (a
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532 nm) cercana a la regién en donde aparece la vibracién caracteristica del sexto ligante. Por
ejemplo, para el grupo OH (aproximadamente 500 nm)¥, y esta regién es la que se requiere para

caracterizar la especie propuesta Fe-OH para el Clll de las peroxidasas.

Paralelamente a estos experimentos, se realizaron pruebas en sdlido, es decir, se dejaron secar
sobre una superficie de KBr gotas de las diferentes muestras, logrando detectar sefiales de baja
frecuencia en la region de interés; sin embargo, la seiales en alta frecuencia se ven afectadas en
forma y desplazamiento respecto a sus homdlogos en solucién, lo que sugiere que lo mismo
ocurre con las sefales a baja frecuencia limitando la informacién que éstas puedan proporcionar.
Aun asi, las expectativas al respecto eran altas, por lo que se trabajé en el disefio de nuevas

condiciones experimentales que permitieran analizar mejor la baja frecuencia.

En las pruebas iniciales utilizando un laser cercano a la banda Soret (la banda de absorcion en UV-
Vis caracteristica de las hemoproteinas), se empled un laser a 405 nm en un equipo Raman
Dispersivo Trivista. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente, en una celda de
cuarzo y, al mismo pH y en el mismo amortiguador que los experimentos antes mencionados; sin
embargo, por las condiciones de operacion del equipo, a esta longitud de onda fue dificil obtener
informacidn suficientemente definida a baja frecuencia para asignar alguno de los corrimientos en
esta region. En otra prueba se utilizé un laser de 532 nm en este mismo equipo, teniendo como
resultado que la regién de alta frecuencia es practicamente igual a la observada en el Raman
acoplado al microscopio confocal AF y la regién de baja frecuencia se observa poco definida. Como
tercera opcién, se realizaron pruebas en el Raman dispersivo AlmegaXR (Thermo-Nicolet); sin
embargo, los resultados no fueron muy diferentes a los obtenidos con el laser de 532 nm en el

Raman dispersivo acoplado al microscopio confocal AF en ambas regiones.

Dado que la regidon de baja frecuencia seguia resultando de particular interés, se empled
nuevamente el equipo Raman Trivista con el laser a 405 nm optimizando las condiciones de
operacion del equipo, asi como algunos ajustes experimentales como el cambio de la celda a una
de menos espesor y con un pozo para la mezcla de reaccion. La obtencidn y andlisis de estos
resultados permitié una mejor caracterizacion tanto de las especies nativas como de los Clll de la
ZoPrx y de la HRPA2, ya que se pudo obtener en las mismas condiciones experimentales los

espectros tanto de alta como de baja frecuencia.

51



e :
'l e i
S [ \J\“\:Jgd\fm

T T T : T T T T T RN | T
400 600 e 800 1000 '1200_. -71400 1600
Wavenumber (cm™)

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 1400 1450 1500 1550 1600 1650
Wavenumber (cm™) Wavenumber (cm™)

Figura 33. Espectro de Resonancia Raman de la ZoPrx a 405 nm. Estado basal (linea negra); exposicion a
exceso de H20; (linea azul) y exposicién a exceso de H20; (linea roja). Acercamientos a la baja y alta

frecuencia.

Los espectros del Resonancia Raman del estado nativo de la ZoPrx fueron consistentes con los
previamente reportados en la literatura® #7477, En la region de alta frecuencia se presenta una
banda tipica del estiramiento del grupo vinilo (C=C) a 1631 cm; la banda alrededor de 1572 cm™
es caracteristica del hierro de alto espin del grupo hemo coordinado axialmente; las bandas en
1504 y 1488 cm™ estan relacionadas con el espin cuantico mixto del hierro pentacoordinado; la
banda en 1428 cm™ corresponde a los modos de deformacién comunes del CH; y la banda en 1377
cm? corresponde a la elongacién simétrica de los pirroles en la porfirina la mitad del
anillo* 7478798081 | 55 handas de la regiéon media a 1239, 1172 y 1129 cm™ corresponden a modos
vibracionales de las deformaciones del C-H y al estiramiento asimétrico de los pirroles por el

centro del anillo. Las bandas de 932 a 595 cm™ son indicativas de modos simétricos y asimétricos
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de las deformaciones de los anillos de pirrol, mientras que las bandas de la regiéon de baja
frecuencia a 442, 435, 410 y 383 cm™ estdn relacionadas con modos de deformacién, como
rotaciones y traslaciones del anillo de pirrol (Figura 33, linea negra). La asignacion detallada de las

bandas se encuentra en la Tabla 4.

Luego de la reaccidn de la ZoPrx con exceso de H,0,, el espectro mostré un cambio significativo en
el desplazamiento de las bandas, evidenciando, el incremento de la banda en 1613 cm™ que estd
relacionado con el estiramiento asimétrico en los enlaces C-C de los grupos aromaticos en la
estructura del hemo; el ensanchamiento de la banda cercana a 1572 cm™ y la aparicién de dos
nuevas banda en 1577 y 1567 cm™* relacionadas con la coordinacién axial del hierro hémico de alto
espin; el incremento de la banda a 1488 cm™ relacionada con el espin cudntico mixto del hierro
hémico pentacoordinado; el incremento de la banda en 1260 cm™ que estd relacionado a modos
de deformacién combinados de los enlaces C-H en los anillos pirrdlicos®#%; el ensanchamiento de
la banda en 502 cm™ y la aparicidn de nuevas banda en 500, 505 y 512 cm™ relacionados con la
1

formacion del enlace Fe-0*%8; y el desplazamiento de las bandas en 442 y 435 a 439 y 432 cm’

respectivamente se relacionan con la deformacién de los anillos pirrol (Figura 33, linea azul).

La reaccion de la ZoPrx con exceso de H,0, marcado isotépicamente con 0 incrementd las
bandas identificadas con el tratamiento anterior, es decir, la enzima tratada con H,0; sin marcar,
de esta manera, se notd un incremento en la intensidad de la banda en 1612 cm; se percibe la
aparicion de un hombro en 1618 cm™; el ensanchamiento de la banda en 1567 cm™ con dos
maximos en 1568 y 1577 cm’; el desplazamiento de la sefial en 1503 a 1506 cm™ con una
reduccion significativa de la intensidad de la banda; el desplazamiento de la banda en 1488 a 1491
cm™ con incremento en la intensidad; también existe un aumento en la intensidad de la banda en
1260 cm*; ensanchamiento de la banda en 500 cm™ mostrando dos hombros en 507 y 514 cm™; y
el incremento en la intensidad y el desplazamiento de la banda en 350 a 353 cm™ (Figura 33, linea

roja).

Adicionalmente, se realizd la sustraccion de los espectros para identificar los principales
incrementos o reducciones de las bandas o incluso sefiales que pudieran estar traslapadas con el
ensanchamiento de algunas otras bandas. Asi, de la sustraccidn del espectro del estado basal de la
ZoPrx al espectro de la reaccidén ZoPrx:H,0, evidencia el incremente en las bandas en 1610, 1262 y

677 cm™ y la disminucidn en la banda alrededor de 1571 cm™ (Figura 34, izquierda); mientras que
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la sustraccion del espectro del estado basal de la ZoPrx del espectro de la reaccién ZoPrx:H,*0,
presenta in incremento significativo en la intensidad de las bandas 1638, 1610, 1262, 1137 y 684
cm (Figura 34, derecha). Estos resultados hacen evidente que el marcaje isotdpico tiene un efecto

importante en la banda de 677 cm™ que se desplaza a 684 cm™ en presencia de 20.
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Figura 34. Sustraccion de espectros de Resonancia Raman. Izquierda estado basal de la ZoPrx al espectro de

la reaccidn ZoPrx: H202; derecha, estado basal de la ZoPrx al espectro de la reaccién de ZoPrx:H2'20,.

Por otra parte, también se caracterizd el estado basal nativo y el Clll de la HRPA2. El espectro de
Raman del estado basal de la HRPA2 mostré similitudes al espectro de la ZoPrx en su estado basal
y las posiciones y desplazamientos de las bandas pudieron ser asignadas a los mismos modos
vibracionales que se discuten en el apartado anterior y se concentran en la Tabla 4. Entre las
principales observaciones en la comparacion entre la HRPA2 tratada con H,0; y la HRPA2-H,0; se
identifico la disminucidn de la intensidad de la banda 1630 cm™ mostrando también un hombro
hacia 1618 cm™, la intensidad de este hombro aumenté con el marcaje de '20; el ensanchamiento
de la banda en 1573 cm™ con la subsecuente aparicion de dos bandas a 1570 y 1576 cm™ después
del marcaje con 0; el ensanchamiento y disminucién de la intensidad, asi como el
desplazamiento de la banda en 1499 cm™ hacia 1497 cm™ en presencia de 0; el aumento de
intensidad de la banda en 1259 cm™ tras la adicién H,0, que aumenté luego de la reaccién con
H,'0,; ensanchamiento y desplazamiento de la banda en 500 cm™ hacia 498 cm™ mostrando
también un hombro en 504 cm™ ante la presencia de H,0,, el marcaje isotépico con 0 ensanchd

y desplazd estas bandas a 497 y 508 cm, respectivamente; y el desplazamiento de las bandas de
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441 cm™ a 444 cm™, 383 cm™ a 385 cm® y 352 cm? a 355 cm (Figura 35) también ante la

presencia de 20.
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Figura 35. Espectro de Resonancia Raman de la HRPA2; Estado basal (linea negra); exposicion a exceso de

H.0; (linea azul) y exposicién a exceso de H,'®0; (linea roja). Acercamientos a la baja y alta frecuencia.

La sustracciéon de los espectros de la HRPA2 permitié la identificacion de los principales

incrementos y disminuciones de las bandas que responden al tratamiento con H;0O,, siendo las

mas relevantes las bandas con desplazamientos alrededor de 1615, 1262, 1132 y 752 cm™ (Figura

36, izquierda). La sustraccion del espectro de la reaccién HRPA2:H,0, del espectro de la reaccién

con H,0, marcado con 0 evidencia el incremento de las bandas alrededor de 1611, 1259, 1135y

684 cm™ y el decremento de las bandas alrededor de 1635, 1575, 1542 y 1499 cm™ (Figura 36,

derecha).
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Figura 36. Sustraccion de espectros de resonancia Raman. lzquierda, estado basal de la HRPA2 al espectro

de la reaccién HRPA2: H20;; derecha estado basal de la HRPA2 al espectro de la reaccién de HRPA2:H20,.

De esta manera y bajo estas condiciones experimentales, se observé que los espectros de ZoPrx y
HRPA2 nativas son consistente con la caracterizacion estructural que se ha reportado previamente
para otras hemoperoxidasas por esta espectroscopia, por lo que los desplazamientos de las
bandas observadas fueron asignadas a los mismos modos vibracionales como se resume en la

Tabla 4.

Uno de los cambios estructurales mds interesantes fue el observado en la reaccién de la ZoPrx con
H,0, ya que evidencid el aumento de bandas Raman caracteristicas del centro hémico. Este
aumento en las bandas sugiere un desplazamiento planar del hemo que provocd una mayor
localizacién electrdnica en los dominios aromaticos del anillo, lo que podria causar un aumento de
la polarizacion y en la banda Soret y que explicaria la aparicion de nuevas bandas en 1610-1618
cm-13¢, El tratamiento con H,'®0; causd un aumento més pronunciado de las bandas, apoyando la
disposicion planar de la porfirina después de la coordinaciéon Fe-O. La intensidad de la mayoria de
los cambios observados en las bandas aumenté cuando estaba presente el 0 en las especies,
siendo estos mucho mas evidentes en los espectros de ZoPrx sugiriendo diferencias estructurales

potencialmente relacionadas con su comportamiento de estabilidad oxidativa.
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Tabla 4. Asignaciones de las bandas en resonancia Raman>7478-81,

ZoPrx HRP
- T - I Asignacion
Nativa H,0, H,"0, Nativa H,0, H,"0, |
1631 1630 1630 1631 1630 1630 V1o (Byg) V(CoCrn)asym
1618 1618 v(C=C)
1613 1612 vay (Ey) V(CoCrmasym
1572 1577 1577 1573 1573 1577 V1s (Agg) V(CoCrmasym
1567 1568 1570 V2 (Agg) v(CpCy)
1560 1563 vsg (Ey) v(CpCp)
1547 1547 1548 Vi1 (Big) v(CpCp)
1505 1503 1505 1498 1500 1500 Vs (Agg) V(CoCrm)sym
1493 1490 1491 Vs (Agg) V(CoCrm)sym
1428 1427 1429 1429 1430 1431 5s(=CH,)
1377 1377 1378 1375 1375 1376 Va (Agg) V(Pyr half-ring)sym
1260 1260 1259 1259 Vs + Vo (Arg)  V(CX)sym & 8(CpY)sym
1238 1238 1238 1239 1239 1239 V13 (Big) S(CH)
1177 1177 1177 1172 1172 1172 V30 (Bag) V(Pyr half-ring),sym
1132 1132 1132 1129 1129 1129 Vas (Agg)  V(Pyr half-ring),ym
991 991 992 988 988 988 Va1 (Byg) V(CpH)asym
932 932 932 932 932 932 vas (Ey) 3(Pyr def),sym
759 759 759 758 758 758 Vig (Byg) 3(Pyr def)sym
719 719 719 720 720 720 Vaa (Agg) 3(Pyr def),sym
681 681 681 682 682 682 vy (Agg) 3(Pyr def)sym
595 595 596 596 596 597 vag (Ey) 3(Pyr def)sym
512 514 Vag (Ey) S(Pyr rot)
442 439 438 441 438 444 Vi3 (Byg) S(Pyr rot)
435 432 432 433 Vas (Agg) 3(Pyr rot)
417 415 Vso (Ey) S(Pyr rot)
410 410 410 410 410 409 5(CbCaCﬁ)
383 383 385 383 383 385 2vss (Agg) (Pyr transl)
350 350 353 352 349 355 Ve (Arg) n(M-N)

Como conclusion, el tratamiento de las hemoperoxidasas con H,0, provocé cambios estructurales
importantes, en particular en el centro hémico de la proteina, incluso mas alla de la formacion del
enlace de coordinacidon de Fe-O tal como demuestra la deteccién de los diferentes modos de
deformacién de los grupos pirrol y el estiramiento asimétrico de los enlaces C-C en los grupos
aromaticos. La mayoria de estos cambios se hicieron mas evidentes al emplear el marcaje con 20,
siendo de particular notoriedad los de la ZoPrx, sugiriendo diferencias estructurales

potencialmente relacionadas con su particular estabilidad oxidativa en comparacién a la HRPA2.
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Espectroscopia paramagnética electrénica de la HRPA2

Como se menciond en el apartado de antecedentes de este proyecto, en un trabajo previo se
caracterizé el Clll de la ZoPrx por EPR, que fue la clave que permitid plantear parte de las hipdtesis
del trabajo actual, pues el principal hallazgo del proyecto previo fue la identificacién de un ClIl de
la ZoPrx con un espectro caracteristico de especies hidroxiladas como la hemoglobina y
mioglobina, pero por primera vez en hemoperoxidasas3?. Por esta razén se retomd la técnica para

la caracterizacion del Clll de la enzima control HRPA2.

Los espectros de EPR en banda X se registraron en el laboratorio de la Universidad de Siena en el
departamento de Quimica con un espectrometro Bruker E500 X-Band Elexis. Las mediciones de
baja temperatura se realizaron con un criostato ESR900 Oxford Instruments que trabaja en el

intervalo de temperaturas 3-300 K.

Las soluciones para los espectros EPR se prepararon in situ, se congelaron por inmersién en
nitrégeno liquido y se insertaron en el criostato inmediatamente. Los espectros fueron obtenidos
del estado nativo o basal de la enzima HRPA2 y para las reacciones de la proteina contra relaciones

molares de H,0,1:8 y 1:10,000 a 10 Ky a pH 6.1.

Inicialmente se obtuvo el espectro del estado nativo de la HRPA2 a 4 K y mostro sefiales tipicas del
Fe(lll) de alto espin con valores de g=6.1 y 1.99, la sefial con el valor de g a 5.1 puede deberse a la
presencia del espin cudntico mixto de un estado férrico de alto espin (QM: S=3/2 y S=5/2) (Figura
37, linea negra, superior)**62728384 posteriormente, se adquirid el espectro del Cl formado a partir
de la reaccion HRPA2:H,0; en relacién molar 1:8 y a 4 K, en este caso, se obtuvieron valores de g
para el radical w cation a 3.83 y 1.99 (Figura 37, linea roja). Estas evidencias muestran un
comportamiento similar tanto para la ZoPrx** como para la HRPA2 y son equivalentes a los

reportados en la literatura®3838>8687,

Para realizar una mejor caracterizacion de los Clll formados por las hemoperoxidasas, se obtuvo el

espectro de EPR del Clll de la HRPA2 con el objetivo de hacer una comparacién con el previamente

reportado Clll de la ZoPrx. En el espectro de EPR del Clll de la ZoPrx, obtenido en una relaciéon

molar de 1:10,000 HRPA2:H,0; a 4 K, se observaron sefiales identificadas en especies de Fe(lll) de
88,89;90.

bajo espin a g=2.57, 2.18 y 1.85%, y caracteristicas de especies hidroxiladas ; ademads, se

observa una sefial en g=4.3 adjudicada a la probable presencia de Fe(lll) en solucién (Figura 15).
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Interesantemente, un compuesto similar (Fe(lll)-OH) ha sido producido artificialmente por
criorreduccidn y caracterizado con un espectro de EPR con valores de g muy semejantes®. En el
caso del Clll de la HRPA2 se identificaron sefiales practicamente iguales que en la ZoPrx, los
valores de g en este caso fueron 2.56, 2.16 y 1.86, ademas de la sefial en g=4.3 ya relacionada con
Fe(lll) libre en solucidn (Figura 37, linea negra, inferior) lo que demuestra consistencia con los
resultados obtenidos para el Clll de la ZoPrx y que nos permite proponer como general para las
hemoperoxidasas de plantas, la formacién de especies Fe(lll)-OH cuando las enzimas en su estado

basal son sometidas a tratamientos con exceso de H,0,.

1.99

50 80 110 140 170 200 230 260 290 320 350 380 410 440

Campo magnético (mT)

Figura 37. Espectros de EPR de la HRPA2. Estado basal obtenido a 5 K (linea negra superior); Cl adquirido a 4

K después de la exposicién a H202 en relacion molar 1:8 enzima:H20: (linea roja superior) y Clll obtenido a 4

K después de la exposicion a H20:2 en relacién molar 1:10,000 enzima:H.0: (linea negra inferior). El espectro
fue adquirido en las siguientes condiciones: 9.39 GHz; amplitud de modulacién, 1 mT; potencia 2mW;

frecuencia de modulacién, 100 kHz.
Formacién de especies hidroxiladas

Con la finalidad de tener referentes robustos para los diferentes espectros obtenidos en este
estudio para el Clll, procedimos a producir una variedad de especies hidroxiladas en diferentes
hemoproteinas entre las que se encuentra la Hemoglobina (Hb) humana. Para generar los
espectros de Hb-OH fue necesario primero purificar un lote de la proteina del cual se obtuvieron
115.2 mg/mL de hemoglobina, con una concentracion de 1.8 mM. El espectro de absorcién de la
Hemoglobina purificada presenta la banda caracteristica del grupo hemo en 406 nm, ademas de
bandas entre 500-600 nm identificadas como bandas debidas a transferencia de carga®® (Figura

38).
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Figura 38. Espectro de Absorcion electronico de la Hemoglobina.

Las especies hidroxiladas tanto de la ZoPrx, HRPA2 y Hb se generaron en medio alcalino, lavando
alicuotas de las hemoproteinas con BFS 10 mM pH 12. Asi, pudimos generar y comparar las
especies ZoPrx-OH, HRPA2-OH, y Hb-OH, previamente se monitored su estabilidad hasta 24 h. Las
tres muestras presentan una banda principal, a 417, 414 y 416 nm respectivamente y una banda
en aproximadamente 545 nm, adicionalmente solo ZoPrx-OH y Hb-OH presentan un hombro en
aproximadamente 360 nm y una banda 575 nm (Figura 39). Cabe sefialar, que la especie
hidroxilada de la Hb ha sido reportada ya con un maximo en 413 nm, y con un desplazamiento de

esta banda dependiente de pH y temperatura de la muestra’.
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Figura 39. A) Comparacién de las especies hidroxiladas y el Clll de la ZoPrx: Hb-OH (azul), ZoPrx-OH (gris) y

Clll de la ZoPrx (rojo). B) acercamiento al intervalo 500-600 nm.

En la comparacidn de los espectros del Clll ZoPrx, ZoPrx-OH y Hb-OH, el espectro es bastante
similar, la banda Soret desplazada a 416-417 nm, un hombro en 360 nm, una banda en 545 nm vy

una mas en 575 nm que no es muy evidente en Clll ZoPrx (Figura 40). De la misma manera, en la
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comparacion entre las especies Clll de la HRPA2, HRPA2-OH y la Hb-OH se observa similitudes en
el desplazamiento de las bandas Soret que son 418, 414 y 416 nm respectivamente, un hombro en
360 nm y las dos bandas en 545 y 475 nm. Aun cuando el espectro del Clll ZoPrx es mas
consistente con el de la especie Hb-OH, el espectro del Clll de HRPA2 tiene también similitudes
con el espectro de la especie Hb-OH, lo que abre la necesidad de emplear otras técnicas que

permitan el estudio y la complementacidn de la caracterizacién de estas especies.
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Figura 40. A) Comparacién de las especies hidroxiladas y el Clll de la HRPA2: Hb-OH (azul), HRPA2-OH

(naranja) y Clll de la HRPA2 (amarillo). B) acercamiento al intervalo 500-600 nm.

Partiendo de estas similitudes entre especies hidroxiladas y los Clll de la ZoPrx y de la HRPA2, asi
como de la evidencia obtenida por EPR para el Clll de la ZoPrx (Figura 15), que se sugiere también
como una especie hidroxilada, se buscé hacer la caracterizacién y comparacion de estas especies
por Resonancia Raman. Es importante sefialar que este analisis comparativo se realizdé en la
primera sesion de experimentos en Raman y que no son las condiciones éptimas experimentales o

del equipo, ya que se obtuvieron con un laser de 532 nm.

Del espectro obtenido para la hemoglobina (Figura 41) es posible observar un espectro con

corrimiento en las sefiales bastante parecido al reportado en la literatura (Figura 42)%

, aunque es
importante hacer notar que la forma del espectro no coincide, posiblemente debido a las
diferencias en las escalas y en las condiciones experimentales, en este caso, las condiciones fueron
amortiguador de fosfatos pH 6.1, temperatura ambiente y un laser de 532 nm, en el caso de la
HbO; reportada, fue realizado a pH 7, con un laser de 568.2 nm. Como ya hemos mencionado

anteriormente, el pH entre 6 y 7 ha demostrado no ser factor importante para cambios
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significativos en la forma y corrimiento de las sefales, por el contrario, la longitud de onda del

ldser empleado si, y ha quedado evidenciado una vez mas en este ejemplo, ya que el espectro

reportado se ha obtenido con una longitud de onda mayor al que utilizado para este trabajo (532

vs 568.2 nm), aun asi, la forma de las sefiales se ha conservado y el corrimiento de las mismas es

bastante cercano.
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Espectro Raman la Hb humana 1.8 mM, obtenido a 532 nm, en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1,

temperatura ambiente.
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Figura 42. Espectro Raman la Hb humana 0.1 mM, obtenido a 568.2 nm, pH 7°*.

Un método que parecio interesante fue la obtencién de la especie hidroxilada por autooxidacion

de la hemoglobina (Figura 43), de la que es posible observar un espectro que, comparado con los

reportados en la literatura para otras hemoproteinas hidroxiladas (Figura 44), no presenta

similitud en la forma ni en el corrimiento de las sefiales. Esto puede ser adjudicado una vez mds a

las condiciones experimentales, en el caso de este trabajo: amortiguador de fosfatos pH 6.1,
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temperatura ambiente, ldaser 532 nm y para los ejemplos reportados los espectros fueron

obtenidos a pH alcalinos y longitudes de onda distintas®°* (Figura 44).
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Figura 43. Espectro Raman de Hb-OH autooxidacion, obtenido a 532 nm, en amortiguador BFS 10 mM pH

6.1y temperatura ambiente.
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Figura 44. Espectro Raman de la HRPA1-OH 1 mM, obtenido a 530.9 nm, en amortiguador BSF 200 mM pH

9.2, temperatura ambiente®,

Con este ultimo experimento, podemos observar que a pH > 9 los espectros presentan sefales a
corrimientos diferentes de los que se pueden observar en la Figura 43 e incluso las formas son
distintas, aunado a las diferencias generadas por la longitud de onda del laser de excitacién. Sin
embargo, entre la Hb nativa y la Hb-OH autooxidacion, existe una clara diferencia en la forma del
espectro. Los cambios mas importantes en la comparacion de este par de espectros, se da en la
region de 1330 a 1700, pues se puede observar el corrimiento de las sefiales a menor frecuencia
(Figura 45), lo que permite identificarlas como especies diferentes, antes y después de la reaccion

de autooxidacion.
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Figura 45. Espectro Raman de Hb (azul) vs Hb-OH autooxidacion (naranja), obtenido a 532 nm, en

amortiguador BFS 10 mM pH 6.1, temperatura ambiente.

Adicional a la especie formada por autooxidacidén se generd la especie hidroxilada por cambio de
pH (de pH 6.1 a pH 12) para comparar entre éstas y el Clll de la ZoPrx y la HRPA2. En la
comparacién entre los espectros obtenidos de la Hb-OH autooxidacion y la Hb-OH pH 12 se
observa una clara diferencia en los espectros, principalmente en la region entre 1500 y 1650 nm
aunque a menor frecuencia (1250-1500 nm) es espectro es mucho mas consistente en el
corrimiento de las sefiales, es decir, se observa que los espectros son mas parecidos en formay en

la posicidn de las bandas (Figura 46).

Figura 46. Espectro Raman de Hb-OH autooxidacion (negro) vs Hb-OH pH 12 (rojo), obtenido a 532 nm, en

amortiguador BFS 10 mM pH 6.1y pH 12, respectivamente, temperatura ambiente.

En la comparacion entre el espectro del Clll de la ZoPrx y el de la Hb-OH obtenida por
autooxidacion (Figura 47) no se observa el corrimiento exacto de todas las sefiales, se conserva en
buena medida la forma de los espectros y algunas de las sefiales, aunque con intensidades

diferentes, siendo mas evidentes en la region de alta frecuencia.
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Figura 47. Espectro Raman del Clll de la ZoPrx (azul) y Hb-OH (naranja), obtenido a 532 nm, en amortiguador

BFS 10 mM pH 6.1, temperatura ambiente.

En el caso del Clll de la ZoPrx, la ZoPrx-OH y la Hb-OH pH 12 y el espectro muestra gran similitud, si
bien las intensidades no son exactamente iguales, se pueden apreciar similitudes en el corrimiento
de la mayoria de las senales; en particular, los espectros correspondientes a la ZoPrx-OH (azul) y
Clll de la ZoPrx (verde), son muy parecidos en la forma de la seial y coinciden en la mayoria del

corrimiento de las mismas (Figura 48).

Clll ZoP
ZoP-OH pH 12
Hb-OH pH 12

Absorbance
o
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1500
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Figura 48. Espectro Raman del Clll de la ZoPrx pH 6.1 (verde) y Hb-OH pH 12 (rojo) y ZoPrx-OH pH 12,

obtenido a 532 nm, en amortiguador BFS 10 mM, temperatura ambiente.

Luego de la obtencién de los espectros arriba discutidos, se generd la especie hidroxilada (HRPA2-
OH) de la HRPA2 (Figura 49, linea azul) en un pH alcalino (pH 12) para comparar con el Clll de la
ZoPrx, asi como también con la Hb-OH por autooxidacion. La HRPA2-OH presenta un espectro muy

parecido a los ya reportados en la literatura para la HRPA1 a pH alcalino (Figura 44)%.
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De la comparacién en la Figura 49 se puede observar que el Clll de la ZoPrx presenta un espectro
parecido a los espectros de la HRPA2-OH y de la Hb-OH, aunque el corrimiento de las sefiales no es

exacto, se logran conservar algunas de ellas con diferentes intensidades.

Ab

0.68 - Clll ZoPrx
0.64 - HRPA2-OH

1200 1250 1300 1350 1400 1500 1550 1600 1650 1700

Waveltngth o]
Figura 49. Espectro Raman del Clll de la HRPA2-OH Ph 12 (azul) y Hb-OH (naranja) Ph 6.1 Y ClIl ZoPrx (rojo)

pH 6.1, obtenido a 532 nm, en amortiguador BFS 10 mM, temperatura ambiente.

En general, se pudo concluir que los espectros en la alta frecuencia en Resonancia Raman (1000-
1800 nm) a 532 nm tanto de la ZoPrx, la HRPA2 y la Hb han demostrado ser bastante consistentes
con los reportados en la literatura para hemoperoxidasas y para la hemoglobina. Y que incluso en
estas condiciones experimentales se aprecia similitud entre las especies hidroxiladas (ZoPrx-OH,

HRPA2-OH y Hb-OH) y los CllI de las hemoperoxidasas.
Formacién y decaimiento de la especie ferrosa de HRPA2 (Fe(ll))

Para el estudio de la formacién del Clll a partir de vias alternas® a la incubacién de las peroxidasas
en H,0, se explord la formacién a partir del estado ferroso de la HRPA2. Inicialmente se monitored
la formacion del estado Fe(ll) en la enzima por reduccidn del Fe(lll) en presencia de un exceso de
Na,S;0, (ditionita de sodio). La formacién de la especie Fe(ll) fue evidenciada por el
desplazamiento de la banda Soret de 404 nm a 436 nm, ademas de la aparicién de dos bandas de
absorbancias significativas en 255 y 315 nm, de un hombro a 386 nm, de una banda de mucho
menor intensidad con maximo en 555 nm y de un hombro en 589 nm. La estabilidad de la especie
fue monitoreada por UV-Vis en el tiempo, observando que la especie es estable por al menos 10
min, luego de ese tiempo empieza a decaer relativamente lento hasta reestablecer practicamente
la totalidad la banda de la banda Soret caracteristica del Fe(lll) luego de 60 min (404 nm); el resto

de las bandas desaparece, excepto la banda en 255 nm y se reestablece la banda ancha cerca de
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500 nm también caracteristica del estado basal (Figura 50). En este experimento solo se
adquirieron datos hasta el minuto 60, probablemente, el monitoreo por mas tiempo habria

llevado al restablecimiento total del espectro de la especie nativa.

—— HRPA2 nativa

HRPA2 Ditionita
——— HRPAZ2 Ditionita 10 min
—— HRPAZ2 Ditionita 20 min
— HRPAZ2 Ditionita 45 min
—— HRPA2 Ditionita 60 min

UAbs

250 300 350 400 450 500 550 600
A(nm)

Figura 50. Formacion y decaimiento de la especie ferrosa de la HRPA2 obtenida de la reaccién de la enzima

con ditionita de sodio en exceso.
Formacién del compuesto Ill de la HRPA2 a partir de Fe(ll) y O2

Una vez identificada la formacion de la especie Fe(ll) se ensayaron dos vias probables para la
formacién de CllI cldsico descrito hasta el momento en la literatura®. La primera consistié en
burbujear una alicuota de HRPA2 contenida en amortiguador BFS 10 mM pH 6.1 con N3 por un par
de minutos para desplazar el oxigeno disuelto en la soluciéon acuosa. A continuacién se hizo
reaccionar con un exceso de ditionita de sodio para llevar a cabo la formacién de la especie Fe(ll)
del hemo de la proteina, se volvié a burbujear con N, para prevenir la oxidacién involuntaria de la
especie ferrosa e inmediatamente después se burbujed con O, (en exceso) con el objetivo de
llevar a la oxidacidn de la especie y formar el Clll clasico descrito por la literatura. Cada uno de
estos pasos o reacciones fueron monitoreados por UV-Vis. Inicialmente se adquirié el espectro del
estado nativo de la enzima, a continuaciéon, se adquirio el espectro después de la reaccién con
ditionita de sodio que se ha identificado como se describe en el apartado anterior e
inmediatamente después de ser burbujeado con O,. Sin embargo, luego de la reaccién con O; el
espectro obtenido es superponible al espectro de la especie nativa, con la Unica diferencia de que

se conserva una de las bandas que aparece con la formacién de la especie Fe(ll), la banda con
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maximo en 255 nm, la cual se conserva desde la reduccién de la especie. El experimento fue
monitoreado por 60 min mads sin observarse ningln cambio mas en el espectro (Figura 51).
Considerando lo anterior, se concluye que no es posible obtener por este método o con estas

condiciones experimentales la formacion del Clll cdmo se esperaba inicialmente.

1
08 ——HRPA2 nativa
HRPA2 Ditionita
06 HRPA2 Dit. +0,
E: HRPA2 Dit. + 0,3 min
= 04 ——HRPA2 Dit. + 0, 11 min
——HRPA2 Dit. + 0, 20 min
0.2 ——HRPA2 Dit. + 0, 30 min
——HRPA2 Dit. + 0, 60 min

250 300 350 400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 51. Reaccidn de la especie ferrosa de la HRPA2 con exceso de O». Especie ferrosa de HRPA2 (naranja);

especie ferrosa mas exceso de O: (gris).

La segunda via ensayada para la formacion de Clll clasico, fue generar bajo las mismas condiciones
experimentales la especie de Fe(ll), una vez formada la especie se desplazd el O, disuelto en la
solucién por medio de burbujeo de N, y a continuacién se adiciond exceso de H,0,, inicialmente se
agregaron 10,000 equivalentes de H,0,. Sin embargo, no se observaron las bandas esperadas y
caracteristicas del Clll, en su lugar solo se observé una ligera disminucién de la banda
correspondiente a la banda Soret tras la adicion de 10,000 equivalentes mas de H,0, (20,000
equivalentes de H,0; en total). En este caso se observé un cambio similar al anterior, es decir, la
disminucion de la banda Soret y también disminucion en la banda de 555 nm. Las subsecuentes
adiciones de 10,000 equivalentes de H,0, cada una de ellas (30,000 y 40,000 equivalentes totales
respectivamente) llevaron a la pérdida de la forma del espectro (Figura 52), evidenciando la
posible desnaturalizacién de la proteina y como consecuencia no fue posible identificar la

formacién esperada del CIII.
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Figura 52. Reaccidn de la especie ferrosa de la HRPA2 con exceso de H202. HRPA2 nativa (gris); especie
ferrosa de HRPA2 (amarillo); especie ferrosa mas exceso de H202 de 1,000 equivalentes (amarillo); especie
ferrosa mas exceso de H202 de 10,000 equivalentes (naranja); especie ferrosa mas exceso de H202 de 20,000
equivalentes (negro); especie ferrosa mas exceso de H202 de 30,000 equivalentes (verde) y especie ferrosa

mas exceso de H202 de 40,000 equivalentes (azul).

Hasta este punto, las evidencias de la espectroscopia UV-Vis en conjunto con las evidencias
cinéticas nos permiten llegar a varias conclusiones. La primera es que tanto los estados basales
(nativo o regenerado), asi como los intermediarios podrian ser indistintos y/o equivalentes, al
menos por estos dos métodos empleados para su caracterizacion. La segunda es que en el CllI
obtenido por la incubacién en exceso de H,0, tanto de la ZoPrx como de la HRPA2 guardan una
alta relacion espectroscopica en UV-Vis con las especies hidroxiladas de las mismas enzimas y con
la especie hidroxilada de la hemoglobina como control; y tercera, los dos experimentos disefiados
para la formacion del ClIl descrito hasta ahora en la literatura como un radical peroxi-ferril del
Fe(lll) no fueron fructiferos. Estas ultimas dos fortalecen la hipétesis de que el Clll formado por las
peroxidasas es en realidad una especie Fe(lll)-OH como se propone de los resultados obtenidos

previamente y descritos en el apartado de antecedentes de este documento.

Mecanismo de formaciéon y decaimiento propuesto para el Clll en

hemoperoxidasas

Las evidencias obtenidas en este trabajo nos permitieron reconsiderar la estructura de Clll asi
como su mecanismo de formacidn. La formacidn de los intermediarios descritos clasicamente en el

ciclo catalitico de las peroxidasas (Cl y Cll) fue confirmada por cinética enzimatica, UV-Vis y EPR.
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Sin embargo, la estructura propuesta clasicamente para el Clll no pudo ser confirmada por
nuestros métodos, pues las evidencias mostraron resultados consistentes con especies
hidroxiladas de otras hemoproteinas. Esto nos permitié plantear un mecanismo diferente al que

histéricamente habia sido propuesto para las hemoperoxidasas de plantas (Esquema 2).

0, +H,O +H™
H>O;
0 OH
! N
ol
FelV \ al Felll
P < 7
s ,
H>O 5
Compuesto II N Compuesto III
Y

4

HOs

Compuesto I

Esquema 2. Representacién del mecanismo de las hemoperoxidasas. En presencia de exceso de H20: se
presenta al Clll como una especie hidroxilada. La via de decaimiento del Clll lleva a la restauracion del

estado basal.

De esta manera, la propuesta mecanistica de formacidn del Clll a partir del Cl y como una especie
hidroxilada involucra una reduccion de dos electrones. El primer electron rescata el radical en la
porfirina caracteristico del Cl, mientras el segundo electrén cambia el estado de oxidacion del
hierro de Fe(IV) a Fe(lll), seguido del rearreglo espontaneo del ligante oxo a un grupo hidroxilo.
Esta reaccion de oxidacion del H,0, produce los dos electrones, necesarios para la reaccion,
evolucion de O, y dos protones. Para determinar la consistencia de esta propuesta se hizo el
balance redox de las reacciones individuales (esquema 3), permitiendo corroborar que la especie

propuesta es consistente estequiométricamente con el mecanismo aqui mostrado.
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H + fe(IV):O + 2e"—— = Fe(IlI)-OH

H,0," ——= 0,0+ 2H" + 2¢

Fe(IV)=0 + H,0,—»= Fe(Il)-OH + O, + H*

Esquema 3. Formacién de la especie Fe(lll)-OH por el método de balance redox.

Posteriormente y tras la subsecuente oxidacidn de H,0O; ocurre el decaimiento del Clll y puede
proceder por la pérdida del anién hidroxilo, que puede ser facilmente neutralizado por el medio
acido llevando a la restauracién del estado basal de la enzima, dejandolo disponible para volver a
iniciar el ciclo catalitico como se muestra en el esquema 2. El decaimiento de esta especie también
fue corroborado por el balance redox de las reacciones individuales y demuestra que

estequiométricamente también es consistente (Esquema 4).

2(1e” + H*+ Fe(IlT)-OH —— = Fe(IIT) + H,0)

Hy0," — 5 0,0+ 2H" + 2¢

2Fe(IM)-OH + H,0, ——= 2Fe(II) + 21,0 + O,

Esquema 4. Decaimiento de la especie Fe(lll)-OH al estado basal por el método de balance redox.

Es importante senalar que el restablecimiento del estado basal de la ZoPrx luego de la exposicién a
exceso de H,0,; es practicamente total, mientras que para otras hemoperoxidasas como la HRPA2
el restablecimiento del estado basal se presenta en menor rendimiento, lo que sugiere la
diferencia principal que da a la ZoPrx la alta estabilidad ante la presencia de exceso de H.O ocurre

tras la formacién del Clll, que conduce a parte de la proteina hacia la inactivacion.

Adicionalmente, se analizé por el método de balance redox las reacciones individuales para el

mecanismo tipico propuesto para la formacion y decaimiento del Clll a partir de la especie Fe(lll)-
"OOH. Para la formacién del CllI cldsicamente propuesto a partir de Cl, se encontré en el balance

gue no es consistente, pues requiere que tanto el hierro del Cl como el H,0, se reduzcan
demostrando la ausencia de la especie que deberia oxidarse para dar sentido al método redox

(Esquema 5).
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H,0 + [e(IV)=0 + le —— 3 Fe(II)-OOH + H"

H,0," + 2H" + 26— 2H,0%
< 4+ /
Fe(IV)=0 + H,0 %»

(Iv) 20 —>

Esquema 5. Formacién de la especie Fe(lll)-'OOH por el método de balance Redox.

El balance redox individual del decaimiento de la especie lo demuestra posible si consideramos la
oxidacion del H,0, y la reduccién del Clll para el restablecimiento del estado basal (Esquema 6);
sin embargo, como se demostré en el parrafo anterior, este paso estd limitado por la

inconsistencia en la formacién del Clll cldsico que requiere la reduccién en ambas semirreacciones.

Decaimiento de la especie Fe(lll)-"O0H por el método de balance redox
2(le” + Fe(Il)-OOH ~———» Fe(Ill) + OOH)

H,0," —— 0," + 2H" + 2¢

2Fe(IIT)-0O0H + Hy0p——» 2Fe(IIT) + 200H + 2H" + 0,

Esquema 6. Decaimiento de la especie Fe(lll)-OOH al estado basal por el método de balance Redox
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CONCLUSIONES

En conclusion, fue posible comprobar la formacion de los intermediarios descritos clasicamente para las
hemoperoxidasas (Cl y Cll), asi como el restablecimiento del estado basal de la ZoPrx luego de cumplir su

ciclo catalitico.

Se demostrd el restablecimiento del estado basal de la ZoPrx luego de su incubacidn en exceso de H,0,,
incluso incubando el estado basal regenerado de la primera exposicién a exceso de H20: por segunda

ocasion.

Adicionalmente, se obtuvieron los pardmetros cinéticos de ki1 y k3 (formacién de Cl y restablecimiento del
estado basal partiendo de Cll, respectivamente) partiendo del estado basal nativo y de un estado basal
regenerado que permitieron proponer la equivalencia de los intermediarios luego de la exposicion de la

ZoPrx a excesos de H20,.

Se comprobé la similitud entre el ClIl de hemoperoxidasas (ZoPrx y HRPA2) y especies hidroxiladas de otras

hemoproteinas, tanto por UV-Vis como por EPR.

Se caracterizd por resonancia Raman el Clll tanto de la ZoPrx como de la HRPA2 con una asignacion de casi
todas las bandas presentes en los espectros. Esta caracterizacion demostré que el Clll es una especie

hidroxilada y no una especie peroxil ferril como se propuso inicialmente.

En conjunto, todas las evidencias obtenidas en este trabajo permitieron identificar la formacién de especies
hidroxiladas cuando las hemoperoxidasas son incubadas en exceso de H,O;, dando una nueva identidad
estructural al Clll, misma que fue justificada y demostrada por el balance redox de las semirreacciones a

partir de Cl.
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