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RESUMEN 
 

La cloroperoxidasa del hongo Leptoxiphium fumago es una hemoperoxidasa muy 

versátil, que posee actividad de catalasa, peroxidasa, peroxigenasa y halogenasa 

según el pH en el que se encuentre11. Esta enzima cataliza la halogenación de 

sustratos aromáticos3, por ejemplo terpenos, flavonoides y estrógenos. La enzima 

interactúa indirectamente con el sustrato orgánico, ya que forma un hipohaluro, 

intermediario oxidante que realiza la reacción de halogenación. Debido a la 

susceptibilidad al ataque electrofílico del anillo aromático que le otorga el grupo 

OH al estradiol y a compuestos relacionados, los productos halogenados de la 

reacción enzimática podrían estar sustituidos en las posiciones 2 y 4. El objetivo 

de este trabajo es encontrar la posición de halogenación de los compuestos, 

establecer las condiciones de reacción en la que se lleva a cabo la reacción 

enzimática de los estrógenos estradiol, estrona y equilina con cloroperoxidasa de 

L. fumago e identificar los productos de reacción. 

 

INTRODUCCIÓN 
 
Los estrógenos son hormonas femeninas que alteran los ciclos reproductivos de 

mamíferos. Pueden tener diversas estructuras y provenir de distintas fuentes. En 

la actualidad se usan en medicamentos de reemplazo hormonal, tratamientos para 

la infertilidad y como alimento para ganado, entre otros usos, de tal manera que la 

cantidad de estrógenos en el medio ambiente incrementó en las últimas 

décadas12. Llegan a cuerpos de agua por medio de la orina y la disposición 

inadecuada de medicamentos caducos y  aunque se desconoce los efectos a 

largo plazo que pueden tener por su presencia en el ambiente, se sabe que 

contribuyen a desarrollar cáncer de diversos tipos, como lo son el de mama, 

endometrio y pituitaria, a pesar de ser hormonas naturales. Cuando los niveles 

normales de estrógenos en el cuerpo incrementan, enzimas como la tirosinasa o 

citocromo P450, presentes en el cuerpo de mamíferos, convierte estos 

compuestos en quinonas, especies reactivas de oxígeno que dañan al ADN, 
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ocasionan mutaciones y promueven el crecimiento de tejido que forma tumores 

malignos 37, 59, 70. 

Desde el 2003 existen estudios que prueban que los estrógenos halogenados en 

las posiciones 2, 4 o ambas tiene un menor potencial carcinogénico y estrogénico 

ya que no se forman quinonas y se unen en menor medida al receptor de 

estrógenos, dos pasos clave en la perturbación endócrina y el desarrollo de cáncer 

17, 37, 41, 50. Hasta la fecha no hay datos sobre el uso de enzimas para halogenación 

de estrógenos, pero existen en la naturaleza algunas halogenasas y 

haloperoxidasas capaces de catalizar la reacción de una amplia variedad de 

compuestos como alternativa biotecnológica 49.  

 

ANTECEDENTES 
 

Los compuestos halogenados en la naturaleza 
 

A partir de 1940 se empezaron a utilizar los compuestos halogenados en 

productos fabricados por el hombre, por ejemplo en extintores, debido a sus 

propiedades de resistencia a altas temperaturas y a su estabilidad química. Estos 

productos se empezaron a considerar tóxicos debido a los daños a la salud que 

ocasionaron los vapores de halones, las bombas de gas lacrimógeno que se 

utilizaron en la segunda guerra mundial y, más recientemente los insecticidas y 

compuestos organoclorados. Estos efectos tóxicos e indeseables llevaron a la 

generalización de que los compuestos halogenados son nocivos para el humano, 

aunque no se dejaron de usar por las propiedades tan particulares que le otorga a 

la molécula los átomos de halógeno que son difíciles de reemplazar con otra clase 

de compuestos. 

 

Con el paso de los años se ha descubierto que los compuestos 

halogenados son muy comunes en la naturaleza; el flúor y el cloro están dentro de 

los 20 elementos más abundantes del planeta, por lo que podemos encontrarlos 

formando parte de compuestos naturales, por ejemplo el NaCl del agua de mar y 
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los halometabolitos de algas marinas. Hasta el 2014, existían más de 5000 

compuestos halogenados provenientes de animales, plantas, hongos y bacterias y 

día con día se siguen encontrando más compuestos halogenados 24.  

 

Los compuestos halogenados son ampliamente utilizados en la industria 

farmacéutica de tal manera que actualmente 1 de cada 3 fármacos tiene como 

principio activo un compuesto halogenado.  Las propiedades fisicoquímicas que 

proporciona el átomo de halógeno en la molécula mejoran su acción en el cuerpo 

humano. Por ejemplo, gracias a su carácter hidrófobo, los fármacos halogenados 

pueden atravesar eficientemente las membranas plasmáticas 48; además, son más 

estables a la temperatura y a agentes oxidantes 29. Sin embargo, estas 

propiedades también los hacen ser más recalcitrantes y persistentes en el 

ambiente 28.  

 

Por ello, aunque existen compuestos halogenados tóxicos y recalcitrantes 

que se dispersan en grandes cantidades en el ambiente, también existen algunos 

compuestos halogenados que tienen propiedades útiles y benéficas para la salud 

humana, sobre todo en pequeñas dosis, por lo que el estudio de este tipo de 

moléculas, sus blancos biológicos y su obtención por vías químicas y/o 

biotecnológicas es un campo activo de investigación científica 28.  

Enzimas halogenantes  
 

Existen diferentes tipos de enzimas capaces de catalizar reacciones de  

halogenación de sustratos orgánicos, las cuales se clasifican de acuerdo a la 

información mostrada en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Enzimas halogenantes conocidas 49 

Tipo de enzima Características 

Haloperoxidasas 

Hemo 

haloperoxidasas 
Pueden halogenar una gran 

cantidad de sustratos generando 

hipohaluros 
Vanadio 

haloperoxidasas 

Halogenasas  

Dependientes  

de FADH2+ 
Halogenación vía HOCl 

Dependientes de 

α-cetoglutarato y 

O2 

Formación de enlaces 

específicos de C-X -    vía 

radicales libres 

Fluorinasas 
Catalizan desplazamiento 

nucleofílico de metionina  

Clorinasas 
Reacción análoga de  fluorinasas, 

con un ion cloruro 

 

Las haloperoxidasas fueron las primeras enzimas descritas capaces de 

catalizar reacciones de halogenación, mientras que las halogenasas, fluorinasas y 

clorinasas se han descrito recientemente. Por estos motivos, en la literatura es 

posible encontrar mayor información sobre las reacciones que catalizan las 

haloperoxidasas, sus mecanismos de reacción y de catálisis, su estructura 

tridimensional, etc. La especificidad hacia el sustrato de las haloperoxidasas es 

baja en comparación con las halogenasas o las clorinasas. Una limitante de las 

haloperoxidasas, dentro del campo de la síntesis de fármacos, es que son 

incapaces de catalizar reacciones de fluoración, debido a que no tienen el 

potencial redox necesario para oxidar iones fluoruro. Por otro lado, las fluorinasas 

son capaces de catalizar la reacción mediante un mecanismo diferente, no 

oxidativo, y que se ha propuesto es de sustitución nucleofílica tipo SN2 54.                                                                                    
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Las haloperoxidasas llevan a cabo reacciones redox tomando como 

sustrato peróxido de hidrógeno y un ion haluro (cloruro, bromuro y/o yoduro) para 

formar hipohaluros; estos hipohaluros siguen un mecanismo de halogenación 

electrofílica sobre los sustratos aromáticos. Cabe mencionar que son las únicas 

peroxidasas que catalizan la oxidación de dos electrones de iones haluro a iones 

hipohaluro 58. En este grupo  se encuentran las hemoperoxidasas, llamadas así 

porque contienen un grupo prostético hemo en su sitio activo, un heterociclo de 

porfirina con un ión de Fe2+ en su centro. En la Figura 1 se muestran algunas 

características importantes del sitio activo de estas enzimas. 

 

a) CPO  

      

        b) VBrPO                  c) VClPO 

Figura 1. Sitio activo de diferentes haloperoxidasas a) Cloroperoxidasa de 
Leptoxiphium. fumago (PDB: 1CPO)58; b) Vanadio bromoperoxidasa de Corallina 
officinalis (PDB: 1QHB)64; c) Vanadio cloroperoxidasa de Curvularia inaequalis 
(PDB: 1IDQ)13 

Glu-183 

Cys-29 

Phe-397 

His-496 

His-404 

His-485 

His-551 

Lys-485 

His-478 
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Cloroperoxidasa (CPO) de Leptoxiphium fumago un caso particular. 
 

La cloroperoxidasa es una glicoproteína con un peso molecular de 42000 Da 

conformada en su mayoría por α-hélices, como vemos en la figura 2. Se descubrió 

mientras se estudiaba la vía de síntesis de la caldariomycina, un metabolito del 

hongo Leptoxiphium fumago (antes Caldariomyces fumago) que tiene propiedades 

antimicrobianas30. Es una enzima muy versátil y forma parte de una familia de 

hemoproteínas, que a diferencia de las peroxidasas de plantas, tienen un tiolato 

proveniente de un residuo de cisteína como ligando axial del hemo. Se ha 

propuesto que entre otros factores, este ligando axial favorece que la enzima sea 

capaz de catalizar reacciones de halogenación 58. 

 

Figura 2. Estructura secundaria de la cloroperoxidasa de L. fumago. En rosa se 
muestran las hélices alfa, en cian el grupo hemo, en azul el residuo de cisteína, y 
en magenta las hojas β. 

La CPO también tiene actividad de oxigenasa, catalasa y peroxidasa. 

Comparte propiedades similares con las hemo peroxidasas clásicas que  catalizan 

la oxidación de un electrón dependiente de H2O2 y con las monooxigenasas P450, 

las cuales transfieren un átomo de oxígeno al carbono con el que reaccionan11. 

Dentro de los compuestos que puede halogenar se encuentran las cetonas 

cíclicas, como la monoclorodimedona (el sustrato para el ensayo estándar), y 

varios compuestos con enlaces π, tales como hidrocarburos poliaromáticos, 

terpenos, flavonoides, etc.1, 3, 23, 71 como se mencionará más adelante. La reacción 

de halogenación tiene un pH óptimo de 3 y requiere la presencia de iones cloruro, 

bromuro o yoduro26.  
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El mecanismo de catálisis de esta enzima está esquematizado en la figura 

3. Comienza cuando el grupo hemo reacciona con una molécula de peróxido de 

hidrógeno formando una especie radical π-catión de porfirina oxohierro (IV) 

conocido como compuesto I, que es el responsable de la oxidación de un ion 

haluro. En este paso de la reacción, el peróxido se reduce a agua mientras se 

oxida la enzima. Posteriormente un ion haluro presente en el medio reacciona con 

el compuesto I para producir un intermediario de hipohaluro férrico, FeIII (OCl), 

llamado compuesto X; se cree que es un compuesto clave para la halogenación 

de sustratos orgánicos por la CPO, debido a que es muy oxidante. Existe 

evidencia espectroscópica del compuesto X 68 y aunque durante muchos años 

hubo controversia sobre el papel del compuesto X en la reacción de halogenación, 

actualmente la mayor parte de la evidencia sugiere que el compuesto X libera un 

hipohaluro regresando al estado basal. El hipohaluro podría difundir al medio y ser 

el responsable de la halogenación del sustrato orgánico
11, 58

. 

N

N N

N
Fe

II I

O

N

N N
+

N
Fe

4-

Cl
O

N

N N

N

II I
Fe

H2O2

Compuesto I

Aducto de FeIII -OCl 

Estado basal férrico

H+

HOCl

Cys

Cys

Cys

 

Figura 3. Mecanismo para la reacción de cloración catalizada por la CPO de L. 
fumago58. 

De acuerdo con los reportes en la literatura, la cloroperoxidasa es capaz de 

catalizar la halogenación de varias moléculas aromáticas como hidrocarburos 

policíclicos aromáticos, lignina, flavonoides y terpenos3. Para los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (HAPs) se observó que la velocidad de reacción de 

Cl
-
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halogenación es dependiente del potencial de ionización del sustrato; en general 

la enzima cataliza la halogenación de HAPs con un potencial de ionización menor 

a 8.52 eV, por ejemplo, el antraceno, fenantreno y pireno 2. Los productos son 

exclusivamente halogenados, es decir, no se detectaron compuestos oxidados tipo 

quinonas, como se ha observado para otras hemoperoxidasas58. Los HAPs 

pueden ser halogenados en diferentes posiciones, como se muestra en la figura 4. 

 La cloroperoxidasa también puede halogenar otro tipo de sustratos como 

los flavonoides, metabolitos secundarios de las plantas que se utilizan como 

principio activo en medicamentos, por sus propiedades antioxidantes, bactericidas, 

etc.; ejemplo de ellos son la naringenina y la hesperetina, que contienen en su 

estructura un anillo aromático unido a ciclos alifáticos con diferentes sustituciones. 

En el caso de la naringenina, la CPO es capaz de catalizar la halogenación de dos 

posiciones del anillo aromático y esto ocurre tanto con bromuro, como con cloruro  

pero con diferentes rendimientos de reacción y en una posición distinta del 

compuesto monohalogenado. En la figura 4 vemos los compuestos resultantes de 

cada reacción con los rendimientos respectivos de la reacción71
. 

OH

OH

OH O

O

Naringenina

Cl

OH

OH

OH O

O

Cl

Cl

OH

OH

OH O

O

6-cloronaringenina 6,8-dicloronaringenina

+

Br

Br

OH

OH

OH O

O

8-bromonaringenina 6,8-dibromonaringenina

+

+Cl-

+Br-

Br
OH

OH

OH O

O

 

Figura 4. Halogenación de un flavonoide con cloroperoxidasa de L. fumago. 

En resumen, las haloperoxidasas no reaccionan directamente con el 

compuesto orgánico que halogenan, sino que catalizan la reacción produciendo 

especies altamente reactivas y utilizan tres sustratos: el peróxido de hidrógeno, el 

9.3% 7.8% 

1.9% 2.8% 
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haluro y un sustrato orgánico, generalmente con enlaces π. Sin embargo, y de 

forma muy interesante, las enzimas catalizan algunas reacciones con una mayor 

regioselectividad y diaesteroespecificidad que las reacciones químicas con 

agentes halogenantes como la N-bromoacetamida. Un ejemplo de ello es la 

formación de halohidrinas a partir de alquenos, reacciones de interés industrial por 

ser los intermediarios en la síntesis de epóxidos y glicoles72. La bromohidrinación 

de (E)-4-fenil-3-buten-2-ol catalizada por haloperoxidasas, es diasteroespecífica y 

muy similar entre la cloroperoxidasa de L. fumago y la vanadio-bromoperoxidasa 

de C. officinalis, pero es diferente a la de la reacción química análoga con N-

bromoacetamida13.  En la tabla 2 vemos el rendimiento de cada producto. 

 

Tabla 2. Diasteroespecificidad de la bromohidración de (E)-4-fenil-3-buten-2-ol13 

Catalizador 

OHOH

Br

 S, R,S 

OHOH

Br

R,S,S 

N-bromoacetamida (NBA) 75% 25% 

Cloroperoxidasa  (L. fumago) 61% 39% 

Vanadio bromoperoxidasa (C. officinalis) 66% 34% 

 

La regioselectividad de estas reacciones también es mayor con enzimas  

que con catalizadores químicos usando como sustrato el alcohol α-metil 

cinamílico, como vemos en la tabla 3.  

 

Tabla 3. Regioespecificidad de la bromohidrinación de alcohol α-metil cinamílico13 
Catalizador Productos Rendimientos (%) 

Cloroperoxidasa (CPO) 2-bromo-2-metil-3-fenilpropano-1,3-diol 100 

N-bromoacetamida (NBA) 2-bromo-2-metil-3-fenilpropano-1,3-diol 85 

 3-bromo-2-metil-3-fenilpropano-1,2-diol 15 
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Por este motivo, resulta interesante ampliar el conocimiento disponible 

sobre este tipo de reacciones enzimáticas, pues estos casos sugieren que la 

enzima, después de todo, podría jugar un papel importante en el reconocimiento 

del sustrato orgánico.  

Los estrógenos: características estructurales y funciones  
 

Los estrógenos son hormonas sexuales, principalmente femeninas, provenientes 

tanto de fuentes naturales como sintéticas. Se clasifican según su estructura en 

esteroides o no esteroides; los esteroides provienen del colesterol y tienen como  

base una estructura de 18 carbonos llamada esterano o 

ciclopentanoperhidrofenantreno, que consta de cuatro anillos unidos entre sí: tres 

ciclohexanos y un ciclopentano. En la figura 5 se muestra el esterano con los 

sustituyentes típicos de los estrógenos esteroides. 

A B

C D

R1
18 R2

2

R3
3

OH
4

10

5

1

4

2

3
7

6

8

9

13

14

12

11
17

16

15

 

Figura 5. Estructura y numeración general de los estrógenos esteroideos 

 

El sustituyente R1 unido al carbono 13 es un grupo metilo para todos los 

estrógenos esteroides. Los sustituyentes R2 y R3 son diferentes en cada 

estrógeno, pudiendo ser un grupo cetónico o un hidroxilo. 

 

La estructura de los estrógenos esteroideos les otorga propiedades 

fisicoquímicas y bioquímicas en común, por ejemplo, son muy poco solubles en 

agua. La característica que tienen en común todos los estrógenos, ya sean de 

naturales o sintéticos, esteroides o no esteroides es un anillo fenólico que 

determina  la potencia estrogénica,  la unión selectiva y la alta afinidad de la 

molécula a receptores de estrógeno 55.  
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Su acción involucra un factor de transcripción que regula la actividad de 

ciertos genes llamado receptor de estrógenos. La afinidad que tenga una molécula 

por este factor determina su potencia estrogénica, por lo general va referenciada a 

la afinidad que tiene por el estradiol32, 57, 15, 51. De esta manera, cada estrógeno 

tiene un potencial estrogénico distinto. El estradiol es la hormona natural con 

mayor efecto estrogénico, y el etinilestradiol, que es sintético, se diseñó para tener 

una mayor actividad, que es más de dos veces mayor. 

 

Los estrógenos tienen varias funciones: regulan el sistema reproductivo, y 

participan en el crecimiento, desarrollo y diferenciación de tejidos de hueso, 

hígado e incluso cerebro53, 32, 73.  

 

Existen estrógenos que provienen de animales, plantas y  algunos hongos 

que tienen diferente estructura y función.  En plantas y hongos la función es aún 

desconocida, aunque se cree que en hongos tienen un papel en la defensa contra 

herbívoros y agentes patógenos55.  Por su importancia y uso, también se producen 

estrógenos sintéticos los cuales tienen sutiles pero importantes diferencias a nivel 

estructural, ya que con pequeños cambios en su estructura se puede incrementar 

la potencia estrogénica. Tal es el caso del etinilestradiol, que con un sustituyente 

etinil en el carbono 17 se vuelve más potente que la molécula natural estradiol57. 

 

En el cuerpo humano hay tres estrógenos que se encuentran en mayor 

medida. La  cantidad varía según la edad y el género14. El 17β-estradiol (E2) es la 

hormona estrogénica mayoritaria, que está presente durante todo el ciclo 

reproductivo de las mujeres; la estrona (E1) se encuentra en mujeres 

posmenopáusicas y en hombres; y el estriol (E3), que es producto del 

metabolismo de estrona y estradiol,  es más abundante durante el embarazo.  

 

Los medicamentos que se usan en los tratamientos de reemplazo 

hormonal, píldoras anticonceptivas y tratamientos para la infertilidad se formulan 

con estrógenos como el estradiol y el etinilestradiol, pero también con otros 
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compuestos relacionados, tales como los de origen equino, equilina y equilenina, 

29, 54. Todos ellos poseen  estructuras similares, como se muestra en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Propiedades de algunos estrógenos57, 64 

Compuesto 
P.M. 

(gmol-1) 

Solubilidad en 

agua (mgL-1 

20°C) 

EC50 
(*)(M) 

Actividad 

estrogénica 

relativa (%)** 

Estrona (E1) 

O

H

HH

OH  

270.4 13 7.02x10-10  2.54  

17β-Estradiol (E2) 

OH

H

HH

OH  

272.4 13 1.84x10-11 100  

Estriol (E3) 

OH

OHH

HH

OH

 

288.4 13 -- 17.6 

Equilina (EQ) 

O

HH

OH  

268.4 1.4(29) 5.5x10-10 (67) 15(67) 

Etinilestradiol 

OH

H

HH

OH

 

 

296.4 

 

4.8  6.75x10-12 246 

(*) Ensayo in vitro para células MELN. EC50: dosis efectiva para producir la 
mortalidad del 50% de la población de estudio. 

(**) La actividad estrogénica relativa es con respecto al 17β-estradiol. 
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Existen otro tipo de compuestos llamados xenoestrógenos que son 

desarrollados por el ser humano y, aunque no estén diseñados con ese fin, 

pueden mimetizar la acción de los estrógenos. Como ejemplos de ellos 

encontramos al nonilfenol, un tensoactivo usado en la formulación de detergentes, 

los ftalatos, usados como plastificantes, y al bisfenol A, el monómero de plásticos 

de policarbonato34. Son capaces de perturbar el funcionamiento del sistema 

endócrino de organismos acuáticos modificando los caracteres y órganos 

sexuales.  

 

En organismos acuáticos puede ser determinante la actividad estrogénica 

para alterar su ciclo reproductivo ya sea por la unión a estrógenos o a 

xenoestrógenos. El etinilestradiol induce efectos estrogénicos en varios tipos de  

peces desde muy bajas concentraciones21.   

 

Además, se ha visto que los estrógenos participan en un metabolismo 

oxidativo que contribuye al desarrollo de cáncer de mama, pituitaria, próstata entre 

otros  cuyo producto son quinonas, metabolitos muy reactivos considerados 

moléculas carcinogénicas8. Estas moléculas oxidan lípidos y ADN mediante la 

liberación de especies reactivas de oxígeno y forman aductos inestables con las 

adeninas y guaninas 70, 59, 56. Algunas enzimas presentes naturalmente en el 

cuerpo humano, como lo son los citocromos P450 (1A1, 1A2 y 3A), o las 

tirosinasas pueden oxidar al estradiol formando catecoles9, que se transforman 

posteriormente en quinonas. Estos procesos se esquematizan en la figura 6. 
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Figura 6. Mecanismo de toxicidad propuesto para compuestos estrogénicos9. 

Sitios reactivos para la halogenación electrofílica de estrógenos 
 
Los carbonos insaturados de los compuestos bencénicos son especialmente ricos 

en electrones debido a la presencia de enlaces π, que permiten reacciones de 

sustitución electrofílica, a menos que tengan un grupo saliente que atraiga con 

fuerza a los electrones, haciendo que el carbono insaturado sea susceptible a un 

ataque nucleofílico. Los sustituyentes del anillo aromático se pueden clasificar en 

cuatro grupos dependiendo de su capacidad como electrodonador (activadores) o 

electroatractor (desactivadores) hacia el anillo aromático 64: 

 Activadores débiles (dirigentes orto y para): grupos alquilo y fenilo -CH3, -

Ph. Activan el anillo por efecto inductivo.  

 Activadores fuertes (dirigentes orto y para): grupos con pares solitarios en 

el átomo que se une al anillo, como -OH, -OCH3,-NH2. Activan el anillo por 

efecto resonante. 

 Desactivadores débiles (dirigentes orto y para): desactivan por efecto 

inductivo. En este grupo están los halógenos -F, -Cl, -Br, e –I. 

 Desactivadores fuertes (dirigentes meta): Son grupos -CHO, -CO2H, -SO3H, 

-NO2 con enlaces múltiples sobre el átomo que se une al anillo. Desactivan 

por efecto resonante. 
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Ya que los estrógenos tienen un sustituyente –OH en el anillo aromático A, que 

actúa como donador de un par de electrones, debido a la resonancia con el anillo 

aromático, las posiciones orto y para se vuelven ricas en densidad electrónica y 

por tanto susceptibles a una reacción de sustitución electrofílica sobre el anillo. 

Las reacciones de halogenación siguen mecanismos de este tipo, por lo que en 

principio es posible realizar la halogenación de estrógenos para formar 

compuestos halogenados como los que se muestran en la Figura 7. 

 

Figura 7. Sustitución electrofílica de estradiol que da como resultado 

halogenaciones en las posiciones orto: 2-cloroestradiol y 4-cloroestradiol 

Estrógenos halogenados 

 

En las plantas de tratamiento de agua se llevan a cabo reacciones de 

halogenación  de estrógenos con el hipoclorito de sodio utilizado para el 

saneamiento de aguas; en este tipo de sistemas se han detectado estrógenos 

mono- y dihalogenados con átomos de cloro y bromo. In vitro se ha visto que los 
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productos dependen de la naturaleza química del estrógeno y el tipo de haluros 

que se encuentren en el agua 50, 25. Los productos que se han observado varían 

según el estrógeno, pero en su mayoría son compuestos halogenados en la 

posición 2 y 4 del anillo aromático monohalogenados y dihalogenados25, tal como 

el que se muestra en la figura 8.  

2,4-dihalo
estradiol 

OH

HH

OH

X

X

 

Figura 8. Estradiol halogenado en el anillo A 

 

Algunas de las propiedades de los estrógenos halogenados ya han sido 

documentadas. Por ejemplo, algunos derivados halogenados del estradiol, como 

el 2-fluoroestradiol, son menos tóxicos que su compuesto parental, ya que se 

reduce dramáticamente la inducción de tumores renales in vivo, tomando como 

modelo a roedores36. Otro estrógeno que halogenado en la posición 4 es menos 

tóxico, es la equilenina. El halógeno -ya sea flúor, cloro o bromo- que sustituye esa 

posición evita la formación de quinonas por la vía mencionada en la figura 6; 

además la afinidad que tiene el receptor de estrógenos por estos compuestos es 

menor que la de la molécula sin halogenar41. La magnitud en el cambio de la 

afinidad al receptor depende del tamaño del átomo de halógeno, siendo más 

dramático el efecto con bromo; con flúor la molécula tiene casi el mismo efecto 

estrogénico que el compuesto parental 41, 37. 

La halogenación en la industria química tiene tecnologías bien establecidas, 

sin embargo, sus procedimientos son típicamente caracterizados por ser riesgosos 

y altamente tóxicos por la generación de subproductos y el uso de catalizadores 

dañinos para el medio ambiente. Existen alternativas biotecnológicas, como la 

halogenación enzimática, que pueden ser más ventajosas por las condiciones de 

reacción y la baja toxicidad de los procesos20.  
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La información sobre halogenación enzimática de estrógenos es muy 

limitada hasta la fecha, pero existen varias enzimas capaces de realizar las 

reacciones, como mencionamos anteriormente. En un estudio realizado en nuestro 

grupo de investigación en 2015, se hizo la observación de que biocatalizadores 

basados en la cloroperoxidasa de L. fumago catalizaban la cloración de estradiol. 

Se formaron productos monohalogenados y dihalogenados 60. Sin embargo, en 

este estudio faltó un análisis completo de la reacción enzimática y comprobar en 

qué posición se halogena el estradiol, pero por el sustituyente –OH del anillo A, 

que es un electrodonador fuerte, y tomando en cuenta que los halógenos son 

nucleófilos, podría resultar una sustitución electrofílica orientada en orto al grupo 

OH, que corresponde a las posiciones 2 y 4 del estradiol.  

 
HIPÓTESIS  
 
Los productos de la halogenación de estradiol con la cloroperoxidasa de L. fumago 

serán compuestos monohalogenados y dihalogenados en las posiciones 2 y 4 del 

anillo aromático 

 

OBJETIVOS 
 

General 
 
Estudiar la síntesis de derivados halogenados de compuestos de la familia del 

estradiol, catalizada por la cloroperoxidasa de L. fumago 

Particulares 
 

 Describir las cinéticas de las reacciones de halogenación de los estradiol, 

estrona y equilina con dos iones (Cl- y Br-) y obtener los parámetros cinéticos 

(kcat, Km).  

 Caracterizar los productos de la reacción: estructura, grado de halogenación 

(mono, di, tri, etc). 

 Determinar la reactividad de los compuestos halogenados con tirosinasa 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Reactivos: 
 

Los estrógenos elegidos fueron estrona, equilina y estradiol, los cuales se 

adquirieron en  Sigma, al igual que el peróxido de hidrógeno y el sulfato de sodio 

anhidro. Las sales (cloruro y bromuro de potasio) y solventes (acetonitrilo, 

diclorometano, etanol, acetato de etilo, ácido acético e isopropanol) provienen de 

JT Baker. Las placas de TLC y PLC se adquirieron en Merck. La cloroperoxidasa 

utilizada fue donada por el profesor M. Pickard de la Universidad de Alberta en 

Canadá. Fue producida por la cepa CMI 89362 del hongo L. fumago y purificada 

de acuerdo a lo reportado75. Su pureza electroforética fue mayor al 90%. 

 

Equipos  
 

 Espectrómetro de fluorescencia de luz UV Perkin Elmer LS 55 

 Rotavapor Buchi RII 

 Cromatógrafo de Líquidos de alta eficiencia (HPLC) 

o Columna analítica C18 Agilent Zorbax Eclipse Plus 4.6 x 150 mm, 5 µm. 

Carga de carbono 10%.  

o Columna semipreparativa C18 Waters Spherisorb 20 x 250 mm, 5 µm. 

Carga de carbono 11.5%   

 Espectrómetro de gas-masas (GC-MS): 

o Sistema GC hp Hewlett packard serie HP 6890 

o Detector selectivo de masas Agilent Technologies 5973 inert  

Medio para la reacción de halogenación catalizada por CPO 
 

Los estrógenos tienen una baja solubilidad en agua, por lo que se tiene que utilizar 

una pequeña porción de solvente para hacer posible la reacción. Sin embargo, el 

solvente tiene un efecto desactivante en la enzima, por lo que se debe añadir en 

baja proporción. Para determinar cuantitativamente el efecto que tiene la 

presencia del solvente en la actividad de la enzima, se midió la velocidad inicial de 

halogenación de un sustrato modelo (monoclorodimedona) en presencia de 10 y  
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20% de solvente (Isopropanol). Como se muestra en la figura M.1, se observó que 

la actividad baja casi 3 veces con 10% de IPA y más de 4 veces con el 20% de 

alcohol.   

 

Figura M.1. Efecto del isopropanol en la velocidad inicial de la enzima (triplicado). 

Por otro lado y para comprobar si el alcohol desactiva a la enzima se realizó un 

ensayo para medir la actividad residual a diferentes tiempos de incubación de la 

enzima con 20% de solvente. Como se muestra en la figura M.2, se observó que 

la actividad de la enzima se reduce lentamente con el tiempo, sin embargo 

conserva el 70% de actividad a los 10 minutos y como el tiempo que dura la 

reacción de halogenación de los estrógenos está alrededor de 3 minutos, se 

pueden usar estas condiciones para llevar a cabo la reacción.  Se decidió usar el 

10% de isopropanol para realizar las cinéticas de halogenación de los estrógenos, 

para retener mayor actividad de la enzima y poder solubilizar del orden de 

centenas de μM de los estrógenos.  
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Figura M.2 Efecto del isopropanol en la actividad residual de la enzima  

(triplicado). 

 
 
Cinéticas de halogenación enzimática de estrógenos  
 

Se realizó en un espectrómetro de fluorescencia Perkin Elmer LS 55. Ya que los 

productos halogenados de la reacción fluorescen tanto o más que los reactivos, se 

eligió una longitud de onda tal  que se leyera la emisión de los sustratos sin 

interferencia de productos. Para determinarla hay una función en el espectrómetro 

llamada “Scan” que hace un barrido de longitudes de onda de excitación y de 

emisión (entre 200 y 310 nm) del que resulta un diagrama de superficies en 3D en 

el que se ve el máximo de fluorescencia de la especie fluorescente. Se hizo 

primero el scan de una mezcla de reacción de 3 mL a 28°C llevando a una 

concentración final las siguientes especies: Buffer de acetatos pH=3 48 mM, KCl 2 

mM, 10% v/v isopropanol (IPA) y estradiol, estrona o equilina  100 uM. Después se 

añadió a esa mezcla peróxido de hidrógeno a una concentración final de 0.5 mM y 

1.23x10-3 U/mL de enzima y se realizó un scan. Se eligió la longitud de excitación 

y de emisión dónde los máximos de los productos y los reactivos no se interfirieran 

entre sí.  
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Para determinar la abertura de slit adecuada se hicieron de nuevo las 

mezclas de reacción y de productos, se fijaron las longitudes de onda y se leyó la 

fluorescencia en otro método del espectrómetro (“single read”). Se eligió una 

abertura tal que la fluorescencia no pasara de 800 F, y que la lectura no tuviera 

ruido (que la lectura no estuviera muy intermitente).  

  

Tabla 5 Valores seleccionados de excitación y emisión en que se puede medir la 

desaparición de sustrato sin interferencia de los productos. 

 Emisión Excitación 

λ (nm) Slit λ (nm) Slit 

   17β-Estradiol (E2) 307 5 225 2.5 

Estrona (E1) 310 4 230 5 

Equilina (EQ) 310 4 235 6 

 

Usando esos valores se determinó la velocidad inicial de la reacción siguiendo la 

disminución de fluorescencia con el tiempo a 28°C, variando las concentraciones 

de estradiol, estrona y equilina en una mezcla de reacción de 3 mL conteniendo 

amortiguador de acetatos 60 mM pH 3, 2 mM KCl o KBr, 0.5 mM H2O2 y 10% de 

isopropanol. La reacción se inició al agregar la enzima, para la cloración se 

añadrieron 1.23x10-3 U/mL y para la bromación 2.5x10-4 U/mL. Las reacciones 

tardaron aproximadamente 3 min en llegar a un 100% de conversión. 

 

 
Separación de productos con cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) 
fase reversa. Columna analítica C18. 
 

Todas las muestras secas se re-suspendieron en 200 μL de acetonitrilo y se 

inyectaron 20 μL al HPLC. El gradiente de agua-acetonitrilo fue:  

 

Tabla 6. Gradiente utilizado en la  columna analítica 

Tiempo (min) % Agua % Acetonitrilo 

0 40 60 

3 40 60 
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10 20 80 

15 20 80 

16 40 60 

20 60 60 

 

Separación de productos con cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) 
columna semipreparativa.     
 

 Se separó una muestra de 700 μL de productos de estradiol clorado disueltos en 

acetonitrilo a una concentración desconocida. Se hicieron 12 inyecciones de 50 μL 

de muestra colectando un total de 9 picos con el siguiente gradiente. 

  

Tabla 7. Gradiente utilizado en la  columna semipreparativa 

Tiempo (min) % Agua % Acetonitrilo 

0 30 70 

3 30 70 

15 0 100 

20 0 100 

21 30 70 

30 30 70 

 

Análisis de los productos por espectrometría de masas GC-MS  
 

Se usó un detector selectivo de masas de Agilent Technologies 5973 inert 

acoplado a un sistema de cromatografía de gases  HP Hewlett packard serie HP 

6890 con una columna HP-5MS para analizar todos los productos de 

halogenación.  Los compuestos con grupos polares -como –OH- en su estructura 

se tienen que derivatizar antes de analizarse por GC-MS. Existen varios agentes 

derivatizantes, se usó N,O-bis (trimetil-silil) acetamida para silanizar, se colocaron 

las muestras en un baño a 60°C durante 20 min y después se inyectó al GC-MS. 

La máxima temperatura que puede soportar la columna es 350 °C, por lo que se 

hizo un perfil de temperaturas como sigue: 5 min a 100 °C, una rampa de 

calentamiento de 20 °C/min hasta llegar a 300 °C, 5 min a 300 °C.  La corrida duró 

20 minutos, después de los cuáles se obtiene el cromatograma y el perfil de 
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ionización de la muestra inyectada.  

 

Reacciones de oxidación de estrógenos. 
 

Se utilizó una mezcla de reacción 50 uM de estradiol y un aproximado igual de los 

productos clorados -pudieron haber pérdidas en el proceso de obtención-. Las 

reacciones con peroxidasa duraron 30 minutos; después de ese tiempo se realizó 

una extracción orgánica con diclorometano (3 lavados de 1 mL de solvente por 

cada 10 mL de reacción) y se secó la fase orgánica. 

Las reacciones de tirosinasa se detuvieron después de 3 hrs. Se mantuvieron todo 

el tiempo en agitación. Después se detuvieron realizando una extracción orgánica 

con diclorometano (3 lavados de 0.4mL de solvente por cada 2 mL) y se secó la 

fase orgánica. 

Para analizarlos se inyectaron en HPLC y en GC-MS siguiendo el método descrito 

anteriormente. 

 

RESULTADOS 
 

Estrógenos como sustratos de la cloroperoxidasa 
 

Contando con el antecedente publicado por nuestro grupo de investigación60 se 

ensayaron estradiol y otros dos estrógenos relacionados (equilina y estrona) como 

sustratos de halogenación de la CPO. Uno de los primeros retos a resolver fue 

establecer un método para determinar la velocidad inicial de reacción. El estradiol 

y sus productos de reacción tienen máximos de absorbancia en longitudes de 

onda UV cercanas, así que los productos interfieren con la lectura al medir la 

desaparición de estradiol por métodos espectrofotométricos. En espectroscopía de 

fluorescencia los máximos de emisión de los productos no interfieren con los del 

sustrato, así que pudimos establecer un método sencillo, sensible y rápido para 

determinar la desaparición de estradiol, equilina y estrona por medio de la 

disminución de fluorescencia del sustrato. Las condiciones en las que se 



27 
 

realizaron las reacciones así como los factores de conversión entre fluorescencia y 

concentración se describen en la sección de materiales y métodos. 

El modelo cinético que proponemos describe a nuestra enzima involucra cuatro 

especies que reaccionan para formar un producto y se representa a continuación: 

 

(2)… 𝐸 + 𝑆1 → 𝐶𝐼 + 𝑋− → 𝐶𝑋 + 𝑆2 → 𝐸 + 𝑃 

Dónde:  

E=Cloroperoxidasa 

S1=H2O2 

CX=Compuesto X (Intermediario 

halogenante) 

X-= Haluro S2= sustrato orgánico (Estrógeno) 

CI=Compuesto I P= Producto halogenado  

 

El Compuesto X (CX) es un aducto haluro-profirina que en este modelo es 

la especie que halogena al sustrato orgánico. Durante muchos años hubo 

controversia sobre si CX era el responsable directo de la halogenación del sustrato 

orgánico o si CX libera un hipohaluro que reacciona con el sustrato orgánico fuera 

del sitio catalítico. La teoría más aceptada es la formación del hipohaluro, por lo 

que tomamos al compuesto CX como el intermediario halogenante. La velocidad 

de reacción depende de la concentración de los tres sustratos y de la enzima, y la 

ecuación que describe esta cinética es muy compleja, ya que involucra muchas 

variables. Para simplificarlo trabajamos en exceso de peróxido y  haluro de modo 

que la única variable  sea la concentración de estradiol.  

 

Una vez que obtuvimos las velocidades iniciales ajustamos los datos al 

modelo de una hipérbola, debido a que describe su tendencia con un coeficiente 

de correlación cercano a 1. El modelo de  Michaelis-Menten es similar, sin 

embargo, los parámetros obtenidos de kcat y Km se definen de distinta manerason 

aparentes, pero no están (ver ecuación 1). Realizamos el ajuste no lineal con el 

complemento de Excel “Solver” para obtener los parámetros cinéticos y la 

correlación que obtuvimos fue cercana a 1, lo cual indica que ese modelo describe 

bien nuestra reacción enzimática.  

 

k1                      k2                     k3 
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Ecuación (1)… 𝑣 =
𝑘𝑐𝑎𝑡𝑎𝑝𝑝∗𝐸∗𝑆

𝐾𝑚𝑎𝑝𝑝+𝑆
 

 

Figura 9. Cinéticas de halogenación de estradiol medidas como la velocidad inicial 
específica de desaparición de sustrato a diferentes concentraciones. 
 

Todas las reacciones se hicieron por triplicado, obteniendo una desviación 

estándar baja para todos los puntos de las gráficas mostradas en la Figura 9. 

Como control negativo realizamos una cinética en un medio con todos los 

reactivos excepto enzima y la velocidad inicial fue cero, por lo que no hubo 

reacción. Los parámetros cinéticos obtenidos de las reacciones de halogenación 

con cloruro y bromuro están resumidos en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Parámetros cinéticos de halogenación de estradiol.  

Parámetros Cl- Br- 

Km (μM) 6.6 4.8 

kcat (min-1) 1.97x103 25.2x103 

kcat /Km(M-1s-1) 0.5x107 8.7x107 
 

La constante cinética Km es la concentración de sustrato a la cual la enzima 

alcanza la mitad de la velocidad máxima; se espera que este valor sea bajo para 

que una enzima sea eficiente catalizando la conversión de un sustrato. También 

nos da indicios acerca de la concentración que debe tener el sustrato para 

alcanzar la zona de saturación de la enzima. Tanto para la reacción de cloración 

como la de bromación este valor está en el orden de μM, lo cual nos dice que la 

enzima cataliza eficientemente la halogenación de estradiol, más la de bromación, 

por que el valor es más bajo que el de cloración.  
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Para cualquier reacción que siga el modelo de Michaelis-Menten una 

concentración de sustrato con un valor de 10 Km indica que la velocidad inicial es 

90% de Vmax. Para estradiol, esa concentración es 6.6 μM con KCl y 4.8 μM con 

KBr, osea que alcanzaríamos la zona de saturación  en 66 y 48 μM, 

respectivamente. Como vemos en la figura 9, los datos experimentales tanto para 

la reacción de cloración como la de bromación se aproximaron a la zona de 

saturación y obtuvimos una buena correlación, aunque en la de bromación, no   

alcanzaran la concentración de saturación. 

 

Analizando el valor de kcatapp que nos da el modelo vemos que la reacción 

de bromación de estradiol es más rápida que el de cloración en más de un orden 

de magnitud. Esta diferencia es debida a que para que se forme el intermediario 

CX se deben oxidar los iones haluro y  es más fácil oxidar  bromuro que cloruro 

por la baja electronegatividad y alta polarizabilidad del ion bromuro. Un átomo más 

grande tiene más alejado del núcleo a los electrones de la capa de valencia, por lo 

que la fuerza con la que son atraídos hacia él es menor que en un átomo 

pequeño, por tanto, es más fácil que pierda electrones. También vemos que la 

kcat de cloración de los tres sustratos comparados es diferente. El intermediario 

CX, es el mismo para los tres, por lo tanto kcat también depende de la naturaleza 

y estructura del sustrato 2.  

 

La eficiencia de una enzima se puede medir de varias maneras, una de 

ellas es con la constante de especificidad kcat/Km. El de la monoclorodimedona, 

que es el sustrato usado en el ensayo estándar por ser un compuesto similar al 

natural, está en el orden de 107. La kcat/Km del estradiol es menos de un orden de 

magnitud menor, así que la enzima fue eficiente para halogenar estradiol. 
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Por otro lado, encontramos en la literatura25 que los estrógenos se 

halogenan en las plantas de tratamiento con el hipoclorito utilizado para sanear el 

agua por lo que decidimos comparar la cinética de reacción enzimática con la de 

una reacción química. Sin embargo, la cinética de halogenación con hipoclorito de 

sodio  es tan rápida que no pudimos medirla.  En menos de tres segundos, tiempo 

de la primera lectura con el espectrómetro de fluorescencia, ya se había 

convertido el 100% del sustrato.  

 

La velocidad de la reacción enzimática, por otro lado, se puede modular 

cambiando la concentración de la enzima. Con la cantidad de enzima utilizada 

(1.23x10-3 U/ml para las reacciones de cloración y 2.5x10-4 U/mL para las de 

bromación) pudimos medirla y toma aproximadamente 3 minutos en alcanzar un 

100% de conversión.  

 

Identificación de  productos clorados de estradiol. 
 

Con el fin de comprobar que las posiciones 2 y 4 del anillo aromático A son las 

posiciones más susceptibles para la halogenación catalizada por CPO, separamos 

y purificamos los productos de estradiol. Para identificarlos recurrimos a varias 

técnicas: 

 

Técnica Especificaciones Información proporcionada 

HPLC Columna analítica Perfil de productos 

 Columna semi-preparativa Separación de compuestos 

GC-MS  Identificación y grado de halogenación 

RMN 500MHz Estructura de los compuestos puros 

 

 

La técnica que nos permitió visualizar el mayor número de productos de la 

reacción fue la cromatografía de líquidos de alta eficiencia (HPLC) con una 

columna analítica C18, debido a su sensibilidad y a las características hidrofóbicas 

de nuestros compuestos. Una extracción con solvente orgánico y posterior 
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concentración permitió analizar los productos de reacción al final de la misma 

(determinado por fluorescencia). Como se observa en la Figura 10, fue posible 

identificar 4 productos de la reacción de cloración de estradiol 50 μM, en presencia 

de 0.5 mM de H2O2 y 2 mM de KCl, de los cuales hay 3 en mayor proporción 

(picos 1, 2 y 3).  

 

 

Figura 10. Perfil de productos clorados del estradiol (E2), analizados por HPLC 
 

Hay un pico pequeño correspondiente al reactivo que aparece a un tiempo 

de retención de 5 minutos. Esto nos dice que aunque no se convirtió el 100 % de 

estradiol, la conversión fue alta. Con el fin de obtener mayor información sobre la 

estructura de los productos observados, analizamos las mezcla de productos 

extraídos de una reacción de 10 mL por GC-MS. Debido a la probable presencia 

de grupos polares en la muestra, derivatizamos la mezcla con un grupo sililo, que 

sustituye los -H de los grupos OH. Para el estradiol, hay 2 -OH que podrían ser 

derivatizados con un  grupo sililo (que tiene un m/z de 73 cada uno), así que para 

analizar los valores de m/z obtenidas por GC-MS hay que agregar 146 al peso del 

estradiol (270) y restar 1 por cada átomo de hidrógeno sustituido. De esa manera, 

el peso del estradiol detectado por esta técnica es 416.    

 

trxn=0min 

trxn=3min 

1  2  3  
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Se identificaron tres productos de la reacción de cloración de estradiol 

comparando las masas de los iones moleculares mayoritarios; el equipo tiene una 

biblioteca de datos con los patrones de fragmentación de algunos compuestos que 

permite identificarlos, pero sólo se pudo identificar el del estradiol. Los demás 

compuestos fueron identificados tras analizar las señales de m/z del ion molecular 

y el patrón de fragmentación. En la Figura 11A  se observan los patrones de 

fragmentación para los compuestos clorados. El panel A pertenece al 

cromatograma de gases de la mezcla de compuestos inyectados. Los picos 1 (Fig. 

11C)  y 2 (Fig. 11D) corresponderían a compuestos monoclorados, mientras que el 

pico 3 (Fig. 11E)  correspondería al estradiol diclorado.  
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Figura 11. Identificación de productos clorados de estradiol (E2) mediante GC-
MS.  El panel A muestra el cromatograma de gases de la mezcla de productos. 
Los paneles B-E son los patrones de fragmentación pertenecientes a los 
compuestos respectivos a cada pico. 
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El perfil obtenido del cromatógrafo de gases muestra una señal abundante 

(en comparación con las demás) para el estradiol, a pesar de que nos habíamos 

asegurado que la conversión fue alta, tanto por fluorescencia como por HPLC. Lo 

esperado era que los productos aparecieran con una abundancia relativa mayor. 

Adicionalmente, sólo se detectan 3 productos y no 4, lo que se esperaba según el 

perfil observado por HPLC. Hay muchas razones por las que las señales de los 

productos de una reacción podrían no mostrarse con suficiente intensidad en GC-

MS. La más probable en nuestro caso es que la reacción de derivatización de las 

moléculas halogenadas no fue eficiente debido al impedimento estérico que 

podrían imponer los átomos de halógenos durante la reacción de derivatización. 

Por tanto, no podrían sacarse conclusiones sobre la abundancia relativa de los 

productos. Sin embargo, este resultado nos permitió identificar la naturaleza de al 

menos 3 productos. 

 

La masa del ion molecular del estradiol silanizado es 416. Las masas de los 

iones moleculares mayoritarios de los picos 2 y 3 corresponden a la masa de 

cloroestradiol silanizado debido a que la masa del cloro es 35 y, al sustituirse, la 

molécula pierde un átomo de hidrógeno con masa 1 dando como resultado un ion 

molecular de masa  450. Como son dos picos y tienen la misma masa, lo que 

debe diferir para que salgan en tiempos de retención diferente es su estructura 

química, (son isómeros) así que podemos suponer que la posición de 

halogenación es distinta. De la misma manera analizamos la masa del ion 

molecular mayoritario del pico 4, que es 484 correspondiente al estradiol diclorado 

(416+2(35)-2=484). 

 

Mediante esta técnica determinamos el grado de halogenación de los 

productos de la reacción, que es 1 para dos productos y 2 para el tercer producto 

detectado. Para determinar la posición de halogenación en la estructura química 

de los productos se utilizó RMN. Esta técnica requiere tener el producto puro y en 

una cantidad mínima de 5 mg para tener una señal lo suficientemente intensa. Por 

ello se realizaron reacciones a mayor escala (2.5 L), a una concentración de 80 
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μM de estradiol, realizando varias adiciones de enzima y peróxido para asegurar 

una conversión alta del estradiol. 

 

Separación de los productos de la reacción  
 

Para separar los compuestos probamos primero con placas preparativas de sílica 

para cromatografía en capa fina (PLC), pero la separación de los compuestos fue 

mala pues no obtuvimos suficiente resolución entre las bandas. Como alternativa 

usamos una columna semipreparativa C18 de HPLC con una carga de carbonos 

similar a la analítica y funcionó bien esta técnica para obtener el grado de 

purificación necesario para analizar los compuestos por RMN. En la figura 12 se 

observan las diferentes fracciones obtenidas de la separación de productos de la  

cloración de estradiol. 

 

 
Figura 12. Separación de productos clorados mediante HPLC preparativo. 
A: cromatograma de la mezcla de productos visualizados a una longitud de onda  
de 220 nm. B-D: cromatogramas de los compuestos separados correspondientes 
a los picos 1-3, respectivamente. 

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

25

50

75

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\3EXT1000.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

100

200

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\4EXT2000.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

200

400

600

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\5EXT1D20.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

100

200

300

400

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\7EXT1000.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

500

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\E2CPOEX3.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

50

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\3EXT1000.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

100

200

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\4EXT2000.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

200

400

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\5EXT1D20.D)

min4 5 6 7 8 9 10 11

mAU   

0

200

 VWD1 A, Wavelength=220 nm (ELY\7EXT1000.D)

C 

D 

tr=6.325 

tr=7.538 

tr=6.758 

tr=4.758 

tr=10.200 

E2 

2 

3 1 

B 

A 



36 
 

El perfil de los productos mayoritarios de la reacción (pico 1, 2 y 3) es 

similar al observado en otros análisis, aunque hay algunas señales que no 

habíamos observado anteriormente. En particular, el tiempo de retención del pico 

más abundante (tr < 5 min,  Figura 12A) sugiere que es un compuesto más polar 

que el estradiol. Por otro lado, logramos purificar el pico 1 y el 3 como se puede 

observar en las  Figura 12B-D; sin embargo el pico 2 presenta impurezas que 

impidieron su clara identificación por RMN.  

 

Identificación de la posición de halogenación de los compuestos 
purificados 
 

La ventana espectral obtenida con el análisis de protón en RMN de los 

compuestos puros se muestra en la figura 13 para el pico 1 y la figura 14 para el 

pico 2. El análisis de protón de RMN permite conocer la interacción entre los 

protones presentes en una molécula orgánica. En nuestro caso, el estradiol tiene 

un anillo aromático. Las señales pertenecientes a este tipo de ciclos aparecen 

arriba de 6 ppm. Gracias a que esta molécula sólo tiene un  anillo aromático, se 

facilita el análisis porque las señales son únicamente del anillo más reactivo y esto 

facilita la asignación de las posiciones en las que podrían localizarse los átomos 

de cloro en las moléculas halogenadas. 

 

El compuesto parental -el estradiol- tiene tres protones en las posiciones 1, 

2 y 4 que interactúan entre sí de la siguiente manera: 

1.-El protón 1 tiene un acoplamiento orto con el protón 2. Esta señal aparece como 

dos picos, con una constante de acoplamiento de 8.6 Hz.  

2.-El protón 2 tiene un acoplamiento orto con el protón 1, y a su vez se acopla con 

el protón 4 en posición meta. Esta señal aparece como cuatro picos, llamados 

doble de dobles (dd) y sus constantes de acoplamiento son de 8.6 Hz y 2.9 Hz 

respectivamente.  

3.-El protón 4 tiene un acoplamiento meta con el protón 2, con una constante de 

acoplamiento de 2.3 Hz y finalmente el protón 4 tiene un acoplamiento para con el 
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protón 1, pero es tan pequeña la interacción que a veces no se ve esa señal y la 

constante de acoplamiento es de alrededor de 0.2 Hz. 

 

   
 
Figura 13. Espectro de protón de uno de los compuestos identificado por GC-MS 
como cloroestradiol (pico 1) 
 

Las señales provenientes de la resonancia del compuesto del pico 1 

muestran dos protones en el anillo aromático con desplazamientos químicos de 

6.7 y 7.3 ppm con multiplicidades de doblete (Figura 13). Los dos protones tienen 

constantes de acoplamiento  orto (Jo= 8.6 Hz), lo que indica que el átomo 

sustituido de cloro está en la posición 4, ya que no hay otra manera en que haya 

dos protones orto en esa molécula 
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Figura 14. Espectro de protón de uno de los compuestos identificado por GC-MS 
como dicloroestradiol (pico 3) 
 
 

El pico 3 es un compuesto dihalogenado en la posición 2 y 4, ya que 

encontramos solo un singulete en 7.3 ppm (Figura 14). Este no tiene constantes 

de acomplamiento, porque no tiene ningún otro protón con quien acoplarse. 
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En la Tabla 9 se muestra un resumen de las dos señales principales que 

nos guiaron en la determinación de la estructura de los compuestos que 

purificamos como productos de la reacción enzimática.  

 

Tabla 9.  Desplazamientos y constantes de acoplamiento de los compuestos 
identificados por RMN 

Compuesto 

1H-RMN (CDCl3) 

GC-MS (m/z) 
Posición 

1 2 4 

4-ClE2 450 7.3d(8.6) 6.7d(8.6)  

2,4-diClE2 484 7.14s   

 

De acuerdo con las propiedades electro-donadoras del grupo hidroxilo en el 

anillo aromático A del estradiol, las posiciones en orto (C2 y C4) son las más 

favorecidas para una sustitución electrofílica. Los cálculos teóricos de la 

distribución electrónica en la molécula predicen que la posición 4 es más 

reactiva34, 74, pero nosotros observamos que los compuestos monohalogenados 

parecen obtenerse en la misma proporción. Así que realizamos una cinética de 

aparición de productos para determinar si había una posición más reactiva que 

otra; si la hubiera, deberíamos ver una acumulación mayor del producto 

halogenado correspondiente.  

 

Se utilizó una concentración de estradiol de 50 μM y se varió la 

concentración de peróxido. Considerando que la estequiometría de la reacción es 

1:1 (una molécula de peróxido se consume para convertir una molécula de 

estradiol en un producto monohalogendo), elegimos tres concentraciones de 

peróxido: una con el peróxido como reactivo limitante (29 μM), una ligeramente en 

exceso (57 μM)  y otra en exceso (114 μM).  
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Cinética de formación de productos 
 

Como se observa en la figura 15, cuando se utiliza una baja concentración de 

peróxido el estradiol no se consume por completo (Fig 15A). Se observa 

claramente la formación de dos productos principales, que corresponden al 4-Cl 

estradiol y al pico 2 (Fig. 13) que suponemos es el 2-Cl estradiol. De acuerdo con 

estos resultados, no parece haber un producto favorecido. Únicamente cuando 

hay una conversión alta de estradiol y un exceso de peróxido es posible observar 

la formación de un tercer producto que corresponde a 2,4-diCl estradiol (Fig. 15B y 

15C).    

 

Figura 15. Perfil de productos clorados derivados de estradiol a diferentes tiempos 

de reacción y a tres concentraciones de peróxido de hidrógeno. A=29μM, B=57μM 

y C=114μM 
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Figura 16. Cinética de formación de productos durante la reacción de cloración 
utilizando diferentes concentraciones de peróxido de hidrógeno. 
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Al analizar de forma cuantitativa estos resultados, se puede extraer más 

información. Primeramente, la velocidad de desaparición de estradiol depende de 

forma lineal de la concentración de peróxido, observando 5670, 2237, 1480 y 

μM/min para 114, 57 y 29 μM de peróxido de hidrógeno. Esto coincide con el 

hecho de que la concentración de peróxido de hidrógeno se encuentra muy por 

debajo de las condiciones de saturación de la enzima (aprox. 1 mM)65.  A una 

concentración dada de peróxido, la velocidad de formación de los productos es 

prácticamente igual.  Sin embargo, cuando hay un exceso de peróxido y una vez 

que se ha consumido el estradiol, se logra observar que el 2-Cl estradiol se 

consume en mayor proporción que el 4-Cl estradiol a medida que se genera el 

producto halogenado (2,4-diCl estradiol).  

 

  En conclusión, las dos posiciones (2 y 4) son igual de reactivas para la 

reacción de monohalogenación, por lo que no existe regioselectividad. Sin 

embargo, nuestros datos sugieren que el compuesto 2-Cl estradiol es más reactivo 

que el 4-Cl estradiol para una segunda halogenación; aunque  éste también 

reacciona y a tiempos largos de reacción siguen estando presentes ambos 

compuestos monohalogenados. 

 

Con el fin de determinar si hay una ventaja entre usar la enzima o un 

agente químico (hipoclorito) para halogenar estradiol, realizamos reacciones 

químicas   usando una concentración de hipoclorito equivalente al doble de la que 

se obtendría en el sistema enzimático si todo el peróxido reaccionara con cloruro 

para formar esa especie (1 mM). Los perfiles de productos de ambas reacciones 

los vemos en la figura 17. 
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Figura 17. Comparación de los productos clorados obtenidos a partir de la 
reacción enzimática (A) y química (B) de estradiol 
 

Observamos que el perfil de productos es similar entre las dos reacciones. 

Los productos mayoritarios son los mismos en ambas reacciones, si bien hay un 

producto minoritario distinto en la reacción enzimática (tr= 8.9 min). Las 

proporciones de los productos mayoritarios, 2-Cl, 4-Cl y 2,4-diCl estradiol también 

son diferentes entre ambas reacciones, pues el producto dihalogenado se forma 

en menor proporción en la reacción química, a pesar de tener una concentración 

de hipoclorito mayor a la teórica equivalente de la reacción enzimática. Dicha 

observación no se explica con una menor conversión, puesto que en ambas 

reacciones la conversión fue mayor a 90%  
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Potencial carcinogénico de los productos clorados de estradiol: 
reactividad en presencia de tirosinasa  
 

Con el fin de comprobar que los productos obtenidos en las reacciones 

enzimáticas no son sustratos de enzimas como la tirosinasa, a través de la cual se 

pueden formar quinonas en el organismo, se realizaron y analizaron reacciones 

utilizando una tirosinasa comercial del hongo Agaricus bisporus y como sustratos 

tanto el estradiol como la mezcla de los productos obtenidos en las reacciones 

enzimáticas. 

 

 
Figura 18. Reacción de estradiol (A) y de la mezcla de productos obtenidos de la 
reacción enzimática (B) con tirosinasa 
 

Como vemos en la figura 18, el estradiol reaccionó en presencia de la 

tirosinasa hasta llegar a una conversión casi completa del sustrato. En 3 hrs 

reaccionó el 87% del estradiol, mientras que ninguno de los productos 

halogenados reaccionó. Esto confirma lo que se ha reportado en el sentido de que 

los estrógenos sustituidos en las posiciones 2 y/o 4 con átomos no reactivos 

(como el cloro) ya no son sustrato de oxidasas como la tirosinasa 41, lo cual evita 

que el estradiol se convierta en quinona y disminuya su efecto carcinogénico 

mediante esta vía 36. 
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Identificación de productos de la reacción de bromación de estradiol 
 

También analizamos los productos generados en las reacciones enzimáticas de 

bromación del estradiol, aunque con menor profundidad que las reacciones de 

cloración.  

 

Figura 19. Perfil de productos de la reacción de bromación de estradiol, analizado 
por HPLC 
 

El perfil de productos bromados de estradiol es más complejo que el de los 

productos clorados a una concentración de peróxido 0.5 mM y 5 minutos de 

reacción, ya que observamos una mayor cantidad de picos. También hay uno más 

polar que el estradiol que sugiere que es resultado de una oxidación.  

Ya que para los productos clorados observamos diferentes perfiles según la 

concentración de peróxido y el tiempo de reacción, realizamos una cinética de 

formación de productos a 100, 50 y 25 μM de peróxido a 2, 5 y 10 min de reacción 

y los cromatogramas resultantes los podemos ver en la figura 20 

1  

2  3  
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Figura 20. Perfil de productos bromados derivados de estradiol a diferentes 

tiempos de reacción y a tres concentraciones de peróxido de hidrógeno. A=25 μM, 

B=50 μM y C=100 μM 

  

El perfil de productos de la bromación de estradiol es el mismo que el de los 

clorados cuando la reacción está limitada por peróxido, lo que nos lleva a pensar 

que los picos 1 y 2 son compuestos monohalogenados y el pico 3 un compuesto 

dihalogenado. Al estar en una concentración equimolar, o más alta de peróxido se 

forman más productos a altos tiempos de reacción llegándose a observar hasta 7 

productos. Con esto comprobamos que el perfil depende del tiempo de reacción y 

la concentración de peróxido, al igual que los compuestos clorados, posiblemente 

debido a que los productos iniciales pueden ser transformados y forman otros 

productos.  

Los productos que pertenecen al pico 1 y 2 son igual de favorecidos por la 

reacción, tal como vemos en la figura 21.     
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Figura 21. Cinética de formación de productos (duplicado) durante la reacción de 

bromación a una concentración de peróxido de hidrógeno igual a 25 μM 

 

La velocidad inicial de formación de los productos es:  

 Vo (abundancia/min) 

 Pico 2 Pico 3 
Muestra 1 1777 1416 
Muestra 2 1533 1305 

 

Los picos 1 y 2 tienen un velocidad inicial de aparición muy similar, un poco 

mayor la del pico 2, pero con una diferencia tan pequeña que es despreciable, por 

lo que los compuestos se forman casi al mismo tiempo y las dos posiciones son 

igual de reactivas, al igual que para los compuestos clorados.  

 

Grado de bromación del estradiol en las reacciones enzimáticas 
 

Al igual que los compuestos clorados, identificamos los productos de la reacción 

de bromación de estradiol mediante el análisis de las masas de los iones 

moleculares del GC-MS. En la Figura 22 se muestran los diferentes compuestos 

en la mezcla.  
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Figura 22. Identificación de productos bromados de estradiol mediante GC-MS. 
El panel A muestra el cromatograma de gases de la mezcla de productos. Los 
paneles B-D son los patrones de fragmentación pertenecientes a los picos E2, 1 y 
2 
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El primer pico del cromatograma, con tiempo de retención de 16.2 min, es  

estradiol remanente en la reacción. Encontramos otro pico que no numeramos 

porque la masa del compuesto identificado es de 414 y no corresponde a ningún 

compuesto proveniente del estradiol, además, en la biblioteca no se encontró 

ningún patrón de fragmentación que coincidiera. 

 

Los patrones de fragmentación de los picos 1 y 2 corresponden a 

compuestos derivados con el grupo sililo, debido a la presencia de m/z=73. 

Además, se observan dos iones moleculares con la misma abudancia 

correspondientes a m/z de 494 y 496. Estas masas corresponden a estradiol 

monobromado. La razón de observar dos iones moleculares se debe a que  el 

bromo tiene 2 isótopos estables: el 79Br y el 81Br; si tenemos el isótopo de 79Br, la 

masa del ion molecular de bromoestradiol es de 494 y si tenemos el 81Br la masa 

del ion es 496. Por las mismas razones expuestas para los compuestos clorados, 

el hecho de observar dos picos diferentes con el mismo ion molecular y un patrón 

de fragmentación prácticamente idéntico sugiere que son isómeros de 

bromoestradiol derivatizado y con la halogenación en posiciones distintas.  

 

Para saber si el perfil de productos de la reacción química es similar al de la 

enzimática, hicimos una reacción con 100 μM de hipoclorito y lo dejamos 

reaccionar 5 minutos, para compararla con el perfil de productos de la reacción  

enzimática a las mismas condiciones y obtuvimos la figura 23. 
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Figura 23. Comparación del perfil de los productos de la reacción enzimática 
contra la reacción química a las mismas condiciones de reacción 
 

El perfil de productos de las dos reacciones es el mismo. Las abundancias 

difieren ligeramente.  El pico 3 se forma en mayor proporción en la reacción 

enzimática.  Cabe mencionar que el perfil de productos en la reacción química fue 

el mismo desde los 2 minutos de reacción, mientras que el de la reacción 

enzimática alcanzó este perfil hasta los 5 minutos. 

 

¿Se pueden halogenar otros estrógenos utilizando la cloroperoxidasa? 
 

Utilizamos otros dos sustratos estructuralmente parecidos al estradiol y que 

también tienen un efecto estrogénico, aunque en menor grado57. Ambos sustratos 

fueron transformados en presencia de la enzima, bajo condiciones de cloración y 

de bromación. Los datos experimentales y las constantes cinéticas que se 

obtienen al ajustar al modelo de Michaelis Menten se muestran en la Figura 24 y 

tabla 10, respectivamente. 
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Figura 24. Cinéticas de halogenación de otros estrógenos medidas como la 
velocidad inicial específica de desaparición de sustrato (máximo 20% de 
conversión) a diferentes concentraciones. A) cloración de estrona. B)  bromación 
de estrona C) cloración de equilina D) bromación de equilina. 
 

Los estrógenos son hidrofóbicos y tienen baja solubilidad en agua, por lo 

que en las reacciones se añadió 10 % de solvente que permitió solubilizar 100 μM 

de estrona y 500 μM de equilina. El ajuste al modelo de Michaelis-Menten que 

obtuvimos para estos datos fue bueno, ya que el coeficiente de correlación entre 

los datos y el modelo es muy alto. 

  

Tabla 10. Parámetros cinéticos de halogenación de estrona y equilina 

 Estrona Equilina 

 KCl KBr KCl KBr 
Km (uM) 6.6 3.3 216 152 
kcat (min-1) 7.26 x103 19.86 x103 116 x103 118 x103 
kcat /Km(M-1s-1) 1.83 x107 10.00 x107 0.98 x107 1.29 x107 
R2 0.9197 0.9324 0.9971 0.9876 
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El valor de Km es muy similar en las reacciones con estrona y estradiol con 

los dos haluros, así que se alcanza la velocidad máxima a bajas concentraciones 

de sustrato, pero para equilina hay una diferencia de dos órdenes de magnitud, 

por lo que la velocidad máxima se alcanza a concentraciones más elevadas. Para 

estrona y estradiol se observaron valores de kcat y Km que indican que estos 

sustratos son eficientemente halogenados por la enzima, con valores comparables 

a los reportados para el sustrato modelo (monoclorodimedona) y el pireno, otro 

sustrato aromático (6.7 x107 y 0.12 x107 respectivamente). El coeficiente kcat/Km 

para la bromación de los sustratos, al igual que para el estradiol,  muestra que 

esta reacción se lleva a cabo de forma más eficiente que la cloración. Sin 

embargo, la diferencia en la eficiencia de cloración y bromación para equilina es 

mucho menor. La kcat de halogenación, tanto cloración como bromación, es 

mucho mayor para la equilina que para los otros dos estrógenos (un orden de 

magnitud). La mayor diferencia entre estos tres sustratos y que pudiera influir en 

los resultados observados, es la doble ligadura en el anillo B de la equilina. De 

acuerdo con los reportes en la literatura, las halogenaciones tienden a realizarse 

en sitios insaturados de los compuestos orgánicos58  por lo que es posible que la 

doble ligadura del anillo B de la equilina constituya otro sitio reactivo además del 

anillo aromático A. 

 

Para tener una identificación preliminar de los productos seguimos el mismo 

procedimiento descrito antes para estradiol y se analizó la mezcla de productos, 

extrayéndolos de la reacción y derivatizando con grupos silano. Los patrones de 

fragmentación se encuentran en el anexo I y en la figura 25, el perfil de productos 

clorados de estrona obtenidos con el cromatógrafo de gases. 
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Figura 25. Perfil de productos clorados de estrona obtenido por GC. 

 

Para la estrona observamos un perfil similar de productos a los del 

estradiol. En la figura 25 vemos 5 picos, 4 de ellos son productos, los cuales 

enumeramos del 1-4; el primero, que no tiene número es el más abundante y 

corresponde a estrona derivatizada, que al igual que para los productos de 

estradiol, no tendría que ser más abundante que los productos halogenados. 

Encontramos el segundo pico en la biblioteca de datos del MS como cloroestrona 

sin silanizar. La relación m/z de los otros dos picos corresponden a estrona 

monoclorada silanizada y estrona diclorada silanizada respectivamente. En las 

reacciones de bromación también se lograron detectar dos productos 

monobromados derivados de la estrona. No se detectó por GC-MS la presencia de 

productos dibromados. 

 

Finalmente, no pudimos visualizar ningún producto halogenado para 

equilina, ni clorados ni bromados. Los compuestos que detectamos y que están en 

las figuras de los anexos tienen una relación m/z que corresponden a la 

halogenación de una impureza de la equilina con un peso de 338. Aun así, sólo 

detectamos un compuesto monoclorado y uno monobromado.  
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CONCLUSIONES 
 

• El estradiol y los estrógenos relacionados, equilina y estrona, son sustratos de 

la cloroperoxidasa de L. fumago bajo condiciones de halogenación, en 

presencia de iones cloruro o bromuro. La cinética de las reacciones de 

halogenación se puede describir con un modelo tipo Michaelis-Menten, por su 

comportamiento hiperbólico. La reacción de bromación es más rápida que la 

de cloración, debido a que el bromuro es un ión más fácilmente oxidable que 

el cloruro. 

• Los principales productos de la reacción de cloración de estradiol son 4-cloro 

estradiol y 2-cloro estradiol. De acuerdo con la cinética de reacciones limitadas 

por peróxido de hidrógeno, las dos posiciones tienen una reactividad similar, 

por lo que no hay un producto que se acumule preferentemente. Un producto 

secundario, el 2,4-dicloro estradiol, comienza a formarse una vez que el 

estradiol se ha consumido en al menos un 80%. Los datos sugieren que el 2-

cloro estradiol comienza a convertirse al compuesto dihalogenado más rápido 

que el 4-cloro estradiol. 

• El grado de halogenación de los compuestos halogenados que pudimos 

identificar por GC-MS es: 

 Clorados Bromados 

Estradiol (E2) 1 1 2 1 1 

Estrona (E1) 1 1 2 1 1 

 

• Las constantes cinéticas para las reacciones de cloración y bromación de 

equilina son muy parecidas, en contraste con lo observado para los otros dos 

sustratos en los que la diferencia estaba en un orden de magnitud. No fue 

posible identificar los productos de reacción de este estrógeno por GC-MS. 

• La reacción química usando ClO- es mucho más rápida que la enzimática (3s 

vs 3 min) y el perfil de productos es muy similar. Una ventaja de la reacción 
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enzimática es que se puede controlar cinéticamente la formación de 

compuestos monohalogenados. 

• Los productos clorados de estradiol no son sustrato de la tirosinasa, por lo que 

en teoría tienen menor potencial carcinogénico por la vía de formación de 

quinonas. 

 
PERSPECTIVAS 
 
 

• Utilizar otras técnicas de identificación de productos para visualizar todos los 

productos de reacción de equilina y su posición de halogenación (Por ejemplo, 

LC-MS, RMN) 

• Realizar pruebas de estabilidad de los productos halogenados de estrona 

(exposición a luz, T, etc.) 

• Realizar pruebas de biodegradación de los compuestos halogenados.  

• Encontrar otras halogenasas que catalicen la reacción mediante un 

mecanismo diferente. 

• Realizar las cinéticas de desaparición de los estrógenos halogenados con 

cloroperoxidasa para determinar si son sustratos de la enzima e identificar los 

productos que forman 
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ANEXOS 

ANEXO I. Identificación de compuestos por espectrometría de masas (GC-MS) 

 
Figura A1. Identificación de productos clorados de estrona. 
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Figura A2. Identificación de productos clorados de equilina. 
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Figura A3. Identificación de productos bromado de estrona. 
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Figura A4. Identificación de productos bromado de equilina 
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Anexo II. : Este proyecto se aceptó para presentar en el XVII Congreso 
Nacional de Biotecnología y Bioingeniería 
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