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1. Introduccion







Introduccién

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son unas enzimas, ampliamente distribuidas en los reinos animal y
vegetal, que catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos, utilizando el
perdxido de hidrégeno o un hidroperdxido organico como molécula aceptora de electrones. Las reacciones
en las que estan implicadas las peroxidasas son bisustrato y siguen un mecanismo ping-pong. Todas ellas
se caracterizan por tener como grupo prostético un grupo hemo tipo b (protoporfirina 1X), con Fe (lll)
pentacoordinado, que constituye el centro activo de la enzima. Estas enzimas se clasifican en peroxidasas
de mamiferos, peroxidasas catalasas y superfamilia de peroxidasas de plantas. Welinder en 1992 hizo una
clasificacion interna diferenciando en la superfamilia de peroxidasas de plantas tres clases, en funcién de
sus diferentes elementos estructurales. La clase |, compuesta por peroxidasas intracelulares de origen
procaridtico como ascorbato peroxidasas (APXs) y citocromo ¢ peroxidasa (CcP); la clase Il, compuesta por
peroxidasas intracelulares de origen flngico como lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP) y
la clase Ill, compuesta por peroxidasas secretadas por plantas superiores como peroxidasas de rabano
picante (HRP), de cebada (BP), de cacahuete (PNP), de hojas de palma africana (AOPTP), de hojas de
palma real (RPTP) y de semillas de soja (SBP), entre otras.

Las peroxidasas de plantas superiores estan implicadas en una gran variedad de procesos
fisiologicos, a lo largo de todo el ciclo vital de la planta, desde el nacimiento a la senescencia, entre los que
cabe citar crecimiento, desarrollo y endurecimiento de la pared celular, lignificacion y suberizacion,
catabolismo de auxina y defensa frente al estrés oxidativo y el ataque de patdgenos. Ademas de esta
funcionalidad dentro de la planta, son unas enzimas que se utilizan ampliamente por la industria, siendo
algunas de sus funciones: sintesis de polimeros organicos como polianilina (PANI), decoloracion de tintes
sintéticos, descontaminacion y limpieza de aguas residuales y suelos, sintesis de farmacos organicos con
alto rendimiento, electrodos enzimaticos, kits de diagnostico e inmunoensayos enzimaticos. En todos estos
procesos, la peroxidasa que se utiliza por excelencia es la peroxidasa de rabano picante (Armoracia
rusticana), obtenida de sus raices, ademas de la peroxidasa de soja (Glycine max), que presenta una mayor
estabilidad.

Recientemente, la Comisidn Cientifica de la Unién Europea ha definido a las peroxidasas como las
proteinas con mayor interés biotecnoldgico para el siglo XXI, en especial por su potencial para conservar el
medio ambiente. En esta linea, las peroxidasas pueden sustituir ventajosamente a algunos catalizadores
quimicos, agresivos o toxicos, usados hoy en determinadas industrias. Asi, a modo de ejemplos, pueden
sustituir al cloro (agresivo) en el proceso de blanqueo de papel durante su reciclaje y, también, al
formaldehido (mutagénico y cancerigeno) que se utiliza en la fabricacion de resinas fendlicas.
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Se sabe desde los primeros estudios con peroxidasas de plantas que son unas enzimas con una
elevada estabilidad térmica, quimica y frente a los cambios de pH. La isoenzima ¢ de la peroxidasa de
rabano picante (Armoracia rusticana) (CHRP) es estable en el intervalo de pH comprendido entre 2,2 'y 12,0.
A pH 2,5, la enzima posee el 50% de su actividad y, a pH 3,0, sus pardmetros en la transiciéon térmica son
En=15590,6 kJmol'y T"=344,4 £ 0,5 K (Pina et al., 2001). La isoenzima anionica de la peroxidasa de
cacahuete (Arachis hypogaea) (aPrx) es menos estable que la anterior, siendo estable en el intervalo de pH
comprendido entre 3,0 y 11,0 y siendo los parametros de su transicion térmica a pH 3,0, Ea = 274,9 + 3,6
kd molt, T" = 3159 + 0,2 K (Zamorano et al., 2004). El estudio de peroxidasas de diferentes fuentes
vegetales se sigue llevando a cabo, pero hasta el dia de hoy no se han encontrado peroxidasas méas
estables que las procedentes de las hojas de plantas tropicales tales como las palmeras. La primera que se
estudio fue la peroxidasa de palma africana (Elaeis guineensis), estable en el margen de pH comprendido
entre 2,0 y 12,0 y con unos parametros de su transicion térmica a pH 3,0 Ea =426,8 + 1,4 kJ mol,
T"=347,5 1 0,3 K (Rodriguez et al., 2002).

Aunque muchas son las peroxidasas de clase Ill caracterizadas bioquimicamente, son pocas las que
tienen una estructura tridimensional conocida. Hasta el momento, tan s6lo se conoce la estructura
cristalografica de la peroxidasa de rabano (Gajhede et al., 1997), la de cacahuete (Schuller et al., 1996) y la
de cebada (Henriksen et al., 1998). El alto porcentaje de glicosilacion dificulta su cristalizacion y protege en
muchos casos de la digestion proteolitica. Ademas, es conocido el bloqueo por piroglutamato del extremo N-
terminal de muchas peroxidasas de clase Il y la escasa homologia de las peroxidasas con otros grupos
proteicos.

Al conocer la versatilidad de estas enzimas y su elevada estabilidad térmica, quimica, y frente a los
cambios de pH, se empezaron a estudiar otras peroxidasas procedentes de distintas fuentes vegetales, y a
dia de hoy el espectro de conocimiento de estas enzimas es bastante amplio. Es cierto que algunas de estas
enzimas no presentan ningun interés, pues no mejoran las caracteristicas de la peroxidasa de rabano, pero
otras, en cambio, abren un campo de estudio y de aplicacion biotecnoldgica muy interesante, como son, las

peroxidasas de palmas.
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2.1. FAMILIAS DE PEROXIDASAS

Las peroxidasas se pueden agrupar atendiendo a dos clasificaciones. La primera las divide en funcion
de su estructura y la segunda lo hace en funcion de su secuencia de aminoacidos y de su capacidad para
unirse con diferentes iones metalicos (Smith y Veitch, 1998).

2.1.1. CLASIFICACION ESTRUCTURAL

Las peroxidasas se dividen en tres grandes superfamilias:

-Superfamilia de peroxidasas animales: Han sido caracterizadas estructuralmente la mieloperoxidasa (Zeng
y Fenna, 1992), la eosindfilo peroxidasa (Bolscher et al., 1984) y la prostaglandina sintetasa H. (Merlie et al.,
1988; Picot et al., 1994), entre otras. Todas ellas son enzimas formadas por varias subunidades, iguales o

no.

-Superfamilia de catalasas: Se engloban dentro de las peroxidasas ya que poseen un grupo hemo e
intervienen en la misma reaccion catalitica. Todas ellas son enzimas tetraméricas, condicion necesaria para
que sean funcionales. Se ha caracterizado estructuralmente la catalasa de higado de buey (Murthy et al.,
1981), entre otras.

-Superfamilia de peroxidasas de plantas: Se divide en tres grandes grupos. Esta clasificacion hecha por
Welinder en 1992, divide las peroxidasas en funcion de diferentes caracteristicas estructurales (Tabla I).
Normalmente las peroxidasas presentan una estructura secundaria mayoritaria de a-hélices, separadas por
fragmentos de longitud variable. Dentro de esta estructura se ha observado que en todas las peroxidasas de
plantas conocidas hasta el momento hay 9 residuos invariables y 22 casi invariables. Si usamos la
numeracion de la citocromo ¢ peroxidasa de levadura (CcP), estos residuos son los siguientes: Arg48 e
His52 en la hélice B, y Asn82, los tres estan en el cavidad distal del grupo hemo. Val169 e His175 en la
hélice F, y Asp235, estan en la cavidad proximal. Asp106 de la hélice D. Gly129 y Arg130 forman un puente
salino. His175 es el quinto ligando del hierro hémico y esta unido mediante un enlace de hidrogeno al
Asp235.

Las peroxidasas vegetales se clasifican en:

Clase I. Peroxidasas de origen procariético. Implicadas en los procesos de detoxificacion de la planta
(eliminacion de perdxido de hidrdgeno). Entre ellas cabe destacar la CcP de levadura, la APXs citosélica y

del cloroplasto y las peroxidasas-catalasas bacterianas (BCPX). Estas peroxidasas no estan glicosiladas, no

11

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Informe Bibliografico

tienen puentes disulfuro, ni iones Ca2*, ni sefiales peptidicas para la secrecion. El Trp191 de la CcP de
levadura esta conservado en todas las peroxidasas de clase |. Una diferencia entre las APXs y la CcP es

que ésta tiene un sitio de unién metalico, ocupado por K*y cerca del residuo de Trp proximal.

Las APXs (EC 1.11.1.11) se encuentran en el cloroplasto, solubles en el citosol, y en nddulos de las
raices de las plantas. Su pH 6ptimo de actividad oscila entre 7,5 y 8,0. Algunas son diméricas como la APX
citosolica de guisante con 249 residuos (formada por dos mondmeros unidos no covalentemente), en cambio

la APX del cloroplasto de la misma planta es monomérica.

Las BCPX se aislaron por primera vez de E. coli en 1979. Se encontraron dos isoenzimas, la
hidroperoxidasa | (HPI), un tetrdmero de 337 kDa con dos grupos hemo y la hidroperoxidasa Il (HPII). Su pH
dptimo de actividad esta comprendido entre 6,0 y 6,5. Se clasifican dentro de este grupo de peroxidasas y no
dentro del grupo de catalasas por su alta homologia con la CcP y las APXs. Las peroxidasas de plantas,
hongos y levaduras, normalmente son monémeros que contienen entre 290 y 350 residuos, en cambio las
BCPX tienen 730 residuos. Su masa molecular esta duplicada y ello es una causa de su duplicacion
genética.

Clase Il. Peroxidasas secretadas por hongos. Implicadas en procesos de degradacion de la lignina. Entre

ellas, cabe citar la LiP y la MnP de Phanerochaete chrysosporiumy la Coprinus cinereus peroxidasa (CiP).

Este grupo enzimatico tiene una sefial peptidica para la secrecion a través del reticulo endoplasmatico
cerca del extremo N-terminal. Poseen un 5% de carbohidratos, dos iones Ca2* y cuatro puentes disulfuro
altamente conservados. El residuo de Trp proximal presente en las peroxidasas de clase | es reemplazado
por Phe o Leu en las peroxidasas de clase Il. Uno de los sitios de union al Ca2*, en estas peroxidasas de
clase Il, corresponde al sitio de union al K* en las APXSs.

La LiP presenta al menos 8 isoenzimas. El maximo de absorcion de la enzima nativa se encuentra a
407 nm, su coeficiente de absortividad molar a esa longitud de onda es de 133 mM-' cm™', y posee un valor
del parametro de Reinheitzahl (Rz = A Banda soret / A 280) de 4,97. Tiene 49 residuos extras en el extremo

C-terminal con respecto a la CcP.

La MnP es una enzima monomérica de 46 kDa, con cuatro iones Ca2* y cinco enlaces disulfuro por
molécula. Los residuos Asp179, Glu35, Glu39, el propionato del grupo hemo y dos moléculas de H20 son los

ligandos de unién al Mn2*,
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La CiP es més estable que las anteriores y presenta un sitio activo mas accesible. Es una proteina
acida con un pl de 3,5 y con dos azucares unidos covalentemente, al igual que la LiP tiene 50 residuos

adicionales en el extremo C-terminal.

Clase lll. Peroxidasas secretadas por plantas. Dentro de este grupo, la enzima mas ampliamente
estudiada es la isoenzima c de la peroxidasa de rabano (cHRP), pero también se han estudiado enzimas de
otras especies vegetales tales como tomate, cebada, trigo, tabaco, nabo, cacahuete, y diferentes especies
de palmeras.

Estructuralmente estas enzimas (EC 1.11.1.7) poseen dos iones Ca?*, una sefial peptidica en el
extremo N-terminal para la secrecion, cuatro puentes disulfuro conservados, en sitios distintos a los que
aparecen en las peroxidasas de clase Il, un conjunto de hélices extra que juegan un papel muy importante
en el acceso al centro activo y un grado de glicosilacion comprendido entre el 0 y el 25%. Algunas de ellas
tienen un propéptido en el extremo C-terminal que las dirige hacia las vacuolas.

La peroxidasa de cacahuete (PNP) presenta dos isoenzimas, una anionica (aPrx) y otra catiénica
(cPrx). Esta presenta un 15% de glicosilacion, un grupo hemo por molécula de enzima y dos iones Ca2*.
Presenta un maximo en el espectro UV-Visible a 405 nm (banda Soret) con un €405 de 112 mM-' cm-'. La
aPrx posee dos cadenas de glicanos de longitud variable, en cambio la cPrx tiene cuatro cadenas.
Estructuralmente estas peroxidasas de clase Ill tienen una serie de hélices extra que no aparecen en las
peroxidasas de otras clases. En el caso concreto de la cPrx, la hélice B desaparece, en cambio, aparecen
tres nuevas hélices de pequefio tamafio adicionales, D, situada entre D y E, ademas de F"y F"', situadas
entre F y G. Los sitios de unién de los atomos metalicos varian de unas peroxidasas a otras. Los residuos
del sitio distal estan bastante conservados y son His42, Arg38, Phe41 y Asn70. La His169 es el ligando

proximal en la cPrx.

En la planta de la cebada se ha encontrado una sola isoenzima (BP1), que tiene dos glicoformas.

Presenta un 50% de homologia con otras peroxidasas de plantas.

En la planta del tabaco se han encontrado 12 isoenzimas (TcPX), entre ellas las cationicas (pl entre 8 y
11), que se encuentran en la vacuola y oxidan el acido indolacético (IAA) en ausencia de H20O., las
moderadamente anidnicas (pl entre 4,5 y 6,5), que estdn muy expresadas en tejidos dafiados, y las
altamente anidnicas (pl entre 3,5 y 4,0), que se encuentran asociadas a la pared celular.
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La peroxidasa de Arabidopsis thaliana presentas distintas isoenzimas, una de las mas conocidas
denominada Arabidopsis thaliana peroxidasa A2 que tiene un pl de 3,5, 30 residuos que forman un péptido
sefal y 305 residuos de naturaleza proteica. Esta enzima carece del residuo Asn unido a la His del sitio distal
y, en cambio, posee un sitio de N-glicosilacion en la entrada del canal que permite el acceso al centro activo

(grupo hemo).

Tabla I. Caracteristicas de las distintas clases de peroxidasas de plantas (Welinder, 1992).

Superfamilia de peroxidasas de plantas

Elementos Clase | Clase ll Clase Il
Grupo hemo Si Si Si
Carbohidratos No 0-5% 0-25%
lones metalicos No Ca? (2) Ca? (2)
Puentes disulfuro No 4 4
Sefial peptidica de N En el extremo En el extremo
P 0 . .
secrecion N-terminal N-terminal
Propéptidos en 9I No No Si
extremo C-terminal
. . . D’entre D-E
Hélices extra B’entre B-C B’entre B-C F'y F” entre F-G
. cHRP, PNP, BP1
. CcP LiP ; ' ’
Ejemplos ’ . TcPX,
APXs, BCPX MnP, CiP RPPX. AOPPX
2.1.2. CLASIFICACION POR CONTENIDO DE IONES METALICOS
Superfamilia de
peroxidasas de .
mamiferos: gIoFr)operomdasa (CPO)
lacto y mielo ¢
peroxidasa
Superfamiliade <«——— MONO HEMO DI HEMO
peroxidasas
de plantas: A A
cHRP, SBP, PNP,
RPTP, BP....
CON GRUPO HEMO
SIN GRUPO HEMO
v v
Contienen Va Contienen Se
Haloperoxidasas de Glutation peroxidasa
algas (GHS-Px)

Esquema 1. Clasificacion de las peroxidasas en funcion de la presencia de cationes metalicos en su estructura (Smith y
Veitch, 1998).
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2.2. ISOENZIMAS Y LOCALIZACION

Las peroxidasas de clase Ill se pueden encontrar en distintas partes dentro de la planta. La mayor
fuente de esta enzima son las raices del rabano picante (Armoracia rusticana), pero también las semillas
(peroxidasas de soja, arroz, alforfon, trigo,...) y las hojas (peroxidasas de palma) de una gran variedad de
especies vegetales, son fuentes importantes de peroxidasas.

Los organismos sintetizan enzimas en multiples formas, denominadas isoenzimas, para catalizar la
misma reaccion bioquimica. Presentan diferentes propiedades cataliticas, cinéticas, también diferencias en

la cadena polipeptidica, en la carga eléctrica y se localizan en distintos lugares dentro de la célula.

El primero que habld de isoenzimas fue Theorell en 1942 (Theorell, 1942), quién aislé dos isoenzimas
de la peroxidasa de rabano. En 1958 Paul (Paul, 1958, 1970) aisl6 cinco formas peroxidasicas del rabano
llamadas A, B, C, D y E, vy, posteriormente, de la isoenzima A se separaron tres fracciones (A1, A2 y A3)
(Shanon et al., 1966). Se han encontrado isoenzimas de peroxidasas en una gran cantidad de especies
vegetales.

Las isoenzimas de peroxidasas se clasifican en tres grupos:

1) Isoenzimas acidas o anionicas (pl < 7,0). Con alto contenido en carbohidratos.
2) Isoenzimas neutras o ligeramente basicas (7,0 < pl < 9,0).
3) Isoenzimas muy basicas o catidnicas (pl > 11,0). Normalmente tienen muy poco contenido en

carbohidratos.

Las isoenzimas que pertenecen al mismo grupo normalmente tienen estructuras primarias muy
similares y a veces sin cambios. Son mas significativas las diferencias entre isoenzimas que pertenecen a
distintos grupos, no sélo en la cadena polipeptidica, sino también en las propiedades cataliticas. En la HRP
hay isoenzimas anidnicas (A1 y A2), ligeramente anionicas (A3) y catidnicas (B y C). Los mapas peptidicos
tras la digestion con tripsina revelan que las isoenzimas A1y A2 son indistinguibles, que lo mismo ocurre con
las isoenzimas B y C, en cambio la isoenzima A3 tiene un mapa peptidico Unico y diferente del resto
(Shih et al., 1971).

Dentro de la célula existe una compartimentacion isoenzimatica, la cual esta relacionada con la

funcionalidad de la enzima. Las isoenzimas ani6nicas se encuentran normalmente solubles en el citoplasma,
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por lo que intervienen en las reacciones enzimaticas que en €l se desarrollan. Sin embargo, las isoenzimas

catidnicas se encuentran en la pared celular y estan implicadas en el control de su crecimiento.

La PNP, tiene dos isoenzimas, una cationica (cPrx, pl = 8,9) y otra anidnica (aPrx, pl = 4,5). Entre
ambas isoenzimas existen diferencias en su contenido de aminoéacidos, pero no se observan diferencias
estructurales ni en sus propiedades fisico-quimicas y cataliticas. Existe una variacion en la banda de
absorcion del grupo hemo (banda Soret), la cual presenta su maximo a 405 y 408 nm para las isoenzimas
cPrx y aPrx, respectivamente (Hu et al., 1990). Estas dos isoenzimas han sido localizadas en el aparato de
Golgi, amiloplastos y citoplasma y tan solo la cPrx se ha encontrado en la pared celular. La existencia de
peroxidasas en los amiloplastos esta relacionada con la degradacion de los complejos de clorofila a/b
(Hu et al., 1989).

En las semillas de cebada existen dos isoenzimas de peroxidasa, la BP1a, que esta glicosilada en la
Asn300, y la BP1b que no presenta glicanos.

La peroxidasa de sorgo (SP) presenta cuatro isoenzimas catiénicas, SPC1, SPC2, SPC3 y SPC4,
esta Ultima tiene dos glicoformas denominadas | y Il, las cuales tan sélo presentan diferencias en el

contenido o posicién de sus azucares.

2.3. ELEMENTOS ESTRUCTURALES

El nimero de estructuras cristalinas, resueltas mediante difraccién de Rayos X, es pequefio (Tabla II).
Un obstaculo muy claro para llevar a cabo dicha cristalizacion es el grado de glicosilacion de este grupo de
enzimas, problema que actualmente se ha resuelto aplicando técnicas de Biologia Molecular, donde se
expresa la proteina en un sistema adecuado y se obtiene su cadena polipeptidica sin azucares. De este
modo, las proteinas suelen difractar bien.

Las peroxidasas de plantas poseen una cadena polipeptidica de unos 300 aminoacidos, un centro
activo en el se encuentra como grupo prostético, un grupo hemo b (protoporfirina 1X) al que esté coordinado
el cation metalico Fe®*, dos iones Ca?*, cuatro puentes disulfuro invariantes entre Cys que se encuentran en
las posiciones 11-91, 44-49, 97-301 y 177-209 y son intracatenarios en la ¢cHRP (Shih et al., 1971)
(la numeracion se refiere a la cHRP, para otras peroxidasas cambia), un puente salino entre residuos
invariantes de Asp y Arg (Asp99 y Arg123 en el caso de la cHRP), y una serie de sitios de N-glicosilacion, los
cuales se encuentran en la secuencia consenso N-X-S(T), donde X puede ser cualquier residuo. Estos sitios
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de glicosilacién se situan en la superficie de giros que conectan a-hélices y siempre hacia el exterior de la

molécula. La mayor parte de las peroxidasas presentan glicanos, cuyo porcentaje oscila entre el 0 y el 25 %.

Tabla Il. Peroxidasas de plantas con estructura tridimensional conocida. Todas las estructuras corresponden a la enzima en
estado nativo. R (resolucion) y PDB (Base de datos Protein data bank).Las referencias son: [1] Ostergaard et al., 2000; [2] Mirza et
al., 2000; [3] Schuller et al., 1996; [4] Gajhede et al., 1997; [5] Berglund et al., 2002; [6] Henriksen et al., 1999; [7] Henriksen et al.,
2001 y [8] Henriksen et al., 1998.

) Longitud
Angulos  deenlace PDB Ref.
(A)

Nombre R N° Grupo

Especie Comiin Isoenzima Superficie (A) residuos  Espacial

a=46,16
AtP A2 1,45 306 P 212121 a=p=y=90° b=74,60 1PA2 1
Arabidopsis Berro ——— Recombinante ¢=8045
Thaliana a=7299
AtPN 1,90 300 P 212121 a=p=y=90° b=87,46 1QGJ [2]
c=91,37

a=48,10
Cacahuete cPrx Cultivo celular 2,70 294 P212121 a=f=y=90° b=9720 1SCH [3]
c=146,20

Arachis
hypogaea

a=159,17
b=15917 1ATS  [4]
c=114,27
a=40,35
160 308 P2:2:21 a=p=y=90° b=67,77 1HSA  [5]
Armoracia Rabano cHRP Recombinante c=117.26
rusticana a=40,30
200 308 P2221 a=p=y=90° b=6727 BATS  [6]
c=117,65
a=40_87
147 308 P2:2:21 a=p=y=90° b=6693 7ATJ  []
¢ =119,02

a=p= 90°

2,15 306 P3112 V=120°

a=106,45
b=10645 1FHF  [7]
¢ = 105,00

Glycine
max

a=p=90°

Soja SBP Recombinante 2,80 304 P31 y=120°

a=7192
Cebada BP1 Semilas 1,90 309 P21221 a=p=y=90° b=10506 1BGP  [8]
c=4095

Hordeum
vulgare

La estructura secundaria es tipo a, ya que estd formada en su mayor parte por a-hélices, aunque
existe una pequefia region formada por hojas B. Las ocho a-hélices (A-J) ocupan posiciones topologicas muy
similares en todas las peroxidasas de plantas. Existe una diferencia entre las peroxidasas de clase | y II, y
las peroxidasas de clase Ill, y es que, en éstas ultimas hay dos a-hélices adicionales (F"y F*) que juegan un
papel muy importante en el plegamiento proteico y presentan una gran variabilidad tanto en su secuencia
como en el numero de aminoacidos que poseen. En el mantenimiento de la integridad estructural de esta
region interviene el enlace disulfuro formado entre las Cys 177 y 209. En algunas peroxidasas, se ha
observado que distintos residuos de la hélice F* juegan un papel muy importante en el acceso y enlace del

sustrato al centro activo.
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Las peroxidasas poseen dos dominios, el distal y el proximal, entre los cuales se encuentra situado el
grupo hemo. También es importante destacar la presencia de un aminoacido Phe179 en el caso de la cHRP,

muy conservado en todas las peroxidasas, y que sirve para enlazar sustratos aromaticos a la proteina.

A continuacién se citaran las principales caracteristicas de los elementos mas representativos de las

peroxidasas de clase Il

2.3.1. GRUPO HEMO

Las peroxidasas de plantas tienen como grupo prostético un grupo hemo tipo b (Fig. 1), que recibe el
nombre de ferriprotoporfirina IX y contiene como atomo metalico Fe (lll). Estad formado por cuatro anillos
pirrélicos, unidos por puentes meténicos (Adak y Banerjee, 1998), y el centro de esta estructura esta
ocupado por el atomo metalico. Tiene ocho cadenas laterales, cuatro metilos en posiciones 1, 3, 5y 8, dos
vinilos en posicién 2 y 4 y dos propionatos situados en las posiciones 6 y 7. Los atomos de carbono
meténicos reciben la nomenclatura a, 3, y y 8, de manera que el Cq se sitla entre las cadenas laterales 2 y
3. El grupo ferriprotoporfirina IX recibe el nombre de acido 1,3,58-tetrametil-2,4-divinilporfina-6,7-
dipropiénico. El grupo hemo fue sintetizado por primera vez por Hans Fischer. Inicialmente el &tomo de Fe
esta tetracoordinado al unirse con cuatro N pirrélicos, desplazando dos atomos de hidrégeno, por ello la
carga neta del grupo hemo seria +1. En las peroxidasas, el &tomo metélico esta pentacoordinado, la quinta
posicion de coordinacion la ocupa una cadena lateral proximal que pertenece a un residuo de His (grupo
imidazélico). Esto hace que la reaccion catalitica ocurra en la cara distal. La union del grupo hemo a la
proteina se produce a través de la quinta posicidn de coordinacion y, ademas, existen otras interacciones
como enlaces de hidrégeno que se forman entre las cadenas laterales propionato y residuos vecinos, e
interacciones hidrofobicas entre el anillo porfirina y aminoacidos hidrofobicos.

Figura 1. Estructura del grupo hemo (www. Biomodel.uha.es).
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Los residuos implicados en el mantenimiento de la estructura del grupo hemo y en la reaccién
enzimatica estan conservados en todas las peroxidasas de clase lll y son los siguientes: en el dominio
proximal se encuentra la His169 (es el ligando axial del hierro hémico) y el Asp238, residuo en el que su
grupo carboxilato se une mediante enlace de hidrogeno al No1 de la His proximal. En el dominio distal del
grupo hemo, los residuos mas importantes son Arg38, His42 y Asn70, esta Ultima se une a la His42 por
formacion de un enlace de hidrégeno entre el oxigeno carboxilico de la cadena lateral del primero y un H del
segundo No1H. La presencia de las parejas de residuos His-Asn e His-Asp en los dominios distal y proximal,
respectivamente, es una evidencia de la duplicacion génica en las peroxidasas de plantas (Welinder y
Gajhede, 1993).

La His proximal que ocupa la quinta posiciéon de coordinacién tiene caracter anionico, debido a la
existencia de un enlace de hidrégeno entre el N¢2 del residuo His y un residuo de Asp, enlace que esta
completamente conservado. Esta propiedad del ligando axial contribuye al bajo y negativo potencial de
reduccion del hierro, lo cual establece un alto estado de oxidacion. Algunos potenciales de reduccién de
peroxidasas son de -278 mV (cHRP) (Makino et al., 1976) y -90 mV (MnP) (Millis et al., 1989), regulados por
el estado del ligando axial del grupo hemo y por la longitud del enlace Fe- N¢2. La His proximal pertenece a
una hélice F 310, que puede estar mas o menos cerca del grupo hemo, lo cual depende de la formacion de
un enlace de hidrdgeno entre las cadenas laterales de los residuos de Ser177 y Asp201. Este enlace aleja la
hélice F del grupo hemo, lo cual se ha observado en LiP y MnP. En cambio, no existe en CcP porque el
residuo de Ser177 es sustituido por Ala.

En el sitio proximal hay un aminoacido aromatico presente, Trp en peroxidasas de clase | y Phe en
peroxidasas de clase Il y lll. Mientras que el Trp es el lugar donde se forma el radical cationico del
compuesto | (Col), en el caso de la Phe tiene un potencial de reducciéon tan alto que no puede ser oxidado
por el peroxido de hidrogeno y, por ello, no estd envuelto en la formacion del radical catiénico. En las
peroxidasas de clase Il y lll, la formacién de este radical esta localizado en el centro del grupo hemo
(Banci, 1997).

Se ha observado que mutaciones en residuos del sitio proximal modifican las caracteristicas del sitio
distal. Se han creado mutantes de MnP en los que se ha modificado Asp242Glu, -Ser y Phe190Val, -Leu.
Estas mutaciones alteran la coordinacion del hierro hémico, favoreciendo la formacion de un complejo
bishistidina, lo que indica que la desprotonacion de un grupo en el dominio distal induce un movimiento de la
hélice B, hélice que contiene la His46 que se encuentra en la posicion adecuada para coordinarse con el
hierro. Este movimiento de la hélice B produce también un desplazamiento del Asp47, residuo adyacente a
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la His distal, y uno de los ligandos del ién Ca?*, por lo que tal movimiento reduce la afinidad por este i6n
(Banci et al., 1999).

La cavidad distal es el sitio de interaccion con el peroxido de hidrogeno y esté caracterizado por dos
residuos completamente invariantes que son la His y la Arg distal (Welinder, 1992), generando un hueco
hidrofilico. Cuando la His axial se une como quinto ligando al hierro hémico, empuja al atomo metélico fuera
del plano hémico, pudiéndose unir un sexto ligando axial al 4&tomo de Fe, como ocurre en el caso de la
metmioglobina. En el caso de las peroxidasas no ocurre esto porque en la cavidad hidrofilica generada por
los anteriores residuos se forma una red de moléculas de agua que forman varios enlaces de hidrégeno y

previenen la coordinacién de una molécula de agua como sexto ligando.

Los residuos distales His y Arg tienen una gran implicacion en la formacién y estabilizacion del Col. La
molécula de H20; transfiere un protén a la His distal, desprotonandose cuando la enzima es activa. Esta
conformacion es estable por la formacion del enlace de hidrégeno entre el Ne2 de la His distal y el oxigeno
de la cadena lateral de Asn84, formando este residuo, ademas, un enlace de hidrégeno con Glu78. Estos
dos residuos estan muy conservados en todas las peroxidasas.

Un mecanismo catalitico en el que se explica el papel de las cadenas laterales de los residuos His y
Arg distales fue propuesto en 1980 (Poulos y Kraut, 1980). Un atomo de N de la cadena lateral de la His N:2
actlia como un aceptor de protones, de manera que el perdxido de hidrégeno se enlaza como sexto ligando
al atomo de hierro hémico. La cadena lateral del residuo Arg estabiliza la carga durante la formacién del Col.
Si se observa la estructura cristalina del Col en la ¢cHRP se ve que el oxigeno ferrilo se enlaza mediante
puente de hidrdgeno al atomo N:H de la Arg38 y a una molécula de agua, que a su vez se enlaza mediante

la misma interaccion a la Arg38 y la His42 (Filizola y Loew, 2000).

Se ha observado por cristalografia de Rayos X que en el sitio activo las peroxidasas tienen cuatro
moléculas de agua invariantes, tres de ellas presentes en la cavidad distal, unidas mediante enlaces de
hidrégeno a los residuos hidrofilicos y formando una red muy densa. La otra molécula de agua se encuentra
en la cavidad proximal, unida mediante enlace de hidrogeno al residuo invariante de Asp. Estas moléculas

son bastante rigidas.

Las peroxidasas intervienen en multiples reacciones, y se ha observado que la formacion del Col es
mucho mas rapida cuando se usa una peroxidasa que cuando se utiliza otra hemoproteina. La diferente
velocidad de reaccion se debe a las distintas caracteristicas estructurales del grupo prostético. La peroxidasa

reacciona rapidamente con H20> (~ 107 M-' s'*) (Loo y Erman, 1975) pero la metmioglobina reacciona con
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este sustrato a menor velocidad (~ 102 M-'s*) (Yonetani y Schleyer, 1966). Esto se debe al residuo His distal
invariante que esta localizado cerca del grupo hemo y que sirve como catalizador acido-base en la reaccién
con peroxido de hidrégeno (Poulos y Kraut, 1980). Se ha sustituido el residuo His distal por Leu en CcP
(Erman et al., 1993) y por Ala o Val en cHRP (Newmyer y Demontellano, 1995), observandose que la
velocidad de formacion del Col se reduce de 5 a 6 veces. Por ello, la His distal es uno de los residuos méas

importantes en el ciclo catalitico (Nagano et al., 1996).

En el entorno del grupo hemo existe un enlace de hidrogeno altamente conservado en muchas
peroxidasas de plantas y hongos entre la His distal y un residuo de Asn, aminoacido un poco alejado de la
vecindad inmediata del grupo hemo (Asn70). Se han hecho estudios de mutagénesis en los que se ha
sustituido el residuo Asn70 por Val y también por Asp. En estos casos, las velocidades de formacion y
reduccion del Col, ademas de la velocidad de reduccion del compuesto Il (Coll), se han reducido 10, 15y 12
veces, respectivamente, ya que se evita la formacion del enlace de hidrégeno con el residuo de His distal, y
este enlace es necesario para la reaccion catalitica (Nagano et al., 1996). Los mutantes de Arg38 por Ala o
Leu disminuyen la velocidad de formacién del Col pero no tanto como lo hacen los de His (Rodriguez-Lopez
et al., 1996). Se ha observado al sustituir Arg38 por un residuo apolar, como la Leu en cHRP, que se forma
un compuesto anterior al Col llamado compuesto 0 (Fe(lll)-OOH), ya que la cadena lateral de la Leu dificulta
la ruptura del enlace O-O, generando, por tanto, ese compuesto intermedio (Rodriguez-Lépez et al., 2001).
Se han creado mutantes de CiP donde se ha cambiado la Arg51 por GIn, -Asn, -Leu y -Lys, observandose
que la carga de la Arg es esencial para desprotonar la His, que la formacion del enlace de hidrégeno
contribuye en gran medida en la formacion y estabilidad de Col, y que la estabilidad térmica y frente al pH se
reduce significativamente en todos los mutantes (Schiodt et al., 2007). Otro enlace de hidrogeno, altamente
conservado en muchas peroxidasas, es el que se forma entre la Asn70 y el Glu64, numeracion de la cHRP.

2.3.2. IONES CALCIO

Las peroxidasas de las clases Il y Il tienen dos iones de Ca?* que forman parte de su estructura
(Welinder, 1992). Los sitios de union de estos iones metélicos estan altamente conservados. Hay un idn
metalico en el dominio distal y otro en el dominio proximal del plano hémico. En el dominio proximal, el
atomo de Ca?* interacciona con ocho atomos de oxigeno del esqueleto proteico y de las cadenas laterales
de algunos aminoacidos. En LiP, interacciona con Ser177, Asp194, Asp196, Thr199 y Asp201, residuos que
estan conservados en peroxidasas de hongos. En las peroxidasas de plantas, el Asp194 corresponde al
Asp193. Este idn Ca?* no es accesible a ningun solvente, ya que se encuentra en una cavidad hermética. En
el dominio distal, el 4&tomo metalico esta unido a siete 4tomos de oxigeno de cadenas laterales y del
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esqueleto proteico, tales como la unién con Gly66-Ser70 (Gly66, Asp68 y Ser70), Asp48 y dos moléculas de
H20. Este ion metélico es més accesible a los solventes. Ambos iones metalicos son responsables del
mantenimiento de la estructura del centro activo y, por tanto, de la actividad catalitica. Hay que tener en

cuenta que un ligando del &tomo metalico en ambos dominios es el residuo siguiente al residuo His.

Inicialmente, se estudiaron las propiedades de la HRP, de sus isoenzimas A y C, en funcién de la
presencia y ausencia de atomos metalicos (Haschke y Friedhoff, 1978). Las isoenzimas Ay C de la HRP
poseen 1,4 y 2,0 moles de Ca?*/mol de enzima, respectivamente. Se retird el Ca?* proteico con un
tratamiento con hidrocloruro de guanidina (GuHCI) y acido etilendiaminotetracético (AEDT), v,
posteriormente, se intent6 restituir. Al eliminar el Ca?*, las actividades enzimaticas de las isoenzimas Ay C
se reducian al 15y 40%, respectivamente. Al restituirlo en el caso de la isoenzima A, no habia aumento de
la actividad, en cambio en la isoenzima C la actividad alcanzaba el 70%. También se observé una reduccidn
de la estabilidad térmica en ausencia de ién metalico, concluyéndose, por ello, que el ién metalico contribuye
al mantenimiento de la estructura proteica. Un aumento de Ca?* en el medio celular aumenta la actividad
enzimatica, influyendo mas en la biosintesis proteica que en el transporte (Hu et al., 1987). Los iones
metalicos provocan la conformacion activa de las peroxidasas, ya que mantienen la estructura proteica en el
entorno del grupo hemo. Asimismo, se han observado variaciones espectrales (en DC y UV-Visible) de
peroxidasas en ausencia de Ca2* (Rodriguez-Marafién et al., 1993). Se ha sustituido el Ca?* por otros
cationes metalicos, observandose que si se sustituye por un catién de radio ionico similar, como el Cd?*
(0,97 A, el Ca?* tiene un radio de 0,99 A), se puede recuperar la actividad enzimatica. Sin embargo, si se
sustituye por otros iones, tales como Mg2* (0,65 A), Hg2* (1,10 A) o Pb2* (1,20 A), no se recupera la actividad
enzimatica porque estos iones no pueden sustituir al atomo de calcio. Por tanto, el enlace del Ca2* en las
peroxidasas es bastante especifico (van Huystee et al., 1992; Xu y van Huystee, 1993). Como la eliminacion
de iones Ca?* es sencilla, esto indica que se situan en la periferia de la estructura proteica, y que estan
débilmente enlazados, lo que sugiere que interaccionan con el radical fenoxi de la tirosina en vez de con el
grupo carboxilato de los &cidos glutdmico y aspartico, ya que el enlace del metal con estos Ultimos es mucho
mas fuerte (Welinder, 1985).

Estudios estructurales de 'H-RMN indican cdmo afecta el catién metalico a la cavidad del grupo hemo
(Barber et al., 1995). En la LiP, se observa por cristalografia de Rayos X que los dos iones Ca?* se coordinan
con residuos cercanos al extremo C-terminal de hélices proximales y distales. Los iones tienen dos sitios de
unién independiente pero con una afinidad muy parecida, siendo posible que un sitio contribuya més al
mantenimiento estructural y otro a la actividad enzimatica. Los atomos metélicos se encuentran a una

distancia diferente del grupo hemo, el proximal a 13 A y el distal a 16 A. Se observa una misma respuesta a
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la unién con el dtomo metalico de los residuos de His42 y 169, residuos en lados opuestos del anillo de
porfirina, siendo la distancia Ca2*(proximal)-His169(Cp) 8 A y la distancia Ca2*(proximal)-His42 19 A. Si se
mide desde el Ca?* distal, la situacion se invierte. Los enlaces metalicos afectan a estos residuos vy, por lo
tanto, afectan las caras proximal y distal del grupo hemo. La unién de los atomos metalicos genera una

reorientacion de las hélices distal y proximal con respecto al grupo hemo.

Una gran variedad de cationes divalentes actuan como activadores o inhibidores enzimaticos. Estos
cationes pueden actuar como efectores alostéricos tomando parte en la reaccion catalitica 0 manteniendo en
la proteina la conformacién adecuada. Se ha observado, por primera vez en la peroxidasa cationica de
Euphorbia characias, una respuesta tanto a la eliminacién como a la adicién de Ca?*, de modo que si se
elimina, la actividad enzimética se reduce notablemente, pero si se adiciona al medio, la actividad aumenta
del orden de tres veces, siendo un proceso dependiente del pH, con el mayor aumento a pH 5,75 a una
concentracion de Caz* 10 mM (Medda et al., 2003). Se puede decir que un enlace enddgeno fuerte con un
atomo de calcio contribuye al mantenimiento de la estructura proteica en el entorno del grupo hemo, en
cambio un enlace mas débil con el segundo atomo actua como un potente activador. Se han observado
aumentos de actividad enzimatica al afadir otros cationes divalentes como Sr2* y Ba?*, sin embargo, la

adicion de otros, como Mn?* y Mg2*, no tiene efectos sobre la actividad enzimatica.

2.3.3. GLICANOS

La glicosilacién es un aspecto importante en el metabolismo celular de animales y plantas. Al menos
existen entre 250-300 enzimas implicadas en la glicosilacién proteica, lo cual indica la gran variedad de
glicanos que pueden existir. En plantas, el numero de glicanos en una proteina puede aumentar con la

diferenciacion, como se observa en la HRP, en cuyo caso aumenta de 7 a 11 (Harthill y Ashford, 1992).

Las peroxidasas de clase Il y Il son glicoproteinas que poseen un porcentaje de glicosilacion que
oscila entre el 0-5 y 0-25%, respectivamente. Los glicanos son importantes para el mantenimiento de la
actividad y estabilidad proteica. Los glicanos aumentan la hidrofobicidad, la cual influye directamente sobre

la actividad proteica, protegiendo, también, a la proteina de la proteolisis con tripsina.

Los glicanos estan formados por 5 azucares distintos, N-acetilglucosamina (GIcNAc), xilosa (Xyl),
manosa (Man), fucosa (Fuc) y galactosa (Gal), teniendo una longitud de entre 7 y 14 azlcares, con una
masa media de 176 Da por azucar. Las cadenas glucidicas se unen a residuos de Asn. Cada peroxidasa
tiene un porcentaje de glicosilacion diferente, la HRP tiene 7 glicanos, la SBP, 5, y las isoenzimas cPrx y

aPrx, 3 (N-60, N-144 y N-185) y 1, respectivamente (van Huystee et al., 2002). Los glicanos estan situados
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en giros a de la proteina. El glicano mas abundante y tipico en glicoproteinas de plantas es
Mana3(Mana6)(Xylp2)Manp4GIcNAcB4(Fuca3)GIcNAc-. Las glicoproteinas se sintetizan en el reticulo
endoplasmatico, se procesan en el aparato de Golgi y son secretadas por el mismo camino que otras
glicoproteinas, normalmente son proteinas de membrana, o van a parar a la pared celular o el espacio

extracelular.

Las peroxidasas son glicoproteinas, con un determinado numero de glicanos, cuya funcion depende
del sitio de union y de la peroxidasa en cuestion. Normalmente, influyen en la actividad enzimatica, en la

estabilidad térmica y en el plegamiento proteico.

Las actividades de las isoenzimas cPrx y aPrx se ven disminuidas en gran medida cuando la proteina
pierde sus cadenas glucidicas por la accion de la F-N-glicosidasa F (PNGasa F), la cual rompe los enlaces
N-glicosidicos y genera un péptido libre de carbohidratos, o la oxidacion con peryodato, la cual, hace que la
proteina sea mas susceptible al ataque con tripsina. Por ello, se observa que los glicanos son necesarios
para que la enzima sea activa y, ademas, ejercen un papel protectivo, ya que se han encontrado en la
superficie de las peroxidasas, bloqueando, por tanto, el acceso de las proteinasas e impidiendo la ruptura
proteolitica ya que protegen esos sitios potenciales de ruptura o estabilizan una determinada conformacion
proteica que impide que la proteinasa acceda a ese sitio. El tratamiento con tunicamicina, inhibidor de la
glicosilacion proteica, indica que ésta no es necesaria para la secrecidn, pero si para la estabilizacion y la
adquisicion de la conformacion activa catalitica de cada isoenzima (Hu y van Huystee, 1989).

Actualmente, se estad intentando buscar la funcién bioldgica de los glicanos en las glicoproteinas
(Glicobiologia). Estudios con HRP glicosilada y sin glicosilar demuestran que la estabilidad térmica no se
modifica por la presencia de glicanos, siendo la temperatura de transicion 57 °C en ambas proteinas. Sin
embargo, se observa que en la desnaturalizacion quimica con GuHCI, la proteina glicosilada es entre 2 'y 3
veces mas estable que la desglicosilada. Por ello, los glicanos casi no afectan su estabilidad termodinamica,
pero incrementan significativamente su estabilidad cinética (Tams y Welinder, 1996).

La cPrx presenta tres cadenas glucidicas, N60, N144 y N185, que suponen el 20% de la masa
proteica (Schuller et al., 1996). Se han hecho estudios de mutagénesis dirigida para ver el efecto que tiene
cada glicano en la actividad enzimatica, la estabilidad térmica y el plegamiento proteico. Los tres mutantes
se sintetizaron por alteracién de los tres codones que determinan los residuos donde se encuentran los sitios
de N-glicosilacion, modificandose uno en cada mutante. Los glicanos N60 y N144 disminuyen la actividad

enzimatica un 30 y 40%, respectivamente, y no tienen efecto sobre la estabilidad térmica. Sin embargo, el
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glicano situado en N185 no tiene ningin efecto sobre la actividad enzimatica pero si reduce la
termoestabilidad, pasando la temperatura media de transicién a 55 °C, de los 58 °C de las otras formas
enzimaticas. Se observa, también, que estos glicanos son importantes en la estabilizacién proteica,
incrementando todos ellos la rigidez de la proteina. Como los mutantes solo pierden un glicano, ninguno de
ellos es susceptible a la digestion con tripsina, ya que todos los glicanos tienen un importante papel de

proteccion frente a proteasas (Lige et al., 2001).

Se estan estudiando las estructuras de las cadenas glucidicas de las enzimas vegetales, ya que el
patron de glicosilacion difiere del de las enzimas animales. Se han hecho estudios con espectroscopia de
'H-RMN para elucidar la estructura de la cadena glucidica que hay unida a la N144 en la cPrx,
comprobandose que la composiciéon de azlcares en el glicano es Fuc-GlcNAc-Man-Xyl-Gal, en relacion
2:4:4:1:1 para un total de 12 azucares (Shaw et al., 2000).

La cHRP tiene ocho sitios de glicosilacion situados en giros en los siguientes residuos de Asn, N13,
N57, N158, N186, N198, N214, N255 y N268 (Veitch, 2004). En esta proteina, hay glicanos de gran tamafio
y otros de menor tamafio como ManmGIcNAc2 (m =4 a 7) y (Xyl)xManm(Fuc)GIcNAc2 (m = 2, 4, 5, 6;
f=001;x=001).

La determinaciéon de la estructura primaria de glicoproteinas de plantas es dificil por la baja
abundancia de estas especies y por su heterogeneidad. Las estructuras de las cadenas glucidicas tienen un
nucleo central, tanto en especies animales como en vegetales (Takahashi et al., 1986; Wyss et al., 1995),
formado por Mana1-6(Xylp1-2)ManB1-4GIcNAcB1-4(Fuca1-3)GIcNAcB. El andlisis de la estructura primaria
de glicoproteinas es complicado por la microheterogeneidad, sobre todo, de los azlcares terminales. En las
plantas, ésto se debe a la accion de las glicosidasas de la pared celular que se ha observado actlan sobre
glicanos en células de cacahuete (Wan et al., 1994), tomate (Morvan y Lhernould, 1996) y fresa (Faugeron et
al., 1997). Sin embargo, esta heterogeneidad no afecta a la actividad peroxidasa.

2.4. REACCION CATALIZADA POR LAS PEROXIDASAS

Las peroxidasas catalizan la oxidacién de una amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos,
usando H202 como molécula aceptora de electrones, pasando la enzima, durante el ciclo catalitico, a través
de diferentes formas. En la reaccion catalizada por la enzima estan implicados dos sustratos. La
caracterizacion de este comportamiento cinético bi-sustrato fue explicada por Robert Alberty (Alberty, 1953).

Este mecanismo recibe el nombre de mecanismo ping-pong (Cleland, 1970, 1990).
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El ciclo catalitico se describe en la Fig. 2. El perdxido de hidrogeno oxida la forma enzimatica nativa
[Fe (lll)], mediante un paso monoelectrdnico, para generar el Col, radical T catidnico (oxiferrilo porfirina).
Este Col acepta un electrén y un protén de un sustrato reductor (RH) para generar su correspondiente
radical libre (R*) y el intermedio hémico oxiferrilo denominado Coll. En el siguiente paso de reduccién
monoelectrénica del Coll, una segunda molécula de RH regenera la enzima en su forma férrica nativa. Las
constantes de velocidad ki, k2 y k3 corresponden a la formacion y reduccién del Col y a la reduccion del Coll,

respectivamente.

H;0, N R+ H,0

ka
RH

HOOC Fe(lll) SO0H

Figura 2. Ciclo catalitico de las enzimas peroxidasas. Se muestra el centro activo de la enzima férrica nativa y de sus
formas modificadas, los Col y Coll.

El ciclo de reaccion de la peroxidasa es un mecanismo ping-pong irreversible. Cuando una reaccion es
irreversible, la velocidad de reaccién de un compuesto es mucho mas alta que la velocidad de disociacion.
Los complejos que aparecen entre los sustratos y la enzima tienen una vida media muy corta y son muy

dificiles de detectar.

La primera pregunta que se planteaba al estudiar la reaccién de la peroxidasa era el estado de
oxidacién que tenia el hierro hémico y el numero de coordinacién en la enzima nativa. El hierro hémico de la
peroxidasa nativa es Fe (Ill) pentacoordinado. Inicialmente se pens6 que era hexacoordinado y que el sexto
ligando era una molécula de agua. Si esto hubiera sido cierto, en la primera reaccién se deberian liberar dos
moléculas de agua, una como consecuencia de la reduccion del perdxido de hidrégeno y otra que se habria
desplazado de la sexta posicion de coordinacion, ya que durante la primera oxidacién monoelectrénica de la
enzima se incorpora al hierro hémico un atomo de oxigeno procedente del perdxido de hidrégeno, y no es
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asi. Esta y otras evidencias, tales como estudios de resonancia magnética nuclear (RMN), resonancia
paramagnética electronica (RPE), resonancia Raman, estudios estructurales de difraccién de Rayos X y
estudios espectroscdpicos, indican distintos coeficientes de absortividad molar para la banda Soret cuando
el hierro esta penta o hexacoordinado,105 + 6 y 177 £ 9 mM-' cm!, respectivamente, ademas de la aparicién
en el espectro de toda peroxidasa de un hombro a 380 nm que indica que el &tomo de hierro del grupo hemo
estd pentacoordinado. En los Col y Coll, el hierro tiene un estado de oxidacién IV, conteniendo ambos

compuestos un grupo ferrilo (Fe'V=0).

El Col, en el que la enzima posee un grupo ferrilo y un radical catiénico porfirinico, tiene una banda
Soret con una intensidad que es la mitad de la que posee la enzima nativa, lo cual es caracteristico de toda
peroxidasa, y que se encuentra centrada a 403 nm. Este Col intermedio de la reaccion enzimatica tiene un
alto estado de oxidacion. Hay estudios que detectan, antes de la formacion del Col, la presencia de un
compuesto 0 (Co0), que se ha observado a bajas temperaturas, en el cual el Fe (lll) se une a un
hidroperéxido (Dunford, 1991).

El Coll también posee un grupo ferrilo y su banda Soret se desplaza de 403 a 420 nm, siendo la
intensidad similar a la banda Soret de la enzima nativa y apareciendo un doble pico, con maximos a 527 y
554 nm.

Se observa que el Coll es mas estable que el Col, siendo potentes oxidantes, con potenciales redox

estimadosde~+1,0 V.

Las reacciones con exceso de peroxido de hidrégeno generan la formacion de un nuevo compuesto, el
compuesto Ill (Colll), el cual también puede surgir por otras rutas. Este intermedio es un hibrido de
resonancia de Fe(lll)-superdxido y Fe(ll)-dioxigeno. Se ha publicado la estructura cristalina de alta resolucion
del Colll, en el cual el hierro hémico esta unido a una molécula oxigeno (Filizola y Loew, 2000).

En el ciclo catalitico de las peroxidasas, tienen gran importancia en la formacion del Col algunos
residuos que se encuentran distales al grupo hemo y que estan conservados en todas las peroxidasas de

plantas, tales como la Arg38 y la His42 (Berglund et al., 2002).

En ausencia de sustratos donadores, el Col(HRP) se convierte rapidamente en Coll(HRP) y éste en
enzima férrica nativa. La répida velocidad de transformacion de Coll en enzima férrica, en CcP y LiP, y en
ausencia de sustrato donador, se explica por la presencia de numerosos residuos aromaticos en la
estructura. También, en peroxidasas de origen fungico, microbiano y de plantas aparece en su estructura un
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Trp altamente conservado, localizado entre dos a-hélices, en el lado opuesto a la entrada del grupo hemo, a
8-9 A de él. Probablemente este residuo juegue un papel estructural muy importante. Se ha observado por
estudios de mutagénesis directa de W107F que este residuo esta implicado en el plegamiento proteico pero

no en la estabilidad (Gazaryan et al., 1999).

2.5. FUNCIONALIDAD DE LAS PEROXIDASAS
2.5.1. ASPECTOS FISIOLOGICOS

Las peroxidasas de plantas superiores (clase lll) estan implicadas en una gran variedad de procesos
fisiologicos a lo largo de todo el ciclo vital de la planta, desde la germinacion hasta la senescencia. Esto es
debido a la variedad de isoformas, asi como, a la alta y heterogénea regulacion de su expresion
(Passardi et al., 2005).

En el interior de una planta existen distintas isoenzimas peroxidasicas, cada una de ellas involucrada
en unas funciones dependiendo de su localizacion subcelular. Hay isoenzimas que se encuentran en la
pared celular y por ello intervienen en procesos de crecimiento y endurecimiento de la misma, y otras, en
cambio, son mas abundantes en el citoplasma y estan implicadas en reacciones de oxidacion que ocurren
en su interior. En el caso de la planta de cacahuete, existen dos isoenzimas, una cationica (cPrx) que se
encuentra en la pared celular y otra isoenzima anidnica (aPrx) que se encuentra en el citoplasma (Zheng y
van Huystee, 1992). En el caso de la planta de tabaco (Nicotiana tabacum) existen 47 isoenzimas, las
anidnicas se encuentran en la pared celular, las catiénicas en las vacuolas y la ascorbato peroxidasa se

encuentra en la fraccion soluble (Leonard y Yonetani, 1974; Schloss et al., 1987).

Las peroxidasas estan implicadas en dos ciclos cataliticos, el peroxidasico y el hidroxilico. En este
ultimo, se generan radicales libres de oxigeno, tales como *OH y HOO®, altamente reactivos y que pueden
actuar como parte de rutas de transduccion de sefiales, aumentando el niumero de aplicaciones fisioldgicas

de este grupo enzimatico.

Entre las principales funciones hay que destacar:
2.5.1.1. Crecimiento celular

Durante la germinacion de la semilla, se liberan al medio peroxidasas y radicales libres de oxigeno, los
cuales juegan un papel fundamental en la defensa de la semilla frente al ataque de patdgenos. Estas
especies se liberan aunque en el medio no existan patégenos, durante los primeros dias de vida de la planta

(Scialabba et al., 2002). Un estudio con semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) demuestra que los
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genes de las peroxidasas comienzan a expresarse tan pronto como lo hace la germinacion
(Morohashi, 2002).

El crecimiento celular esta directamente relacionado con la relajacién del grado de unién de los
componentes que forman parte de la pared celular. En este proceso de desensamblaje participan distintos
mecanismos enzimaticos, como la xiloglucano endotransglicosilasa, que libera monémeros del polimero de
xiloglucano, la expansina, que rompe enlaces de hidrégeno entre celulosa y xiloglucano, y también las
peroxidasas, que intervienen de diversas formas en la estructura de la pared celular. El nivel de H20:
enddgeno esta relacionado con los procesos de elongacion y como las peroxidasas son unas enzimas
capaces de controlar estos niveles, ellas estan implicadas en los procesos de elongacion celular. Otro factor
que regula el proceso de elongacion es el ascorbato, inhibiendo este componente las enzimas implicadas en
el endurecimiento de la pared celular. El radical *OH también esta implicado en los procesos de elongacion,
siendo generado por la reaccién de Fenton y siendo capaz de dividir los polisacaridos de la pared celular
como la pectina y el xiloglucano. La produccién de radicales *OH se lleva a cabo por reacciones no
enzimaticas de relajacion de la pared celular y también mediante el mecanismo enzimatico mediado por la
peroxidasa. La auxina también esta implicada en este proceso, ya que promueve la descarga del radical

superdxido (O2*-) y la produccidn de radical hidroxilo (*OH) (Schopfer et al., 2002).

Se conocen desde 1920 una serie de sustratos, llamados auxinas, que intervienen en el crecimiento
de la planta. La principal auxina es el IAA y las enzimas que degradan esta fitohormona inicialmente se
llamaron IAA oxidasas. Se descubrié que una peroxidasa mediaba este proceso en ausencia de perdxido de
hidrégeno afadido (Savitsky et al., 1999), y, por ello, se aceptd que las IAA oxidasas eran peroxidasas.
Durante este proceso se generan varios productos, indol-3-metanol, indol-3-aldehido e indol-3-hidroperoxido,
este Ultimo a través de una reaccién de descarboxilacidén. En el catabolismo de la auxina, en ausencia de
perdxido de hidrégeno, hay que establecer una reaccién de iniciacién que genere un perdxido por

autoxidacion del acetato inddlico. El mecanismo en ausencia de H202 es el siguiente (Dunford, 1999).

IAA" S IAAT+H (1)

IAA" - R'+CO, 2)

R' 0% rRoO™ "1, ROOH + IAA” 3)
PDO + ROOH - Col + ROH (4)

Col + IAA — Coll +1AA" (9)

Coll + IAA — PDO + |AA" (6)
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En estas ecuaciones IAA es el &cido indol-3-acético, IAA*® es el radical catiénico del acido
indol-3-acético, IAA® el radical inddlico, R* el radical escatoilo, ROO* el radical indol-3-metilhidroperdxido,
ROOH el indol-3-metilhidroperéxido, ROH el indol-3-metanol, PDO la peroxidasa en su forma nativa, Col y

Coll las distintas formas enzimaticas a lo largo de la reaccion.

En la Ec. 1, se observa la oxidacion monoelectronica del acido indolacético, en la que se forma el
radical catidnico IAA*e, el cual por descarboxilacion genera el radical escatoilo (R®) que seréa el responsable
de la formacion del peroxido (Ec. 3), que iniciara la reaccion ezimatica (Ec. 4-6).

Como la peroxidasa es la enzima responsable del catabolismo de la auxina, estd implicada
activamente en la regulacién del crecimiento de la planta. Se ha observado que la oxidacién del IAA puede
ocurrir en ausencia o presencia de peréxido de hidrégeno (Zheng y van Huystee, 1992). Por ello, la
peroxidasa a la vez que regula el crecimiento de la planta, regula también, el nivel de perdxido de hidrogeno,
lo que hace que actue como mecanismo de defensa frente al estrés peroxidativo. Cuando la planta presenta
grandes niveles de H20o, la actividad peroxidasa aumenta notablemente y, por lo tanto, se empieza a
degradar IAA con mayor rapidez, incidiendo este hecho negativamente sobre el crecimiento de la planta
(Veitch, 2004).

Las peroxidasas actuan como sistemas de defensa dentro del la planta para combatir el estrés
peroxidasico, ya que son muy eficientes en la transformacion del H.O2 en especies de oxigeno como Oz y

OH , que no son nocivas para la planta.

Otra importante reaccion de oxidacion que ocurre en el citoplasma celular por la accién de una
peroxidasa es la oxidacidén del acido ascérbico, molécula esencial en la defensa frente a especies de
oxigeno activas que han sido generadas durante otros procesos metabdlicos. Esta enzima recibe el nombre
de ascorbato peroxidasa y previene a la célula de un aumento de la concentracién de H20,. Algunos
estudios demuestran que la actividad ascorbato peroxidasa en guisante y judia esta regulada en presencia

de ozono y etileno porque estos compuestos provocan un aumento del nivel de H202 (Mehlhorn, 1990).

2.5.1.2. Lignificacion y suberizacién

Las peroxidasas, por su capacidad oxidativa, estan implicadas en la formacién de la pared celular, en
la polimerizacion de sus componentes. Estos procesos se conocen con el nombre de lignificacion y
suberizacion. La lignina representa el segundo compuesto organico mas abundante en la tierra después de

la celulosa, significando el 25% de la biomasa de una planta. El fenémeno de lignificacion esta asociado a la

30

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Informe Bibliografico

formacion de la estructura vascular dentro de la planta. La lignina es un heteropolimero amorfo
tridimensional que resulta del acoplamiento oxidativo de tres alcoholes p-hidroxicinamicos, p-cumarilico,
coniferilico y sinapilico, en una reaccion mediada por la peroxidasa (Ros Barceld, 1997; Ros Barcelé et al.,
2004). Los tres monémeros constituyentes de la lignina se diferencian en su grado de metoxilacion y las
distintas asociaciones de éstos generan distintos tipos de lignina, con diferente complejidad quimica,
habiendo aumentado dicha complejidad a lo largo de la evolucién. Las peroxidasas también estan implicadas
en la formacion de suberina, biopolimero presente en algunas paredes celulares y que modifica sus
propiedades biofisicas. Contiene un dominio polifenolico y otro polialifético, diferentes en su composicion
quimica y en su localizacion subcelular. El dominio polifénolico se forma mediante un proceso de

acoplamiento oxidativo mediado por peroxidasa (Bernards et al., 2004).

Los procesos de lignificacion y suberizacidén no son los unicos necesarios para la formacion de la
pared celular, endureciéndose ésta por uniones entre los distintos polisacaridos (fundamentalmente celulosa
y pectina) mediante enlaces difertlicos, en cuya formacion también intervienen las peroxidasas. Estas
enzimas son importantes a la hora de formar una red altamente densa que aumenta la rigidez de la pared

celular.

2.5.1.3. Mecanismos de defensa

Las plantas estdn sometidas a muchos y muy variados agentes externos, frente a los cuales se
defienden mediante su actividad peroxidasa. Los agentes pueden ser:

-Quimicos: metales pesados, pesticidas, 0 componentes de la contaminacion industrial.
-Bioldgicos: patdgenos.

-Fisicos: agresiones.

Ante estos agentes, la planta se puede defender pasivamente construyendo fuertes barreras o
activamente, mediante la produccion de radicales libres de oxigeno que ataquen o contrarresten a tales
agentes.

Los metales, como Fe y Cu, en sus formas idnicas pueden generar especies reactivas de oxigeno
mediante las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss. Pero otros metales, como Pb, Cd 0 Zn, no estan
implicados de un modo tan claro en este tipo de reacciones. Por ello, la planta lo que hace es acumular en

su interior esos metales pesados, y para ello utiliza su actividad peroxidasa, ya que por ella se forma un
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polimero fendlico capaz de atrapar estos metales como tales o a veces en forma de cristales de Cd-Ca que

se sitlian en lugares especificos dentro de la planta (Lavid et al., 2001).

Se ha observado que algunas peroxidasas son fuertemente inducidas por la presencia de metales
pesados, pesticidas y también por diferentes elementos de la contaminacion industrial y urbana. Por ello, se
puede usar el nivel enzimatico de una planta para controlar el grado de contaminacion de una zona, no solo
de peroxidasa sino también de superoxido dismutasa, de glutationreductasa o utilizando la concentracion de
ascorbato. La principal desventaja de este método es que no se sabe cual es el contaminante responsable
de dicha induccion (Klumpp et al., 2000). Las peroxidasas son muy eficientes degradando moléculas

toxicas de pesticidas como el 2,4-diclorofenol (2,4-DCF) (Agostini et al., 2003).

Las peroxidasas se activan en una planta cuando hay un ataque de patdgenos, aumentando
notablemente las concentraciones de radicales libres de oxigeno, los cuales en altas dosis son nocivos para
el crecimiento de los microorganismos. La produccién y acumulacién de aniones superoxido y de radicales
hidroxilo en la pared celular esta relacionado con la presencia de patdgenos. La actividad peroxidasa se
incrementa enormemente pasados 12 h desde la infeccidn bacteriana en el sitio de infeccion (Martinez et al.,
1998).

También existen barreras fisicas formadas por lignina que impiden la entrada de patdégenos, pero este
polimero no es la Unica barrera defensiva que existe en la planta, hay otros compuestos fendlicos distintos

morfolégicamente que forman estas barreras, y que son normalmente polimerizados por las peroxidasas.

Los tejidos se pueden dafar por ataque de un patdégeno o por la existencia de una agresion
meteoroldgica o animal. La expresion peroxidasica se activa durante la agresion y, aunque no contribuye en

la reparacion del dafio del tejido, actua como mecanismo de defensa frente al ataque de agentes extrafos.
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2.5.2. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Las peroxidasas se utilizan como biocatalizadores en la formacién de una gran cantidad de
compuestos, en biomedicina, como biosensores y en muchos tratamientos de residuos, eliminando o

reduciendo la presencia de agentes contaminantes en el medio ambiente (Esquema 2).

SINTESIS DE BIOMEDICINA

POLIMEROS Bioguimica clinica,
: Citoquimica,
ORGANICOS (PANI) Inml?noquimica

Investigacion

N\ &
NV Ny

BIOSENSORES

Mpnofenoles, BIOCATALIZADORES
Difenoles, M. fotografico,
Polifenoles, Adhesivos,
Perdxidos. Antioxidantes,
MEDIO AMBIENTE Antiestaticos,
Papel, reciclaje, vertidos, Colorantes Alimentarios

suelos y aguas.

Esquema 2. Aplicaciones biotecnoldgicas de las enzimas peroxidasas.

2.5.2.1. Electrodos enzimaticos

Las peroxidasas son unas enzimas ampliamente usadas en la construccion de electrodos enzimaticos,
ya que son capaces de utilizar el peroxido de hidrégeno para catalizar la oxidacion monoelectrnica de una

amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos.

Si la peroxidasa se inmoviliza sobre una superficie de carbono, grafito, oro, oro modificado o platino
puede haber una transferencia electrénica (ET) directa entre la superficie del electrodo y el centro activo de
la enzima. De este modo, la enzima inmovilizada en el electrodo puede ser oxidada por el peroxido de

hidrégeno y, después, reducida por electrones procedentes del electrodo.

Los biosensores de peroxidasas basados en la ET directa (Ec. 7, 8) se usan para la deteccion de
perdxido de hidrogeno y pequefias cantidades de hidroperoxidos organicos. Cuando, ademas, se inmoviliza,
el perdxido de hidrogeno en el electrodo, se puede determinar la concentracion de sustratos oxidados tales
como glucosa, alcoholes, glutamato, colina (Ruzgas et al., 1996a; 1996b).

POD(re') + H,0, - Col(re") + H,0 0
Col(re') + 26+ 2H' . POD(re") + H,0 ®)
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Cuando se inmoviliza, ademas del perdxido de hidrédgeno, un donador de electrones de naturaleza
aromatica sobre la superficie del electrodo (p-cresol, catecol, hidroquinona,...), coexisten la ET directa con la
reaccion enzimatica comun (Ec. 9-11). La forma del donador oxidado enzimaticamente (AH®) es rapidamente
reducida, por via electroquimica, por el electrodo con potencial adecuado (Ec. 12). Este proceso recibe el
nombre de ET mediada, més eficaz que la ET directa. Esto es debido a la larga distancia de transferencia
electrénica entre la superficie del electrodo y el centro activo de la enzima, unido a la desfavorable
orientacion de la molécula en el electrodo o a la baja adsorcion de la enzima por el gran porcentaje de
glicosilacion que posee (Ferapontova et al., 2001).

POD(re') + H,0, - Col(re") + H,0 9)
Col(re") + AH, - Coll(Fe") + AH (10)
Coll(re") + AH, - POD(Fe") + AH " + H,0 (11)
AH' +1e"+H' _ AH, (12)

La ET mediada puede utilizarse analiticamente para determinar la concentracion del mediador cuando
se usan concentraciones constantes de perdxido de hidrogeno. Aunque las ET directa y mediada ocurren
simultdneamente en el electrodo de peroxidasa, las moléculas enzimaticas no estan involucradas del mismo

modo en ambos procesos.

La peroxidasa mas utilizada en la fabricacion de electrodos es la peroxidasa de rabano (HRP). Se han
hecho electrodos con otras peroxidasas de plantas como la peroxidasa de tabaco, cacahuete y batata para
ver si el electrodo mejoraba, llegandose a la conclusion de que la fraccion de moléculas de enzima
implicadas en la ET directa varia notablemente de unas peroxidasas a otras. Se observa que si las
peroxidasas tienen una carga neta negativa (pl bajo), como es el caso de las peroxidasa de batata y de
tabaco, hay mas moléculas de enzima implicadas en la ET directa. En cambio, si es positiva hay un menor
numero de moléculas adsorbidas sobre la superficie del electrodo (HRP y PNP). También influye el
porcentaje de glicanos que tenga la enzima, de modo que las enzimas altamente glicosiladas tienen un
menor numero de moléculas adsorbidas sobre la superficie del electrodo y, por tanto, implicadas en la ET
directa (Lindgren et al., 2000). También las peroxidasas de hojas de palma se han usado para construir un
biosensor que monitoriza peroxidos (Alpeeva et al., 2005).

Como el porcentaje de moléculas de HRP adsorbidas sobre la superficie del electrodo no es muy alto
(50%), se han inmovilizado sobre distintos electrodos formas recombinantes no glicosiladas de la HRP,

expresadas en E. coli, observandose que el porcentaje de moléculas implicadas en el proceso de ET directa
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es mucho mayor. La HRP se une a la superficie del electrodo mediante interacciones hidrofobicas,
favorecidas por la ausencia de glicanos en la molécula enzimatica. La sensibilidad del electrodo de oro con
formas enzimaticas recombinantes es de ocho a nueve veces mas alta que con la enzima nativa, cuando no
se usa un mediador. Sin embargo, si se usa un mediador (catecol), no hay una diferencia notable de
sensibilidad entre la forma nativa y las recombinantes. El limite de deteccion para las formas recombinantes
es de 10 nM. Asi pués, el electrodo de oro con HRP recombinante es un método muy sensible para la
determinacion de peroxido de hidrégeno (Ferapontova et al., 2001). El método mas sensible para determinar
peroxido de hidrégeno es un electrodo de grafito modificado con un mediador, ya que tiene un limite de
sensibilidad de 7 nM (Wendzinski et al., 1997).

2.5.2.2. Sintesis de polimeros organicos

Presenta un gran interés la produccion de polimeros conductores. La polianilina (PANI) es uno de los
polimeros mas ampliamente estudiado por su gran estabilidad medioambiental y sus amplias propiedades
electrénicas. Tiene multiples aplicaciones, entre las que cabe destacar: construccion de baterias organicas
de peso ligero, diodos emisores de luz, pantallas 6pticas, proteccion frente a la corrosion metalica,
bioanalisis, sensores de compuestos organicos volatiles, separacion electroquimica de mezclas racémicas
usando PANI quiral, etc. (Ankara et al., 1991; MacDiarmid, 1997; Raitman et al., 2002).

La PANI es el polimero sintético electroactivo mas antiguo, su sintesis fue realizada en 1840 por
Frizsche. Se puede sintetizar quimica o enzimaticamente (Liu et al., 1999). Inicialmente, su sintesis era un
proceso quimico, en el cual el mondmero de anilina se oxidaba bajo condiciones fuertemente &cidas y bajas
temperaturas, usando persulfato amdnico como iniciador de la polimerizacién radicalaria. Durante la
polimerizacidn, se formaba la base emeraldina de la polianilina, compuesto no conductor, ya que tan solo su
forma salina es conductora. La sal de la emeraldina se obtenia por un tratamiento con acidos fuertes (&cidos
fosférico o sulfénico) de la base emeraldina, proceso denominado “dopaje”. Este método quimico presenta
dos inconvenientes, en primer lugar no se puede seguir cinéticamente ya que es una reaccion radicalaria y,
en segundo lugar, es una reaccion nociva para el medio ambiente debido al bajo pH con el que se trabaja.
Por ello, la polimerizacion enzimatica de la anilina es una alternativa atractiva para la sintesis de polianilina.
Las peroxidasas de plantas pueden oxidar la anilina, los radicales libres producidos en esta reaccion
catalitica pueden participar en distintas reacciones post-enzimaticas. La polimerizacién se lleva a cabo en
presencia de perdxido de hidrégeno como sustrato reductor. La ventaja de la polimerizacién enzimatica es
que la generacion de la polianilina dopada se lleva a cabo bajo condiciones suaves, es una reaccion ‘verde”,

compatible con el mantenimiento sostenible del medio ambiente.
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En primer lugar, se uso6 la HRP para generar PANI, pero se observo que esta enzima presenta una
baja afinidad por la anilina y pierde parte de su actividad catalitica a pH's inferiores a 4,5 (Pina et al., 2000;
Chattopadhyay y Mazumdar, 2000). Por ello, se sintetizé polianilina utilizando otras peroxidasas de plantas
tales como la peroxidasa de palma africana (AOPTP) y la peroxidasa de palma real (RPTP) (Sakharov et al.,
2003). Estas enzimas presentas una amplia estabilidad frente a la temperatura y en un rango de pH muy
amplio (Rodriguez et al., 2002; Zamorano et al., 2008). Con estas enzimas se lleva a cabo la sintesis de
polianilina en tampon acuoso a un pH 6ptimo de 3,5. La velocidad de la reaccidn aumenta con la
concentracion de anilina y no hay inhibicion enzimatica por sustrato, siendo la concentracion optima de
perdxido de hidrégeno 5 mM. Concentraciones de perdxido de hidrogeno superiores a 15 mM hacen de él un
sustrato suicida para la enzima (Sakharov et al., 2003).

La HRP se us6 para la polimerizacién de compuestos fendlicos y aminas aromaticas, dando lugar a
una serie de polimeros de nueva sintesis que eran generados en agua y en solventes organicos miscibles

con el agua (Oguchi et al., 1999).

La peroxidasa de soja (SBP) cataliza la polimerizacion oxidativa del cardanol usando metanol, etanol,
2-propanol, t-butilalcohol y 1,4-dioxano como solventes. EI mayor rendimiento (62%) se obtiene al usar el
2-propanol como solvente (Kim et al., 2003).

2.5.2.3. Decoloracion de tintes sintéticos

Los tintes son compuestos usados en las industrias del papel, fotografia e industrias textiles. Son
compuestos de origen sintético, con anillos aromaticos dentro de su estructura molecular. Se estima que hay
unos 10.000 tintes comercialmente usados y se producen 7-10° toneladas por afio. De esta cantidad,
aproximadamente entre el 10-15 % es eliminada en vertidos industriales, causando gran cantidad de
problemas medioambientales. Por ello, se aplica una variada gama de métodos fisico-quimicos para el
tratamiento de dichos tintes, tales como la oxidacion quimica, la 6smosis inversa y la adsorcién. Aunque son
métodos muy eficaces, presentan una serie de inconvenientes como son su elevado coste, limitada
aplicabilidad, gran gasto energético y la generacion de una serie de productos que también son nocivos para

el medio ambiente.

Se ha observado que la destruccion oxidativa de estos compuestos puede llevarse a cabo con el uso
de enzimas oxidasas, entre las que cabe citar la LiP y la MnP, las cuales decoloran tintes azo como el

Naranja Il entre otros (Chivukula et al., 1995).
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También se ha utilizado la HRP para la decoloracion de tintes azo como el azul Remazol y el rojo
Cibacron. Es posible el uso de estas enzimas por las estructuras aromaticas que presentan los tintes azo
(Bhunia et al., 2002). El pH éptimo de degradacion enzimatica es inferior a 6,0, pH que hace posible el uso

de peroxidasas.

2.5.2.4. Procesos de detoxificacion de suelo y aguas

Las industrias quimicas y alimentarias generan entre sus residuos una gran cantidad de compuestos
fendlicos, los cuales son altamente tdxicos y carcinogénicos, por lo que estan controlados en un gran
numero de paises, y deben ser eliminados antes de que se viertan efluentes industriales al medio ambiente
(Alder et al., 1994; Regalado et al., 2004). Asi pués, las peroxidasas se utilizan para el tratamiento de
residuos liquidos y suelos contaminados de fenoles, aminas aromaticas, compuestos clorados y metales

pesados (Arseguel y Baboulene, 1994).

Uno de los métodos usados para la eliminaciéon de tales contaminantes consiste en un proceso de
polimerizacidén usando enzimas redox. Se usa peroxido de hidrégeno como molécula aceptora de electrones
y la peroxidasa puede catalizar la polimerizacién oxidativa de fenoles, anilinas y otros compuestos
aromaticos generando oligdmeros insolubles que son faciimente eliminados por filtracion o sedimentacion
(Dordick et al., 1987) (Ec. 13). Esquematicamente,

H,0, + 2AH, + HRP — 2H,0 + HAAH (13)

siendo HAAH el producto de polimerizacion. El tratamiento enzimatico ofrece una gran especificidad y

elevada velocidad de reaccion en condiciones suaves.

Inicialmente se utiliz6 HRP para llevar a cabo los procesos de detoxificacion de agua, si bien en la
actualidad se usan peroxidasas de otras especies como soja (Caza et al., 1999) y nabo (Duarte-Vazquez
et al., 2003). El pH 6ptimo de trabajo depende de la peroxidasa que se utilice y del sustrato (fenol) a eliminar.
El rango de pH oscila entre 3 y 10, aunque con peroxidasa de soja se puede eliminar el 90% de un
compuesto fendlico trabajando a un pH 2,5. La eficacia del proceso de detoxificacion no depende solo del
pH, sino también de la concentracidn de perdxido de hidrégeno, de modo que concentraciones superiores a
1,2 mM inhiben la enzima (Duarte-Vazquez et al., 2001).

Durante los procesos de detoxificacién, la actividad enzimatica se reduce, y ello puede deberse a la

adsorcion de la enzima sobre el polimero, limitando la libre difusion del sustrato al centro activo. Para reducir
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este fendémeno, se usan aditivos como el polietilenglicol (PEG) o la gelatina, los cuales protegen la enzima

porque se unen al polimero recién formado (Cooper y Nicell, 1996; Kinsley y Nicell, 2000).

2.5.2.5. Aplicaciones analiticas: kits de diagnéstico

Con estos kits se puede cuantificar &cido urico, glucosa, colesterol, triglicéridos y acido ascorbico
(Thompson, 1987) en fluidos bioldgicos, entre otros compuestos, usando peroxidasas, sobre todo HRP,

como enzima acoplada.

La deteccidn de lactosa se lleva a cabo inmovilizando B-galactosidasa, galactosa oxidasa y HRP en
un soporte polimérico. La adicién de un cromdgeno se usa para la estimacion de lactosa en un rango
comprendido entre 20-100 g ' (Sharma et al., 2002).

El kit de determinacion de acido urico utiliza en una primera reaccion (Ec. 14) como enzima la uricasa

y en la segunda (Ec. 15) la HRP, la cual debe estar en cantidad saturante para garantizar que todo el

perdxido de hidrégeno generado en la primera reaccion da lugar a la formacién de una sustancia coloreada,

que es directamente proporcional a la cantidad de acido urico. Mediante este tipo de reacciones, se
determina también glucosa, triglicéridos y urea, entre otros compuestos.

Acido,

Urico

+ 2H,0 + O, uricasa Alantoina + CO, + H,0, (14)

H,O, + 4-aminofenazona + fenol e p-(benzoquinona)monoiminofenazona (15)

El colesterol se determina mediante un método enzimatico colorimétrico, preciso, selectivo y rapido.
Utiliza tres enzimas, colesterol oxidasa, colesterol esterasa y HRP, en formas libres e inmovilizadas sobre
una matriz, dando muy buenos resultados (Ragland et al., 2000; Malik y Pundir, 2002). En este método, el
éster de colesterol es hidrolizado por la colesterol esterasa a acido graso libre y colesterol, el cual con la
colesterol oxidasa es oxidado a colesterona y peroxido de hidrégeno, compuesto este Ultimo que, por una
reaccion parecida a la mostrada en la Ec. 15, genera quinoneimina, compuesto coloreado que se mide a una

longitud de onda de 520 nm.

2.5.2.6. Inmunoensayos enzimaticos

Estos métodos utilizan las propiedades cataliticas de las enzimas para detectar y cuantificar
reacciones inmunologicas. La enzima se encuentra unida a un anticuerpo y sera la responsable de detectar

el correspondiente antigeno. La union antigeno-anticuerpo desencadena una reaccién en la que aparece
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una sustancia coloreada por accion de la peroxidasa, normalmente la HRP, que indica la presencia del

antigeno y cuya intensidad de color servird como criterio de cuantificacién de dicho antigeno.

Estos tests, denominados ELISA o EIA (EnzimolnmunoAnalisis), se utilizan para la deteccion de
toxinas, patogenos y otros analitos como virus. Es muy frecuente su uso para la deteccion de micotoxinas
producidas por Aspergilus Niger y Penicillium Notatum (ocratoxinas) y Fusarium (toxina T2) (Ramakrishna
et al., 1990). Estas micotoxinas tienen efectos hepatotdxicos, nefrotdxicos, mutagénicos y teratogenicos en
mamiferos, y normalmente se encuentran en cereales (maiz, centeno, cebada, trigo, soja, etc). Estos tests
también se usan para la deteccion en el suero humano de virus como el virus de la hepatitis-E, el dengue, el

virus de imnumodeficiencia humana (VIH) o SIDA y algunos herpesvirus.

Estos analitos pueden ser detectados mediante el uso de otras técnicas como HPLC, pero éstas son
muy caras, lentas y requieren muestras muy elaboradas y con caracteristicas concretas. En cambio, los tests

EIA son muy simples, de bajo coste y requieren unos equipos y unos fundamentos técnicos muy sencillos.
2.5.2.7. Sintesis Organica

Las peroxidasas catalizan cuatro tipos de reacciones (Colonna et al., 1999):

1. Deshidrogenacion oxidativa
2SH+HO, — 25°+2H0 (16)

2. Halogenacion oxidativa
SH+HO +H +X - SX+2HO

(17)
X=ClI,Br,|
3. Dismutacién de peroxido de hidrégeno
2HO, - 2H0+0, (18)
4. Reaccién de transferencia de oxigeno
SH+HO, - SOH+H.0 (19)

La deshidrogenacion oxidativa (Ec. 16) es la reaccion tipica de toda peroxidasa y se lleva a cabo a
través el mecanismo expuesto en secciones anteriores. Sin embargo, la halogenacién oxidativa (Ec. 17), la
realiza en mayor medida la cloroperoxidasa (CPO), aislada del hongo marino Caldariomyces fumago, que
tiene como quinto ligando axial del grupo hemo, en vez del grupo imidazol como en la HRP, un tiolato de
cisteina que hace que esta enzima tenga unas propiedades espectroscopicas y quimicas muy similares a las

del citocromo P-450. Por ello, no solo cataliza reacciones tipicas de toda peroxidasa, sino reacciones
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caracteristicas de monoxigenasas y catalasas. Se puede decir que es la Unica que cataliza reacciones de
halogenacién (excepto fluoracién) en presencia de iones haluro y peréxido de hidrégeno. La reaccion de
dismutacién (Ec. 18), tipica de catalasas, se lleva a cabo por CPO y en menor medida por HRP. Las
reacciones de transferencia de oxigeno (Ec. 19) son las mas importantes desde el punto de vista
biotecnolégico, ya que con ellas se pueden sintetizar productos naturales, quimicos, farmacéuticos y

agricolas muy importantes industrialmente. Entre estas reacciones, hay que destacar:

- Oxidacion de heteroatomos, tales como, S y N.
- Epoxidacion.

- Oxidacién de enlaces C-H (oxidacion alilica, bencilica, alcoholica e indélica).

Lo mas importante de este tipo de oxidaciones es que el atomo de oxigeno se introduce, en
condiciones suaves y controladas, en un sustrato organico enantioselectivamente, siendo, por ello,
reacciones de bajo coste y compatibles con el medio ambiente. El grupo funcional sulfoxido tiene distintas
actividades bioldgicas y algunos sulfoxidos, puros, presentan un gran interés farmacéutico. La oxidacion de
S es llevada a cabo por distintas enzimas, HRP, CcP, microperoxidasa y lactoperoxidasa. Con la HRP la
enantioselectividad de la reaccion mejora notablemente cuando se modifica, por ingenieria genética, la
enzima y se sustituye la Phe41 por Leu, siendo, en este caso, el exceso enantiomérico el 94%. Sin embargo,
la CPO es la enzima preferida en este tipo de reacciones ya que presenta una alta enantioselectividad,
oscilando el exceso enantiomérico (ee) entre el 97-100%. La oxidacion de N también la realiza la CPO pero

los rendimientos son menores, entre el 30-70%.

Las reacciones de epoxidacion e hidroxilacion se llevan a cabo por la CPO. La hidroxilacién enzimatica
es la responsable de la produccién de tres importantes medicamentos que se obtienen con un rendimiento
del 70%, la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), la D-3,4-dihidroxifenilglicina y la L-epinefrina. La CPO es
capaz de transformar los alcoholes alilicos, bencilicos y propargilicos en sus correspondientes aldehidos
usando H202 como oxidante y a veces oxidar éstos a sus acidos. También hay que destacar la oxidacion
inddlica, cuyo método quimico requiere una gran cantidad de pasos y, sin embargo, su método enzimatico es

mas sencillo y proporciona unos rendimientos significativos.

Las reacciones anteriormente mencionadas facilitan la sintesis de muchos productos organicos vy,
ademas, permiten reacciones regio y enantioselectivas. Si se comparan las peroxidasas con monoxigenasas

y la citocromo P-450, las primeras trabajan de un modo mas econémico porque usan H.O> y otros perdxidos
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como oxidantes, en vez de O.. Ademas, las reacciones ocurren en condiciones suaves y son compatibles

con el medio ambiente.

2.6. ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas naturales que, en general, poseen una composicion fija y una
estructura ordenada que esta relacionada con su funcién bioldgica. Esta conformacién unica se denomina
estado nativo y aparece cuando la macromolécula se encuentra en unas condiciones termodinamicas
similares a las del medio fisiolégico en el que desempefia su funcion. Toda la informacién necesaria para
conocer la estructura tridimensional de una proteina se encuentra en su estado nativo (Anfisen, 1973). Sin
embargo, la formacién de esta estructura no esta del todo comprendida y su estudio es de gran importancia,
puesto que muchas patologias tienen su origen en un plegado incorrecto o “misfolding” de las proteinas.
Conocer por qué las proteinas adoptan una estructura tridimensional y no otra, que podria ser ain mas
estable, es un problema todavia sin resolver. Por ello, se intenta encontrar una explicacién fisico-quimica

sobre la estabilidad de la conformacion nativa (Creighton, 1990).

Por cambios de su entorno, las proteinas faciimente pueden perder su estructura tridimensional o
estado nativo. Este proceso se conoce con el nombre de desnaturalizacion y se puede deber a diversos
factores, tales como una variacién de pH, de temperatura o la adicién de agentes desnaturalizantes, como la
urea o el GuHCI. Esta desnaturalizacion puede ser de dos tipos: reversible, cuando la proteina recupera el
estado nativo al eliminar la causa de la desnaturalizacién, o irreversible, cuando la proteina pierde su
estructura tridimensional y aun eliminando la causa de la desnaturalizacion no la vuelve a recuperar, no
pudiendo por tanto volver a realizar su funcidn biolégica. Los factores desnaturalizantes no afectan de igual
modo a todas las proteinas, por ello el estudio del efecto que cada uno de ellos ejerce en la proteina puede

ayudarnos a entender el proceso de su plegamiento.

La deteccion y caracterizacion de estados intermedios es un aspecto fundamental en el estudio del
plegamiento de las proteinas, ya que se admitia que las proteinas adoptaban varias formas intermedias
durante dicho proceso antes de llegar a adquirir su estructura nativa funcional (Arai y Kuwajima, 2000). El
intermedio méas conocido se denomina glébulo fundido o “molten globule” (Ptitsyn et al., 1987; Kuwajima
et al, 1989), estado caracterizado por tener una estructura secundaria bastante ordenada, una forma
compacta comparable a la de las proteinas nativas, pero sin estructura terciaria bien definida. En muchas

ocasiones, la desnaturalizacion parece una transicion entre dos estados, sin apreciarse la existencia de
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estados intermedios. Sin embargo, trabajando en determinadas condiciones en el proceso de

desnaturalizacién, se puede observar el “molten globule”.

Desde hace 50 afios se conoce que la fuerza dominante del plegamiento proteico es la debida al efecto
hidrofobico, sin olvidar la importancia que también tienen los enlaces de hidrégeno, y que la mayor fuerza
desestabilizadora es la entropia conformacional. Cuando una proteina globular se encuentra en forma nativa
(plegada), el 81% de las cadenas laterales de los residuos no polares (Ala, Val, lle, Leu, Met, Phe, Trp y
Cys), el 70% de los enlaces peptidicos, el 63% de las cadenas laterales de los residuos polares (Asn, Gin,
Ser, Thry Tyr) y el 54% de las cadenas laterales cargadas (Arg, Lys, His, Asp y Glu) se encuentran en el
interior proteico, lejos del contacto con el agua. Ello da lugar a la formacién de enlaces de hidrégeno e
interacciones de tipo hidrofébico intramoleculares. El estado plegado se estabiliza normalmente por el fino
empaquetamiento del 80% de los enlaces peptidicos y las cadenas laterales de los residuos de naturaleza
apolar. El estado nativo (N) es s6lo marginalmente mas estable que el estado desplegado bajo condiciones
fisiologicas (2-10 kcal mol!). Cuando una proteina se despliega, una gran cantidad de grupos peptidicos y
cadenas laterales quedan expuestos al disolvente, cuando antes no lo estaban, y, ademas, aparece un

mayor nimero de huecos o cavidades en la estructura proteica desplegada (U).

2.6.1. FUERZAS QUE INTERVIENEN EN LA ESTABILIDAD PROTEICA

Las proteinas en su estado nativo poseen su mayor funcionalidad, siendo cierto que para desempefiar
bien dicha funcidn su estructura debe ser ligeramente flexible. Por ello, todas las fuerzas que contribuyen a
mantener su estabilidad son importantes (Dill, 1990). Tales interacciones son las siguientes:

2.6.1.1. Entropia conformacional

Es la principal fuerza desestabilizadora de la conformacién proteica. La rotacion alrededor de los
enlaces proteicos tiene mayor numero de grados de libertad cuando la proteina se encuentra en estado U, y

ello desestabiliza |a proteina.

2.6.1.2. Interacciones electrostaticas: pares idnicos y puentes salinos

Se define un par idnico como la interaccion entre dos residuos con carga opuesta (Asp y Glu con Arg,
Lys o His). Ese par ionico pasa a ser un puente salino cuando los centroides de los grupos cargados, de los
dos residuos de carga opuesta, se encuentran a una distancia de 4 A, y cuando al menos un atomo de
oxigeno carboxilico de la cadena lateral de Asp/Glu se encuentra a una distancia de 4 A de un atomo de

nitrogeno de Lys/Arg/His.
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En una proteina en estado plegado, normalmente los grupos hidrofébicos se encuentran en el interior y
los hidrofilicos en el exterior. No obstante, hay una proporcion de estos Ultimos que se encuentran en el
interior proteico y forman entre ellos interacciones muy favorables como son los enlaces de hidrégeno y los
puentes salinos. Estos puentes salinos se forman entre residuos de carga opuesta (Asp y Glu con Arg, Lys o
His) y su geometria es un factor critico para determinar su estabilidad. Ademas, en ausencia de disolvente,
las interacciones electrostaticas entre las cadenas laterales de los residuos que forman el puente salino y de
estos puentes con residuos vecinos son més fuertes en el interior proteico (Kumar y Nussinov, 1999). Estas
interacciones pueden estabilizar o desestabilizar las proteinas, ya que son multiples sus variantes, pudiendo
estar internos o en la superficie proteica, formar ademas enlaces de hidrogeno, estar aislados o formando
parte de una extensa red de interacciones electrostaticas, etc. La mayor parte de ellos estabilizan la proteina
en estado nativo con una contribucion de aproximadamente 3,5-4,0 kcal mol! (Kumar y Nussinov, 1999;
Hendsch y Oidor, 1994). Estudios de mutagénesis de puentes salinos (Glu34-Lys38) en la proteina de union
al ADN, HU de Bacillus stearothermophilus (Kawamura et al., 1997), indican que estas interacciones

incrementan la estabilidad térmica y que este efecto es mas marcado en proteinas termofilas.

A pH neutro, como norma general, son mas numerosas las interacciones de tipo atractivo que las
repulsivas, por ello, éstas contribuyen a la estabilidad proteica. Estudios més recientes han concluido que
estas interacciones también contribuyen a la estabilidad de los estados desplegados, por lo que su
contribucion neta a la estabilidad proteica es pequefia (Pace et al., 2000). Los pares idnicos de la superficie
proteica contribuyen con menos de 1 kcal mol* a la estabilidad (Marti y Bosshard, 2003), en cambio los
puentes salinos contribuyen con mas de 4 kcal mol' (Anderson et al., 1990). Hay que tener en cuenta que
como el nimero de puentes salinos suele ser pequefio, la contribucion de éstos a la estabilidad también lo

€es.

2.6.1.3. Interacciones hidrofobicas

Las interacciones hidrofébicas son las interacciones que aparecen entre dos residuos apolares que se
encuentran en el interior proteico, siendo responsables del proceso de plegamiento. En principio se pensé
que eran las fuerzas dominantes de la estabilidad proteica, pero se ha comprobado que los enlaces de
hidrégeno y las interacciones de van der Waals de los grupos polares contribuyen casi del mismo modo
(Dill, 1990). Muchos estudios de mutagénesis dirigida de diversas proteinas, en los que se ha sustituido un
residuo apolar por otro de la misma naturaleza pero de menor tamafio, han concluido que la reduccién del
tamafio del residuo y, por tanto, de la interaccién hidrofébica, al quedar en el interior proteico huecos de

mayor tamafio, desestabilizan la molécula proteica aproximadamente en 1,5 £ 0,5 kcal mol! (Pace, 1992).
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Estos valores son muy préximos a los que aparecen cuando desaparece un enlace de hidrégeno. Los
residuos apolares de la proteina se orientan hacia el interior de la molécula, alejandose la mayor distancia
posible del agua y produciendo, por tanto, un aumento entrépico, ya que si estos residuos se situaran en
contacto con el agua, dichas moléculas se unirian mas entre ellas formando una especie de jaulas e
intentarian alejarse lo méas posible de dichos residuos apolares (Pace, 1992). Este aumento de entropia del

disolvente genera una parte de la energia significativa que dirige el plegamiento proteico.

2.6.1.4. Enlaces de hidrogeno y grupos polares internos

En una proteina desplegada, muchos grupos polares forman enlaces de hidrégeno con moléculas de
agua. En cambio, en una proteina plegada, la mayoria de los grupos polares forman uno o mas enlaces de
hidrégeno intramoleculares con otros grupos polares o apolares del interior proteico. En las proteinas
plegadas, suele existir un promedio de 1,1 enlaces de hidrégeno por residuo (Stickle et al., 1992). Los
enlaces de hidrogeno mas frecuentes son >C=0e+H-N< (68,1%), >C=0c++Cadena lateral (10,9%),
>H-Nes«Cadena lateral (10,4%) y Cadena lateralss*Cadena lateral (10,6%) (Stickle et al., 1992). La energia
del enlace de hidrégeno depende de la constante dieléctrica y de su geometria. Una gran parte de los
estudios experimentales indican que cada enlace de hidrégeno intramolecular contribuye entre 1 y 2
kcal mol a la estabilidad proteica (Myers y Pace, 1996). Todos los estudios de mutagénesis dirigida, que
han sustituido un residuo polar (Thr) por uno apolar (Val), indican que la proteina con genotipo salvaje es
mas estable que la proteina con la mutacion en ~ 2 kcal mol-! (Pace, 2001). En otras ocasiones, la mutacién
contraria, de apolar por polar (Val por Thr), no estabiliza la proteina, sino que ejerce el efecto contrario. Por
ello, la contribucién de un grupo polar interno depende, en gran medida, del entorno. Los grupos apolares
internos, generalmente, estabilizan la proteina en estado nativo. Sin embargo, los grupos polares internos
estabilizan el estado nativo sélo cuando el sitio estd acomodado para albergar ese residuo. Normalmente, si
estos grupos forman enlaces de hidrégeno, contribuyen favorablemente a la estabilidad proteica, debido a un
aumento de la densidad de empaquetamiento en el interior proteico que incrementa la contribucién de las
fuerzas de van der Waals, las cuales juegan un papel muy importante en la estabilidad proteica. Inicialmente
se pensaba que los grupos apolares internos (efecto hidrofobico) eran la fuerza dominante en la
estabilizacion de proteinas globulares. Estudios posteriores indicaron que no era asi y que los grupos
polares internos contribuian mas a la estabilizacién proteica. En una proteina nativa, la densidad de
empaquetamiento es muy alta y, como consecuencia de ello, las fuerzas de van der Waals son mas grandes
en estado nativo que en el estado desplegado. Ademas, a estas fuerzas contribuyen en mayor medida los
residuos polares que los no polares. Por ello, los enlaces de hidrogeno, de manera indirecta, incrementan la
densidad de empaquetamiento (Schell et al., 2006).
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2.7. ESTABILIDAD DE LAS PEROXIDASAS

La cHRP es la peroxidasa hémica mas estudiada. Desde que se descubrié su elevada estabilidad, se
comenzo a utilizar en multiples aplicaciones biotecnoldgicas y se comenzaron a estudiar cuales eran los
componentes estructurales responsables de esta gran estabilidad, comparandose con otras peroxidasas. Se
ha comprobado que las estructuras secundaria y terciaria de la HRP es similar a las de PNP, ARP
(Arthromyces ramosus peroxidasa), LiP y CiP.

Son muchas las peroxidasas de clase Ill caracterizadas estructural y bioquimicamente, y muy variados
los estudios que indican la estabilidad térmica, quimica y frente al pH de estas enzimas. Aunque la HRP es
la primera que se caracterizd y la mas empleada industrialmente, en los Ultimos 15 afios se han encontrado
peroxidasas en otras especies vegetales mucho mas estables que la cHRP y con un futuro biotecnoldgico

muy prometedor.

Si se compara la estabilidad frente a diferentes agentes desnaturalizantes de la ¢HRP con la CcP,
perteneciente a la clase |, se observa por dicroismo circular en el UV que la cHRP mantiene el 50% de su
estructura secundaria en presencia de urea 8 M (Pappa y Cass, 1993) y la pierde en presencia de
hidrocloruro de guanidina (GuHCI) 1,2-2,7M. Sin embargo, la CcP pierde su estructura secundaria en
presencia de urea 3,4-5M y de GuHCI 1,2-2,7M, siendo en ambas proteinas la pérdida de la estructura
secundaria un proceso reversible de dos estados (N«<»U) y observandose que es mas estable la cHRP
(Tsaprailis et al., 1998).

En las hemoproteinas, la fluorescencia intrinseca del Trp es una medida indirecta de la transferencia
de energia entre el residuo aromatico y el grupo hemo. Cuando se altera la cavidad del grupo hemo, se
altera dicha transferencia energética, reduciéndose, y aumentando la intensidad de fluorescencia, lo cual va
normalmente acompafiado de un desplazamiento batocrémico del maximo de fluorescencia. Este hecho se
observa en ambas proteinas, en el caso de la CcP el maximo se desplaza a 350 £ 2 nm en urea 5,5 M o
GuHCI 2,2 M, y en el caso de la cHRP se desplaza a 348 £ 2 nm en GuHCI 2,6 M. Cuando se trata la HRP
con AEDT (2 mM, 18 h), agente quelante de los iones Ca?*, la enzima se vuelve mas sensible a la
desnaturalizaciéon quimica (GuHCI 0,45M), por lo que estos iones estan muy implicados en la estabilidad
proteica. Si se trata la enzima con ditiotreitol (DTT) (30 mM, 18 h), agente reductor de los enlaces disulfuro,
se observa, también, una mayor sensibilidad a la desnaturalizacion quimica (GuHCI 1,9M). Estos resultados
sugieren que los enlaces disulfuro contribuyen menos a la estabilidad termodindmica que los iones Ca2*.

Estos elementos hacen que las peroxidasas de clase Il sean mas estables que las de clase | y II.
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Se observa en la desnaturalizacién quimica con urea de la HRP que, al usar bajas concentraciones del
agente desnaturalizante (0,01-1M), no hay alteracion alguna en su estructura secundaria ni en su actividad

enzimatica, alterandose, sin embargo, su estructura terciaria (Emdadul Haque et al., 1999).

Estudios de espectroscopia de IR han demostrado que la HRP retiene su estructura desde
temperatura ambiente (TA) a 10 K. Los cambios que se observan en las bandas de los enlaces amida se
atribuyeron a un aumento de enlaces de hidrégeno entre estos grupos y el agua al que estan expuestos a
esas bajas temperaturas (Kaposi et al., 1999).

Las peroxidasas son enzimas altamente estables. Se ha observado que otras enzimas que poseen el
mismo grupo prostético (hemo b), como la metmioglobina, no poseen esa estabilidad, como consecuencia de
la secuencia de amino&cidos de la enzima y de las interacciones que existen entre estos aminoacidos. Ya se
explicd anteriormente que en el entorno del grupo hemo hay residuos altamente conservados entre los que
se forma una red de puentes de hidrogeno, habiéndose estudiado como afectan éstos a la estabilidad
proteica mediante técnicas de DC y fluorescencia (Chattopadhyay y Mazumdar, 2000).

Los cambios en el espectro DC en la region de 222 nm corresponden a cambios en la estructura
secundaria, atribuyéndose, no solo, esta banda a los enlaces peptidicos sino también a los residuos
aromaticos (CHRP tiene 26: 5 Tyr, 1 Trp y 20 Phe), y los cambios en la regiéon de 400 nm (banda Soret) a
cambios en la estructura terciaria alrededor del grupo hemo. La desnaturalizacion térmica, seguida por
medidas de DC, indica una primera modificacion de la estructura terciaria entre 35-55 °C, manteniéndose
completamente intacta la estructura secundaria (pre-globulo fundido), una segunda modificacion de la
estructura terciaria (pérdida del grupo hemo) entre 50-93 °C que va acompafiada de una alteracién completa
de la estructura secundaria. Se observa que la estabilidad térmica desciende al tratar la enzima con DTT o
con AEDT, asi como con el pH, ya que al modificar éste se distorsiona la red de enlaces de hidrégeno que
hay en el entorno del grupo hemo. En este sentido, su estructura se mantiene intacta a pH 6,5, la estructura
terciaria se empieza a distorsionar a pH 5,5, sin embargo la secundaria lo hace a pH 4,5. Por ello, se
concluye diciendo que los enlaces de hidrégeno, también, son unos elementos necesarios para la alta
estabilidad proteica. Al igual que la denaturalizazién térmica, la desnaturalizacién quimica con GuHCI pasa
por un estado intermedio (pre-globulo fundido). Sin embargo, el proceso de desnaturalizacion corresponde a
una transicion simple entre dos estados: el nativo y el desnaturalizado en el caso de la apo-HRP (Pappa y
Cass, 1993). Se observa que la desnaturalizacién quimica es un proceso reversible. En cambio en la
holo-HRP, la desnaturalizacién ocurre en dos pasos, en primer lugar se modifica la cadena polipeptidica y,
en segundo lugar, pierde el grupo hemo. Cuando se renaturaliza, primero recupera su estructura secundaria
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y, finalmente, incorpora el grupo hemo. Normalmente, hay que afiadir hemo al medio de renaturalizacién
porque hay parte que sufre agregacion vy, si esto ocurre, la proteina no recupera la actividad maxima,

indicando que el grupo hemo no es necesario para el plegamiento proteico.

Otros estudios han demostrado la elevada estabilidad de la HRP frente al pH (2,2-12,0) vy, por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), se ha estudiado la desnaturalizacion térmica al pH extremo de 3,0,
donde la proteina alin mantiene su estructura y actividad intacta. La cHRP tiene una T " de 344,4 K'y una Ea
de 38,4 kcal mol' (Pina et al., 2001). Se observa que esta desnaturalizacion térmica es un proceso
irreversible y dependiente de la velocidad de barrido, lo cual sugiere un control cinético. Se observa,
también, que la enzima pierde actividad enzimatica con el aumento de temperatura, observandose, también,
cambios en su estructura secundaria y en el entorno del Trp117 por medidas de DC a 222 nm y de
fluorescencia (Aexc = 297 nm), respectivamente. Por medidas de DC, se puede estimar el contenido de
estructuras secundarias en una proteina. La ¢cHRP, en estado nativo a pH 3,0 tiene abundancia de a-hélices
(42%), un 11% de hojas B, un 21% de giros y un 26% de estructuras desordenadas. En cambio, cuando la
proteina se desnaturaliza térmicamente, se reducen en gran medida las a-hélices (27%), existe un 17% de
hojas B, un 18% de giros y aumentan las estructuras desordenadas (38%). El incremento de hojas  se
debe, posiblemente, a un proceso de agregacién intramolecular, lo cual va acompafiado de un aumento de

la turbidez durante el proceso de agregacién (Pina et al., 2001).

Estudios similares a los anteriores de la aPrx indican que el proceso de desnaturalizacién térmica a
pH 3,0 es irreversible y se ajusta a un modelo cinético simple de dos estados, como en el caso de la cHRP.
La aPrx tiene una T “de 315,6 K y una Ea de 68,6 kcal-mol! (Zamorano et al., 2004). El contenido de
estructuras secundarias de la aPrx en estado nativo es mayoritario en a-hélices (47,2%), un 6,2% hojas f3, un
26,6% de giros y un 20% de estructuras desordenadas: En la proteina desnaturalizada, se reducen
notablemente las a-hélices (30,4%), existiendo un 9,0% de hojas B, un 23,2% de giros y aumentando las

estructuras desordenadas (37,4%). La cHRP es mas termoestable que la aPrx.

La SBP tiene una estabilidad térmica superior a la cHRP. La desnaturalizacidn térmica también es un
proceso irreversible y ocurre a 90,5 °C (pH 8,0), en cambio la ¢HRP lo hace en las mismas condiciones a
81,5 °C y la CcP a 65,0 °C (McEldoon y Dordick, 1996). Otros estudios comparativos de cHRP y SBP
indican que en la segunda la estabilidad térmica se reduce notablemente al afiadir agentes quimicos, siendo
la variacion lineal, lo cual indica que ambos factores alteran del mismo modo la estructura proteica. La SBP
se desnaturaliza completamente con GuHCI 7,5 M. Al utilizar DTT, a pH neutro, la T se reduce de 86 a
75 °C en SBP, y de 74 a 65 °C en cHRP. Por ello, los enlaces disulfuro contribuyen un 13 y un 12 % a la
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estabilidad térmica en SBP y cHRP, respectivamente. En cambio, si se elimina el grupo hemo de la SBP, se
observa que la Tr cae a 38 °C, siendo, por ello, la contribucidn del grupo hemo a la estabilidad térmica del
65%. La pérdida de la estructura terciaria mediante desnaturalizacidn térmica a pH neutro, por medidas de
elipticidad molar a 410 nm ([6]s10), registra dos transiciones tanto en SBP como en cHRP, a 43 y 45 °C,
respectivamente, lo cual genera una reduccion de la elipticidad observada del 13% en SBP y del 30% en
cHRP, lo que indica que la cavidad hémica es mas estable en la SBP vy, por tanto, mas resistente a la
desnaturalizacién térmica. El descenso de pH, tanto en SBP como en cHRP, reduce la estabilidad térmica
porque altera enlaces de hidrogeno, estabilizadores tanto de la estructura secundaria como de la cavidad
hémica. Si se comparan los parametros termodinamicos, se encuentra que AG°(H20)sgp es de ~43 kJ mol*,
en cambio, el AG°(H20)cre es de ~17 kJ mol, indicando que la estabilidad conformacional de la SBP es
2,5 veces mayor que la de cHRP (Amisha Kamal y Behere, 2002).

La peroxidasa de cebada (BP1) también se ha caracterizado estructural y funcionalmente. En ella se
observa una estabilidad en un margen de pH 3,0-11,0, modificandose, sin embargo, su banda Soret con el
pH, en ese intervalo. Es una enzima térmicamente muy estable, con una temperatura de transicion de
75 °C (pH 6,6) y de 67 °C (pH's 4,0 y 8,3) (Rasmussen et al., 1997).

Una peroxidasa recientemente estudiada es la peroxidasa de alforfon (Fagopyrum esculentum),
especie vegetal que se usa para la fabricacion de tallarines en Japdn. Se han encontrado en ella dos
isoenzimas, POXI y POXII, las cuales tienen una estabilidad térmica no habitual en las peroxidasas de
plantas. La POXI es mas estable, manteniendo su actividad entre 0-30 °C pero a 40 °C perdiendo mas del
50%. La POXII es estable entre 0-20 °C y, por encima de 30 °C, el 50% de la enzima se encuentra en estado
desnaturalizado (Suzuki et al., 2006).

El sorgo, quinto cereal utilizado a nivel mundial después del arroz, maiz, trigo y cebada, contiene como
isoenzima mayoritaria una peroxidasa catidnica (SPC4), de la que existen dos glicoformas | y II, con masas
moleculares de 34 y 35 kDa y porcentajes de glicosilacion de 3,0 y 6,7 %, respectivamente. Su estructura
secundaria esta compuesta principalmente por a-hélices (42 £ 6%), hojas B (35 + 7%) y giros B (24 + 7%),
valores similares a los de otras peroxidasas de plantas. Mantiene su actividad enzimatica a 25 °C en un
margen de pH comprendido entre 3,0 y 7,0. Su estabilidad térmica aumenta notablemente al afiadir 0,7 mM
CaCl,. Sin calcio afiadido, Tm es de 67 °C, y al adicionarlo aumenta a 82 °C. En las mismas condiciones, la
SBP, la més estable térmicamente, tiene un T de 90 °C. No se observan cambios en la estructura
secundaria de la SPC4 al afiadir el cation metélico, disminuyendo, sin embargo, la intensidad intrinseca del
Trp y generandose un cambio en las propiedades eléctricas en torno al grupo hemo (Dicko et al., 2006).
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Un grupo de peroxidasas con estabilidades muy altas son las que se encuentran en las hojas de
plantas tropicales como las palmeras (Sakharov, 2003). En los ultimos afios, el nimero de peroxidasas de
palmas que se estan caracterizando ha aumentado notablemente. Entre ellas podemos citar la peroxidasa
de palma real (Roystonea regia), palma africana (Elaeis guineensis), palma datilera (Phoenix dactylifera) y

palma Chamaerops excelsa, todas con elevada estabilidad térmica y frente a los cambios de pH.

La primera peroxidasa de palma completamente caracterizada fue la peroxidasa de palma africana
(Elaeis guineensis). Su desnaturalizacion térmica a pH 3,0 es irreversible, dependiente de la velocidad de
barrido y es, por tanto, un proceso controlado cinéticamente, como ocurria con la cHRP (Pina et al., 2001) y
la aPrx (Zamorano et al., 2004). La AOPTP tiene una T ‘de 347,5 Ky una Ea de 99,7 kcal mol-' (Rodriguez
et al., 2002). Es estable en el margen de pH 2,2-12,0. Por ello, es la peroxidasa mas estable caracterizada
hasta el momento. El contenido de estructuras secundarias de la AOPTP intacta a pH 3,0 es de un 14,9% de
a-hélices, 37,8% de hojas B, 20,2% de giros y 29,7% de estructuras desordenadas. Sin embargo, la proteina
desnaturalizada térmicamente a ese mismo pH posee un 11,7% de o-hélices, 23,1% de hojas 3, 14,3% de
giros y 49,6% de estructuras desordenadas. Se observan grandes diferencias con otras peroxidasas
hémicas y ello se debe a que las peroxidasas de palma tienen muy poco homologia con el resto (< 20%).
Puede ser que este cambio en la estructura secundaria sea el responsable de la mayor estabilidad de este
tipo de peroxidasas. La estabilidad térmica se ve reducida al tratarla con DTT, AEDT y GuHCI (Sakharov y
Sakharova, 2002). La proteina mantiene el 100% de su actividad con GuHCI 4 M. Los enlaces disulfuro y los
iones Caz* son los elementos estructurales responsables de su elevada estabilidad. La red de enlaces de

hidrégeno en la cavidad hémica también estabilizan la proteina, pero en menor cuantia.

La peroxidasa de palma mas recientemente caracterizada es la peroxidasa de las hojas de la especie
Chamaerops excelsa (CEP) (Zamorano et al., 2009). Es una peroxidasa aniénica con una masa molecular
de 50 = 2 kDa, presentando un estado dimérico en solucién y siendo estable es un margen de pH
comprendido entre 2,0 y 12,0. La desnaturalizacién térmica de dicha enzima a pH 3,0 proporciona los
siguientes parametros cinéticos: T ‘de 345,0 £ 0,2 Ky una Ea de 106,2 £ 1,6 kcal mol'. Esta peroxidasa
presenta una estabilidad térmica muy préxima a la de la AOPTP. El contenido de estructuras secundarias de
la CEP intacta a pH 3,0 es de un 38% de o-hélices, 7% de hojas B, 22% de giros y 33% de estructuras
desordenadas. La proteina desnaturalizada térmicamente a ese mismo pH posee un 10% de a-hélices, 28%
de hojas B3, 15% de giros y 47% de estructuras desordenadas.

Han sido caracterizadas otras peroxidasas de palma con elevada termoestabilidad. La peroxidasa de
palma real mantiene su actividad a pH 8,0 después de 1 h de incubacion a 70 °C y sélo a 90 °C la enzima
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empieza a desactivarse (Sakharov et al., 2001). En el caso de la peroxidasa de palma Trachycarpus fortunei,
mantiene la actividad enzimatica a pH 7,5 después de 1 h de incubacion a 80 °C, siendo menos estable a
pH’s acidos. Un estudio cinético a pH 3,0 indica que se inactiva entre 61 y 67 °C con Ea= 76 kcal mol-’
(Caramyshev et al., 2006). Es una peroxidasa menos estable térmicamente que la peroxidasa de palma

africana (Rodriguez et al., 2002).

La CcP (clase I) es estable a TA en un margen de pH comprendido entre 4,0 y 8,0 (Dowe y Erman,
1985). EI 50% de sus residuos (294) se encuentran en forma de o-hélices. Hay 13 segmentos helicoidales
de 6-19 residuos cada uno de ellos (Finzel et al., 1984). La desnaturalizacion térmica presenta dos
transiciones, a Tm de ~ 44 y ~ 63 °C, independientes de la concentracion proteica y que varian con el pH.
A pH’s &cidos, la desnaturalizacién térmica es un proceso irreversible. La proteina tiene dos dominios, el
dominio | que contiene los extremos N- y C-terminal con una regién flexible que es la que se despliega a baja
temperatura, y un dominio Il, que junto con el grupo hemo, se despliegan en la transicién alta (Kresheck y
Erman, 1988).

Algunas de las peroxidasas de origen fungico (clase Il) también han sido caracterizadas
bioquimicamente. La MnP de Lenzites betulinus (M = 40 kDa, pl = 6,2) tiene una alta estabilidad térmica,
reteniendo el 60% de su actividad después de una incubacion de 1h a 60 °C. La MnP de Phlebia
chrysosporium se inactivd completamente después de una incubacion de 15 min a 60 °C (Hoshino et al.,
2002). La MnP de Irpex lacteus tiene un pH 6ptimo de 6,0, reteniendo a los pH de 5,5y 7,5 tan s6lo el 10%
de su actividad. Su temperatura optima es de 35 °C, perdiendo a las temperaturas de 25y 50 °C ~ 60% de
su actividad (Shin et al., 2005).

Se observa que todas las peroxidasas (clases I, Il y lll) presentan elevadas estabilidades térmicas y
frente a los cambios de pH, si bien las peroxidasas de plantas son las mas estables debido a elementos
estructurales (Ca?*, glicanos, puentes disulfuro, enlaces de hidrégeno, residuos altamente conservados en el
entorno del grupo hemo) que protegen la enzima de la desnaturalizacién. Estos elementos no se encuentran
en las peroxidasas de clase | y se encuentran en menor proporcion en las peroxidasas de clase II. Por todo
ello, no cabe duda que las peroxidasas de plantas son un grupo enzimatico con un futuro biotecnolégico muy

prometedor.
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Objetivos

Las peroxidasas son un grupo enzimatico ampliamente distribuido en los reinos animal y vegetal. A lo
largo del S. XX muchos han sido los grupos de investigacién que han caracterizado bioquimicamente nuevas
peroxidasas procedentes de diferentes fuentes, en su mayor parte, vegetales: cacahuete, tabaco, rabano,
maiz, soja, tomate, cebada, arroz, nabo, alcachofa y algunas especies ornamentales como los geranios, entre
otras especies. Sus estudios se han basado en purificar estas enzimas y hacer estudios de estabilidad frente
al pH, la temperatura y diferentes agentes quimicos desnaturalizantes. En la década de los 90, el grupo de
|. Sakharov comenz6 a aislar y estudiar las peroxidasas de especies tropicales (palmas), cuando se conocid
su elevada estabilidad. Nuestro grupo se decantd por realizar estudios de estabilidad de este tipo de
peroxidasas (rabano picante, palma africana, peroxidasa anionica de cacahuete, palma real y palma
Chamaerops excelsa). Se observd que son enzimas termoestables, que poseen un intervalo de pH muy
amplio en el que son activas y que ademas poseen una elevadisima actividad en diferentes situaciones. El
interés que aporta esta elevada estabilidad es que para muchas aplicaciones biotecnoldgicas se requieren
pH’s bajos para que los procesos sean 6ptimos para el medio ambiente. Por ello, nuestro grupo siempre ha
realizado los estudios de estabilidad a pH 3,0, pH al que la enzima retiene el 100% de su actividad y su

estructura nativa intacta. Los objetivos del actual trabajo son:

» Elegir de entre varias especies de palmas, la que posea mas actividad peroxidasa, para, a
continuacion, purificar dicha enzima.

» Optimizar el proceso de purificacion de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia). Hasta el
momento se habian purificado peroxidasas de palmeras, pero los rendimientos eran muy
€sCcasos.

» Caracterizar bioquimicamente la peroxidasa de palma real (Roystonea regia), determinando su
masa molecular, pl, factor Rz, contenido en carbohidratos, coeficiente de extincion molar y
estado de agregacion.

» Llevar a cabo diferentes estudios de estabilidad térmica, utilizando como técnica la calorimetria
diferencial de barrido (DSC) para, asi, poder caracterizar su proceso de desnaturalizacion vy, si
fuera reversible, calcular sus parametros termodinamicos. Estos estudios se realizaran
aplicando, ademas, las técnicas de dicroismo circulas (DC) y Fluorescencia, para, finalmente,
comparar los parametros obtenidos.

» Estudios de estabilidad frente a los cambios de pH, curvas de titulacién proteica.

» Estudios de estabilidad frente a la presencia de agentes quimicos desnaturalizantes, para
determinar los parametros del desplegamiento de esta enzima y compararlos con los datos de

desnaturalizacién térmica.
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Estudios cinéticos para, de modo comparativo, analizar cuéles son los mejores sustratos para
esta enzima y para poder comparar sus parametros cinéticos con los de otras peroxidasas ya
estudiadas. Estos estudios se complementan con el analisis de inhibicion por sustrato.

Anélisis del mecanismo cinético que sigue la peroxidasa en su reaccion de oxidacion.
Caracterizacion espectral de los estados enzimaticos intermedios durante la reaccion catalitica.
Andlisis de su estructura secundaria mediante DC y de su estructura terciaria mediante
fluorescencia y estudios de actividad.

Determinacion de la secuencia primaria mediante espectrometria de masas complementada con
técnicas de Biologia Molecular.

Determinacion de su estructura tridimensional mediante difraccion de Rayos X. Se

complementan estos resultados con un anélisis de acoplamiento estadistico (SCA).

El objetivo final es definir una enzima con unas caracteristicas mucho mejores que las de la peroxidasa

de rabano picante, capaz de sustituirla en la mayor parte de sus aplicaciones biotecnoldgicas. Una enzima

mas estable permitiria realizar los procesos mas eficazmente y en mejores condiciones de pH y temperatura,

lo que seria rentable y, ademas, beneficioso para el Medio Ambiente.
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Materiales y Métodos

4.1. APARATOS Y MATERIAL

Y VY

YV V VYV V

Y VY

YV V. V V V VYV VY

A\

Agitadores magnéticos.

Aparato de electroforesis vertical en placa (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Balanza analitica Precisa 40SM-200% (PAG Oerlikon AG, Zurich CH-8050, Suiza).

Bafio termorregulable Neslab RT-11 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA).

Bario Speed-Vac Savant (GMI, Inc. Minnesota 55303, USA).

Bomba de vacio.

Cassettes de dialisis de MWCO 7000 (0,5-3 ml), MWCO 10.000 (12 ml) y MWCO 10.000 (0,1-0,5 ml)
(Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL).

Centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 10.000 y 30.000 (Millipore Corp., Billerica, MA).

Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B Superspeed (E.I du Pont Instruments Canada Company,
Ontario L5SM2H3, Canada).

Centrifuga Allegra™21R (Beckman Coulter, Fullerton, CA 92834-3100, USA).

Columna cromatografica con camisa de 1,5 x 50 cm (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Columna cromatografica de 0,5 x 10 cm (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Columna cromatografica de Superdex 200 10/30 HR (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Suecia).

Columna cromatogréfica de fase reversa Lichrosphere RP100C+s (250 x 4 mm, 5 um de tamafio de
particula) (Amersham Biosciences).

Conductimetro ATC HI 9835 (PCE Group Ibérica S.L., 02500, Albacete, Espafia).

Cubetas de cuarzo para fluorescencia de 1 x 2y 0,2 x 2 cm (Hellma GMBH and Co. KG, Millheim,
Alemania).

Cubetas de absorcion de cuarzo de 1 x 2 cm (Hellma GMBH and Co. KG, Millheim, Alemania).
Digestor proteico ProGest (Genomic Solutions Inc. Ann Arbor, Ml 48108, USA).

Equipo FLPC AKTA (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

Equipo ETTAN™ LC HPLC (Amersham Biosciences).

Espectrofluorimetro Hitachi F-4010 (Hitachi Co., Ltd. Tokio, Japon).

Espectrofotdmetro de absorcion UV-Visible Hitachi U-2000 (Hitachi Co., Ltd. Tokio, Japon).
Espectrémetro de masas MALDI-TOF, modelo Voyager-DE-Pro (Applied Biosystems, Framingham,
USA).

Espectrémetro de masas QTrap (Applied Biosystems, Profana, Dinamarca).

Espectropolarimetro Jasco J-715 (JASCO Inc., Easton, MD).

57

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Materiales y Métodos

58

YV V. V VYV V YV V V V V VYV V

VvV V.V V V VY

Filtros de 0,22 um, 47 mm (Millipore Corp., Billerica, MA).

Fuente de corriente 500V/2,5A/500W (BioRad Laboratories, Hercules, CA).

IEF Model 111 Mini IEF Cell (BioRad Laboratories, Hercules, CA).

Jeringas (Hamilton Company CH-7402 Bonaduz, GR, Suiza).

Liofilizador Benchtop 3L (The Virtis Company, INC. Gardiner, New York 12525, USA).

Material de uso corriente en un laboratorio de Bioquimica.

Membrana de diélisis de celulosa de 76 mm de anchura que retiene proteinas con un peso
molecular > 12.000 Da (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO 63103, USA).

Microcalorimetro diferencial de barrido MC-2D (MicroCal Inc., Northampton, M.A., USA).
Microelectrodo de pH 6 mm (Crison Instruments, SA, E-08328 Alella, Barcelona, Espania).
Ordenador PC compatible.

Picadora doméstica (Grupo Moulinex, 92979, Paris, Francia).

Placas de anfolitos para isoelectroenfoque PAGplate pH 3,5-9,5 de poliacrilamida (T = 5%, C = 3%)
con una concentracion de anfolitos de 2,2% (p/v) (GE Heathcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).
pH-metro digital Crison micropH 2001 (Crison Instruments, SA, E-08328 Alella, Barcelona, Espafia).
Secuenciador de ADN modelo 377DNA (Applied Biosystems, Profana, Dinamarca).

Sonda de temperatura (Omega Engineering, Inc. New Cork, USA).

Termociclador Touch-Down (Applied Biosciences Inc. Foster City, CA 94404, USA).

Ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-I (Beckman Coulter, Fullerton, CA 92834-3100, USA).
Ultracentrifuga Beckman Optima Class S XL-100K (Beckman Coulter, Fullerton, CA 92834-3100,
USA).
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4.2. REACTIVOS

» En el proceso de purificacién se ha utilizado polietilenglicol 10000 (PEG), sulfato amdnico
((NH4)2S04), fosfatos tales como NaH2POs y Na;HPOs, NaCl, TRIS-HCI, todos ellos productos de
gran pureza de Sigma (St. Louis, MO, USA).

» Se han utilizado como sustratos de actividad peroxidasa guayacol (2-metoxifenol), ABTS
(2,2°-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) sal diaménica, pirogallol (1, 2, 3-bencenotriol),
o-dianisidina, dihidrocloruro de o-fenilendiamina, catecol (1,2-bencenodiol) y acido ferdlico, todos

ellos de elevada pureza procedentes de Sigma (St. Louis, MO, USA).

> Peroxido de hidrégeno (H202) de Merck (Darmstadt, Alemania). Acido clorhidrico (HCI), hidroxido
sodico (NaOH), hidrocloruro de guanidina sélido, hidrocloruro de guanidina (solucion 8 M), acido
citrico, citrato sodico y tampon HEPES son de Sigma (St. Louis, MO, USA). Acido bérico y &cido
perclorico son de Panreac (Barcelona, Espafia).

» Los reactivos necesarios para llevar a cabo la electroforesis en gel de poliacrilamida como: TEMED
(N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina), APS (persulfato aménico), SDS (dodecilsulfato sodico), azul de
Coomassie R-2500, &cido acético, glicina, glicerol y etanol son de Sigma (St. Louis, MO, USA). El
B-mercaptoetanol es de Merck (Darmstadt, Alemania). El gel se hace con una solucién comercial
llamada Proteogel de alto grado de pureza (99%), con una composicién acrilamida: bisacrilamida

37,5:1 de Laboratorios Conda, S.A. Pronadisa (Torrejon de Ardoz, Madrid, Espafia).

» Las resinas utilizadas durante el proceso de purificacion son Fenil-Sefarosa CL-4B de
GE Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y DEAE-Toyopearl 650M de Tosoh corporation
(Tokio, Japdn).

» Para la determinacion proteica por el método de Lowry se utilizan albumina de suero bovino (BSA) y
carbonato sédico (Na2CO3) de Sigma (St. Louis, MO, USA). El sulfato de cobre (CuSO4-5H-0), el
tartrato sodico y el reactivo folin-ciocalteu son de Panreac (Barcelona, Espania).

» Los reactivos usados en las técnicas de Biologia Molecular son bicarbonato aménico (BCA),
4-vinilpiridina, acetonitrilo  (ACN), é&cido trifluoracético (TFA), yodoacetamida (IAM), acido
a-ciano-4-hidroxicinamico, dietilpirocarbonato (DEPC), todos ellos de Sigma (St. Louis, MO, USA).

La tripsina de pancreas bovino es de Roche Farma, S.A (Madrid, Espafia). El kit para la extraccion
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de ARN de plantas es de Invitrogen (Van Allen Way, Carlsbad, California 92008, USA). El ditiotreitol
(DTT), el tampdn de First strand 5x, el inhibidor de la ribonucleasa, la retrotranscriptasa del virus de
la leucemia Moloney Murine (MMLV RT) y el vector pPGEM-T son de Promega Corporation (Madison,
WI 53711, USA). Los dNTP son de Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania). El linaje de E. coli DH5a
es de Novagen (Madison, WI, USA).

Los reactivos usados en las técnicas critalograficas son tampon MES y etilenglicol, ambos de Sigma
(St. Louis, MO, USA).

El marcador de PM para SDS-PAGE Novex Sharp Pre-Stained es de Invitrogen (Invitrogen Life
Technologies Coorporation, Van Allen Way, Carlsbad, California 92008, USA).

En isoelectroenfoque se ha utilizado el kit de calibracion de amplio rango: pl 4,45-9,6 de Biorad
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Kit de calibracion de bajo peso molecular (LMW) para una columna de Superdex 200 10/30 HR

(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

Matrices de muestreo (Sparse Matriz) para encontrar las condiciones optimas de cristalizacion de
24 pocillos: Cristal Screens | y Cristal Screens Il (Hampton Research, 34 Journey, Aliso Viejo, CA
92656-3317, USA).
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4.3. METODOS EXPERIMENTALES
4.31. PURIFICACION DE PEROXIDASA DE PALMA REAL

Se purifica la peroxidasa que se encuentra en las hojas de la palmera real de Cuba (Roystonea regia),
especie tropical muy escasa en la peninsula. Las hojas proceden de un ejemplar de 7-8 afios que se
encuentra en el campus de la Universidad de Alicante en San Vicente del Raspeil. Es en la Comunidad

Valenciana donde existe una mayor variedad de palmeras debido a su adecuado clima.
El proceso de purificacion consta de las siguientes etapas (Esquema 3):

1. Recoleccion y limpieza de las hojas
Homogeneizacion.

Extraccion de pigmentos por reparto bifasico.

> wn

Fraccionamiento cromatografico:

4.1. Cromatografia hidrofobica.

4.2. Cromatografia de intercambio idnico.

4.3. Cromatografia de filtracion en gel o exclusion molecular.

+ Recoleccion y limpieza de las hojas

El ejemplar de palmera que se usara para la purificacion de la peroxidasa tiene una altura de 3 m,
tronco oscuro y homogéneo muy caracteristico de esta especie y seis brazos, de los cuales se corta uno
para la recoleccion de sus hojas. Desde que se corta la rama hasta que comienza el proceso de purificacion
pasan24h(8haTAy 16 ha4-5°C).

En primer lugar, se eliminan todas las hojas de la rama, limpiandolas con un pafio humedo y
quitandoles la vaina central que posee una consistencia altamente fibrosa, escasa en proteina, y que,
ademas, dificultaria mucho el proceso de trituracion. Las hojas se cortan en trozos de 2-3 cm de longitud, se
congelan en N2 liquido y se trituran con un picador doméstico (Moulinex). El proceso es bastante eficaz, ya
que las hojas se reducen casi en su totalidad a polvo. Se pesa ese material, del cual se extraeré la proteina.

La eliminacién de la vaina central supone una pérdida de ~ 40% de su masa.

+ Homogeneizacion

Se procedera a la extraccion a 20 °C de las proteinas solubles, para lo cual se utiliza H,O destilada en
relacion 1:6 (m:v). Este proceso se lleva a cabo durante 22-24 h, sin agitacion constante, tan solo se agita
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cada 1-2 h, de modo manual. La proteina de interés es soluble en agua y pasara a la fase acuosa durante

este proceso.

Posteriormente, se procede a la filtracién a vacio, primero sin papel de filtro y después utilizando
gasas estériles para retirar parte del sélido que es capaz de pasar a través de los poros del embudo
Bichner. A partir de este material vegetal sélido, se hace una segunda extraccion con 1/6 del volumen inicial
de H20 y se filtra como se explicd anteriormente. Es muy eficaz, con ayuda de las gasas, extraer la fase
acuosa, utilizando la técnica de lavar la ropa. Se hace una estimacion del volumen de H20 que se pierde con
el extracto cuando se filtra a vacio, la pérdida es de ~ 4%.

Una vez eliminado el material sélido, se centrifuga la fase acuosa para retirar lo que ha superado el
proceso de filtracion. Se usa una centrifuga a una velocidad de 10.000 rpm, a 4-5 °C durante 10-15 min. Se
centrifugan fracciones de 50 ml, apareciendo un precipitado verde muy oscuro, de aspecto arcilloso, que se

elimina facilmente por decantacion.

¢ Extraccion de pigmentos por reparto bifasico

Se lleva a cabo para la eliminacion de fenoles, polifenoles y productos de oxidacion de estos
compuestos mediante un método de reparto bifasico con polietilenglicol (PEG, 10.000 wt) y sulfato aménico
((NH4)2S0a).

Sobre el extracto de las hojas, se adiciona un 14% (m:v) de PEG 10.000 en fracciones de no mas de
100 g y se agita a TA hasta su completa disolucién, para ello se utiliza un agitador magnético. La agitacion
debe ser suave, sin que aparezca espuma sobre la superficie del extracto, ya que este hecho podria causar
la desnaturalizacién de la enzima. Cuando todo el PEG se ha solubilizado, se mide de nuevo el volumen y se
adiciona (NH4)2S04 al 10% (m:v) en fracciones de no mas de 100 g con agitacion suave hasta su completa

disolucion.

Esta solucién se deja en reposo en un embudo de decantacion durante 4-5 h a 4-5 °C para la
formacion de las dos fases, cada una de la cuales posee aproximadamente el 50% del volumen inicial. La
fase superior, de color oscuro, es donde se encuentran la mayoria de pigmentos, fenoles, polifenoles,
productos de oxidacién que aparecen durante el proceso, PEG y enzimas de naturaleza hidrofébica. En la
fase inferior, de color amarillento, es donde se encuentran las proteinas hidrosolubles, entre ellas la
peroxidasa. Esta fase se centrifuga a 10.000 rpm y 4-5 °C, durante 15 min, en fracciones de 50 ml, debido a

que la interfase de separacion es muy labil y durante el proceso de decantacidn se arrastra parte de la fase
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superior. La fase inferior debe tener la misma conductividad idnica que el tampon de equilibrado (fase movil)
de la siguiente etapa de cromatografia hidrofébica (~ 200 mS c¢m-!). Como la conductividad es menor

(~ 150 mS cm-"), se adiciona (NH4)2SO4 hasta alcanzar ese valor.

+ Fraccionamiento cromatogréafico

Todos los tampones usados durante el fraccionamiento cromatografico se han hecho con agua MiliQ,

han sido filtrados con filtros de 0,22 um y se han desgasificado por extraccion a vacio.

-Cromatografia hidrofébica

Esta cromatografia se lleva a cabo a TA con un equipo de baja presion. Se utiliza una columna de
vidrio de 50 cm3 (1,4 cm x 35 cm) que se empaqueta manualmente con 45 cm3 de Fenil-Sefarosa CL-4B.
Este relleno contiene grupos fenilos covalentemente unidos a una matriz que contiene un 4% de agarosa,
tiene un tamafio medio de particula de 90 um y un rango de pH de trabajo comprendido entre 3y 12. Ya que
la serie de Hofmeister indica que un aumento del efecto salino incrementa las interacciones hidrofébicas
(Tabla Ill), se equilibra el relleno con tampén fosfato 100 mM, pH 6,5, 1,7 M (NH4)2.SO4, a una velocidad de
flujo 1 mI min-'. Cuando se satura, se lava la columna con 4-5 volimenes de tampén fosfato 100 mM, pH 6,5,
2,0 M (NH4)2S04 y posteriormente se eluye la enzima con tampon fosfato 100 mM, pH 6,5, 0,2 M (NH4)2S0Os,
a la misma velocidad de flujo, recogiéndose fracciones de 15 ml, en las que se mide su actividad peroxidasa.
Todas aquellas que poseen actividad peroxidasa se juntan y se dializan frente a 5 | de tampdn TRIS-HCI 5,0
mM, pH 8,3, durante 24 h en cdmara fria, con agitacion constante, realizando un cambio de tampén. Este
proceso es necesario para que funcione correctamente la siguiente cromatografia, pero con él hay un
aumento de volumen del 20-25%. Por ello, la muestra dializada se concentra cuatro veces por centrifugacion
a 3.000 rpm, 4-5 °C, durante 40 min, con centricones de 10 kDa y 12 ml que permiten el paso de sales, agua
y solutos de pequefio tamafio molecular a través de su membrana pero no de proteinas de elevada masa

molecular.

Tabla lll. Serie de Hofmeister que indica los iones que favorecen los efectos salinos y caotropicos.

< Aumento del efecto salino
PO4* SO4% CHsCOO Cl- Br NOs ClOs I SCN-
NH4* Rb* K* Na* Cs* Lit Mg?* Ba
Aumento del efecto caotrépico —
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-Cromatografia de intercambio i6nico

Esta cromatografia FPLC (Fast protein liquid chromatography) se lleva a cabo a TA. Se empaqueta
manualmente una columna de vidrio (1 ¢cm x 30 cm), con 12 cm3 de DEAE-Toyopearl 650M (tamafio medio
de particula 40-90 pm y didmetro de poro 1000 A), resina cargada positivamente con restos dietilaminoetil
(-O-CH2-CH2-HN*-(C2Hs)2) a los que se unen las proteinas que estén cargadas negativamente. Se utiliza
como tampdn de equilibrado TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,1-8,5, a una velocidad de flujo de 1 ml min-. Como el
volumen de muestra es grande, se inyectan volumenes de 12,0 ml. La elucion se lleva a cabo con tampdn
TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,1-8,5, 1 M de NaCl, con un gradiente lineal de 0-300 mM de NaCl y una velocidad

de flujo de 1 ml min-!, recogiéndose fracciones de 0,5 ml.

Todas las fracciones del pool se juntan y antes de pasarlas por la siguiente columna se concentran
8 veces con centricones de 10 kDa y 12 ml, a 3.000 rpm y 4 °C durante 40 min.

-Cromatografia de exclusién molecular o gel-filtracion

Esta cromatografia FPLC se lleva a cabo a TA. Se utiliza como fase estacionaria Superdex 200
10/30 HR empaquetada comercialmente (matriz de agarosa y dextrano con un tamafio de poro de 13 um,
rango de pH de trabajo entre 3 y 12, y rango de separacién dptima entre 10 y 600 kDa). Se equilibra con
tampon TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,1-8,5. La velocidad de flujo es de 0,5 ml min-!.

La muestra obtenida de esta cromatografia se concentra empleando un centricon de 10 kDa en una
centrifuga a 3.000 rpm y 4 °C durante 40 min. Se pierde un 1% de actividad en el filtrado. El concentrado se
dializa frente a agua MiliQ en camara fria durante 24 h y finalmente se liofiliza. De este modo, se puede

conservar durante afios en camara fria o a TA.
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HOJAS DE PALMA REAL ~ 1700 g
|

l Limpieza, Congelacion en N; lig. y
Trituracion
Material fibroso ~ Masa vegetal fresca ~ 1000 g
~40% masa
Homogeneizacion
(H20) 1:6 (m:v)
Homogenado
| Filtracién a vacio
l Centrifugacion (10.000 rpm, 10-15 min, 4-5 °C)
Sedimento
Sobrenadante
| Precipitacion fraccionada
l l PEG (14%) + (NH4)2S04 (10%)
Sobrenadante
Sedimento
| Cromatografia hidrofébica
l (Fenil-Sefarosa CL-4B)

Proteinas no retenidas ) ,
Proteinas retenidas

l Dialisis (Tampén TRIS-HCI 5 mM, pH 8,3-8,5)

| Cromatografia de intercambio iénico
l l (DEAE-Toyopearl 650M)

Proteinas no retenidas  Proteinas retenidas

l Concentracion

| Cromatografia de exclusion molecular
l l (Superdex 200 10/30 HR)

Proteinas retenidas Proteinas no retenidas
l Dialisis (H:0 MiliQ) y Concentracion

| iofilizacion
Peroxidasa de palma real (RPTP) ~ 50 mg

Esquema 3. Representacion esquematica del proceso de purificacion de la peroxidasa de palma real (RPTP). 65
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4.3.2. CARACTERIZACION DE LA PEROXIDASA DE PALMA REAL
4.3.2.1. Analisis de la actividad enzimatica

La actividad peroxidasa se puede medir utilizando una gran variedad de sustratos tales como: ABTS,
acido ferulico, catecol, guayacol, o-dianisidina, o-fenilendiamina o pirogallol. Son el ABTS y el guayacol los
mas comunmente utilizados para este fin. Los productos de oxidacion de estos sustratos absorben en la

region visible del espectro a diferentes longitudes de onda (Tabla 1V).

Tabla IV. Caracteristicas de los sustratos utilizados para medir la actividad peroxidasa. Los datos de concentraciones
dptimas son los correspondientes a la peroxidasa de palma africana (Sakharov et al., 2002). AHz corresponde al sustrato reductor.

Sustrato A £ T t [AH2] [H202]
(nm) (M1em) (°C) (min) (mM) (mM)
ABTS 414 31100 25 3-4 0,8 0,8
Acido Ferdlico 318 6000 25 1-2 1,5 0,06
Guayacol 470 5200 25 34 18,0 49
Pirogallol 420 2640 25 34 4,0 4,0
o-Dianisidina 420 30000 25 34 3,0 0,1
o-Fenilendiamina 445 11100 25 34 2,0 0,75
Catecol 295 1700 25 2-3 14,0 2,0

La actividad peroxidasa se determina espectroscopicamente. Una alicuota de soluciéon enzimatica
(1-20 pl) se adiciona a 2 ml de tampdn fosfato 10,0 mM, pH 6,0 que contiene 18,0 mM guayacol y 4,9 mM
H.02 como sustratos. Los cambios de absorbancia debidos al producto de oxidacion del guayacol se siguen
a 470 nm durante 3-5 miny 25 °C.

Una unidad de actividad peroxidasa se define como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de
guayacol por minuto (g470 = 5200 M- cm). La actividad especifica se expresa como unidades de actividad

por miligramo de proteina (U mg-).

La medida de actividad esta directamente relacionada con la pendiente de la recta As7o (t) (Fig. 3). Los
ajustes de regresion lineal poseen sus mejores coeficientes de correlacion cuando los valores de

absorbancia se encuentran entre 0(t;) y 0,5 - 1(t).

En el calculo de la actividad peroxidasa hay que tener en cuenta: el volumen de la alicuota de enzima,
el volumen de la mezcla de reaccién, un factor de conversion para expresar el resultado en U ml-! y un factor
de dilucién en caso de que sea necesario. Las actividades enzimaticas de las muestras se miden por

triplicado. Los coeficientes de variacion en las medidas suelen ser de ~ 7%.
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Figura 3. Curva cinética de la oxidacion del guayacol con RPTP (1pl) a 470 nm.
Puntos blancos, concentracion de peroxidasa 400 nM;
y = (0,00735 + 4,38633E-4) + (0,00265 + 3,75207E-6) x, (R = 0,99998 + 0,00104)
Puntos negros, concentracion proteica 700 nM;
y =(0,01649 + 0,00361) + (0,00494 £ 3,0867E-5) x, (R = 0,99963 + 0,00857)
La actividad enzimatica expresasa en U ml!, es de 61,2 y 114,0, respectivamente.

4.3.2.2. Analisis del contenido proteico en solucion

Existen varios métodos para determinar la concentracién de proteina en disolucién. Los métodos mas
empleados son los de Bradford y de Lowry, midiéndose, en ambos, las absorbancias de determinados
compuestos coloreados que se forman a partir de la proteina y que, por tanto, se pueden seguir

espectrofotometricamente en la zona visible (Bradford, 1976; Lowry et al., 1951).

Experimentalmente, en primer lugar, se construye una recta de calibrado a partir de una disolucion
madre de BSA 1 mg mi' (M = 66 kDa, €280 = 43824 M- cm'), con cantidades que oscilan entre 0 y 150 g
(0-150 pl) de la proteina BSA, para que la linealidad sea optima. Una vez construida esta recta patron, se

determina el contenido proteico en las distintas muestras por triplicado.

Cada muestra proteica se lleva a un volumen final de 400 ul con agua MiliQ. Sobre este volumen se
adicionan 2 ml de reactivo de cobre alcalino (1 ml de CuSQO4 al 1% (m:v), 1 ml de tartrato sodico al 2% (m:v)
y 98 ml de Na2COs al 2% (m:v) en 0,1 M NaOH), se agita con el vortex y se incuba durante 10 min a TA.
Pasado ese tiempo, sobre cada muestra se adicionan 100 pl del reactivo Folin-Ciocalteu, se agita con el
vortex y se incuba durante 30 min. A continuacidn, se procede a la lectura de la absorbancia a 500 nm. Este

proceso se hace primero para construir la recta patron y luego con las muestras proteicas, por triplicado.
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4.3.2.3. Analisis de pureza por electroforesis en gel de poliacrilamida

Cuando se purifica una proteina, hay que calcular su grado de pureza para estimar la eficacia del
proceso de purificacion. Ademas, si se quieren hacer estudios calorimétricos y espectroscopicos, se requiere

que las muestras de proteina tengan un grado de pureza lo mas elevado posible.

La pureza de muestras biologicas y sus posibles contaminaciones se pueden determinar por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) (Fairbanks et al.,
1971). Como las peroxidasas mondmericas tienen una masa molecular que oscila entre 30 y 50 kDa, se
trabajara con geles de poro intermedio (10-12%) que son utiles para separar proteinas de entre 10 y 90 kDa.
Al trabajar en condiciones desnaturalizantes debido al uso del SDS, las proteinas se encuentran en forma de
baston, cargadas negativamente. La cantidad de SDS unido a la proteina es directamente proporcional a su
tamario, por ello, en el gel poroso las proteinas se van a separar en funcion de su masa molecular. Con esta
técnica, se puede estimar la masa molecular (M) de la proteina en forma monomérica con un margen de
error ~ 10%. A mayor movilidad electroforética, menor tamafio molecular. Si se tiene un kit de proteinas de
masas moleculares conocidas y se mide su distancia de migracion en el gel, se puede construir una recta de
calibrado, representando la movilidad relativa (R = distancia recorrida por la banda proteica (mm) / distancia
recorrida por el colorante azul de bromofenol (mm)) de cada proteina frente al log (M). De este modo,
midiendo la movilidad relativa de la proteina objeto de estudio e interpolando sobre la recta de calibrado, se

puede determinar su masa molecular.

La técnica SDS-PAGE posee un alto poder de resolucion, ya que se utiliza un sistema electroforético
discontinuo, formado por dos geles de distinta porosidad y pH. El superior, llamado concentrador, compacta
las muestras y el inferior, llamado separador, las separa (Tabla V). Se trabaja con unas concentraciones
finales de proteina ~ 0,5 mg ml! y las disoluciones utilizadas para realizar este tipo de electroforesis son las

siguientes:

-Proteo-Gel: 30% acrilamida + 0,8% bisacrilamida.

-Solucién amortiguadora del gel concentrador (solucion A): TRIS 0,25 M, pH 6,8.

-Solucioén amortiguadora del gel separador (solucion B): TRIS 1,5 M, pH 8,8.

-Disolucion de SDS al 10% (m:v).

-Disolucién de APS al 10% (m:v).

-Tampodn de electroforesis: TRIS 25 mM, pH 8,3, glicina 250 mM y SDS 0,1% (m:v).

-Tampén de carga en condiciones reductoras: TRIS 20 mM, pH 8,0, glicerol 10% (v:v), AEDT 2 mM, azul de
bromofenol 0,001% (m:v), SDS 0,2% (m:v) y B-mercaptoetanol al 4% (v:v).
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La tincion del gel se hace de la siguiente manera:

+ Fijacion: Con una disolucion que contiene acido acético al 10% (v:v) y etanol al 50% (v:v) en agua
(Solucion ). Se cubre el gel con 50-100 ml de Solucion |, se calienta en el microondas hasta que
hierve y se deja enfriar con agitacién constante.

+ Tincién: Se preparan dos disoluciones, una de &cido acético al 7,5% (v:v) y etanol al 5% (v:v) en
agua (Solucion 1) y otra de azul de coomassie al 0,25% (m:v) en etanol (Solucién 1l). Sobre 50-100
ml de la Solucién I, se afiaden 5-10 ml de la Solucién Ill, cubriéndose con ello el gel. A continuacion,
se calienta en microondas hasta que hierve y se deja enfriar con agitacion constante hasta que
aparecen las bandas proteicas (10-20 min).

+ Destincion: Suele ser suficiente decolorar con agua destilada durante 1 noche. Si se desea una
decoloraciéon mas rapida, se puede lavar varias veces con una solucion de acido acético:etanol:agua
(1:3:6 viviv).

Tabla V. Protocolo para la preparacion de los geles concentrador y separador.

Reactivos Gel concentrador 4% Gel separador 12%

Proteo-Gel 330 ul 1683 ul
H20 MiliQ 1500 pl 2500 pl
Solucion A 630 pl

Solucion B 1250 pl
SDS 10% 33 50
TEMED 3l 5l
APS 10% 10 pl 15 ul

Las condiciones eléctricas para llevar a cabo la electroforesis son: en el gel concentrador 100 V, en el

gel separador 200 V.

4.3.2.4. Determinacion de pl

La pureza de una muestra bioldgica o bien si una muestra enzimatica pura contiene diferentes
isoenzimas, se puede determinar mediante isoelectroenfoque (IEF). Esta técnica separa las proteinas en
funcion de su pl (punto isoeléctrico, es decir, el pH al cual la carga neta de la proteina es nula), de modo que
a su pl la proteina deja de moverse en el gel de anfolitos sometido a la accién de un campo eléctrico

uniforme.
Las condiciones de trabajo son las siguientes: 100 V (15 min) + 200 V (15 min) + 450 V (40 min).

El gel se tifie de la misma manera que en el caso de la electroforesis. Debido a las caracteristicas del
gel y de la proteina en cuestidn, en algunas ocasiones este proceso de tincion no funciona y se puede tefir
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satisfactoriamente, para el caso de peroxidasas, con un sustrato cromogénico acompafiado de peroxido de

hidrégeno.

Se trabaja con unas concentraciones proteicas similares a las usadas en electroforesis, ~ 0,1-0,5
mg ml-1. Del mismo modo, se puede estimar el pl de las proteinas utilizando para ello un kit de calibracién de
proteinas de pl conocidos. Representando la movilidad relativa (Ry) frente al pl, se construye una recta de
calibrado, con la que se podra conocer el pl de otras proteinas, interpolando su movilidad relativa en esa
recta.

4.3.2.5. Determinacion del coeficiente de extincion

Otros métodos mas sencillos para determinar la concentracion de proteinas en disolucion se basan en
el hecho de que las proteinas absorben luz en la zona ultravioleta del espectro (280 nm), debido a la
presencia de aminoacidos aromaticos (Tyr, Trp y Phe). El coeficiente de extincién molar de una proteina a
una longitud de onda depende del nimero de residuos aromaticos que tiene. Asi, al espectro de absorcion,
con un maximo alrededor de 280 nm, el aminoacido que mas contribuye es el triptéfano
(e278 = 5580 M-' cm-"), seguido de la tirosina (e275 = 1490 M-' cm-!) y de la fenilalanina (€263 = 125 M- cm?).
Si se conoce o se determina el coeficiente de extincion molar de la proteina (¢) a una longitud de onda
determinada, aplicando la ecuacién de Lambert-Beer, con una simple medida espectroscopica de su

absorbancia a esa misma longitud de onda, se puede determinar la concentracion proteica en disolucion.

Ademas, conociendo el numero de cada uno de estos aminoacidos en la secuencia proteica, con la
herramienta ProtParam (pardmetros de proteinas), del programa de protedmica ExXPASy (Expert Protein
Analysis System) se puede calcular, de manera tedrica, el coeficiente de extincién de la proteina a 278 nm.
Asimismo, midiendo la absorbancia a esa longitud de onda, se puede conocer el % proteico de una

disolucion aplicando la ecuacién de Lambert-Beer.

Existen una gran cantidad de métodos para determinar el coeficiente de extincion molar de una
proteina (Pace et al., 1995): anélisis de la composicion de aminoacidos (Benson et al., 1975), método del
peso seco (Hunter, 1966; Kupke y Dossier, 1978 y Nozaki, 1986), determinacion de nitrogeno por el método
Kjeldahl (Jaenicke, 1974) y el método de Edelhoch (Edelhoch, 1967; Gill y von Piel, 1989). Otros métodos
para determinar el coeficiente de extincion estdn basados en medidas espectrofotométricas directas de
muestras puras, 0 en técnicas colorimétricas como Lowry o Bradford, ya comentadas. Estas ultimas

requieren un gran consumo de muestra y, ademas, van acomparfiadas de errores.
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De todos los métodos anteriormente citados, el mas preciso es el método de Edelhoch que se basa en
el conocimiento de la secuencia primaria de la proteina y en la suposicion de que en una proteina
desnaturalizada, con hidrocloruro de guanidina 6 M, los Unicos residuos aminoacidos que contribuyen a la
absorbancia entre 276-282 nm son la tirosina, el triptéfano y la cisteina (a, b y ¢ son el nimero de Tyr, Trp y

Cys de la proteina, respectivamente). De este modo, se tiene que:

Eowe ™ B, TDE_HCE (20)
A _

o £G Hel - Cdesnaturalizada (21)

desnaturaliza = Cnativa (22)

A nativa -
t%nativa e nativa (23)

Es decir, en primer lugar, dado que se conocen los coeficientes de extincion molar de tales
aminoacidos, se puede conocer el coeficiente de extincion molar de la proteina desnaturalizada (Ec. 20).
Con este dato y midiendo la absorbancia a esa longitud de onda se conoce la concentracién de la proteina
desnaturalizada (Ec. 21), como ésta sera la misma que la de la disolucion de proteina nativa (Ec. 22),
midiendo la absorbancia de esta solucidn proteica nativa se puede determinar el coeficiente de extincion

molar de la proteina nativa a esa longitud de onda (Ec. 23).

Si se comparan los coeficientes de extincion molar de proteinas determinados por el método de
Edelhoch y experimentalmente, se comprueban diferencias que oscilan entre el 3,8 y el 14,9%, por lo que el
método de Edelhoch presenta sus limitaciones. Entre ellas, asumir que las proteinas no contienen
cromoforos que absorban a 280 nm, por lo que proteinas tales como catalasas, hemoglobina y peroxidasas,
que tienen grupos prostéticos que absorben cerca del UV-cercano y Visible, no se pueden analizar de este
modo. Ademas, supone que el calculo de la composiciéon de aminoacidos es correcto y hay que considerar
que el simple error en un triptéfano conllevaria una gran variacion en el valor del coeficiente de extincién

molar de la proteina.

Por todas estas limitaciones y por las caracteristicas de la proteina objeto de este estudio, una
peroxidasa cuyo grupo prostético es un grupo hemo, que absorbe en el UV-cercano, se ha decidido emplear
una metodologia tradicional, como es la medida de la absorbancia de diferentes disoluciones proteicas de
concentracion conocida por pesada.
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En este sentido, se parte de una muestra proteica liofilizada (14,3 £ 0,1 mg) que se disuelve en 10,0 ml
de agua MiliQ (pH = 6,4). Se dializa esta disolucién durante 24 h frente a agua MiliQ, con cambio del
disolvente cada 2-3 h y en camara fria (4-5 °C), con agitaciéon constante. Esto se hace para retirar los
posibles restos salinos de la ultima etapa del fraccionamiento cromatografico. Pasado este tiempo, se liofiliza
la muestra. Se pesa una cantidad de esta proteina liofilizada (4,1 £ 0,1 mg) y se disuelve en un volumen
concreto de agua MiliQ (4,9839 ml), dato obtenido a partir de la calibracién de un picnémetro. De esa
disolucién, por dilucién, se preparan otras disoluciones de la proteina, midiéndose la absorbancia a 280 y
403 nm de cada una de ellas. Finalmente, representando la absorbancia de cada disolucion frente a su
concentracion proteica, se determina, aplicando la ecuacion de Lambert-Beer, el coeficiente de extincion a
esas dos longitudes de onda en mg' ml cm. Si se conoce la masa molecular de la proteina se podra

determinar el coeficiente de extincién molar (en M- cm1).

4.3.2.6. Determinacion de la masa molecular / estado de agregacion mediante cromatografia de
exclusion molecular

Este tipo de cromatografia se utiliza ampliamente en purificaciones bioquimicas, separando sustancias
en funcién de su diferente tamafio molecular, es decir, en funcion de su masa molecular. Por tanto, mediante
este método, las proteinas son facilmente separables de iones o moléculas mas pequefias. Para llevar a
cabo esta técnica se utilizan columnas que contienen diferentes tipos de fase estacionaria: dextranos con
enlaces cruzados (Sefadex), agarosa (Sefarosa o Bio-gel A) o poliacrilamida (Bio-gel B). Todas estas
matrices estan constituidas de un material esponjoso hidratado que contiene poros de tamafio determinado.
En funcion de las moléculas a separar se utilizaran unas u otras. En este caso, se determina la masa
molecular de la proteina en estado nativo y por lo tanto la técnica, se usa también, para conocer el grado de
agregacion proteico.

Las particulas se separan en orden creciente de tamafio. Las mas grandes, que no pueden penetrar en
los poros del gel, se moveran a través del volumen muerto de la columna y saldrén las primeras. En cambio,
las pequefias, que pueden penetrar en los poros del gel, saldran mas tarde puesto que estas interacciones
ralentizan su viaje a través de la columna. Cuanto menor sea una molécula, mas retenida estara en los poros
del gel y su volumen o tiempo de elucién sera mayor. Se puede relacionar el volumen de elucién con la masa
molecular, usando previamente un kit de calibracion que contenga proteinas con masas moleculares

conocidas.

Se pasaran individualmente por duplicado, cada una de las proteinas del kit a través de la columna,
midiendo el correspondiente volumen de elucion. Con estos datos, se construira una recta de calibrado.
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Finalmente, pasaremos en las mismas condiciones la proteina de interés, e interpolando en la recta se podra

conocer su masa molecular.

Para llevar a cabo este estudio, se utiliza una columna de Superdex™ 200 10/300 GL, equilibrada con
tampon fosfato 20 mM, 150 mM NaCl, pH 7,05. Se inyectan volumenes de 100 pl a una velocidad de flujo de
0,5 ml min". Se trabaja con un equipo AKTAgpLc. Como sistema de calibracion se utiliza el kit de gel-filtracion
de GEHeathcare LMW (Tabla VI).

Tabla VL. Caracteristicas de las proteinas del kit de calibracion de gel-filtracion de GEHeathcare LMW.

Proteina M Origen Concentracion
(Da) (mg ml)
Aprotinina 6.500 Higado bovino 3
Ribonucleasa A 13.700 Pancreas bovino 3
Anhidrasa carbonica  29.000  Eritrocitos bovinos 3
Ovoalbimina 43.000 Huevo de gallina 4
Conalblmina 75.000 Clara de huevo de pollo 3

La conalbimina, la ribonucleasa y la anhidrasa carbdnica, pueden formar dimeros y oligomeros en

pequefia proporcion. Datos que se usaran para construir la recta de calibrado.

4.3.2.7. Analisis de estado de agregacion mediante ultracentrifugacion analitica

La ultracentrifugacion analitica (UCA) es todavia hoy la técnica mas versatil, rigurosa y exacta para
determinar la masa molecular y las propiedades hidrodinamicas y termodinamicas de una proteina y otras
macromoléculas (acidos nucleicos, virus, ribosomas y polimeros sintéticos). La razén es que el analisis de

los resultados del método de sedimentacion esta firmemente basado en la Termodinamica.

Cuando una particula de soluto estéd suspendida en un disolvente y se introduce en un campo
gravitacional (como es el campo centrifugo), esta sometida a tres fuerzas. En primer lugar, una fuerza
gravitacional (Fs), directamente proporcional a la masa de la particula en gramos (m) y a la aceleracion (en
el rotor la aceleracion esta determinada por la distancia de la particula al eje del rotor (r) y por la aceleracién
angular al cuadrado (w?)), por lo que Fs = w2mr = (M/N) w?r, siendo M la masa molecular y N el numero de
Avogadro. Opuestas a esta fuerza existen otras dos, la fuerza de flotacién (Fq), determinada por el principio
de Arquimedes, que es igual al peso del fluido desplazado por la particula: Fg = -w?mor = -mpv w?r = -
(MIN)pv w?r, donde v es el volumen en ml que cada gramo de soluto ocupa en solucién y p es la densidad
del solvente (g ml"), y la fuerza de friccion (Ff), proporcional a la velocidad (u), Ff = -f u, donde f es el

coeficiente de friccion que depende del tamafio y la masa de la particula. Fq y Fr son negativas porque son
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fuerzas opuestas a la fuerza de sedimentacion Fs. En un corto periodo de tiempo (~ 10-16 s) las tres fuerzas

se equilibran (Ec. 24).

F+F+F =0 (24)
M, M
—wr-—vpwr-fu=0 (25)
N N
M 2
—(1-vp)w'r-fu=0 (26)
N
M(1-v u
M(1-vp) _ - o7
N f wr

En la Ec. 26, se agrupan, por un lado, los términos que dependen tan sélo de la particula y, por otro,
los términos que engloban las condiciones experimentales. El término (u/w?r) (Ec. 27) indica la velocidad de
la particula por unidad de aceleracion gravitacional, también llamado coeficiente de sedimentacidn (s).
El coeficiente de sedimentacion tiene unidades de s, siendo sus valores 1-100x10-'® s para muchas
sustancias. La unidad, llamada Svedberg (S) en honor a Thé Svedberg, se define como 103 s.

La ultracentrifuga analitica debe tener un rotor que controle con exactitud la velocidad y la temperatura,
ademas de llevar acoplado un sistema de deteccion que permita registrar la distribucidén de concentraciones
de la macromolécula en funcion del tiempo. Los detectores pueden estar basados en métodos
refractométricos (cuando el indice de refraccién de la muestra es superior al del solvente) o en medidas de
absorbancia. En este caso, tiene una ldmpara de xendn de alta intensidad, gracias a la cual se pueden medir

absorbancias entre 190 y 800 nm.

Los experimentos de UCA se dividen en dos categorias: los de velocidad de sedimentacion y los de
equilibrio de sedimentacion (Berkowitz, 2006). Normalmente cuando se usa esta técnica la informacién mas

util se adquiere realizando ambos tipos de experimentos.

En los experimentos de equilibrio de sedimentacion (Laue, 1995; Vistica et al., 2004), las muestras se
someten a campos centrifugos moderados hasta que se igualan las fuerzas opuestas de centrifugacion con
las de flotacion y friccion (condicion de equilibrio). En estas condiciones, las especies macromoleculares se
distribuyen formando un gradiente de concentracion que se caracteriza porque: no varia con el tiempo, es

independiente de las propiedades hidrodinamicas (forma) de las macromoléculas y depende unica y
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exclusivamente de la masa molecular de la especie que sedimenta. Si la muestra contiene particulas de

diferente masa, el dato obtenido es una masa molecular promedio.

En los experimentos de velocidad de sedimentacidn (Schuck, 2000) las macromoléculas se someten a
un campo centrifugo elevado, de manera que la fuerza centrifuga es mucho mayor que las demas, por lo
que existe un transporte neto de materia hacia el fondo de la celda. Es un método hidrodinamico de
transporte que permite fraccionar las moléculas en base a las diferencias de su coeficiente de sedimentacidn
(masa, densidad y forma macromolecular). Con estos experimentos, se puede llegar a conocer el grado de
homogeneidad o heterogeneidad de las especies macromoleculares que sedimentan. Este fraccionamiento
también puede ser muy Util para detectar y cuantificar la estequiometria y la afinidad de complejos

macromoleculares y para estimar la forma aproximada de las macromoléculas en disolucién.

Los experimentos de equilibrio de sedimentacion se llevan a cabo en una ultracentrifuga analitica
Beckman Optima XL-l, equipada con celdas de doble sector de 1,2 cm de longitud de paso Optico,
recubiertas por gruesas piezas de carbon Epon, en un rotor An60-Ti a 25 °C. Las celdas se llenan: una con
100 i de disolucién proteica 1 mg ml-* en tampon citrato 20,0 mM, pH 3,0 en presencia de GUHCI6 My la
otra con 110 ul de tampdn. Se registran datos de absorbancia a 275 nm. Las muestras se centrifugan a
24.000 y 32.000 rpm y el equilibrio se confirma por el solapamiento de barridos consecutivos. La masa
molecular de las muestras se determina mediante el programa de ajuste no lineal SEDPHAT.

Los experimentos de velocidad de sedimentacion se realizan en la misma ultracentrifuga a 25 °C y
45.000 rpm usando 380 ul de unas soluciones proteicas de 1,0 y 2,5 mg ml', las cuales se dializan
previamente frente a tampdn HEPES 20 mM, pH 7,0 y tampén citrato 20 mM, pH 3,0. La distribucion radial
de la proteina se mide por absorcidén a 280 nm cada 4 min durante 3 h. Los coeficientes de sedimentacion y
de difusion se analizan usando el método del programa SEDFIT, que ajusta los datos a la ecuacidén de Lamm
(Lamm, 1929). Esta ecuacion representa el cambio de los perfiles de concentracion de una particula, en una
celda en forma de sector circular, sometida a un campo de fuerzas centrifugo, en funcion del radio del rotor y

del tiempo. Esta ecuacion en su forma diferencial se expresa como:

dC 1d dC ) s
— =——|mD— -swrC (28)
dt rdr dr

donde C es la concentracion de la macromolécula a la distancia r (del centro de rotacion al punto medio del

limite de concentracion) en el tiempo t; w es la velocidad angular; s el coeficiente de sedimentacién y D el
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coeficiente de difusién. El calculo de la masa molecular a partir de los datos experimentales obtenidos se

realiza a partir de la ecuacion de Svedberg (Ec. 29).

SRT

Mz —
D(1-vp)

(29)

donde R es la constante de los gases; v el volumen especifico parcial; s el coeficiente de sedimentacién; D
el coeficiente de difusion y p la densidad de la disolucion.

4.3.3. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA DE PALMA REAL
4.3.3.1. Titulacion proteica: desnaturalizacion inducida por el pH

La mayoria de las proteinas se desnaturalizan a valores de pH muy altos y/o muy bajos. La
desnaturalizacion ocurre porque las proteinas tienen numerosos grupos acidos o basicos y las variaciones
de pH cambian la carga neta de la proteina hasta que se llega a un estado en el que la proteina plegada ya
no es estable. El incremento de pH puede tener como resultado la pérdida de protones de las cadenas
laterales de aminoacidos como lisina, tirosina, histidina, arginina y cisteinas libres. Por el contrario, una
disminucion de pH hace que los grupos carboxilo de las cadenas laterales de los aminoacidos aspartato y
glutamato se protonen. Estos cambios en el grado de protonacién de los restos aminoacidos modifican la red

de interacciones electrostaticas (puentes salinos) y los puentes de hidrégeno que existen a pH neutro.

El pH también tiene efecto sobre la actividad enzimatica porque puede desnaturalizar la proteina,
cambiar la forma iénica de aminoacidos del centro catalitico (afectando kcat) 0 de union al sustrato (afectando
Km), 0 por modificacion de la forma idnica del sustrato (afectando Km). Midiendo la actividad enzimatica a
distintos pH’s, se obtendra la curva de estabilidad enzimética frente al pH o curva de titulacidn proteica.

Una disolucion proteica de concentracion 10 uM en tampdn universal (CH3COOH, H3POs, H3BO:s-
NaOH) 10 mM a pH 7,0 y 25 °C, se somete a modificaciones de pH (hasta pH 1 con HCI concentrado y
hasta pH 13 con NaOH concentrado). Para cada uno de los pH’s, se registra la actividad enzimatica usando
guayacol como sustrato, utilizando para ello un espectrofotometro. Se registran, también, la intensidad de
fluorescencia a 350 nm y la posicién del maximo de fluorescencia (Amax), usando como longitud de onda de
excitacién 296 nm, y midiendo el espectro de emision entre 300 y 400 nm. Se trabaja a una velocidad de
barrido de 240 nm min-' y una anchura de rendija de los monocromadores de excitacion y emision de 5 nm,

utilizandose un espectrofluorimetro.
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4.3.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es la técnica experimental mas adecuada, fiable y reproducible
para estudiar los cambios estructurales inducidos por el incremento de temperatura en proteinas (Privalov,
1974; Privalov y Potekhin, 1986; Freire, 1990), acidos nucleicos (Privalov, 1978) y biomembranas (Mabrey y
Sturtevant, 1978; Bach y Chapman, 1980). Es la técnica méas adecuada para caracterizar
termodindmicamente sistemas macromoleculares y realizar estudios de desnaturalizacion térmica de
proteinas y de los factores que determinan su estabilidad (Privalov, 1979, 1982; Sanchez-Ruiz, 1995;
Freire, 1995; Kurganov et al., 1997).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC: Differential Scanning Calorimetry) registra de manera
continua la capacidad calorifica aparente de una disolucion de proteina u otra macromolécula bioldgica en
funcion de la temperatura, obteniéndose un termograma. Suele estar caracterizado por una banda de
absorcion de calor debido a una transicidn inducida térmicamente, por lo que, de acuerdo con el segundo
principio de la Termodinamica (supuesto un proceso de equilibrio), se corresponderia a un proceso
endotérmico. El tratamiento de este parametro permite caracterizar la transicion termodinamicamente vy, asi,
determinar parametros como cambios de entalpia (AH), entropia (AS), energia libre de Gibbs (AG) y

capacidad calorifica (ACp). Ademas, permite conocer la existencia de estados intermedios.

4.3.3.2.1. Instrumentacion

El primer calorimetro de barrido por compensacion fue descrito por Pierre y Roux (1923) para la
determinacion del calor especifico del cuarzo. Afios después, Sykes (1935) construye un calorimetro de
célula simple adiabatico y lo usa para medir el calor especifico de diferentes metales (cobre, bronce). Moser
(1936), usa ese mismo instrumento para medir el calor especifico de metales como la plata, el niquel y el
cuarzo. El primer calorimetro de barrido con disefio “twin” (células gemelas), que mide por compensacion de
potencia fue descrito por Clarebrough en 1952 como “DPS calorimeter’ y se usaba para medir el calor
producido al calentar cobre, plasticamente deformado, en un intervalo de temperaturas concreto. El primer
calorimetro de barrido con disefio “twin”, que mide por compensacion, se aplica a muestras liquidas, es de
alta sensibilidad y es capaz de medir la energética del proceso de desnaturalizacién inducido por la
temperatura de biopolimeros, fue descrito por Privalov y colaboradores (1972). Desde tal fecha, diferentes
casas comerciales han ido desarrollando estos instrumentos, mejorando sus caracteristicas y rango de

aplicacion.
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Para registrar las curvas de desnaturalizacion térmica de la RPTP se ha utilizado un microcalorimetro
diferencial de barrido de alta resolucion MC-2, que posee dos células de disco circular constituidas por una
aleacion de tantalo y niobio de 1,22 ml de volumen. Se trabaja con una sobrepresion de 2 atm, en un
intervalo de temperatura comprendido entre 0 y 110 °C, con una velocidad de barrido que oscila entre 0,5 y

1,5 °C min-"y unas concentraciones proteicas comprendidas entre 0,1y 4,0 mg ml-".
Las caracteristicas comunes a todos los microcalorimetros diferenciales de barrido son las siguientes:

+ Se llaman diferenciales, ya que miden la diferencia de capacidad calorifica entre dos células lo méas
semejantes posible (gemelas). Una actia de referencia y contiene el disolvente y en la otra se
encuentra la disolucion de la macromolécula en estudio.

¢ El barrido de temperatura se lleva a cabo de manera continua. La desventaja de ello es que la
muestra es dificil que se encuentre en todo momento en equilibrio térmico, por ello la velocidad de
barrido no puede ser muy alta (< 2,0 °C min-').

+ Funcionan de modo adiabético. Ello se consigue recubriendo ambas células con dos corazas
concéntricas, una interna y otra externa que las aislan del medio exterior.

+ El bloque calorimétrico es fijo, es decir, las células no se desmontan. Ello permite una mayor
reproducibilidad de los datos experimentales.

¢ Para poder trabajar a temperaturas iguales o superiores a las de ebullicion, poseen un sistema de
presurizacion para evitar la formacion de burbujas.

+ Carecen de agitacion mecanica para evitar, asi, el calor producido por efecto Joule, ya que ello
introduciria una perturbacion térmica del mismo orden de magnitud, e incluso mayor, que la propia
medida. La ausencia de agitacion genera una mayor hermeticidad de las células necesarias para

presurizarlas.

Otras consideraciones a tener en cuenta son: a) se debe trabajar con macromoléculas de elevado grado
de pureza, con concentraciones bajas, del orden de unos pocos mg ml, para, de este modo, considerar
despreciables las interacciones intermoleculares y evitar, asi, agregaciones inespecificas, b) se trabaja con
volumenes muy pequefios, ya que la viscosidad en células de elevado tamafio dificultaria la homogeneidad
térmica y conllevaria el uso de agitacion, disminuyendo este hecho la sensibilidad y precision del método. Si
se trabaja en estas condiciones, los calores puestos en juego son muy pequefios y, por ello, es conveniente
trabajar con bajas velocidades de barrido para evitar posibles gradientes de temperatura. Si se tienen en
cuenta todas las consideraciones anteriores, se obtendra un instrumento de gran precisién y elevada

sensibilidad.
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4.3.3.2.2. Experimento calorimétrico

Antes de realizar un experimento calorimétrico hay que estar seguros de que la biomacromolécula con
la que se va a trabajar posee un elevado grado de pureza. Ademas, hay que conocer con exactitud su
concentracion y debe de encontrarse disuelta en el tampdn de trabajo. Para ello se pueden hacer dos cosas:
si estaba disuelta en agua, dializar la muestra durante 24 h frente a ese tampén o, si estaba liofilizada,
disolverla directamente en ese tampdn. Las muestras y soluciones amortiguadoras de trabajo deben estar
previamente filtradas y desgasificadas y deben inyectarse en las células con sumo cuidado para evitar la

formacion de burbujas de aire, que puedan interferir en la adquisicion de los datos experimentales.

En primer lugar, hay que lavar exhaustivamente las células del calorimetro con agua MiliQ o utilizando
una mezcla 1:10 (v:v) acido formico:agua, seguido de un lavado intensivo con agua MiliQ. Después, se
llenan las dos células con la disolucion tampon y se registra la linea base instrumental. En realidad las dos
celulas del calorimetro no son exactamente iguales y, por ello, es importante registrar la linea base que
representara la sefial introducida por esa asimetria y por otros factores instrumentales, ella sera la referencia
que permitira eliminar del termograma la contribucién instrumental. Se registran varios barridos de la linea
base con los mismos parametros (temperatura inicial y final del barrido, velocidad de barrido y tiempo de
equilibrado entre el final de un barrido y el inicio del siguiente) hasta que su reproducibilidad esté dentro del

rango de las especificaciones del instrumento.

Una vez adquirida la linea base, se llena una célula de tampén (célula de referencia) y otra de
disolucién proteica (célula de muestra), y se registra el termograma. Este suele ser una curva con un pico
endotérmico, que se debe a la absorcidn de calor asociado a la desnaturalizacion de la biomacromolécula
inducida por la temperatura. Las dos células se calientan simultdneamente y a velocidad constante. El
instrumento detecta la diferencia de energia necesaria para mantener las dos células a la misma
temperatura. Asi, cuando aparecen diferencias en los procesos fisico-quimicos existentes en el interior de la
celula (como la desnaturalizacion de la biomacromolécula), se observa una sefial proporcional a esos
cambios. Esto se consigue, midiendo continuamente la potencia eléctrica necesaria para mantener la
diferencia de temperatura entre las dos células igual a cero, a lo largo del barrido (AT = 0). Los cambios de
potencia eléctrica detectados (en uW) son, tras haber sido normalizados en funcién de la velocidad de
barrido, transformados en diferencia de capacidad calorifica entre las dos células (kcal K-' mol-'). Los valores
de capacidad calorifica en la zona pre- y post-transicional corresponden a las capacidades calorificas de la
biomacromolécula en estado nativo y desnaturalizado, respectivamente. Normalmente el termograma de la

muestra aparece por debajo de la linea base, debido a que la capacidad calorifica de la macromolécula
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bioldgica es menor que la del agua que desplaza (Privalov, 1979; Sturtevant, 1987; Sanchez-Ruiz, 1995).
A partir del termograma resultante, tras sustraer la linea base, se pueden obtener algunos parametros
termodinamicos significativos de la transicion calorimétrica (Fig. 4).

Una vez realizado el primer barrido con la proteina, se registra otro sin extraer la muestra de la célula.
Este segundo barrido permite conocer el grado de reversibilidad del proceso responsable de la transicion
calorimétrica observada, grado que se suele expresar en funcion del porcentaje del area bajo la curva que se
recupera en el segundo barrido. Esto es muy importante para el analisis posterior, ya que, si la transicion es
reversible, se realiza un analisis termodinamico considerando que existe un equilibrio quimico entre los
estados de la proteina significativamente poblados. En cambio si la transicion es irreversible, no se podra

abordar este proceso desde la termodinamica de equilibrio, sino que estos sistemas se trataran desde un
punto de vista cinético.

Cp klmol K}

30 1 1 1 1 1 1
290 300 310 3D 33D 340 350 3s0
Temparatura [K)

Figura 4. Parametros termodinamicos que se pueden obtener directamente de un
termograma. Cy%sna{(T): capacidad calorifica de la biomacromolécula en estado
desnaturalizado, Cpnative(T): capacidad calorifica de la biomacromolécula en estado nativo,
LBauimica; capacidad calorifica intrinseca, ACp: variacién de capacidad calorifica entre los dos
estados de la macromolécula biolégica, AH: entalpia calorimétrica y Tm: temperatura a la que
aparece el maximo de la curva.

Una vez finalizado cada experimento, se lavaran las dos células exhaustivamente con agua MiliQ, para

evitar los depositos proteicos sobre las paredes.

4.3.3.2.3. Andlisis de los termogramas

Los valores absolutos de la capacidad calorifica parcial de la proteina se pueden obtener a partir de la
diferencia de capacidades calorificas entre la muestra y la referencia. Sin embargo, estos valores absolutos

no se requieren para la mayoria de aplicaciones, sino que, normalmente, los resultados de los experimentos
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de DSC se dan como perfiles de exceso de capacidad calorifica (<AC,>) frente a la temperatura, perfiles que

se calculan restando la capacidad calorifica parcial de la proteina a la capacidad calorifica de referencia.

(AC)=C, -C (30)

donde C, es la capacidad calorifica de la referencia y Cpn es la capacidad calorifica de la proteina en estado
nativo. Cyn SOlo se conoce para temperaturas que se encuentran por debajo de la transicién. Por ello, este
nivel de referencia debe obtenerse por extrapolacion de la dependencia frente a la temperatura (usualmente
lineal) de los valores de la pre-transicién. De acuerdo con los tratamientos tedricos que se detallaran mas
adelante, dos términos contribuyen a los valores de <ACy> obtenidos, tomando la capacidad calorifica de la
proteina nativa como nivel de referencia. La contribucidn mayor procede de la dependencia con la
temperatura de las concentraciones de los estados de la proteina significativamente poblados y es
responsable de la presencia de una transicion en el termograma <AC,y>. El segundo término puede
identificarse con la capacidad calorifica promedio de los estados de la proteina y se conoce con el nombre
de linea base quimica, dado que une, de forma suave, los valores pre- y post-transicion <AC,p>. Esta linea
base quimica podria también utilizarse como nivel de referencia para el calculo de los valores de <ACy>. Por
supuesto, la capacidad calorifica promedio de los estados de la proteina no es conocida de antemano, pero
se supone que cualquier funcion razonable que una suavemente los valores de la pre- y post-transicion es

una aproximacion aceptable de la verdadera linea base quimica.

(AC)) =(AC,,)—(AC ) (31)

4.3.3.2.3.1. Desnaturalizacién térmica reversible

Cuando el proceso de desnaturalizacién transcurre en equilibrio, es necesario suponer un modelo, al
que se puedan ajustar los perfiles calorimétricos y con el que se puedan determinar los distintos parametros

termodinamicos.

4.3.3.2.3.1.1. Modelo de equilibrio de dos estados

En la desnaturalizacion térmica de muchas proteinas globulares pequefias, se ha observado que
existen Unicamente dos estados significativamente poblados: el estado nativo (N), con la estructura plegada,
y el estado desnaturalizado, con la estructura desplegada (D). Desde el punto de vista termodindmico-
estadistico, estos estados N y D son en realidad dos macroestados formados cada uno de ellos por multitud
de microestados que difieren muy poco en entalpia. El desplegamiento de estas proteinas se describe
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cuantitativamente mediante el modelo de equilibrio de dos estados, que se esquematiza de la siguiente

forma:
NoD (32)

Los estados N y D se encuentran en equilibrio en todo momento. La constante de equilibrio aparente

de desplegamiento, Kb, viene dada por:

_[o]

K, = (33)
" [N]
y la fraccidn de proteina que se encuentra en estado D, xp, seré:
D K
& -

"IN+ [o] 1ek,

Los valores de los parametros termodinamicos, entalpia, entropia y energia libre de Gibbs, de este

proceso se calcularan, respectivamente, del siguiente modo:

AH =H(D)-H(N) (35)
AS’ =s(D)-s(n) (36)
A6, =G(D)-G(N) (37)

El exceso entélpico y el exceso de capacidad calorifica, son datos que se calculan teniendo en cuenta
las ecuaciones de van't Hoff (Ec. 39) y Kirchoff (Ec. 38), que definen la dependencia de la Kp y la entalpia

del proceso con respecto la temperatura, respectivamente.

OAH
2 = ACp (38)
oT
dInK,  oH
aT ) RT* &
0AS, AC,
- (40)
aT T
(Hy=xH +xH, (41)
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(42)

La temperatura de desnaturalizacion (T12) se define como la temperatura a la cual existe la misma
cantidad de proteina en forma nativa que desnaturalizada, por lo tanto xp = 1/2. En un proceso de
desnaturalizacién de dos estados de una proteina monomérica, las transiciones predichas son practicamente
simétricas y el valor de Ti2 calculado esta cerca de la temperatura correspondiente al maximo de capacidad
calorifica (Tm). El primer término de la Ec. 42 representa la capacidad calorifica promedio de la proteina y se
corresponde con la linea base quimica, mientras que el segundo se debe al cambio inducido por la
temperatura en el equilibrio de desnaturalizacién. El area comprendida entre la transicion y la linea base
proporciona el cambio de entalpia total del proceso, y se conoce usualmente como entalpia calorimétrica.
Cuando T = Tip, xo = 1/2 y, por ello, Ko = 0 y la energia de Gibbs de desnaturalizacion es cero.

Por consiguiente, el cambio de entropia de desnaturalizacion a esa temperatura es:

AH(Ty,)

AS(Twz) = T
112

(43)

Del mismo modo, los valores de AH, AS y AG, a una temperatura T, se pueden calcular utilizando las

ecuaciones termodinamicas habituales:

AH(T)=H(T,)+AC,(T-T,) (44)
as(T)=as(T)+AC, In(%) (45)
AG(T)=AH(TO)+ACP(T—TO)—TAS(TO)—TACpln(%j (46)

donde T, representa una temperatura de referencia.

Todos estos parametros son funciones de estado, es decir, sus valores sélo dependen de la
naturaleza de los estados inicial (nativo) y final (desnaturalizado). Otro parametro calculado normalmente es
la entalpia de van't Hoff (AH'H) o entalpia aparente, que se obtiene a partir de la forma (anchura) de la

y ACT
AH" =4RT{ %H(Tm)} (47)
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donde ACy™ es la variacién de la capacidad calorifica a la temperatura Ti.

Si se supone que el proceso de desnaturalizacion se puede interpretar con el modelo de dos estados,
se obtendran valores para las entalpias calorimétricas y de van't Hoff muy similares, de modo que su
relacion AHH/AHNP sera proxima a la unidad. Este hecho se cumple para un elevado numero de proteinas
globulares pequefias, en las que la relacion de entalpias tiene unos valores de r = 1,05 £ 0,05, lo que indica
una baja proporcion de estados intermedios y, por lo tanto, una buena concordancia con el modelo de dos
estados (Privalov, 1979). Cuando r < 1 existirdn estados intermedios significativamente poblados y puede
existir agregacion durante el proceso de desnaturalizacion. En cambio si r > 1 existira disociacion durante el
proceso de desnaturalizacion, lo que suele ocurrir en el caso de proteinas multiméricas. En estos casos, la

Tm si depende de la concentracidn de proteina utilizada (Sturtevant, 1987).

600 40
A B
400
20
200 | T T
5 AH = f m
E E o
2 AG | 2
O i
Ty T
TAS -20 -
-200 -
-400 - - - - - -40 . - - - -
40 20 0 20 40 60 80 40 20 0 20 40 60 80
T(°C) T(°C)

Figura 5. (A) Efecto de la T sobre AH, AS y AG asociados al desplegamiento proteico.
(B) Ampliacion de la Fig. 5A que muestra las principales caracteristicas de la curva de
estabilidad (perfil de AG frente a temperatura). Se sefialan las temperaturas de
desnaturalizacién caliente (Tm) y fria (Ts), asi como las temperaturas de inversion de la
entalpia y entropia.

En la desnaturalizaciéon térmica de una proteina, la dependencia de AGp con la temperatura se
denomina curva de estabilidad (Fig. 5). Varios trabajos han destacado las propiedades mas importantes de
dicha curva (Becktel y Schellman, 1987; Schellman, 1987): su pendiente viene dada por la expresion
-dAGp/dT = ASp y muestra un Unico maximo a la temperatura Ts en la que ASp = 0. Ademas se define la
temperatura Ty como la T a la cual la entalpia es nula (TH es ligeramente menor que Ts). Por otra parte, su
curvatura viene dada por d2AGp/dT?2 = -AC,/T y s6lo adquiere valores negativos, dado que el AC, de
desnaturalizacion es siempre positivo. EI méximo de AGp se presenta a temperaturas bajas, ya que en esas
condiciones esta favorecido el estado nativo; este valor a TA constituye una medida de la estabilidad de la
proteina. El punto de corte con el cero a altas temperaturas se corresponde con la temperatura de
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desnaturalizacién, Tm. El punto de corte a bajas temperaturas, T, es el resultado de la extrapolacion de la
curva, por lo que podria esperarse que hubiera una desnaturalizacion proteica en frio. Este fendémeno se
predijo hace 40 afios (Brandts, 1964) y se demostré que ocurre experimentalmente (Privalov, 1986).
La desnaturalizacién fria es una propiedad comin de muchas proteinas globulares (Griko et al., 1988;
Tamura et al., 1991; Azuaga et al., 1992).

En la mayor parte del intervalo de temperatura de interés, los componentes entalpico y entrépico de
AG (AH, -TAS) se cancelan casi totalmente, dando lugar a valores bajos de AG. De hecho, AG a 25 °C para

proteinas globulares se encuentra normalmente entre 20 y 60 kJ mol-'.

4.3.3.2.3.1.2. Modelo de equilibrio de varios estados (multiestado)

Se han encontrado un gran nimero de proteinas, especialmente las mas complejas, para las que el
modelo de dos estados no es valido al tratar de explicar los datos obtenidos por DSC. Esto se puede deber
a: 1) que exista una poblacion de estados intermedios significativamente poblados en equilibrio con los
estados nativo y desplegado (Xie et al, 1991; Montgomery et al., 1993); 2) cambios en el grado de
asociacion de la proteina concomitantes con su desplegamiento (Conejero-Lara y Mateo, 1996); 3) que se
den ambas situaciones simultaneamente (Thompson et al., 1993; Azuaga et al., 1995; Filimonov y Rogov,
1996).

Un método general para el analisis de los datos en equilibrios sin cambio en el grado de asociacién fue
propuesto por Freire y Biltonen (1978). El esquema general de equilibrio supone una serie de estados

monoméricos poblados en el proceso de desnaturalizacién (Ec. 48).

ol (48)

hololo.ol

0 n-1

donde Io es el estado nativo, In el estado completamente desplegado y existen n - 2 estados intermedios. Se
analizara este mecanismo mediante el uso de la funcién de particion (Q). Se define el peso estadistico (w)

como la relacion de concentraciones entre un estado i y el estado de referencia lo (Ec. 49).

W :[:—‘]:K, =exp(~AG, /RT) (49)

[1]

El peso estadistico es constante para cada uno de los equilibrios, y se puede expresar, también, en

términos de la energia libre de Gibbs. Toda la informacion relevante del sistema va a estar contenida en la
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funcién de particion (Q), la cual se define como suma de todos los pesos estadisticos, considerando que el

peso estadistico del estado de referencia toma el valor uno (Ec. 50).

Q=Y @ =1+ exp(-AG,IRT) (50)

i=1

La fraccion de moléculas de proteina (x;) contenidas en el estado | (Ec. 51).

. [1] _exp(-AG,/RT)

N Q (51)
3]

La entalpia media del sistema <AH> sera el promedio de las contribuciones de todos los estados

presentes (Ec. 52).

(AH) :iAHiX/ :Zn{AHi exp(‘%Gf/RT)j (52)

La capacidad calorifica se obtiene (Ec. 53) derivando la Ec. 52 respecto a T.

L oaH) _ (AR —(aH)?)

C,=C,(!/
p(") oT RT

+(AC,) (93)
Mediante un procedimiento recurrente, se pueden determinar el numero de estados intermedios y
llegar a caracterizarlos termodinamicamente. En estos estados la proteina mantiene parte de su estructura

nativa intacta y la otra parte desnaturalizada.

4.3.3.2.3.2. Desnaturalizacion térmica irreversible

En otras ocasiones, la desnaturalizacion térmica es irreversible. La proteina pierde su estructura nativa
para no volverla a recuperar. En este caso, no se puede analizar dicho fendmeno basandose en la

termodinamica de equilibrio, sino que estos sistemas se abordaran desde un punto de vista cinético.

Con frecuencia las alteraciones irreversibles son lentas, por lo que en principio se penso que la técnica
DSC no podria registrar los cambios irreversibles por el escaso tiempo que duraba el experimento. Por ello,
todos los termogramas se analizaban utilizando la termodinamica de equilibrio. Sin embargo, hay que

sefialar que las transiciones estan altamente distorsionadas por la cinética del proceso irreversible, tal como
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muestra el efecto de la velocidad de barrido sobre los perfiles calorimétricos (Sanchez-Ruiz et al., 1988;
Morin et al., 1990; Kurganov et al., 1997). Por todo ello, estos procesos se deben estudiar utilizando

ecuaciones cinéticas.

4.3.3.2.3.2.1. Modelo de Lumry-Eyring

El modelo de Lumry-Eyring (1954) indica que en la desnaturalizacién proteica irreversible estan
implicados dos pasos: un desplegamiento reversible de la proteina nativa (N) y una alteracion irreversible de
la proteina desplegada (U) hasta alcanzar un estado final (D), que es incapaz de retornar al estado nativo
(Lyubarev y Kurganov, 1998; 1999; Sanchez-Ruiz, 1992). Procesos responsables del paso irreversible

pueden ser: agregacion, autolisis, alteracion quimica de residuos aminoacidos, etc.
El modelo de desnaturalizacién irreversible en dos pasos se define de la siguiente manera:

NoU-D (54)

Como aproximacion, se considera que la entalpia del proceso de equilibrio es constante (AHu). Por
ello, la dependencia de la constante de equilibrio con la temperatura viene dada por la siguiente expresion:

Kz%zi—uzexp{—%[HT—HTW]} (55)

donde xu y xn son las fracciones molares de proteina en los estados desplegado y nativo, respectivamente y
T12 es la temperatura para la cual K = 1.

Se asume que el paso irreversible tiene una constante cinética de primer orden que varia con la

temperatura de acuerdo a la ecuacidn de Arrhenius, de la siguiente forma:

71 E .
k(min ):Aexp(—EA/RT):exp{——"[1/T —1/T]] (56)
R

donde A es el factor preexponencial, Ea es la energia de activacion, R la constante de los gases, T la

temperatura absoluta y T la temperatura a la cual k = 1 min-".

La ecuacion de velocidad para la formacion irreversible de D es:
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dlo] = k[u] (57)

Teniendo en cuenta que K=xp / xn, xv+ xp+ xu=1Yyv=dT/dt facimente se pueden calcular las

fracciones molares de cada uno de los estados significativamente poblados (Ec. 59-61).

ax
2 (1-x) (58)
a v (K+1)
1 ¢r kK
X, =1-expy—— dT (59)
LK +1
K 1 ¢r kK
X, = exp ——I dar (60)
K +1 VoK +1
1 1 ¢r kK
X, = exp ——I dr (61)
K+1 v K +1

Por lo que el exceso de entalpia aparente (Ec. 62) seré:

(AH) = x AH, +x AH (62)

donde AHy e AH son las entalpias de los estados U y D, respectivamente (tomando N como estado de

referencia). Se supone que la entalpia del paso irreversible es nula y, por tanto, AHy = AH (Ec. 63), por lo
que:
(AHY =AH(x, +x,) =8H(1-x,) (63)

El exceso de capacidad calorifica viene dado por la Ec. 64, en la que tras las sustituciones adecuadas

y considerando que AH es constante, se llega a la expresion final para el exceso de capacidad calorifica (Ec.

65).

c" =
dT

« KOH )k AH 1 ¢ kK
C =\~ (exp ——_[ ar (65)
v RT v

(K +1) K +1
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4.3.3.2.3.2.2. Modelo simple de dos estados

Es el modelo mas simple que se conoce, la desnaturalizacion consiste en una transformacion
unimolecular de la proteina desde estado nativo (N) al estado desnaturalizado (D), siguiendo una cinética de

primer orden, con una constante de velocidad k (Ec. 66).

NO'3L D (66)

Este modelo fue utilizado por primera vez por Sanchez-Ruiz et al (1988), indica que la constante de

velocidad es dependiente de la temperatura segun la ecuacion de Arrhenius (Ec. 56).
La ecuacién de velocidad para este modelo (Ec. 67).
d[D]/dt = -k[N] (67)
Si la temperatura es variable y su cambio en funcién del tiempo es constante (dT /dt =v ), entonces:

d[D]/aT = -(1/v)k[N] (68)

La integracion de esta ecuacion permite calcular la proporcion relativa del estado N, yn (Ec. 69) en

funcion de la temperatura (yv = [N]/[N]o, donde [N], es la concentracion de proteina en estado nativo a la

temperatura inicial To).

y, =exp{ -11v[ T e[ £, 1R(117°-117)] 0T} 89)
Tomando el estado nativo como estado de referencia, se tiene que:

C:X =d(AH)/dT =

(70)
(1v)aHew{E 1R(1/T°-1T)} exp{ v | e[ €, 1R(11T° —1/T)]dT}

asumiendo que AH (entalpia de desnaturalizacion) es constante durante la transicion, es decir, con perfiles
obtenidos utilizando la linea base quimica (Kurganov et al., 1997). Con este modelo, se caracteriza la

desnaturalizacion térmica de muchos sistemas, estimandose la Eay la T * del proceso.
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4.3.3.3. Desnaturalizacion inducida por agentes quimicos

Una manera sencilla de determinar la estabilidad conformacional de una proteina es mediante el
estudio de su desnaturalizacion quimica reversible, utilizando como agentes desnaturalizantes el hidrocloruro
de guanidina (GuHCl) o la urea. EI mecanismo mediante el cual estas moléculas desplazan el equilibrio
hacia el estado desnaturalizado no esta claro, aunque parece que dichos agentes quimicos se unen con mas
fuerza al estado desnaturalizado que al estado nativo y, ademas, podrian debilitar la cohesion de la proteina

con el agua que es la responsable del efecto hidréfobo.

Para determinar la estabilidad de una proteina basta con registrar, a distintas concentraciones de
agente desnaturalizante, el valor de una propiedad que cambie cuando la proteina se despliega.
Normalmente se registran cambios en propiedades espectroscopicas de la proteina, tales como, la
fluorescencia o el dicroismo circular, que al ser representadas frente a la concentracion de agente
desnaturalizante dan lugar a curvas sigmoideas. A concentraciones de agente desnaturalizante en la zona
de transicion, los dos estados, nativo y desplegado, se encuentran en cantidades faciimente cuantificables,
por lo que es facil determinar la constante de equilibrio (Kp), y, a partir de ella, la diferencia de energia libre
de Gibbs (AG°®) (Ec. 71)

KD=(yN—y)/(y—yD)=exp(—AG°/RT) (71)

donde yn € yp, son los valores de la propiedad espectroscopica de la proteina, en estado nativo y
desnaturalizado, respectivamente y R la constante de los gases.

Al representar AG® de equilibrio frente a la concentracion de agente desnaturalizante, los puntos se
ajustan a una linea recta, que permite mediante extrapolacién lineal determinar la energia libre de Gibbs en

ausencia de agente desnaturalizante (Ec. 72) (Pace, 1986; 1990).

AG® = AG° (H,0) - m[ GuHCl] (72)

donde AG® es la energia libre de Gibbs de equilibrio, AG® (H20) es la energia libre de Gibbs en ausencia de
agente desnaturalizante, parametro que indica la estabilidad proteica, [GuHCI] es la concentracion de agente
desnaturalizante y m es una constante de proporcionalidad que esta relacionada con el cambio de area
apolar expuesta al disolvente asociado a la desnaturalizacion (Myers et al., 1995). Como el valor de
estabilidad calculado depende de m y este dato a veces no se determina con suficiente precision en el ajuste
lineal, es frecuente referirse a un parametro que se puede determinar con mayor precision, que es el valor de
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la concentracion de agente desnaturalizante a la cual existe el mismo numero de moléculas proteicas en
estado nativo que en estado desplegado (D1) (Ec. 73).

[D.]=a6°H,0)/m (73)

12

Para llevar a cabo estos experimentos, se utiliza una solucién madre de GuHCI de alta concentracion
en tampon fosfato 20 mM, pH 7,0. Se mezclan diferentes volumenes de esta solucién con la solucién
proteica de manera que la concentracién de la proteina sea constante (10 uM) y se registran los cambios de
elipticidad a 222 nm y 25 °C, con concentraciones de GuHCI que oscilan entre 0y 7,2 M a pH 7,0. Estas

soluciones se incubaron durante una noche a 25 °C para alcanzar el equilibrio quimico.

Debido a que el GuHCI es una sustancia altamente higroscépica, es conveniente determinar su

concentracion por refractometria (Ec. 74).

[GuHCI] =57,147(n_n_)+36,68(n_-n ) -91,6(n_-n ) (74)
donde nke y nt son los indices de refraccion de las disoluciones de GuHCI y de tampdn, respectivamente.

4.3.3.4. Fluorescencia intrinseca de proteinas

La fluorescencia es un proceso de emision de radiacion en el cual las moléculas son excitadas por la
absorcion de radiacion electromagnética. Las especies excitadas se relajan al estado fundamental, liberando
su exceso energético en forma de fotones. Una de las caracteristicas mas atractivas de los métodos de
fluorescencia es su sensibilidad inherente, la cual es, con frecuencia, de uno a tres 6rdenes de magnitud
mayor que la de la espectroscopia electronica de absorcidn. No obstante, los métodos de fluorescencia se
aplican mucho menos que los métodos de absorcion debido al nimero relativamente limitado de sistemas

quimicos que tienen propiedades fluorescentes.

El tiempo de vida media de una especie excitada es breve, ya que existen diversas formas por las que
una molécula excitada libera el exceso energético, relajandose y volviendo al estado fundamental. Estas
formas pueden ser no radiantes como la relajacion vibracional (colisiones entre moléculas excitadas y
moléculas de disolvente) o la conversion interna (relajacion entre el nivel vibracional inferior de un estado
electronico excitado y el nivel vibracional superior de otro estado electronico). También existen formas de
relajacion radiantes como la fluorescencia. El camino mas probable hacia el estado fundamental es aquél
que minimiza el tiempo de vida media del estado excitado.
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La fluorescencia intrinseca de proteinas es una herramienta util para obtener informacion sobre la
conformacién, dinamica e interacciones intermoleculares de estas especies (Permyakov, 1993). Las sondas
fluorescentes intrinsecas de las proteinas son los aminoacidos aromaticos (Trp, Tyr y Phe). Esta
metodologia también permite caracterizar cambios en el entorno de estos residuos aminoacidos durante el
proceso de desnaturalizacion, obteniendo informacion estructural y parametros fisicoquimicos. Es posible
que los cambios en algunas proteinas no estén localizados cerca de los dominios en los que se encuentran

estos aminoacidos, en cuyo caso esta técnica no seria util.

Tabla VII. Parametros de absorcion y fluorescencia de los residuos aminoacidos aromaticos.

Residuo Absorbancia Fluorescencia Sensibilidad
s Amax €max Amax
aminoacido (Excitacion) (M- cm) (Emisién) O Enex Or
Trp 280 5600 348 0,20 1100
Tyr 274 1400 303 0,14 200
Phe 257 200 282 0,04 8

‘0 .

3 4

it % L 1 i 1 1 1 1 L | -

300 350 400

Intensidad de fluorescencia (u.r)

Longitud de onda (nm)

Figura 6. Localizacion del aminoacido Trp en diferentes proteinas: (1) azurina, (2)
ribonucleasa, (3) ribonucleasa de estafilococcos y (4) glucagdn. Se observa que a
medida que el Trp es mas accesible a las moléculas de disolvente, el maximo de emisién de
fluorescencia se desplaza hacia mayores longitudes de onda.

Cuando una proteina contiene Trp, la contribucidn del resto de aminoacidos al espectro de emision de
fluorescencia es pequefia, ya que la Tyr y la Phe tienen rendimientos cuanticos (®r) muy inferiores a los del
Trp (Tabla VII). EI mayor rendimiento cuéntico del Trp respecto a la Tyr, unido a su mayor coeficiente de
extincion y al hecho de que las tirosinas son adecuadas para transmitir por resonancia su excitacion a los

triptéfanos, determina que los fluordforos, por excelencia, de las proteinas, sean los triptéfanos y que estos
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residuos dominen sus espectros de emision. Sélo las proteinas que carezcan de triptéfanos y contengan
tirosinas tendrén un espectro de emision tipico de la tirosina. La posicion del maximo de emision de
fluorescencia de las proteinas que contienen Trp puede variar desde 307 nm (azurina) hasta 353 nm
(glucagén), valores que dependen del grado de exposicién del triptéfano al disolvente, siendo mayor la
longitud de onda a mayor exposicion (Fig. 6). Dependiendo de la longitud de onda de excitacién, los
aminoacidos aromaticos contribuiran mas o menos al espectro de emisidn de fluorescencia. Asi, si se excita
a 280 nm habra contribucidn del Trp y de la Tyr, en cambio, si se excita a longitudes de onda superiores a
295 nm, s6lo habra emisidn de fluorescencia por parte del triptofano.

La desnaturalizacion de las proteinas genera un espectro de emisidn de fluorescencia que puede tener
mayor 0 menor intensidad que el de la proteina en estado nativo, pero la longitud de onda del maximo de
emision evoluciona siempre de forma previsible aumentando su valor. De este modo, el espectro nos
proporciona informacién de los cambios en el entorno del fluoroforo. En algunas ocasiones existe una
atenuacién de la fluorescencia por parte de otras especies “‘quenching”. Este proceso es un retorno no
radiante por contacto con una segunda molécula (metales pesados, acrilamida, I, ClI', O, etc), que
proporciona informacion Util sobre la localizacion de los grupos fluorescentes en la estructura de una

proteina. Este fendmeno depende de la accesibilidad que tenga el fluoréforo al “quencher’.

La peroxidasas son enzimas que tienen como grupo prostético un grupo hemo que actua como
‘quencher’, en la proteina en estado nativo. Sin embargo, cuando la proteina se encuentra en estado
desnaturalizado, la intensidad de fluorescencia sufre un aumento significativo, causado por la reorientacion
del Trp con respecto al grupo hemo, que al alejarse de él ya no puede transferirle parte de su energia
(Tsong, 1974; Brunet et al., 1983; Hill et al., 1986).

Los espectros de emisidén de fluorescencia se registran con un espectrofluorimetro Hitachi F-4010
(Hitachi Co., Ltd. Tokio, Japdn). Se fija como longitud de onda de excitacidn 296 nm y se registran los
espectros de emision entre 300-400 nm, con una velocidad de barrido de 240 nm min-' y una anchura fija de
rendija de los monocromadores de excitacion y emision de 5 nm. Se trabaja con soluciones proteicas que
tienen una absorbancia a 280 nm inferior a 0,2. Los parametros que se registran son la intensidad maxima
de fluorescencia (Imax) y la longitud de onda del maximo de fluorescencia (Amax) en funcion de la temperatura,
controlada entre 20-85 °C, con la ayuda de un bafio termostatico que hace circular el agua alrededor del
portacubetas, utilizando una velocidad de calentamiento de 1,8 K min-'. Ademas, la temperatura se controla
por inmersién de una sonda de temperatura en la celda de muestra a medida que ocurre la desnaturalizacion
térmica. Se trabaja con una solucién proteica de concentracién 10 uM en tampon universal 10 mM, pH 7,0.
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Los datos obtenidos experimentalmente se transforman en fraccion de proteina desnaturalizada

utilizando un ajuste de regresioén no lineal por minimos cuadrados (Ec. 75).

F=(y-y)y,=-v,) (75)

donde yn= a1 + axx e yu= b1 + box representan respectivamente los valores medios de los pardmetros de la
proteina nativa y desnaturalizada, parametros obtenidos por regresion de las lineas bases pre- y post-

transicion, siendo x el parametro variable (en este caso Ir a 360 nm).

Cuando la desnaturalizacion térmica indica una transicion irreversible cooperativa hacia el estado

desnaturalizado (perfil sigmoideo), se pueden analizar esos datos usando un ajuste de regresién no lineal

(Ec. 76).
11 E (1 1
F =1-exp ——Iexp —| - | |dT (76)
vy LRI T

donde Fy es la fraccion de proteina desnaturalizada. Con este ajuste de regresion, se pueden llegar a

determinar los valores de Ty Ea del proceso de desnaturalizacion.

4.3.3.5. Dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una de las técnicas espectroscdpicas mas sensibles para obtener
informacién estructural de una proteina (contenido de estructuras secundarias) (Sreerama et al., 1999), y
para determinar si algun tratamiento (T, pH o agentes quimicos) alteré su estructura terciaria (no se puede
determinar, pero se pueden observar las modificaciones) (Venyaminov y Vassilenko, 1994; Yang et al.,
1996).

Cuando la luz quiral, circularmente polarizada, atraviesa una muestra dpticamente activa (molécula con
un centro de asimetria), sus componentes de luz se absorben en distinta magnitud a derecha que a
izquierda (ep # €1), lo que genera una luz elipticamente polarizada. Por ello, los espectros de DC miden la

elipticidad molar (©) frente a la longitud de onda (Kuwajima, 1995).

El croméforo mas importante presente en las proteinas en el UV-lejano (180-250 nm) es el grupo
amida del enlace peptidico, ya que posee un Cq asimétrico entre dos grupos amida. Por ello, esta técnica es
muy sensible a los cambios de estructura secundaria. En el UV-cercano (250-340 nm), se reflejan

contribuciones de cadenas laterales, puentes disulfuro, aminoacidos aromaticos y grupos prostéticos.
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Las estructuras secundarias formadas por enlaces peptidicos son asimétricas y tienen espectros de DC
caracteristicos (Tabla VIII).
Tabla VIIl. Maximos y minimos que aparecen en los espectros DC de las proteinas en funciéon de su estructura

secundaria. En la estructura mixta (*) predominan las bandas de a-hélice sobre las de hoja . A veces, puede aparecer un
hombro entre 210-220 nm, por el solapamiento de ambas estructuras.

Estructura secundaria Bandas + (hm) Bandas — (nm)

Todo a 191-193 222y 208-210
Todo B 190-200 215-218
Mixta (a + B)’ 190-195 222y 208-210
Giro desordenado 212 195
Proteina desnaturalizada 220-230 200

Para realizar espectros DC en la region del UV-lejano hay que seleccionar con mucho cuidado las
disoluciones amortiguadoras, las sales y otros aditivos que puedan absorber en ese intervalo de longitudes
de onda. El mejor tampon es fosfato 10 mM, si bien TRIS-HCI, perclorato y borato a bajas concentraciones,
también se pueden utilizar. Para modificar la fuerza idnica se recomienda utilizar KF en vez de NaCl, ya que

el ion cloruro absorbe en el UV-lejano.

Los espectros se registran en un espectropolarimetro Jasco-715 en el UV-lejano (190-250 nm). Se
trabaja con un paso de banda de 2 nm, con células de 1 mm de paso dptico y concentraciones de proteina
que oscilan entre 0,1-0,2 mg ml-!. Cada espectro es el promedio de cuatro, los cuales se registran con una
velocidad de barrido de 50 nm min' y se corrigen restandoles la linea base (espectro de la disolucidn

amortiguadora), convirtiéndose las sefiales en valores de elipticidad molar (Ec. 77).

[e] =10m o I"p” (77)

donde Mrs es la masa molar media por residuo, calculada a partir de la secuencia primaria de la proteina, y
que tiene un valor de 104,5 g mol'; Oqus es el valor de la elipticidad en grados (°) a una longitud de onda

determinada; / es la longitud de paso dptico en dmy p la concentracion de proteina en mg ml-.

Se registran espectros de DC a 25 °C de la proteina nativa a pH 7,0 y 3,0 y de la proteina
térmicamente desnaturalizada a pH 3,0 en tampon HEPES 20,0 mM, siguiéndose el cambio en el valor de la
elipticidad molar a 222 nm con respecto a la temperatura. Para llevar a cabo el calentamiento entre

30-80 °C, se ha usado un bafio termorregulable, a una velocidad de calentamiento de 1K min-".

La curva de desnaturalizacidn se transformé en fraccion de proteina desnaturalizada por ajuste de

regresion no lineal por minimos cuadrados (Ec. 75).
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Cuando la desnaturalizacion térmica indica una transicion irreversible cooperativa hacia el estado
desnaturalizado (perfil sigmoideo), se pueden analizar esos datos usando un ajuste de regresién no lineal
por minimos cuadrados a la Ec. 76. Con este ajuste se pueden determinar los valores de T "y Ea del proceso

de desnaturalizacion.

La determinacion de la estructura secundaria de una proteina por analisis de los espectros de DC tiene
diferentes grados de exactitud en funcion de la estructura que se esté determinando. Ello depende de la
intensidad de las sefiales caracteristicas de cada tipo de estructura secundaria. Si la estructura es de
a-hélice (97% de exactitud), hoja B (75%), giros (50%) y en caso de tener otro tipo de estructura (89%)

(Manavalan y Johnson, 1987).

Para determinar la estructura secundaria de una proteina a partir de su espectro DC, se utilizan bases
de datos de espectros de DC de proteinas de referencia, compuestas de elementos de estructura secundaria
conocida. Se combinan resultados procedentes de varios programas que utilizan diferentes funciones
matematicas para construir el grupo de proteinas de referencia (Johnson, 1990; Greenfield, 1996). Los
programas usados son SELCON3 (Sreerama y Woody, 2000), CDSSTR (Johnson, 1999) y CONTINLL
(Provencher y Glockner, 1981; van Stokkum et al., 1990). Como conjuntos de referencia se utilizan los
modelos: SP43 (para proteinas intactas) y SDP48 (para proteinas desnaturalizadas). Dos factores son
claves a la hora de analizar la estructura secundaria de una proteina: el rango de longitud de onda en el que
se registre el espectro, debe encontrarse entre 180 y 260 nm y la determinacion con una exactitud superior
al 90% de la concentracion proteica.

La espectroscopia de dicroismo circular permite determinar la clase de estructura terciaria de proteinas
globulares. El método proporciona resultados con un 100% de exactitud si la estructura es toda a, un 85% si

la estructura es a + By un 75% si es toda B (Venyaminov y Vassilenko, 1994).

4.3.3.6. Efecto de la fuerza idnica
La fuerza ionica es un factor que influye en la estabilidad de las proteinas ya que una modificacion de

la concentracidn salina puede alterar los puentes salinos, los cuales contribuyen a la estabilidad proteica.

Una volumen de disolucion proteica (100 pl) se incuba en tampén universal 20 mM, pH 7,5, a 25 °C
durante unos min. La | se incrementa entre 0 y 5 M por adicién de volumenes crecientes de NaCl 2 M y

5,2 M en tampon universal 20 mM, pH 7,5.
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Se registra espectrofotométricamente la actividad enzimatica de RPTP, usando como sustrato
guayacol 18,0 mM, en tampén fosfato 10 mM, pH 7,0, y como cosustrato H2O, 4,9 mM. Sobre 2 ml de la
disolucién anterior, se adiciona una alicuota de proteina (5 ul), incubada a diferentes concentraciones

salinas. Se registra la actividad peroxidasa por triplicado para cada una de las concentraciones salinas.

4.3.4. ESTUDIOS CINETICOS Y MECANISMO CATALITICO

4.3.4.1. Estudio cinético de especificidad por sustrato

Se han determinado las condiciones experimentales dptimas cataliticas de la peroxidasa de palma real
(RPTP). Para ello, se ha realizado un seguimiento espectroscopico de los productos de oxidacion de los
sustratos en distintas condiciones de pH y concentracion de tampdn, calculando la actividad enzimatica en
cada caso. Esta actividad se ha medido en una cubeta de cuarzo de 1 cm de paso 6ptico, adicionandose
2 ml de mezcla de reacciéon con concentraciones constantes de ambos sustratos (AHz y H202) y un
parametro variable (pH o concentracion de tampdn, en cada caso). La concentracion de perdxido de
hidrégeno (H202) se mide espectrofotométricamente a 240 nm (€240 = 43,5 M- cm-!). La reaccion se inicia por
adicion de una alicuota de enzima (1-20 ul), agitandose la mezcla de reaccion y registrando el producto de
oxidacién durante un promedio de 200 s (este tiempo depende del sustrato utilizado). Todos los ensayos se
llevan a cabo con tampon universal (H3BO3-CH3COOH-H3PO4-NaOH) entre 0 y 500 mM y pH que varia
entre 1,5y 12,5 (estos intervalos de pH también dependen del sustrato). Inicialmente, se trabajara con unas
concentraciones de sustratos dptimas para la peroxidasa de palma africana (AOPTP) (Sakharov et al,
2002) y, finalmente, se determinaran las condiciones dptimas, para la enzima objeto de estudio, la RPTP.
Para ello, se mantendra constante la concentracion de un sustrato y se modificara la del otro,

manteniéndose también constantes el pH, la concentracion de tampon y la temperatura.

Existen una gran variedad de sustratos de distinta naturaleza (organica e inorganica) para las
peroxidasas. En este trabajo, se utilizan siete sustratos: cuatro de naturaleza fendlica (guayacol, catecol,
acido ferulico y pirogallol) y tres de naturaleza no fendlica (o-dianisidina, o-fenilendiamina y ABTS)
(Esquema 4). Las longitudes de onda de medida para cada sustrato, los coeficientes de extincion molar de

sus productos de oxidacion y el tiempo de medida se citan en la Tabla IV.

Bibliograficamente, se ha comprobado que, para hacer un seguimiento de la actividad peroxidasa
durante un proceso de purificacion se utilizan en mayor medida el guayacol (2-metoxifenol) y el ABTS. La
actividad peroxidasa es bastante alta con estos sustratos y, ademas, se sigue el producto de oxidacion en
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una zona del espectro visible (470 y 414 nm, respectivamente), zona con medidas de absorbancia mas

fiables y para la que no se requieren aparatos muy sofisticados.

H H
? ? HQ H,N
[:ﬁ:I/OH HO\I:ij/OH
o—% > HoN
/

CATECOL PIROGALLOL GUAYACOL 0-FENILENDIAMINA
o NH,
@) @)
- N"on -~ o
2 HCI
HO NH3
ACIDO FERULICO o-DIANISIDINA
O (
JOH N
F
o S\ /N=< OH
/ ™o
; o)
ABTS

Esquema 4. Estructuras quimicas de los sustratos que se utilizan para hacer los estudios de cinética enzimatica.
4.3.4.2. Determinacion del mecanismo catalitico y de sus parametros cinéticos

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son unas enzimas que catalizan la oxidacion de un amplio numero de
sustratos organicos e inorganicos, usando un peroxido, normalmente H.O2, como molécula aceptora de

electrones. La enzima pasa por diferentes estados enzimaticos durante el ciclo catalitico (Esquema 5)

P [Fe(m)]+HO O“s Col+HO (78)
Col + AH, 1"~ Coll + AH’ (79)

Coll+ AH [0°5 P [Fe(m)] +AH +HO (80)
H,0,+ 2AH, "1 2H.0 + 2AH (81)

Esquema 5. Etapas del ciclo catalitico de las peroxidasas (Ec. 78-80). La Ec. 81 es la
reaccion global.
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donde Phatva €S la enzima en su forma nativa, que se oxida mediante un paso mono-electronico a Col
(Ec. 78). El Col acepta un proton y un electron del sustrato reductor (AH.), dando lugar a su correspondiente
radical libre (AH®) y a una forma enzimatica distinta denominada Coll (Ec. 79). Finalmente, otra molécula de
sustrato reductor reacciona con la forma enzimatica Coll, regenerando la enzima en su forma nativa y otra

nueva molécula radicalaria AH® (Ec. 80). La Ec. 81 es la reaccién global del ciclo catalitico.

La caracterizacion de este comportamiento cinético bi-sustrato fue descrito por R. Alberty (1953) y
recibié el nombre de mecanismo ping-pong (Cleland, 1970) (Fig. 7).

H202 H.0 AH: AHe  AH2 AHe

Pnativa Col Coll Phativa

Figura 7. Esquema del mecanismo ping-pong de la peroxidasa.

La mayoria de las peroxidasas oxidan sustratos siguiendo el mecanismo anterior. Para comprobar que
la peroxidasa de palma real (RPTP) oxida sustratos siguiendo, también, este mecanismo, se haran una serie
de experimentos con medidas de velocidades iniciales, utilizando para ello el seguimiento
espectrofotométrico del producto de oxidacion de uno de los dos sustratos. En unas condiciones dptimas de
medida, previamente establecidas, para cada uno de los sustratos, a 25 °C y concentracion enzimatica
constante, se fijara la concentracion de un sustrato (H202) y se modificara la del otro (AHz), observando que
el perfil velocidad de reaccidn versus concentracion del sustrato variable se ajusta bien a una cinética
michaeliana. Este estudio se hara para diferentes concentraciones constantes del sustrato H2O,. Si al hacer
las representaciones de dobles inversos (1/v versus 1/C) para cada concentracion del sustrato constante, se
obtiene un conjunto de rectas paralelas, este hecho indicaria que la enzima sigue un mecanismo ping-pong.
En este caso, al representar la ordenada en el origen (1/V) de las anteriores rectas paralelas y la inversa del
parametro (1/K), frente al inverso de la concentracién de sustrato constante, se obtienen relaciones lineales,
de las cuales se pueden determinar los parametros cinéticos Km y Vmax. LOs resultados de este estudio
indicarian el ajuste de los datos cinéticos a un mecanismo ping-pong pero no descartarian completamente
un mecanismo secuencial (Kedderis y Hollenberg, 1983; Segel, 1975). Un tipo de experimento que distingue
entre un mecanismo ping-pong y un mecanismo secuencial consiste en preparar una serie de disoluciones

de ambos sustratos, en las que la relacién de concentraciones [H202] / [AH2] se mantenga constante.
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Si al hacer las representaciones de dobles inversos, se obtiene una tendencia lineal, la cinética enzimatica
sigue un mecanismo ping-pong (Ec. 82). En cambio, si la tendencia es parabdlica, seguiria un mecanismo

secuencial.

KZZ°Z[AH2]+K2”Z[H2 T+[o]iw]

Cuando la concentracién del sustrato reductor permanece constante, mediante una serie de pasos
matematicos se puede transformar la Ec. 82 en una ecuacioén que representa una hipérbola rectangular (Ec.
83) (Everett et al., 1990).

V[Ho,] ] L
. K+[H,0 ] Y V[HO,] )

Los parametros V y K vienen dados por las Ec. 84 y 85, respectivamente.

V 1 1 K" A
V= —m = 4
Gy v ] (84)
[AH,]
K™ 1 1 K™ 1
K=——— — — = + L
K™ K K K“ [AH,] (85)
[AH,]

Mediante una serie de ajustes de los datos experimentales, se pueden calcular las constantes de
Michaelis de ambos sustratos (Km (AHz), Km (H202)), y la velocidad maxima a la que transcurre la reaccion
enzimatica (Vmax). A partir de estos datos, se calcula el numero de recambio o furnover (kcat = Vimax I [E]o),
que se define como los moles de sustrato transformados por mol de enzima y por unidad de tiempo, donde
[E]o es la concentracion enzimatica inicial. Finalmente, se determinan las constantes de especificidad para

cada uno de los sustratos (Kt / Km).
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4.3.4.3. Inhibicion competitiva por sustrato

Normalmente en las reacciones que siguen un mecanismo ping-pong se observa inhibicién competitiva
por sustrato a altas concentraciones de los mismos. La inhibicion por sustrato resulta del enlace del sustrato
a una forma erronea de la enzima que aborta la formaciéon del complejo binario. Cuando se varia la
concentracion de un sustrato a concentraciones inhibitorias del otro, al hacer la representacion de dobles
inversos (1/v versus 1/C), se obtienen un conjunto de lineas que tienen la misma ordenada en el origen, pero
distinta pendiente (Everett et al., 1990). Si se representan las pendientes de esas rectas frente al inverso de
las concentraciones inhibitorias, la tendencia sera lineal y a partir de ella se puede calcular la

correspondiente constante de inhibicién (K)).

La Ec. 86 describe el proceso de inhibicion competitiva por sustrato para un mecanismo ping-pong,

fijlando como sustrato inhibidor el sustrato reductor (KisAH2).

- v [Ho)
Ko 1+[AH] (ol K (86)
K [AH]
V[Ho,] ] 1 K 1
V= =—t—— (87)
K+[H,0 ] V. V[HO,]
V
V = maXAH
K™ (88)
-
[AH,]
L ] 1[4
. K. 89)
[AH ] K
5: K, " N . ;H [AHz] 90)
V Vmax max IS2

Mediante una serie de pasos matematicos, se puede transformar la Ec. 86 en una ecuacion que
describe una hipérbola rectangular (Ec. 87). Los parametros V y K vienen dados por las Ec. 88 y 89,
respectivamente. De la Ec. 90 se puede determinar el valor de la constante de inhibicion competitiva para el

sustrato inhibidor.
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4.3.4.4. Determinacion de las constantes microscopicas (k1 y k3) del mecanismo catalitico

La reactividad de la peroxidasa de palma real (RPTP) con el perdxido de hidrégeno y el sustrato
reductor se determina cuando se conocen los valores de las constantes microscépicas k1 y ks, siendo ki la

constante de formacion del Col y ks la constante de reduccion del Coll.

Se determina la eficacia catalitica de esta enzima durante el proceso de oxidaciéon de un grupo de
sustratos de diferente naturaleza (Tabla IX).
Tabla IX. Condiciones experimentales, para cada uno de los sustratos, utilizadas en los protocolos para el calculo de las

constantes microscopicas ki y ks. Para todos los sustratos se utiliza tampén citrato, excepto para el guayacol que se usa
tampon fosfato. Las concentraciones para el estudio del sustrato ABTS son molares (M).

[Tampén] [H202] [AH2] [RPTP]
Sustrato (mM) pH (mM) (mM) M)
Guayacol 10,0 6,88 + 0,07 1,0-8,0 1,0-18,2 5,6054-10-10
ABTS 10,0 3,04 £0,02 2-104-5-10-4 2,5-105-4,5-105 6,0502-10-10
Acido ferdlico 10,0 4,09 £ 0,06 0,1-1,0 0,02-0,08 8,9125-10-10
o-dianisidina 30,0 6,05+ 0,03 0,2-2,0 0,05-0,1 2,9708-10-10
o-fenilendiamina 10,0 6,06 + 0,04 0,5-3,0 0,5-2,0 1,0246-10-°
Catecol 30,0 3,52 +0,02 0,2-1,0 5,0-20,0 3,5009-10¢

Los ensayos espectrofotométricos de oxidacion de sustratos se llevan a cabo a 25 °C, en un medio de
reaccion que contiene un sustrato a concentracion constante y donde se varia la concentracion del otro. La
reaccion se inicia con la adicion de RPTP y se realiza a diferentes concentraciones del sustrato que se
mantiene constante. Se registra la evolucion cinética del producto de oxidacion de cada sustrato (Tabla IX).
La concentracion de enzima se determina espectrofotometricamente a 403 nm (€403 = 59,1 £ 0,6 mM-! cm™"),
al igual que las concentraciones de ABTS (es40 = 3,66:10* mM! cm™) y de &cido fertlico en etanol
(€234 = 12,0 mM-!* cm). Para cada sustrato, se intenta trabajar en las condiciones Optimas de pH y de
concentracion de tampdn. Para el sustrato ABTS, el pH optimo es 2,5. Dado que ese pH, la RPTP se
encuentra en la zona transicional, los resultados no son reproducibles puesto que la enzima se encuentra,
parte en estado nativo y parte en estado desnaturalizado, por lo que la cantidad de enzima en cada uno de
estos estados varia mucho con el pH en esa zona. Por estas razones, se trabaja a pH 3,0. Con los sustratos
que presentan el maximo de actividad a pH 5,0-5,5, el pH de trabajo también sufre una modificacién, ya que
el pH optimo esta muy cercano al pl de la enzima y, asi, durante la reaccién de oxidacién apareceria

agregacion proteica, alterando los resultados cinéticos. Por ello, con estos sustratos se trabajaré a pH 6,0.

Para calcular las constantes microscopicas (k1 y k3) de la oxidacion de sustratos por RPTP, se ajustan
las velocidades de oxidacion de estos compuestos, para cada concentracion de H.Oz y de AH», teniendo en

cuenta la aproximacion del estado estacionario y suponiendo que k2 > ks, como ocurre en el mecanismo de
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reaccion generalmente aceptado para la mayoria de las peroxidasas (Esquema 5). Asi, se obtendria la
ecuacién de velocidad (Ec. 91) para el mecanismo cinético de las peroxidasas (Morales y Ros-Barceld,
1997).

_ 2[E]k,[AH][H0,]
(k. 1k )[AH ] +[HO.]

De la ecuacion anterior, se puede determinar la dependencia de la v con las concentraciones de
ambos sustratos (H202 y AHz) (Ec. 92'y 93).

(91)

A[HO,] 1 1. B 1
V= - — ==t (92)
B+[HO,] v A A[H ]

A[MH] 1 1 B 1
Ve—— - =—t—— (93)
B+[AH] v A A [AH]

donde A = 2[E]ks[AH2], B = (kalk1)[AH2], A" = 2[E]ki[H202], B’ = (ki/ks)[H202] y [E] es la concentracién de
enzima. Al representar los dobles inversos (1/v versus 1/[H202]), se pueden calcular, a partir de la Ec. 92, los
valores de Ay de B para cada concentracion de sustrato reductor. Si, a continuacion, se representa A versus
B (Ec. 94), se puede llegar a determinar la constante microscépica k1. EI mismo procedimiento se llevara a
cabo para conocer la constante ks. Se llevara a cabo la representacion de dobles inversos (1/v versus
1/[AH2]) y se podra calcular, para cada concentracion de perdxido de hidrégeno, los valores de A"y B". Al
representar A" versus B (Ec. 95), se podra determinar el valor de la constante microscopica ks.

A=2[E]kB (94)
"= 2[E]kB" (95)

Asimismo, se puede determinar la eficacia catalitica (kcat/Km°bs) para la transformacion del peroxido de

hidrégeno y del sustrato reductor (Ec. 96 y 97).

[K™ = 2k3[AH2] =2k (96)
]
2k1[H202]

[K™ = =2k (97)

k =
" " (k1 /kS)[HZOZ] 3
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Los ajustes lineales de dobles inversos se basan en la ecuacién de Lineweaver-Burk (Lineweaver y
Burk, 1934) (Ec. 98). Asimismo, otros ajustes lineales aplicados, se basan en las ecuaciones de Hanes-
Woolf (Ec. 99) y de Eddie-Hofstee (Eddie, 1942; Hosftee, 1952) (Ec. 100). Las tres metodologias de ajustes

de regresion lineal se aplicaran para el tratamiento de los datos cinéticos experimentales.

S K S v
—=——+— (99) v=-K —+V_ (100)
S

max max

m

=+

1 1
—+— (99)
v Vm S Vmax Vv

ax

4.3.4.5. Inactivacion por sustrato suicida (H202)

La inactivacion o inhibicién por sustrato suicida es un proceso en el que un sustrato de la reaccion
enzimatica se comporta como sustrato suicida, es decir, como inhibidor irreversible altamente especifico que

tiene una serie de propiedades:

-Es quimicamente inactivo en ausencia de enzima.
-La molécula de inhibidor se activa especificamente por la enzima a la que va a inactivar.
-Una vez activado por la enzima, reacciona rapidamente con ella, uniéndose covalentemente a alguno de

sus restos aminoacidos, inactivando de manera irreversible a la enzima.

Muchos son los estudios que han concluido que los peroxidos (sustratos oxidantes de las peroxidasas)
son también sustratos suicidas de las clases I, Il y Il de estas enzimas. Se ha propuesto un mecanismo de
reaccion que consiste en dos rutas competitivas del Col de la enzima peroxidasa: una ruta catalitica y otra
inactiva. El contenido de azucares, las mutaciones puntuales de algin aminoacido y, sobre todo, la
estabilidad enzimatica, hacen que cada enzima tenga una sensibilidad distinta a estos sustratos suicidas.
El principal objetivo de este estudio es examinar con detalle la sensibilidad de la peroxidasa de palma real
(RPTP) al perdxido de hidrogeno y compararla con otras enzimas de clase |, Il y lIl, previamente estudiadas.
Todos los estudios realizados hasta la fecha con la peroxidasa de palma real revelan que nos encontramos
ante la peroxidasa mas estable jaméas descrita. Cualquier dato que indique que es menos sensible que otras
peroxidasas a la inactivacion, conferiran a esta enzima mayor valor afiadido a la hora de poder sustituir con

éxito a la peroxidasa comercial nimero uno, la de rabano picante, en sus aplicaciones biotecnoldgicas.

Las peroxidasas son capaces de reaccionar con grandes excesos de peroxido de hidrégeno.
Este hecho se observa, espectroscopicamente, por la aparicién de una banda a 940 nm que decae con el

tiempo y de un pico a 670 nm, debido a la existencia de una forma enzimatica inactiva llamada complejo
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verdohemoproteina P-670. Esta forma es similar al compuesto IV (ColV), encontrado por Chance (Chance

1949), en la reaccidn de una peroxidasa con metilhidroperéxido.

El ciclo catalitico de una enzima peroxidasa comprende tres pasos, en el primero la enzima reacciona
con una molécula de perdxido de hidrogeno dando lugar a una forma enzimética modificada denominada
Col, mediante un proceso mono-electrénico en el cual el hierro hémico se oxida a estado oxiferrilo (FeV=0).
Cuando un segundo electrén se mueve del anillo porfirina se genera un radical Tr-cationico, donde la carga
se encuentra deslocalizada sobre el anillo. En ausencia de sustrato reductor, los dos siguientes pasos del
ciclo peroxidasico no ocurren. Sin embargo, si existen concentraciones en exceso de peroxidos, éstos
pueden reaccionar con el Col previamente formado y llevar a la enzima por dos caminos bien diferenciados,
uno catalitico y otro inhibitorio de la actividad enzimatica. En funcion del tipo de enzima y de su resistencia a
la inhibicidn, el porcentaje de proteina en una u otra forma sera distinto. La reaccién del peroxido con el Col
puede ocurrir de dos modos: reduccion bi-electrénica tipo catalasa, generando O, como producto, 0 una
doble transferencia mono-electronica, lo que daria lugar a una mezcla de Coll, Colll y radical superéxido
(02%).

4.3.4.5.1. Sensibilidad enzimatica al sustrato suicida

El estudio de inactivacién consiste, en primer lugar, en evaluar la sensibilidad de la RPTP al inhibidor,
para lo cual se incubaran 2,0 ml de disolucion proteica 136,0 nM en tampdn universal 30,0 mM, pH 6,5 con
diferentes relaciones de peroxido de hidrogeno durante 24 h (tiempo final) a 25 °C. La concentracion de
peroxido de hidrégeno se determina espectrofotométricamente, sabiendo que €(H202)240 = 43,6 M-! cm".
Pasado ese tiempo se determina la actividad residual (Ar) de cada una de las muestras incubadas, por
triplicado, usando guayacol como sustrato. En una cubeta de cuarzo, de 1 cm de longitud de paso Optico, se
adicionaran 2 ml de mezcla de reaccion que contiene 18,2 mM de guayacol, 4,9 mM de perdxido de
hidrégeno, en tampén fosfato 100,0 mM, pH 6,0, y se mide la actividad enzimatica en alicuotas proteicas de
entre 5y 20 pl de volumen. Se define la actividad residual como la relacion entre la actividad enzimatica a

tiempo final y la actividad a tiempo cero (Ar = AvAo).

Para calcular la sensibilidad proteica al inhibidor, se determina el nimero de recambio (r), que indica el
exceso de inhibidor que sera necesario para que la inactivacion sea del 100%. Para ello se representa la
actividad residual frente a los diferentes excesos de inhibidor y, de acuerdo con la Ec. 101, la interseccion de
la zona lineal de la representacion con el eje de las abcisas determina el valor relacionado con la sensibilidad
de la enzima al inhibidor. Esta ecuacién se cumple si se tiene en cuenta que en cada ciclo catalitico se

consumen dos moles de H20> (uno para formacion del Col y otro para la inactivacion o la catélisis).
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At 1 [HZOZ]
A=—=1-
A 1-r [RPTP]

0

(101)

En la ecuacion anterior Ar es la actividad residual, At la actividad a tiempo infinito (24 h), Ao la actividad
a tiempo inicial, r es el nimero de recambio y [H202] y [RPTP] son las concentraciones de peroxido de

hidrégeno y de enzima al inicio de la reaccion de inactivacion.

4.3.4.5.2. Cinética de inactivacion

La peroxidasa de palma real (RPTP), a concentracion fija de 136,0 nM en 2,0 ml de tamp6n universal
30,0 mM, pH 6,5, se inactivada a 25 °C. Para ello, la reaccién comienza con la adicion del perdxido de
hidrégeno (entre 0-400 mM), tomandose a intervalos de tiempo especificos una alicuota de la mezcla de
incubacion y midiéndose su actividad enzimatica, usando guayacol como sustrato. Se representaran los
datos de actividad residual frente al tiempo, siendo cada curva cinética el promedio de tres estudios. De

ellas, se determinan los parametros cinéticos del proceso de inactivacion.

4.3.5. CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE LA RPTP
4.3.5.1. Efecto del pH en los espectros de absorcion de la RPTP

Los espectros de absorcién electronica de la peroxidasa de palma real (RPTP) se obtuvieron con un

espectrofotometro, entre 250-700 nm a 25 °C 'y con una velocidad de barrido de 400 nm min'.

La peroxidasa de palma liofilizada se disuelve en tampén fosfato 20,0 mM, pH 5,5. Se dializa frente a
este tampdn durante una noche en camara fria con agitacion constante. Con 1 ml de esa disolucion en una
celula de cuarzo de 1 cm de paso optico se registran sus espectros electronicos. El pH se va modificando
con HCI (conc) e NaOH (conc) entre 0,6 y 13,5. Se mide el pH de la disolucion proteica antes y después de
registrar cada espectro.

4.3.5.2. Determinacion de las caracteristicas espectroscopicas de los compuestos I, Il y lll de la
RPTP

Las peroxidasas de clase Il normalmente oxidan diferentes sustratos siguiendo un mecanismo

ping-pong, en el cual aparecen los Col y Coll, que son formas enzimaticas modificadas. El compuesto |lI

(Colll) suele aparecer cuando se trabaja con un exceso de peroxido de hidrégeno (Gazaryan y Lagrimini,

1996). Para conocer la estructura de estos compuestos enzimaticos se prepara una disolucion proteica de

concentracién 7,0 UM (€403 nm (RPTP) = 59,1 £ 0,6 mM-! cm™"), en tampo6n universal 30,0 mM, pH 6,5.
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El Col se detecta trabajando con una concentracién de peroxido de hidrégeno 3,5 uM en 2 ml de la
disolucién proteica anterior a TA (T = 25 °C). El Coll se observa con un exceso de peroxido de hidrégeno ~ 4
y el Colll se detecta con unos excesos de peroxido de hidrégeno ~ 500. Sobre 2 ml de disolucién proteica se
adicionan las cantidades de perdxido de hidrogeno necesarias (g240 (H202) = 43,6 mM-' cm), ese momento
indica el inicio de la reaccidn que se seguira espectrofotométricamente con el tiempo. Se registran a distintos
tiempos los espectros de absorcion, entre 350 y 700 nm, con una velocidad de barrido de 400 nm min-! en

una célula de cuarzo de 1 cm de paso Optico.

4.3.6. CRISTALIZACION Y DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PROTEICA POR DIFRACCION
DE RAYOS X

4.3.6.1. Obtencion de cristales proteicos

Para determinar la estructura de una proteina, a nivel atdmico de resolucion, existen hoy en dia dos
técnicas que son la resonancia magnética nuclear (RMN) y la difraccion de Rayos X. Para aplicar ésta
ultima, es necesario crecer cristales proteicos, lo cual es tanto més dificil cuanto mas grande es una
molécula (las proteinas son macromoléculas). Los cristales son una repeticiéon ordenada de una estructura
fija. Las moléculas de una misma proteina pueden no ser exactamente iguales, y por tanto, no representar
una estructura fija. Aunque su secuencia de aminoacidos sea la misma, en algunas ocasiones la proteina
puede presentar varios conformeros que coexisten, bien de origen natural, bien como consecuencia de
pequefios dafos durante el proceso de purificacion. Las modificaciones post-traduccionales y la formacién
de agregados aumentan la heterogeneidad de la muestra. Todo ello se opone al principio de uniformidad y
dificulta la cristalizacion. Para someter cristales a un estudio estructural, éstos deben ser suficientemente
grandes (> 0,05 um, idealmente unos 0,3 um) y, ademas, tener un orden interno suficiente como para

alcanzar una resolucion mejor de 3 A.

Los cristales de cualquier sustancia se producen a partir de una solucion sobresaturada. De este
modo, se pretende obtener una solucion sobresaturada de la proteina en los limites entre lo metaestable y lo
inestable, intentando que dicha sobresaturacién se alcance de manera lenta y gradual, para asi generar
unos pocos nucleos de cristalizacion sobre los que crezcan unos cuantos cristales, grandes y bien
ordenados (Weber, 1991).

Las proteinas que se pretenden cristalizar tienen que cumplir una serie de requisitos: tener un elevado
grado de pureza (> 95%), encontrarse en cantidad suficiente (no menos de 20 mg), ser homogéneas (la
heterogeneidad puede ser intrinseca, debida a fosforilaciones, nitrosaciones, diferentes grados de

glicosilacion, o experimental, debida a procesos de proteolisis, agregacion o desnaturalizacion parcial), ser
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estables en la disolucion inicial y encontrarse a una concentracion elevada (5-20 mg ml-!, normalmente = 10
mg mit). Este ultimo factor depende de la solubilidad de la proteina. Normalmente se concentran por

ultracentrifugacién en una solucion de baja concentracion salina y de tampén.

Para alcanzar la sobresaturacion, se comienza por una disolucion de proteina concentrada y se
aumenta aun mas su concentracion por eliminacion gradual del agua o introduciendo cambios que reduzcan
su solubilidad. Algunos factores utilizados para la obtencion de soluciones sobresaturadas de proteinas son:
eliminacion de agua, cambios de pH, cambios de temperatura, baja fuerza ionica, alta fuerza idnica con
(NH4)2S0s, precipitantes poliméricos (PEG), ligandos especificos o solventes organicos volatiles (etanol,

acetona,...) y no volatiles (etilenglicol, hexanodiol, etc).

Existen diferentes metodologias de cristalizaciéon, la mas comun se basa en alcanzar la
sobresaturacion mediante difusion de vapor. Una pequefia gota, preparada mezclando, a partes iguales, la
disolucién de proteina y la de cristalizacion, se mantiene dentro de una camara hermética formada por un
reservorio que contiene un volumen mucho mayor de solucion de cristalizacion, sin que la gota y la solucion
del reservorio estén en contacto. La presion de vapor de agua es mayor en la gota que en el reservorio, y
por tanto la gota pierde lentamente agua hasta que las concentraciones de agentes precipitantes en la gota y
en el reservorio se igualan. Esta técnica tiene dos modalidades, la modalidad de gota colgante y la de gota
asentada. En la primera, la gota se coloca sobre un cubreobjetos silicado, que luego se invierte y se utiliza
para sellar un pocillo de una placa multipocillo, de manera que la gota queda colgando dentro del recinto
sellado y separada de la solucion de cristalizacion presente en el pocillo. En la segunda modalidad, la gota
se asienta en una elevacion plana o concava, situada por encima de la solucién de cristalizacion. Antes de
obtener los cristales definitivos, se buscan las condiciones dptimas de cristalizacién utilizando matrices de
muestreo (Sparse Matriz) de 24 pocillos (Cristal Screens |, Cristal Screens Il), de esta manera, a cada
temperatura de estudio, se pueden explorar del orden de 80 condiciones. Una vez obtenidas las condiciones
de cristalizacién, se comprueba que los cristales son adecuados y si no es asi, se mejoran, variando el pH y

las concentraciones de agente precipitante y/o aditivos.

Experimentalmente para cristalizar la peroxidasa de palma real (RPTP), se ha empleado el método de
difusién de vapor de gota colgante usando matrices de muestreo Cristal Screens | y Cristal Screens Il con
sulfato amonico en un amplio rango de valores de pH. La gota colgante contiene 1 pl de solucién proteica de
concentracién 4,8 mg ml!* en tampén TRIS 5 mM, pH 7,4, mas 1 pl de solucion de cristalizacion. En el

reservorio se colocan 500 ul de solucién de cristalizacion a 277 K. Los cristales crecen en la gota colgante
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durante 3-4 dias, cuando la solucién del reservorio contiene entre 2,4 y 3,2 M de (NH4)2SOs4, en un rango de

pH comprendido entre 6,0 y 8,0.

4.3.6.2. Difraccion de Rayos X de los cristales de proteina: recogida de los datos
cristalograficos

Un cristal es un apilamiento de una celdilla unidad que se repite ordenadamente en las tres direcciones

del espacio. Esta celdilla unidad queda definida por tres ejes (a, b y ) y tres angulos interaxiales (a, B y v).

En el caso de las proteinas, se puede obtener la estructura tridimensional, incluyendo plegamiento y también

detalles con un gran significado fisicoquimico, tales como distancias y angulos de enlace, estado térmico

vibracional de los atomos, empaquetamiento cristalino, etc, claves para entender su funcion bioldgica.

La difraccién de Rayos X es el fenomeno fisico de interaccién de los Rayos X con los cristales. El haz
de Rayos X incide sobre el cristal e interacciona con los electrones de los atomos que lo componen,
haciéndolos vibrar. Los electrones oscilantes son focos de nueva radiacion X que se emite de forma esférica,
fendmeno llamado dispersion. Algunas veces, los Rayos X dispersados por los electrones interfieren entre si
y se anulan. En otras ocasiones, como los atomos en un cristal se encuentran ordenados, ocurre que en
algunas direcciones se combinan y generan lo que se denomina dispersion cooperativa o difraccion. Este
fendmeno esta claramente descrito por la ley de Bragg (1913), que dice que la difraccidn se produce entre
dos planos paralelos separados una distancia (d), para un angulo de incidencia (©), tal que la diferencia de
camino recorrido por los dos trenes de onda sea un multiplo de la longitud de onda (A) (Ec. 102).

2dsend =nA (102)

En la actualidad existen tres tipos de fuentes de Rayos X: los tubos de Rayos X, los tubos con &nodo
rotatorio y los aceleradores de particulas. La fuente mas potente es la ultima, la cual se emplea para la
obtencién de radiacion sincrotronica. No obstante, la fuente de tubos con &nodo rotatorio es la mas
empleada, ya que es 10 veces més potente que los tubos de Rayos X y, ademas, no requiere instalaciones
tan especiales como los aceleradores de particulas.

En los experimentos de difraccion se suelen usar los Rayos X duros, de una longitud de onda de
1 A. Estos se hacen incidir sobre un cristal, generando calor y radicales libres en las moléculas de proteinas
y de solvente, produciendo con el tiempo dafios irreparables en el cristal. Para evitar esto, se utiliza la
técnica de criocristalografia, que consiste en enfriar el cristal con una corriente de nitrégeno frio (~ 100 K),
saturando previamente el cristal con una solucion crioprotectora (aceite mineral, glicerol, etc.), de tal modo

que las moléculas de agua no estructurales se reemplacen por las moléculas del liquido crioprotector,
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evitando asi, la formacién de hielo que generaria la rotura del cristal y la alteracion de los datos
cristalograficos. El cristal, una vez crioprotegido, se recoge con un brazo de fibra de nylon que se monta
sobre un vastago metalico, colocandose todo ello en el extremo de una cabeza goniométrica que posee
varios grados de libertad. El cristal se hace girar en intervalos de 1°, mientras se hacen incidir sobre él los
Rayos X y el detector recoge la intensidad de los haces difractados. Existen dos tipos de detector: el
‘Imaging Plate”, con un area de deteccidn muy amplia (su didmetro puede alcanzar los 34,5 mm),
permitiendo, por tanto, la deteccidn de muchos haces difractados simultdneamente, pero en el cual el
sistema goniométrico sélo permite el giro del cristal sobre el eje de montaje; el CCD “Charged Coupled
Device”, cuyo gonidmetro tiene mas grados de libertad y, mediante tres giros, permite orientar el cristal en

cualquier direccidn, si bien su area de deteccion es menor.

Del analisis de la posicién e intensidad de los puntos de estas imagenes se puede deducir, con
facilidad, la geometria de la celdilla elemental cristalina y su simetria (grupo espacial) que, junto a la
intensidad asociada a cada punto reciproco, constituye toda la informacion que se puede obtener

directamente de un experimento de difraccion.

Ademas, a partir de los datos, tras la difraccion de Rayos X de los cristales, se pueden determinar
varios parametros estadisticos que indican si la técnica ha sido adecuada o no. Dichos parametros son
(Blow, 2002):

+ Difracciones unicas: difracciones necesarias para generar un grupo completo de difracciones
mediante simetria.

+  “Completeness”: relacion entre el numero de difracciones Unicas registradas y el nimero total de
difracciones Unicas tedricas.

+ Multiplicidad: relacion entre el numero total de difracciones registradas y el nimero total de
difracciones registradas Unicas.

+ Factor B: representa la disminucion de la intensidad en la difraccidén debido al desorden del cristal.
Incluye tanto el desorden estatico del cristal como el desorden causado por las vibraciones térmicas.
Cuando el valor de este factor es superior a 40 A, indica, o bien la presencia de lazos moviles, o bien
que el modelo construido es erréneo.

*  Rmerge: diferencia entre los datos obtenidos experimentalmente y los calculados de forma hipotética.
Cuando su valor esta proximo a 0, indica que el modelo es correcto, si es superior a 0,59 indica que
es erréneo.

+ /o (1): relacién entre la intensidad de la difraccion y el ruido de fondo. Su valor debe ser > 2.
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Experimentalmente, un cristal de RPTP se crioprotege con una solucién de aceite mineral al 100%, se
recoge con un asa de fibra de nylon y se congela con ayuda de una corriente de nitrogeno a 100 K. Todo ello
se monta sobre una cabeza goniométrica de la camara del detector del tipo “Image Plate” de MAR Research
(MAR345dtb), que se alinea dpticamente y se centra. El cristal se mantiene en contacto con el flujo laminar
de gas nitrogeno durante todo el proceso de recogida de datos. Como radiacién se emplea la
correspondiente al pico Kq (A = 1,5418 A) del cobre, usando como generador un anodo rotatorio del tipo
Rigaku UltraX-18 que opera a 50 kV y 100 mA y que esta equipado con una lente confocal Max-Flux. Los
datos de difraccidn son un conjunto de 96 imagenes, cada una de ellas correspondiente a un giro del cristal
de 1° y un tiempo de exposicion de 20 min por imagen. Los conjuntos de imagenes se tratan y analizan con
los programas MOSFLM (Leslie, 1992) y SCALA (Bailey, 1994).

4.3.6.3. Determinacion de la estructura y refinado

El objetivo de un estudio estructural es la determinacion de la densidad electronica, p (xyz), para cada
punto de la celdilla unidad. Inicialmente se obtiene informacion del espectro de difraccion, si bien, para
transformar esta informaciéon en informacién del espacio cristalino, se tiene que resolver una funcién
denominada transformada de Fourier (Ec. 103), en la que intervienen los factores de estructura F (hkl),
definidos en cada punto del espacio reciproco (hkl), y que contienen la resultante, en esa direccion, de la

dispersion de los Rayos X. Los factores de estructura se calculan segun la Ec. 104.
1
p(xyz)=— Z Z Z |F(hk|)| cos2m(hx + ky + 1z - @(hkl)) (103)
V h k |
F(hkl) - Z fjezm (hx +ky +1z) (104)

Los factores de estructura son ondas y, como tales, se describen por sus médulos, | F (hkl) | , Y sus
fases, @(hkl). Los modulos representan la amplitud de los haces difractados y se obtienen directamente a
partir de las intensidades que se recogen en el detector (Ec. 105). El problema radica en el conocimiento de
sus fases, ya que éstas no se pueden medir experimentalmente y, por ello, se tiene que recurrir a distintas

metodologias para resolver el problema de la fase.
I(hkl) = KALp|F(hki)| (105)
Existen tres métodos para corregir el problema de la fase:

+ Reemplazo isomorfo multiple (MIR): se introducen en la estructura atomos altamente dispersores.

+ Dispersién anomala multiple (MAD): se introducen atomos dispersores anémalos.
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+ Reemplazo molecular (MR): se hace uso del modelo estructural de una proteina homéloga conocida.
En este trabajo, se utiliza esta metodologia para resolver el problema de la fase y se utiliza como
modelo la estructura de la peroxidasa de rabano picante (HRP) (cédigo 1h57 del Protein Data Bank
(PDB), con un 36% de homologia en la secuencia de aminoacidos). Para aplicar dicho modelo, se
utilizan los programas CHAINSAW (Collaborative Computacional Project, Number 4, 1994),
MOLREP (Vagin y Teplyakov, 1997) y Coot (Emsley y Cortan, 2004).
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Figura 8. Esquema general que ilustra el proceso de resolucion de estructuras
cristalinas mediante difraccion de Rayos X.

El resultado de una buena cristalizacion y de la determinacion de la fase es una imagen tridimensional
formada por nubes de electrones de la proteina, que se conoce con el nombre de mapa de densidad
electrénica. A partir de este mapa y con la secuencia conocida de aminoacidos, se construye un modelo
inicial de la estructura de la proteina, el cual da lugar a un modelo final tras ser sometido a una serie de
refinamientos, los cuales se realizan con ayuda del programa REFMACS5 (Murshudov et al., 1997). Una de
las funciones mas conocidas para evaluar la bondad del refinamiento es el denominado factor de
desacuerdo o factor R (Ec. 106). Este factor mide las diferencias entre el espectro observado (Fo) vy el
calculado (F¢), por lo que cuanto menor sea ese factor, mejor serd el ajuste del modelo a los datos
experimentales. Este Ultimo modelo de la estructura proteica proporciona las coordenadas cartesianas de

cada uno de los atomos de la molécula, excepto las de los hidrogenos.
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Una propiedad importante del modelo final es la resolucidn, es decir, la minima distancia que puede ser
definida. La unidad de este parametro es el Ay, cuanto menor sea su valor, mayor sera la resolucion, es

decir, el mapa de densidad electrénica sera de mayor calidad.

Los experimentos de difraccidn de Rayos X y la interpretacion de los datos obtenidos han sido
realizados por el profesor D. Igor Polikarpov y su equipo, en el Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidad

de Séo Paulo, Brasil.

4.3.7. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA RPTP
4.3.7.1. Espectrometria de masas
Conocer la secuencia de una proteina es importante, por una serie de razones:

-Es Unica, al menos en alguna zona, siendo, por tanto, la huella de identidad de la proteina.

-Define la estructura primaria de la proteina, que es fundamental para entender completamente su estructura
y su funcién.

-La relacion entre la secuencia de aminoacidos y el ADN es directa, lo que nos permite realizar estudios de

Biologia Molecular.

Existen diferentes técnicas para determinar la secuencia de aminoacidos de una proteina, la mas
antigua es la degradacion de Edman, pero tiene sus limitaciones. Actualmente se aplica la espectrometria de

masas combinada en muchos casos con estudios de Biologia Molecular.

Entre las principales ventajas de la espectrometria de masas se encuentran: su alta sensibilidad, la
rapida velocidad de analisis, la gran cantidad de informacion obtenida con cada experimento y la capacidad

de caracterizar modificaciones post-traduccionales.

La base de un espectrometro de masas son sus siete componentes principales: inyector de muestra,
fuente de iones, analizador de masas, detector, sistema de vacio, sistema de control instrumental y sistema
de datos. El cambio del inyector de muestra, la fuente iénica y el analizador de masas genera los diferentes

tipos de espectrometros de masas (Tabla X).
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Tabla X. Variaciones de los componentes instrumentales tipicos, usadas en los experimentos
de secuenciacion e identificacion proteica.

Componente instrumental

Inyector de muestra 1.Directo

2.Cromatografia liquida en columna

Fuente i6nica 1.Electrospray, nanospray y microspray (ESI)

2.Desorcidn/lonizacion laser con matriz asistida (MALDI)

Analizador de masas 1.Filtro de masas cuadrupolar
2.Trampa iénica
3.Tiempo de vuelo (TOF)

Cuando un analito va a ser analizado por espectrometria de masas es necesario que se encuentre en
fase gaseosa y ademas en forma ionica, ya que la magnitud que va a registrar el detector son las relaciones
m/z (masa/carga) de ese i6n. Un i6n en fase gaseosa se mueve faciimente dentro de un campo
electromagnético, pudiéndose controlar ese movimiento. Ademas, al utilizar iones en fase gaseosa aumenta

la sensibilidad del instrumento.

Existen dos métodos de ionizacion: las técnicas ESI (Electrospray) y MALDI (Matrix-assisted laser
desorption / ionization). La ionizacion ESI fue disefiada en 1985 (Whitehouse et al., 1985; Fenn et al., 1989).
Una mezcla de péptidos en solucidn acuosa acida se rocia a través de una aguja de pequefio diametro,
sobre la que se esta aplicando un potencial positivo de gran magnitud (2 - 5 kV). Los protones de la solucién
acida hacen que los péptidos estén cargados positivamente, ello hace que las gotas se muevan hacia el polo
negativo del instrumento. Estas gotas viajan a través de un tubo que reduce su tamafio por evaporacion
debido a la existencia de un flujo gaseoso (N2) y de calor. Este proceso se lleva a cabo hasta que se
generan péptidos protonados en fase gaseosa que entran en el espectrometro de masas. Las ventajas de
esta forma de ionizacion son: alta eficiencia y compatibilidad con HPLC de fase reversa debido a que los
solventes que se usan tienen excelentes propiedades electrospray. La desventaja principal es que la técnica
es muy sensible a contaminantes como el SDS. La caracteristica principal es que los péptidos que se
forman, pueden tener diferentes estados de ionizacién, ya que se ioniza el &tomo de nitrégeno del extremo
N-terminal y los atomos de nitrogeno de las cadenas laterales de aminoacidos basicos (Lys, Arg e His), por
ello los péptidos pueden tener carga multiple. Los péptidos de una digestion con tripsina suelen estar
doblemente cargados, ya que esta peptidasa rompe el enlace que se forma entre los aminoacidos K-X y R-X.
En algunas ocasiones se utiliza para mejorar el proceso de ionizacion “Sheath gas’. Para aumentar la
sensibilidad de este método de ionizacion se utilizan velocidades de flujo menores y agujas con diametros

mas pequenios para generar las gotas (microspray y nanospray).
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La ionizacion MALDI fue descrita el 1988 (Karas y Hillenkamp, 1988; Hillenkamp et al., 1991). En este
método los péptidos se disuelven en una solucién que absorbe la radiacién UV (solucion matriz) y se
depositan sobre la placa del espectrometro. Cuando esta solucién se seca la matriz cristaliza y los péptidos
quedan inmersos en los cristales de la matriz. Sobre ellos, se hace incidir un pulso de laser UV que produce
la vaporizacién de elementos de la matriz y de péptidos. El proceso de ionizacidén ocurre por protonacion de
los péptidos mediante componentes acidos de la matriz. Este sistema de ionizacidn resiste mejor la
presencia de contaminantes en la muestra (urea 0,5 M, guanidina 0,5 M, SDS 0,01%, DTT 0,5 M, glicerol
1%, metales alcalinos 0,5 M, TRIS 50 mM y fosfato 50 mM). Algunos inconvenientes son que a veces los
péptidos no estan incluidos en la matriz cristalizada y que si los niveles de contaminacion son muy elevados

pueden saturar el detector.

Existen diferentes tipos de analizadores de masas. Todos ellos registran la relacion m/z de los iones
del analito. La unidad de medida es el Thomson (Th) (Cooks y Rockwood, 1991). La eleccidn del analizador

determina la resolucion y el rango de valores m/z que puede ser medido.
+ Filtro de masas cuadrupolar

Fue el primer analizador que se utilizd de manera rutinaria asociado a los espectrometros por su
facilidad de uso y su alto rendimiento. Los espectros se registran a una velocidad de 1000 Th s,
adquiriendo en 1,8 s un espectro con masas comprendidas entre los 200 y los 2000 Th. La velocidad de
trabajo es compatible con la técnica HPLC. Su resolucién es de 1Th, por lo que puede mostrar el cluster
isotdpico de un idn monoisotdpico, pero no de iones con cargas superiores a la unidad. La precisién en la
medida es de + 0,1 Da (monoisotdpicos). El rango de m/z que puede detectar es de 10 hasta 2000, rango de
masas suficiente para analizar los péptidos procedentes de una digestion triptica. Su limitacion de
sensibilidad es que de todos los iones generados en el ionizador, son muy pocos los que son detectados
(0,1%).

+ Analizador de trampa idnica

Es mas sensible y eficaz que el filtro cuadrupolar debido a su pequefio tamafio (varios cm), por lo que
la mayoria de los iones que se generan en la fuente de ionizacion llegan al detector. El caracter compacto
del sistema lo hace menos costoso. La principal caracteristica de la trampa i6nica es que presenta un tiempo
de acumulacidn i6nico, que genera un aumento de la sensibilidad. Si la generacion de iones es rapida el
tiempo de acumulacion sera pequefio, pero si los iones se producen con un flujo lento el tiempo de

acumulacion aumentara (250 ms). La resolucion es de 1 Th. Puede detectar relaciones m/z de hasta 2000
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Th, no existiendo en este caso limite inferior. Ello es éptimo es los sistemas en td&ndem para observar

productos i6nicos (Le Blanc et al., 2003).

+ Analizador TOF “time-of-flight”

El método de operacion de este analizador es muy sencillo. Sobre los iones positivos se aplica un alto
voltaje (+ 20 - + 30 kV). Estos iones se mueven en el interior de un campo eléctrico de longitud s, con una
energia cinética directamente proporcional a su carga (Ec. 107). Los iones acelerados entrardn en una
region libre de campo de longitud D (tubo de vuelo), su energia cinética (Ec. 108) los transportara a través de
esta region, y su velocidad sera inversamente proporcional a su masa (Ec. 109). El tiempo que tarde un ién

en recorrer esa region D nos servira para conocer su velocidad y en Ultimo lugar su relacién m/z (Ec. 110).

K=EZs (107)
2
k= (108)
2
12
o[22 109)
m
2
m t
— =2Fs|— (110)
Z D

K es la energia cinética del i6n, E es el potencial inicial aplicado, Ze la carga del ion, s la longitud del campo
eléctrico, m la masa del i6n, v la velocidad, t el tiempo y D la longitud del tubo de vuelo o zona libre de

campo.

La resolucion de este analizador se ve afectada por el proceso de ionizacion, por las dimensiones del
tubo de vuelo y por el voltaje inicial aplicado para acelerar los iones. A veces iones con la misma relacién
m/z tienen energias cinéticas diferentes y llegan al detector a tiempos distintos lo que degrada la resolucién
del instrumento. Esto inicialmente se corrigié aumentando el potencial inicial aplicado y la longitud del tubo
de vuelo. Actualmente el problema se soluciona corrigiendo el sistema con una extraccion retrasada de los
iones en la region libre de campo, con un reflector idnico o “reflectron” o con una combinacién de ambas
metodologias. Estos sistemas corrigen las diferencias de energia cinética de iones con la misma relacion m/z
aumentando 10.000 veces la resolucion. El analizador no tiene limitaciones en el rango m/z, sirve para

analizar proteinas intactas, es muy sensible, muy resolutivo y los resultados se obtienen a gran velocidad.
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4.3.7.1.1. Espectrometria de masas en tandem

En muchas ocasiones es necesaria la separacion de un idén concreto para su posterior analisis. La
espectrometria de masas en tandem introduce un paso previo para aislar ese ién con una relacién m/z
determinada, primera fase del andlisis o separacién. Posteriormente, en una segunda fase del anélisis, ese
i6n se fragmentara y finalmente se analizan los fragmentos iénicos. En el caso de que el idn seleccionado

sea un péptido los fragmentos iénicos permitiran conocer su secuencia de aminoacidos.

El proceso de fragmentacion o disociacion inducida por la colision (CID) “Collisionally Induced
Dissociation”, consiste en fragmentar un ion en una region de alta presion mediante la colision con moléculas
gaseosas neutras. En este proceso parte de la energia cinética del ién se transformara en energia interna, lo

que inestabilizara al i6n produciendo su fragmentacion.
La espectrometria de masas en tandem puede ser de dos tipos:

+ Tandem en espacio: son instrumentos que tienen mas de un analizador de masas, cada uno de

los cuales lleva a cabo una fase del experimento de manera independiente.

+ Tandem en tiempo: son instrumentos que tienen un solo analizador de masas, pero necesitan
para analizar un ién en concreto, atraparlo previamente y separarlo del resto. Estos
experimentos se denominan “MS"”, donde n determina el numero de etapas del analisis de

masas.

4.3.7.2. Analisis del extremo N-terminal

Para realizar el analisis del extremo N-terminal de la proteina intacta y resolver algunos péptidos de la
digestion triptica se utiliza el instrumento Procise de Applied Biosystems, siguiendo el protocolo establecido.
El sistema de secuenciacion proteico, basado en la reaccién de Edman, analiza secuencialmente los
aminoacidos que se van eliminando del extremo N-terminal de una proteina o de un péptido. En primer lugar
hay que hacer un tratamiento previo de la muestra. Una disolucién proteica (2-5 mg ml') en tamp6n BCA
100 mM, pH 8,3 se desnaturaliza con GUHCI 5 M, se reducen los puentes disulfuro con 2-mercaptoetanol al
1% (v/v), durante 2 min a 85 °C y finalmente se alquilan las cisteinas con 4-vinilpiridina al 5% (v/v), durante
1 hy TA. La proteina S-piridiletilada se somete a un analisis de la secuencia del extremo N-terminal.

Los primeros datos publicados de esta técnica datan de la década de los 50 del siglo pasado (Edman
1950; 1956).
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Figura 9. Etapas de la degradacion de Edman.

Se utiliza la reaccion de Edman para romper el enlace peptidico de aminoacido del extremo N-terminal,
usando fenilisotiocianato (PITC). Este compuesto primero se une al atomo de N, del extremo N-terminal,
formandose un derivado proteico feniltiocarbamilo (PTC-Proteina), el cual genera la ruptura del enlace
peptidico, dando lugar a un derivado 5-tiozolinona (ATZ-AA) que se reestructura y genera el compuesto que
se va a analizar mediante HPLC, feniltiohidantoina (PTH-AA) (Fig. 9). En cada ciclo se rompe un aminoécido,
por lo que es una técnica bastante lenta. La automatizacion del sistema permite trabajar con pequefias
cantidades de proteina (1-5 pmol), que permite realizar 20 ciclos, detectando un aminoécido cuando su

concentracion se encuentra entre 0,2 y 1,0 pmol. Se puede aplicar a proteinas intactas, sin necesidad de
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digerirlas, su sensibilidad es alta y es un método facil de manejo e interpretacion de los resultados. Los
fragmentos proteicos se analizan mediante HPLC. Previamente por la columna se ha pasado una mezcla
estandar de los 20 aminoacidos puros, para conocer el tiempo de elucién de cada uno de ellos (calibrante).
Su principal inconveniente es la lentitud (45 min por cada ciclo), su limitacién es que no se puede aplicar a
proteinas que tengan bloqueado el extremo N-terminal. La longitud de la secuencia proteica que puede ser
determinada esta limitada por la eficiencia quimica de la degradacién y ademas por una serie de
caracteristicas de la muestra como son: la pureza, la cantidad, la masa molecular y la conformacion. La
eficiencia de la secuenciacion desciende con cada ciclo de degradacion. La degradacion consta de tres
etapas claramente diferenciadas (Fig. 9):

+ Reaccion de acoplamiento

El acoplamiento entre el atomo de N del extremo N-terminal de la proteina con el reactivo PTIC,
requiere un medio basico que se consigue adicionando N-metilpiperidina-H20. El ambiente basico
desprotona los grupos —-NHz libres para la posterior reaccion de acoplamiento con PITC. La temperatura del
proceso suele ser de 50 °C para que la reaccion sea rapida y eficiente. Acabado el proceso, se seca para
eliminar los restos acuosos y se lava con acetato de etilo y cloruro de n-butilo para eliminar los excesos de

reactivos y los subproductos de la reaccion.
+ Reaccion de ruptura

Para llevar a cabo esta etapa se requiere un medio fuertemente acido que se consigue adicionando
TFA (catalisis acida). Se debe de conseguir la ruptura completa del compuesto ATZ-AA y evitar los
subproductos no deseados por rupturas en otras zonas de la cadena peptidica. La eficiencia de la ruptura
depende del aminoacido que se encuentre en el extremo N-terminal y del proximo aminoécido que se

encuentre en la cadena. Después se lava para eliminar el exceso acido y se seca para retirar el agua.
+ Extraccion y reaccion de conversion

El compuesto ATZ-AA se extrae del cartucho, para ello se utiliza cloruro de n-butilo y acetato de etilo y
se introduce en un frasco. Una vez aislado se convierte en una forma méas estable PTH-AA, para ello se
adiciona un pequefio volumen de ACN al 10%. Se evaporan los compuestos utilizados para la extraccion y
se reduce el volumen. La muestra no se debe secar completamente. Finalmente se disuelve en ACN al 10%

y se introduce en el sistema cromatogréfico, donde se detectara.
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4.3.7.3. Digestion proteica

La digestion proteica consiste en la fragmentacion de una proteina en un conjunto peptidico
heterogéneo, con ayuda de diferentes enzimas de digestion. Las mas empleadas son: ftripsina y
quimotripsina. La tripsina es una enzima de digestion muy especifica, rompe el enlace peptidico de
aminoacidos basicos como la lisina (K-X) y la arginina (R-X), la ruptura no se produce cuando el residuo X es
una prolina. La quimotripsina produce ruptura en los enlaces peptidicos de residuos hidrofébicos
voluminosos como Phe, Trp y Tyr, cuando no forma parte del enlace la Pro. Existen otras muchas enzimas
proteoliticas como la elastasa, termolisina, pepsina y endopeptidasa V8. En muchas ocasiones se emplean
en las digestiones mezclas de diferentes enzimas. Una digestion proteolitica con tripsina, por la abundancia

relativa de los residuos Ky R, da lugar a péptidos con relaciones m/z inferiores a 2000 Th, normalmente.

La digestion proteica se puede realizar de diferentes modos:

» Incubacion de la proteina pura en una disolucion tamponada al pH 6ptimo de trabajo de la enzima de
digestién (para la tripsina es de 8,0-8,3), durante largos periodos de tiempo a 37 °C, calentando
(10-15 min a 100 °C) o a TA si se adiciona al medio un agente quimico desnaturalizante como la
guanidina.

» Aislamiento de la proteina pura en un gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), revelando con el colorante azul de Coomassie. La banda proteica se fragmenta y
sobre ella se realiza la digestion de manera manual o con ayuda de un digestor automatico. Ambas
digestiones se llevan a cabo de la misma manera. El proceso consta de cuatro etapas:

+ Preparacion de la muestra. Se realiza el gel al 12%, se corta la banda proteica y se fragmenta
en pequefios trozos. Estos fragmentos de gel se lavan en varias ocasiones para eliminar los
restos de tampones y detergentes usados durante el proceso de SDS-PAGE. En primer lugar se
deshidratan con ACN al 40% vy, a continuacion, se rehidratan con BCA 200,0 mM.

+ Alquilacién-reduccion. Como las proteinas tienen en su estructura puentes disulfuro
responsables de la estructura tridimensional, éstos se reduciran para que el proceso de
digestién sea mas efectivo. La reducciéon se lleva a cabo con DTT (10-50 mM) o con TCEP
(20 mM) en tampon BCA 25 mM, a 60 °C durante 30 min. Los grupos sulfuro libres se alquilaran
con IAM 40 mM en tampdn BCA 25 mM, durante 30 min a 37 °C, con agitacion. Se lavan los
fragmentos varias veces con BCA 25 mM / ACN 50%, durante 15 min y 37 °C. Finalmente se
secan durante 30 min con un SpeedVac.
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+ Digestion proteica. La enzima de digestion (tripsina) se activa en tampon BCA 25 mM, pH 8,3y
se adiciona de manera que la concentracién final sea de 1 pg pl'. Se incuba durante 1,5 h a
37 °C. Durante este proceso se adiciona agua para evitar la evaporacion total.

+ Extraccion de los péptidos. Se extrae el sobrenadante (que se recoge). Sobre los fragmentos
del gel se realizan varios lavados con BCA 25 mM / ACN 9% para arrastrar todos los péptidos
del gel. Este sobrenadante se junta con el anterior y se seca con SpeedVac. Luego se
resuspende en acido formico al 10% o en ACN 50% / TFA 0,1%.

La digestion de la RPTP se realiza siguiendo ambos procedimientos:

-Disolucion de una muestra proteica pura (2-5 mg mi-') en BCA 100 mM, pH 8,3 e incubacion con tripsina en
relacion 1:100 (m/m) enzima-sustrato durante 18 h a 37 °C.

-Digestion partiendo de una banda proteica de un gel SDS-PAGE revelado con azul de Coomassie,
utilizando como enzima de digestion tripsina de pancreas bovino, como agente reductor DTT y realizando un

proceso de digestion automatica con el digestor ProGest.

4.3.7.4. Andlisis de los péptidos tripticos

Para comprobar si el proceso de digestion ha transcurrido con éxito se registrara un espectro de masas
de la mezcla de péptidos tripticos y se calcularé la masa molecular de cada uno de ellos, usando como
estandar de calibracion una mezcla de péptidos tripticos de lectina de semillas de Cratylia floribunda, que
tiene un rango de masas moleculares desde 450 hasta 3300 Da.

Para llevar a cabo este proceso, 0,65 pl de solucién triptica se mezcla en la placa Anchor del
MALDI-TOF con el mismo volumen de una solucion saturada de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico en ACN al
50% y TFA al 0,1%, se deja secar y se analiza con un espectrometro de masas MALDI-TOF, modelo
Voyager-DE Pro. Mediante el programa X-TOF se hace una calibracion del espectro mediante un ajuste
cuadratico utilizando para ello las masas de los picos de la tripsina u otros picos conocidos. Se comprueba la
calidad de los espectros de cada uno de los picos y se eliminan los de mala calidad. Si se obtiene una buena
cantidad-calidad de péptidos tripticos con unas masas adecuadas, se procede a separarlos para hacer un

analisis mas detallado de cada uno de ellos.

La mezcla de péptidos tripticos obtenidos mediante la incubacién en solucion se separa mediante una
cromatografia en fase reversa con un sistema HPLC ETTAN™ LC, usando una columna de licrosfera

RP100C1s (250 x 4 mm, con un tamafio de particula de 5 pym). En la cromatografia de fase reversa
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HPLC-RPC, como resina se utiliza una matriz de silica a la que se une un hidrocarburo saturado, insaturado
0 aromatico. La fase estacionaria que se usa con mayor frecuencia es [SiOz]-(CH2)17-CHs, llamada
comunmente Csg. Estas fases son de naturaleza apolar, las particulas a separar son ligeramente apolares y
se retienen en la matriz. Al disminuir la polaridad del disolvente se eluyen en orden decreciente de polaridad.
Como la mezcla triptica se encuentra en una solucion &cida los péptidos quedan retenidos en la columna. Se
trabaja con una velocidad de flujo de 1 ml min- y se eluyen con un gradiente lineal de TFA al 0,1% en agua
(Solucion A) y ACN (Solucion B): 5% de B durante 10 min, seguido de 5-45% de B durante 120 min y
45-70% de B durante 20 min. Los péptidos se siguen mediante su absorbancia a 215 nm (longitud de onda a
la que absorbe el enlace peptidico), se recogen y se secan en un Speed-Vac. Estos péptidos aislados por
HPLC se caracterizan mediante diferentes técnicas: secuenciacion del extremo N-terminal, espectrometria
MALDI-TOF-MS y espectrometria de masas en tdndem (CID-MS/MS).

Para obtener la secuencia de los péptidos tripticos una mezcla de proteina digerida en solucién se
carga sobre una columna y se somete a una ionizacion electrospray utilizando como analizador de masas
una trampa ionica (QTrap) de Applied Biosystems equipada con una fuente idnica nanospray (Protana). Los
péptidos dobles y triplemente cargados obtenidos del espectro de masas MALDI-TOF se analizan mediante
una técnica de mejora de la resolucién, que se ejecuta a 250 Th s, a través de un rango de masas
completo. Los iones monoisotopicos se fragmentan mediante una herramienta de trabajo asociada a la
trampa ionica. Los experimentos MS/MS se llevan a cabo de la siguiente manera: Q1 es la resolucion
(£ 1 Th), Q1/Q2 es la energia de colision (30-40 eV), Q3 es la barrera de ingreso (8 V), la trampa idnica
lineal (LIT) actua durante 250 ms y a una velocidad de barrido de 1000 Th s'. Los espectros obtenidos de la
fragmentacion inducida por colisién de los péptidos, se analizan manualmente, utilizando una versién con

licencia del programa MASCOT (http://www.matrixscience.com), contra la base de datos SwissProt/TrEMBL

(http://us.expasy.org/sprot/).

4.3.7.5. Extraccion de ARN de las hojas de la palmera real

Cuando se trabaja con plantas uno de los problemas mas frecuentes se encuentra en el proceso de
extraccion del ARN. Ello se debe a que la presencia de polifenoles, resinas, almidén y tejidos fibrosos
dificulta la extraccion y degrada este material genético. Para la extraccién del ARN de las hojas de palmera
real se utilizara el reactivo especifico Concert Plant RNA (Invitrogen), siguiéndose el protocolo descrito. El kit
esta disefiado especificamente para la extraccion de ARN de plantas (hojas, semillas y otros tejidos). Se ha

extraido con éxito ARN de plantas como: patata, trigo, tomate, soja, arroz, hojas de pino blanco, abeto, etc.
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Cuando se recogen muestran de un organismo vivo, el material genético se degrada muy répido debido
a la presencia de las enzimas RNasa y DNasa. Por ello, se cortan varias hojas de palmera real y se
congelan in situ en nitrégeno liquido para minimizar las reacciones de degradacion. En el laboratorio estas
hojas se reducen a polvo con un mortero y el producto resultante se congela a -70 °C. Una descongelacion
accidental provocaria la degradacion del ARN. A continuacion, se puede comenzar el proceso de extraccion
con el reactivo especifico (5 ml del reactivo por cada gramo de tejido congelado) siguiendo el protocolo
establecido (Tabla XI).

Tabla XI. Etapas del proceso de extraccion de ARN, utilizando el reactivo Concert Plant RNA de Invitrogen.

Paso Proceso Rea;;t)lvo T(°C) t (min) Anotaciones

1 Adicion del reactivo Plant RNA 4 - Agitar hasta una completa
(5 mlg tejido) resuspension

2 Incubacién - TA 5 -

3 Centrifugacion - 4 5 2600 x g

4  Filtracion del sobrenadante - - - Tamiz de nylon de 100 ym

5 Adicién de NaCl NaCl 5 M (2 mI/10 ml de - - Agitar
sobrenadante)

6  Adicion de cloroformo Cloroformo (6 mi/10 ml - - Agitar

de sobrenadante)

7 Centrifugacion - 4 30 2600 x g
8  Adicién alcohol Alcohol isopropilico TA 10 Agitar

-Fase acuosa (0,9 ml)
9  Centrifugacién - 4 30 2600xg
10 Adicidn de etanol-Pellet Etanol 75% (5-10 ml) - - Agitar
11 Centrifugacion - 4 5 2600 x g
12 Resuspension Agua libre de RNasa - - Mezclar

(250-500 pl)

13 Centrifugacion - TA 1 12000 x g
14  Extraer el sobrenadante - - - Almacenarl a-70 °C

Una vez extraido el ARN, como en cualquier otro proceso, hay que estimar su grado de pureza. Para
ello, se hace una electroforesis en gel de agarosa y se determina la relacién de absorbancias: Azeo / A2go. La
absorbancia a 280 nm se corresponde con la contaminacion proteica y la absorbancia a 260 nm es debida al
material genético. Cuando esa relacion es = 1,8 se puede decir que la contaminacidn es despreciable. En
nuestro caso este parametro toma el valor de 1,9. Se obtendra un ARN de alta pureza con un gran
rendimiento, para multiples aplicaciones posteriores como RT-PCR.

4.3.7.6. Transcripcion reversa (RT)

El cADN (ADN complementario o ADN copia) se obtiene utilizando como molde una hebra de ARN,
normalmente ARNm. Esta reaccion recibe el nombre de transcripcion inversa o retrotranscripcion (RT) y

utiliza como enzima una transcriptasa inversa. Los objetivos de esta metodologia pueden ser, construir una
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libreria de cADN, es decir, un conjunto de clones (cientos o miles) que representen la mayor cantidad posible
de ARNSsr, de un tipo celular. En otras ocasiones, se pretende obtener un clon de cADN que se corresponda
con un ARNn concreto, del que se conoce parte de su secuencia. Este seria nuestro objetivo, aislar el cADN
correspondiente al ARNy que codifica la peroxidasa de palma real. Parte de su secuencia la conocemos
mediante estudios de espectrometria de masas. A este Ultimo proceso se lo conoce con el nombre de

RT-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa mediante transcripcion reversa).

Para que se produzca una copia de ADN a partir de una de ARN, se requiere un cebador o primer.
Normalmente se usa para ello una cola de oligo(dT), ya que en el extremo 3" de la mayor parte de ARNm de
eucariotas hay una cola de poli(A). El oligo(dT) es complementario de esa cola, se enlaza a ella y se inicia la
sintesis de la primera hebra de ADN usando como molde el ARNm» y como enzima una retrotranscriptasa.
Sintetizada la primera hebra de ADN y formado un hibrido ADN/ARN, la siguiente etapa seria la degradacion
de la hebra de ARN con una ribonucleasa (RNasa H). A partir de este momento se podria obtener un ADN
de doble cadena utilizando los fragmentos de ARN como cebadores y como enzima una ADN polimerasa
(libreria de cADN), o se podrian amplificar fragmentos concretos de este ADN con cebadores o primers que
forman parte del ARNm que se quiere amplificar (RT-PCR). Normalmente la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) comienza con un ADN de doble cadena, en este caso concreto lo hace con un ARNp.

La obtencion de la primera hebra de ADN a partir del ARNm se realiza de la siguiente manera: 2 ug
ARN total se desnaturalizan mediante calentamiento a 70 °C durante 10 min, con el fin de desnaturalizar las
posibles estructuras secundarias de las moléculas de ARN y se mezclan con 5 ul de dietilpirocarbonato
(DEPC) al 0,15%, tratado con agua, que contene 0,2 pg del cebador Qt:
5 -CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCT(T)16- 3" (oligo(dT)). Todo ello se enfria y se
mezcla con 4 ul de tampon de la hebra primaria 5x, 2 pl de DTT 0,1 M, 1 ul de inhibidor de ribonucleasa
(40 u/ul), 1 yl de dNTP 10,0 mM (de cada uno de ellos), 200 unidades enzimaticas de transcriptasa reversa
del virus de la leucemia Moloney Murine (MMLV RT) y de RNasa H. El volumen final se ajusta a 20 pl y se
incuba a 42 °C durante 1 h, seguido de una inactivacion enzimatica por calentamiento a 50 °C durante

10 min.

4.3.7.7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR (Polymerase Chain Reaction) es una de las técnicas mas frecuentes para amplificar
fragmentos de ADN. Fue inventada en 1988 por el equipo de Kary B. Mullis (Mullis et al., 1986, Mullis y

Faloona, 1987). La reaccidn consta de tres etapas fundamentales (Fig. 10).
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ADN inicial

l Calentamiento a 92 °C

l Hibridacién de los cebadores 50 °C

Amplificacion del fragmento 72 °C
Taq polimerasa

Dos nuevas moléculas de ADN

Figura 10. Amplificacion de ADN mediante PCR. El conjunto de las tres etapas se
denomina ciclo térmico.

+ Calentamiento: a temperaturas > 90 °C. Tiene como objetivo separar las dos hebras de la molécula
de ADN.

+ Reconocimiento y union de cebadores: se reduce la temperatura a unos 40 °C. El objetivo es la
unién de los primers o cebadores a las zonas especificas de la hebra o molde de ADN.

+ Amplificacion: se trabaja a una temperatura intermedia de 70 °C. En esta etapa con ayuda de una

ADN polimerasa y de dNTPs se amplifica la zona de ADN comprendida entre los dos cebadores.

El conjunto de estas tres etapas se denomina ciclo térmico y normalmente se suelen realizar mas de
20 ciclos en cada reaccion. En cada ciclo crece exponencialmente el nimero de fragmentos amplificados,
con 20 ciclos, partiendo de una molécula de ADN, se conseguirian 220 fragmentos. Los cebadores suelen ser
oligonucleotidos sintetizados quimicamente formados por 15-20 pares de bases. Muy importante es trabajar
con una ADN polimerasa estable a altas temperaturas, para ello se usa la Taq polimerasa, perteneciente a la

bacteria Thermus aquaticus.

El cADN se amplificd mediante PCR, utilizandose para ello 2 yl como molde. El cebador delantero

(forward) se sintetiz6 quimicamente de acuerdo a la secuencia %4TVSCADI'® obtenida mediante
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secuenciacion de novo de los espectros de masas de los productos idnicos de los péptidos tripticos,
5- ACCGTCTCTTGCGCCGACATC- 3" y como cebador trasero (reverse) se utiliza un fragmento (Ql) del
cebador Qt, 5'- GAGGACTCGAGCTCAAGC- 3". Se prepara una mezcla con los cebadores, el cADN, la
enzima Taq polimerasa y los dNTPs. Todo ello se introduce en un termociclador y se seguiréd el siguiente
protocolo de actuacién (Tabla XII).

Tabla XII. Protocolo de amplificacion de un fragmento de ADN mediante PCR “Touch-Down 50/40”. () La temperatura de

anillamiento comienza en el primero de los 21 ciclos a 50 °C, pero en cada ciclo siguiente se reduce 0,5 °C, de manera que en el
ciclo 21 es de 40 °C.

Etapas Proceso T(°C) t(s)
Inicial Desnaturalizacién 92 600
Desnaturalizacién 92 45

5 ciclos Hibridacion 50 45
Amplificacién 72 60

Desnaturalizacién 92 45

21 ciclos Hibridacion () 50 45
Amplificacién 72 60

Desnaturalizacién 92 45

10 ciclos Hibridacion 40 45
Amplificacién 72 60

Final Amplificacién 72 600

Con este procedimiento y los cebadores utilizados se consigue amplificar un fragmento de
aproximadamente 900 bp (nuclettidos 166-1018). Parte de este nuevo ADN secuenciado se usé para crear
un nuevo cebador reverse 5-CCACTGGTGCTGTTGAAGTTGTAGAG- 3', que se corresponde con la
secuencia '8LYNFNSTSG'', para asi poder completar la secuencia de nucleétidos de la peroxidasa de
palma real. El cebador forward degenerado, designado por la secuencia de aminoacidos 3¥MHFHDCFV46, es
5 -ATGCAYTTYCAYGAYTGYTTYGT- 3". Estas dos secuencias han sido obtenidas por secuenciacion del
extremo N-terminal de la peroxidasa de palma nativa y andlisis MS/MS de sus péptidos tripticos. Esta
reaccion de PCR utiliza otro protocolo de amplificacion distinto del anterior (Tabla XIII).

Tabla XIll. Protocolo de amplificacion de un fragmento de ADN mediante PCR “Touch-Down 60/50”. () La temperatura de

anillamiento comienza en el primero de los 21 ciclos a 60 °C, pero en cada ciclo siguiente se reduce 0,5 °C, de manera que en el
ciclo 21 es de 50 °C.

Etapas Proceso T(°C) t(s)
Inicial Desnaturalizacién 92 600
Desnaturalizacién 92 45

5 ciclos Hibridacion 60 45
Amplificacién 72 60

Desnaturalizacién 92 45

21 ciclos Hibridacion () 60 45
Amplificacién 72 60

Desnaturalizacién 92 45

10 ciclos Hibridacion 50 45
Amplificacién 72 60

Final Amplificacién 72 600
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4.3.7.8. Diseno de “primers” o cebadores

Uno de los parametros mas importantes para tener éxito en la amplificacion de un fragmento de ADN

mediante PCR es el disefio de los oligonucledtidos cebadores (oligos o primers). Las variables que hay que

tener en cuenta son:

*

Tamaiio del oligonucleétido: influye en la especificidad, en la temperatura de fusion y en el tiempo
de hibridacion con la secuencia complementaria. Deben tener un tamafio de entre 18 y 24 pares de
bases (6-8 aminoéacidos). El oligo debe de hibridar correctamente a la temperatura fijada en el
termociclador y esa temperatura de hibridacion debe ser del orden de 5-8 °C inferior a la
temperatura de fusion.

Temperatura de fusion (Tm’): como en la reaccion de PCR hay dos primers, éstos deberian tener
una temperatura de fusion similar. Tn" se puede calcular recurriendo a expresiones de caracter
termodindmico. Una buena aproximacion para su calculo se consigue con el uso de la formula de
Wallace (Tm" = 2(A + T) + 4(G + C)). Suele proporcionar unos valores bastante exactos para oligos
con un tamario de entre 18 y 24, para oligos de tamafios extremos, los valores calculados tienen
bastante error. Cuando el tamafio del oligo es de 18 y 24 pares de bases, la Tw" tiene un valor de 54
y 72 °C, respectivamente, suponiendo que el contenido en G/C corresponde al 50%.

Especificidad: hay que disefiar un oligo que en la medida de lo posible, solo se encuentre una vez
en el molde de ADN.

Secuencias complementarias: es importante que no exista homologia intra-oligonucle6tido en mas
de tres pares de bases porque ello generaria una hibridacion interna (estructuras de horquillas). Lo
mismo debe de ocurrir entre los dos primers de la reaccién de PCR, su hibridacién daria lugar a la
formacién de dimeros.

Contenido en G/C y regiones de polipirimidinas (T, C) o polipurinas (A, G): un oligo debe tener
entre un 45-55% de GC, ademas hay que evitar colas de poliA y poliT. No son adecuadas las zonas
ricas en polipirimidinas y polipurinas.

Secuencia del extremo 3" terminal: es necesario un residuo G o C en el extremo 3. Este cepo GC
(CG Clamp), asegura una hibridacion correcta en este extremo, por los enlaces de hidrégeno que
aparecen entre ambos residuos. La hibridacion correcta de este extremo se consigue colocando de
los cinco ultimos residuos, en el extremo 3", dos residuos G o C.

Secuencia del extremo 5 terminal y regiones centrales: en esta region también se colocan

cepos GC para dar una mayor estabilidad a la hibridacion.
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De todos ellos los parametros los mas importantes son el tamafio del oligo, el contenido (%) en GC y la

secuencia del extremo 3 terminal.

Las caracteristicas de los primers utilizados en las reacciones de PCR 1y 2, “Touch-Down 50/40” y
“Touch-Down 60/50”, respectivamente, se muestran en la Tabla XIV. Son primers que cumplen los requisitos
mas importantes para que la reaccion transcurra con éxito.

Tabla XIV. Caracteristicas de los oligos utilizados en la reacciones de PCR. (F) forward, (R) reverse, (D) degenerado. (), @y

() se corresponde con la secuencias #TVSCADI'00, 3SMHFHDCFV46 y 18LYNFNSTSG'", respectivamente. Tn" se ha calculado
con la formula de Wallace.

Primer Tipo Tamafio  Contenido Tm' Extremo 3’
(bp) GC/AT (%)  (°C)
5- ACCGTCTCTTGCGCCGACATC- 3’ F 21 62/38 68 ACATC
5’- GAGGACTCGAGCTCAAGC- 3 R 18 61/39 58 CAAGC
5- ATGCAYTTYCAYGAYTGYTTYGT- 3 F@ 23 D - TTYGT
5-CCACTGGTGCTGTTGAAGTTGTAGAG-3 R®) 26 50/50 78 TAGAG

Cuando se disefia un primer, como el codigo genético es degenerado (Apéndice I, Tabla 2), suelen
presentar cierta degeneracion en su estructura. A menor degeneracion mayores posibilidades de éxito. La
nomenclatura utilizada para expresar las degeneraciones (Apéndice |, Tabla 4), indica qué residuos pueden

ocupar esa posicion en la secuencia.

El primer obtenido con el uso de la secuencia ¥TVSCADI'% no muestra ningun tipo de degeneracion,
ello es debido a que es una zona muy conservada en las peroxidasas de plantas. Se ha evaluado la
secuencia de nucleétidos de ese primer en otras peroxidasas y como estaba altamente conservada en todas
ellas se ha eliminado la degeneracion. El primer de la secuencia ¥MHFHDCFV4é se aplica con todas las
degeneraciones, tan solo se elimina una degeneracion de tipo N del Gltimo aminoacido (V). Sin embargo el
primer de la secuencia "8LYNFNSTSG'!, que presenta una degeneracién muy elevada, se aplica sin
variabilidad, ello es debido a que se hicieron pruebas con el primer degenerado y el invariable y este ofrecid

mejores resultados.

Tabla XV. Oligos utilizados en la reaccion de PCR con sus posibles degeneraciones (se muestran mediante subrayado).
Las secuencias en negrita son las que finalmente se usan en la reaccién de PCR.

Secuencia proteica Especie (Cddigo) Secuencia de nucleétidos (5'-3°)

RPTP ACNGTNTCNTGYGCNGAYATH

%TVSCADI100 Arroz (Q8LHHG) ACCGTCTCCTGCGCCGACATC

Maiz (QOFEQ9) ACAGTCTCGTGCGCCGACATC

RPTP ACCGTCTCTTGCGCCGACATC

IMHFHDCF V46 RPTP ATGCAYTTYCAYGAYTGYTTYGT
CTNTAYAAYTTYAAYAGYACNAGYGGN
183 YNFNSTSG"®! RPTP TR TCN  TCN

CCACTGGTGCTGTTGAAGTTGTAGAG
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4.3.7.9. Clonacion, expresion y secuenciacion de fragmentos de ADN

La clonacion molecular consiste en insertar un fragmento de ADN de interés en una molécula llamada

vector, que es capaz de replicarse de manera independiente en una célula huésped. El resultado de este

proceso es una molécula recombinante o clon molecular, compuesto por las secuencias del ADN insertado y

del vector. Para obtener grandes cantidades del inserto de ADN se replica la molécula recombinante en un

huésped apropiado. Existen diferentes vectores de clonacién: plasmidos, bacteriéfagos, cosmidos y YACs

(Cromosomas artificiales de levaduras) que son vectores de replicacion para genes de células eucariotas. Se

diferencian en el tamafio del inserto de ADN: 10, 20, 40-50 y cientos o miles de kb, respectivamente.

A continuacion se explicaran con detalle las caracteristicas de los plasmidos, puesto que es el vector

utilizado para clonar los fragmentos de ADN de la peroxidasa de palma real, obtenidos mediante PCR.

Existen dos generaciones de plasmidos: pBR322 y pUC.

*

pBR322: el plasmido contiene un origen de replicacidn (ori), dos genes de resistencia a los
antibioticos ampicilina y tetraciclina (Ampry Tetr) y maltiples sitios de restriccion (EcoRI, BamHl,
Pstl, Hindlll, Sall,...) (Fig. 11A). Para clonar un fragmento de ADN en un vector se tratan ese
ADN y el vector con la misma enzima de restriccion para generar extremos cohesivos, luego se
juntan estos fragmentos y con una ADN-ligasa se produce su unién, insertandose el ADN en el
vector. Para comprobar que la clonacién ha transcurrido con éxito se introduce ese vector en
celulas hospedadoras adecuadas (E. coli). Se analizan esos clones para saber cuales poseen el
ADN recombinante. Como el vector tenia genes de resistencia a antibioticos, se crecen las
celulas en un medio que contenga el antibidtico cuyo gen permanece inalterado (Tet"), de modo
que las células que crecen en ese medio poseen el vector pero no se sabe si éste tiene el
inserto de ADN. Como el inserto ha roto el gen de resistencia al otro antibiético (Ampr), solo
creceran en un medio con Amp las células que no posean el inserto. Mediante replica de la
placa original de las células que han crecido con Tet en otra placa que tiene Amp, se puede
saber cuales de los clones contienen el inserto. Conocidos los clones que tienen los insertos
estos se pueden hacer crecer en un medio adecuado para obtener grandes cantidades de ese

material genético.

pUC: son plasmidos basados en los anteriores, poseen el 40% de su material genético, el cual
incluye el gen de resistencia a ampicilina (Ampr). Tienen un origen de replicacion (ori) y una
pequefia region de clonacion multiple (MCS: Multiple Cloning Sites) formada por una gran

cantidad de sitios de restriccion y una porcion del extremo N-terminal de la enzima
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B-galactosidasa (lacZ’) (Fig. 11B). Con el gen de resistencia se pueden seleccionar las bacterias
que han recibido una copia del vector. Para determinar qué vectores contienen el inserto de
ADN nuevo, en la secuencia del plasmido existe una porcién de la region N-terminal del gen que
codifica la enzima B-galactosidasa (lacZ’). Las bacterias utilizadas como huéspedes contienen
un fragmento del gen de esa misma enzima que codifica su regién C-terminal. Por
complementacion esos dos productos cooperan para formar la enzima activa. Cuando esto
ocurre, si en el medio de cultivo existe 3-galactosidasa, el indicador X-gal genera colonias con
una cloracion azul (clones negativos). Si el fragmento del plasmido que codifica para la enizma
B-galactosidasa se ha roto por insercion de un fragmento nuevo de ADN, no existe
complementacion entre los productos génicos del plasmido y de la célula huésped para esa
enzima y por lo tanto el indicador X-gal generara colonias de color blanco (clones positivos).

A B
lacZ” + MCS

Pvul A

Pst |

EcoRl Clal  Hindlll

Figura 11. Mapas de los plasmidos pBR322 (A) y pUC (B).

Experimentalmente para clonar los fragmentos de material genético de la peroxidasa de palma real,
obtenidos mediante PCR, se utilizara el vector pGEM®-T (Promega) (Fig. 12), que es un plasmido del tipo
pUC. Tiene una masa molecular de 3 Kb, posee un gen que confiere resistencia a ampicilina, contiene un
sitio de clonacién multiple (10-113), que posee sitios de corte para las enzimas de restriccion: EcoRI, BstZl y
Notl y esta flanquedada por secuencias de corte para ésta Ultima, un origen de replicacion del fago
filamentoso f1 y una region codificante de un péptido de la enzima -galactosidasa que permite realizar una
seleccion de los clones por color: positivos (blancos) y negativos (azules) (Tabla XVI). Con este vector se
consiguen un gran numero de copias debido a que contiene promotores de dos enzimas ARN polimerasa
(T7 y SP6), flanqueando la regién de clonacion multiple. La reaccion de ligacion se lleva a cabo mediante
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incubacion durante 1 h a TA o durante una noche a 4 °C. Esta ultima opcion genera en mayor nimero de

transformantes.

Xmnl 1834
Scal Idasl
1675 il
T
F1on 7l 1
Apal 14
fatll 2
w Sphl 56,
Amp' EatZ| 31
|.|G ER1=-T lacf Mool 37
Vector Sacll 45
[B000bp)
Sped 5,
Mot 52
EstZ| 52
Patl 73
Sall 75
Mdsal B2
Sacl =T
arl Estxl 103
Mzl 112
Tape |1

Figura 12. Mapa del vector pGEM®-T.

Punto de referencia del vector pGEM®-T Situacion en la secuencia
ARN polimerasa T7 (sitio de inicio de la transcripcion) 1
Region de clonacién multiple (MCS) 10-113
Promotor de la ARN polimerasa SP6 124-143
ARN polimerasa SP6 (sitio de inicio de la transcripcion) 126
pUC/M13 (sitio de unién del primer reverse) 161-177
Codén de inicio lacZ 165
Operén lac 185-201
Region codificante de B-lactamasa 1322-2182
Region ori del fago 1 2365-2820
Secuencias del operdn lac 2821-2981, 151-380
pUC/M13 (sitio de unién del primer forward) 2941-2957
Promotor de la ARN polimerasa T7 2984-3

Tabla XVI. Puntos de referencia mas importantes en la secuencia del vector pGEM®-T.

Para llevar a cabo la ligacién del inserto del ADN con el vector, se mezclan el vector, el tampén de

ligacion, la ADN ligasa T4 y el producto de PCR. Se hara un control negativo que no contiene fragmento de

ADN y un control positivo con un fragmento de ADN que contiene el kit. Se incuba todo ello durante una

noche a una temperatura de 4 °C. Esos vectores se insertan en la progenie de células de E. coli DH5q,

debiéndose utilizar células competentes con una alta eficiencia (= 1x108 ufc / yg ADN). Mediante los

parametros de resistencia a ampicilina y el revelado mediante color del crecimiento en placas de medio

LB/ampicilina/IPTG/X-Gal), se puede ver en cuales de estas células se encuentren los fragmentos de ADN

insertados. Se retira el ADN de esas colonias y se secuencia con ayuda de un secuenciador automatico.
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4.3.8. ANALISIS DE ACOPLAMIENTO ESTADISTICO: SCA “Statistical coupling analysis”

El anélisis de acoplamiento estadistico (SCA) es una técnica usada en bioinformatica para medir la
covariacion entre parejas de aminoacidos, dentro de un conjunto de secuencias alineadas (MSA) de
multiples proteinas. Hay dos parametros muy importantes que se obtienen al hacer uso de esta técnica: la

energia de conservacion de sitio (AGestad) y la energia de acoplamiento estadistico (AAGestad),

La energia de conservacion (AGestad), indica lo conservado que estd un aminoacido en una
determinada posicion, al comparar un conjunto amplio de secuencias, a mayor valor de este parametro
mayor conservacion (Ec. 111). Cada sitio viene definido por un vector, constituido por 20 probabilidades

binomiales, correspondientes a las frecuencias de los 20 aminoacidos esenciales.

2
PX
2™ = 3| n— (1)
~U P

MSA

donde P describe la probabilidad binomial de encontrar un aminoacido x en la posicion i en un alineamiento
dado. Pusa* describe la probabilidad binomial de encontrar el aminoacido x en todas las MSA (Multiple
Sequence Alignment). AGestad se muestra en unidades arbitrarias.

La energia de acoplamiento estadistico (AAGestad) entre dos sitios i y j, se define como el grado de la
frecuencia de cambio que se produce en el aminoacido i, como consecuencia de una perturbacién aplicada
en el sitio j (Ec. 112). Indica el grado de evolucién y de dependencia que existe entre esos dos residuos.
Valores altos de este pardmetro indican que los residuos estan acoplados y han evolucionado

conjuntamente.

2
X

P. P’
AG™ = D] In— - n— (112)

[} X

X MSA 5 MSA

donde P* y Pusa* estan descritos en la Ec. 111y “|§;" es el valor medio de una perturbacién en la posicion j.

Se expresa en unidades arbitrarias.

Esta técnica fue desarrollada originalmente en 1999 (Lockless y Ranganathan) para realizar un estudio
de las interacciones energéticas en proteinas. Para ello se utilizaron datos evolutivos de familias proteicas y

con ellos se midieron las interacciones estadisticas entre aminoacidos de diferentes posiciones. Las
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aplicaciones de esta técnica son muy diversas: permite establecer en un conjunto proteico los residuos que
estan directamente acoplados con los residuos del centro activo (Estabrook et al., 2005). Con ello se puede
comprobar que en el centro activo no solo influyen residuos que se encuentran en él, sino que hay residuos
muy alejados en la secuencia primaria, que el plegamiento hace que estén directamente implicados en las
propiedades cataliticas de una enzima. Se puede establecer la importancia de las interacciones de largo
alcance en la eficiencia catalitica de una enzima. Es una técnica usada como base para el disefio
computacional de proteinas (Russ, 2005). Finalmente en la prediccion de estructuras de proteinas noveles,
la combinacion de las distancias residuo-residuo con los anélisis de SCA permite distinguir entre proteinas
en forma nativa y proteinas desplegadas (Bartlett y Taylor, 2008). Con estudios mutacionales se pueden
confirmar estas predicciones, demostrando que la funcion de energia estadistica es un buen indicador del

acoplamiento termodinamico en proteinas.

Para realizar el anélisis de acoplamiento estadistico se usan las secuencias alineadas de 1983
proteinas de la superfamilia de peroxidasas de plantas que han sido tomadas del servidor PFAM
(htpp://pfam.sanger.ac.uk). Después de eliminar las secuencias y fragmentos redundantes, las secuencias
alineadas de 393 proteinas se sometieron al analisis SCA. Los calculos de los parametros AGestad (energia
de conservacion de cada sitio) y AAGestad (energia de acoplamiento estadistico entre diferentes posiciones)
se obtuvieron como se describe previamente, usando los programas escritos en lenguaje C/C*. Una
perturbacion valida deberia estar presente, al menos, en el 25% de las secuencias alineadas. El conjunto de
aminoacidos que muestran correlaciones conservadas se obtuvieron mediante analisis de grupos de la
matriz de AAGestad usando el paquete Matlab (Mathworks). La métrica ciudad-bloque fue utilizada para medir
las distancias entre filas y columnas de la matriz, las cuales se agruparon usando un método completo de
union. La matriz resultante contiene 28 filas (posiciones) y 127 columnas (perturbaciones), su grafico se
obtuvo con el programa EXCEL (Microsoft).
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5.1. SCREENING DE ACTIVIDAD PEROXIDASA EN DIFERENTES ESPECIES DE PALMA

Se realiza un screening, con diversas especies de palmeras, buscando la mayor actividad peroxidasa,
ya que esta proteina sera el objeto de estudio. Nuestro grupo de investigacion ya ha trabajado anteriormente
con peroxidasa de palmera africana (Elaeis guineensis) (Rodriguez et al., 2002). Debido principalmente a la
gran estabilidad de esta proteina frente a la temperatura, se ha continuado el estudio de peroxidasas de
otras especies de palmera (Tabla XVII), para determinar la naturaleza de este efecto. Por referencias
bibliograficas, se conocia que la peroxidasa de palmera real (Roystonea regia) era bastante estable
(Sakharov et at., 2001). Por ello, se eligi6 como candidata idonea para su estudio y caracterizacion. Esta
especie vegetal es muy escasa en la Peninsula Ibérica, localizandose ejemplares en el Huerto del Cura
(Elche) y en el campus de la Universidad de Alicante en San Vicente del Raspeil. Ejemplares de otras
especies de palmera, que se han utilizado en este trabajo, crecen en Salamanca (Huerto de Calixto y
Melibea y jardin privado) (Tabla XVII, Fig. 13).

Tabla XVII. Especies de palmeras con las que se realiza el screening de actividad peroxidasa.

Especie Localizacién Tipo de hojas Ef‘iad
(afios)

Palma Real de Quba Sap Vicente del Raspeil Pinnadas 7.8
(Roystonea regia) (Alicante)
Palma Washingtonia Huerto de Calixto y
(Washingtonia filifera) Melibea (Salamanca) Palmeadas 8-10
Palma canaria Huerto de Calixto y Pinnadas 8.9
(Phoenix canariensis) Melibea (Salamanca)
Palmito elevado Huerto de Calixto y
(Chamaerops excelsa) Melibea (Salamanca) Palmeadas 10
Palma datilera Jardin privado .
(Phoenix dactylifera) (Salamanca) Pinnadas 10

La especie Washingtonia filifera es una palmera de origen californiano, cuyo nombre hace honor al
primer presidente norteamericano George Washington. Sus hojas son palmeadas de gran tamafio, con
profundas hendiduras en sus segmentos foliares y dotadas de largos filamentos que cuelgan de ellos, su
tronco puede alcanzar 1 m de diametro y suele permanecer recubierto por hojas muertas. Son llamativas sus

largas paniculas de flores hermafroditas de hasta 5 m de longitud.

La palmera canaria (Phoenix canariensis) es originaria de las Islas Canarias y se utiliza con caracter
ornamental en toda la geografia espafiola. Posee hojas pinnadas de hasta 7 m de longitud, formando una
densa corona o penacho casi esférico. El arbol puede llegar a medir 16-18 m de altura. Es una especie

resistente al frio (Anglero, 1959).
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Figura 13. Especies de palmeras con las que se realiza el screening de actividad
peroxidasa. (A) Palmera real de Cuba (Roystonea regia), (B) Palmera datilera (Phoenix
dactylifera), (C) Palmera Washingtonea (Washingtonea filifera), (D) Palmito elevado o
palmera excelsa (Chamaerops excelsa) y (E) Palmera canaria (Phoenix canariensis).

La palmera datilera (Phoenix dactylifera), autéctona del norte de Africa, posee hojas pinnadas que
forman un penacho menos denso y méas desgarbado que el de la palmera canaria. En Elche se encuentra el
palmeral mas extenso de todo el continente europeo, en el que viven 400.000 palmeras datileras y, en

menor numero, otras especies de palmeras (Anglero, 1959).
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La palmera excelsa, también llamada palmito elevado, Chamaerops excelsa o Trachycarpus fortunei,
es una palmera originaria de China. Posee hojas de tipo palmeado en las que las hendiduras que separan
los segmentos foliares alcanzan la mitad de su longitud y en ocasiones llegan hasta la base de los mismos.
Las jovenes agrupaciones de flores son de color vivo amarillo y es muy resistente al frio. Por ello, es la

palmera mas frecuente en el interior de la Peninsula (Anglero, 1959).

Existen de 10 a 12 especies de palmeras del género Roystonea que se encuentran distribuidas desde
Florida y Méjico hasta el norte de América del Sur. Las mas conocidas son la palmera real de Puerto Rico
(Roystonea borinquena) y la palmera real de Cuba (Roystonea regia) (Francis, 1992). Las especies de este
género tienen 18 cromosomas, una vida media de 100 afios y una altura maxima de 20 m, aunque se han
encontrado especies de hasta 27 m. El diametro de copa suele ser de 3,5 m, tienen hojas pinnadas y un
tronco liso, aunque existen diferencias, al respecto, entre las diferentes especies de Roystonea
(Barret, 1925; Howard, 1979; Francis, 1992).

El screening consistira en determinar la actividad peroxidasa de una cantidad constante de biomasa
fresca verde de las hojas de cada una de las especies, tras realizar los dos primeros pasos del proceso de
purificacion (Tabla XVIII).

En primer lugar se separan las hojas de las vainas, limpiandose bien estas hojas con un pafio humedo
para eliminar el polvo y se cortan en fragmentos de 2-3 cm de longitud, retirando las porciones secas 0
dafiadas. Esos fragmentos se congelan en N2 liquido para facilitar el proceso de trituracion y molienda,
debido a que el material vegetal es muy duro y fibroso. Para la trituracion, se usa un picador de carne
doméstico. Es un proceso muy efectivo ya que se consigue un producto de tamafio de grano muy fino. Sobre
esta masa vegetal fresca (62,0 g) se adiciona agua destilada en proporcién 1:6 (v:v) (310 ml), con el fin de
extraer las proteinas solubles (V1). El proceso se lleva a cabo a TA durante 24 h, alternando la agitacion
manual con la mecanica. A continuacion, se filtra a vacio utilizando en lugar de papel de filtro gasa estéril
para retirar el material sélido. Dado que el proceso de molienda es muy eficaz, parte del material sélido
acompafa a la fase acuosa, por lo que para su eliminacion se centrifuga (10.000 rpm, 15 min, 4-5 °C). Se
separa la fase acuosa por decantacion y sobre ésta se procede a separar los pigmentos mediante una
extraccion bifasica (PEG 10000 14% + (NH4)2SO4 10%), en camara fria (4-5 °C) durante 5 h. Se separan
ambas fases por decantacion (V2 y V3) y se determina, en todas las muestras por triplicado, su actividad
peroxidasa, usando guayacol como sustrato, y su contenido proteico mediante el método de Lowry
(Lowry et al., 1951). Se observa que las actividades de los volimenes Vi y V3 son similares y que la
actividad de la muestra V2 para todas las especies, no es superior al 3% (Tabla XIX).
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Tabla XVIII. Cantidades de masa vegetal seca y fresca, PEG y (NH4)2SO4 utilizadas para cada una de las especies de
palma. V1 se refiere al volumen obtenido después de filtrar a vacio y centrifugar. V2 y V3 son los volumenes de las fases superior
(desecho) e inferior (proteica) que surgen del proceso de separacion de pigmentos, respectivamente.

\ Myegetal V H20 mpec M(NH4)2504

Especie Vi (ml Va(ml) Vs(ml

P @ m ™ @ V(m) Vol
Phoenix 6200 3100 2750 3850 30,00 1500 1490
dactylifera
Phoenix 6200 3100 2700 37,80 29,50 1500  150,0
canariensis
Washingtonia 6200 3100 2900 40,60 32,00 1500 1750
filifera
Chamaerops 6200 3100 2650 37,10 29,00 1440 140,0
excelsa
’fggf;"”e"” 62,00 3100 2950 41,30 33,00 1610 1620

Tabla XIX. Actividades peroxidasa de las diferentes fracciones Vi, V2 y Vs de las especies de palmas con las que se realiza
el screening. Se muestra el contenido proteico obtenido, aplicando el método de Lowry y el porcentaje de actividad de cada
especie con respecto a la que tiene mayor actividad total, la muestra Vs.

Actividad Total Actividad Total Actividad Total Contenido Actividad Actividad
Especie Vi V2 \' Proteico V3 Especifica (%)
() () () (mg) (U mg-)
Phoenix 0+18
dactylifera 102 £ 41 (< 3%) 550+ 18 201 £19 27%03 3,4
Phoenix 726 + 41 518 1065 + 18 239+ 18 4503 6,5
canariensis (<2%)
Washingtonia 15+18
filifera 1450 £+ 44 (< 2%) 1794 £ 21 520 + 21 35%0,2 11
Chamaerops 8586 + 76 202+ 17 8330 + 150 461 17 181407 51
excelsa (< 3%)
Roystonearegia 46570 + 202 2?52’-;/02)4 16313 + 876 298 + 19 54,7 + 4,6 100
120
100 | -
80 |
S L
k> 60 |
S L +
=
S 40 |
< -
20 |
0 -rl_l 1 1 1 1

PD PC WF CE RR

Especie de palma

Figura 14. Estudio comparativo de la actividad peroxidasa de diferentes especies de
palma en la fraccion Vs. PD (Phoenix dactylifera), PC (Phoenix canariensis), WF
(Whasingtonia filifera), CE (Chamaerops excelsa) y RR (Roystonea regia).
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Para la determinacion del contenido proteico se ha utilizado el método de Lowry, que aunque no es el
mas adecuado, ya que las peroxidasas son proteinas altamente glicosiladas, proporciona unos resultados
bastantes aceptables. El contenido proteico de las muestras V1 es similar a la suma del contenido proteico

de las muestras V2 y V3, como cabia esperar (Tabla XX).

Tabla XX. Contenido proteico en las muestras V1, V2 y V3 de las diferentes especies de palma, determinado por el método
de Lowry (1951).

Proteina  Proteina Proteina
Especie Vi V; Vi

(mg) (mg) (mg)
Phoenix dactylifera 2252 +42 202821 20119

Phoenix canariensis 2600 £41 2180+20 23918
Washingtonia filifera 1839 +44 1220 £18 520 + 21
Chamaerops excelsa 2231+40 1760+35 46117
Roystonea regia 2065+45 176121 29819

La finalidad de este estudio era elegir de entre las diferentes especies de palmas la que tuviera mayor
actividad peroxidasa vy, partiendo de ella, purificar la correspondiente peroxidasa, cuyo estudio de
caracterizacion es el objetivo principal de este trabajo. Con los resultados obtenidos, es evidente que se
procedera a la purificacion de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia) ya que su actividad es 2, 11, 15
y 27 veces mayor que la actividad de las palmeras Chamaerops excelsa, Whasingtonia filifera, Phoenix
canariensis y Phoenix dactylifera, respectivamente.

Hasta el momento tan sélo se habia trabajado con palmas cultivadas en climas célidos, ya que se
pensaba que la actividad proteica podia estar disminuida cuando la palma crecia en otras condiciones
climatologicas. En este estudio, se ha trabajado con una palma de clima célido, la palma real (Roystonea
regia), pero el resto son palmas que viven en climas continentales y estan sometidas durante amplios
periodos de tiempo a bajas temperaturas (hasta -10 °C). A pesar de ello, se observa que siguen teniendo
actividad peroxidasa. Posteriores estudios de nuestro equipo de investigacion se han centrado en
peroxidasas de estas palmas, observando que son igualmente estables, por lo que el clima no afecta a sus
caracteristicas enzimaticas (Zamorano et al., 2009).
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5.2. PROCESO DE PURIFICACION DE LA PEROXIDASA DE PALMA REAL (RPTP)

La purificacion de una proteina suele tener como objetivo final obtener el material deseado con el
maximo rendimiento, utilizando el proceso mas corto, y a ser posible, mas econdémico. Hay que tener en
cuenta el material del que se parte y cual sera la aplicacion del material purificado, ya que de ello depende el
grado de pureza a obtener. Si una proteina se va a aplicar a usos terapéuticos o “in vivo”, su grado de
pureza debe ser muy elevado, = 99%, en cambio, si su finalidad es realizar estudios cristalograficos y de
caracterizacion fisicoquimicos, es suficiente un grado de pureza del 95-99%. Finalmente, si se va a utilizar
como antigeno para la produccion de anticuerpos es suficiente un grado de pureza moderado, < 95%. En
nuestro caso, se requerira una pureza elevada ya que se pretende caracterizar fisicoquimicamente la enzima

y ademas conocer sus estructuras primaria y terciaria.

Un proceso de purificacion consta de tres etapas claves que son: a) captura, que consiste en aislar,
concentrar y estabilizar la proteina a purificar; b) purificacién intermedia, cuyo objetivo es la eliminacién de la
mayor parte de los contaminantes y c) pulido, con ello se pretende obtener un elevado grado de pureza,
eliminando las trazas de impurezas o productos relacionados con la sustancia de interés. Durante la captura
se usan técnicas con elevada capacidad y velocidad de proceso, ademas de técnicas de concentracion que
reduzcan al volumen de muestra. En nuestro proceso como técnica de captura se utilizo la precipitacion
fraccionada con sulfato aménico, la cual reduce el volumen aproximadamente un 50%. Con la etapa de
purificacion intermedia, se eliminan los contaminantes que acompafian a la muestra. Esto se hace con la
cromatografia hidrofobica y con la cromatografia de intercambio ionico, etapas con las que se obtiene la
proteina con un grado de pureza aceptable, si bien con el pulido (cromatografia de exclusion molecular) se
puede mejorar este factor de purificacion.

Para llevar a cabo el proceso de purificacion se ha seguido el esquema desarrollado por |. Sakharov
(2000, 2002, 2003) para otras peroxidasas de palmas, con ciertas modificaciones que han mejorado
notablemente el rendimiento del proceso. El proceso original anteponia la cromatografia de exclusion
molecular a la de intercambio i6nico, lo cual se ha cambiado. Para pulir una muestra es mejor utilizar la
cromatografia de exclusién molecular, método mas eficiente y de mayor resolucion utilizando tamafios de
particula < 34 uym (en nuestro caso 13 pym) que permite separar trazas de contaminantes y hasta variantes
estructurales de la misma proteina, sin embargo para eliminar contaminacion son suficientes medios con
tamafios de particulas < 90 um (en nuestro caso el DEAE-Toyopearl 650M tiene un tamafio de particula
entre 40-90 pm). Al realizar este cambio, si el objetivo final no requiriera un elevado grado de pureza, se

podria eliminar la ultima etapa del fraccionamiento cromatografico.
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La purificacién de esta proteina partiendo directamente de la planta es un proceso laborioso y bastante
largo, en el que, ademas, durante las primeras etapas se trabaja con unos volimenes de muestra muy

grandes que lo hacen aun mas tedioso.

La peroxidasa de palma real (Roystonea regia) se obtiene de las hojas de una palma de 7-8 afios. Se
parte de 960 g de materia fresca verde triturada. Como la peroxidasa es una proteina hidrosoluble que
normalmente se encuentra en el citoplasma celular, se extrae con agua destilada en proporcion 1:6 (m:v)
(4,75 1), a TA durante 22-24 h. Se filtra a vacio y se hace una segunda extraccion del material sélido con
agua destilada (750 ml). Se retira el material sélido y el filtrado se centrifuga, retirando, por decantacion, un
pellet verde oscuro de apariencia arcillosa. Finalmente, se obtiene un volumen de 5,22 | en el que se
encuentra la proteina de interés. Sobre este volumen, se adiciona PEG 10.000 (14%) (730,8 g) y (NH4)2SO04
(10%) (587,0 g) para extraer los pigmentos por reparto bifasico y separar proteinas en funcién de la distinta
solubilidad a la concentracion salina de trabajo. Tras 5 h en camara fria (4-5 °C), aparecen dos fases
claramente diferenciadas, la fase superior, de color marron oscuro, en la que se encuentran las proteinas de
naturaleza apolar, fenoles, polifenoles, productos de oxidacion de estos compuestos, restos celulares y PEG.
En la fase inferior, de color amarillo, se encuentran las proteinas hidrosolubles. Ambas fases poseen
aproximadamente un 50% del volumen inicial, la fase superior un 56 % 'y la inferior un 44 %. Se observa que
con esta etapa se consigue un gran enriquecimiento de la muestra en peroxidasa, ya que se separan el 93%
de las proteinas totales y sin embargo la actividad peroxidasa tan sélo se reduce un 5%. Hay que tener en
cuenta, también, la gran reduccion de volumen de este proceso, lo cual es muy util para las etapas

siguientes. La fase que contiene la actividad peroxidasa pasa al fraccionamiento cromatogréfico.

+ Cromatografia hidrofobica

La cromatografia hidrofobica se realiza en un equipo de baja presidn que no esta conectado a ningin
sistema controlador de absorbancias. Por ello, el unico modo de hacer un seguimiento proteico es medir la
actividad enzimética de cada una de las fracciones que se recogen (15,0 ml) (Fig. 15). Con este proceso, se
elimina una gran cantidad de proteinas y otros pigmentos. La resina tiene una capacidad de retencion de
1800-2000 cm? muestra / 45 cm? fenil-sefarosa. Como fase movil se utiliza tampdn fosfato 100 mM, pH 6,5,
1,7 M (NH4)2SO4. La peroxidasa de palma se retiene en la columna mediante una interaccion de tipo
hidrofdbico y, cuando la columna se ha saturado, se eluye reduciendo drasticamente la concentracion salina
con tampén fosfato 100 mM, pH 6,5, 0,2 M (NH4)2SO4. De este modo, el pool es mas estrecho que el que
aparece cuando se utiliza un gradiente salino lineal. La actividad peroxidasa aparece entre las fracciones
4-13 (entre los 60 y los 195 ml de volumen de elucién). Se trabaja a una velocidad de flujo de 1 ml min-".
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Figura 15. Pool de la cromatografia hidrofdbica registrado con medidas de actividad
enzimatica. Se usan como sustratos guayacol y peroxido de hidrégeno. Cada fraccion tiene
un volumen de 15,0 ml.

» Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio i6nico se lleva a cabo con un equipo AKTAgpic, utilizando como fase
estacionaria la resina DEAE-Toyopearl 650M. Se utiliza como fase mavil, tampon TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,3.
La peroxidasa a este pH de trabajo se encuentra cargada negativamente (pl = 5,2), por lo que se retiene en
la columna, uniéndose de forma i6nica a los grupos DEAE (dietilaminoetil) cargados positivamente. Se eluye
la proteina con un gradiente lineal de NaCl 0-300 mM, con tampdn TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,3, 1 M NaCl. Este
equipo tiene un detector que permite registrar las absorbancias a dos longitudes de onda durante el proceso.
Se eligen 280 nm (banda caracteristica de las proteinas, debido a la presencia de aminoacidos aromaticos) y
403 nm (banda Soret en las peroxidasas de clase lll, debido a la presencia en su estructura de al menos un
grupo hemo), de este modo, se puede saber, en qué fracciones se encuentra la peroxidasa. Otro dato a
tener en cuenta es que en las peroxidasas, la banda Soret suele tener una absorbancia de un orden tres
veces superior a la absorbancia a 280 nm. En el cromatograma, por tanto, se observa que la banda proteica
aparece entre los 32,5 y los 37,5 ml (Fig. 16), equivalente a una concentracion salina del 19,5%. Se trabaja a
una velocidad de flujo de 1ml min-'. Se inyectan volumenes de entre 6,5 y 12,0 ml, dependiendo de la
concentracion salina. Es una cromatografia muy sensible a este parametro y una conductividad superior a
3 mS cm, durante la inyeccién, no permite la unién de la proteina a los grupos DEAE. Se recogen

fracciones de 500 pl.

Otro control proteico ha sido la medida de la actividad enzimatica de las fracciones del pool (C4-D7) y
de otras elegidas al azar como control del proceso. La fraccion C11 corresponde a un volumen de elucion de
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34,0 ml. Se observa que la mayor actividad se encuentra en el pool (Fig. 16A). También a los 57 ml hay una

ligera pérdida de actividad, acompafiada de otras muchas proteinas, que por tanto se desecha.
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Figura 16. Cromatografia de intercambio idnico con DEAE-Toyopearl 650M.
Cromatograma FPLC. Absorbancia a 280 nm (azul), absorbancia a 403 nm (rojo) y gradiente
de NaCl 1M (verde). (A) Ampliacién del cromatograma, acompafiado del registro del pool por
medidas de actividad (negro).

» Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular se realiza en un equipo AKTAgpic, utilizando como fase
estacionaria Superdex 200 10/30 HR, y como fase maévil tampén TRIS-HCI 5,0 mM, pH 8,3. Se trabaja a una

velocidad de flujo de 0,5 ml min-!. Se inyectan volumenes de 400 pl y se recogen fracciones de 250 .
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Figura 17. Cromatografia de exclusion molecular con Superdex 200. Cromatograma
FPLC. Registrado por medidas de actividad (linea negra). Las lineas roja y azul pertenecen a
las absorbancias a 403 y 280 nm, respectivamente, obtenidas directamente del equipo FPLC.
Las fracciones B9 y C10 corresponden a unos volimenes de elucion de 14,33 y 19,96 ml,
respectivamente.
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Las fracciones que forman el pool cromatografico se identifican por seguimiento de la absorbancia a
280 y 403 nm vy, al igual que en la cromatografia anterior, también se registra la actividad de las fracciones
del pool (Fig. 17, linea negra). Como pool cromatografico se toman las fracciones B6-C7, fracciones que

aparecen entre los 15,08 y los 19,21 ml, como se observa en el cromatograma (Fig. 17).

+ Tabla de rendimientos

En la tabla de rendimientos se puede ver la efectividad de cada una de las etapas usadas durante la
purificacion proteica de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia) (Tabla XXI). Un rendimiento de casi
un 50% en un proceso de purificacion partiendo del material vivo es muy bueno, normalmente en el caso de
purificaciones vegetales suele encontrarse alrededor del 25-35%. Hay que afiadir que se esta purificando
una proteina, que como todas, se desnaturaliza con el tiempo y que el proceso de purificacion es bastante
largo (10-12 dias). Ello es debido a que para obtener una masa proteica adecuada para realizar el resto de
experimentos se requiere iniciar el proceso con un gran volumen de masa vegetal. Aunque algunas etapas

se realizan en camara fria (4-5 °C), para proteger la enzima, otras en cambio funcionan mejor a TA.

Tabla XXI. Tabla de rendimientos del proceso de purificacion de la peroxidasa de palma real (Roystonea regia).

Actividad Actividad

Etapa Volumen Proteina total especifica Factor de Rendimiento
A 0
(ml) (mg) () (U mg-) purificacion (%)
1 Homogenado 5220 39956 614394 15,4 1 100
2 PEG + (NH4)2SOq4 2630 2656 579123 218,0 14 94,3
3 Fenil-Sefarosa 76 268 418002 1559,7 101 68,0
4 DEAEég(‘)’R’A"pear' 66 62 308469 49753 323 50,2
5 Superdex 200 4 45 290769 6461,5 420 47,3

A lo largo de este estudio, se han realizado, en diferentes épocas del afio, 4 purificaciones de
peroxidasa de palma real. Los rendimientos han oscilado entre el 30 y el 47%. Cuando se ha purificado en
otofo-invierno, el rendimiento ha sido menor que cuando se hace en primavera-verano (Tabla XXII). Los

datos que aqui se exponen son de una purificacion realizada durante el mes de junio.

Tabla XXII. Efecto de la época del afio en el rendimiento del proceso de purificacion.

Epoca de la purificacion Rendimiento (%)

Junio 2007 473
Septiembre 2006 33,8
Octubre 2005 36,6
Diciembre 2004 30,0
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En la Fig. 18, se observa la variacion del rendimiento y el factor de purificacion durante el proceso en
%. A medida que transcurre el proceso, como es normal, el rendimiento se reduce y la muestra se va

enriqueciendo en el compuesto de interés.
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Etapa del proceso

Figura 18. Variaciones del rendimiento y del factor de purificacion a lo largo de las
distintas etapas del proceso de purificacion de la RPTP. (1) Homogeneizado; (2) Reparto
bifasico; (3) Fenil-Sefarosa; (4) DEAE-Toyoearl 650M y (5) Superdex 200 10/30 HR.
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Esquema 6. Pasos del proceso de purificacion de la peroxidasa de palma real (RPTP).
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5.3. CARACTERIZACION DE LA PEROXIDASA DE PALMA REAL

5.3.1. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA
Cuando se purifica una biomolécula, es necesario, en primer lugar, conocer el grado de pureza de la
sustancia purificada. Existen diferentes metodologias, una de las mas utilizadas en los laboratorios de
Bioquimica es la electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), con la que ademas de poder
determinar el grado de pureza de una muestra, se puede conocer la masa molecular de la misma, con un
error del 10%.

Las peroxidasas son enzimas cuyas masas moleculares oscilan entre los 10 y los 55 kDa. La

utilizacion de geles del 10% seria suficientemente resolutiva.
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Figura 19. SDS-PAGE al 10%. Carril 1: bandas de las proteinas del marcador de masas
moleculares de Novex Sharp Pre-Stained (Invitrogen Co.), carril 2: peroxidasa de palma
real (RPTP) y carril 3: peroxidasa de Chamaerops excelsa (CEP). Los marcadores de
masa molecular generan la siguiente recta de calibrado:

log Pm =2,39206 + 0,03193 - (1,46277 £ 0,07505) Rr, R = -0,99348.

Se puede observar que ambas proteinas, la peroxidasa de palma real (RPTP) y la peroxidasa de
Chamaerops excelsa (CEP), tienen un elevado grado de pureza, aproximadamente entre el 98 y el 99%. La
masa molecular de cada una de ellas, determinada con esta técnica, es de 48,2 £ 3,0 y 54,1 + 3,2 kDa,

respectivamente (Fig. 19). Son masas moleculares tipicas para peroxidasas de plantas.
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5.3.2. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI-TOF

La proteina intacta (0,5 pl) se disuelve en el mismo volumen de disolucion matriz (acido sinapinico
saturado en ACN al 50% y TFA al 0,1%) en un plato de la placa del espectrometro de masas. Se seca y
luego se hace incidir un pulso de luz UV. La proteina se ioniza, se registra su tiempo de vuelo que se
relaciona con la masa molecular. Con los patrones utilizados como calibradores, se determina su masa
molecular. En el espectro de masas se observa la forma proteica ionica con una y dos cargas (Fig. 20). La
forma mayoritaria es la monoisotopica, con una masa molecular de 44604 Da. La masa molecular isotopica

promedio es de 44596 + 8 Da. Se observa la presencia minoritaria de un ién con relacion m/z de 43759 Da.

M+H*
44604
43759
M+2H>
22294
21830 42803
25000 45000 65000
Relacién m/z

Figura 20. Determinacion de la masa molecular de la RPTP por espectrometria de
masas MALDI-TOF.

5.3.3. DETERMINACI()N DEL ESTADO DE AGREGACION MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
EXCLUSION MOLECULAR

Con este método se determinara la masa molecular de la peroxidasa de palma real (RPTP) en estado
nativo. Conocido el volumen o tiempo de elucién de los marcadores de masa molecular (Fig. 21A), se podra
conocer el de la proteina de interés. La mayor parte de las peroxidasas vegetales tienen una masa molecular
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de 10-55 kDa. La RPTP, mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida, presenta una Unica banda de 48,2 + 3,0 kDa, esta elevada masa molecular se debe al
elevado porcentaje de glicosilacion de la proteina. El volumen de elucién de la RPTP indica que la proteina
se encuentra en forma dimérica en disolucion. Estos dimeros tienen una masa molecular de 92 £ 2 kDa,

aproximadamente (Fig. 21B). Se observa también en disolucion un pequefio porcentaje (~2%) de proteina en
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forma tetramérica (datos no mostrados), con una masa molecular de 200 + 7 kDa. La peroxidasa de las
hojas de la palma Chamaerops excelsa (CEP), también, forma dimeros en disolucién, con una masa
molecular de 109 £ 3 kDa y tetrdmeros en baja proporcién. En un gel de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, presenta una uUnica banda con una masa molecular de 50 + 2 kDa (Zamorano et al.,
2009).
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Figura 21. Cromatogramas de gel filtracion de los marcadores de masa molecular (A) y
de la peroxidasa de palma real (B), utilizando una columna de Superdex 200 HR 10/30 a
una velocidad de flujo de 0,4 ml mini. Las proteinas que se usan como marcadores son:
conalbumina y su dimero (negra), ovoalblmina y su dimero (roja), anhidrasa carbonica y su
dimero (verde), ribonucleasa (azul) y aprotinina (rosa). Con estos nueve puntos se obtiene la
recta de calibrado (Gréfico A, interior): y = (7,90 £ 0,14) - (0,22 + 0,01) x (R =-0,99348).En el
Grafico B la linea roja corresponde a la absorbancia a 403 nm y la azul a 280 nm. La
peroxidasa de palma real (RPTP) tiene una masa molecular, estimada con este método, de
92 kDa.
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5.3.4. DETERMINACIC’)N DEL ESTADO DE AGREGACION MEDIANTE ULTRACENTRIFUGACION
ANALITICA (UCA)

Estudios previos realizados mediante cromatografia de exclusién molecular determinaron que la
peroxidasa de palma real (RPTP) es una proteina dimérica en disolucién con una masa molecular
aproximada de 90 kDa. Ademas, la masa molecular, obtenida mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes de una molécula de monomero, es de 48,2 + 3,0 kDa y la obtenida por espectrometria de
masas MALDI-TOF es de 44596 + 8 Da. Para examinar el estado oligomérico de la RPTP con mas

precision, se han realizado una serie de experimentos de velocidad y equilibrio de sedimentacion.

La Fig. 22 muestra las distribuciones molares normalizadas de la RPTP bajo diferentes condiciones de
pH y concentracion proteica. En todas las condiciones estudiadas, se obtiene una Unica forma mayoritaria
que tiene una distribucién simétrica y un coeficiente de sedimentacion promedio de 6,2 + 0,2 S, que
corresponde a una masa molecular de 88,5 + 4,9 kDa. Por tanto, la RPTP es una proteina dimérica es
disolucién. Cuando se trabaja a pH 7,0 con una concentracién proteica de 2,5 mg ml, se observa que,
ademas de esta forma mayoritaria dimérica, aparece un 2% de otra poblacién que posee un coeficiente de
sedimentacion de 9,9 + 0,5 S y que corresponde a una masa molecular de 188,1 £ 10,3 kDa. A pH neutro y
alta concentracion proteica, se observa una pequefia cantidad de proteina es estado tetramérico
(Tabla XXIII).

0,6 |- -

04 |- .

Distribucion Normalizada

02} ] -

0’0 | - 1 " s 1 " | —L N
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Coeficiente de sedimentacion (S)

Figura 22. Experimentos de velocidad de sedimentacion. Distribucion molar normalizada
de la peroxidasa de palma real a 25 °C en tampén HEPES 20,0 mM y pH 7,0, con una
concentracion de proteina de 0,8 mg ml' (linea negra) y 2,5 mg ml-' (linea roja). En tampén
citrato 20,0 mM y pH 3,0 para una concentracion de proteina de 0,8 mg ml* (linea verde) y
2,5 mg ml (linea azul).
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Tabla XXIIl. Masas moleculares aparentes de la RPTP a diferentes valores de pH y concentracion proteica, obtenidas
mediante experimentos de velocidad de sedimentacion.

oH [RPTP]  Coeficiente de sedimentacion Masa molecular
(mg ml) (S) (Da)
7,0 1,0 6,19 + 0,25 87.530 + 5.250
70 25 6,13+0,19 90.140 £ 4.100
’ ’ 9,94 +0,47 188.100 + 10.300
3,0 1,0 6,34 + 0,31 88.250 + 6.500
3,0 25 6,26 + 0,20 88.040 + 3.780

5.3.5. DETERMINACION DEL pl

Con esta técnica se puede determinar el punto isoeléctrico (pl) de una proteina y saber si una muestra

presenta diferentes isoenzimas, es decir diferentes formas de una misma enzima que suelen catalizar la

misma reaccidn pero presentan diferencias en sus propiedades cataliticas, cinéticas, a veces en su cadena

polipeptidica, su carga eléctrica y su localizacion dentro de la célula. Este dato indica el pH al cual la

proteina tiene una carga eléctrica neta nula. Es un dato muy importante para la eleccion de los pH's de

trabajo en las diferentes etapas del fraccionamiento cromatografico, asi como para realizar diferentes

estudios cinéticos y de estabilidad. Este dato ha sido determinado experimentalmente y también con la

utilizacién del programa de protedmica ExPASYy, una vez conocida la secuencia de aminoacidos de la

peroxidasa de palma real.

Experimentalmente, la técnica no proporciona unos geles de IEF lo suficientemente nitidos como para

mostrarlos en esta memoria, por lo que se presenta un esquema de los resultados obtenidos (Fig. 23).

4,65
5,1
6,0
6,5
6,9

8,0

9,6

by W

Figura 23. Esquema de IEF. Carril 1: bandas de las proteinas correspondientes al
marcador de puntos isoeléctricos de amplio rango (pH 4,45-9,6) de Bio-Rad. Carril 2:
banda de la peroxidasa de palma real (RPTP) revelada con el sustrato guayacol. Es un
esquema y por ello las distancias entre las proteinas del marcador no son exactas. Las
bandas exactas de las proteinas del marcador generan la siguiente recta de calibrado:

log pl = 1,02387 + 0,01404 — (0,39645 + 0,02384) Ry, R =-0,99108.
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Realizando dos geles de IEF se obtiene un valor para el pl de la peroxidasa de palma real (RPTP) de
5,4 +0,1. El programa ExPASy nos proporciona un valor para el pl de 5,1. Se observa que, aunque el gel de
isoelectroenfoque no era lo suficientemente nitido, proporciona un valor del pl bastante fiable. Por ello,
teniendo en cuenta ambos resultados, el pl de la peroxidasa de palma es de 5,3 £ 0,2. La peroxidasa de

palma real tiene una Unica isoenzima &cida.

Dentro de la célula existe una compartimentalizacion isoenzimatica, la cual esta relacionada con la
funcionalidad de la enzima. Las isoenzimas anionicas (pl < 7,0) se encuentran normalmente solubles en el
citoplasma celular y su funcionalidad esta relacionada con las reacciones enzimaticas que en él se
desarrollan. En cambio, las isoenzimas cationicas (pl > 7,0) se encuentran en la pared celular y estan

implicadas en el control de su crecimiento y rigidez.

La peroxidasa de palmera es una enzima anionica y, por tanto, soluble en su mayor parte en el
citoplasma celular. Esto se ha demostrado, ademas, observando que, en el proceso de purificacion, el
rendimiento no mejoraba realizando una extraccién con detergentes (Triton X-100). Las peroxidasas de
palmeras, ademas, se han localizado en epidermis, hipodermo, estructuras conectoras y pared celular, no
encontrandose en células del mesofilo que contienen clorofila. Ademas, en los tejidos hipo y epidérmico de
diferentes especies de palmeras que han crecido en distintas condiciones climatologicas, se observa
actividad peroxidasa en el interior y encima de la pared celular, lo que indica que el clima no influye en la

localizacion enzimatica.

5.3.6. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE EXTINCION

Es necesario conocer el coeficiente de extincién para poder determinar la concentracién de una
disolucién proteica de manera exacta. Las metodologias empleadas mas adelante requieren conocer ese
dato de modo preciso, ya que se trabaja con concentraciones proteicas muy pequefias, que no se pueden

conocer con exactitud por pesada.

Antes de conocer la secuencia de aminoacidos de la RPTP, se determind su coeficiente de extincion
molar, con una técnica tan basica, como es, la medida de la absorbancia a determinadas longitudes de onda
(280 y 403 nm) de diferentes disoluciones proteicas, de las que conocemos la concentracion por pesada.
Aplicando la ley de Lambert-Beer, se podra estimar el valor del coeficiente de extincion a esas longitudes de
onda. Una vez determinada la secuencia de aminoacidos de la peroxidasa de palma real (RPTP), se calcula
el coeficiente de extincion mediante el uso del programa de proteémica ExPASy. Ambos valores se
compararan.
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Experimentalmente se determina la absorbancia a 280 y 403 nm de diferentes disoluciones proteicas

en medio acuoso. Al representar estos valores frente a la concentracion proteica, se generan dos rectas:

y = (1,39937  0,00857) x + (0,00306 + 0,00400); R = 0,99981 (Absorbancia a 280 nm)
y = (0,50029 * 0,00717) x + (-0,00871 % 0,00281); R = 0,99928 (Absorbancia a 403 nm)

cuyas pendientes revelan los valores de los coeficientes de extincion, de acuerdo a la ley de Lambert-Beer

en mlmg'cm™.

Con este estudio, se obtienen unos valores de los coeficientes de extincion molar a 403 y 280 nm para
un mondmero de proteina de, 62,4 £ 2,5y 22,3 £ 0.9 mM-' cm™, respectivamente. Se toma como valor de la
masa molecular de la peroxidasa de palma real, el obtenido mediante espectrometria de masas MALDI-TOF,
44596 + 8 Da. Se observa que a la vista de los coeficientes de extincion obtenidos, el valor del factor Rz
(A403/ A2g0) para la RPTP es de 2,80.

Teniendo en cuenta la composicion en aminoacidos aromaticos de la peroxidasa de palma real, W (1),
Y (6)y F(12), y los coeficientes de extincion molar a 280 nm de estos aminoacidos, 5580, 1490y 125
M- cm, respectivamente, se puede determinar el valor del coeficiente de extincién a esa longitud de onda
(Ec. 113):

a280= aETrp+ bETyr+ CaPhe (113)

Donde a, b y ¢ son el numero de triptéfanos, tirosinas y fenilalaninas que contiene la peroxidasa de
palma real. De acuerdo con esta ecuacion, el valor del coeficiente de extincién molar de la peroxidasa de
palma real a 280 nm es de 16,0 mM-' cm, el coeficiente de extincion molar a 403 nm toma el valor de
44,8 mM-' cm'. Esta metodologia proporciona un valor aproximado de los coeficientes de extincién molar

que normalmente varia bastante de los valores reales.

En el caso de la peroxidasa de palma real, al conocer la secuencia de aminoacidos completa, con la
ayuda del programa de protedmica ExPASy, se determina el coeficiente de extincion molar, cuyo valor es a
280 nm de 21,1 £ 0,2 mM-* cm, y a 403 nm de 59,1 £ 0,6 mM-' cm-!, para un mondmero de proteina. Estos
datos son mas precisos que los calculados de manera experimental, ya que con esa metodologia se
cometen bastantes errores, aun asi la variaciéon no es superior al 5%. Se daran como valores finales de los
coeficientes de extincién molar un valor medio entre el experimental y el obtenido mediante el programa de
protedmica ExPASy, acompafiados de la correspondiente desviacidn estandar:
€260 (RPTP) =21,7 £ 0,8 mM-' cm-'y €403 (RPTP) = 60,8 £ 2,3 mM-1 cm-1,
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5.4. ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA DE PALMA REAL
5.4.1. TITULACION PROTEICA: DESNATURALIZACION INDUCIDA POR EL pH

La estabilidad estructural y la actividad enzimatica de las peroxidasas dependen del pH de la disolucién
(Tams et al., 1996; Pina et al., 2001; Zamorano et al., 2004). Aunque las peroxidasas de plantas han sido
estudiadas durante muchos afios, la informacion sobre el efecto del pH en su comportamiento es bastante
limitada. Para elegir el pH idoneo al que se realizaran los estudios de estabilidad proteica, se medira el

efecto del pH sobre la actividad enzimética (usando guayacol como sustrato) y sobre la fluorescencia
intrinseca del triptéfano de la RPTP.

La RPTP es una enzima muy estable en un rango de pH comprendido entre 2,0 y 13,0 (Fig. 24). Tiene
dos cambios en la actividad enzimatica, con valores de pK, aparentes de 4,4 y 8,9 (Fig. 24A), los cuales no

coinciden con los cambios de sus parametros espectrales.
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Figura 24. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica (A) y sobre los parametros de
fluorescencia (B) de la RPTP a 25 °C. Las medidas se han realizado en tampon universal
10,0 mM con una concentracién proteica aproximada de 10,0 uM. La actividad se midié
usando guayacol como sustrato. En el Gréfico B los circulos blancos representan la
intensidad de fluorescencia a 350 nm en unidades arbitrarias y los circulos negros
representan la posicion del maximo de fluorescencia del espectro (Amax). Se tomd como
longitud de onda de excitacion de 296 nm.
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Uno de los pardmetros mas Utiles del espectro de fluorescencia de una proteina es la posicién del
méximo (Amax), que refleja el grado de accesibilidad de las moléculas de disolvente a los cromoforos. Se
observa que dicho parametro permanece constante (con una variacion de £ 0,3 nm) en un rango de pH
comprendido entre 2,8 y 10,8. Ello indica que la accesibilidad de las moléculas de agua a las cadenas
laterales de los triptdfanos de la proteina permanece inalterada en este rango de pH. La intensidad de
fluorescencia tampoco se ve alterada en este rango de pH (Fig. 24B). Por ello, el rango de pH comprendido
entre 3,0 y 11,0 seria el Optimo para realizar una caracterizacion fisico-quimica ya que no hay cambios en

los parametros fluorescentes ni en la actividad enzimatica.

La intensidad de fluorescencia o rendimiento cuantico se modifica notablemente cuando se acidifica la
disolucién hasta un pH < 2,0 (aumenta del orden de cuatro veces). Este cambio va acompafiado, en primer
lugar, de un desplazamiento del maximo de fluorescencia hacia mayores longitudes de onda (3,2 nm),
seguido, a pH < 1,2, de un desplazamiento a menores longitudes de onda debido a la agregacion proteica,
efecto que causa el aumento de la intensidad de fluorescencia. Esto indica que el triptéfano, durante la
desnaturalizacién acida, se aleja del grupo hemo, que actta como “quencher’ y por lo tanto aumenta su

rendimiento cuantico.

Si elevamos el pH por encima de 10,8, se aprecia un desplazamiento de 11,0 nm del maximo de
emision de fluorescencia hacia mayores longitudes de onda, lo que implica un aumento de la polaridad de
los triptéfanos. Este fendmeno se aprecia hasta pH 12,5, a partir del cual el maximo de emision se reduce,
fendmeno relacionado con la agregacion proteica que evita la completa hidratacion de los triptéfanos.

A partir de pH 13,0, se observa un incremento de la intensidad de fluorescencia.

La comparaciéon de los cambios en la actividad enzimatica y en los parametros de fluorescencia
inducidos por el pH indican que sdlo la intensidad de fluorescencia esta relacionada con la desnaturalizacion
proteica, mientras que la posicidn del maximo del espectro de fluorescencia, que refleja la polaridad de los

aminoacidos aromaticos, no influye en la funcién enzimatica de la RPTP.

Estudios de la misma indole realizados con otras peroxidasas de plantas concluyen del mismo modo:
la peroxidasa de rabano (Pina et al., 2001) es estable en el margen de pH comprendido entre 3,0 y 5,0, la
desnaturalizacién acida va acompafiada de un incremento de la intensidad de fluorescencia y una reduccion
de la absorbancia a 403 nm (lo que es igual a una reduccion de la actividad enzimatica); la peroxidasa
aniénica de cacahuete (Zamorano et al., 2004) es estable en un rango de pH comprendido entre 3,0 y 11,0,

la desnaturalizacion acida y basica provoca una reorientacion del grupo hemo con respecto de los
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aminoacidos aromaticos, aumentando la intensidad de fluorescencia, pero en cambio la posicion del méximo
permanece practicamente constante; la peroxidasa de las hojas de la palmera Chamaerops excelsa
(Zamorano et al., 2009) es estable en un margen de pH entre 2,5y 6,0, la desnaturalizacién acida es debida
también a una reorientacion del grupo hemo con respecto de los aminoacidos aromaticos, la polaridad de
éstos no se ve alterada, ya que el maximo de emisién permanece constante. Todas las peroxidasas de
plantas son estables en rangos de pH bastante amplios, pero hay que tener en cuenta que es la peroxidasa

de palma real (RPTP) la que exhibe un rango de estabilidad mas amplio.

54.2. DESNATURALIZACION TERMICA
5.4.2.1. Analisis de la desnaturalizacion térmica por fluorescencia

Los aminoacidos aromaticos son los verdaderos fluoréforos de las proteinas. En funcién de la longitud
de onda de excitacién, la contribucidn al espectro de fluorescencia de cada uno de ellos sera distinta. Se
obtendra el espectro de emision de fluorescencia de la peroxidasa de palma real nativa y térmicamente
desnaturalizada a pH 3,0 entre 300-400 nm, con una longitud de onda de excitacion de 296 nm (tan sélo se
detecta la fluorescencia del Trp).
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Figura 25. Espectros de emisién de fluorescencia de la RPTP nativa a 25 °C (linea
continua) y térmicamente desnaturalizada a 80 °C (linea discontinua). La longitud de
onda de excitacidn es de 296 nm.

Los cambios en el entorno de los amino&cidos arométicos se deben a cambios en la estructura terciaria
de la proteina, lo cual puede ser detectado por espectroscopia de fluorescencia intrinseca. Se observa que
el espectro de la RPTP nativa tiene un bajo rendimiento cuéntico, al igual que le ocurre a otras peroxidasas
de plantas (CEP, cHRP, AOPTP y aPrx). Ello es debido a la transferencia de energia que ocurre desde el
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triptéfano al grupo hemo, que actua de “quencher’. Cuando la proteina se desnaturaliza térmicamente, se
observa que existe un aumento en la intensidad de fluorescencia, que es debido a una reorientacién del
grupo hemo, que se aleja del triptéfano y por tanto, reduce el “quenching” (Fig. 25). Se observa también que
la desnaturalizacién térmica, al igual que la acida o la basica, no modifica la polaridad de los aminoacidos
aromaticos, ya que el maximo de emision de fluorescencia permanece inalterado, es decir los aminoacidos

aromaticos se reorientan pero permanecen en un ambiente apolar.

Se utilizaran los cambios en la intensidad de fluorescencia a 360 nm para analizar el efecto del
calentamiento en la desnaturalizacion proteica (Fig. 26). Un aumento de la temperatura da lugar a una
transicion cooperativa irreversible hasta un estado desnaturalizado (perfil sigmoideo), la cual se analiza por
ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrados (Ec. 76). De este ajuste (Fig. 26, linea) se pueden
obtener los valores de la energia de activacion (Ea) y de la temperatura (T ), que son 125,4 + 3,3 kcal mol-!

y 341,7 £ 2,4 K, respectivamente.
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Figura 26. Fraccion de proteina RPTP desnaturalizada durante el proceso de
desnaturalizacion térmica, registrada por medidas de intensidad de fluorescencia a 360
nm y pH 3,0. Se utiliza una velocidad de calentamiento de 96 K h-'. La linea continua es el
mejor ajuste de los datos experimentales a la Ec. 76.

5.4.2.2. Analisis de la desnaturalizacion térmica por dicroismo circular

Cuando la proteina se desnaturaliza térmicamente, se obtiene un perfil espectral de DC tipico de las
proteinas desnaturalizadas, reduciéndose las bandas caracteristicas de las a-hélices e incrementandose
bandas tipicas de la estructura desordenada, como son los minimos a 200 nm y los méximos entre 220 y
230 nm (Fig. 27). En este caso, hay un claro aumento de la estructura desordenada a expensas del

descenso de la estructura de a-hélice. También se observa un incremento de la estructura en hoja B, debido
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a la agregacion proteica de caracter intramolecular que va acompafiada del aumento de turbidez de la
muestra durante el proceso de desnaturalizacién. Las peroxidasas de rabano (cHRP), anidnica de cacahuete
(aPrx) y de palmera Chamaerops excelsa (CEP) presentan este mismo comportamiento durante su

desnaturalizacién térmica.
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Figura 27. Espectros de DC en el UV-lejano de la RPTP a pH 3,0 y 25 °C nativa (circulos
blancos) y térmicamente desnaturalizada a 80 °C (circulos negros). Las lineas continuas
a través de los puntos experimentales son los mejores ajustes de esos datos con el programa
CDSSTR, utilizando como conjuntos de referencia los modelos SP43 y SDP48 para las
proteinas nativas y desnaturalizadas, respectivamente.
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Figura 28. Fraccion de proteina RPTP desnaturalizada en funcién de la temperatura a
pH 3,0, registrada por cambios de la elipticidad molar a 222 nm, obtenidos con una
velocidad de calentamiento constante de 60,1 K h-'. La linea continua representa la curva
tedrica del ajuste de los datos experimentales al modelo irreversible de dos estados (Ec. 76).
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Un parametro significativo en la desnaturalizacion enzimatica es la elipticidad molar a 222 nm. Durante
el proceso de desnaturalizacién térmica se registra el cambio de este parametro con la temperatura (Fig. 28).
Se observa que sigue un perfil sigmoideo, por lo que la desnaturalizacién se comporta de acuerdo con una
transicion cooperativa irreversible hasta un estado completamente desnaturalizado. Ajustando esos datos
mediante una regresién no lineal por minimos cuadrados (Ec. 76, Fig. 28, linea), se obtienen los valores de
los parametros Eay T, que son 124,1 £ 3,1 kcal mol' y 343,5 + 1,7 K, respectivamente. Valores que son

muy similares a los obtenidos mediante los estudios de fluorescencia.

5.4.2.3. Analisis de la desnaturalizacion térmica mediante DSC

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una de las técnicas experimentales mas fiables para
estudiar los cambios conformacionales que se producen en las biomacromoléculas inducidos por la

temperatura.

Se registraran los perfiles calorimétricos de la RPTP a diferentes valores de pH (7,0 y 3,0). Los datos
experimentales se ajustaran con la herramienta MicroCal Inc. del programa ORIGIN (Northampton, MA) a

diferentes modelos, que determinaran el proceso que sigue la proteina durante su desnaturalizacion térmica.

5.4.2.3.1. Desnaturalizacion de la RPTP a pH 7,0

Los termogramas de la desnaturalizacion de la RPTP en tampén HEPES 20,0 mM y pH 7,0, se
muestran en la Fig. 29. En el Gréafico A se puede apreciar el grado de reversibilidad del proceso de
desnaturalizacion térmica, correspondiendo la linea continua al primer barrido proteico y la discontinua al
segundo barrido de la misma muestra proteica que fue enfriada, después de un primer calentamiento hasta
100 °C. La reversibilidad se cuantifica mediante el % de recuperacion del area del termograma. Debido a la
agregacion que ocurre tras la desnaturalizacion térmica, es muy dificil observar la reversibilidad térmica de
proteinas cuando se llega a una temperatura de calentamiento cercana a los 100 °C. Sin embargo, en el
caso de la RPTP en estas condiciones, se observa una reversibilidad térmica a pH 7,0 muy marcada, con un
porcentaje de recuperacion del area del 80%. Cuando se incuba la RPTP a temperaturas iguales o
superiores a 105 °C, durante periodos de tiempo superiores a 5 min en barridos consecutivos, tan sélo se
recupera un 20% de la entalpia transicional. La desnaturalizacién térmica a pH 7,0 se llevé a cabo con
diferentes velocidades de barrido desde 0,35 hasta 1,4 K min' y se obtuvieron los mismos perfiles

calorimétricos, indicando la ausencia de efectos cinéticos en la desnaturalizacion térmica a pH 7,0.
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Figura 29. Perfiles calorimétricos de la RPTP en tampén HEPES 20,0 mM a pH 7,0. (A)
Reversibilidad del proceso de desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 7,0. Las curvas de
DSC han sido registradas con una concentracion de proteina 18,0 uM y una velocidad de
barrido de 60,1 K h-'. La linea continua expresa el primer perfil calorimétrico de la proteina
nativa, calentando hasta 100 °C. La discontinua corresponde al segundo barrido de la misma
muestra proteica, enfriada después del primero. En el segundo perfil se recupera un 80% del
area. (B) Curvas de capacidad calorifica molar en exceso de la RPTP obtenidas a diferentes
concentraciones proteicas: 12,7 UM (circulos blancos) y 50,0 uM (circulos negros) a una
velocidad de barrido de 60,8 K h-'. Las lineas continuas representan las curvas teoricas
generadas cuando se ajustan los datos experimentales a un modelo simple de dos estados
acoplado a un modelo de disociacion.

Debido a la naturaleza dimérica de la RPTP, la estabilidad de la forma nativa es dependiente de la
concentracion (Fig. 29B). Se observa que todos los picos transicionales estan sesgados hacia la zona de
bajas temperaturas de la transicién, lo que indica que la transicion esta acoplada a un proceso de
disociacion, como indica la Ec. 117 (Manly et al., 1985; Freire, 1989). La Ti, (temperatura del punto medio
de la transicion) no coincide con la temperatura a la que es maximo el exceso de capacidad calorifica (Tm).
Para los perfiles calorimétricos obtenidos a diferentes concentraciones proteicas, la razon entre las entalpias
de van't Hoff y calorimétrica (AHv+/AH(Tm), obtenida a una temperatura donde a = 0,5, tiene un valor
promedio de 1,30 + 0,05 (Ec. 114).
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AHVH 2n
= (114)
AH(T ) n+1

Esta razdn es valida para una situacion en la que el desplegamiento de una proteina oligomérica esta
acoplado a un proceso de disociacién-desnaturalizacion de sus monémeros. Esa razén de entalpias toma el

valor de 1,333 para dimeros (Freire, 1989).

Cuando el proceso de desnaturalizacion va asociado a un proceso de disociacion, la temperatura (Trm)
depende de la concentracién de proteina utilizada, por lo que el equilibrio termodinamico predice una
relacion entre la concentracion total de monomero (Ay) y la temperatura de desplegamiento (Tm) (Ec. 115).

NAH(T )
InA = C - ——2— (115)
(n-)RT

m

Al representar los valores de InA; frente a 1/Tm (Fig. 30), los puntos experimentales se ajustan a una
linea recta. El valor de AH(Tm) se obtiene de la pendiente de esta linea y es de 192,3 £ 8,5 kcal mol-!, muy
proximo a los valores de la entalpia calorimétrica para la RPTP a pH 7,0 (Tabla XXIV).

-10,0 f
-10,2
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11,2
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10% 7 (K')

Figura 30. Representacion del logaritmo de la concentracion de mondémero molar de la
RPTP contra Tn' a pH 7,0. T es el valor absoluto de la temperatura a la que es maximo el
exceso de capacidad calorifica (datos de la Fig. 29). La linea representa el ajuste lineal por
minimos cuadrados de los datos experimentales.

Los datos calorimétricos obtenidos a diferentes concentraciones de RPTP fueron ajustados
individualmente a un modelo de desnaturalizacion de oligomeros (n = 2) (Ec. 117). Este ajuste generé muy
buenos resultados cuando n fue 2 (Fig. 28, lineas). Se hicieron otros ajustes con distintos valores de n, pero
fueron peores. Los mejores valores de los parametros termodinamicos, obtenidos con ese modelo, se

muestran en la Tabla XXIV.
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Tabla XXIV. Parametros termodinamicos del proceso de desnaturalizacion térmica de la RPTP. La desviacion estandar para
los parametros Tmy T12 €s de £ 0,2 K'y para la entalpia del proceso de desnaturalizacion el coeficiente de variacion es del 5%.

[RPTP] Tm Tm To  AH(Tm) Ts  AG (Ty)
(M) PH (°C) (°C) (°C) (kcalmol!) (°C) (kcal mol)
127 70 9,7 959 1046 1962 241 239
180 70 970 962 1048 1970 243 240
500 7,0 977 970 1047 1988 242 239
180 30 690 683 776 1445 136 155

To es la temperatura a la cual AG°(T) = 0; T es la temperatura del méximo de estabilidad que se calcula
con la Ec. 116 (Becktel et al., 1987). El incremento de capacidad calorifica se calcula de la pendiente de la
variacién de la entalpia con la temperatura, para distintos valores de pH, que oscilan entre 3,0 y 9,0,
AC, =2,4 +£0,1 keal K-' mol".

—AH(T)
T =exp| —— (116)
TAC
P

Todos estos resultados permiten concluir que, en disolucién a pH 7,0, la RPTP se comporta como un

dimero que se desnaturaliza reversiblemente de acuerdo con un modelo de dos estados, acoplado a un

proceso de disociacion (Ec. 117-122).

Modelo de desnaturalizacion de dos estados acoplado con un modelo de disociacion. Este
modelo se corresponde con una situacion en la que la proteina oligomérica se disocia en subunidades

idénticas que obedecen al siguiente equilibrio:

1
-N LU (117)

9
NI

donde [Nn] y [U] representan la concentracion de oligomero plegado y mondmero desplegado,

n
K= (118)

respectivamente y n el nimero de subunidades disociables. K es la constante de equilibrio (Ec. 118). Si a es
la fraccién de proteina en estado desnaturalizado y (1-a) la fraccion de proteina en estado nativo, la

constante de equilibrio viene definida por la Ec. 119.
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n n-1)in a
K=n"C""—— (119)

(1 _ a)1/n

donde C es la concentracion molar total de monémeros. Usando la Ec. 119 y la expresion para el cambio de

entalpia (Ec. 120), es fécil expresar la constante de equilibrio en funcién de la temperatura (Ec. 121).

|:d|nK:| _ AH(T) _ AHHZ +ACP(T_T1/2) (120)
a7 |, RT RT'

1(n " (n-1)n AHuz 1 1 ACp 7;/2 7;/2
k=2 2] ¢ exp| - S _ 1——2 +1n (121)

112

donde R es la constante de los gases, AH12 € ACp son los cambios en la entalpia y la capacidad calorifica

del desplegamiento, respectivamente, T+ es la temperatura a la que a vale 0,5.

Conocemos K (T); a (T) puede ser resuelto numéricamente (Ec. 121) y la funcién que representa el
exceso de capacidad calorifica <ACp> es la derivada del exceso de entalpia con respecto de la temperatura
(Ec. 122).

d(AH) _ da(T)
dT dT

(AC) = AH, , +aAC, (122)
Todo el conjunto de ecuaciones anteriores (Ec. 117-122) son utilizadas para ajustar los datos

experimentales.

5.4.2.3.2. Desnaturalizacion de la RPTP a pH 3,0

La sintesis en condiciones Optimas para el medioambiente o “sintesis verde” del polielectrolito
polianilina se realiza a pH 3,0 (Caramyshev et al., 2005). Asi pués, encontrar las peroxidasas mas estables a
este pH mejoraria el rendimiento de este proceso. Este es uno de los motivos principales por los que se
realizan los estudios de desnaturalizacion a este pH concreto. Otros motivos son: los pares idnicos
contribuyen en gran medida a la estabilidad de proteinas con grupo hemo, cuando se estudia la
desnaturalizacion a pH &cido esos pares idnicos desaparecen por protonacion y de ese modo se determina
la contribucion de estas estructuras a la estabilidad proteica. Otras peroxidasas de plantas han sido
caracterizadas a este pH, de modo que se puede hacer una comparativa y saber cuél de ellas es mas
estable a pH &cido. Finalmente para la RPTP este pH de estudio es bastante bueno. Como se ha visto en
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estudios previos, la enzima no presenta cambios en sus propiedades enzimaticas y fluorescentes y, ademas,

tal pH esta bastante alejado del valor de su pl (5,3).

En el proceso de desnaturalizacién térmica a pH 3,0 lo primero que se observa es que las transiciones
calorimétricas (Tm), son dependientes de la velocidad de barrido (Fig. 31). En segundo lugar, la
desnaturalizacién térmica es un proceso irreversible, es decir un segundo calentamiento no presenta efectos
térmicos. Ello indica que las transiciones térmicas son irreversibles y el proceso esta controlado

cinéticamente.

Como la RPTP es una proteina dimérica, la desnaturalizacién térmica deberia ir acompafiada de un
proceso de disociacion, lo que generaria una dependencia de Tm con la concentracién proteica, como
ocurria a pH 7,0 (Manly et al., 1985; Freire, 1989). Los valores de Tm € AHcac para la desnaturalizacién
térmica de la RPTP a pH 3,0 dependian de la concentracion proteica, en un rango de concentraciones
comprendido entre 0,5y 2,4 mg ml'. La relacion entre las entalpias de van't Hoff y calorimétrica, obtenida
para diferentes concentraciones proteicas y velocidades de barrido, tiene un valor medio de 1,4 + 0,1
(Ec. 114), valida cuando la desnaturalizacion de un dimero esta acoplada a su disociacion en mondmeros.
Por ello, como existe una pequefia variacion en los parametros cinéticos del proceso de desnaturalizacion
con la concentracion, en todos los experimentos que se realizan a este pH, se usara la misma concentracion

de proteina, para estar seguros de que los resultados obtenidos son independientes de la misma.

30t , g

10

<ACp> (kcal / K mol de monémero)

55 60 65 70 75
Temperatura ()

Figura 31. Variacion de la capacidad calorifica molar en exceso de la RPTP con la
temperatura a diferentes velocidades de calentamiento. (Cuadrados) 30,1 K h, (circulos)
60,2 K h'y (tridngulos) 88,2 K h', en tampén citrato 20,0 mM a pH 3,0, con una
concentracion proteica 18,0 uM. Las lineas continuas representan el mejor ajuste de cada
conjunto de datos experimentales a la Ec. 70.
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Para analizar las transiciones calorimétricas de la desnaturalizacion de la RPTP, se deberia usar un
modelo que incluyera dos pasos: una disociacion reversible (desplegamiento) del dimero en monémeros,
seguido de una alteracion irreversible de esos mondémeros hasta un estado desnaturalizado desde el que no
pueden retornar al estado nativo. El esquema descrito se corresponde con el modelo de Lumry-Eyring, para

proteinas diméricas (Ec. 123).

N, <_ T RNEN) (123)

donde N2 es el dimero nativo, U es monomero desplegado, D es monémero desnaturalizado, k1 y k-1 son las
constantes de velocidad de las reacciones directa e inversa del proceso de desplegamiento acompafiado de

disociacion y kq es la constante de velocidad de la desnaturalizacion irreversible de los mondmeros.

La utilizacion del modelo completo de Lumry-Eyring para una descripcion cuantitativa de la transicion
inducida por la temperatura es muy dificil porque el sistema de ecuaciones diferenciales no tiene una
solucion analitica a varias temperaturas. Por ello, es necesario aplicar un modelo mas simple, que sera un
caso particular del modelo de Lumry-Eyring (Ec. 124). Consistira en un Unico paso irreversible, donde el
dimero nativo daréa lugar a los mondmeros desnaturalizados. Esta aproximacion es posible suponiendo que
la desnaturalizacién del monémero es un paso muy rapido en comparacion con la disociacién del dimero y la
asociacion de los monomeros desplegados: ks >> k1 y kq >> k1. Esto quiere decir que la ruptura de la

estructura cuaternaria de los dimeros se comporta de acuerdo a la ley cinética “todo o nada”.

N, 0> D (124)

donde N es el dimero nativo, D es el mondmero desnaturalizado y k es la constante de velocidad efectiva
del proceso de desnaturalizacién que varia con la temperatura de acuerdo con la ecuaciéon de Arrhenius
(Ec. 56).

Los perfiles calorimétricos fueron analizados de acuerdo al modelo simple de dos estados (Ec. 70) de
manera individual y de manera global. Con ambos ajustes, se han obtenido parametros muy similares
(Fig. 31, Tabla XXV).

Los coeficientes de correlacion (r) de la Tabla XXV, han sido calculados usando la Ec. 125, en la que y;
e yra son los valores de Cp, experimental y calculado, respectivamente; y/m es el valor experimental medio

de Cpy n el numero de puntos.
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2 rr)
> (v-v)

r= (125)

Tabla XXV. Parametros estimados con la ecuacion de Arrhenius para la desnaturalizacion térmica de la RPTP 18 pM a pH
3,0. Se ajustan los datos experimentales a un modelo irreversible de dos estados.

Velocidad de barrido (K h-)
Parametro Ajuste Global
30,1 60,2 88,2
AH (kcal mol) | 121,8+0,9 | 140,0+1,2 | 1442+1,2
T (K) 3419+0,2 | 342,0+£0,1 | 3420+0,1 | 3420+0.2
Ea (kcal mol') | 1305+0,6 | 1288+0,5 | 1274+0,5 | 1298+0,8
r 0,9978 0,9980 0,9984 0,9969

Se intentd ajustar los datos experimentales a otras aproximaciones del modelo de Lumry-Eyring, una
de ellas incluia dos pasos consecutivos irreversibles, pero los ajustes no ofrecieron buenos resultados. Ello
nos indica que el modelo simple irreversible de dos estados es suficiente para describir cuantitativamente la
desnaturalizacion cinética de la proteina RPTP. Esta conclusién fue confirmada por el seguimiento espectral

de la desnaturalizacion térmica de esta enzima.

5.4.2.3.3. Curvas de estabilidad de la RPTP a diferentes valores de pH

La termodinamica de equilibrio no se puede aplicar para analizar la desnaturalizaciéon térmica de la
RPTP a pH 3,0, ya que es un proceso controlado cinéticamente. Se puede obtener informacion
termodinamica Util por extrapolacién de los parametros de la transicion a velocidad de calentamiento infinita
(Privalov et al., 1986, 1989). Los parametros termodinamicos de la desnaturalizacion térmica de la RPTP a
pH 3,0 se resumen en la Tabla XXIV.

Las curvas de estabilidad de la RPTP a pH 3,0 y 7,0 (Fig. 32), calculadas con la ecuacion de Gibbs-
Helmholtz (Ec. 126), dan informacién de la estabilidad proteica, dato relacionado con el incremento de
energia libre de Gibbs a TA (Becktel et al., 1987). Este valor para proteinas globulares normalmente se

encuentra entre 5y 15 kcal mol-.

AG°(T) = BH(T,,)JA-TIT,)=AC [(T, =T) +TIn(T/T,)] (126)

donde AG® (T) es el cambio de energia libre estandar, T, es la temperatura para la que AG® (T) = 0,

AH (Tir)es la entalpia de transicion experimental a la temperatura T4 € AC, es el incremento de capacidad
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calorifica entre los estados conformacionales nativo y desnaturalizado. Este Ultimo dato se obtiene como
pendiente de la representacion de AH frente a la T usando un conjunto de datos experimentales obtenidos a

diferentes valores de pH, en un rango comprendido entre 3,0 y 9,0, siguiendo la ecuacién de Kirchoff

(Ec. 38).

AG (kcal mol™)

Temperatura (C)

Figura 32. Curvas de estabilidad de la RPTP a pH 7,0 (linea continua) y a pH 3,0 (linea
discontinua). El punto representa el valor de la energia libre de Gibbs a 25 °C y pH 7,0,
obtenida de la curva de desnaturalizacién quimica con GUHCI con una concentracion proteica
de 16,0 yM (muy proxima a la concentracion de los experimentos de DSC). La curva de
estabilidad para la RPTP a pH 3,0 fue calculada con los parametros termodinamicos (Tabla
XXIV), obtenidos por extrapolacion de los datos experimentales hasta velocidad de
calentamiento infinito. Los valores son bastante préximos a los valores reales.

El valor de AC, para la RPTP es 2,4 + 0,1 kcal K mol. La estabilidad de la enzimaa 25 °Cy pH 7,0
es de 23,3 £ 0,1 kcal mol'. Es un valor muy alto, ya que el incremento de energia libre para procesos

bioldgicos suele encontrarse entre 5y 15 kcal mol-!. La causa de este alto valor no se conoce con exactitud,

puede ser debido a la alta estabilidad proteica, pero no esta del todo claro.

La estabilidad de la RPTP a 25 °C y pH 3,0 es de aproximadamente 15,0 + 0,1 kcal mol-'. La diferencia
de energia libre entre los valores de pH 7,0 y 3,0 es de 8 kcal mol, este dato refleja la contribucion de los

pares iénicos a la estabilidad estructural de la peroxidasa de palma real (Sawano et al., 2008).

5.4.3. DESNATURALIZACION QUIMICA

Se muestran los espectros de DC de la RPTP con concentraciones de GuHCl de 0y 7,1 M en tampon
HEPES 20,0 mM a pH 7,0 y 25 °C (Fig. 33). En ausencia de agente desnaturalizante, el espectro de DC
tiene las bandas caracteristicas de una proteina con alto predominio de a-hélices en su estructura

secundaria, siendo similar al de la proteina a pH 3,0. Sin embargo, cuando la concentracion de agente
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desnaturalizante es elevada, se observa que no se puede registrar correctamente un espectro de DC y por
tanto no se puede analizar el contenido de estructuras secundarias en este estado. Ello es debido a que la
absorcién del GuHCI evita que se registren correctamente las medidas de la elipticidad molar proteica a

longitudes de onda inferiores a 210 nm (Fig. 33).

190 200 210 220 230 240 250

Longitud de onda (nm)

Figura 33. Espectros de DC en el UV-lejano de la RPTP 10,0 uM a pH 7,0 y 25 °C: nativa
(circulos blancos) y quimicamente desnaturalizada con GuHCI 7,1M (circulos negros).
La linea continua que pasa a través de los puntos experimentales corresponde al mejor
ajuste de estos datos con el programa CDSSTR, usando como modelo de referencia para
proteinas nativas el modelo SP43.

El GuHCI induce desnaturalizacién y desplegamiento proteico, debido a que esta molécula se une con
mayor intensidad a las moléculas de proteina en estado desplegado que a las que se encuentran en estado
nativo, debilitando las interacciones con las moléculas de agua vy, por lo tanto, interfiriendo en el efecto
hidréfobo. La elipticidad molar de la proteina a 222 nm cambia con la concentracion de agente
desnaturalizante durante el proceso de desplegamiento. Al representar esta propiedad frente a la
concentracion del agente quimico, se obtiene un perfil sigmoideo (Fig. 34) que se podré analizar de acuerdo
al modelo de desnaturalizacion de dos estados (plegado/desplegado), acoplado al modelo de disociacién
(Ec. 117). Es el mismo modelo que se ha utilizado para analizar los datos experimentales de DSC. Esto se

puede hacer porque la desnaturalizacion quimica es un proceso reversible

El incremento de energia libre de Gibbs entre las conformaciones proteicas, nativa y desnaturalizada,
se puede determinar con una ecuacién termodinamica clasica (Ec. 71). En la que AG® es el cambio de
energia libre de Gibbs inducido por el desplazamiento del equilibrio desde un estado inicial (estado hipotético
en el que la concentracion de dimero y mondémero es de 1M) hasta un estado final, en el que la
concentracion de dimero y monémero estarad gobernada por el valor de la constante de equilibrio (K). Esta

constante se determina facilmente con el uso de la Ec. 118. Conocidas las constantes de equilibrio, se
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pueden determinar facilmente los valores de AG® para cada concentraciéon de agente desnaturalizante. Al
representar AG® frente a [GUHCI], estos datos se ajustan con precisién a una linea recta siguiendo el
método de extrapolacion lineal (Pace, 1986) (Ec. 72). Donde AG® (H20) es el incremento de la energia libre
de Gibbs en ausencia de agente desnaturalizante y m representa cémo varia el incremento de energia libre

(AG®) con la concentracion de agente quimico ([GuHCI]).

[GUHCI] M

Figura 34. Fraccién de proteina RPTP desnaturalizada en funcion de la concentracion
de agente desnaturalizante GuHCI, registrada por cambios de elipticidad molar a 222
nm. La linea continua es el resultado del mejor ajuste de los datos experimentales a un
modelo de desnaturalizacion de dos estados, acoplado con un proceso de disociacion. El
grafico interior representa los incrementos de energia libre entre las conformaciones plegada
y desnaturalizada de la RPTP, obtenidas de los cambios de la elipticidad molar con la
concentracion de GuHCI en la regién de transicion, usando la Ec. 72. La linea recta es el
resultado de un ajuste lineal por minimos cuadrados de los datos experimentales a la Ec. 72.
En el gréfico interior de la Fig. 34, se observa la variacion de la AG® con la [GuHCI]. El ajuste de estos

datos a la Ec. 72 arroja la siguiente recta de regresion:
AG®°=23,3+0,3 +(2,94 £0,05) [GuHCI], R=0,9987

Por ello, el valor de m es 2,94 + 0,05 kcal mol-* M1, valor un poco inferior al de otras proteinas con
masas moleculares similares (Myers et al., 1995). La estabilidad conformacional de la RPTP viene definida
por el valor de AG® (H20), a 25 °C, y es 23,3 £ 0,3 kcal mol!. Este dato es bastante proximo al valor
obtenido para el AG por extrapolacion de los pardmetros termodinamicos (Fig. 32) de los datos

experimentales de la desnaturalizacién térmica registrada por DSC (Tabla XXIV).

Los resultados de ambos estudios de desnaturalizacion, térmica y quimica, se ajustan perfectamente a
un modelo de dos estados, en el que la poblacién de monomeros en estado plegado es despreciable, siendo
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los Unicos estados significativamente poblados los dimeros plegados y los mondémeros en estado

desplegado.

5.4.3.1. Equilibrio de sedimentacion en presencia de GuHCI 6,0 M

Los datos obtenidos mediante espectroscopia de DC indicaban que la RPTP perdia su estructura
secundaria en GuHCI 6,0 M a pH 3,0. En estas condiciones, se realizard un experimento de equilibrio de
sedimentacion, el cual, no depende de las propiedades hidrodindmicas (forma) de la proteina, tan sélo
depende de su masa molecular. Se confirma que, bajo esas condiciones experimentales, no existe ni
agregacion ni oligomerizacidn proteica en disolucion, aunque se observa una pequefia desviacion de la
idealidad cuando se ajustan los datos a una especie proteica unica y simple (Fig. 35B). Se obtiene una unica

especie proteica con una masa molecular de 44,2 + 2,2 kDa (Fig. 35A).
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Figura 35. Experimentos de equilibrio de sedimentacion. (A) Experimentos de equilibrio
de sedimentacion con una concentracion de proteina de 1,0 mg ml' en tampon citrato 20,0
mM, pH 3,0, 6,0 M de GuHCI y 25 °C. La linea continua, a través de los datos
experimentales, se obtiene por ajuste a una especie ideal Unica. (B) Residuales del Grafico A,
diferencia entre los datos experimentales y los datos del ajuste.

Los resultados anteriores nos permiten concluir que existe un equilibrio entre el dimero en estado

nativo (N2) y el mondmero en estado desplegado (U) (Ec. 127).

N, [ 2u (127)
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5.4.4. EFECTO DE LA FUERZA IONICA EN LA ESTABILIDAD DE LA RPTP

Se registra la actividad enzimética de la peroxidasa de palma real (RPTP) en un intervalo de fuerza
ionica 0-5 M, usando NaCl (Fig. 36). Se observa que la enzima a fuerza iénica 5 M retiene un 79% de
actividad, presentando su actividad méaxima a 0,6 M. Es una proteina muy estable a valores altos de fuerza
ibnica. Hay que tener en cuenta que una proteina en disolucién acuosa puede verse muy afectada por la
fuerza idnica del medio. Los efectos son complejos y no predecibles, ya que aunque no hubiera cambios en
la estructura tridimensional pueden producirse cambios en la actividad enzimatica por alteraciones en los pKa
de los restos aminoacidos implicados en el centro activo. La peroxidasa de palma real retiene un gran
porcentaje de su actividad a altos valores de la fuerza iénica. Desconocemos si hay grandes alteraciones en
la estructura tridimensional (aunque podemos aventurarnos a decir que no es asi). Sin embargo, el centro
activo no se modifica notablemente puesto que la enzima retiene gran parte de su actividad. Este hecho es
importante, ya que puede ser de gran utilidad en futuras aplicaciones biotecnoldgicas que requieran

condiciones de fuerza idnica elevada.

1200 ——F———F——T 71—
100 |- .

80 P
60 ]
a0 [ ]
20 [ i

Actividad (%)

Figura 36. Actividad enzimatica total (%) frente a la fuerza idnica. La concentracion de
proteina usada en los distintos medios de incubacion fue de 2,25-107 M (225 nM). La
actividad se determin6 usando guayacol como sustrato.
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5.5. MECANISMO CATALITICO Y ESTUDIOS CINETICOS
5.5.1. ESPECIFICIDAD POR EL SUSTRATO

Para realizar este estudio, se han utilizado los siguientes sustratos: guayacol, catecol, acido ferdlico,
pirogallol, o-dianisidina, o-fenilendiamina y ABTS. Es bien conocido que las condiciones Optimas cataliticas
varian en funcién de la enzima y de los sustratos utilizados (Sakharov et al., 2002). En primer lugar, se
examind el efecto del pH sobre la actividad catalitica (Tabla XXVI). Para la mayoria de sustratos, la actividad
maxima se encuentra entre pH 4,5y 6,0 (Fig. 37), tan sélo el ABTS y el catecol tienen pH's 6ptimos fuera de
este intervalo. El pirogallol también se encuentra fuera de ese intervalo, pero hay que tener en cuenta, que a
pH’s muy bésicos (pH > 8,5) hay una reaccion de oxidacion no enzimatica que ocurre de modo espontaneo.
A partir de pH 6,0 la actividad para este sustrato es muy similar (87-100%). Debido a estos problemas, la

casa comercial Sigma recomienda, para medir la actividad peroxidasa con este sustrato, el uso de pH 6,0.

Tabla XXVI. Influencia del pH sobre la actividad de la peroxidasa de palma real (RPTP) con diferentes sustratos.

% Actividad
pH  Guayacol o-dianisidina  o-fenilendiamina Fﬁf&ﬁgo Pirogallol  Catecol ABTS
15 - 0 0 0 - 0 -
2,0 2 0 0,5 0 0 9 92
2,5 7 0 1 26 3 32 100
3,0 25 5 2 44 12 55 76
35 42 22 11 81 3 100 41
4,0 67 42 36 100 44 82 16
45 73 59 67 100 69 50 8
5,0 75 88 100 85 75 41 1
55 86 100 89 81 84 36 0,5
6,0 100 93 67 74 87 32 0
6,5 74 69 58 56 94 27 -
7,0 47 56 44 44 97 0 0
75 28 20 28 22 100 0 -
8,0 15 9 16 7 97 - 0
8,5 - 5 8 0 97 -
9,0 6 2 3 0 - - 0
9,5 - 0 2 - - - -
10,0 5 0 1 0 - - 0
11,0 1 0 0 - - - -
12,0 0 0 -

174

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Resultados

100 ® ® -

80

T
|

60

T
|

40

T
|

T
1

N
o
I
|

T
1

o
T
|

[N
o
o
T
]
]
|

Actividad enzimatica (%)
o]
o
I
o3}
|

60 - -

40 | .

20 - -

Figura 37. Influencia del pH en la actividad enzimatica de RPTP. (A) Sustratos fendlicos:
guayacol, y catecol. (B) Sustratos no fendlicos: ABTS, y
o-fenilendiamina. En todos los casos se ha trabajado con tampén universal 20,0 mM a TA
(25 °C). La concentracion de proteina empleada ha variado en funcion de cada sustrato.

La actividad enzimatica también varia en funcion de la concentracion del tampon (Tabla XXVII).
Normalmente, la mayor actividad aparece a concentraciones bajas, < 50,0 mM, es lo que ocurre para los
sustratos: guayacol, ABTS, pirogallol, &cido ferdlico y o-dianisidina. Sin embargo, el catecol tiene una
actividad muy variable en funcién de la concentracion del tampon hasta 150 mM y la o-fenilendiamina tiene
su mayor actividad a concentraciones de 200-250 mM. En todos los casos, se trabaja con tampdn universal
entre 0-500 mM, al pH 6ptimo de cada sustrato, conocido del estudio previo y 25 °C. La concentracién de

proteina también depende del sustrato utilizado.

Las variaciones de estos dos factores modifican la naturaleza quimica de los sustratos, por lo que

alteran la estructura quimica que reacciona con el centro activo de la enzima.
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Tabla XXVII. Influencia del la concentracion de tampdn sobre la actividad de la peroxidasa de palma real (RPTP) con
diferentes sustratos.

% Actividad
[Tampén] Guayacol o-dianisidina  o-fenilendiamina Ac'u.io Pirogallol  Catecol ABTS
(mM) ferulico

0 - 44 27 100 73 85 -
10 94 100 68 94 100 76 100
20 94 100 68 88 73 82 93
30 89 100 77 82 49 85 86
40 100 100 73 76 41 88 76
50 89 100 77 - 32 88 72
60 - 78 79 64 - 88 -
70 - 78 82 - - 85 55
75 92 - - - 26 - -
80 - 78 79 58 - 85

90 - 78 84 - - 100 -
100 81 67 89 55 19 91 35
125 - 67 89 - - - -
150 83 67 89 52 21 100 35
175 - 67 95 - - - -
200 81 67 95 52 16 82 21
225 - - 100 - - - -
250 - 67 95 - - 91
300 - - 93 55 - -
350 - - 93 -
400 - - 84 55
450 - - - 55 - -
500 - 56 73 55 - 85

5.5.2. MECANISMO CATALITICO Y CALCULO DE LAS CONSTANTES CINETICAS k1 y ks
5.5.2.1. Determinacion del mecanismo catalitico

La facilidad de la reaccidn de oxidacién y la formacion de compuestos coloreados son, quizas, dos de
las razones por las que la reaccion de la peroxidasa con compuestos fendlicos se conozca desde el afio
1900. La HRP ha sido una de las pioneras en todos los estudios que han esclarecido las propiedades de
este grupo enzimatico. Se observa que oxida compuestos fendlicos siguiendo un mecanismo clasico ping-
pong (Fig. 38A). Las formas enzimaticas intermedias HRP-I y HRP-II se han caracterizado espectroscépica y
cinéticamente. Se ha estudiado la cinética enzimética de otras peroxidasas: oxidacion de guayacol con
peroxidasa de nabo (Hoyosa et al., 1960), de ferrocitocromo ¢ con HRP (Santimone, 1975) y con CcP de
levadura (Yonetani et al., 1966), entre otras, y se han obtenido los mismos resultados. Existen excepciones a
este mecanismo general, que ocurren cuando se usan como sustratos compuestos sulfito o ioduro, los
cuales transfieren dos electrones en un unico paso, convirtiendo HRP-I en HRP sin formar el compuesto
intermedio HRP-II.
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En el caso de la peroxidasa de palma real (RPTP) se observa que cataliza la oxidaciéon de una gran
variedad de sustratos con peroxido de hidrégeno, de acuerdo con la cinética de saturacién de Michaelis-
Menten. Por ello, mediante experimentos cinéticos del estado estacionario, se podra deducir el mecanismo
cinético de la reaccién. En un sistema enzimatico bi-sustrato, dos mecanismos generales son posibles en la
interaccion de los sustratos con la enzima (Fig. 38): el mecanismo secuencial (Fig. 38A-C) o el mecanismo
ping-pong (Fig. 38B). En el mecanismo secuencial, ambos sustratos se combinan con la enzima para formar
un compuesto ternario, antes de que ocurra la reaccion catalitica. Los sustratos se pueden combinar de
forma ordenada o al azar para formar dicho compuesto. Del mismo modo, los productos formados pueden
generarse de forma ordenada o al azar. En el mecanismo ping-pong, no hay formacién de ningun compuesto
ternario, el primer sustrato se combina con la enzima para dar lugar a una forma enzimatica modificada,
generando el primer producto. La enzima modificada interacciona con el segundo sustrato para formar el
segundo producto y generar otra forma enzimatica distinta de las anteriores, que en una tercera reaccién
regenerara la enzima en estado nativo. Estos dos mecanismos pueden ser diferenciados por analisis

cinéticos del estado estacionario, usando el procedimiento y ecuaciones descritas por Cleland.

A B P Q
E EA EAB---EPQ EQ E A. M. secuencial ordenado
H20; H,O0 AH: AHe AH; AHe
E Col Coll E
B. M. Ping-Pong
A B P

EAB

EPQ

B A Q P

C. M. secuencial al azar

Figura 38. Esquema de los diferentes mecanismos de un sistema enzimatico bi-sustrato.
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Cuando las concentraciones de sustrato reductor y peréxido de hidrégeno se modifican
sistematicamente en la reaccién de oxidacién catalizada por la peroxidasa de palma real, los andlisis
cinéticos de dobles reciprocos (1/v vs 1/S) generan una serie de lineas rectas paralelas para ambos
sustratos. Estos resultados son indicativos de un mecanismo ping-pong, en el que estan implicadas dos
formas enzimaticas independientes. En realidad ésto no es del todo cierto, ya que las lineas aparentemente
paralelas pueden cortarse lejos del intervalo de trabajo, implicando ello, un mecanismo secuencial. Para
asegurarse que realmente la cinética enzimatica sigue un mecanismo ping-pong, se registra la actividad
enzimatica en diferentes mezclas de reaccion, en las cuales, la relacion de concentraciones de ambos
sustratos es constante a pH, T y | constante. Si en este estudio, el anélisis de dobles reciprocos da lugar a
una linea recta, el mecanismo es ping-pong, en cambio, si se genera una parabola, es secuencial. En todos
los casos, se han generado lineas rectas (Fig. 39), por lo que no cabe duda de que el mecanismo seguido

por la peroxidasa de palma real en la reaccion de oxidacidn es un mecanismo ping-pong.

Tabla XXVIIl. Regresiones lineales 1/v versus 1/S manteniendo constante la relaciéon de concentraciones de sustratos.
Para todos los sustratos, se trabaja en las condiciones dptimas de pH y concentracién de tampdn obtenidas en el estudio previo, a
TAy utilizando en todos los casos tampon universal.

Sustrato Relacion (AHz/ H20z) 1/vversus 1/ AHz-1/v versus 1/ H202 R
y=130,33 £ 14,98 + (4948,88 + 31,44) x R =0,99986
Guayacol 4,015+ 0,032
y =128,45 + 13,28 + (1234,99 + 6,95) x R =0,99989
y=148,37 £ 24,62 + (6033,24 + 133,68) x R =0,99880
Guayacol 8,021 £ 0,049
y = 143,90 £ 25,02 + (758,86 + 17,04) x R =0,99774
y=25,16 £ 13,31 + (0,0082 + 0,000285) x =~ R =0,99581
ABTS 0,091 £ 0,001
y = 24,87 £ 12,60 + (0,0906 + 0,0030) x R =0,99625
, y =36,80 £ 4,58 + (11,03 £ 0,18) x R =0,99834
Acido Fertlico 0,0500 + 0,0004
y =30,68 £ 3,09 + (225,72 + 2,41) x R =0,99937
S y =264,92 + 10,51 + (55,97 + 0,93) x R =0,99836
o-dianisidina 0,0763 + 0,0008
y=266,11+£9,91 + (733,32 £ 11,49) x R =0,99853
y =49,25 + 4,07 + (140,33 £ 1,31) x R =0,99939
o-fenilendiamina 0,5020 £ 0,0004
y=48,82 + 4,41 + (279,61 £ 2,74) x R =0,99937

y =-284,62 + 14,30 + (21533,06 £ 136,49) x R =0,99984

Catecol 25,035 £ 0,004
y =-284,62 + 14,30 + (860,10 £ 5,45) x R =0,99984

Con este sencillo estudio, se comprueba que la peroxidasa de palma real (RPTP) oxida diferentes tipos
de sustratos siguiendo un mecanismo ping-pong. Existen muchos estudios de catélisis enzimatica con
diferentes peroxidasas, la gran mayoria de ellos concluyen, que el mecanismo que siguen las peroxidasas

en su proceso de oxidacidn es un mecanismo ping-pong bi-bi.
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Figura 39. Representaciones graficas de 1/v versus 1/S manteniendo constante la
relacion de concentraciones. Cada uno de los graficos se corresponde al estudio de un
sustrato: (A) ABTS; (B) acido ferulico; (C) catecol; (D) guayacol (linea negra relacion ~ 4 y
linea roja relacién ~ 8); (E) o-dianisidina y (F) o-fenilendiamina. En ellos, la linea continua
representa 1/v versus 1/S, siendo S la concentracion del sustrato reductor, en la discontinua
S es la concentracion de perdxido de hidrogeno. Las regresiones lineales de cada una de
estas series de datos se muestran en la Tabla XXVIII.
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5.5.2.2. Calculo de las constantes microscdpicas k1 y k3

En primer lugar, se observa la tendencia de la velocidad con la concentracion del sustrato variable para
cada una de las concentraciones de sustrato constante, ajustdndose estos datos a una hipérbola
rectangular, que se corresponde con una cinética michaeliana (Ec. 83). Al hacer la representacién de dobles
reciprocos, ésta nos proporciona, en todos los casos, un conjunto de rectas paralelas. Este dato, junto con
los resultados del estudio anterior, nos permite concluir que la oxidacién de sustratos con la peroxidasa de
palma real sigue un mecanismo ping-pong. De cada una de estas rectas (Ec. 83), se obtiene un valor de la
ordenada en el origen (1/V) y un valor de la pendiente (K/V) que proporcionan los valores de los parametros
V'y K. Del ajuste lineal de 1/V vs 1/Scte (Ec. 84), se obtienen los valores de Vinax ¥ Km (Scte), y del ajuste,
también lineal, de 1/K vs 1/Sce (Ec. 85) se obtienen los valores de Km (Scte) Y Km (Svariavie). LOS datos
experimentales se han ajustado utilizando varias transformaciones lineales de la ecuacion cinética de
Michaelis-Menten: Lineweaver-Burk, Eddie-Hosftee y Hanes-Woolf (datos no mostrados). Con los resultados
de los tres ajustes, se han obtenido los valores de la Vmax y de las contantes de Michaelis para ambos
sustratos. Los datos que se muestran en la Tabla XXIX corresponden al valor medio de los obtenidos por los
tres ajustes.

Tabla XXIX. Resultados finales de los estudios cinéticos realizados con diferentes sustratos para la reaccion de oxidacion
catalizada por peroxidasa de palma real (RPTP), utilizando como perdxido H20: y trabajando a 25 °C .

Kn Kn [EO]/ Keat/ Km Keat/ Km
Vimax Keat ki ks
Sustrato (H202) (AH2) 10-10 (H202) (AH2)
(Ms-) (s") (uM1sT)  (uMHs)
(M) (M) (M) (M1s1)  (Ms)
Guayacol 2,7-10% 152108  1,2-10% 561 21103 78105 14105 0,33 0,08
ABTS 1,8:10%  4,9-104 2,0:10 6,05 33103 18106  6,7-108 1,3 48
A.Ferulico 1,910% 54104 4,810 891 5410+ 28107  1,0108 1,82 6,96
o-dianisidina 7,010+ 1,0-104 1,2:107 297 40102 57105  4,0-108 0,25 1,91
o-fenilendiamina  2,2:10°  14-10° 7,8:107 102 76-102 35105  55-10% 0,23 0,26
Catecol 3,510% 8,810 2,810 350 80108 23106  9,0104 0,40 0,02

Los valores de las constantes microscopicas que caracterizan la eficiencia de la oxidacién enzimatica
de los diferentes sustratos estudiados con peroxidasa de palma real (RPTP) se muestran en la Tabla XXIX.
La reactividad de la enzima con el perdxido de hidrégeno viene determinada por el valor de la constante ki.
Sin embargo, con el sustrato reductor la determina la constante ks. Los sustratos menos reactivos son el
guayacol y el catecol, compuestos fendlicos con uno y dos grupos hidréxilo en sus estructuras quimicas,
respectivamente. Les siguen las aminas aromaticas, o-fenilendiamina y o-dianisidina, que son oxidadas por
la enzima a mayor velocidad. Los mejores sustratos para la peroxidasa de palma real, entre los utilizados en
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el estudio, son el ABTS y el acido ferdlico. El alto valor alcanzado por el ABTS no tiene significado biolégico,
puesto que es un sustrato sintético, pero su alta reactividad nos sirve para explicar por qué es uno de los
sustratos mas utilizados en kits inmunoenzimaticos (ELISA), cuando se utiliza peroxidasa para la
determinacion de un gran numero de metabolitos (glucosa, &cido urico, acidos grasos, etc), puesto que,
ademas, la reaccion es intensamente coloreada. En el caso del &cido ferulico, sustrato natural, es un
compuesto que forma parte del grupo de los acidos hidroxicinamicos, siendo de ellos el mas abundante en la
pared celular vegetal. Este se encuentra enlazado covalentemente a polisacaridos, incluyendo
glucoarabinoxilanos (GAXs) y pectinas, a través de enlaces ésteres. Una proporcion considerable del
ferulato forma dimeros a través de su anillo aromatico o del grupo alifatico, resultando en una unién
polisacarido-polisacarido y polisacérido-lignina. Esta dimerizacion es catalizada por peroxidasas. La funcién
del &cido ferulico y diferulico en las plantas es otorgar rigidez en la estructura y resistencia a la degradacion
por parte de microorganismos. La alta reactividad con este sustrato puede darnos informacion sobre la
localizacion subcelular de la enzima. Como el &cido ferulico participa en la lignificacion in vivo, existen
cantidades de peroxidasa de palma real apreciables en la pared celular. Ello no descarta la presencia de
enzima en otras zonas, debido a su punto isoeléctrico (pl < 7,0) y a su alta actividad. La enzima se encuentra
en cantidades apreciables en el citoplasma celular, participando en un gran nimero de procesos metabdlicos

de la planta.

El calculo de las constantes microscopicas, también, permite afirmar que el mecanismo que sigue la
peroxidasa de palma real en su proceso de oxidacion con peroxido de hidrégeno es un mecanismo ping-
pong, en el que los compuestos Col y Coll son los verdaderos intermediarios del ciclo catalitico. Esta
observacion se debe a que al representar A vs B (Ec. 94 y 95), se generan lineas rectas que pasan por el
origen de coordenadas con coeficientes de regresion superiores a 0,99, para variaciones de las

concentraciones de ambos sustratos.

Ademas de conocer los parametros enzimaticos tipicos como son la Vimax y las constantes de Michaelis
para ambos sustratos, también se puede conocer la ket 0 numero de recambio, el cual indica el nimero de
moles de sustrato transformados por mol de enzima y por unidad de tiempo. Se observa que el sustrato que
presenta una mayor constante catalitica es el acido ferulico, es decir es el sustrato mas reactivo con la
peroxidasa de palma real. También se han calculado las constantes de especificidad para ambos sustratos
(keat/Km). Este parametro se puede conocer a partir de los valores de la constante catalitica y de las
constantes de Michaelis-Menten o partiendo de los datos de las constantes microscopicas (k1 y ks). Los
datos obtenidos por ambos caminos tienen un coeficiente de variacion de ~ 30%. Hay que tener en cuenta

que es mas fiable calcular este parametro partiendo de las constantes microscopicas, ya que sus valores son
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practicamente idénticos, con los tres ajustes lineales con los que se ha trabajado. En cambio, si se calcula

partiendo del dato de keat = Vimax / [RPTP]o, se introduce un mayor error experimental, ya que la Vimax €S un

parametro que varia en gran medida de unos ajustes a otros.
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Figura 40. Parametros cinéticos usando o-dianisidina como sustrato constante. Se ha
trabajado a cuatro concentraciones de sustrato reductor: 0,205, 0,102, 0,068 y 0,051 mM, en
tampén citrato 30,0 mM, pH 6,0 y 25 °C. Se ha utilizado una concentracién de RPTP de
2,97-100 M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,99.

(A)y=7,81E-5 £ 6,52E-5 + (0,00443 + 1,64E-4) x (R = 0,99863)

(B) y =281,27338 + 21,12496 + (25,97257 + 1,57346) x (R = 0,99635)

(C)y=1,22677 + 0,04137 + (0,12805 + 0,00308) x (R = 0,99942)
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Figura 41. Parametros cinéticos usando o-dianisidina como sustrato, manteniendo
constante la concentracion de peréxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cuatro
concentraciones de H202: 2,0, 1,0, 0,5 y 0,25 mM, en tampén citrato 30,0 mM, pH 6,0 y 25
°C. Se ha utilizado una concentracién de RPTP de 2,97-10-10 M. Todas las rectas de
regresion que se muestran presentan coeficientes de correlaciéon R > 0,99.

(A)y =1,05E-4 £ 5,1E-5 + (0,035 + 0,00102) x (R = 0,99915)

(B) y =320,63158 + 20,36681 + (185,50988 + 8,95438) x (R = 0,99768)

(C)y =11,42855 + 0,89585 + (7,4356 + 0,39387) x (R = 0,99721)

En las Fig. 40 y 41 se muestran los tratamientos de los datos experimentales seguidos para
determinar el valor de las constantes k1 y ks, para el sustrato o-dianisidina. El tratamiento grafico para el
resto de los sustratos se muestra en el Apéndice II: o-fenilendiamina (Fig. 42, 43), acido ferulico (Fig. 44, 45),

guayacol (Fig. 46, 47), ABTS (Fig. 48, 49) y catecol (Fig. 50, 51).
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5.5.3. ESTUDIO DE INHIBICION COMPETITIVA POR EL SUSTRATO

Una de las principales caracteristicas de una reaccion que sigue un mecanismo ping-pong es la
existencia de un proceso de inhibicidn competitiva por sustrato, para ambos sustratos. Este fendmeno se
observa en la reaccion de oxidacion del sustrato acido ferdlico con peroxidasa de palma real (RPTP) y
perdxido de hidrdgeno, observandose tanto para el sustrato reductor como para el peroxido. Este fendémeno
es muy frecuente en las reacciones de oxidacidn con peroxidasas, entre otras la reacciéon de desmetilacion
catalizada por cloroperoxidasa (Kedderis et at., 1983). En un proceso de inhibicién competitiva el |y el S
compiten por el mismo centro activo de la enzima, el inhibidor suele ser un iséstero del sustrato, excluyendo
a éste del centro activo enzimatico. Por ello, la enzima se puede unir al inhibidor o al sustrato, de modo que,
solo el complejo ES puede evolucionar a la formacion de productos. En una inhibicién de tipo competitivo
pura, la Vmax €s la misma y lo que se modifica es el valor de la constante de Michaelis, generdndose una
Kmap para cada concentracion de inhibidor (Ec. 127). La constante de inhibicion (Ki) suele ser del mismo
orden de magnitud que las constantes de Michaelis y se define como la constante de disociacion del
complejo El.

map

K =K 1+m (127)
K

!

Para diferentes concentraciones de inhibidor, se han verificado las hipérbolas de saturacion de
Michaelis-Menten y, al hacer las representaciones de los dobles inversos, se han obtenido un conjunto de
lineas rectas que tienen la misma ordenada en el origen y pendientes crecientes a menor concentracion de
inhibidor (Fig. 52). Siguiendo el tratamiento matematico de la inhibicion competitiva por sustrato para un
sistema que sigue un mecanismo ping-pong (Ec. 86-90), se puede calcular la constante de inhibicion para
ambos sustratos al representar K/V vs | (Fig. 52-Graficos Interiores). Estos valores son:

Ki (H202) = (1,24 % 0,4):10°% My K (Acido ferdlico) = (2,7 £ 0,5)-105 M.

La inhibicién competitiva por el sustrato reductor se debe al enlace del sustrato con una forma
enzimatica incorrecta, generando un compuesto binario ES que aborta la reaccion. Cuando el inhibidor es el
hidroperoxido, lo que ocurre es que el Col reacciona de nuevo con el hidroperoxido a altas concentraciones

del mismo, generando Oz en el medio de reaccion, en vez de reaccionar con el sustrato reductor.
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Figura 52. Estudio cinético de la inhibicion competitiva por sustrato usando acido
ferulico. En el grafico superior, se trabaja a cuatro concentraciones inhibitorias de sustrato
reductor: 0,095, 0,104, 0,113 y 0,128 mM. En el inferior, a tres concentraciones inhibitorias de
peroxido de hidrégeno: 1,5, 2,0 y 3,0 mM. Se trabaja en tampon citrato 10,0 mM, pH 4,0 y
25 °C, con una concentracion de RPTP 8,91:10-10 M. Los graficos interiores dan lugar a
rectas de regresién con coeficientes R > 0,98.
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5.5.4. INACTIVACION POR SUSTRATO SUICIDA
5.5.4.1. Sensibilidad enzimatica al sustrato suicida

La incubacién de la enzima con diferentes relaciones [H202]/[RPTP] durante 24 h, seguida de la
determinacion de su actividad residual, permite conocer el valor de la sensibilidad de la enzima al inhibidor,

sensibilidad relacionada directamente con el nimero de recambio r (Ec. 101).
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Figura 53. Sensibilidad a la inactivacién de la peroxidasa de palma real (RPTP) con
diferentes relaciones [H202])/[RPTP]. La actividad residual se midi6 pasadas 24 h de
incubacion, en 2 ml de mezcla de reaccidn, en tampdn universal 30,0 mM, pH 6,5 con una
concentracion fija de enzima (136,0 nM).

Se comprueba que, al representar el valor de la actividad residual a 24 h frente a la relacion
[H202)/[RPTP], la tendencia no es siempre lineal. Con valores de relaciones [H202)/[RPTP] < 1000, la
tendencia es lineal pero, cuando la relacién aumenta, se pierde esta linealidad. La linealidad se pierde
cuando la actividad residual llega al 45-50% (Fig. 53). Este dato difiere notablemente de los de estudios
realizados con otras peroxidasas vegetales, posiblemente debido a que la peroxidasa de palma en
disolucién es una enzima dimérica. Asi, en el caso concreto de la peroxidasa de rabano (Hiner et al., 1995),
la enzima nativa y la desglicosilada pierden la linealidad cuando la actividad residual alcanza el 5 y el 20%,
respectivamente, lo cual implicaria un cambio en el mecanismo de inactivacion o la presencia de una forma
inactiva de bajo spin que se encuentra en equilibrio lento con la forma activa Col (Sanders et al., 1994).
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El ajuste de regresion en la zona lineal arroja la siguiente ecuacion:
y=0,99017 £ 0,01136 - (4,63972-104 + 2,10938-10-) x (R =-0,99002)

de donde se puede obtener el valor de r, que es 2154 + 97.

El mecanismo de inactivacion de la peroxidasa de palma real (RPTP) con perdxido de hidrégeno
transcurre del siguiente modo: estudios espectroscopicos previos han revelado que la peroxidasa de palma
cuando se expone a excesos de peroxido superiores a 500 forma rapidamente (en menos de 1 min) el
denominado Colll, un hibrido de resonancia donde el Fe hémico tiene un estado de oxidacion lll, y esta
unido a una molécula de oxigeno. Sera este compuesto de formacion rapida el que podra avanzar a través
de dos caminos, la inhibicién o el camino catalitico que genere una serie de compuestos capaces de
proteger parte de la integridad de la peroxidasa y retener su actividad catalitica. Asi, el mecanismo mas

sencillo propuesto se muestra en el siguiente esquema.

E+s O Col+s O Coll +s L Colll (128)
Colll=H"-Fe"- 0, = Fe'-0, (129)

colll + s Ui [collis] - [collis]” (130)
[colis] O E + 0" +H' (131)
[cons]” O E (132)

Esquema 7. Mecanismo propuesto para la inactivacion de la peroxidasa de palma real (RPTP) con peréxido de hidrégeno.

donde E es la enzima nativa, S es el peroxido de hidrogeno, Col, Coll y Colll son formas enzimaticas
modificadas debido a la existencia en el medio de grandes concentraciones de perdxido de hidrogeno. A
nivel cinético la Ec. 129 no se tendré en cuenta, puesto que dicha etapa es mucho mas rapida que los
procesos de inactivacion o catalisis. Cuando se forma el Colll, éste reaccionara de nuevo con una molécula
de peroxido de hidrégeno, formandose un estado de transicion de este nuevo compuesto (Ec. 130),
encontrandose la enzima en este estado hasta que toda ella se haya inactivado. El estado de transicion
puede dar lugar a una inactivacion enzimatica (Ei) (Ec. 132), o a un proceso de proteccion que genere una

mezcla de productos, entre los que se encuentra la enzima activa (Ea) (Ec. 131).
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5.5.4.2. Cinética de inactivacion

Una disolucién de RPTP, de concentracion 136 nM en tampon universal 30,0 mM, pH 6,5 a 25 °C, se
inactiva con peroxido de hidrégeno entre 0 y 400 mM, midiéndose la actividad peroxidasa en alicuotas
sustraidas de la mezcla de reaccion a distintos tiempos, usando guayacol como sustrato reductor. Se
observa que todas las cinéticas de inactivacion de la RPTP (Fig. 54) se ajustan bien a una ecuacién suma de

exponenciales decrecientes de cuatro parametros (Ec. 133).

y=ae"+ce” (133)

Si se representan, a continuacion, los valores de los parametros b y d con respecto a la concentracion
de perdxido de hidrogeno, se obtiene una curva hipérbdlica, lo que indica que el proceso de inactivacion
sigue una cinética de saturacion en ambos casos. Del correspondiente ajuste de los datos a la Ec. 134, se
calcula la kP y la Ki2r, siendo ésta la constante de disociacion del compuesto enzima-inhibidor. Se observa
que los valores de los parametros d son tres 6rdenes de magnitud inferiores a los de los parametros b.
Ambos parametros dependen de la concentracion de peroxido de hidrogeno, a diferencia de lo que ocurre
con la peroxidasa de rabano, para la que el valor del parametro d es independiente de dicha concentracion
(Hiner et al., 1995).

__k[Ho.]

= (134)
K +[H0,]

observada

Tabla XXX. Parametros de ajuste de las cinéticas de inactivacion de la RPTP con peréxido de hidrogeno a la funcién
y = ae* + cedx, Todos los datos van acompafiados del error estandar y del coeficiente de correlacion del ajuste. Han sido
obtenidos con el programa SigmaPlot 10,0.

[(I;I;ﬁz)] [[gch')rZIID]/ a * Error estandar b * Error estandar ¢ * Error estandar  d * Error estandar R
14 993103 46,8393 + 35152 -0,001 £2,5-104 51,5365 £4,5362  -0,0009 £ 1,1-104 0,9927
14,0 993104 11,8602 + 1,2664 -1,4664 + 0,4457 88,1316 £ 0,4624  -0,0010 £ 3,6673-105  0,9953
30,0 2,02:105 24,1476 +2,3175 -2,6556 + 1,1413 75,8524 £0,7825 -0,0021 £9,82873-105 0,9924
394 3,00:1105 40,9165 + 2,6080 -3,5225 + 0,9711 59,8036 +1,1259  -0,0033 + 0,0003 0,9916
1346 1,01:106 34,6687 + 3,4095 -4,5213 + 2,9557 65,3313 £1,7055  -0,0061 + 0,0005 0,9920
3936 299106 37,0707 + 3,2965 -4,6001 + 1,6486 62,9293 £1,7101  -0,0068 + 0,0005 0,9946

A partir de los datos obtenidos de las hipérbolas de saturacion, se puede conocer: la constante de
velocidad catalitica aparente (kea??) (Ec. 135), la afinidad de la enzima por el inhibidor (1/Ki#) y las

eficiencias de los procesos catalitico e inhibitorio, (kea?®/Ki2P) y (kiéP/Kiep), respectivamente (Tabla XXXI).
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r=—= (135)

Tabla XXXI. Constantes cinéticas aparentes para la inactivaciéon de la peroxidasa de palma real con peréxido de
hidrégeno. Se muestran los valores de estas constantes para las cinéticas répida y lenta del proceso de inactivacion.

kiep Kiep r keat®  1/K2P  keat?®l K kel Kip
(s) (mM) (s') (mM) (s"mM) (s mM-)
Rapida 0,086 +0,006 2563+533 2154+97 1852 0,039 7,23 3,36-10-3
Lenta  0,0083 +0,0006 66,03+1357 2154+97 179 0,015 0,27 1,26-104

Cinética
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Figura 54. (A) Cinéticas de inactivacién de la peroxidasa de palma real (136 nM) con
perdxido de hidrégeno: 1,4 (negro), 14,0 (rojo), 28,0 (verde), 39,4 (azul claro), 134,6 (azul
oscuro) y 393,6 mM (rosa), en tampdn universal 30,0 mM, pH 6,5 y 25 °C. Se muestran los
puntos experimentales y la linea de ajuste a la Ec. 133. Los datos de estos ajustes se
muestran en la Tabla XXX. (B) Curva de saturacion obtenida al representar el valor de b
frente a la concentracién de peréxido de hidrégeno. De esta hipérbola, se puede obtener
los valores de la kinact Y de la constante de disociacidn Ki aparentes para la zona cinética
rapida. (C) Curva de saturacion obtenida al representar el valor de d contra la
concentracion de peréxido de hidrégeno. De esta hipérbola, se puede obtener los valores
de la kinact Y de la constante de disociacién Kiaparentes para la zona cinética lenta.
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Las peroxidasas de clase I, Il y Ill, estudiadas hasta la fecha, sufren inactivacion suicida por H202 en
ausencia de sustratos reductores. Las cinéticas de inactivacién tienen perfiles que difieren de unas a otras
enzimas. La inactivacion de la RPTP por el peroxido de hidrdgeno, presenta una zona de inactivacion rapida,
bastante corta en el tiempo (10-15 min), seguida de una inactivacién lenta pero mucho mas duradera. Este
mismo comportamiento se observa en la inactivacion por el mismo sustrato de la peroxidasa de mel6n
(Rodriguez-Lépez et al., 2000). El resto de peroxidasas estudiadas hasta el momento presentan

comportamientos diferentes (Hiner et al., 1995).

5.6. CARACTERISTICAS ESPECTRALES DE LA RPTP

5.6.1. EFECTO DEL pH EN EL ESPECTRO DE ABSORCION PROTEICO

Un parametro indicativo de la pureza de una muestra proteica es su espectro de absorcidn electrénica.
Las peroxidasas son unas enzimas que, cuando poseen un grado de pureza superior al 98%, presentan un
espectro de absorcidn caracteristico. La banda Soret (403 nm), caracteristica del grupo hemo, suele tener
una absorbancia tres veces superior a la de la banda proteica caracteristica de los aminoacidos aromaticos
(280 nm). En la Fig. 55A, la linea de color negro, corresponde al espectro de la RPTP obtenida directamente
de la Ultima etapa del proceso de purificacion, siendo el valor del factor Rz = A403/A2s0 ~ 3,0, lo que indica
que la proteina tiene un grado de pureza superior al 98%.

En la Fig. 55 podemos ver los espectros de la peroxidasa de palma real (RPTP) en funcién del pH: el
Grafico A muestra la evolucién del espectro en la zona acida y el B en la zona bésica. La RPTP en estado
nativo presenta el espectro caracteristico de las peroxidasas de clase IIl: una banda Soret a 403 nm y dos

bandas de absorcién denominadas a y 3, que aparecen a 485-490 y 630-635 nm, respectivamente.

La modificacidn acida del pH hace que la banda Soret se desplace hacia mayores longitudes de onda y
aumente en intensidad entre pH 6,0 y 1,5. A partir de este valor, debido a la desnaturalizacidn proteica y a la
pérdida del grupo hemo, la absorbancia empieza a descender. A pH < 1,0, la absorbancia a 403 nm se
reduce notablemente convirtiéndose esta banda en dos maximos ligeros a 370 y 430-435 nm (Fig. 56A). Las
bandas a y [ también evolucionan con la modificacion del pH, entre pH 6,0 y 1,3, manteniéndose los
hombros en el mismo lugar pero reduciéndose ligeramente su intensidad. Es a pH < 1,3 cuando se

desplazan y aparecen dos maximos a 565 y 665 nm que crecen en intensidad (Fig. 56B).

La modificacion basica del pH hace que la banda Soret permanezca inalterada entre pH 6,0 y 9,0,

siendo entre pH 9,0 y 12,0 cuando esta banda se desplaza a mayores longitudes de onda y aumenta su
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intensidad. A partir de pH 12,0, esta banda reduce su intensidad hasta que a pH cercano a 13,5 desaparece
por la pérdida del grupo hemo, convirtiéndose en dos maximos ligeros a 354 y 395 nm (Fig. 56C). Las
bandas a y B también cambian con la modificacidén del pH hacia zonas basicas: entre pH 6,0 y 9,0 no sufren
ninguna alteracién, siendo a partir de pH 9,0 cuando la banda  de 630-635 nm reduce su intensidad,
llegando a desaparecer. Lo mismo le ocurre a la banda a, a pH > 9,0 se desplaza a mayores longitudes de
onda y genera dos nuevos maximos claramente diferenciados a 539 y 576 nm, aumentando su intensidad y
contorno a medida que aumenta el pH. Esto ocurre hasta pH 13,0, donde este nuevo hombro desaparece y
se genera un maximo muy ligero a 609 nm. Como ocurriera en la zona fuertemente acida, ésto se debe a la
desnaturalizacion proteica (Fig. 56D). A pH 10,0, aparece un ligero hombro a 350-355 nm que se va

intensificando con el aumento de pH (Fig. 56B).

Absorbancia

300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 55. Variacion del espectro de absorcion electronica de la peroxidasa de palma
real (RPTP) con el pH. (A) efecto del pH &cido: 6,0 (negra), 4,5 (roja), 3,5 (verde), 2,5 (azul),
1,9 (azul cielo), 1,3 (magenta), 1,0 (amarillo oscuro) y 0,6 (violeta). (B) efecto del pH basico:
5,3 (negra), 7,2 (roja), 8,1 (verde), 9,1 (azul), 10,1 (azul cielo), 11,0 (amarillo oscuro), 12,0
(magenta), 13,0 (violeta) y 13,5 (granate).
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Tabla XXXII. Caracteristicas espectrales de las formas nativa, acida y basica de la peroxidasa de palma real (RPTP) a TA.

Estado proteico Picos Hombros
Nativa 485-490
(oH =6.0) 403 (banda Soret) 535
_ 635-640
Acida 485-505
(oH = 2,0) 406 (banda Soret) 625-630
Rasica 412 (banda Soret)
(oH = 12,0) 539 355-360
’ 576

0,2}

0,1

Koo ©
o =
5 g °°
< 8
3 5 0,18
< 2
<C
0,12 |
0,06
0,00
| L | L | L | L | L L | L | L | |
380 390 400 410 420 430 500 550 600 650 700
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 56. Variacion de distintas zonas de los espectros de absorcion electronica de la
peroxidasa de palma real (RPTP) con el pH. (A) Banda Soret y (B) zona de hombros, se
muestra la variacion con el pH &cido. (C) Banda Soret) y (D) zona de hombros, se muestra la
variacion con el pH basico. Cada pH viene representado por un color, la equivalencia se
puede ver en la leyenda de la Fig. 55.

Los valores del pKa de la transicion espectral son aproximadamente 3,0 y 9,2 (Fig. 57). Han sido
obtenidos ajustando los datos experimentales a una curva sigmoidal. El valor del pKa obtenido mediante la
variacion de la absorbancia a 415 nm con el pH es bastante fiable (zona béasica), en cambio la determinacion
precisa del valor del pKa en la zona &cida (variacion de la absorbancia a 403 nm con el pH) no es posible,
debido a la inestabilidad y consecutiva pérdida del grupo hemo a bajos valores de pH. El valor de los pKa's

nos da informacién de los aminoacidos que forman parte del centro activo de la enzima.
192

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Resultados

Después de realizar un anélisis detallado de los espectros de absorcién, se puede concluir que en la
transicion alcalina el grupo hemo de la enzima pasa a ser hexacoordinado de bajo spin, debido a que un
sexto ligando (OH ) se enlaza mediante enlace de hidrégeno a una arginina distal o mediante una molécula
de agua a una histidina distal. La transicién alcalina de la peroxidasa de palma, al igual que la de otras
peroxidasas de plantas, consiste en la sustraccion de un dtomo de hidrégeno de una molécula de agua de la
cavidad distal con la consiguiente union del grupo OH al hierro hémico, en lugar de que ocurra una
desprotonacion de la cadena lateral de un aminoacido. Este hecho también se observa en la transicion
alcalina de la peroxidasa de soja (Nissum et al., 2001). La titulacion alcalina genera un perfil espectral que
coincide con el de una peroxidasa reducida con CO, llamada complejo CO de la enzima ferrosa.

La transicion &cida indica que el grupo hemo pasa a ser hexacoordinado de alto spin con una molécula
de agua como sexto ligando. La localizacién de la banda Soret a pH acido para esta peroxidasa coincide con
la de la SBP (Nissum et al., 2001), la metmioglobina y la cHRP (Smulevich et al., 1997).
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Figura 57. Variaciones de las absorbancias a 403 nm (A) y 415 nm (B) de la peroxidasa
de palma real (RPTP) con el pH. Los graficos interiores muestran ampliaciones de la zona
acida (A) y basica (B). Los valores de pKa, son 3,0y 9,2.
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56.2. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS ESPECTROSCOPICAS DE LOS
COMPUESTOS I, Il Y Ill DE LA RPTP

El espectro de absorcidn en el UV-Visible de la peroxidasa de palma real (RPTP) en estado nativo a pH

6,5 presenta las bandas caracteristicas de cualquier peroxidasa de clase lll: banda Soret a 403 nm, en la
zona visible aparece un hombro entre 495-540 y una banda a 630 nm. Estas bandas aparecen en la
peroxidasa de soja (Nissum et al, 2001), la peroxidasa anionica de tabaco (Gazaryan et al., 1996),
diferentes isoenzimas de peroxidasa de tomate (Evans, 1970), la ascorbato peroxidasa citosolica de
guisante (Marquez et al., 1996), la peroxidasa de hojas de té (Kvaratskhelia et al., 1997), entre otras
peroxidasas de clase lll. Entre ellas, puede haber alguna diferencia en el maximo de la banda Soret, que
puede oscilar entre 402-408 nm, pero las bandas en la zona visible, indicativas del estado de oxidacion y
coordinacion del hierro hémico en el centro activo, no varian, es decir el metal tiene un estado de oxidacion

lIl'y esta pentacoordinado.

5.6.2.1. Caracteristicas espectroscopicas del Colll

0,4

Absorbancia

0,2

1 A 1 A 1 :
400 500 600 700

0,0
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Figura 58. Evolucion del Colll de la RPTP con el tiempo. La linea negra corresponde al
espectro de la proteina en estado nativo. El resto indica la evolucién del Colll durante 24 h;
linea roja (1 min), verde (8 min), azul oscuro (15 min), azul claro (45 min) y verde oliva (24 h).
El gréfico interno es una ampliacion de una zona visible del espectro (500-700 nm) donde se
observan dos de las bandas caracteristicas del Colll: 541 y 576 nm.

El Colll de una peroxidasa se consigue sometiendo a la enzima a grandes excesos de perdxido de
hidrogeno (~ 500). En menos de 1 min, aparecen las bandas caracteristicas de este compuesto. La banda
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Soret se desplaza a 413 nm y aparecen dos maximos en la zona visible a 541y 576 nm. La intensidad de la
nueva banda Soret se reduce un 25% con respecto a la de la enzima nativa en 1 min y sigue disminuyendo
con el tiempo. El Colll es bastante estable con el tiempo, se mantiene integro durante 120 min, reteniendo el
36% de la actividad enzimética inicial. Pasadas 24 h, la intensidad de la banda Soret se ha reducido casi un

75% y las bandas caracteristicas de este compuesto en la zona visible practicamente no se aprecian.

El Colll se forma por exceso de peroxido de hidrégeno, su formacion puede ocurrir a través de dos
mecanismos los cuales operan simultaneamente. En el Coll, el hierro hémico se encuentra unido a un atomo
de oxigeno, sin embargo en el Colll se encuentra unido a una molécula de oxigeno (Ec. 136). El primer
mecanismo consiste en hacer un intercambio disociativo del oxigeno del grupo ferrilo por agua vy,
posteriormente, el hierro hémico vuelve a reaccionar con el peréxido de hidrogeno para formar el Colll. Se

forma un hibrido de resonancia, donde predomina la forma Fe(lll)-superoxido (Ec. 137-139).

Fe'=0+HO0, — Fe'-0,+H,0 (136)
H-Fe"=0+H o Fe"+H,0 (137)
Fe"+HO, — H -Fe'-O +H’ (138)

H'-Fe"-0, & Fe'-0, (139)

En el otro mecanismo, se forma un complejo enzimatico intermedio que contiene agua y el superoxido

formado, el cual se reestructura eliminando la molécula de agua y generando el Colll (Ec. 140, 141).

H'-Fe"=0+H0, — [Fe" HOHO;] (140)
[Fe" H,0HO;| — H'-Fe"-0,+H0 (141)

5.6.2.2. Caracteristicas espectroscopicas del Coll

El Coll de la peroxidasa de palma real se consigue adicionando sobre la disolucion proteica peroxido
de hidrogeno en exceso de ~ 4. Durante el primer min de reaccién, se observa la aparicion de las bandas
caracteristicas del Coll: hombro a 370 nm, banda Soret a 413 nm, y hombros en la zona visible a 525-565 y
650-660 nm. A medida que pasa el tiempo, la banda Soret se sigue desplazando hasta 415 nm y aumenta
su intensidad, marcandose también mas el hombro a 370 nm, mientras que el hombro entre 520-550 nm se
va diferenciando claramente en dos méximos a 525 y 553 nm y el hombro de 650-660 nm termina por

desaparecer. Todo ello ocurre en aproximadamente 8 min, tiempo en el que se tiene perfectamente definido
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el Coll. A medida que transcurre el tiempo, el proceso se invierte, es decir el Coll evoluciona de nuevo a la

forma nativa, ocurriendo esto en aproximadamente 80 min.
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Figura 59. (A) Evolucion del Coll de la RPTP con el tiempo. La linea negra corresponde al
espectro de la proteina en estado nativo. El resto indica la evolucion del Coll: linea roja
(1 min), verde (2,7 min), azul oscuro (5 min), azul claro (7,5 min), magenta (10 min), amarillo
oscuro (15 min), color vino (20 min), verde oliva (30 min), naranja (40 min) y violeta (80 min).
El gréafico interno es una ampliacion de una zona visible del espectro (500-700 nm) donde se
observan dos de las bandas caracteristicas del Coll: 525 y 553 nm, y la recuperacion de la
forma nativa en esta zona del espectro. (B) Variacion de la absorbancia de la RPTP a 415
nm con el tiempo.

La velocidad de formacion del compuesto Il se puede determinar mediante la evolucion de la banda
Soret (415 nm) de este compuesto con el tiempo. Se observa que la tendencia de la absorbancia a 415 nm

con el tiempo se ajusta muy bien a una exponencial decreciente de primer orden (Ec. 140) (Fig. 59B).

y=y +Aexplte) ] (140)
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El ajuste arroja el siguiente resultado:
Yo = 0,20722 £ 0,0002, xo =0 £ 0, A1 =-0,0309 + 0,00036 y t; = 113,47066 + 3,19449

de donde se calcula el valor de la constante de formacion del Coll (k = 1/t1). La constante tiene un valor de
(8,81 £ 0,26)-10% s, Si se la compara con el valor de la constante de formacion del mismo compuesto para
otras peroxidasas de plantas superiores, se observa que es casi 50 veces superior a la constante de

formacion del Coll de la peroxidasa de soja (2,02 £ 0,05-104 s1) (Nissum et al., 2001).

5.6.2.3. Caracteristicas espectroscopicas del Col

Absorbancia

300 400 500 600 700
Longitud de onda (nm)

Figura 60. (A) Evolucion del Col de la RPTP con el tiempo utilizando una relacién
H202/RPTP de 0,9. La linea negra corresponde al espectro de la proteina en estado nativo. El
resto indica la evolucion del Col: linea roja (1 min), verde (2 min), azul oscuro (4 min). (B)
Evolucion del Col de la RPTP con el tiempo utilizando una relaciéon H202/RPTP de 0,5.
La linea negra corresponde al espectro de la proteina en estado nativo. El resto indica la
evolucion del Col: linea roja (1 min), verde (2 min), azul oscuro (5 min), azul claro (8,5 min),
magenta (13 min), amarillo oscuro (30 min), azul muy oscuro (50 min), morado (90 min), color
vino (110 min) y verde oliva (24 h). Se observa que pasadas 24 h la enzima ha recuperado
casi al 100% su estructura nativa.
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Para la obtencion del Col se debe de trabajar con unas concentraciones de perdxido inferiores a las de
enzima. Se han realizado dos pruebas, con relaciones H.O./RPTP de 0,9 y 0,5. En el primer caso, se
registran espectros durante los primeros minutos de la reaccién (1, 2 y 4 min), siendo la formacion del Col
muy rapida y, pasado un min, se obtienen una serie de bandas mas caracteristicas del Coll que del Col:
hombro a 370-380 nm, banda Soret desplazada a 412 nm y de menor intensidad, junto con la aparicion de
bandas en la zona visible (500-650 nm) tipicas del Coll. Cuando la relacion es de 0,5, se registran espectros
entre 1-120 min. Pasado un min, se obtiene un perfil espectral caracteristico del Col: hombro a 350 nm,
banda a 400 nm, hombro a 550-600 nm y maximo a 650 nm. Con el tiempo, el maximo, que inicialmente
aparece a 400 nm, se desplaza a 408 nm y crece en intensidad en 50 min, la banda a 650 nm desaparece y
el hombro de 550-600 nm se va resolviendo en dos bandas a 530 y 550 nm. El Col evoluciona, como
anteriormente, a Coll pero esta vez mas despacio debido al menor contenido de perdxido utilizado. En
realidad, hay una diferencia entre las dos relaciones utilizadas, en la primera el Col evoluciona a Coll, ya que
se obtiene una banda Soret a 414 nm, tipica de dicho compuesto, sin embargo en el caso de la relacién
menor, en la que si se aprecia el Col, éste evoluciona a Coll pero sin llegar a formar la banda a 414 nm,
desplazandose tan s6lo a 408 nm en 5 min y retornando a la banda Soret de la forma nativa (403 nm). El Col
de la RPTP es muy inestable y rapidamente, en menos de 1 min, se convierte en Coll cuando se trabaja con
altas concentraciones de peroxido de hidrogeno, con una relacién H.02/RPTP de 0,9. Cuando la relacion se

reduce a 0,5, se puede apreciar la estructura del Col durante los primeros minutos de reaccion.

Absorbancia
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Figura 61. Espectros de absorcion electronica de la RPTP: nativa (negra), Col (azul),
Coll (roja) y Colll (verde) en tampon universal 30,0 mM, pH 6,5, en presencia de distintos
excesos de perdxido de hidrdgeno: Col (0,5), Coll (4) y Colll (500). El gréfico interior amplifica
la zona visible 500-600 nm.
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Las peroxidasas de clase Ill poseen en su centro activo un grupo hemo con un atomo de hierro
pentacoordinado con estado de oxidacion Ill. Cuando la peroxidasa interviene en una reaccién de oxidacion,
entre otras caracteristicas moleculares, se forman especies enzimaticas intermedias en las que cambia el
estado de oxidacion y coordinacion del hierro hémico. Los compuestos | y I, debido al hombro que aparece
entre 360-380 nm, indican la presencia de un radical T-catiénico con un grupo ferrilo (FeV=0). La reduccién
en la intensidad de la banda Soret, durante la formacién del Col, y la existencia de un punto isosbéstico a
424 nm, sugieren claramente la existencia de un radical T-catiénico con un grupo ferrilo (FeV=0) en la
estructura. El Col posee un alto poder de oxidacion. Hay estudios realizados a bajas temperaturas que
detectan antes de la aparicion del Col, la existencia de un Co0. En este compuesto, el Fe(lll) se une a un
hidroperoxido (Picot et al., 1994). El Coll es mas estable que el Col y también es un potente oxidante.

Ambos compuestos tienen potenciales redox estimados de +1 V.

Tabla XXXIIl. Caracteristicas espectrales y puntos isoshésticos en el UV-Visible de las diferentes formas enzimaticas de la
peroxidasa de palma real (RPTP).

Especie ; Msximo_ ] Puntos isosbésticos
Enzimatica ea (:;;c'on (nm)
RPTP nativa Col
\ 403, 497, 539, 577,
RPTP nativa 635
350-370 (hombro), 400, 532,
585, 653
Col 550-564 (hombro) 356, 424, 444, 454
605-614 (hombro)
Coll 370-380 (hoggg")’ 415,525, 358 412, 462, 546, 614 360, 386, 570
Coll 413, 543, 576 357, 410, 469, 532, 616, 654

5.7. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA MEDIANTE DICROISMO CIRCULAR

El dicroismo circular es una de las técnicas fisicas mas sensibles para determinar estructuras
secundarias y registrar cambios estructurales en biomacromoléculas. Analizando el espectro de dicroismo
circular en el UV-lejano (190-240 nm), se pueden llegar a conocer, con sélo visualizar las bandas del mismo,
las estructuras secundarias mayoritarias de una proteina. Con programas informaticos adecuados, se puede
determinar con bastante exactitud el contenido que en una proteina hay de cada estructura secundaria en
(%). Los programas utilizados son los llamados SELCON3, CDSSTR y CONTINLL, los cuales usan los
modelos de referencia SP43, para proteinas intactas, y SDP48, para proteinas desnaturalizadas. La menor
desviacion media entre los datos experimentales y las curvas tedricas se obtuvo con el programa CDSSTR,
por lo que los resultados obtenidos con los programas SELCON3 y CONTINLL han sido omitidos

(Tabla XXXIV).
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Tabla XXXIV. Contenido en estructuras secundarias en (%), determinado por el analisis de los espectros de dicroismo
circular de la peroxidasa de palma real (RPTP). (R) regular, (D) distorsionado y (T) total.

RPTP R a-gellce T R Holag T Girop Desordenada
Nativa, pH 7,0 28 26 54 3 4 7 24 15
Nativa, pH 3,0 22 19 41 7 5 12 20 27
Desnaturalizada, pH 3,0 3 5 8 13 7 20 16 56

Los espectros de DC de la peroxidasa de palma real nativa a pH 3,0 y 7,0 en tampon HEPES 20,0 mM
y 25 °C, presentan una clara y marcada banda positiva con un méaximo a 194 nm y dos bandas negativas
con minimos a 208 y 222 nm (Fig. 62). Estas bandas indican un alto contenido de a-hélices en la estructura
secundaria (Tabla XXXIV). EI 54 % y el 41% de las estructuras secundarias de la proteina nativa son
a-hélices a pH 7,0 y 3,0, respectivamente. Los valores obtenidos para la peroxidasa de palma real son
tipicos para peroxidasas hémicas (Banci, 1997). Hay que tener en cuenta que, a la hora de estimar el
contenido de las diferentes estructuras secundarias, la estimacion de las hojas y giros B es normalmente

peor que la de las hélices a, debido a que la intensidad de sus sefiales es mucho menor.
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Figura 62. Espectros de DC en el UV-lejano de la RPTP a pH 3,0 y 25 °C nativa (circulos
blancos) y térmicamente desnaturalizada a 80 °C (circulos negros). Las lineas continuas
a través de los puntos experimentales son los mejores ajustes de esos datos con el programa
CDSSTR, utilizando como conjuntos de referencia los modelos SP43 y SDP48 para las
proteinas nativas y desnaturalizadas, respectivamente.
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5.8. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA RPTP
5.8.1. ANALISIS DEL EXTREMO N-TERMINAL

Se obtiene la secuencia del extremo N-terminal de la RPTP mediante la degradaciéon de Edman de la
proteina. Para ello, se utiliza el instrumento Procise (Procise C Protein Sequencing Systems) de Apllied
Biosystems, segun el protocolo descrito. Con este método, se determinan los 52 primeros aminoacidos de la
secuencia proteica. La parte subrayada, ademas, se determind mediante secuenciacion de novo de un

péptido triptico.

DLQIGFYXTSCPTAEALVQQAVAAAFAXNSGIAPGLIRMHFHDCFVRGCDAS

Son muchas las peroxidasas que tienen bloqueado el extremo N-terminal con piroglutamato y, por ello,
no se puede analizar la secuencia de esta zona (Morita et al., 1993). Por fortuna, no es asi en el caso de la
RPTP.

Si se compara el extremo N-terminal de la peroxidasa de palma real con el de otras peroxidasas de
plantas superiores, tales como maiz y arroz, con las que ya surgio cierta homologia entre algunos de sus

péptidos tripticos, se observa que las secuencias son similares (Tabla XXXV).

Tabla XXXV. Estudio comparativo de las secuencias del extremo N-terminal de la RPTP y de las peroxidasas de maiz y
arroz. La homologia con la de maiz se muestra en negrita y con la de arroz mediante subrayado.

Peroxidasa (Cddigo) Extremo N-terminal Homologia (%)
RPTP DLQIGFYXTSCPTA

Maiz (QOFEQ7) CLDVGFYDRTCPTA 57
Arroz (Q8LHHG) ALQVGFYQSSCPNA 64

5.8.2. DETERM[NACI()N DE LA MASA MOLECULAR DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS POR
DIGESTION TRIPTICA DE LA RPTP MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE MASAS
MALDI-TOF

Se realiza la digestion de la RPTP con la proteasa tripsina. La mezcla de péptidos tripticos se analiza
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, observandose que la digestion ha generado un conjunto de
péptidos con unas relaciones m/z comprendidas entre 900 y 5000 Th. Los péptidos que surgen de una
digestion triptica suelen estar doble y triplemente cargados. El péptido mayoritario tiene una relacién m/z de
2308,37 Th (3H*) (Fig. 63A). Cuando se refina la estructura de este primer espectro, se observan otros
péptidos con unos valores m/z de 2013,6833 (2H*), 1647,30 (2H*), 1582,25 (2H*), 1394,25 (2H*) y
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1248,3042 (2H*), entre otros (Fig. 63B). Las masas de estos péptidos se determinan utilizando como patrén
de masas moleculares una mezcla peptidica de la lectina de semillas de Cratylia floribunda, digerida con
tripsina, que tiene un rango de masas moleculares desde 450 hasta 3300 Da.

Los péptidos mayoritarios seran aislados y caracterizados usando diferentes metodologias.

100 L 2307,3792 A
80 |
X 60 |
e}
(44}
8 i
2
& 40}
= 2013,6833
20 - 2932,3963 3653,4950
0 | AT | T Lol 1 : e |
2000 2400 2800 3200 3600 4000
m/z (Th)
100 | 103538034 B
80 L
981,2064 1248,3042
< | 993 7752 1394,2523
§60 B 1096,1966
3 1199,1086
3 i 1051,0676 2640827 1631,5932
840 L 1647,2981
= 1586,4784
[ 1582,2464
20 L
1466,7514
0 \JH M SN
1050 1200 1350 1500 1650

miz (Th)

Figura 63. Espectros de masas MALDI-TOF de la mezcla de digestion triptica de la
proteina RPTP. Para poder visualizar mejor las sefiales, ambos espectros surgen como

consecuencia del refinamiento de uno previo, La Unica diferencia es el rango del eje de
abscisas. (A) 1939,0-4130,0 Th; (B) 961,0-1714,0 Th.
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5.8.3. CARACTERIZACION DE LOS PEPTIDOS TRIPTICOS

El analisis de las mezclas de digestion triptica permite conocer la masa molecular de los péptidos
proteicos, caracterizar su estructura e identificar la secuencia proteica en bases de datos que pueden
producir estos péptidos, siempre y cuando la secuencia proteica se encuentre en esa base de datos. Cuando
la secuencia no se encuentra en la base de datos, hay que interpretar los espectros de masas de los
productos ionicos manualmente para poder deducir la secuencia de aminoacidos de cada uno de ellos.
Cuando se obtiene la mezcla triptica de una proteina, se comparan las masas de los péptidos obtenidos
contra las de las bases de datos, estas Ultimas habiendo crecido notablemente en la Ultima década. Si la
masa del péptido que se busca, se encuentra en la base de datos y tiene asociada una secuencia de
aminoacidos, la consulta indica a qué proteina pertenece ese péptido y la bondad de esa busqueda, que
dependera de la exactitud de la masa del péptido introducido. En otras ocasiones, los espectros de los
productos i6nicos se pueden introducir en bases de datos y obtener informacion de la secuencia a la que
corresponden. En las bases de datos, se puede encontrar informacion de espectros de productos i6nicos de
una gran cantidad de proteinas digeridas con distintas enzimas de digestion. De este modo, se posee cierta
informacion previa, aunque, posteriormente, se realice una interpretacion manual de los espectros de los

productos ionicos.

Existe una gran variedad de base de datos de secuencias proteicas, la mas exacta es la base de datos
Swiss-Prot. Fue creada en 1986, su mantenimiento lo realiza el Instituto de Bioinformética suizo situado en
Génova, en colaboraciéon con el Instituto de Bioinforméatica Europeo del EMBL (European Molecular
Biotechnology Laboratory). Posee una baja redundancia, un error muy limitado y un alto grado de
informacién.  Se  actualiza  diariamente, con revisiones especificas cada seis meses

(www.ebi.ac.uk/swissprot/).

El caso que presenta una mayor dificultad es tener que determinar la secuencia de una proteina que
tenga una homologia muy escasa con las proteinas que existen en las bases de datos. En este caso, las
busquedas proporcionaran una nula o limitada informacién y la unica forma de solucionar el problema es
recurrir a la secuenciacién de novo, que consiste en analizar manualmente los espectros de los productos
i6nicos Yy, con esta informacion, recurrir a técnicas de Biologia Molecular (clonacién), degradacion de Edman,
andlisis del extremo N-terminal, etc. La determinacién de la secuencia de la peroxidasa de palma real se ha

determinado siguiendo este proceso, no habiendo sido demasidado Utiles las bases de datos existentes.

Los péptidos tripticos de la digestion de la RPTP se separan mediante cromatografia de fase reversa,

usando una columna C+s. Se detectan los picos a 215 nm, se recogen las fracciones correspondientes y se
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secan. Finalmente, se analizan mediante secuenciacion del extremo N-terminal y espectrometria de masas
en tandem, con disociacién inducida por colisién (CID-MS/MS). Los espectros de masas de los productos
i6nicos de los péptidos mayoritarios se comparan con los existentes en las bases de datos y se analizan

manualmente, dando lugar a una serie de fragmentos proteicos (Tabla XXXVI).

Tabla XXXVI. Péptidos tripticos resueltos mediante secuenciacion de novo. (') Son fragmentos del péptido 770,1 (3H*); @ son
fragmentos del péptido 1007,2 (2H*).

m

N

(Da) (HY) Secuencia Posicion
6252 2 -MHFHDCFVR- 39-47
1007,2 2 -DAIPNNPSLRGFEVITAAK- 66-84
7701 3 -SAVEAACPQTVSCADILAFAAR- 85-106
6945 2 -IDPTLSPTYAALLR- 192-205
8162 2 -MGQIEVLTGTQGEIR- 282-296
5547 2 -CADILAFAAR- 97-106 ™
6982 2 -TVSCADIIAFAAR- 94-106(")
5492 2 -DAIPNNPSLR- 66-75 @
4917 2 -ALPNNPSLR- 67-75@
857,3 2 -PNNPSLRGFDVIDAAK- 69-84 @
5012 2 -PNNPSLRGF- 69-77@

Las bases de datos arrojaron los siguientes resultados: a) el espectro del producto ionico del fragmento
816,2 (2H*) coincide exactamente con un fragmento de secuencia -MGQIEVLTGTQGEIR- encontrado en la
peroxidasa de maiz (Zea mays), codigo QIFEQ7, que se encuentra en la posicion 314-328, b) el fragmento
698,2 (2H*), cuya secuencia es -TVSCADIIAFAAR-, se encuentra en la peroxidasa de arroz (Oryza sativa),
codigo Q8LHHG, en la posicion 116-128, c) el fragmento 625,2 (2H*), cuya secuencia es -MHFHDCFVR-, se
ha encontrado en las peroxidasas de maiz (Zea mays), codigo QOFEQ7, de espinaca (Spinacia oleracea),
codigo QOM4Z5, y de soja (Glycine max), codigo Q9ZNZ6.

Tabla XXXVII. Péptidos tripticos resueltos mediante secuenciacion del extremo N-terminal. El aminoacido asparagina (N),
sefialado en negrita corresponde a posibles sitios de glicosilacion.

Nombre (g; ) Secuencia Posicion
T27 - -DSANLAGNITYQVPSGR- 107-123
T40  4111,8 -RDGTVSLASEANAQIPSPLFNATQLINSFANK- 124-155
T37  3654,8 -LYNFNSTSGIDPTLSPTYAALLR- 183-205
T9 21953 -TNCSVVNSGS- 296-306
T24  1096,4 -DAIPNNPSLR- 66-75
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5.8.4. DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA RPTP MEDIANTE

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

El analisis de los péptidos tripticos permite determinar algun fragmento de la secuencia proteica, pero

no elucidarla totalmente. Para ello, se usaran técnicas de Biologia Molecular.

DLOQIGFYXTSCPTAEALVQQAVAAAFAXNSGIAPGLIR

Jesscasasamsazasana=s Tdl, 6362.2 DA --=c=czzz=z== 1
I e N-terminal seguencing ----------

ATGCATTTTCATGATTGTTTTGTGAGGGGCTGTGATGCTTCCGTCCTCTTGGACTCCACT
M HF HD CF V R G C D A S v L L D S T

GCAAATAACACGGCCGAGAAGGATGCAATCCCGAACAACCCCAGCCTGCGCGGCTTCGAG
A N N T A E K D A I P N N P S L R G F E
................. 1007.2 (2+] ------- .

GTCATCACCGCCGCCAAGTCCGCCGTGGAGGCCGCGTGCCCGCAGACCGTCTCTTGCGCC

v I T A A K S A V E A A C P Q T V S C A
------------------------ S P i I N (73 R
GACATCCTCGCCTTCGCTGCCCGCGACAGCGCCAACCTCGCCGGCAACAT CACCTACCAG
D I L AF AARUD S ANILAGMNTIT Y Q
................................ S
GTCCCATCTGGCCGCCGCGACGGCACGGTCTCCCTCGCCAGCGAGGCGAACGCCCAAATC
vV P S GR R D G T ¥V 5 L A S E A N A Q I
-------------------- posmmmseme-r--i-s---=- 148, ALLL.B Da -----=--------=---
CCCTCCCCGTTATTCAACGCCACGCAGCTGATCAACAGCTTCGCCAACAAGACCCTCACC
P S P L F N AT Q L I NS F A NKT LT

GCCGACGAGATGGTCACCCTCAGCGGGGCCCACAGCATCGGCGTGGCCCACTGCTCCTCC
A°-DE MV T L S5 G A H S I GV A H C S 5

TTCACCAACAGGCTCTACAACTTCAACAGCACCAGTGGCATCGACCCCACGCTGAGTCCG

F T N R L ¥ N F N S T S G I D P T L S P
EEEE=E 604 5(2+)-----
Il === == == == ==l =T=t=1= T37, 3654.8B DA ----vvececnannnnnnnns

ACCTACGCGGCTCTCCTCAGGAACACGTGCCCCGCCAACAGCACGCGATTCACGCCCATC
T ¥ A A L L RN T CWPAWNSTWRF TP I

ACGGTGTCGTTGGATATCATCACCCCCTCGGTGCTGGACAACATGTACTACACCGGGGTG
T vws L D I I T P 5 V L DN MY Y T G V

CAGCTGACCCTGGGTCTGCTGACTTCGGACCAGGCCTTGGTGACCGAGGCCAATCTGAGC
Q L T L G L L TS D QAL WV T EWANIL S

GCCGCGGTGAAAGCTAACGCGATGAACCTGACGGCGTGGGCTTCCAAGTTCGCTCAGGCC

A AV K A N A M NL T A WA S K F A 0 A
F\TGGTGAAG#TGGGGCAGATCGAGGTGCTG#CCGGGACCCAGGGTGAGATAAGHRCGAAT
M Vv K M Qg I E V L T G T O G E I N

[ e BI6.2(24) -ccmmim i lemmemmn

TGCAGCGTGGTGAATAGCGGAAGCCTTGGAGATGTGTTGATGGGATTTGGTCACCTCCCG
CcC s vVVvVNS5Ss5GS L 6D VL M G F G H L P
........ TS, 2195.3 Da ----

GAGGTGGCGACTAGTTGATGCAATTACCCCTCGGACGCTTGTTGGTTCGTCTGAAATGGG
E V A T 5 STOP

TTGGATGTTGCGTGTAATATGAATAAAT GAAGGCGTGTTCTGTTTGTTTTCCTCCTTATC
AAGAATGAGAGACAAGTTAAAAACT CAAAAAAAAAAAAAAGCTTGAGCTCGAGTCCTC
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Figura 64. Secuencia primaria de aminoacidos y de nucledtidos de la RPTP (numerada
en el lado derecho). Las secuencias subrayadas de nucleétidos se corresponden con los
primers usados para clonar, las secuencias de los productos codificados estan superpuestas
y se corresponden con los residuos 39-323. La secuencia de aminodacidos 1-52 fue
determinada por degradacion de Edman de la proteina aislada. Las secuencias peptidicas
internas, recogidas por secuenciacion del extremo N-terminal (Ilamadas T) o por CID-MS/MS,
estan subrayadas. Las relaciones (m/z) y la carga de los pares idnicos se indican debajo de la
secuencia de aminoacidos deducida. Los residuos asparagina que se encuentran en
secuencias consenso de N-glicosilacion (NXS/T) se marcan en negrita y los que
probablemente sean sitios de N-glicosilacién se sombrean en gris.
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En primer lugar, se extrae ARN de las hojas de palmera real y mediante retrotranscripcién se obtiene
cADN. Sobre esta molécula y con primers especificos obtenidos de algunos péptidos tripticos (Tabla XIV), se
haran RT-PCR y se amplificaran determinados fragmentos de la secuencia proteica (Tablas XlI, XIlI). Estos
fragmentos se clonan en el vector pGEM®-T, se expresan en la progenie de células de E.coli DH5a, para

obtener grandes cantidades, y se secuencian, obteniéndose dos fragmentos de gran tamafio.

Con la reaccién de PCR 1 (Tabla XlI), se obtiene un fragmento de los nucledtidos comprendidos entre
las posiciones 166-1018. Con la PCR 2 (Tabla XIll), se obtiene un fragmento de los nucleétidos
comprendidos entre las posiciones 1-458 (Fig. 64). De este modo, queda determinada la secuencia primaria

de la peroxidasa de palma real (RPTP).

5.8.5. CARACTERIZACION DE LOS GLICANOS

Una vez conocida la secuencia de aminoacidos de la RPTP, se puede determinar la contribucion de la
misma a la masa molecular proteica (33768 Da). Como la masa molecular de la proteina nativa intacta es de
44596 + 8 Da (MALDI-TOF), la diferencia de masa (10828 Da) daria el porcentaje de glicosilacidn proteico
(24%). Ello indica que la proteina esta fuertemente glicosilada. Este hecho queda confirmado, si se observa
que a lo largo de la secuencia proteica existen 12 posibles sitios de N-glicosilacion (N8, N28, N60, N71,
N114, N144, N154, N187, N211, N256, N267 y N298), siendo asparaginas (N) que forman parte de la

secuencia consenso NX(S/T) necesaria para que exista N-glicosilacion, X puede ser cualquier aminoécido.

Tabla XXXVIIl. Secuencias de aminoacidos y estructuras de N-glicosilacion propuestas para diferentes glicopéptidos,
aislados por cromatografia HPLC en fase reversa de una disolucion digerida de la RPTP. X son los residuos Asn
glicosilados. A (Man-[Xyl]Man-Man-GIcNAc-[Fuc]GIcNAc) (m/z 1171,0); m(GIcNAc-Man-[Man]Man-GIcNAc[Fuc]GIcNAc) (m/z
1240,4); #Man[Man]Man-GlcNAc-GIcNAc (m/z 892,3).

ngt.i do M+H+* Secuencia de aminoacidos Posicion MOdPZIO de
triptico glicosilacién
T41 6362,2 DLQIGFYXTSCPTAEALVQQAVAAAFAXNSGIAPGLIR 1-38 3950,8+A m
T40 42679 -RDGTVSLASEANAQIPSPLFXATQLINQFANK- 123-155 33761+
T38 4111,8 -DGTVSLASEANAQIPSPLFXATQLINQFANK- 124-155 32201+ ¢
T37 3654,8 -LYNFXSTSGIDPTLSPTYAALLR- 183-205 24833+ A
T9 2195,3 -TXCSVVNSGS- 297-306 10244 + A

Algunos glicopéptidos tripticos, ademas de caracterizados por secuenciacion del extremo N-terminal y
MALDI-TOF-MS (Tabla XXXVIII), se aislaron por cromatografia de fase reversa. Se observa claramente que
las asparaginas que se encuentran en las posiciones 8, 28, 144, 187 y 298 estan glicosiladas con azucares

cuyas masas moleculares oscilan entre 862 y 1240 Da.
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Las estructuras de los glicanos, que se muestran en la Tabla XXXVIII, se corresponden con
oligosacéridos tipicos de plantas, que ademas, coinciden con las masas moleculares esperadas. Hay que
tener en cuenta que los residuos de asparagina, que ocupan las posiciones 71, 114 y 154, forman parte de
secuencias consenso de N-glicosilacién, pero, también, han sido caracterizados como residuos no
glicosilados en algunos péptidos tripticos: N71 (1007,2-2H*), N114 (T27) y N154 (T38 y T40). Los datos
experimentales generan una masa molecular de 39413 Da (33768 + 1171 + 1240,1 + 892,1 + 1171 + 1171).
Entre esta masa y la masa molecular promedio de la RPTP hay una diferencia de 5183 Da, que
correspondera a glicanos N-ligados a los residuos asparagina (N60, N211, N256 y N267), localizados todos
ellos en secuencias consenso (Fig. 64). El esquema del modelo de glicosilacion propuesto para estos cuatro
residuos, utilizando glicanos tipicos de plantas, se obtendria haciendo combinaciones, cuyo conjunto
resultante tuviera una masa molecular de 5183 Da. Uno de los posibles modelos seria el establecido en la
Fig. 65, donde las masas de los oligosacaridos de los residuos N60, N211, N256 y N267 serian 1240, 1240,
1257 y 1445 Da, respectivamente. El sumatorio de estas masas moleculares seria 5182 Da.

Figura 65. Modelo de glicosilacion propuesto para la RPTP. Los sitios de N-glicosilacién
se han determinado experimentalmente. La estructura de estos glicanos se infiere de calculos
de su masa. El cddigo de colores corresponde a: manosa-Man (hexagonos naranjas), xilosa-
Xyl (tridangulos azules), fucosa-Fuc (rombos amarillos) y N-acetilglucosamina-NAcGlc
(circulos verdes).

5.9. CRISTALIZ’ACI(')N Y DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PROTEICA POR
DIFRACCION DE RAYOS-X

5.9.1. CRISTALES DE LA RPTP

El proceso de cristalizaciéon proteica generd, con éxito, cristales de RPTP mediante el método de
difusién de vapor de la gota colgante. Existia suficiente cantidad de RPTP y ésta tenia un elevado grado de
pureza. Son muchas las peroxidasas de plantas caracterizadas bioquimica y quimico-fisicamente, pero son
escasas aquéllas de las que conocemos su estructura tridimensional. Su alto porcentaje de glicosilacién y su

elevada estabilidad, hace que no sea posible cristalizar la proteina, ni encontrar por digestion proteolitica un
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mapa peptidico detallado. Ademas, muchas peroxidasas tienen el extremo N-terminal bloqueado por
piroglutamato y la pobre homologia que comparten con el resto de proteinas hace que sea dificil resolver su
secuencia primaria y conocer su estructura tridimensional (Morita et al., 1993). Poder cristalizar la peroxidasa

de palma real, que posee un porcentaje de glicosilacion superior al 20%, ha sido todo un éxito.

Las condiciones optimas de la disolucion de cristalizacion son: tampon MES 0,1 M, pH 6,5y 291 K con
sulfato amdnico 2,6 M. Los cristales tardan en aparecer entre 3 y 4 dias. Tienen unas dimensiones de
0,3 x 0,4 x 0,3 mm (Fig. 66). Poseen buenas caracteristicas fisicas, tales como claridad 6ptica, caras lisas y
aristas marcadas y desvian fuertemente el plano de luz polarizada (Watanabe et al., 2007).

Figura 66. Cristales de la peroxidasa de las hojas de palma real (Roystonea regia).
Obtenidos en tampén MES 0,1 M, pH 6,5 y 291 K, con sulfato amonico 2,6 M y una
concentracion de proteina de 4,8 mg ml-'. Sus dimensiones son de 0,3 x 0,4 x 0,3 mm.

59.2. DATOS CRISTALOGRAFICOS

Los cristales de RPTP se recubrieron, durante unos segundos, con una disolucion crioprotectora
(aceite mineral 100%). Se colocaron en la cabeza goniométrica del difractometro, utilizando como fuente de
Rayos X un generador de anodo rotatorio y se obtuvo un patron de difraccion bastante correcto (Fig. 67).
Tras procesar los datos de cada rotacidn del cristal sobre el eje del difractdmetro, se obtuvieron, con los
programas MOSFLM (Leslie, 1992) y SCALA (Collaborative Computacional Project, Number 4, 1994), los
parametros mas relevantes de la celda unitaria de RPTP. De los experimentos de difraccion de Rayos X, se
pueden obtener datos directos (Tabla XXXIX) y otros datos, como la densidad electronica (p(xyz)),

relacionados con la resolucion de la estructura proteica y que requieren estudios mas avanzados.

El andlisis de los datos de difraccidn clasifica los cristales de la RPTP dentro del grupo espacial trigonal

P34121, con unas dimensiones de la celda que sona=b=11683 Ayc=9224 A, a=p=90°y y=120°,
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que contienen una molécula de proteina por unidad asimétrica. El analisis del contenido de disolvente,
usando el coeficiente de Mattews (Mattews, 1968), indica que una unidad asimétrica contiene una molécula
con un 69,8 % de disolvente y un volumen Vi = 4,07 A3 Da-! o dos moléculas con un contenido de disolvente
del 39,6 % y un volumen Vi = 2,04 A3 Da-' (Watanabe et al., 2007).Considerando que la RPTP tiene una
masa molecular de 44600 + 8 Da y que el numero de operaciones de simetria de ese grupo espacial es de

6 (Z = 6), el volumen ocupado por la celda unidad es de 1,09-106 A3.

Figura 67. Mapa de difraccion de Rayos X de los cristales de RPTP. Recogido con un
generador de Rayos X de &nodo rotatorio. La resolucién méxima de los datos es de 2,8 A.

Tabla XXXIX. Parametros estadisticos del analisis de difraccion preliminar de los cristales de RPTP. Los resultados entre
paréntesis corresponden al nivel de mas alta resolucion (Watanabe et al., 2007).

Datos de difraccion de Rayos X RPPT
Longitud de onda (A) 1,5418

Rango de resolucion (A) 68,1-2,8 (2,9-2,8)
Grupo espacial P3121
Parametros de la celda unidad (A) a=b=116,83, c = 92,24
Integridad (%) 99,8 (99,9)
Multiplicidad 6,5 (6,1)

Rimerge (%) 10,7 (67 ,4)
Promedio I/o(]) 13,7 (2,3)
Reflexiones totales 119107
Reflexiones Unicas 18423

Una vez elucidada la secuencia de aminoacidos de la RPTP se repiten los estudios de cristalizacion y
difraccion de Rayos X para resolver la estructura tridimensional de la RPTP. La cristalizacion se hace en las
condiciones antes descritas. La coleccion de datos de difraccion de Rayos X se obtiene utilizando como
fuente de Rayos X un generador de anodo rotatorio LNLS WO01B-MX2 que opera con una energia de
9,8 keV y un detector tipo Image Plate Marmosaic225 (Tabla XL). Los datos de difraccion son un conjunto
de 150 imagenes, cada una de ellas correspondiente a un giro del cristal de 1° y un tiempo de exposicion de
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20 min. Se obtuvieron los parametros directos de estos datos experimentales al analizarlos con los
programas MOSFLM 6.2.6 (Leslie, 1992) y SCALA 3.2.19 (Evans, 1993). La RPTP pertenece al grupo
espacial trigonal P3:121, con unas dimensiones de la celda unidad de a = b = 117,82 A y ¢ = 9345 A,
a=p=90°yy=120° que contienen una molécula de proteina por unidad asimétrica. El analisis del
contenido de disolvente usando el coeficiente de Mattews (Mattews, 1968) indica que una unidad asimétrica
contiene una molécula con un 70,72 % de disolvente y un volumen de Vi = 4,20 A3 Da-". Considerando que
la RPTP tiene un peso molecular de 44600 + 8 Da y que el numero de operaciones de simetria de ese grupo
espacial es de 6 (Z = 6), el volumen ocupado por la celda unidad es de 1,12-106 A3. Se observa que los

datos obtenidos por los dos experimentos proporcionan unos resultados muy préximos entre si (Tabla XLI).

Tabla XL. Parametros estadisticos del analisis de difraccion final de los cristales de RPTP. Los resultados entre paréntesis
corresponden al nivel de mas alta resolucién (1,95-1,85 A). El valor de Rmerge Se ha calculado con el programa SCALA.

Datos de difraccion de Rayos X RPTP
Longitud de onda (A) 1,427

Rango de resolucion (A) 44,78-1,85 (1,95-1,85)
Grupo espacial P3121

Parametros de la celda unidad (A) a=b=117,97, ¢ = 93,32
Integridad (%) 99,9 (100)
Multiplicidad 8,9 (8,6)

Rmerge (%) 9,7 (96,7)

Rsym 3,2 (34,9

Promedio I/o(l) 17,5 (1,8)

Reflexiones totales 570014

Reflexiones Unicas 64039

Tabla XLI. Comparativa de los parametros obtenidos de modo directo mediante los dos estudios de difraccion de Rayos X
de la RPTP. Se observan variaciones en el volumen de la celda unidad del 3% y en el resto de pardmetros aproximadamente del
1%.

Datos de difraccion de Rayos X RPTP RPTP
Parametros de la celda unidad (A) a=b=116,83,c=9224 a=b=11797,c=9332
Contenido de disolvente/unidad 69,80 70,72

Vi (A% Da') 4,07 4,20

Volumen de la celda (A3) 1,09¢108 1,124108

5.9.3. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA Y REFINADO

La estructura de la RPTP ha sido resuelta con el uso de la técnica de reemplazo molecular, utilizando
para ello el programa MOLREP (Vagin, 1997) y empleando como modelo de busqueda la estructura de la
peroxidasa de rabano (codigo 1h57 del PDB), que posee un 36% de homologia con la RPTP. En primer
lugar, se hace un busqueda del parametro de rotacion, siendo mejorado el modelo de busqueda con el
programa CHAINSAW (Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). La busqueda de la rotacion

se llevd a cabo dentro de un rango de resolucion comprendido entre 102,04 y 2,15 A, busqueda que genera
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un primer resultado cuyo valor es de 12,890 (muy diferente al segundo de 2,920). La mejor solucion, tras la
funcion de translacion y obtenida dentro del mismo rango de resolucion, tiene un valor del marcador de

0,677 y un valor para el factor R de 49,7%.

El resultado obtenido mediante la técnica de reemplazo molecular se sometié a un conjunto de ciclos
iterativos que refinan la posicion y los factores B del modelo construido, alternando con un modelo de
verificacion, utilizando los programas COOT (Emsley, 2004) y PHENIX (Adams, 2002), los cuales trabajan
con conjuntos de datos que incluyen todas los posibilidades en ese rango de resolucion (entre 102,06 y
1,85 A). Las moléculas de agua y las cadenas de azicares se adicionan posteriormente con una
herramienta de Coot. Durante la inspeccién de los diferentes mapas de Fourier refinados, se observa la
presencia de zonas de densidad electronica no proteicas muy potentes que han sido identificadas con la

molécula de MES y posteriormente se refinaron.

El refinamiento y la reconstruccion del modelo redujeron los valores de los pardmetros Ry Rire @ 18,73
y 20,47%, respectivamente.

Tabla XLII. Estadistica del proceso de refinamiento del conjunto de datos obtenidos por difraccion de Rayos X sobre
cristales de la RPTP. (2): desviacion cuadratica media de los valores ideales, (): datos referidos al diagrama de Ramachandran.

Estadistica del refinamiento RPTP
Factor R (%) 17,65
Factor Rire (%) 18,70
RMSCe longitudes de enlace (A) 0,004
RMSCa longitudes de enlace (°) 0,946
B medio (A?) 39,6
N° de aminoacidos 304
N° de moléculas de agua 586
N° de moléculas de MES 1
N° de moléculas de perdxido de hidrégeno 1
N° de glicanos N-unidos heterogéneos 9
N° de iones calcio 2
N° de iones sulfato 8
N° de moléculas de etilenglicol 16
Regién mas favorecida® (%) 90,1
Regién permitida adicional® (%) 9,9
Region normalmente permitida® (%) 0
Region no permitida® (%) 0
Factor G 0,3

La estructura cristalografica de la RPTP ha sido resuelta con una resolucion de 1,85 A y valores finales
para los factores R y Rine de 17,65 y 18,70%, respectivamente. La estereoquimica del modelo atdmico se
ajusta bien al modelo ideal y presenta unos coeficientes de desviacion cuadraticos medios para las

distancias y angulos de enlace bastante correctos (Tabla XLII). EI modelo final indica que la RPTP es una
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glicoproteina monomérica, compuesta por una cadena polipeptidica. Posee una masa molecular de 44,6 kDa
y tiene 304 residuos, ademas de un grupo hemo, dos iones calcio (CaZ*), ocho iones sulfato (SOs%), una
molécula de perdxido de hidrogeno (H20), una molécula de acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico (MES),
16 moléculas de etilenglicol y 586 moléculas de agua. La unidad asimétrica también contiene nueve N-
glicanos que estan formados por 15 moléculas de N-acetil-D-glucosamina (GlcNac), 5 de a-L-fucosas (Fuc),

ocho moléculas de manosa (Man) y una xilosa (Xyl) (Fig. 68).

5.9.4. DESCRIPCION DE LA ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DE LA RPTP
5.9.4.1. Estructura global

La estructura tridimensional de la RPTP es muy similar a la de otras peroxidasas de clase Ill: PNP
(Schuller et al., 1996), cHRP (Gajhede et al., 1997) y SBP (Henriksen et al., 2001). Todas ellas son proteinas
con un alto contenido de hélices a, con un grupo hemo que se encuentra entre los dominios distal (superior)
y proximal (inferior), y dos iones calcio, cada uno de ellos localizado en un dominio. La RPTP tiene
13 a-hélices: 17-28 (A), 30-45 (B), 77-90 (C), 102-112 (D), 131-137 (D"), 145-155 (E), 159-170 (F),176-183
(F"), 198-204 (F), 237-240 (G), 246-252 (H), 259-266 (I) y 268-284 (J) (Fig.68). Ademas, posee dos hélices

rr

adicionales muy cortas entre las hélices By C: 52-54 (B") y 64-66 (B™").

Como otras peroxidasas de clase lll, en su estructura aparecen dos pequefias laminas { antiparalelas,
B1 (173-175) y B2 (219-221), flanqueadas por las hélices F y G, que contienen las hélices F"y F”". Uno de
los puentes disulfuro (Cys176-Cys208) une las hélices F"y F"" y estabiliza la hoja f.

En la estructura de la RPTP, como en otras peroxidasas de clase lll, aparecen cuatro puentes disulfuro
entre parejas de cisteinas altamente conservadas (11-91, 44-49, 97-299 y 176-208) que mantienen la rigidez
estructural. El extremo N-terminal se encuentra unido a la parte posterior de la hélice A por el puente
disulfuro 11-91. El extremo C-terminal esta unido al inicio de la hélice D por el puente disulfuro 97-299
(Fig. 68). El puente disulfuro Cys44-Cys49 une el final de la hélice B con el giro BC en la RPTP y en otras
peroxidasas de clase IIl. Sin embargo, ninguna de las peroxidasas pertenecientes a las clase | y Il poseen

una unién disulfuro equivalente.

La peroxidasa de palma es una proteina obtenida de las hojas de la palmera Roystonea regia y por ello
estad altamente glicosilada, lo que es comun en las peroxidasas de plantas en estado nativo. Su estructura
tridimensional presenta nueve sitios de N-glicosilacion que se encuentran hacia en exterior proteico en giros
0 zonas de union (Fig. 68). Otras peroxidasas de clase Il también estan glicosiladas, la cHRP posee siete

glicanos, la SBP cinco y la PNP tres. Las peroxidasas de clase Il estan glicosiladas, pero en menor medida,
212

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Resultados

y las de clase | no presentan glicosilacién. Este factor aumenta la solubilidad proteica y protege a la RPTP de

la proteolisis.

C-term

Figura 68. Estructura tridimensional de la RPTP determinada por cristalografia de
Rayos X. La representacion en cinta ensefia las hélices conservadas (A-J) y los nueve
residuos N que contienen glicanos. El grupo hemo, de color azul ocupa la posicion central
entre los dominios distal y proximal de la proteina; hay una molécula de perdxido de
hidrégeno (PEO), de color rosa, situada sobre el plano hémico. Los dos iones calcio se
representan como esferas de color verde y los cuatro puentes disulfuro se muestran en
amarillo. La figura ha sido realizada con el programa PYMOL (DeLano, 2002).

La RPTP tiene una homologia del 36% en su secuencia de amino&cidos con la cHRP (cddigo
1atj-PDB). Cuando se superponen sus estructuras tridimensionales, se pueden observar las zonas
homdlogas y las zonas con claras diferencias topoldgicas (Fig. 69). La comparacion de 259 atomos de
carbono (Ca) da lugar a un coeficiente de desviacion cuadratico medio de 1,07 A. Las regiones de mayor
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variabilidad se encuentran en segmentos peptidicos entre las hélices F y H. Hay una clara diferencia entres
estas dos peroxidasas, la RPTP es anidnica y la cHRP es catidnica, y, por tanto, seran sus cadenas laterales

las que generaran esa diferencia topoldgica que influira en su distinta estabilidad y actividad enzimatica.

HRP-C RPTP

Figura 69. Superposicion de las cadenas de carbonos a de la RPTP (linea negra) y de la
cHRP (linea gris). Las regiones que presentan variabilidad se marcan con asteriscos.

5.9.4.2. El centro activo

En el centro activo de las peroxidasas de clase Ill hay residuos altamente conservados que se
encuentran en los dominios distal y proximal y en la cavidad del grupo hemo. El centro activo de la RPTP es
similar al de las peroxidasas cHRP y SBP. Todos ellos contienen el atomo de hierro centrado en el plano
hémico (Fig. 70).

En la cavidad distal de la RPTP existe una molécula de perdxido de hidrogeno que, mediante uno de
sus atomos de oxigeno (O1), se enlaza covalentemente al hierro hémico (2,08 A). En el mapa de densidad
electronica de la RPTP, la longitud del enlace 0-O de la molécula de peréxido de hidrégeno (1,44 A) indica
que los atomos estan unidos mediante un enlace sencillo, lo que contribuye a pensar que la estructura
cristalina de la RPTP no se corresponde a la proteina nativa (estado de reposo). En este estado nativo, la
enzima contiene Fe'l débilmente enlazado con una molécula de agua, la cual es sustituida por una molécula

de peroxido de hidrégeno cuando se forma el estado del complejo hidroperdxido, estado de transicion
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intermedio que se forma antes de la formacion del compuesto | (Col), de acuerdo con el mecanismo de
Poulos y Kraut (1980). Con su segundo atomo de oxigeno (02), forma enlaces de hidrégeno con el atomo
Ne2 del residuo His42 (2,31 A), con el atomo Ne del residuo Arg38 (2,73 A) y con una molécula de agua
(Wat1) (2,47 A), que a su vez esta unida mediante un enlace de hidrégeno a otra molécula de agua (Wat2)
(2,83 A) y al grupo —NH del residuo Arg38 (2,82 A). Estas dos moléculas de agua, altamente conservadas
en la cavidad distal del grupo hemo de las peroxidasas de clase Ill, son muy importantes en los procesos de

catalisis acido-base.

proximal

Figura 70. Estructura del centro activo de la peroxidasa de palma real (RPTP). Se
observa el mapa de densidad electrénica 1,50 2Fo-Fc en la cavidad del centro activo de la
RPTP. El grupo hemo (gris) tiene un atomo de hierro (rojo). La molécula de perdxido de
hidrégeno (rosa) esta unida covalentemente al &tomo de hierro que también esté conectado a
la His169 proximal. Sobre el plano hémico hay cuatro residuos invariantes, Arg38, Phe41,
His42 y Asn70, y dos moléculas de agua (W1 y W2) que participan en la catélisis de
peroxidos. En el plano proximal, existe otra molécula de agua (W3) conservada. Los enlaces
de hidroégeno se representan con trazo discontinuo. Las distancias entre los residuos se
conocen.

Los amino&cidos mas importantes en el lado distal del plano hémico son Arg38, Phe41, His42 y Asn70,
todos ellos conservados, tanto en peroxidasas aniénicas (RPTP y SBP) como en cationicas (cHRP y PNP)

(Welinder, 1992). La voluminosa cadena lateral del residuo fenilalanina dificulta el acceso de atomos al hierro
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hémico y, por ello, el grupo hemo tiene una arquitectura muy compacta, otra de las caracteristicas de las

peroxidasas de clase Il

Los residuos Arg38 e His42 son muy importantes en los procesos de catélisis acido-base ya que son
los que intervienen en la ruptura del enlace O-O de la molécula de peroxido de hidrogeno. De acuerdo con el
mecanismo catalitico propuesto por Poulos y Kraut (1980), el atomo Ne2 del residuo His42 actia como un
aceptor de protones, provocando el enlace de la molécula de perdxido a la sexta posicidn de coordinacion
del hierro hémico. El grupo —NH. de la Arg38 estabiliza la carga con ayuda de una molécula de agua

cercana, durante la formacion del complejo entre la enzima y el peroxido de hidrogeno.

En la estructura tridimensional de la RPTP, la His42 distal se encuentra a 5,68 A del atomo de hierro
hémico e interacciona con el perdxido de hidrégeno y con el residuo Asn70. Sin embargo, los residuos
Arg38, Asn70 y una molécula de agua (Wat3) estan en la hendidura del grupo hemo, como ocurre en
muchas peroxidasas. El residuo His tiene caracter basico, marcado por la formacion de un enlace de
hidrogeno entre en atomo N&1 de su cadena lateral y el atomo Od1 de la cadena lateral de la Asn70
(2,57 A). Este enlace de hidrégeno es un tipo de interaccion conservada en las peroxidasas de plantas y de
hongos. Cuando se reemplaza el residuo Asn70 por Val o Asp en cHRP se produce una reduccion en la
velocidad de formacion del Col.

En el lado proximal (inferior) del plano hémico, los residuos His169 y Asp248 estan altamente
conservados y son muy importantes en la estabilizaciéon de los diferentes estados de oxidacién del hierro
hémico. En la estructura de la RPTP, el residuo His169 estd unido covalentemente al atomo de hierro
hémico (2,17 A) a través del atomo Ne2 de su cadena lateral y esta también unido, mediante un enlace de
hidrégeno, al grupo carboxilato del Asp248 a través de su atomo N&1 (2,90 A). El enlace de hidrégeno His-
Asp, de caréacter fuerte, es un rasgo caracteristico de las peroxidasas de plantas y es el responsable del
caracter imidazolico del ligando de histidina proximal. Ya que en el modo de interaccion con el residuo
Asp248, la orientacion paralela del plano imidazolico en el eje del grupo hemo N-Fe-N aumenta la densidad
electronica alrededor del atomo de Fe, esto fortalece la interaccion entre la His169 y el hierro hémico.

El residuo His proximal de la RPTP esta indirectamente acoplado al sitio que ocupa el calcio proximal,
a través de la cadena lateral del residuo adyacente Ser170, que es un ligando del calcio. Hay otra molécula
de agua (Wat3) conservada que estd unida mediante enlaces de hidrogeno al atomo de 032 de la cadena
lateral del Asp248 (2,86 A) y al atomo de oxigeno del esqueleto del residuo Leu222 (2,72 A). Este residuo,

Leu222, es paralelo a la His169. Las peroxidasas anidnicas de plantas RPTP y SBP tienen un residuo de
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Leu. Sin embargo, en su lugar, en las peroxidasas catidnicas de clase Il (PNP y cHRP) y clase Il (LIP y
MnP), hay un residuo aromatico (Schuller et al., 1996). La Phe221 de la cHRP y la Phe190 de la MnP son
estructuralmente equivalentes a la Leu222 de la RPTP, interaccionando ésta hidrofébicamente con la His
proximal. La mutégenesis dirigida de la Phe221 por Met en cHRP causa la pérdida de las interacciones
hidrofébicas con el residuo de His proximal, lo cual influye en la red de enlaces de hidrégeno del grupo hemo
(Howes et al., 2001b).

5.9.4.3. El canal de acceso del sustrato

Las peroxidasas de plantas utilizan el peroxido de hidrégeno para catalizar la oxidacion de una amplia
variedad de compuestos organicos e inorganicos (Gajhede, 2001). No obstante, la especificidad al sustrato
puede estar condicionada por los residuos presentes en la canal de acceso, que conecta la cavidad distal
con la superficie del peroxido. La molécula de perdxido de hidrégeno difunde desde la superficie proteica al
hueco hémico distal y, posteriormente, el sustrato se enlaza a las cadenas laterales de aminoacidos
hidrofobicos que recubren el canal de acceso. A pesar de que hay residuos altamente conservados en las
peroxidasas de clase Ill en las cavidades distal y proximal, los residuos de naturaleza hidrofobica Phe68,
Gly69, Pro139, Ala140, Pro141, Phe142 y Phe179 (numeracién de la ¢HRP) varian su posicion a lo largo de
la secuencia y se sitian normalmente en los extremos del grupo hemo (Fig. 71). En el caso del complejo
formado entre la cHRP y el acido benzohidroxamico (cHRP-ABH), los residuos Phe68 y Phe179 se
encuentran situados de manera que mantienen la molécula de sustrato bloqueada dentro del centro activo y
cerca del grupo hemo. Si el sustrato ABH se sustituye por acido ferulico (AF), el residuo Phe68 gira hacia el
exterior proteico y, sin embargo, la Phe179 mantiene la misma orientacion (Henriksen et al., 1998; 1999). Se
observa que el residuo Phe68 de la cHRP se corresponde con residuos alifaticos como la 1le68 en la RPTP
y la Leu68 en la SBP. También, el residuo Phe179 de la cHRP se corresponde con los residuos Ser178 en la
RPTP y Thr178 en la SBP. La estructura cristalina de la cHRP indica que el residuo Phe179 dificulta la
formacion del complejo estable 1:1 entre la enzima y los sustratos aromaticos, ya que esta posicionado cerca
del extremo hémico y estéricamente obstaculiza el paso del sustrato por el canal de acceso. En la mayoria
de las peroxidasas de clase Ill, como RPTP y SBP, el residuo Phe179 (cHRP) esta desplazado una posicién
en la secuencia para que su cadena lateral se encuentre fuera del canal de acceso del sustrato al centro

activo.

En el sitio de enlace a la molécula de peroxido en la cavidad distal de la RPTP, el 4tomo de hierro se
encuentra a una distancia de 4,95 A de la molécula de agua (Wat1), distancia muy superior a la que aparece
en otras peroxidasas de clase Ill: cHRP (3,2 A), PNP (3,1 A) y SBP (4,0 A). Ello puede influir en la presencia
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de una molécula de peroxido de hidrogeno en el hueco distal y, también, en la existencia de una molécula
cargada positivamente de MES en el sitio exterior de enlace del sustrato. La molécula de agua (Wat1) esta
desplazada en la cavidad distal de SBP, PNP y ¢HRP y ocupa la posicién del atomo de oxigeno de la

molécula de peroxido de hidrégeno encontrada en la estructura tridimensional de RPTP.

Figura 71. Superposicion de los centros activos de la RPTP (azul), del complejo
cHRP:AF (amarillo) y del SBP:TRIS (verde). El grupo hemo (gris) y la molécula de perdxido
de hidrégeno PEO (rosa) pertenecen a la estructura de la RPTP. También, la numeracién de
los residuos de los dominios distal y proximal corresponde a la RPTP. La molécula de MES
estd contorneada por el mapa de densidad electronica 1,50 2Fo-Fc y esta situada cerca de
un sitio secundario de union a sustratos que, también, ha sido descrito para los complejos
cHRP:AF y SBP:TRIS. Los residuos conservados en las tres estructuras se marcan en
negrita, los que no estan conservados para la cHRP y SBP estan sombreados de color
amarillo y verde, respectivamente.

En la RPTP, la molécula de agua (Wat1) esta unida mediante enlace de hidrégeno a otra molécula de
agua (Wat2) (2,83 A). Esta molécula de agua, a su vez, esta unida mediante enlace de hidrégeno al atomo
de oxigeno del residuo Pro139 (2,83 A). El residuo Pro139 y las dos moléculas de agua estan altamente
conservados, perteneciendo el residuo al motivo estructural P-X-P que ocupa en la secuencia de la cHRP la
posicion 139-141. Este motivo se relaciona con el sitio de enlace del sustrato en las peroxidasas de plantas.
Aunque la Pro139 esta altamente conservada y es importante en la oxidacion de los sustratos, no ocurre lo
mismo con la Pro141. El residuo “X” en las peroxidasas cHRP y SBP es una Ala140 (no polar), componente
importante del sitio de enlace. En la RPTP, se sustituye por una Ser140 (polar). El atomo de oxigeno de la

cadena lateral de la Ser140 se une mediante enlace de hidrégeno a la molécula de agua (Watd) (2,56 A),
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la cual, a su vez, mediante la misma interaccion, se une a un atomo de oxigeno de la molécula de MES
(2,92 A). El atomo N4 de la molécula de MES se une a otra molécula de agua Wat5 (3,08 A). Ademas, la
molécula de MES se encuentra atrapada mediante interacciones de largo alcance que aparecen entre su
atomo de oxigeno sulfirico y los atomos de nitrégeno de la Arg214: un N de su esqueleto (2,92 A) y un

nitrégeno del grupo -NHz de su cadena lateral (3,36 A).

Al igual que la estructura de RPTP muestra una molécula de MES, la SBP presenta en su estructura
una molécula de TRIS (codigo 1fhf, PDB) (Henriksen et al., 2001). Las moléculas de tamp6n se encuentran
normalmente en sitios secundarios de union de sustratos y sugieren que estas sustancias son potenciales

inhibidores de la actividad enzimatica de estas enzimas (Henriksen et al., 2001).

5.9.4.4. El entorno del grupo hemo

El grupo hemo es limitante en la catalisis de las peroxidasas, influyendo su correcta orientacién con
respecto a los residuos cataliticos vecinos sobre la reactividad con el perdxido de hidrégeno y la formaciéon
del Col. La correcta orientacion del grupo hemo se debe a las interacciones entre los grupos hémicos
propionatos y los residuos vecinos y, también, a los enlaces de coordinacion entre el atomo de hierro y el

residuo His169 proximal.

En la estructura de la RPTP, los residuos distales Arg75, Val173, His175 y Ser178 estan unidos
mediante enlaces de hidrogeno a los atomos de oxigeno de las cadenas laterales de los propionatos
hémicos. El residuo mejor orientado con respecto al propionato hémico es la Arg75, el cual interacciona a
través de sus atomos de nitrégeno Ne y —NH> con los grupos carboxilato. Por otro lado, existen interacciones
de largo alcance entre el residuo catalitico distal Arg38 y el atomo de oxigeno 081 de la cadena lateral del

propionilo a través de una molécula de agua (Wat6) (Fig. 72).

En todas las peroxidasas de plantas estructuralmente caracterizadas, s6lo aparece una interaccion
propionilo hémico-proteina distinta. En la ¢HRP, un residuo Q176 se une mediante enlace de hidrogeno a un
propionilo hémico, que, a su vez, esta enlazado con la cadena lateral de la Ser73 y esta situado cerca de la
entrada del canal de acceso al sustrato. En la estructura de la RPTP, el mismo propionato no se une a una
glutamina sino que se une mediante enlaces de hidrégeno a dos residuos, His175 y Ser178
(estructuralmente equivalente a la Phe179, este Ultimo), y a una séptima molécula de agua (Wat7), que esta
conservada en ambas peroxidasas (RPTP y cHRP). Es interesante indicar que los propionatos hémicos en

RPTP y SBP se encuentran girados, en cambio en las peroxidasas cHRP y PNP estan orientados de manera
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paralela entre si. Estas diferentes interacciones hacen que en las peroxidasas de clase Il puedan influir en

la estabilidad y propiedades cataliticas de estas enzimas.

Dos a-hélices antiparalelas (B y F) de dos dominios (distal y proximal) forman una cavidad hidrofébica
en la que se encuentra el grupo hemo. Este grupo aromatico esta formado por los residuos Phe41, Phe45,
Phe143 y Phe152 (distales) y Phe275 (proximal). El acceso al hierro hémico esta impedido estéricamente
por la existencia del residuo aromatico Phe41 que interacciona mediante un solapamiento n con el grupo
porfirina (3,5 / 4,0 A), limitando la actividad peroxigenasa de la enzima (Colas et al., 2004). Mutaciones del
residuo Phe41 en la ¢cHRP indican que la hidrofobicidad del centro activo es un factor muy importante para la
catélisis enzimatica. Ademas, en la actividad catalitica influye la correcta orientacién del grupo hemo con
respecto de los residuos distales His42 y Arg38, dependiendo su localizacidn de las interacciones entre los
propionatos hémicos y las cadenas laterales de los residuos vecinos cargados positivamente. Por ello, los
propionatos hémicos estan directamente implicados en la estabilidad del centro activo y, por lo tanto, en la

formacion de los intermediarios cataliticos.

Figura 72. Entorno del grupo hemo de la RPTP. En él, aparecen algunos residuos
aromaticos altamente conservados que forman el bloque hidrofébico. Las interacciones entre
los gupos propionilos hémicos y el esqueleto proteico estan marcadas con lineas de trazo
discontinuo. El a&tomo de hierro y las moléculas de agua estan representados por esferas de
color rojo y azul, respectivamente
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5.9.4.5. El entorno de los atomos de calcio

La RPRP, al igual que otras peroxidasas de clase lll (¢cHRP, PNP, SBP y BP1) y clase Il, también,
posee dos atomos de calcio, cada uno de ellos a un lado del hierro hémico, uno en la cavidad distal y otro en
la proximal. La estructura tridimensional de la RPTP indica que la distancia entre el atomo de calcio distal y
el atomo de hierro es de 15,6 A, mientras que el atomo de calcio proximal se encuentra a 13,4 A. La
distancia entre los dos atomos de calcio es de 26,7 A (Fig. 73). Los dos atomos de calcio estan
heptacoordinados, con una distancia de coordinacion media de 2,4 A, a diferentes atomos de oxigeno que
pertenecen a grupos carbonilo y cadenas laterales de los residuos Asp, Gly, Ser, Val y Thry, también, a

moléculas de agua estructural (Wat8).

distal

Figura 73. Conexion de los iones calcio a través de una red de enlaces de hidrégeno en
la RPTP. Sitio de unién del calcio distal (A) y proximal (B). Los ligandos se muestran
mediante representaciones de lineas. Los atomos de calcio son esferas verdes y las
moléculas de agua esferas azules. Hay una red de enlaces de hidrégeno que une los iones
calcio distal y proximal de la RPTP, éstos se muestran con lineas de trazo discontinuo.

Todos los residuos que rodean al calcio distal estdn conservados en las peroxidasas de plantas de
clase Il (His42, Asp43, Cysd4, Vald6, Gly48, Cys49, Asp50, Ser52 y Glub4), estando, también, una molécula
de agua (Wat8) que hace de mediador entre el ion calcio y el residuo catalitico His42. El idn calcio

interacciona con el atomo de oxigeno del esqueleto de los residuos Asp43, Vald6 y Gly48 y con atomos de
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oxigeno de las cadenas laterales de los residuos Asp43, Asp50 y Ser52. Adicionalmente, existe una
conexién entre el calcio distal y el centro activo de la RPTP mediante el residuo Glu64. EI atomo de oxigeno
del esqueleto del Glu4 forma un enlace de hidrégeno con el N52 de la cadena lateral de la Asn70 (2,96 A)
que interacciona con la His42. Ademas, el atomo de oxigeno Oct1 del Glu64 interacciona con el ion calcio a
través de dos moléculas de agua estructural, Wat8 (2,52 A) y Wat9 (2,82 A), esta ultima unida mediante
enlace de hidrogeno al residuo Asn70. Por ello, la presencia del calcio distal estabiliza la red de enlaces de

hidrégeno y reduce la movilidad del residuo catalitico His42.

Alrededor del atomo de calcio proximal, también aparecen residuos conservados en las peroxidasas de
plantas de clase I, Ser170, Asp213, Asp223, Thr226 y Val229, residuos que poseen los sitios de enlace del
i6n metalico. Hay una conexion conservada entre el ion calcio y el residuo His169, a través de la cadena
lateral del residuo adyacente Ser170. El atomo de oxigeno del esqueleto de la Ser170 es, también, un
ligando del calcio. Ademas, los atomos de oxigeno (cadena lateral y cadena principal) del residuo Thr226
estan conectados al calcio proximal. Los atomos de oxigeno de las cadenas laterales de los residuos
Asp223 y Asp231 y el dtomo de oxigeno del esqueleto de la Val229 contribuyen a la formacion de la cavidad

en la que se encuentra en ién metalico.

Los iones calcio (distal y proximal) estan situados al final de las a hélices B y F, respectivamente.
Ademas, los residuos que siguen a la His42 (distal) y la His169 (proximal) son ligandos del calcio.

La estructura tridimensional de la RPTP, al igual que la de otras peroxidasas de clases Il y llI, tiene una
extensa red de enlaces de hidrégeno altamente conservada, que une los residuos de ambas cavidades
(distal y proximal) del plano hémico y cuya extensién alcanza, también, a los iones calcio. Esta red actua
como un conducto del flujo de electrones entre ambas regiones. También, se ha observado, mediante datos
cristalograficos, por métodos espectroscopicos y de mutagénesis dirigida para la cHRP y otras enzimas
(Dunford, 2001; Veitch, 2004).

Aunque la funcion de los iones calcio en las peroxidasas no ha sido determinada todavia, se sabe que
influyen en la actividad proteica y en la configuracion estructural del grupo de las peroxidasas de clases Il y
[l (Ogawa et al., 1979). Ademas, la eliminacién de los atomos de calcio causa una reorientacién de los
residuos del hueco hémico, desplazando el residuo His, importante en el proceso de catélisis, por lo que se
reduce su funcionalidad. La pérdida de la actividad enzimatica no sélo ocurre con la eliminacién del grupo
hemo, sino también lo hace al eliminar de la estructura proteica los iones calcio o los glicanos
(van Hyustee et al., 2004).
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5.9.4.6. La estructura de los carbohidratos

Los analisis MALDI-TOF-MS revelan que la RPTP tiene un contenido de carbohidratos en su estructura
nativa del 24,3%. Este dato se obtiene de la diferencia de masas (10,8 kDa) entre los valores de la masa
molecular de la RPTP experimental (44596 kDa) y la calculada (33768 kDa). Como la mayoria de las
peroxidasas de clase Ill, la RPTP nativa tiene un elevado porcentaje de glicosilacion en su estructura
tridimensional. Todos los sitios de N-glicosilacién se encuentran en la superficie de giros 0 zonas de unién de
hélices, con los glicanos orientados hacia el exterior proteico en contacto con el disolvente. La secuencia de
aminoacidos revela la existencia de 12 Asn que pueden estar glicosiladas, pero no todas estan igualmente
pobladas, como indican los anélisis de MALDI-TOF-MS y confirman los estudios tridimensionales de la RPTP
(Fig. 74).

El mapa de densidad electronica revela claramente nueve sitios de unidén a glicanos, que se
encuentran en los residuos Asn8, Asn28, Asn114, Asn144, Asn154, Asn211, Asn256, Asn267 y Asn298
(Fig. 74A). Los analisis MALDI-TOF-MS (Tabla XXXVIII) indican que los residuos Asn de las posiciones 8,
28, 144, 187 y 298 estan glicosilados y los de las posiciones 71, 114 y 154 se caracterizaron como residuos
no glicosilados en algunos péptidos tripticos (Tabla XXXVI). La diferencia existente entre los perfiles de
glicosilacion obtenidos de los mapas de densidad electrénica y de los analisis experimentales
MALDI-TOF-MS indicaria que la RPTP tiene diferentes glicoformas. Las glicoproteinas existen como
mezclas complejas de sus diferentes variantes glicosiladas, debido a los diferentes pasos de glicosilacion

que ocurren en el interior celular (Bohne-Lang et al., 2002).

Las cadenas de glicanos unidas a la RPTP contienen diferentes azucares: N-acetil-D-glucosamina
(GlcNAc), manosa (Man), fucosa (Fuc) y xilosa (Xyl). Existen tres secuencias de glicanos, previamente
determinadas mediante analisis CID-MS/MS (Tabla XXXVIIl), que son: Man-[Xyl]Man-Man-GIcNAc-
[Fuc]GlcNAc, GlcNAc-Man-[Man]Man-GIcNAc[Fuc]GIcNAc y [Man]Man-GIcNAc-[Fuc]GIcNAc. Debido a la
flexibilidad inherente de los oligosacaridos, los mapas de densidad electronica impiden una asignacion
completa del orden espacial de las cadenas de carbohidratos. El glicano que mejor fue caracterizado
mediante la estructura de Rayos X fue Man-[Xyl]Man-Man-GIlcNAc-[Fuc]GlcNAc, estando unido a la Asn8. La
densidad electrénica 10 2F,-F confirma puntos de ramificacion 1-3 y 1-4 en la primera molécula de GlcNac y
claramente muestra que la primera molécula de manosa se encuentra unida a una segunda molécula de

GlcNAc, dos moléculas de Man y una de Xyl (Fig. 74B).
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N211

Figura 74. Representacion esquematica de las nueve cadenas de glicanos N-unidas de
la RPTP. (A) Estructura cristalina de la RPTP que muestra las cadenas de carbohidratos
unidas a los residuos de Asn. Estan distribuidos uniformemente y hacia el exterior de la
superficie proteica. (B) Representacion detallada de la superficie proteica alrededor del
residuo Asn8. El mapa de densidad electrénica 1,00 (2Fo-Fc) muestra el oligosacérido unido a
la Asn8: Man-[Xyl]Man-Man-GIcNAc-[Fuc]GIcNAc.

Los andlisis de la estructura cristalina de la RPTP indican que los residuos Asn28 y Asn298 contienen
los oligosacaridos [Man]Man-GlcNAc-[Fuc]GIcNAc y  GIcNAc-Man-[Man]Man-GIcNAc[Fuc]GIcNAc,
respectivamente. Se esperaba que los residuos Asn8, Asn28 y Asn298 contuvieran glicanos de gran tamafio

de acuerdo al tamafio de los glicopéptidos tripticos T41 y T9 (Tabla XXXVIII). Sin embargo, los residuos
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Asn28 y Asn298 tienen glicanos pequefios que contienen, al menos, cinco carbohidratos. El mapa de
densidad electrénica revela que en los residuos Asn144 y Asn211 se encuentra covalentemente unido el
trisacarido GIcNAc-[Fuc]GIcNAc, mientras que en los residuos Asn114, Asn154 y Asn267 sélo hay unido un
monosacarido, GlcNac. Los seis residuos Asn que se encuentran dentro de la secuencia consenso NXS/T

son sitios potenciales de N-glicosilacion.

Son muy pocas las estructuras de Rayos X que muestran sus glicanos en los mapas de densidad
electronica de la glicoproteina. La flexibilidad inherente y la heterogeneidad de las cadenas de
oligosacéridos dificultan el crecimiento cristalino e impiden el conocimiento de su completa ordenacion
espacial. Es mas frecuente cristalizar y resolver estructuras de Rayos X de enzimas recombinantes, cuya
falta de glicosilacion influye en la estabilidad y conformacién proteica. La glicosilacion es una modificacién
post-translacional relacionada con el reconocimiento celular y que estd implicada directamente en la
estabilidad y plegamiento proteico. Los glicanos hidrofilicos alteran las propiedades estructurales de las
proteinas, aumentan su solubilidad en solventes acuosos y las protegen de la proteolisis. A veces, las
diferentes configuraciones de los glicanos N-unidos proporcionan funciones especificas: mantenimiento de la
produccion proteica en el reticulo endoplasmatico (RE), transporte intracelular y transporte de la proteina

madura al espacio extracelular.

5.10. ANALISIS DE ACOPLAMIENTO ESTADISTICO

Aunque la superfamilia de peroxidasas de plantas, en funcién de su origen bioldgico y su secuencia
primaria, esta dividida en tres clases (I, I y Ill), todas ellas tienen elementos estructurales y plegamientos
similares, tales como el grupo hemo y algunos residuos importantes del centro catalitico (His proximal y

Arg e His distales).

Para analizar las caracteristicas descriptivas de cada una de las clases de la superfamilia de
peroxidasas de plantas, se aplicara un andlisis de acoplamiento estadistico (SCA) al amplio grupo de
peroxidasas no animales. Usando las secuencias de 393 proteinas, en primer lugar se evaluara la energia
de conservacion de cada sitio (AGestad), midiendo la discrepancia que presenta cada aminoacido entre la

frecuencia de encontrarlo en cada posicion de la secuencia y la de encontrarlo en la naturaleza.

Dieciséis residuos tienen valores de AGestd elevados (Tabla XLIII) y corresponden al nucleo
conservado de las tres clases de peroxidasas de plantas. Este nicleo se muestra en la estructura cristalina

de la RPTP (Fig. 75), en la que los colores utilizados vienen definidos por la métrica SCA para AGestad, Los
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residuos mas conservados, His169 e His42, presentan valores de AGestad muy altos, confirmando que son
residuos muy importantes dentro del centro catalitico de la enzima (Newmyer et al., 1996; Erman et al.,
1993).

Tabla XLIIl. Parametros estadisticos, AGestad, para los 16 aminoacidos mas conservados en la superfamilia de
peroxidasas de plantas.

Ranking AA Posicion AGestd  AGestadnomaizada  Descripcion funcional en la RPTP
His 169 1470,94 100 Residuo catalitico proximal

His 42 1420,25 96,55 Residuo catalitico distal

Phe 152 1162,04 78,99 Hidrofobicidad del plano hémico

Lys 84 1155,45 78,55 Puente salino con Glu88

Arg 123 1091,28 74,19 Puente salino con Asp99

Arg 38 1079,96 73,42 Residuo catalitico distal

Ser 96 1050,74 71,43 Interaccion con Arg123

His 175 1014,35 68,96 Interaccion con un propionato hémico
Asp 99 1010,43 68,69 Puente salino con Arg123

10 Asp 125 1010,41 68,69 Interaccion con Cys97

11 Asp 248 1002,66 68,16 Residuo catalitico proximal

12 Gly 172 926,39 62,98 Curvatura de su propio polipéptido
13 Gly 122 926,38 62,97 Curvatura de su propio polipéptido
14 Leu 165 921,95 62,68 Hidrofobicidad del plano hémico

15 Ser 170 845,98 57,51 Coordinacion y enlace con el calcio
16 Gly 167 819,91 55,74 Curvatura correcta del polipéptido

O oo ~NOOTL B WN -

El tercer residuo mas conservado es la Phe152, que se encuentra cerca del anillo porfirina e intensifica
la hidrofobicidad alrededor de la porcién hémica. El caracter hidrofobico del centro activo es muy importante
para el enlace del sustrato y el progreso del proceso catalitico, como lo demuestran estudios
espectroscopicos con cHRP con un grupo prostético hémico modificado (Feng, et al., 2008). Ademas, el
residuo Arg38, altamente conservado, contribuye a mantener el ambiente hidrofébico alrededor del hueco
hémico para prevenir la entrada de moléculas de agua, como se observa en la simulacion de dinamica
molecular de la cHRP (Tatoli et al., 2009). El residuo Arg38, también, esta envuelto en la ruptura heterolitica
del enlace O-O y en el mantenimiento de la distancia y orientacién adecuada entre el residuo catalitico His42
y el grupo hemo-H202 en cHRP (Tatoli et al., 2009).

Otros residuos que tienen altos valores de la energia de conservacion son Lys84 y Arg123, los cuales
forman puentes salinos con los residuos Glu88 y Asp99, respectivamente. Aunque el Glu88 solo se conserva
en el 40,3% en las peroxidasas de plantas, forma un puente salino con un residuo altamente conservado
como es la Lys84 (98,2%) cerca del extremo de la hélice C en RPTP. Por otro lado, el puente salino
Arg123/Asp99 (Veitch et al., 2004) esta oculto en todas las peroxidasas de plantas, fijando el bucle CD a lo
largo del bucle DE en el lado distal del plano hémico. Ademas, el oxigeno del esqueleto de la Arg123

interacciona con el grupo hidroxilo de la cadena lateral del residuo Ser96, adyacente a la Cys97 en RPTP.
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Otro residuo altamente conservado es el Asp125, que forma un enlace de hidrogeno con el dtomo de
nitrdgeno de la Cys97 (a través de su atomo 0d1) y de la Arg296 (a través de su atomo 062) en RPTP. Hay
que anotar que el atomo NH1 de la Arg296 se une mediante un enlace de hidrégeno al oxigeno del
esqueleto del residuo Cys299, que a su vez forma un enlace disulfuro con la Cys97 y conecta el bucle CD

con el C-terminal de la proteina RPTP.

Algunos residuos son importantes para el mantenimiento de las caracteristicas estructurales de la
cadena polipeptidica alrededor del grupo prostético, como es el caso de la His175 que se une mediante
enlace de hidrdégeno al propionato hémico y al Asp248, que interviene en la catalisis enzimatica mediante la
formacion de un enlace de hidrégeno fuerte con un residuo conservado al 100% (His169). Este, a su vez,
estd conectado con el sitio del calcio proximal mediante el residuo Ser170, que es un ligando del calcio en la
RPTP. Hay que afadir que algunas glicinas (122, 167 y 172) estan bastante conservadas en las peroxidasas
de plantas, debido a que intervienen en el correcto plegamiento de la cadena polipeptidica. Por otro lado, el
residuo hidrofébico conservado Leu165 estd cerca de otro residuo altamente conservado, Phe152,
contribuyendo ambos a fortalecer la hidrofobicidad del plano hémico, que es necesaria para una catalisis

enzimatica eficiente.

Fane » H175
Llﬁkh—% _ <R
Hlﬂ' AG172
vas:.m

Figura 75. Representacién en cinta de la peroxidasa de palma real, en la que se
muestran los 16 residuos mas conservados, de acuerdo al parametro AGestad (energia
de conservacion de sitio). Los que poseen un alto valor de esta energia, estan altamente
conservados (rojos), los que poseen una baja energia de conservacién, estan poco
conservados (azules).
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Se observa que los residuos altamente conservados, identificados mediante un analisis SCA de
AGestad, se encuentran todos ellos en los alrededores del grupo hemo a ambos lados, ello coincide con la

importancia estructural y funcional que tienen dentro de las peroxidasas.

Para examinar la co-evolucion de las parejas de residuos dentro de la superfamilia de peroxidasas de
plantas, se calculara el parametro AAGestad (energia de acoplamiento estadistico). Para ello, se introduce un
cambio en la distribucién de un residuo y se observa el impacto que genera esa perturbacion en el resto de
posiciones. Si la frecuencia de la distribucion de un aminoacido en una posicién cambia al introducir una
perturbacion, indica entonces, que esos dos aminoacidos estan acoplados, presentando un alto valor de la

energia de acoplamiento estadistico (AAGestad),

El anélisis de acoplamiento estadistico parte de una matriz inicial (244 filas x 263 columnas) de valores
de AAGestad para todos los pares de residuos posibles en la superfamilia de peroxidasas de plantas. La
matriz inicial se somete a una serie de agrupaciones iterativas, donde las filas y columnas con valores de
AAGestad similares se agrupan. Como resultado final, se obtiene una matriz de 28 posiciones de MSA (filas) y
127 perturbaciones (columnas) que revela pares de residuos altamente acoplados (zonas rojas y naranjas) y
otros grupos de residuos no acoplados (zonas azules) (Fig. 76). Ademas, es posible identificar siete
pequefios clusters, con perfiles de acoplamiento similares, (AAGestad > 500). Para identificar la relevancia
funcional de estos “clusters”, las parejas de aminoacidos correlacionadas estadisticamente se introdujeron

en la estructura tridimensional de la enzima RPTP.

El “cluster” 1 indica que las posiciones 91y 97 estan acopladas a 17 perturbaciones, las cuales estan
irregularmente distribuidas dentro de la estructura terciaria de la RPTP. Estos residuos estan distribuidos en
las hélices B (Asp43, Cys44), B" (Ser52, Leu54), B (Glu64), D (Arg106) y D" (Pro139) y en bucles de
conexién de algunas de ellas, BB™ (Gly48, Cys49, Asp50), CD (Cys91, Val95, Cys97) y EF (Leu157), en el
plano distal y en el plano proximal en la hélice F* (Cys176, Arg182) y en el bucle conector F'32 (Cys208).
Ademas, una fuerte correlacion (AAGestad > 550) entre 12 de los 17 aminoé&cidos, surge del “cluster” 1
(Fig. 77A). Las posiciones 91 y 97 muestran un cambio en la distribucion de sus aminoacidos en cualquiera
de esas doce perturbaciones, lo que causa un aumento del porcentaje de los residuos cisteina del 46,4 al
97-100%. Introduciendo esos 12 residuos dentro de la estructura de la RPTP, se observa que seis se
encuentran alrededor del sitio del calcio distal (Asp43, Cys44, Gly48, Cys49, Ser52 y Glu64) y estan
evolucionando como cuatro residuos cisteina que forman tres enlaces disulfuro en la RPTP (Cys91, Cys97,
Cys176 y Cys208).
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Figura 76. Matriz que representa los valores de AAGestad para la superfamilia de
peroxidasas de plantas después de un andlisis iterativo de agrupacion. Las filas
representan la posicion en el MSA y las columnas la perturbacion. Las posiciones que
muestran un modelo similar de acoplamiento y sitios perturbados se agrupan en pequefias
zonas indicadas por flechas. La escala de color varia linealmente acorde con la escala del
arco iris (azul oscuro, valores de AAGestd pequefios; rojo, valores de AAGestad grandes).

Una comparacion de los “clusters” 1, 2 y 3 indican que contienen un conjunto comun de residuos
acoplados (Fig. 76), sugiriendo que estos tres clusters forman una gran red de posiciones co-evolucionadas.
Es interesante citar que cuatro ligandos del calcio (Asp43, Gly48, Asp50 y Ser52) estan altamente
correlacionados con las posiciones 44, 49, 91, 97, 176 y 208, cuya distribuciéon de aminoacidos cambia en
respuesta a las perturbaciones de Asp43, Gly48, Asp50 y Ser52. Como resultado, las seis posiciones en
MSA (44, 49, 91, 97, 176 y 208) tienen un incremento en el porcentaje de residuos cisteina del 46,4% al
98-99%. El fuerte acoplamiento de los seis residuos cisteina con los cuatro residuos que forman el andamio
en el que se encuentra el atomo de calcio distal, indican que hay una dependencia en la evolucién de estas

posiciones en la superfamilia de peroxidasas de plantas.

Hay que afiadir, que las posiciones 91y 97 estan altamente correlacionadas (AAGestad > 500) con otros
cinco residuos (Phe41, Phe45, Val46, Asp107 y Asp223), agrupados en el “cluster’ 4 (Fig. 76). Estos siete
residuos forman una red que incluye dos residuos del centro activo (Phe41y Phe45) y los ligandos del atomo

de calcio distal (Val46) y proximal (Asp223) en la estructura de la RPTP. El porcentaje de residuos cisteina
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aumenta del 46,2 al 96,5-100% (para el residuo 91) y del 46,4 al 97,1-100% (para el residuo 97). Los
residuos cisteina 91 y 97 estan acoplados a los residuos aromaticos distales Phe41 y Phe45, que estan
implicados en la actividad catalitica de las peroxidasas y, también, a los residuos Val46 (distal) y Asp223
(proximal), ligandos de los &tomos de calcio e importantes en el mantenimiento de la estructura del centro

activo.

La matriz SCA presenta una fuerte correlacion (AAGestad > 500) entre las posiciones 41, 91 y 97 con 56
perturbaciones que forman el “cluster’ 5 (Fig. 76). En la estructura terciaria de la RPTP, estas parejas de
residuos acoplados se encuentran en nueve hélices (A, B, B”, C, D, D', E, F, y F') y en diez bucles de
conexién a ambos lados del plano hémico. Un pequefio subconjunto de 19 residuos, con elevadas energias
de acoplamiento (AAGestad > 550), surge del “cluster’ 5. De esos 19 residuos, ocho estan situados en
regiones helicoidales (Tyr32, Trp41, Alad4, Arg77, Trp81, Pro82, Met155 y Gly176) y once se encuentran en
bucles conectores (Gly45, Argd8, Aspb55, Glyd6, Args7, Asp74, Tyr91, Gly92, Trp97, Gly118 y Trp210). La
posicion del aminoacido 97 cambia significativamente su distribucion en estas 19 perturbaciones,
aumentando el porcentaje de los residuos triptéfano del 52,6% al 99-100%. Por ello, hay un acoplamiento
energético entre el Trp97 y los residuos situados en el hueco hémico, Tyr32, Trp41, Asp74 y Met155, todos

ellos implicados en el mecanismo catalitico de las peroxidasas.

Dos pequefios “clusters” (6 y 7) estan altamente correlacionados (AAGestad > 500) con las posiciones
91y 210, en los que las distribuciones de aminoacidos cambian en respuesta a las perturbaciones Trp41,
Gly45, Gly56, Gly92, Trp97 y Asp74. El porcentaje de los residuos Trp aumenta del 52 al 99% (para la
posicion 81) y del 52,3 al 99,5% (para la posicién 210). Ademas, las posiciones 81y 210 también generan un
aumento del porcentaje de residuos triptéfano (del 52 al 99%) en respuesta a las 19 perturbaciones
agrupadas en el “cluster’ 5. Podemos concluir que en la matriz SCA, los “clusters” 5, 6 y 7 estan acoplados

entre ellos, ya que muestran una dependencia de los residuos triptéfano de las posiciones 41, 81, 97 y 210.

Es necesario citar, que las posiciones 91 y 97 tienen un acoplamiento estadistico elevado para diez
perturbaciones que contienen aminoacidos complementarios identificados mediante el parametro AGestad,
Estas perturbaciones se encuentran en distintos “clusters” y comprenden las posiciones 41, 44, 45, 48, 64,
91, 97, 157, 176 y 223 (Fig. 76). Un grupo de perturbaciones (Phe41, Cysd4, Phe45, Gly48, Glu64, Cys91,
Cys97, Leu157, Cys176 y Asp223) presentan un modelo similar de acoplamiento a las cisteinas 91 y 97
(en los “clusters” 1'y 4). El otro grupo de perturbaciones (Trp41, Alad4, Gly45, Argd8, Pro64, Tyr91, Trp97,
Met157, Gly176 y Glu223) estd acoplado a los residuos Tyr91 y Trp97 (en el “cluster” 5). Por ello, las
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posiciones 91 y 97 contienen diferentes residuos (cisteina, tirosina o triptofano), dependiendo de la presencia

de aminodcidos especificos en sitios relevantes perturbados.

Los cambios en la distribucion de aminoacidos se analizaron para todas las posiciones de la MSA,
respondiendo a las 127 perturbaciones encontradas en la matriz SCA. Se identific un grupo de residuos con
una alta energia de acoplamiento estadistico con seis residuos cisteina (Cys44, Cys49, Cys91, Cys97,
Cys176 y Cys208) y otro grupo que no presentaba acoplamiento con estos residuos. El primero de ellos
(Grupo A) tiene 47 sitios de perturbacion (37% del total) y el segundo (Grupo B) contiene 80 perturbaciones
(63% del total) (Tabla XLIV). Los dos grupos tienen 24 sitios de perturbacion comunes, lo que indica, en
general, que estas posiciones son relevantes para las caracteristicas estructurales y funcionales de las
peroxidasas (Fig. 77B). Por ejemplo, el residuo Phe41 se encuentra en las peroxidasas de clase Il (MnP y
LiP) y en las de clase lll (RPTP y cHRP). Sin embargo, en esa misma posicion en las peroxidasas de clase |
(CcP y APX) nos encontramos con un residuo de triptéfano. La presencia de una cadena lateral aromatica en
esta posicion, cercana al grupo hemo, evita el acceso del sustrato al intermedio oxiferrilo, lo que influye en la

actividad catalitica de las peroxidasas (Veitch et al., 2004).

Una revision detallada de la matriz de SCA revela que es posible separar los “clusters” 1y 7 en dos
grupos, basandonos en el criterio de presencia/ausencia de residuos de cisteina. Los sitios perturbados
dentro de los “clusters” 1 y 4 tienen una fuerte correlacion con seis residuos de cisteina (Cys44, Cys49,
Cys91, Cys97, Cys176 y Cys208). Sin embargo, los “clusters” 5 y 7 contienen residuos que no estan
acoplados a ningun residuo de cisteina, pero tienen un fuerte acoplamiento con los residuos Tyr91y Tyr97.
Por ello, el criterio de acoplamiento/desacoplamiento de los residuos cisteina permite identificar los sitios
perturbados complementarios que relacionan los diferentes “clusters” que aparecen en la matriz SCA.

La presencia de sitios perturbados complementarios en diferentes clusters formados por las mismas
posiciones sugiere que la superfamilia de las peroxidasas de plantas se puede dividir en dos grupos de
proteinas que han evolucionado juntas. En realidad, hasta ahora la superfamilia de peroxidasas de plantas
se ha subdividido en tres grupos o clases, basandose en su secuencia de aminoacidos, sus caracteristicas
estructurales y su capacidad para enlazarse con iones metélicos: clase | (origen bacteriano), clase Il (origen
fungico) y clase lll (plantas superiores) (Welinder, 1992). A pesar de la baja identidad de las secuencias de
aminoacidos de estas peroxidasas, todas ellas contienen un grupo hemo, tienen un plegamiento helicoidal
mayoritario y contienen residuos altamente conservados en las inmediaciones del centro activo. Sin
embargo, las peroxidasas de clase | difieren del resto, ya que no poseen iones calcio ni puentes disulfuro en

su estructura. Estas diferencias estructurales estan de acuerdo con la interpretacion que se hace de la matriz
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de SCA, la cual indica la presencia de dos grupos de pares de residuos acoplados estadisticamente,
basandose en la presencia/ausencia de residuos de cisteina (Tabla XLIV). Como resultado, los “clusters” 1y
4, contienen pares de residuos, que han evolucionado con cierta dependencia de los residuos de cisteina
presentes en las secuencias de aminoacidos de peroxidasas de clases Il y lIl. Por otro lado, los “clusters” 5 y
7 contienen residuos que no estan acoplados a ninguna cisteina, indicando que estos clusters contienen

residuos tipicos de peroxidasas de clase |

Figura 77. (A) Asignacion de los 12 residuos fuertemente acoplados del cluster 1
dentro del cristal de la RPTP. La superficie de van der Walls se dibuja alrededor de los
residuos y el grupo hemo se muestra mediante representacion de palos. Los atomos de
hierro y calcio estan representados como esferas rojas y verdes, respectivamente. Los
atomos de nitrégeno, oxigeno y azufre se muestran de color azul, rojo y amarillo,
respectivamente. (B) Asignacion de las 24 posiciones identificadas por SCA dentro de la
estructura cristalina de la RPTP. Los residuos se muestran dentro de sus esferas de van
der Waals, el grupo hemo se muestra mediante una representacién de palos y los atomos de
hierro y calcio como esferas. Los colores son los mismos que se utilizan en la Fig. 77A.

Del analisis SCA, es posible generar dos secuencias de peroxidasas hipotéticas, por combinacién de
los resultados obtenidos de los calculos de la energia de conservacion de cada sitio, junto con las
revelaciones de los “clusters” de la matriz SCA. Mientras que la secuencia A esta formada por residuos que
tienen un fuerte acoplamiento estadistico con residuos de cisteina, la secuencia B contiene el otro grupo de
residuos que estan reunidos en el grupo B (Tabla XLIV). La secuencia A se asocia a peroxidasas de las
clases Il y lll'y la secuencia B a peroxidasas de clase |. Como era de esperar, los residuos mas conservados
(Tabla XLIIl) se encuentran en las dos secuencias, entre las que existe tan sélo un 14% de homologia
(Fig. 78).
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Tabla XLIV. Residuos acoplados estadisticamente desde la matriz SCA, identificados mediante el parametro AAGestad, que
viene dado en unidades arbitrarias. Las 24 posiciones subrayadas estan compartidas por los dos grupos de perturbaciones. AA
(aminoécido).

AA Posicion que ocupa el AA en la secuencial®
Grupo A Grupo B
Alanina 102, 105 40, 44, 76, 156, 166
Asparagina 70 66, 106
Acido aspartico 43, 50, 107, 161, 193,223 21,28, 55, 71, 74, 147, 159
Arginina 106, 182 48,57,61,77,78, 149, 154
Cisteina 44,49,91,97,176,208 -
Acido glutdmico 64, 88 110, 161, 223
Glutamina - 25
Glicina 48,76, 114, 126, 156, 243 30, 33, 45, 56, 58, 92, 105, 118, 176, 207, 209, 221
Histidina - 31
Isoleucina 100 260
Leucina 54, 157, 183, 244 35, 65, 73, 79, 80, 100, 134, 208
Lisina - 75,90, 115,173
Metionina - 112, 155, 157, 244
Fenilalanina 41, 45,777,179, 230 62, 119
Prolina 92, 139, 141 64, 82, 137, 242
Serina 52,129, 166, 247 24,67,111, 220
Treonina - 46, 116, 151, 162
Triptofano - 41, 68, 81, 97, 127, 210, 230
Tirosina - 32,47, 91, 257
Valina 22,46, 95, 119, 261 -

La comparacion de las secuencias A y B muestra elementos estructurales comunes, tales como los
reslduos cataliticos (Arg38, His42 e His169) y algunas regiones no conservadas que pueden explicar las
variaciones en la estabilidad y actividad que existen entre estos grupos de peroxidasas. Una de estas
regiones variables incluye el fragmento de cadena polipeptidica comprendido entre los residuos 43 y 52 y los
alrededores del atomo de calcio de la cavidad distal, que son caracteristicas estructurales de las peroxidasas
de las clases Il y lll. Aunque las peroxidasas de clase | no tienen en su estructura atomos de calcio, la
conformacion del esqueleto carbonado en la region distal es similar a la encontrada en las peroxidasas de
clase Il. Las peroxidasas de clases | y Il tienen un bucle extendido formado por 17 residuos, y en cambio, las

peroxidasas de clase lll tienen un pequefio bucle comprendido por un Unico puente disulfuro Cys44/Cys49.

Ademas, ninguna de las peroxidasas de clases | y II, contienen ese puente disulfuro Cys44/Cys49,
caracteristico de las peroxidasas de clase Ill. En la ¢HRP sin calcio, este puente disulfuro esta involucrado
en la estabilizacidén de la hélice B que mantendra la correcta orientacion del residuo catalitico His42 en la
cavidad hémica distal (Howes et al., 2001a; Laberge et al., 2003). Aunque las peroxidasas de clase Il y IlI
tienen sitios de union a los iones calcio, existen grandes diferencias en la labilidad del &tomo de calcio distal
que afecta severamente a la actividad catalitica de las peroxidasas de clase Il como la MnP vy la LiP
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(Howes et al., 2001a). También, la diferente localizacién de los puentes disulfuro en las peroxidasas de clase

[I'y Ill genera diferencias en su actividad enzimatica.
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Figura 78. Alineacion de la estructura primaria de dos hipotéticas secuencias que
corresponden a la superfamilia de peroxidasas de plantas. La superior sera la
secuencia A y la inferior la B. Ambas se deducen de un anélisis SCA basado en la
presencia/ausencia de residuos cisteina. Los residuos presentan un color acorde a las
propiedades quimicas de su cadena lateral: acidos (rojos), hidréfobos grandes (negros) y
pequefios (gris), amidas (verdes), aromaticos (marrones), basicos (azules), hidroxilicos
(rosas), iminos (naranjas) y sulfurados (amarillo). La secuencia se ha generado usando el
programa TEXshade.

Las peroxidasas de clase | no poseen, entre sus elementos estructurales, puentes disulfuro ni atomos
de calcio, pero, sin embargo, estas peroxidasas exhiben una velocidad de formacién del Col mas rapida
(107-108 M-' 1) que las peroxidasas de clase Il (105-108 M-'s) y de clase IIl (106-107 M-' s-) (Nonaka et al.,
2009). Estas diferencias se deben a la orientacion en el plano imidazélico del residuo de His169 proximal con
respecto al eje hémico N-Fe-N, lo que influye en el modo de interaccion entre la cadena lateral del residuo
Asp248 con el grupo -NH de la His169.

Por otro lado, las peroxidasas de clase Ill presentan una estabilidad térmica superior a las peroxidasas
de clase | y Il (Ryan et al., 2008; Regalado et al., 2004; Zamorano et al., 2008; van Huystee et al., 2004). Las
diferencias de estabilidad pueden estar relacionadas con la presencia de glicanos, iones calcio, puentes
disulfuro y residuos que se encuentran en el centro activo para formar redes de puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas. Como todas las peroxidasas presentan un andamiaje comdn de hélices altamente

conservadas (Stel et al., 2003), parece coherente pensar que son los residuos que se encuentran en
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regiones no helicoidales, es decir los que unen las hélices conservadas, los que generan las variaciones de
estabilidad y actividad entre los diferentes tipos de peroxidasas. Del anélisis SCA se observa que los bucles
desestructurados son las regiones de mayor variabilidad (Fig. 78). Estas regiones estan implicadas en el
acceso del sustrato al centro activo, en los sitios de unién de calcio distal y proximal y en parte de los

alrededores de los sitios de union al sustrato que modularan el perfil catalitico frente a diferentes sustratos.

A pesar de algunas diferencias en las estructuras primarias, las peroxidasas de las tres clases tienen
una topologia helicoidal altamente conservada que esta directamente asociada con la funcion biolégica de
toda la superfamilia de la peroxidasas de plantas. Las peroxidasas de plantas, hongos y bacterias estan
relacionadas evolutivamente (Welinder, 1992; Hiraga et al., 2001; Passardi et al., 2007a, 2007b). Algunos
estudios filogenéticos de la superfamilia de peroxidasas de plantas han sugerido que las peroxidasas de
clase | son el origen del resto de peroxidasas. Por ello, las peroxidasas de clases Il y Il han evolucionado de
una secuencia de clase | ancestral comun, a la que le falta los puentes disulfuro y los iones calcio. Estos
resultados son coincidentes con los resultados de SCA que nos han permitido identificar dos secuencias de

aminoacidos basadas en los criterios de presencia/ausencia de residuos cisteina.

En resumen, la matriz SCA genera una red de pares de residuos correlacionados que son importantes
para la funcion y la estructura de las peroxidasas. Un resultado importante es haber podido identificar dos
secuencias de aminoacidos hipotéticas que describen las caracteristicas de dos subfamilias de peroxidasas
dentro de la superfamilia de peroxidasas de plantas, una similar al ancestro comun (clase 1) y otra a las

peroxidasas que surgen de ella (clases Il y Ill).
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Discusion de los Resultados

Este trabajo ha consistido en la caracterizacion quimico-fisica, cinética y estructural de la peroxidasa de
palma real (RPTP). Se ha elegido esta especie vegetal porque, de un conjunto seleccionado inicial de
estudio, era la que poseia una mayor actividad enzimatica. El proceso de purificacion ha sido optimizado en

sus fases finales, lo cual ha mejorado notablemente el rendimiento del mismo.

Como parametros basicos se han determinado su masa molecular, pl, coeficiente de extincién molar y
estado de agregacion. Se ha dilucidado el mecanismo catalitico que sigue la enzima durante su reaccion de
oxidacion de diferentes sustratos, calculandose sus constantes cinéticas. Como toda enzima peroxidasa,
exhibe inhibicion por sustrato y se inactiva por sustrato suicida. Asimismo, se han caracterizado
espectroscopicamente los intermedios enzimaticos, compuestos Col, Coll y Colll, que aparecen durante la
reaccion catalitica. Se han determinado, finalmente, su secuencia primaria y sus estructuras secundaria y

terciaria.

» Parametros fisicoquimicos de la RPTP

Se ha determinado la masa molecular de la RPTP con diferentes metodologias, aportando todas ellas
resultados muy similares (Tabla XLV). Se observa que la RPTP presenta una forma dimérica en solucién,
apareciendo una forma tetramérica, debida a la agregacion, cuando se trabaja a altas concentraciones
(> 2,0 mg ml). A altas concentraciones y a pH 3,0 esta forma no se observa, debido a la reduccion de
muchas de las interacciones de tipo electrostatico necesarias para dicha agregacion. La masa molecular
monomérica promedio es de ~ 46 kDa.

Tabla XLV. Masa molecular de la RPTP obtenida por diferentes metodologias. Los datos de UCA corresponden a una
concentracion proteica de 2,5 mg ml' y pH 7,0, siendo éstas las Unicas condiciones en las que se observa aparicién de la forma
tetramérica.

Metodologia Estado de agregacion Masa molecular

(kDa)
SDS-PAGE Monomero 48,2+3,0
MALDI-TOF Monomero 44 596 + 0,008
Cromatografia de Dimero 92+2
exclusion molecular Tetramero 2007
UCA Dimero 90,140 + 4,100
Tetramero 188,100 £ 10,300

La determinacion del pl se ha realizado de modo experimental (5,4 + 0,1) y tedrico, utilizando el
programa ExPASy, una vez conocida la secuencia de aminoacidos (5,3 + 0,1). Es interesante citar que esta
proteina habia sido parcialmente caracterizada por otro grupo de investigacion (Sakharov et al., 2001), siendo
3,5 el pl determinado por ellos, valor muy inferior al determinado en este trabajo. El nuevo valor calculado es

el correcto y, para afirmar esto, nos basamos en que, a ese pH, la proteina presenta su mayor estabilidad.
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Normalmente, las proteinas tienen su maximo de estabilidad a su pl (pH para el cual su carga neta es cero).

Se desconoce la causa de la disparidad en estos resultados.

> Estabilidad de la RPTP

El objetivo principal de este trabajo ha sido el estudio de la estabilidad de la RPTP frente a la
temperatura, el pH y diferentes agentes quimicos. El rasgo principal de estas enzimas es su elevadisima
estabilidad. Se aprecia que, como muchas peroxidasas de plantas, es estable en un intervalo de pH muy
amplio, en este caso comprendido entre 2,0 y 13,0. En este intervalo, presenta una actividad enzimatica,
siempre superior al 70%, con dos cambios notables a valores de pH de 4,4 y 8,9. En el proceso de
desnaturalizacion, se observa que los aminoacidos aromaticos (Trp) se encuentran en todo momento en un
entorno apolar, siendo la longitud de onda del méximo de emision de fluorescencia 339 y 331 nma pH 13,0y
1,2, respectivamente, y reduciéndose a valores de pH’s mas extremos, debido a la agregacion proteica. Por
ello, el responsable de la desnaturalizacion proteica es la reorientacion de los aminoacidos aromaticos con
respecto del grupo hemo (alejamiento), por lo que se reduce el “quenching” y, por tanto, aumenta
notablemente la intensidad de fluorescencia. Este efecto aumenta con la agregacion proteica que aparece a

valores de pH muy extremos.

La desnaturalizacién térmica de la RPTP se ha medido por diferentes metodologias, fluorescencia
intrinseca, dicroismo circular y calorimetria diferencial de barrido, determinandose con ellas diferentes
parametros cinéticos (Tabla XLVI). La desnaturalizacién térmica registrada por medidas de emision de
fluorescencia indica que la proteina, al igual que el resto de peroxidasas de plantas estudiadas en nuestro
grupo (cHRP, aPrx, OAPTP y CEP), se desnaturaliza siguiendo un modelo simple irreversible de dos estados.
El espectro de emision de la proteina térmicamente desnaturalizada indica que el motivo de la
desnaturalizacion es una reorientacion de los aminoacidos aromaticos con respecto del grupo hemo
(reduccion del “quenching”), pero permaneciendo todos ellos en un entorno apolar en todo momento, como
ocurria con la desnaturalizacion por pH. La desnaturalizacion térmica registrada por medidas de DC se
comporta de acuerdo con un modelo simple irreversible de dos estados, es decir, la proteina se desnaturaliza
completamente llegando a un estado en el que ha perdido su estructura secundaria mayoritaria (a-hélices),

en favor de la aparicién de estructura desordenada.

La desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 3,0, registrada por medidas de DSC, se ajusta muy bien
a un modelo irreversible simple de dos estados, siendo un proceso dependiente de la velocidad de
calentamiento y, por tanto, controlado cinéticamente. En este caso, la disociacion del dimero en monoémeros

es un proceso despreciable frente a la desnaturalizacién de estos mondmeros vy, por ello, el modelo de
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Lumry-Eyring para dimeros se puede aproximar a un modelo irreversible simple de dos estados. Por ello,
aplicando la ecuacién de Arrhenius se pueden calcular los mismos parametros cinéticos que los calculados
mediante fluorescencia y DC (Tabla XLVI). Estos parametros se calculan para diferentes velocidades de
calentamiento (30,1, 60,2 y 88,2 K h-'), haciéndose un ajuste global de los datos y comprobandose en todos
los casos, valores similares de dichos parametros, con ligeras desviaciones. Todos los ajustes presentan
coeficientes de regresion > 0,99 (Tabla XXV).

Tabla XLVI. Comparacién de los parametros cinéticos del proceso de desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 3,0,

obtenidos por diferentes metodologias (Zamorano et al., 2008). Todos ellos se han obtenido con una velocidad de
calentamiento de 60,1 K h, trabajando con RPTP 18 uM, a pH 3,0.

, Ea T

Metodologia (kcal mol) (K)
Fluorescencia 1254 +33 341724
Dicroismo circular 1241+31 3435+17
Calorimetria 1288+0,5 342,0+0,1

Se ha trabajado con tres metodologias diferentes (Fluorescencia, DC y DSC) y, en todos los casos, los
datos experimentales de la desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 3,0 se ajustan muy bien a un modelo
irreversible simple de dos estados. Los parametros cinéticos obtenidos, Eay T, con las tres metodologias

son muy similares.

A pH 3,0, la RPTP en estado nativo se encuentra en forma dimérica. Cuando pierde su estructura
secundaria con GUHCI 6 M, la proteina se mantiene activa y un estudio de UCA concluye que la enzima en
ese estado se encuentra en forma monodmerica. Por todo ello, se puede concluir que, aunque la
desnaturalizacién a pH 3,0 de la RPTP se ajusta a un modelo irreversible simple de dos estados, inicialmente
existe un equilibrio entre el dimero en forma nativa y el monémero desplegado.

Tabla XLVII. Parametros cinéticos relativos a la estabilidad térmica de diferentes peroxidasas de plantas a pH 3,0. En

todos los casos, la velocidad de barrido ha sido de 60,2 K h-'. Las referencias son: [1] Pina et al., 2001; [2] Zamorano et al., 2004;
[3] Rodriguez et al., 2002; [4] Zamorano et al., 2008 y [5] Zamorano et al., 2009.

T Ea
Enzima Referencia
(°C) (kcal mol)
cHRP 701+04 38504 1]
aPrx 424+04 67905 2]
AOPTP 744+02 988+14 [3]
RPTP 68,801 128,8%0,5 [4]
CEP 719401 1033+13 [5]
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Es interesante comparar los parametros cinéticos relativos a la estabilidad térmica de la RPTP con los
de otras peroxidasas de plantas a pH 3,0. Otros estudios detallados, realizados con la isoenzima ¢ de la
peroxidasa de rabano (cHRP), la peroxidasa aniénica (aPrx) de cacahuete (Arachis hypogaea L.),
la peroxidasa de hojas de la palmera africana Elaeis guineensis (AOPTP) y la peroxidasa de hojas de la

palmera Chamaerops excelsa (CEP), proporcionan los parametros detallados en la Tabla XLVII.

Se observa que la termoestabilidad de la peroxidasa de palma real es mucho mayor que la de la aPrx y
muy préxima a la de otras especies de palmeras (AOPTP y CEP) y a la ¢HRP. Sin embargo, la energia de
activacion es la mayor de todas las peroxidasas estudiadas hasta la fecha, no sélo de las que se muestran en
la Tabla XLVII.

La desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 7,0 es un proceso reversible, recuperandose, tras un
segundo calentamiento, un 80% del area del termograma. Sus curvas se ajustan muy bien a un modelo de
desnaturalizacion de dos estados, acoplado con un proceso de disociacién, en el que la proteina presenta
dos subunidades (n = 2). En este proceso, no se observan efectos cinéticos, puesto que no hay influencia de
la velocidad de calentamiento sobre los perfiles calorimétricos. En cambio, como en todo proceso de este
tipo, desnaturalizacion asociada a disociacion, los termogramas si que dependen de la concentracion
proteica, de modo que a mayor concentracion, mayor Tm. Cuando el proceso de desnaturalizacion es
reversible y esta asociado a un proceso de disociacion, la relacion de entalpias de van't Hoff y calorimétrica
(AHvH/AH(Tm) es superior a la unidad, tomando un valor en el caso de proteinas diméricas de ~ 1,333
(Freire, 1989). En nuestro caso concreto, la relacion de entalpias es de 1,30 + 0,05, lo que confirma, una vez

mas, que la RPTP es una proteina dimérica en solucién.

La RPTP presenta a 24 °C su maxima estabilidad a pH 7,0, siendo su AG (Ts) ~ 24,0 kcal mol-".
En cambio, a pH 3,0 tiene su maxima estabilidad a 13,6 °C, siendo su AG (Ts) 15,5 kcal mol-'. La diferencia
de AG (Ts) entre esos dos valores de pH (~ 8,5 kcal mol-') corresponde a la contribucion de los pares
i6nicos en la estabilidad de la RPTP. Como a pH 3,0 no se puede determinar directamente ningin parametro
termodinamico de la RPTP, ya que la desnaturalizacion esta controlada cinéticamente, el unico modo de
obtener alguna informacidén al respecto es extrapolando los datos cinéticos a velocidad infinita de
calentamiento, generando las curvas de estabilidad. De este estudio, obtenemos que la estabilidad de la
enzima a 25 °C y pH 7,0 es de 23,3 £ 0,1 kcal mol' y que a pH 3,0 es de aproximadamente
15,0 £ 0,1 kcal mol-'. La diferencia de energia libre entre pH 7,0 y 3,0 es de 8 kcal mol*, reflejando este dato
la contribucién de los pares ionicos a la estabilidad estructural de la peroxidasa de palma real (Sawano et al.,
2008). Por tanto, se observa que ambos datos son muy similares. La desnaturalizacion reversible de una
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proteina con GuHCl sirve, en Ultima instancia, para calcular la energia libre de Gibbs en ausencia de agente
desnaturalizante, es decir, la estabilidad proteica, siendo este valor 23,3 £ 0,3 kcal mol' a 25 °C y pH 7,0,

practicamente igual al obtenido en los estudios anteriores.

Como ultimo dato de estabilidad, indicar que la proteina se mantiene activa en un 80% en un intervalo
de concentraciones salinas comprendido entre 0 y 5,2 M (NaCl). Esto hace que la enzima se pueda usar con

total eficacia en condiciones salinas extremas.

» Mecanismo catalitico y estudios cinéticos

La RPTP oxida una amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos, siguiendo un mecanismo
ping-pong, en el que la RPTP pasa a través de dos formas enzimaticas modificadas, los Col y Coll, antes de

que la enzima recupere su estado nativo.

Se observa que los sustratos mas reactivos para la RPTP son el acido ferdlico y el ABTS, seguidos de
las aminas aromaticas vy, finalmente, el guayacol y el catecol, compuestos fendlicos con uno y dos grupos
hidroxilo en su estructura, respectivamente. Estudios similares realizados con la peroxidasa de las hojas de
palma africana (AOPTP) han concluido, del mismo modo, que la enzima presenta su mayor reactividad con
el acido ferdlico, seguido de las aminas aromaticas y, finalmente, de los compuestos fendlicos que presentan
en su estructura uno o dos grupos hidroxilo (Tabla XLVIII). La peroxidasa de soja (SBP) es mas reactiva con
el guayacol que con las aminas aromaticas, ocurriendo lo mismo con la peroxidasa de cacahuete (PNP).
El orden de reactividad es el mismo, asi como el numero de veces que es mas reactiva la enzima con
respecto a cada sustrato (Sakharov et al., 2002). Las peroxidasas de rabano (HRP) y tabaco (TcPx) se
comportan, entre si, de la misma manera, pero difiriendo bastante del resto de enzimas. Es decir, son
aproximadamente igual de reactivas con los sustratos guayacol y o-dianisida, y del orden de 10-15 veces
menos reactivas con el sustrato o-fenilendiamina. La diferente reactividad de estas enzimas se debe a las
diferencias existentes en su secuencia de aminoacidos, que provocan ligeras modificaciones en el centro

activo, lo cual hace que cada sustrato presente una accesibilidad al centro activo distinta.

La Kapp, €S UN parametro indicativo de la capacidad catalitica de la enzima con el sustrato reductor
(similar a la k3) que se calcula con la Ec. 137. La concentracion de Coll se puede aproximar a la
concentracion inicial de peroxidasa ([E]o), ya que en el ciclo de las peroxidasas k2 > ks y ko > ki
(Raybov & Goral, 1997).

v =k [Coll][AH ] (136)
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Tabla XLVIIl. Resultados de los estudios cinéticos realizados con diferentes sustratos para la reaccion de oxidacion
catalizada por diferentes peroxidasas de plantas, utilizando como peréxido H202. ' (Sakharov et al., 2002), 2 (Gazaryan
et al., 1995). AOPTP (peroxidasa de palma africana), SBP (peroxidasa de soja), HRP (peroxidasa de rabano), TcPx (peroxidasa
de tabaco) y PNP (peroxidasa de cacahuete).

kapp (UM s71)
Sustrato
AOPTP? SBP2 HRP? TcPx2 PNP2
Guayacol 0,21 0,64 1,6 0,51 24
A.Fertlico 18,0
o-dianisidina 39 0,39 43 2,0 2,0
o-fenilendiamina 0,85 0,04 0,49 0,032 0,22

> Estudios de inhibicion

La RPTP presenta, como muchas otras peroxidasas de clase lll, inhibicion competitiva por sustrato.

Ademas, se inactiva por sustrato suicida, siendo este sustrato el peroxido de hidrégeno.

Tabla XLIX. Estudio omparativo de los valores de r para diferentes enzimas peroxidasas de clase Il y lll. HRP-C: peroxidasa
de rabano nativa, HRP-C': peroxidasa de rabano desglicosilada, HRP-C*(F143A) y HRP-C*(R38K) peroxidasas de rabano con una
mutacién puntual en aminoacidos muy importantes para el acceso al centro activo, LiP: lignina peroxidasa de Phanerochaete
chrysosporium, ARP: Coprinus cinereus peroxidasa de Arthromyces ramosus y RPTP: peroxidasa de palma real. El valor de n
indica el nimero de veces que es mas sensible 0 menos resistente a la inactivacion, la enzima que la peroxidasa de palma real.

Peroxidasa Clase r n Referencia
HRP-C 1] 625 3,5 Hineretal., 1995
HRP-C* 1] 335 6,5 Hineretal., 1995
HRP-C*(F143A) 1] 385 5,6 Hineretal.,, 1995
HRP-C*(R38K) 1] 20 108 Hiner et al., 1995
LiP I 65+15 33 Hineretal., 2002
ARP I 425+35 5 Hineretal, 2002
RPTP 1] 2154+ 97 1 -

El nimero de recambio r para la RPTP tiene un valor de 2154 + 97. Si comparamos este valor con los
obtenidos para otras peroxidasas, se observa que la peroxidasa de palma real es mucho menos sensible al
peroxido de hidrégeno que otras peroxidasas estudiadas hasta la fecha (Tabla XLIX), lo cual esté en
concordancia con su elevada estabilidad. La peroxidasa de palma real es, al menos, cuatro veces mas
resistente a la inactivacion que el resto de peroxidasas sobre las que se ha llevado a cabo este estudio.
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La inactivacién por sustrato suicida de la RPTP se ajusta a una exponencial decreciente de segundo
orden con cuatro parametros. En el caso de la peroxidasa de rabano y sus variantes (Hiner et al., 1995), la
cinética de inactivacién también se ajusta a esa misma funcién, en la que el valor del parametro d es
constante para todas ellas, ocurriendo lo mismo en los casos de las peroxidasas de clase Il, LiP y ARP
(Hiner et al., 2002). La ascorbato peroxidasa (clase I) sigue una inactivacién que se ajusta a una linea recta
(Hiner et al., 2000). La peroxidasa de melén (Cucumis melon L.), en cambio, tiene una zona de inactivacion
rapida, en la que pierde, durante el primer minuto, la mayor parte de la actividad enzimatica, vy,
posteriormente, retiene una actividad remanente que va disminuyendo con el tiempo de un modo mas lento
(Rodriguez-Lépez et al., 2000). Asi pués, la peroxidasa de palma real (RPTP) tiene un comportamiento
similar al de la peroxidasa de mel6n, es decir un periodo inicial de inactivacion rapida durante los primeros
minutos de reaccion y, a continuacion, un periodo de inactivacién mas lento, ambos dependientes de la

concentracion de perdxido de hidrogeno.

Si se tuviera que concluir si la peroxidasa de palma real es mas o menos estable a la exposicion del
peroxido de hidrogeno, se puede decir que, aunque la k@p (s') de la fase de inactivacion rapida es mucho
mas alta que las de otras peroxidasas de palmas [HRP-C (4,6 £ 0,2)-10-3 s*, LiP (18,5 + 2,3)-103 s-', ARP
(1,37 + 0,27)10° s, APX (2,13 = 0,08)-10%4 s], del orden de 19, 5, 63 y 404 veces mayor,
respectivamente}, no solo es este valor el que se ha de tener en cuenta. La peroxidasa de palma real es la
mas resistente al perdxido (Tabla XLIX). Ademas, es la que presenta un mayor valor de la constante de
disociacion del complejo enzima-inhibidor y, por tanto, la menos afin a la molécula de perdxido de hidrogeno.
Asi, las HRP-C (1,3 £ 0,2) mM, LiP (6,1+ 0,5) mM, ARP (3,83 + 0,35) mM, APX (8:10) mM, tienen una
afinidad por el peroxido de hidrégeno del orden de 20, 4, 7, y 32 veces superior a la de peroxidasa de palma
real, respectivamente. Estos datos, unidos a una elevada constante catalitica, a una eficiencia del proceso
catalitico superior al resto de enzimas y a una eficiencia del proceso de inhibicion similar, hacen de la
peroxidasa de palma una enzima mucho mas estable a la exposicion al perdxido y a su actuacion como

sustrato suicida.

Si se considera la fase lenta del proceso cinético, la mas persistente en el tiempo, se comprueba un
valor de la constante de velocidad de inhibicién similar al del resto de peroxidasas. Este dato, unido a una
menor afinidad de la enzima por el inhibidor, a una mayor eficiencia del proceso catalitico y a una menor
eficiencia del proceso de inhibicidn, hacen de esta enzima la mas resistente al peroxido de hidrégeno
encontrada hasta la fecha (Tabla L).
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Tabla L. Parametros cinéticos de la inactivacion de diferentes peroxidasas con perdxido de hidrégeno como sustrato
suicida. Los datos de las peroxidasas HRP-C, LiP, ARP y APX han sido tomados de las referencias: (a): Hiner et al., 1995, (b):
Hiner et al., 2002 y (c): Rodriguez-L6pez et al., 2000.

Zona cinética kip Kiep keat?? 1K keat?Pl K2P  ki@pl Kpp
(s) (mM) (s) (M) (sTM1)  (s'M)
HRP-Ca (46+0,2)-103 1,3+0,2 2.9 7750 2248 3,5
LiPb (20,0 £3,00108 6,1+045 1,3 1640 213 3,03
ARP? (1,37 £0,27)-10% 3,83+0,35 0,6 2610 157 0,36
APXc (2,13 £0,08)-10+ 8-10+ - 12500 - 266,3
RPTPRapida (8,6 £0,5)-102 2563+533 1852 39,0 7226 3,36
RPTPLenta (8,3+0,6)-102 66,03+ 1357 179 15,0 271 0,13

Comparando estos datos con los datos cinéticos de la resistencia de las peroxidasas de clases |, Il y IlI
a la inactivacion con peroxido de hidrogeno, se puede decir que las peroxidasas de clase | son las menos
resistentes al perdxido de hidrégeno. Asi, la APX, con una concentracion de H20O2 10,0 uM, en 30 min retiene
un 70% de actividad residual y en unos 200 min pierde casi el 80% de la actividad enzimética. Las
peroxidasas de clase Il son mas resistentes que las peroxidasas de clase |, pero menos resistentes que las
de clase Ill. La ARP, con una concentracion de perdxido 50,0 mM, pierde el 96% de su actividad enzimatica
en 30 min. Finalmente, de las peroxidasas de clase Il estudiadas, la menos estable es la peroxidasa de
rabano, perdiendo ésta en 10 min el 50% de su actividad con una concentracion de perdxido de hidrogeno
50,0 mM. Sin embargo, con esta misma concentracion, la peroxidasa de melén retiene el 65% de actividad
residual en ese mismo tiempo, por lo que es mas estable. La peroxidasa de palma real (RPTP) necesita una
concentracion de peroxido de hidrégeno > 50,0 mM para que en 10 min reduzca su actividad al 60%, por lo
que es la peroxidasa de clase Ill mas resistente al perdxido de hidrogeno.

» Caracteristicas espectrales de la RPTP y de sus formas enzimaticas modificadas, los Col, Coll
y Colll.

La RPTP, como toda peroxidasa de clase lll, presenta en su espectro de absorcién, una banda Soret a

403 nm, caracteristica de su grupo prostético (grupo hemo), y dos bandas, denominadas a y [, que
aparecen a 485-490 y 630-635 nm, respectivamente. La evolucion de las bandas con el pH indica como
evoluciona la estructura terciaria de la enzima con el cambio de este parametro. Una modificacién acida del
pH no produce cambios significativos hasta un pH < 1,5, al igual que ocurria con los parametros de
fluorescencia y las medidas de actividad. Por ello, la desnaturalizacion se debe fundamentalmente a un
cambio de orientacion de los aminoacidos aromaticos con respecto del grupo hemo, seguido de un proceso
de agregacion proteica y una pérdida del grupo hemo. En cuanto a los valores de pKa en la zona &cida, por
medidas de actividad se obtiene un valor de 4,4, el cual no coincide con el valor que se obtiene por medidas
de absorbancia a 403 nm, que toma un valor de 3,0. A pH 4,4, hay un cambio significativo de la actividad

246

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Discusion de los Resultados

(esta se reduce al 70%) que no esta relacionado con un cambio del grupo hemo. Ello sirve para entender
que en la actividad enzimatica de una enzima no sélo influye el centro activo sino que cambios en el entorno

de otros residuos pueden modificar ligeramente la funcién de las proteinas.

La evolucion de las bandas con el pH basico indica que aquéllas no se alteran a valores de pH
comprendidos entre 6,0 y 9,0, si bien entre valores de pH 9,0 y 12,0 la banda Soret se desplaza hacia
mayores longitudes de onda y crece ligeramente en intensidad. Es a pH > 12,0 cuando aparecen los
verdaderos cambios. Los valores de pKa, determinados en la zona basica por medidas de actividad y de los
parametros espectrales son 8,9 y 9,2, respectivamente. Por ello, en esta zona son los cambios en los
mismos aminoacidos los que generan las diferencias. Este cambio de actividad y de caracteristicas
espectrales en el entorno del grupo hemo no esta relacionado con los aminoacidos aromaticos, ya que los
parametros fluorescentes no sufren ninguna modificacion a estos valores de pH. La modificacién de la banda

Soret indicaria una alteracion en el grupo hemo.

Cuando se trata la RPTP con excesos de ~ 0,5, 4 y 500 de perdxido de hidrogeno, en ausencia de
sustrato reductor, se obtiene los Col, Coll y Colll, respectivamente, pudiéndose apreciar las caracteristicas
espectrales de estas formas enzimaticas modificadas. Estos compuestos tienen las mismas caracteristicas
que los de otras peroxidasas de clase Ill, en cambio, sus tiempos de vida media son diferentes.
Normalmente, las peroxidasas de clase Ill, también llamadas guayacol-peroxidasas, generan un Col
bastante estable y, sin embargo, son las ascorbato peroxidasas las que generan Col muy inestables que se
transforman rapidamente en Coll sin la adicion de sustratos reductores (Pattersson et al., 1995). El
comportamiento de la peroxidasa de palma real es mas propio de una ascorbato peroxidasa que de una
peroxidasa de clase lIl. Revisando los comportamientos de otras peroxidasas del mismo tipo, se observa que
la peroxidasa de soja se comporta del mismo modo que la RPTP, es decir que el Col es estable menos de
5 min, reduciéndose a Coll y cuando se trabaja con cantidades muy pequefas de peréxido de hidrégeno, el
Col retorna a la enzima nativa sin llegar a reducirse a Coll, compuesto que se determina facilmente y es
estable durante al menos 2 h (Nissum et al., 2001). Este fendémeno también se observa en el caso de la
peroxidasa de hojas de té (Kvaratskhelia et al, 1997). La peroxidasa ani6nica de tabaco, sin embargo,
presenta el comportamiento tipico de una peroxidasa de clase lll: formacién de un Col estable durante
20 min, un Colll estable durante mas de 40 min, y la imposibilidad de apreciar el Coll, ya que es mucho mas
activo que el Col (Gazaryan et al., 1995). Por otro lado, la peroxidasa de rabano se comporta como las
peroxidasas de palma real, de soja y de hojas de té. La explicacion de esta diferencia en enzimas del mismo
tipo se encuentra en su estructura primaria. Todas las peroxidasas estan caracterizadas por poseer una

serie de péptidos altamente conservados en el entorno del grupo hemo, pero existe cierta variabilidad en
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secuencias que controlan el acceso al centro activo. Si se comparan estas secuencias, la peroxidasa
aniénica de tabaco tiene un grupo cargado negativamente (Glu141) que se corresponde con el grupo
(Phe143) de la peroxidasa de rabano, lo cual influye claramente sobre la reactividad hacia diferentes
sustratos, sobre la accesibilidad de donadores de electrones al centro activo y sobre la estabilidad del Col.
En el caso de la peroxidasa de palma real, posee un Phe143 al igual que la peroxidasa de rébano y la

peroxidasa de soja, de ahi, su similar comportamiento.

» Estructura primaria de la RPTP

La RPTP es una oxidorreductasa que posee 323 residuos y una masa molecular desglicosilada de
33760,5 Da. El porcentaje de glicosilacion es de ~ 24%. En su estructura, aparecen 12 posibles sitios de
N-glicosilacion (N8, N28, N60, N71, N114, N144, N154, N187, N211, N256, N267 y N298) que forman parte
de la secuencia consenso NX(S/T), necesaria para que exista glicosilacion, siendo X cualquier aminoacido.
Mediante el andlisis de los péptidos tripticos, las posiciones 8, 28, 144, 187 y 298 estan N-glicosiladas
(5645,1 Da), los N de las posiciones 71, 114 y 154 no estan glicosiladas. Por ello, las posiciones 60, 211,
256 y 267 deben de estar N-glicosiladas (5183 Da), ya que los estudios de la estructura tridimensional,
revelan 9 sitios de glicosilacion. El patrén de glicosilacion propuesto de la RPT se muestra en el Fig. 65, con

24 residuos cargados negativamente (Asp, Glu) y 16 con carga positiva (Arg, Lys).

Tabla LI. Cantidad de cada uno de los residuos que posee la RPTP. Los datos han sido obtenidos con la herramienta
ProtParam del programa ExPASy.

Residuo Cantidad Abu?;?ncla
Ala 45 13,9
Arg 10 31
Asn 22 6,8
Asp 14 43
Cys 8 2,5
GIn 12 3,7
Glu 10 3,1
Gly 20 6,2
His 5 1,5

lle 16 5,0
Leu 30 9,3
Lys 6 1,9
Met 7 22
Phe 13 4,0
Pro 14 43
Ser 30 9,3
Thr 30 9,3
Trp 1 0,3
Tyr 6 1,9
Val 22 6,8
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La distribucion de aminoacidos de la RPTP se muestra en la Tabla LI, siendo el residuo del extremo

N-terminal un Asp (D). Se clasifica como proteina estable, con un indice de inestabilidad de 33,81.

» Estructura secundaria de la peroxidasa de palma real por DC

Las peroxidasas de rabano (cHRP), la aniénica de cacahuete (aPrx) y la de palmera Chamaerops
excelsa (CEP) tienen un contenido de estructuras secundarias bastante similar al de la RPTP, con un
elevado porcentaje de a-hélices (~ 40%), hojas B (~ 10%) y estructuras desordenadas (~ 25%). Sin
embargo, la peroxidasa de palma africana (AOPTP) difiere del resto, pensandose, hasta ahora, que su pobre

homologia con el resto de peroxidasas (~20%) es la causa de esta diferencia (Tabla LII).

Tabla LIl. Datos comparativos del contenido en estructuras secundarias de diferentes peroxidasas de plantas. [1] Pina et
al., 2001; [2] Zamorano et al., 2004; [3] Zamorano et al., 2009; [4] Zamorano et al., 2008; [5] Rodriguez et al., 2002. (N) nativa y (D)
desnaturalizada.

Enzima (o-hélices)v (a-hélices)p (Hojas B)v (Hojas B)o (Desord.)n (Desord.)o Ref.

cHRP 42 27 11 17 26 38 [1]
aPrx 47,2 30,4 6,2 9,0 20,0 374 [2]
CEP 38 10 7 28 33 47 [3]
RPTP 4 8 12 20 27 56 [4]
AOPTP 14,9 11,7 37,8 23,1 29,7 49,6 [5]

> Estructura tridimensional de la RPTP

Los cristales de la RPTP pertenecen al grupo espacial trigonal P3121, con unas dimensiones de la celda
unidad que sona=b=116,83 Ay c=9224 A a =B =90°yy =120°y que contienen una molécula de

proteina por unidad asimétrica.

El modelo final indica que la RPTP es una glicoproteina monomérica, compuesta por una cadena
polipeptidica. Posee una masa molecular de 44,6 kDa y tiene 304 residuos, ademés de un grupo hemo, dos
iones calcio (Ca?*), ocho iones sulfato (SO42), una molécula de peroxido de hidrogeno (H20-), una molécula
de &cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES), 16 moléculas de etilenglicol y 586 moléculas de agua. La
unidad asimétrica también contiene nueve N-glicanos que estdn formados por 15 moléculas de
N-acetil-D-glucosamina (GlcNac), 5 de a-L-fucosas (Fuc), 8 moléculas de manosa (Man) y una xilosa (Xyl)
(Fig. 68).

La RPTP tiene 13 a-hélices: 17-28 (A), 30-45 (B), 77-90 (C), 102-112 (D), 131-137 (D"), 145-155 (E),
159-170 (F),176-183 (F"), 198-204 (F"), 237-240 (G), 246-252 (H), 259-266 (I) y 268-284 (J) (Fig.70).
Ademas, posee dos hélices adicionales muy cortas entre las hélices B y C: 52-54 (B") y 64-66 (B").
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Cuatro puentes disulfuro entre parejas de cisteinas altamente conservadas (11-91, 44-49, 97-299 y 176-208)

que mantienen la rigidez estructural.

El centro activo esta constituido por un grupo hemo que posee un atomo de hierro centrado en el plano
hémico, entre los dominios distal y proximal. En el primero, los residuos altamente conservados e implicados
en los procesos de catélisis acido-base son Arg38, Phe41, His42 y Asn70; en el segundo los residuos mas
conservados en las peroxidasas de clase lIl son His169 y Asp248, estando implicados en la estabilizacion de
los distintos estados de oxidacién del hierro hémico. Otro residuo de este Ultimo dominio altamente
conservado es la Ser170, ligando del atomo de calcio proximal.

Al igual que otras peroxidasas de clase Ill, la RPTP posee dos &tomos de calcio, uno a cada lado del
plano hémico, que estan heptacoordinados, con una distancia de coordinacion media de 2,4 A. Todos los
residuos que rodean al atomo de calcio distal (His42, Asp43, Cysd4, Val46, Gly48, Cys49, Asp50, Serd2 y
Glub4) estan conservados en las peroxidasas de clase Ill y se encuentran unidos al centro activo de la
enzima por una red de interacciones. Lo mismo ocurre con los residuos que rodean al atomo de calcio
proximal, Ser170, Asp213, Asp223, Thr226 y Val229. Mediante una extensa red de enlaces de hidrogeno,
ambos iones estan conectados, actuando esta red como un conducto del flujo de electrones entre ambas
regiones proteicas. La eliminacion de estos iones reduce la funcionalidad y la estabilidad enzimaticas, ya que

se produce una reorientacion de los residuos del centro activo.

La RPTP posee un alto contenido en glicanos. Mediante analisis de difraccion de Rayos X de los 12
posibles sitios de N-glicosilacidn, 9 contienen cadenas de glicanos, pero éstos no coinciden con los sitios de
glicosilacion encontrados en los mapas tripticos. Las posiciones N glicosiladas por analisis de difraccion son
Asn8, Asn28, Asn114, Asn144, Asn154, Asn211, Asn256, Asn267 y Asn298, frente a las encontradas en los
fragmentos peptidicos que son Asn8, Asn28, Asn60, Asn144, Asn187, Asn211, Asn256, Asn267 y Asn298.
Ello nos lleva a pensar que la RPTP tiene diferentes glicoformas.

> Anadlisis de acoplamiento estadistico (SCA)

El SCA permite conocer qué residuos estan mas conservados dentro del grupo de peroxidasas de
plantas, estos son, los residuos directamente relacionados con el centro activo (His169, His42 y Arg38), los
que mantienen la hidrofobicidad del plano hémico, necesaria para la correcta unién del sustrato (Phe152,
Leu165) y otros que estan implicados directamente en el mantenimiento estructural de la enzima.

Hay 16 residuos con un porcentaje de conservacion de sitio superior al 50%.

250

Caracterizacion Quimico-Fisica de la Peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia), una enzima con elevada estabilidad
Laura S. Zamorano



Discusion de los Resultados

Otra aplicacion de este analisis es poder conocer qué parejas de residuos estan acopladas y por ello
han evolucionado conjuntamente, mediante la determinacién de la energia de acoplamiento estadistico. La
matriz de acoplamiento estadistico indica la presencia de dos grupos de residuos acoplados
estadisticamente basandonos en la presencia/ausencia de residuos de cisteina. Un grupo ha evolucionado
con cierta dependencia de los residuos cisteina (peroxidasas de clase Il y lll) y el otro, en cambio, no esta
acoplado a ninguna cisteina y contiene aminoacidos tipicos de las peroxidasas de clase |. Un conjunto de
residuos involucrados en el centro activo aparece en ambos grupos. Por ello, con este estudio, aparece una
nueva clasificacion de las peroxidasas de plantas, por un lado las peroxidasas de clase I, ya que no
contienen iones calcio, ni puentes disulfuro, y, por otro, conjuntamente las peroxidasas de clases Il y Ill. Las
peroxidasas de clase | son el ancestro comun, a partir del cual han surgido las peroxidasas de clases Il y llI
por adicion a su estructura de los iones calcio y de los puentes disulfuro.
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» Screening y purificacion de la peroxidasa de palma real

De las cinco especies de palmeras utilizadas en el screening, las hojas de la palmera real
(Roystonea regia) poseen una actividad peroxidasa, 2, 11, 15 y 27 veces mayor que la de las
palmeras Chamaerops excelsa, Whasingtonia filifera, Phoenix canariensis y Phoenix dactylifera,
respectivamente.

El proceso de purificacion de la peroxidasa de las hojas de la palmera real finalizd con un
rendimiento del 47%.

Se obtiene una enzima con un 99% de pureza y una actividad especifica de ~ 6500 U mg-".

» Caracteristicas fisico-quimicas de la peroxidasa de palma real (RPTP)

La RPTP posee una masa molecular de 44,6 kDa.

La RPTP posee una Unica isoenzima acida, con un pl de 5,3.

La RPTP es una enzima altamente glicosilada, con un 24% de glicanos en su estructura.
La RPTP tiene un coeficiente de extincion molar a 403 nm de 60,8 + 2,3 mM-' cm-".

La RPTP es una enzima dimérica en solucion.

» Caracteristicas espectrales

Como cualquier peroxidasa de la superfamilia de plantas, la RPTP presenta en su espectro un
maximo de absorcidn a 403 nm (banda Soret), que tiene una intensidad tres veces superior a la de
la banda a 280 nm, y las bandas caracteristicas a y B, que aparecen a 485-490 y 630-635 nm,
respectivamente.

La RPTP a pH 2,0 tiene un su espectro la banda Soret a 406 nm y las bandas a y [ practicamente
invariantes. A ese pH, la enzima es activa y el valor del pka 3,0 indica que hay un cambio en el
entorno del grupo hemo que no supone pérdida de la actividad enzimatica. Es a pH < 2,0 cuando la
banda Soret se reduce y la enzima se desnaturaliza irreversiblemente por agregacion.

La RPTP a pH 12,0 tiene la banda Soret centrada a 412 nm, apareciendo otras dos bandas a 539 y
576 nmy un ligero hombro a 355-360 nm. A ese valor de pH, la enzima es activa y el valor del pKp
de 9,2 indica un cambio en el entorno del grupo hemo, debido a una reorientacion de sus
aminodacidos, que no altera su actividad. Es a pH > 13,0 cuando se pierde la banda Soret por
agregacion proteica.

En la reaccién catalitica las peroxidasas pasan por diferentes formas enzimaticas: Col y Coll. La
forma enzimatica, Colll surge cuando se somete a la enzima a un franco exceso de perdxido, siendo

estable durante 2 h con bandas caracteristicas a 413, 541 y 576 nm. El Coll es estable durante
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menos de 10 min, ya que retorna a la enzima nativa, y sus bandas caracteristicas son 370, 413,
525-565 y 650-660. EI Col es estable durante 1 h, retornando a la enzima nativa pasando a través
del Coll. Sus bandas caracteristicas son: 350, 400, 550-600 y 650 nm.

> Estabilidad de la peroxidasa de palma real (RPTP)

La RPTP es activa en un intervalo de pH comprendido entre 2,0 y 13,0. A valores extremos de pH, la
enzima se desnaturaliza irreversiblemente, debido a un proceso de agregacion proteico.

La desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 7,0 es un proceso reversible, por lo tanto controlado
termodindmicamente, que se ajusta a un modelo de desnaturalizacién acoplado con un proceso de
disociacion, de la enzima dimérica: N2 < 2U.

Los valores de AG (25 °C) a pH 7,0 y 3,0 indican que la RPTP tiene una estabilidad de 23,3 + 0,1y
15,0 £ 0,1 kcal mol!, respectivamente. Por ello, la contribucion de los pares idnicos a la estabilidad
de la RPTP es de 8 kcal mol".

La desnaturalizacion térmica de la RPTP a pH 3,0, es un proceso irreversible controlado
cinéticamente. Se registra por medidas de fluorescencia, dicroismo circular y calorimetria diferencial
de barrido, ajustandose el proceso, en todos los casos, a un modelo irreversible de
desnaturalizacién simple de dos estados. Los parametros cinéticos Ea y T °, obtenidos por las tres
metodologias, son: 125,4 + 3,3 kcal mol' y 341,7 + 2,4 K (Fluorescencia), 124,1 + 3,1 kcal mol' y
3435+ 1,7K(DC)y 128,8 + 0,5 kcal mol' y 342,0 £ 0,1 K (DSC). La extrapolacion de estos datos,
a velocidad de calentamiento infinita, permite determinar algunos parametros termodinamicos, del
proceso de desnaturalizacion térmica a pH 3,0.

La desnaturalizacion quimica con GuHCI indica que la estabilidad de la enzima, en ausencia de
agente desnaturalizante, a pH 7,0 y 25 °C es de 23,3 £ 0,3 kcal mol'. Este proceso se ajusta a un
modelo de dos estados, el dimero plegado y el mondmero desplegado. El dato de AG (25 °C) y pH
7,0 es semejante al obtenido mediante calorimetria.

La RPTP mantiene su funcionalidad hasta concentraciones salinas de 5,2 M.

> Estudios cinéticos

La RPTP oxida una gran cantidad de sustratos organicos e inorganicos, en presencia de H20-,
siguiendo un mecanismo ping-pong.

La RPTP es muy reactiva con los sustratos acido ferulico y ABTS, seguidos de las aminas
aromaticas (o-dianisidina y o-fenilendiamina) y, finalmente, de los compuestos fenolicos con uno o

dos grupos hidroxilo en su estructura (guayacol y catecol).
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La RPTP presenta inhibicion competitiva por sustrato, tanto para el sustrato reductor (acido ferulico)
como para el perdxido. Con el perdxido, la inhibicion es del orden de 50 veces mas rapida que con el
sustrato reductor.

La RPTP presenta inactivaciéon por sustrato suicida, siendo este sustrato el peréxido de hidrogeno.

Aln asi, es mas resistente a este sustrato que el resto de peroxidasas de clases I, [l y Ill.

» Analisis estructural de la peroxidasa de palma real (RPTP)

La RPTP tiene una estructura secundaria en la que predominan las a-hélices (54%). Cuando la
enzima se desnaturaliza térmicamente a pH 3,0, se reduce mucho el contenido de estas estructuras
(8%) a favor de las estructuras desordenadas (56%) y las hojas B (20%). El analisis de difraccion
revela la existencia de 15 a hélices.

Los andlisis de la secuencia de aminoacidos mediante espectrometria de masas y técnicas de
Biologia Molecular revelan que posee 323 aminoacidos, un extremo N-terminal sin bloquear y
12 posibles sitios de glicosilaciéon, de los cuales tres no estan glicosilados.

La RPTP, mediante estudios de difraccion de Rayos X, contiene en su estructura primaria
304 aminoacidos, un grupo hemo como centro activo, 2 iones calcio, 8 iones sulfato, una molécula
de perdxido de hidrogeno, una molécula de MES, 16 moléculas de etilenglicol, 586 moléculas de
agua, 4 puentes disulfuro y 9 sitios de glicosilacion.

Los sitios de N-glicosilacion no coinciden en ambos estudios, por lo que se concluye que la RPTP
posee diferentes glicoformas.

El anélisis de acoplamiento estadistico (SCA) revela que los residuos mas conservados en las
peroxidasas de la superfamilia de plantas son los que estan implicados en los procesos de catélisis
(His169, His42, Arg38, Asn248) y en el mantenimiento de la estructura del centro activo (Phe152,
Lys84, Arg123, etc.).

Un analisis de acoplamiento hace una nueva clasificacion de las peroxidasas de la superfamilia de
plantas, dividiéndolas en dos grupos, por un lado las peroxidasas de clase I, que serian el ancestro
comun, a partir del cual surgiria el segundo grupo (clases Il y Ill), por adicion de los iones calcio y los
puentes disulfuro. Entre estos dos grupos tan solo existe un 14% de homologia, correspondiente a

los residuos implicados en los procesos de catalisis.
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APENDICE |

1. Nomenclatura de los aminoacidos esenciales con las abreviaturas de tres y una letra.

Aminoacido Tipo Nomenclatura Aminoacido Tipo Nomenclatura

Alanina Ala (A) Serina Ser (S)

Valina Val (V) Treonina Thr (T)

Leucina Leu (L) Tirosina Polares Tyr (Y)

Isoleucina lle (1) Asparagina Asn (N)

Prolina No Pro(P) Glutamina Gln (Q)

Metionina  Polares Met (M) Acido aspartico Acidos SP (D)

Fenilalanina Phe (F) Acido glutamico Glu (Q)

Triptéfano Trp (W) Lisina Lys (K)

Cisteina Cys (C) Arginina Basicos Arg (R)

Glicina Gly (G) Histidina His (H)

2. Elcodigo genético
Segunda posicion
Primera c A G Tercera
posicion posicion

Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C

U Leu Ser STOP STOP A
Leu Ser STOP Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C

Cc Leu Pro Gln Arg A
Leu Pro Gln Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C

A lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C

G Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G
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3. Numero de codones que codifican cada aminoacido

Residuo Numero de codones
M, W 1
F,Y,H QN,KD,E,C 2
I 3
V,P,T,A G 4
L,S,R 6

4. Nomenclatura utilizada para expresar los diferentes tipos de degeneracion

Cdédigo Nucleétidos
A+G
C+T
A+C
G+T
G+C
A+T

A+C+T
G+T+C
G+A+T
G+A+C
A+C+T+G

Z<UOWI=S=SnX=EZ<0
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APENDICE Il

1. Representaciones graficas correspondientes a los estudios cinéticos de la RPTP con diferentes
sustratos, que proporcionan los valores de las constantes microscopicas ki y ka.
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Figura 42. Parametros cinéticos usando o-fenilendiamina como sustrato constante. Se
ha trabajado a cuatro concentraciones de sustrato reductor; 2,02, 1,01, 0,73 y 0,51 mM, en
tampén citrato 100,0 mM, pH 6,0 y 25 °C. Se ha utilizado una concentraciéon de RPTP de
1,02:10° M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,98.

(A)y =1,56E-4 + 2,04E-4 + (0,00567 + 2,70E-4) x (R = 0,99775)

(B) y =119,94113 + 17,60675 + (100,35627 + 13,31648) x (R = 0,98284)

(C)y=0,69474 + 0,07117 + (0,60143 + 0,05383) x (R = 0,99209)
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Figura 43. Parametros cinéticos usando o-fenilendiamina como sustrato, manteniendo
constante la concentracion de perdxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cuatro
concentraciones de H202: 2,0, 1,5 1,0 y 0,80 mM, en tampon citrato 100,0 mM, pH 6,0 y 25
°C. Se ha utilizado una concentracion de RPTP de 1,02:10° M. Todas las rectas de
regresion que se muestran presentan coeficientes de correlaciéon R > 0,98.

(A)y=5,09E-4 + 1,47E-4 + (0,00766 + 3,26E-4) x (R = 0,99820)

(B) y=117,03225 £ 21,57774 + (177,8755 + 23,91312) x (R = 0,98240)

(C)y=0,82721 £ 0,12707 + (1,84565 + 0,14565) x (R = 0,99423)
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Figura 44. Parametros cinéticos usando acido ferdilico como sustrato constante. Se ha
trabajado a cuatro concentraciones de sustrato reductor: 0,076, 0,053, 0,045 y 0,023 mM, en
tampén citrato 10,0 mM, pH 4,0 y 25 °C. Se ha utilizado una concentracién de RPTP de
8,91-1010 M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,99.

(A)y =6,10E-5 £ 1,47E-5 + (0,02011 + 7,65E-4) x (R = 0,99856)

(B) y=4,10983 + 6,34682 + (13,12397 + 0,23276) x (R = 0,99969)

(C)y=0,27793 £ 0,13254 + (0,25957 + 0,00486) x (R = 0,99965)
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Figura 45. Parametros cinéticos usando acido ferulico como sustrato, manteniendo
constante la concentracion de peroxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cinco
concentraciones de H202: 1,00, 0,50, 0,30, 0,15 y 0,10 mM, en tampdn citrato 10,0 mM, pH
4,0y 25 °C. Se ha utilizado una concentracion de RPTP de 8,91-10-1° M. Todas las rectas de
regresion que se muestran presentan coeficientes de correlaciéon R > 0,99.

(A)y =-3,80E-6 + 1,27E-4 + (0,08071 £ 0,00165) x (R = 0,99937)

(B)y =47,73667 + 14,07078 + (42,87837 + 2,48308) x (R = 0,99597)

(C) y=2,78904 + 1,09848 + (4,06356 + 0,19385) x (R = 0,99660)
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Figura 46. Parametros cinéticos usando guayacol como sustrato, manteniendo
constante la concentracion de perdxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cuatro
concentraciones de H20: 0,56, 1,30, 1,50, y 2,70 mM, en tampén fosfato 10,0 mM, pH 6,9 y
25 °C. Se ha utilizado una concentracion de RPTP de 5,61-10-10 M. Todas las rectas de
regresion que se muestran presentan coeficientes de correlaciéon R > 0,99.

(A)y =-5,23E-5 + 9,73E-5 + (4,945E-4 + 1,883E-5) x (R = 0,99855)

(B) y = 164,77645 + 11,22443 + (362,80069 + 10,74333) x (R = 0,99912)

(C) y=10,08309 + 0,00998 + (0,16784 + 0,00955) x (R = 0,99678)
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Figura 47. Parametros cinéticos usando guayacol como sustrato constante. Se ha
trabajado a cinco concentraciones de sustrato reductor: 18,2, 10,0, 5,0, 2,5y 1,0 mM, en
tampén fosfato 10,0 mM, pH 6,9 y 25 °C. Se ha utilizado una concentracion de RPTP de
5,61-1010 M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,99.

(A)y=6,910E-5 + 1,18E-4 + (0,00188 + 1,05E-4) x (R = 0,99540)

(B) y = 154,64168 + 102,41757 + (2824,507 + 223,96233) x (R = 0,99070)

(C)y=0,30113 £0,16301 + (5,70022 £ 0,35647) x (R = 0,99419)
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Figura 48. Parametros cinéticos usando ABTS como sustrato, manteniendo constante
la concentracion de perdxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cuatro concentraciones de
H202: 0,20, 0,29, 0,49, y 0,73 mM, en tampén citrato 10,0 mM, pH 3,0 y 25 °C. Se ha utilizado
una concentraciéon de RPTP de 6,05-10-10 M. Todas las rectas de regresién que se muestran
presentan coeficientes de correlacion R > 0,99.

(A)y=497E-4 + 3,97E-4 + (0,17472 £ 0,00413) x (R = 0,99944)

(B) y =16,13726 + 6,25956 + (19,24568 + 1,89551) x (R = 0,99044)

(C)y=2,15621 + 0,97401 + (3,80118 £ 0,29495) x (R = 0,99403)
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Figura 49. Parametros cinéticos usando ABTS como sustrato constante. Se ha
trabajado a cuatro concentraciones de sustrato reductor: 0,025, 0,029, 0,040 y 0,044 mM, en
tampén citrato 10,0 mM, pH 3,0 y 25 °C. Se ha utilizado una concentracién de RPTP de
6,05-1010 M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,99.

(A)y =8,33E-4 + 2,20E-4 + (0,04579 + 9,84E-4) x (R = 0,99954)

(B) y =-35,91902 £ 12,66340 + (4,55068 + 0,40407) x (R = 0,99221)

(C) y =-2,46203 £ 0,76045 + (0,25120 £ 0,02426) x (R = 0,99080)
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Figura 50. Parametros cinéticos usando catecol como sustrato constante. Se ha
trabajado a cinco concentraciones de sustrato reductor: 20,0, 15,0, 10,0, 6,5 y 5,0 mM, en
tampén citrato 30,0 mM, pH 3,5 y 25 °C. Se ha utilizado una concentracién de RPTP de
3,5-10° M. Todas las rectas de regresion que se muestran presentan coeficientes de
correlacién R > 0,99.

(A)y = 4,34E-5 + 3,46E-5 + (0,00491 + 5,40E-5) x (R = 0,99982)

(B)y =-4,59473 + 28,7376 + (3915,61925 + 226,52023) x (R = 0,99502)

(C) y=-0,05296 + 0,14874 + (19,93558 + 1,17239) x (R = 0,99485)
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Figura 51. Parametros cinéticos usando catecol como sustrato, manteniendo constante
la concentracion de perdxido de hidrégeno. Se ha trabajado a cinco concentraciones de
H202: 1,00, 0,75, 0,50, 0,34 y 0,25 mM, en tampon citrato 30,0 mM, pH 3,5y 25 °C. Se ha
utilizado una concentracién de RPTP de 3,5-10° M. Todas las rectas de regresion que se
muestran presentan coeficientes de correlacion R > 0,99.

(A)y =-1,10E-4 + 1,44E-4 + (2,045E-4 + 6,784E-6) x (R = 0,99835)

(B) y =0,91404 + 9,62509 + (165,85989 + 3,94749) x (R = 0,99915)

(C)y=0,016 £ 0,00239 + (0,03214 + 9,80E-4) x (R = 0,99861)
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