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[.- INTRODUCCION | &

Las peroxidasas (EC 1.11.1.7) son unas enzimas, ampliamente

distribuidas en los reinos animal y vegetal. Estas enzimas se dividen en

tres grandes superfamilias: la superfamilia de peroxidasas animales, la

superfamilia de las catalasas y la superfamilia de peroxidasas de plantas.

Welinder (1992) hizo una clasificacion interna diferenciando en la

superfamilia de peroxidasas de plantas tres clases en funcién de sus

diferentes elementos estructurales:

Clase I. Peroxidasas de origen procariotico. Implicadas en procesos
de detoxificacion de las planta (eliminacién de peroéxido de
hidrégeno). En este grupo podemos se encuentran la ascorbato

peroxidasa (APXs) y la citocromo c peroxidasa (CcP).

Clase II. Peroxidasas secretadas por hongos. Implicadas en
procesos de degradacion de lignina. En este grupo nos encontramos

con la lignina peroxidasa (LiP) y la manganeso peroxidasa (MnP).

Clase III. Peroxidasas secretadas por plantas. En este grupo es
donde se estan: la isoenzima c de la peroxidasa de rabano picante
(HRP-C), la peroxidasa mas estudiada hasta el momento, la
peroxidasa de cacahuete (PNP), de cebada (BP) de semilla de soja
(SBP) y las peroxidasas de palma real (RPTP), africana (AOPTP) y

comun (CEP), entre otras.

Todas ellas se caracterizan por tener un grupo prostético un grupo

hemo tipo b (protoporfirina IX), con Fe (III) pentacoordinado, que

constituye el centro activo de la enzima. En la Tabla 1.1, que se muestra a

continuaciéon, aparecen las caracteristicas de las distintas clases de

peroxidasas de plantas (Welinder, 1992):

Tesis Doctoral. Departamento de Quimica Fisica. Universidad de Salamanca



“3 Caracterizacion Quimico-Fisica de la Palma Chamaerops excelsa

Tabla 1.1. Caracteristicas de las distintas clases de peroxidasa de plantas
(Welinder, 1992).

Elementos Clase I Clase I1 Clase III
Grupo hemo Si Si Si
Carbohidratos No 0-5% 0-25%
Iones metalicos No Ca?+ (2) Ca?+ (2)
Puentes disulfuro No 4 4
Seiial peptidica de No En el extremo N- En el extremo
secrecion terminal N-terminal
Propéptidos en el No No Si
extremo C-terminal
Hélices extra B’ entre B-C B’ entre B-C D’ entre D-E
F’'y F” entre F-G
Ejemplos APXs LiP, MnP HRP-C, CEP, RPTPT, AOPTP

Las peroxidasas de pantas superiores estan implicadas en una gran
variedad de procesos fisioldgicos, 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 frene al estrés oxidativo y

el ataque de patégenos.

Las peroxidasas de Clase III al poderse localizar en distintas partes de
la planta y ser sintetizadas por distintos organismos, dan lugar a multiples

formas, denominadas isoenzimas. Asi podemos clasificarlas en:

e Isoenzimas acidas o aniénicas (pI<7,0). Con alto contenido en

carbohidratos.
e Isoenzimas neutras o ligeramente basicas (7,0<pI<9,0).

e Isoenzimas muy basicas o cationicas (pI>11,0). Normalmente

tienen muy poco contenido en carbohidratos.

Las peroxidasas catalizan la oxidacién de una gran variedad de
sustratos organicos e inorganicos, utilizando el peréxido de hidrégeno o
un hidroperéxido organico como molécula aceptora de electrones (Figura
1.1). Las reacciones en las que estan implicadas las peroxidasas son
reacciones bisustrato (Alberty, 1953) y siguen un mecanismo Ping Pong
(Cleland, 1970, 1990).
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RH RrR*

Figura 1.1. Ciclo catalitico de las peroxidasas. Se muestra el centro activo de la enzima
férrica nativa y de sus formas modificadas, el Compuesto I (Col) y el Compuesto II (Coll).

Ademas de esta funcionalidad dentro de la planta, son unas enzimas
que se utilizan ampliamente en la industria, asi como en aplicaciones de
sintesis de polimeros organicos como la polianilina (PANI), la decoloracién
de tintes sintéticos, la descontaminacion y limpieza de aguas residuales y
suelos, la sintesis de farmacos organicos con alto rendimiento, para la
construccion de electrodos enzimaticos, kits de diagndstico y
enzimoinmunoensayos. En todos estos ensayos, la enzima utilizada por

excelencia es la enzima de rabano picante (Amoracia rusticana).

Recientemente, la Comision Cientifica de la Unién Europea ha definido
a las peroxidasa como las proteinas con mayor interés biotecnolégico para
el siglo XXI, en especial por su potencial para conservar el medio ambiente.
En esta linea, las peroxidasas pueden sustituir ventajosamente a algunos
de los 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 del papel durante su reciclaje y,
también, al formaldehido (mutagénico y cancerigeno) que se utiliza en la

fabricacion de resinas fenolicas.
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Desde que se descubri6 la elevada estabilidad de la HRP-C, se comenz6
a utilizar en multiples aplicaciones biotecnoldgicas y se comenzaron a
estudiar cudles eran los componentes estructurales responsables de esta
gran estabilidad, comparandose con otras peroxidasas. Estudios
posteriores de estabilidad con otras peroxidasas han demostrado que las
peroxidasas de palma son mucho mdas estables que la peroxidasa de
rabano (Rodriguez et al, 2001, Zamorano et al., 2008, Zamorano et al,

2009) en un rango de pH mas amplio.

Aunque son muchas las peroxidasas de Clase III que se han
caracterizado bioquimicamente, son pocas las que tienen estructura
tridimensional conocida. Hasta el momento, tan solo se conoce la
estructura cristalografica de la peroxidasa de rabano (Gadjhede et al.,
1997), la de cacahuete (Schuller et al., 1996), la de la cebada (Henriksen et
al, 1998) y la de palma real (Watanabe et al., 2010). El alto porcentaje de
glicosilacion dificulta su cristalizacién 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 III.

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 presentas ningun interés, pues no
mejoran las caracteristicas de la peroxidasa de rabano, pero otras, en
cambio, abren un campo de estudio y de aplicacién biotecnolégica muy

interesante, como son, las peroxidasas de palmas.
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[I.- FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. . PEROXIDASAS DE PALMA: UNA BREVE INTRODUCCION

Las peroxidasas de palma se encuentran involucradas en la
formacién de la pared celular, en la regulacién de las hormonas de la
planta, en su mecanismo de defensa, y en respuestas a stress inducido por
patégenos (Hiraga et al, 2001). Son requeridas para superar las
condiciones adversas medioambientales, bajo las cuales se producen un

incremento de especies reactivas del oxigeno (027, H202 y OH-).

Estas enzimas catalizan la oxidacién de sustratos organicos,
mientras se reduce el H202 u otros peréxidos a agua en un ciclo catalitico
de tres pasos que se conoce como mecanismo de Poulos-Kraut, lo que
implica diferentes formas intermedias de la enzima (Poulos y Kraut,
1990). Para la mayor parte de las peroxidasas, los sustratos tipicos son
pequefias moléculas tales como fenoles y aminas aromaticas. Sin embargo,
es dificil imaginar qué sustratos son fisiolégicamente relevantes para las
peroxidasa de planta, debido a su capacidad para oxidar una amplia

variedad de sustratos organicos e inorganicos (Savitsky et al., 1999).

Las peroxidasas de palmeras pertenecen a la familia de las
peroxidasas secretadas por vegetales (Clase III). Son enzimas constitutivas
y solubles ya que contienen grupos glicanos covalentemente unidos por
varias cadenas laterales de asparagina de una Unica cadena polipeptidica
con alrededor de unos 300 residuos. Su centro catalitico alberga dos iones
de calcio y un grupo prostético hemo localizado en la hendidura creada
por dos a-hélices antiparalelas. Rodeando el plano hemo, hay varios
residuos aminoacidos altamente conservados que son esenciales para las
propiedades cataliticas de las peroxidasas (Feng et al., 2008; Ryan et al,,
2006).

Recientemente, se han purificado y caracterizado peroxidasas de
hojas de palmeras tropicales (Feng et al., 2008; Ryan et al., 2006;
Sakharov et al., 2000; Sakharov et al.,, 2001; Sakharov, 2003; Onsa et al,,
2004; Watanabe et al., 2007). Estas enzimas muestran gran estabilidad a

altas temperaturas, dentro de un rango bastante amplio de pH, asi como
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en presencia de peroxido de hidrégeno y de desnaturalizantes quimicos
(Sakharov y Sakharova, 2002; Rodriguez et al., 2002; Zamorano et al.,
2008), haciéndolas interesantes para aplicaciones industriales. Debido a
su alta estabilidad térmica, reactividad y estabilidad a valores bajos de pH,
las peroxidasas de varias plantas se han utilizado en el desarrollo de
biosensores para aplicaciones analiticas (Regalado et al., 2004; Alpeeva et
al, 2005). Entre las peroxidasas de clase Il que se han caracterizado
estructuralmente y bioquimicamente estan las peroxidasas de palmera
real Roystonea regia (RPTP), .palmera Chamerops excelsa (CEP), palmera
africana Elaeis guineensis (AOPTP), palmera del viento Trachycarpus
fortunei (WPTP) que han demostrado ser las mas estables (Sakharov et al.,
2001; Sakharov, 2003; Caramyshev et al., 2006).

2.2. SUPERFAMILIA DE LAS PEROXIDASAS DE PALMA

Welinder (1992) clasifico las peroxidasas de plantas en tres grupos
basicos en funcidon de sus diferentes grupos estructurales. Pero aqui y
ahora pondremos especial atencién en las peroxidasas de Clase III y
quienes deseen saber un poco mas acerca de esta clasificacion general de
peroxidasas pueden consultarlo en trabajos previos de este grupo
(Zamorano et al., 2007, Zamorano, 2009). Las peroxidasas de Clase III
tienen una estructura secundaria rica en a-hélices separadas por bucles y
giros de longitud variable. Estas peroxidasas (EC 1.11.1.7) tienen dos iones
calcio, un péptido sefal en el N-terminal, cuatro puentes disulfuro bien
conservados, un conjunto de hélices que juegan un papel importante en el
acceso del sustrato al sitio activo, un nivel de glicosilacién que se
encuentra entre 0-25%, y un propéptido en el C-terminal responsable de

dirigir las peroxidasas a las vacuolas (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Caracteristicas de la Clase III de peroxidasas y de las peroxidasas de
palmera (Hidalgo Cuadrado et al., 2011c)

Superfamilia de las peroxidasas
Clase 111 Clase X

Grupo hemo Si Si

Carbohidratos 0-25% 24-25%

Iones metalicos Ca%+ Ca%+

Puentes disulfuro 4 4

Seiial peptidica de secrecion Extremo N-terminal Extremo N-terminal

Propéptidos en el C-terminal Si Si

Hélices adicionales D’ entre D-E B’y B” entre B-C

F’y F” entre F-G D’ entre D-E
F’y F” entre F-G
cHRP, PNP, BP1, TcPX, RPPX RPTP, CEP

Desde el punto de vista estructural, las peroxidasas de palma tienen
una serie de hélices adicionales que no tienen otras peroxidasas de la
Clase III. En la RPTP, y en la CEP se han encontrado dos pequefias hélices,
B’ y B”, que aparecen insertadas entre las hélices B y C (Figura 2.1). Como
en otras peroxidasas de Clase III, las peroxidasas de palma tienen dos 3-
lamina cortas, 1y B2, que se encuentran insertas entre las hélices F y G,
las cuales contienen las hélices F' y F”. Hay cuatro puentes disulfuro
basados en los pares de residuos invariantes de cisteina (Cys), dando
rigidez a la estructura (Watanabe et al., 2010). Si nos basamos en las
diferentes clases de peroxidasas (Zamorano et al, 2007), se puede
observar que las principales caracteristicas que diferencian la Clase II de
la Clase IIl de peroxidasas es la presencia de las hélices adicionales. La
Clase II Unicamente tiene una hélice B’ adicional entre B-C. y la Clase III
tiene una D’ entre D-E, una F’ y una F” entre F-G y los propéptidos del C-
terminal. En resumen, las peroxidasas de palma exhiben todas las
caracteristicas del grupo Clase III, junto con las dos hélices adicionales. Por
ello, proponemos un nuevo grupo de peroxidasas: la superfamilia de las

peroxidasas de palma (Hidalgo Cuadrado et al., 2011c).
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Figura 2.1. Diagrama en cinta (Ribbon diagram) de RPTP (Hidalgo Cuadrado et al.,
2011c). Conservando las hélices que aparecen en gris con respecto a las peroxidasas de
clase Il y destacando en marroén las nuevas hélices que aparecen para las peroxidasas de

palma.

2.3. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LAS PEROXIDASAS
DE PALMERA

El ndmero de estructuras cristalinas de peroxidasas que han sido
elucidadas por difraccién de rayos-X es bajo (Zamorano et al., 2007).
Problema significativo para la cristalizaciéon de las peroxidasas es el alto
nivel de glicosilacion de este grupo de enzimas. Este inconveniente,
evidentemente, incluye a las peroxidasas de palmera, cuyo grado de
glicosilacion es aun mayor en comparacion con otras peroxidasas. La
estructura tridimensional de la de RPTP muestra nueve sitios de
glicosilacion (Watanabe et al.,, 2007) y estudios preliminares de la CEP
también muestran el mismo nimero de sitios. Por otro lado, HRP-C, SBP y
PNP tienen siete, cinco y tres cadenas de glicanos respectivamente. El

hecho de que se incremente la glicosilacion favorece la solubilidad de la
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peroxidasa en soluciones acuosas y mejora la estabilidad de la peroxidasa

frente a la protedlisis (van Huystee et al., 2004).

Al igual que otras peroxidasas, las de palma tienen cadenas polipeptidicas
con alrededor de 300 residuos aminoacidos, un sitio activo con un grupo
prostético donde un i6n Fe(Ill) esta coordinado con dos iones calcio
(Figura 2.2), y ocho sulfidrilo formando cuatro puentes disulfuro
invariantes entre las Cys 11-91, 44-49, 97-299 y 176-208 (Watanabe et al.,
2010). EI hierro y los iones calcio son esenciales para la estructura e
integridad funcional de la enzima. Los sitios de glicosilacion estan sobre la
superficie del bucle conteniendo la a-hélice y siempre en el borde exterior

de la proteina.

Figura 2.2. Representacion en tres dimensiones de la estructura de rayos-X de la
peroxidasa de palma (RPTP PDB code 1HDL) (Watanabe et al., 2010). El grupo hemo
se encuentra representado en el centro de la estructura en color turquesa,
correspondiendo con el anillo de protoporfirina y el i6n Fe(IIl) en rojo, encontrandose en
el centro de la estructura. El grupo hemo se encuentra localizado entre los dominios
distal y proximal, los cuales contienen un i6n Ca(II) cada uno de ellos (en verde).
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La estructura secundaria estd principalmente compuesta por o-
hélices y un pequefio nimero de B-ldminas cortas. Las peroxidasas de
palma tienen diez a-hélices (A-]) ocupando los sitios de similar topologia
en todas las peroxidasas de Clase IIl. Una diferencia significativa entre la
Clase III y la nueva Clase de las peroxidasas de palma es que la ultima
contiene dos a-hélices adicionales (B’ y B”) que juegan un papel todavia
hoy desconocido sobre la estabilidad de las proteinas. La integridad
estructural de esta region de la proteina se mantiene por el puente

disulfuro entre Cys44 y 49.

Es posible que los diferentes residuos de la a-hélice B’ jueguen un
papel importante en la accesibilidad del sustrato para unirse al centro

activo.

Al igual que otras peroxidasas de la Clase III, las peroxidasas de
palma tienen dos dominios - el distal y el proximal - encontrandose el

grupo hemo en el centro (Figura 2.2),

2.3.1. EL CENTRO ACTIVO

Como en el caso de las peroxidasas de Clase 111, las peroxidasas de
palma contiene dos tipos diferentes de centros metalicos: Fe(IIl)-
protoporfirina IX, generalmente denominado como “grupo hemo” y dos
iones de calcio (Tabla 2.1, Figura 2.2). Ambos son esenciales para la

integridad estructural y funcional de la enzima.

El centro activo del grupo hemo de las peroxidasas de palma se
asemeja mucho al de la peroxidasa aniénica HRP-C y al de la catiénica SBP,
mostrando que el atomo de hierro no se desplaza del plano central y esta
coordinado a moléculas de perdxido de hidrégeno. La distancia de la
banda de perdxido oxigeno-oxigeno corresponde a un enlace simple y
apoya la idea de que las estructuras cristalinas de la peroxidasas de palma
no definen su estado de reposo. El estado de reposo de la enzima contiene

un i6n Fe (III) con un enlace débil del ligando agua que se sustituye por
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una molécula de H20:2. Por lo tanto, la estructura del cristal tridimensional
de las peroxidasas de palma corresponde a un estado hidroperéxido
complejo, que, de acuerdo con el mecanismo de reaccién de Poulos y Kraut
(1980), es un estado de transiciéon del intermedio formado antes del

Compuesto [ (Watanabe et al., 2010).

Los residuos conservados en las peroxidasas de Clase III
responsables del mantenimiento de la estructura del grupo hemo son los
que se indican a continuacién. En el dominio distal del plano del grupo
hemo, el grupo NH: de la Arg38 ayuda a la estabilizacién a través de una
molécula de agua durante la formacion del complejo peroxidasa:H202; la
Phe41 previene el acceso al hierro del grupo hemo; el atomo Ne2 de la
His42 actia como un aceptor de protones, puesto que el H202 se enlaza
con la vacante del sexto centro de coordinacion del hierro hético, y la
Asn70, que es un residuo conservado en las peroxidasas de Clase III. En el
dominio proximal del plano del grupo hemo, tanto His169, coordinada al
atomo de hierro a través de su cadena lateral al atomo Ne2, como Asp248,
cuyo grupo carboxilato constituye puente de hidrégeno con la N61H de la
His169, juegan un papel importante en la estabilizacion de los estados
oxidados del atomo de hierro (Figura 2.3). En las peroxidasas de palmera,
el atomo peroxido de Oz forma enlaces de hidrogeno con el atomo Ne2 de
la His42, con el atomo Ne de la Arg38 y con una molécula de agua wl. W1
es el enlace de hidrogeno de la cadena lateral de NH; de la Arg38 y otra
molécula de agua w2. Las dos moléculas de agua wl y w2 estan
conservadas en la cavidad distal del hierro que contienen las peroxidasas
de Clase III y que juega un papel importante en la catalisis 4cido-base de
las moléculas (Figura 5.3) (Banci, 1997).
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Figura 2.3. Residuos aminoacidos clave en la region de union del grupo hemo de las
peroxidasas de palma (Watanabe et al., 2010). El grupo hemo se encuentra en la
parte central, el i6n hierro (en color rojo) se encuentra en el centro del anillo de
protoporfina IX (color turquesa).. A ambos lados del grupo se encuentran unas pequefias
esferas de color violeta, que son las moléculas de agua (w1, w2 y w3). En lado distal, se
observa una barrita de color marrén que se corresponde con la molécula de H;0:
conservada.

Una comparacién estructural de todas las peroxidasas vegetales
elucidadas por rayos-X muestran que hay so6lo una interaccién distinta del
hemo con el propionilo de la proteina. En HRP-C, un residuo glutamina
(Q176) tiene un enlace de hidrogeno al hemo propionilo situado cerca de
la entrada del canal de acceso al sustrato. Sin embargo, en las peroxidasas
de palma, el mismo propionato esta unido por enlace de hidrégeno a la
His175 y a la Ser178 (estructuralmente equivalente a la Phe179 de HRP-C)
y conservando una molécula de agua (w7) que se encontré en las

estructuras 3D de ambas peroxidasas, HRP-C y peroxidasa de palmera.

Nazaret Hidalgo Cuadrado



[I.- FUNDAMENTOS TEORICOS

Curiosamente, la orientacion de los propionatos hémicos en la peroxidasa
anioénica de palmera y de SBP se encuentra retorcida, mientras en las
peroxidasas cationicas (HRP-C y PNP) lo propionatos cargados son
paralelos entre si. Estas diferencias en la interacciones del grupo propionil
hético y la proteina entre peroxidasas de Clase III pueden influir sobre la
estabilidad y propiedades cataliticas de estas enzimas (Watanabe et al,
2010). Por lo tanto, los propionatos del grupo hemo juegan un papel
importante en la estabilidad de la cavidad hémica y en la formacion de los
intermedios cataliticos. Las peroxidasas de palma también contienen una
parte distal y una proximal de unién a los centros de calcio, que son
idénticos a los de la Clase II y Clase IIl de peroxidasas (Banci, 1997;
Gadjhede, 2001; Poulos, 2006; Poulos y Fenna, 1994; Ryan et al., 2006;
Veitch, 2004a; Welinder, 1992).

2.3.2. LOS GLICANOS

La Clase Il de peroxidasas son glicoproteinas con un porcentaje de
glicosilaciéon de 0-25%. En las peroxidasas de palma, el total de
carbohidratos que contienen las moléculas en estado nativo es de 24,3%.
Los glicanos son esenciales para el mantenimiento de la estabilidad y
actividad, incrementan la hidrofobicidad y la proteccion de la proteina a la
proteolisis. Los glicanos estan compuestos por cinco clases diferentes de
azucares: N-acetil glucosamina, xilosa, manosa, fucosa y galactosa, con una
longitud de 7 a 14 azudcares, siendo la masa promedio de azticares176 kDa.
Los puntos de enlace de los glicanos en las proteinas son los residuos Asn.

Cada peroxidasa tiene su propio porcentaje de glicosilacion.

Al igual que muchas otras peroxidasas de la Clase III, las peroxidasas de
palmera, en estado nativo, estan altamente glicosiladas y sus estructuras
tridimensionales muestran que todos los sitios de N-glicosilacién se
encuentran dentro de la superficie de giro o de las regiones de los bucles
conectados con las hélices a las cadenas de los glicanos que sobresalen del

disolvente. Estudios sobre RPTP (Watanabe et al., 2010) y preliminares
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sobre CEP han demostrado que estas peroxidasas contienen en su
estructura nueve N-glicanos ligados covalentemente unidos a Asn8, Asn28,
Asn114, Asn144, Asn154, Asn211, Asn256 y Asn298, mientras que HRP-C
tiene 8 sitios de glicosilacion situados entre los bucles Asn13, Asn57,
Asn157, Asn186, Asn198, Asn214, Asn255 y Asn268 (Veitch, 2004b). Las
cadenas de glicanos de las proteinas peroxidasa de palma contienen N-
acetil-D-glucosamina (GlcNAc), manosa (Man), fucosa (FUC) y xilosa (XYL).
Hay tres secuencias de las cadenas de glicanos que han sido determinados
previamente como Man-[XYL]Man-Man-GIcNAc-[Fuc]GlcNac. Por lo tanto,
la cadena de glicanos mas abundante que se encontré fue para RPTP. La
estructura por rayos-X revela que es Man-[Xyl]Man-Man-GlcNac-
[Fuc]GlcNac, la cual se adjunté a Asn8 (Watanabe et al.,, 2010). La forma
altamente glicosilada de la peroxidasa RPTP o de otras peroxidasas impide
la cristalizacién, pero por otro lado los glicanos hidrofilicos mejoran su
solubilidad y protegen de la protedlisis. Ademas, la distribucion entre las

glicoformas normalmente no es homogénea.

2.4. ESTABILIDAD DE LAS PEROXIDASAS DE PALMA

Tras el descubrimiento de la alta estabilidad de HRP, surgieron un
numero creciente de aplicaciones biotecnoldgicas, por ello los esfuerzos en
investigacion se dirigen a la determinacion de los componentes
estructurales responsables de tan alta estabilidad. En los ultimos 15 afios,
se han encontrado varias peroxidasas de hojas de plantas tropicales que
son mucho mas estables que la HRP. Este es el caso del grupo de las

peroxidasas de hojas de palmeras (Sakharov, 2003).

Se han investigado los efectos que los diferentes elementos
estructurales ejercen sobre la estabilidad de peroxidasa, concluyéndose
que el catiéon Ca?*, los puentes disulfuro, los glicanos y varios residuos
aminodacidos en el sitio activo son factores esenciales para la estabilidad

térmica y quimica de este tipo de enzimas (Zamorano et al., 2007).
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La investigacion mas detallada sobre la estabilidad térmica de
diferentes peroxidasas se ha llevado a cabo a pH 3,0, debido al gran interés
que se tiene en la aplicacion de estas enzimas en la sintesis industrial de
polimeros conductores, proceso que es mas eficaz a pH inferior a 4 (Lui et
al., 1999; Nagaran et al., 2001; Caramyshev et al., 2005).

La desnaturalizacion térmica de las peroxidasas a este valor de pH
dio lugar a transiciones bien definidas, cuyos parametros dependen de la
velocidad de barrido de la temperatura. Bajo estas condiciones
experimentales, el proceso de desnaturalizacién fue siempre irreversible,
ya que no se observé efecto térmico en un segundo calentamiento de la
soluciéon enzimatica. Todo esto indica claramente que las transiciones
térmicas observadas caracterizan un proceso irreversible controlado
cinéticamente. El analisis de las transiciones de calorimetria diferencial de
barrido (DSC) para las peroxidasa de palma se ha llevado a cabo sobre la
base de un sencillo modelo irreversible de dos estados N—%—>D, en el que
solo los estados nativo (N) y final (irreversiblemente desnaturalizado) (D)
estdn significativamente poblados, y en el que la constante de primer
orden (k) de conversion de N a D exhibe una fuerte dependencia con la
temperatura, segin la ecuacion de Arrhenius. En la Tabla 2.2 se muestran
los valores tan elevados de energia de activacion del proceso de
desnaturalizacién Ea para las peroxidasas de palma en comparacion con la
peroxidasa de referencia HRP, asi como los valores de la temperatura (77)
para la que k es igual a 1 min-1, valores obtenidos por ajuste de regresion
no lineal de los datos experimentales al modelo irreversible de dos

estados.

Tabla 2.2. Parametros estimados de la ecuacion de Arrhenius para el modelo
simple de dos estados en la desnaturalizacién térmica de las peroxidasas de palma
a pH 3 (Pina et al., 2001; Rodriguez et al., 2002; Zamorano et al., 2008; Zamorano et
al,, 2009).

Ex (kcal mol-1)
3475+0,3 1036
345,0+0,2 1051+1,7
342,0+0,2 129,1+0,8
344,4+0,5 38,2+0,5
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Los cambios en el espectro de dicroismo circular (CD) de las
proteinas alrededor de 222 nm se corresponden con cambios en su
estructura secundaria. Esta banda CD es la banda correspondiente a los
péptidos y residuos aromaticos. Los cambios en el espectro CD alrededor
de los 400 nm (banda Soret) corresponden a cambios en la estructura
terciaria alrededor del grupo hemo. Con CD es posible estimar el
contenido en los componentes de la estructura secundaria de la proteina.
La tabla 3 muestra la estructura secundaria (en % de componentes) para
las peroxidasas de clase IlIl y peroxidasas de palma en forma nativa y
desnaturalizada. Los componentes de la estructura secundaria de la
peroxidasa de palma en estado nativo a pH 3 se encuentran alrededor de
39+1% a-hélices, 9+2% [(-laminas, 21+1 3-giro y un 30£3% en estructuras
desordenadas. En el caso de la peroxidasa de palma en estado
desnaturalizado al mismo valor de pH contiene 10+2% a-hélices, 24+4%
B-laminas, 15+1 B-giro y un 51+4% en estructuras desordenadas. En el
caso de las peroxidasa de palma (CEP y RPTP) existen grandes diferencias
con respecto a las otras hemoperoxidasas en la cantidad de estructura en
B-lamina. Este incremento en [3-lamina también ocurre en el caso de la
desnaturalizaciéon de proteinas, indicando que la enzima se encuentra en
estado de agregacion probablemente de caracter intramolecular. Los
valores obtenidos para la forma intacta de CEP y RPTP son tipicas de las
diferentes hemo peroxidasa (Banci, 1997). Se ha observado que las
estimas de las -laminas y los B-giros son generalmente peores que las
estimas de las a-hélices ya que la intensidad de elementos estructurales de
tipo B es menor la de los elementos en a-hélices (Venyaminov y Yang,
1996). Al calentar la CEP y la RPTP hasta temperatura de
desnaturalizacion de la proteina, la forma del espectro cambia (Zamorano
et al, 2008; 2009), apuntando a un incremento en estructuras
desordenadas, principalmente a expensas de la estructura en a-hélice
(Tabla 3). El incremento en la cantidad de $-ldmina que también ocurre en
la desnaturalizaciéon de peroxidasas de palma, indicando algin estado de
agregacion, probablemente de naturaleza intramolecular ya que no se

detect6 incremento en la turbidez en el proceso de desnaturalizacion.
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Tabla 2.3 Estructuras secundarias por espectroscopia CD para las formas nativa y
desnaturalizada de algunas peroxidasas a pH 3 (Hidalgo Cuadrado et al.,, 2011c). N
es la estructura en estado nativo y D la estructura en estado desnaturalizado.

AOPTP CEP RPTP HRP aPrx

N D N D N D N D N D
a-hélice 15 12 38 10 41 8 42 27 47 30
B-lamina 38 23 7 28 12 20 11 17 6 9
B-giro 20 14 22 15 20 16 21 18 27 23
DENOY D EUER 40 50 33 47 27 56 26 38 20 37

2.5. CINETICA DEL ESTADO ESTACIONARIO

Las peroxidasas catalizan la oxidacién de sustratos organicos
mientras se reduce el H20; (u otros peréxidos) a agua en un ciclo de tres
pasos cataliticos, los cuales involucran formas intermedias de la enzima
(Poulos, 1980):

E+H,0, —“>Col+H,0, (2.1)
Col+AH, —2>Coll+ AH" (2.2)
Coll+AH, —>E+H,0+AH" (2.3)

donde E es la enzima nativa. La oxidacion monoelectronica del estado
nativo E (Ecuaciéon 2.1) da lugar a un estado intermediato denominado
Compuesto I (Col), descrito como radical m-cation oxiferril profirina. Col
acepta un electréon y un proton desde el sustrato reductor (AH2),
produciendo un radical libre (AH*) y el intermedio hemo oxiferrilo
conocido como compuesto II (Coll). La subsecuente reducciéon de un
electron del Coll por una segunda molécula de sustrato reductor produce
la forma férrica de la peroxidasa (E). La constante microscépica ki
(constante de formacion del compuesto [) indica la reactividad de la
enzima hacia el peréxido de hidrogeno y la k3 (constante de reduccion de

Coll) la reactividad de la enzima en relacion al sustrato reductor.
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En la Figura 5.4 se puede observar el mecanismo reduccion de los
compuestos [ y II del HRP-C para llegar al estado nativo de la enzima, que

se lleva a cabo en el lado distal del centro activo de la proteina.

\
+ Ferulato o
Qw

—Q——

Compuesto I
Asn70 NH,

|

Q His42

OCH;,

‘o o] "
O o e
o]

Estado nativo

Figura 5.4. Mecanismo para la reduccién de los compuestos 1 y II de HRP-C con
acido ferulico (ferulato a pH neutro) como sustrato reductor (Veitch, 2004). Se han
remarcado los papeles de los residuos del grupo hemo, asi como de una molécula de agua
y de la Pro139 que se encuentran en el lado distal. Las flechas discontinuas indican la
direccién de transferencia del protén, y las flechas continuas la transferencia del electron.

Siguiendo la nomenclatura de Cleland (Cleland, 1970), este ciclo
catalitico es un mecanismo irreversible Ping Pong. Cuando la reaccion es
irreversible, la velocidad de la reaccién del compuesto es mayor que la de
disociacion. Aparentemente, la reacciéon global no tiene limites para esta
velocidad, a mayor concentracién de sustrato, mayor velocidad de la
reaccion. Recientemente estudios con peroxidasas de palma, CEP (Hidalgo
Cuadrado et al., 2011b) y RPTP (Zamorano, 2009) demuestran que éste es

un mecanismo Ping Pong Bi-Bi. Las constantes microscépicas de las
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peroxidasas de palma indican que muestran mayor afinidad a pH acidos
que otras peroxidasas de Clase III. Esto muestra de nuevo que esta clase de

peroxidasas es mas estable que las otras. (Hidalgo Cuadrado et al., 2011a).

2.6. INACTIVACION SUICIDA DE LAS PEROXIDASAS

A pesar de las peculiaridades que distinguen las diferentes
peroxidasas, se puede proponer un mecanismo comun de inactivaciéon que
comprende varias etapas. Las peroxidasas en ausencia de sustrato, o
cuando se exponen a altas concentraciones de per6xido de hidrogeno,
muestran un comportamiento cinético de inactivaciéon suicida, donde el
perdxido de hidrégeno es el sustrato suicida que convierte el Coll en un
compuesto radical libre porfirinico peroxi-hierro(Ill) altamente reactivo,
denominado Compuesto III (Colll). El Colll no forma parte del ciclo pero se
produce bajo una excesiva exposiciéon del compuesto protonado Coll a
especies oxidantes en una reaccidon parcialmente mediada por radicales
libres superoxido (Nakajima y Yamakazi, 1987; Adediran y Lambeir, 1989;
Keilin y Mann, 1937). Los analisis de captura de spin y espectrales de ESR
han demostrado la formaciéon de estas especies tras el tratamiento
oxidativo de la HRP (Adediran y Lambeir, 1989)

Los modelos cinéticos para la inactivacion por peréxido de
hidrogeno de la HRP y de las peroxidasas de palma son similares en la
dependencia con respecto al tiempo y muestran curvas cinéticas de
saturacion. A partir de la estequiometria de la inactivacion suicida, se
concluye que primera peroxidasa que se utilizé para la sintesis de PANI
fue la HRP, pero esta enzima se encontré que presentaba una baja afinidad
por la anilina y que perdia parte de su actividad catalitica a valores de pH
inferiores a 4,5 (Cattopadhya y Mazumdar, 2000; Pina et al.,, 2001). Por
todo ello, se ha utilizado una peroxidasa estable al pH y aislada de las
hojas de palmera para la sintesis enzimatica de PANI (Vorobiev et al.
2005), lo que supondria un nuevo enfoque en la construccién de este tipo

de electrodos. La principal ventaja de este enfoque es que la sintesis de la
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polianilina se produce en condiciones favorables al medio ambiente y

faciles de controlar.

2.7. APLICACIONES POTENCIALES

Debido a la notable resistencia a la inactivacion por Hz0,
comprobada para diferentes sustratos, en comparacion con la de otras
peroxidasas estudiadas hasta la fecha y que se utilizan en diferentes
aplicaciones, la peroxidasa CEP puede considerarse un buen candidato
para su uso en procesos que impliquen oxidacién, asi como en las
enfermedades de Refsum y el Alzheimer o incluso en procesos de

envejecimiento (Hidalgo Cuadrado et al.,, 2011c).

Otro punto importante son las terapias para el cancer en las que se
usa acido 3-indol-acético (IAA) y donde la peroxidasa de palma se podria
combinar, ya que se pueden ofrecer nuevas posibilidades en este proceso
de acuerdo con Wardman y colaboradores (Folkes y Wardman, 2001;
Greco et al., 2001; Wardman, 2002). Estos autores observaron que el IAA
es citosolico para las células de mamiferos, en presencia de HRP-C. La
peroxidasa de palma se podria utilizar en estos experimentos, ya que

exhibe una alta afinidad, mayor que la de HRP-C.

Pues hemos demostrado que CEP tiene mayor afinidad a sustratos
con H aceptores, y como IAA tiene 3 H aceptores, lo convertiria en un buen

candidato para este tipo de aplicaciones (Hidalgo Cuadrado et al., 2011c).
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III.- OBJETIVOS

A lo largo del siglo XX muchos han sido los grupos de investigaciéon
que han caracterizado bioquimicamente nuevas peroxidasas procedentes
de diferentes fuentes, en su mayor parte, vegetales, tales como 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 mayoritariamente en purificar estas enzimas y
hacer estudios de estabilidad frente al pH, la temperatura y diferentes

agentes quimicos desnaturalizantes.

En la década de los noventa, el grupo de I. Sakharov, en la
Universidad Industrial de Santander (Colombia), comenz6 a aislar y
estudiar las peroxidasas de especies tropicales (palmas), cuando se

conocio su elevada estabilidad.

Alos pocos afios nuestro grupo inicié los estudios de estabilidad de
este tipo de peroxidasas (palma africana, palma real y palma Chamaerops
excelsa), asi como de la estabilidad de las peroxidasas de rabano picante y
la aniénica de cacahuete como peroxidasas de referencia. Las peroxidasas
de palma demostraron ser enzimas termoestables en un amplio intervalo
de pH en el que son activas, poseyendo, ademas, una actividad catalitica
en diferentes situaciones experimentales. La elevada estabilidad que
poseen en intervalos de pH bajos, las hacen apropiadas para muchas
aplicaciones biotecnolégicas en condiciones amigables para el
medioambiente. Por este motivo, nuestro grupo sistematicamente ha
realizado estudios de estabilidad a pH 3,0, pH en el que la enzima retiene

el 100% de su actividad ademas de su estructura nativa intacta.

Los objetivos del trabajo son:

» Optimizar el proceso de purificacién para la peroxidasa de
palma Chamaerops excelsa, para la obtencion de la proteina
con una calidad de pureza dptima para posteriores estudios.

» (Caracterizar bioquimicamente la peroxidasa de palma
Chamaerops excelsa, determinando su masa molecular,
punto isoeléctrico, factor R,y estado de agregacion.

= Llevar a cabo el estudio de estabilidad térmica de la enzima
a pH 3, utilizando como metodologia de seguimiento la
Calorimetria diferencial de Barrido (DSC) para, asi, poder
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caracterizar su proceso de desnaturalizacion, y en el caso de
ser reversible, calcular sus parametros termodindmicos.

* Comparacion de los resultados de estabilidad térmica
obtenidos por la metodologia DSC, con los obtenidos
mediante las metodologias de dicroismo circular (CD) y
fluorescencia intrinseca de proteinas.

= Estudiar la estabilidad de la enzima frente a los cambios de
pH.

» Determinar la estructura secundaria de la peroxidasa
mediante espectroscopia de dicroismo circular.

» Estudio del estado estacionario y de inhibicién por sustrato
de la enzima y calculo de sus parametros cinéticos.

» Estudio de inactivacion por sustrato suicida.

* Anadlisis del mecanismo cinético que sigue la peroxidasa en
su reacciéon de oxidacion.

» Andlisis cristalografico de la proteina: Sistema de
cristalizacion y grupo espacial.

El objetivo final es definir una enzima con unas caracteristicas espectrales
mucho mejores que las de la peroxidasa de rabano picante, capaz de
sustituirla en la mayor parte de sus aplicaciones biotecnolégicas. Una
enzima mas estable permitirla realizar los procesos mas eficazmente y en
mejores condiciones de pH y temperatura, lo que seria rentable y, ademas,

beneficiosa para el Medio Ambiente.
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4.1. MATERIAL

4.1.1.PURIFICACION

» Agitadores magnéticos.

» Aparato de electroforesis vertical en placa (Bio-Rad laboratorios,
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).

= Bafio Speed-Vac Savant (GM], Inc. Minnesota 55303, USA).

* Bomba de vacio.

» (assettes de dialisis de MWCO 7000 (0,5-3 mL), MWCO 10000 (12

mL) y MWCO 10000 (0,1-0,5 mL) (Pierce Biotechnology, Inc.,
Rockford, IL).

= (Centricones Amicon Ultra 15 de MWCO 10000 y 30000 (Millipore
corp., Billerica, MA).

» (Centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B Superspeed (E.I. du Pont
Instruments Canada Company, Ontario LSM2H3, Canada).

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

* Columna cromatografica con camisa de 1.5 x 10 cm (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).

* (Columna cromatografica de 0.5 x 10 cm (Bio-Rad laboratorios,
Hercules, CA).

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

* (Columna cromatografica de fase reversa Lichrosphere RP100C1s
(250 x 4 mm, 5 uym de tamafo de particula) (Amersham
Biosciences).

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

» Liofilizador Benchtop 3L (The Virtis company, INC. Gariner, New
York 12525, USA).
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= Membrana de dialisis de celulosa de 76 mm de anchura que retiene
proteinas con un peso molecular > 12000 Da (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO 63103, USA).

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

4.1.2.CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA

= (Cubetas de cuarzo para fluorescenciade 1 x 2y 0.2 x 2 cm (Hellma
GMBH and Co. KG, Miillheim, Alemania).

= Cubetas de absorcién de cuarzo de 1 x 2y 0.2 x 2 cm (Hellma GMBH
and Co. KG, Miillheim, Alemania).

= Digestor proteico ProGest (Genomic Solutions Inc. Ann Arbor, MI
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, Jap6n).
= Espectropolarimetro Jasco J-715 (JASCO Inc., Easton MD).

= Filtros de 0,22 pm, 47 mm (Millipore corp., Billerica, MA)

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

= [E Model 111 Mini IEF Cell (BioRad Laboratories, Hercules, CA).
= Jeringas (Hamilton Company CH-7402 Bonaduz, GR, Suiza)
= Material de uso corriente en un laboratorio de Bioquimica.

= Microcalorimetro diferencial de barrido MC-2D (MicroCal Inc.,
Northampton, M.A., USA).

= Microelectrodo de pH 6 mm (Crison Instruments, SA, E-08328
Alella, Barcelona, Espafia).

= Ordenador PC compatible.

= Placas de anfolitos para isoelectroenfoque PAGplate pH 3.5-9.5 de

poliacrilamida (T = 5%, C = 3%) con una concentracién de anfolitos
de 2,2% (p/v) (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia).

= pH-metro digital Crison micropH 2001 (Crison Instruments, SA, E-
08328 Alella, Barcelona, Espafia).
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4.1.3.CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS

= (ristalizador Honeybee931 (Genomic solutions Inc)
= Synchrotron Light Source Laboratory LNLS

4.2. REACTIVOS
4.2.1.PURIFICACION

Polietilenglicos 10000 (PEG), sulfato amoénico ((NH4)2S04), fosfatos tales
como NaH;PO4 y Na;HPO4, NaCl TRIS-HCI], todos ellos de gran pureza de
Sigma (ST. Louis, MO, USA). Resinas: Fenil-Sefarosa CL-4B de Healthcare
Bio-Sciences AB (Uppsala, Suecia) y TSKgel DEAE-5PW de Tosoh
Corporation (Tokio, Japdn). Kit de calibracién de bajo peros molecular
(LMW) para una columna Superdex 200 10/30 HR (GE Healthcare Bio-

Sciences AB, Uppsala, Suecia).

4.2.2.SUSTRATOS DE ACTIVIDAD PEROXIDASA

Guayacol (2-metoxifenol), ABTS (2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) sal diamédnica, o-dianisinina (3,3’-dimetoxi-4,4’-
diaminobifenilo) y o-fenilendiamina, todos ellos de elevada pureza,
proceden de Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

Generales: Peroxido de hidrogeno (H202) de Merck (Damstadt, Alemania).
Acido clorhidrico (HCl), hidréxido sédico (NaOH), hidrocloruro de
guanidina so6lido (hidrocloruro de iminourea), hidrocloruro de guanidina
(solucién 8 M), carbonato de sodio y tampén HEPES (acido 2-[4-(2-
hidroxietil)-piperazin-1-yl]-etanosulfénico) son de Sigma. Acido bérico y

acido perclérico de Panreac (Barcelona, Espafa).
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4.2.3.TECNICA DE ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA
(PAGE)

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina), APS (persulfato
amoénico), SDS (dodecilsulfato sédico), azul de Coomassie R-2500, acido
acético, glicina, glicerol y etanol son de Sigma. El -mercaptoetanol es de
Merck. 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,
Espafa). El marcador de PM para SDS-PAGE Novex Sharp Pre-Stained de
Invitrogen (Invitrogen Life Technologies Corporation, Van Allen Way,
Carlsbad, California 92008, USA).

4.2.4. METODO LOWRY

Albimina de suero bovino (BSA) y carbonato sédico (NazCO3) de
Sigma. El sulfato de cobre (CuS04-5H20), el tartrato sodico y el reactivo

folin-ciocalteu de Panreac.

4.2.5. TECNICAS CRISTALOGRAFICAS

Tampon MES y etilenglicol, de Sigma (St. Louis, MO, USA). Matrices
de muestreo (Sparse Matriz) para encontrar las condiciones 6ptimas de
cristalizacion de 24 pocillos: Cristal Screens I y Cristal Screens II (Hampton
Research, 34 Journey, Aliso Viejo, CA 92656-3317, USA).

4.2.6. TECNICA DE ISOELECTROENFOQUE

Kit de calibracion de pl 4,45-9,6 de Biorad (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA)
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4.3. MATERIAL BIOLOGICO
4.3.1.PALMERA Chamaerops excelsa

La palmera Chamaerops excelsa es una especie de la familia de las
Arecaceae originaria de la China central y oriental, pero plantada como
planta ornamental en todas las zonas templadas, teniendo elevada
presencia en los paises mediterraneos por su buena resistencia al frio y a

altas temperaturas.

Su tronco alcanza hasta 12 m de altura, y queda recubierto (total o
solo la parte superior) por las vainas de las hojas caidas, lo que le da un
aspecto “peludo”. Las hojas son palmadas, con un limbo de unos 50 cm de
largo por 75 cm de ancho, con peciolos con los margenes serrados y un

poco mas largos que el limbo.

Las hojas proceden de varios ejemplares de 6-7 afios que se
encuentran en la mediana de la Avenida Canalejas en la ciudad de
Salamanca, pero se pueden encontrar ejemplares de esta misma especie en

toda la comunidad autondémica con fin ornamental.
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Figura 4.1. Palmera Chamaerops excelsa. A y B son las dos palmeras con las que se ha
trabajado para la extraccion de la peroxidasa. C. es el tallo y donde nacen las hojas. D.
Hojas de Chamaerops excelsa.
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4.4. METODOS EXPERIMENTALES

4.4.1.PURIFICACION DE PEROXIDASA DE PALMERA Chamaerops

excelsa

El proceso de purificacién de la palmera Chamaerops excelsa consta de

las siguientes etapas (Esquema 4.1):

e Recoleccion y limpieza de las hojas.
e Homogeneizacion.
e Extraccion de pigmentos mediante reparto bifasico.
e Fraccionamiento cromatografico
o Cromatografia hidrofébica.

o Cromatografia de intercambio i6nico.

o Cromatografia de filtracién en gel o exclusién molecular.

4.4.1.1. RECOLECCION Y LIMPIEZA DE LAS HOJAS

El proceso de purificacion comienza tras cortar las ramas de la
palmera. En primer lugar, se eliminan todas las hojas de la rama,
limpiandolas con un pafio himedo y retirando 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 (Figura 4.2A), se congelan en N liquido (Figura
4.2B) y se trituran con un picador doméstico (Moulinex) (Figura 4.2C). El
proceso es bastante eficaz, ya que las hojas se reducen casi en su totalidad

a un polvo verde. Se pesa ese material, del cual se extraera la proteina.

4.4.1.2. HOMOGENEIZACION

Se procedera a la extraccion a 20 °C de las proteinas solubles, para lo
cual se utiliza H20 destilada en relacion 1:6 (m:v). Este proceso se lleva a

cabo durante 22-24 h, sin agitacion constante, tan solo se agita cada 1-2 h,
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de modo manual. La proteina de interés es soluble en agua y por ello

pasara a la fase acuosa durante este proceso (Figura 4.2D).

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 Biichner, A partir de
este material vegetal sélido, se hace una segunda extraccién con 1/6 del
volumen inicial de H20 y se filtra como se explicé anteriormente. Es muy
eficaz, con ayuda de las gasas, extraer la fase acuosa, utilizando una técnica
de estrujamiento de las gasas. Se hace una estimacién del volumen de H20
que se pierde en el extracto crudo cuando se filtra a vacio, suponiendo una
pérdida de aproximadamente un 4%. Una vez eliminado el material sélido,
se centrifuga la fase acuosa para retirar lo que ha superado el proceso de
filtracion. Se usa la centrifuga a la velocidad de 1020 g, 4 °C, 15 min. Se
centrifuga en fracciones de 50 mL, apareciendo un precipitado verde
oscuro (pellet), de aspecto arcilloso, que se elimina facilmente por

decantacion.
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Figura 4.2. Tres primeros pasos de la purificacion. A. Hojas limpias y cortadas. B.
Congelacién en N; liquido. C. Polvo obtenido tras la trituracién. D. Homogeneizacién en
agua. E. Decantacion inicial. F. Reparto bifasico final.

4.4.1.3. EXTRACCION DE PIGMENTOS POR REPARTO BIFASICO

Se lleva a cabo para la eliminacidn de fenoles, polifenoles y productos
de oxidacion de estos compuestos mediante un método de reparto bifasico
con polietilenglicol (PEG, 10000 wt) y sulfato aménico ((NH4)2S04).

Sobre el extracto de las hojas se adiciona un 14% (m:v) de PEG en
fracciones de no mas de 100 g y se agita a TA hasta su completa disolucion,
para ello se utiliza un agitador magnético. La agitacion debe ser suave, sin

que aparezca espuma sobre la superficie del extracto, para que no se lleve
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a cabo la desnaturalizacion 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 la misma proporcién de fracciones que el reactivo anterior, con

agitacién suave hasta su completa disolucién (Figura 4.2E).

Esta solucion se deja en reposo en un embudo de decantaciéon durante
8 h a 4 °C para la formacion de las dos fases, cada una de las cuales posee
aproximadamente el 50% del volumen inicial. La fase superior, de color
oscuro, es donde se encuentran la mayor parte de los pigmentos, fenoles,
polifenoles, productos de oxidaciéon 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 (Figura 4.2F). Esta fase se centrifuga a 1020g y 4 °C,
durante 15 min, en fracciones de 50 mL, debido a que la interfase de
separacion es muy labil y durante el proceso de decantacién se arrastra
parte de la fase superior. La fase inferior debe tener la misma
conductividad i6nica que el tampén de equilibrado (fase movil) de la
siguiente etapa de cromatografia hidrofébica (~ 200 mS cm-1). Como la
conductividad es menor (~ 150 mS cm) se adiciona (NH4)2SO4 hasta

alcanzar ese valor.
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4.4.1.4. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO

Todos los tampones usados durante el fraccionamiento cromatografico
se han hecho con agua MiliQ, han sido filtrados con filtros de 0,22 pm y se

han desgasificado por extraccién a vacio.

4.4.1.4.1. CROMATOGRAFIA HIDROFOBICA

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 cm?3 de Fenil-Sefarosa CL-4B (Figura
4.3A). Este relleno contiene grupos fenilos covalentemente unidos a una
matriz que contiene un 4% de agarosa, tiene un tamafio medio de
particula de 90 pm y un rango de pH de trabajo comprendido entre 3 y 12.
Ya que la serie de Hofmeister indica que un aumento del efecto salino
incrementa las interacciones hidrofébicas (Tabla 4.1), se equilibra el
relleno con tampoén fosfato 100 mM, pH 6,5, 1,7 M (NH4)2SO4, a una
velocidad de flujo de 1 mL min-l. Cuando se satura se lava la columna con
4-5 volumenes de tampon fosfato 100 mM, pH 6,5, 0,2 M (NH4)2S04, 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 L. de tamp6n TRIS-HCI 8.0 mM,
pH 9,3, 4 °C durante 24 h, con agitacion constante, realizando varios
cambios de tampdén. Proceso imprescindible para que funcione
correctamente la cromatografia que le sigue, conllevando a un aumento de
volumen del 30-40%. Por ello la muestra dializada se concentra sucesivas
veces hasta la obtencion de un volumen no mas de 30 mL por
centrifugacion a 306 g, 4 °C, durante 40 min, con centricones de 10 kDa y
12 mL que permiten el paso de las sales, agua y solutos de pequefio
tamafio molecular a través de su membrana pero no de proteinas de

elevada masa molecular.
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Tabla 4.1. Serie de Hofmeister que indica los iones que favorecen los efectos salinos
y caotropicos.

< Aumento del efecto salino

PO SO, CHsCOO- CI Br NOsy clo, 1 SCN

2+
NHs+  Rb* K+ Na* Cs* Lit Mg D@

Aumento del efecto caotrépico —

4.4.1.4.2. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Esta cromatografia FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) se
lleva a cabo a TA (Figura 4.3D). Se empaqueta manualmente una
columna de vidrio (1 cm x 30 cm), con 12 cm? de fase de TSKgel DEAE-
5PW (tamano medio de particula 20-30 pm y diametro de poro 1000
A), resina cargada positivamente con restos dietilaminoetil (5000-PW-
0-CH2-CH2-NH*-(C2Hs)2) a los que se unen las proteinas que estén
cargadas negativamente. Se utiliza como tampo6n de equilibrado TRIS-
HCI 5,0 mM, pH 9,3, a una velocidad de flujo de 1 mL min-1. Como el
volumen de muestra es grande, se inyectan volimenes de 12,0 mL. La
elucion se lleva a cabo con tampoén TRIS-HCI 5,0 mM, pH 9,3, 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 que forman parte del cromatograma se juntan
antes de pasarlas por la siguiente columna cromatografica, se
concentran al maximo en centricones de 10 kDa, 12 mL, 306 g, 4 °C, 40

min (Figura 4.3F).
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Figura 4.3. Fraccionamiento cromatografico. A. Cromatografia hidrofébica. B.
Cromatografia hidrofébica en el momento de salir la muestra. C. Fracciones recogidas en
la cromatografia hidrofébica (Se puede observar donde se encuentra la muestra debido a
su color marrén intenso). D. AKTA para cromatografia de intercambio i6nico. E.
Fracciones recogidas en la cromatografia de intercambio i6nico (se puede observar
donde estd la muestra por su color naranja intenso). F. Centricén conteniendo la muestra.

4.4.1.4.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR O GEL-
FILTRACION

Esta cromatografia FPLC se lleva a cabo a TA. Se utiliza como fase
estacionario Superdex 200 10/30 HR empaquetada comercialmente
(matriz de agarosa y dextrano con un tamaiio de poro de 13 um, rango
de pH de trabajo entre 3 y 12, y rango de separaciéon dptima entre 10 y
600 kDa). Se equilibra con tampé6on TRIS-HCI 5,0 mM, pH 9,3. La

velocidad de flujo es de 0,5 mL min-1.

Tesis Doctoral. Departamento de Quimica Fisica. Universidad de Salamanca



V%9l Caracterizacion Quimico-Fisica de la Palma Chamaerops excelsa

La muestra obtenida de esta cromatografia se concentra empleando un
centricon de 10 kDa en una centrifuga a 306 g, 4 °C, 40 min. Se pierde
un 1% de actividad en el filtrado. El concentrado se dializa frente a
agua MilliQ en camara fria durante 24 h y finalmente se liofiliza. De

este modo, se puede conservar durante afios en camara fria o a TA.

HOJAS DE Chamaerops excelsa ~ 3 kg

i Limpieza, Congelacion en N, liq. y
Trituracion
Material fibroso Masa vegetal fresca ~ 2 kg
~ 40% masa )
Homogeneizacion
(H,0) 1:6 (m:v)
Homogenado
Filtracion a vacio
i Centrifugacion (1020g, 15 min, 4 °C)
Sedimento Sobrenadante
Precipitacion fraccionada
i PEG (14%) + (NH,)2S0, (10%)
Fase superior Fase inferior
Cromatografia hidrofébica
\L (Fenil-Sefarosa CL-4B)
A2
Proteinas no retenidas Proteinas retenidas
Dialisis (Tampén TRIS-HCI 5 mM, pH 9.3)
Filtracion por gradiente
Concentracion
v
Cromatografia de intercambio ionico
(TSKgel DEAE-5PW)
\ 4
Proteinas no retenidas Proteinas retenidas
l Concentracion
Cromatografia de exclusion molecular
l (Superdex20010/30 HR)
Proteinas retenidas Proteinas no retenidas

Dialisis (H,0 MiliQ)
Liofilizacion

PEROXIDASA Chamaerops excelsa (CEP) ~ 50 mg

Esquema 4.1. Representacion esquematica del proceso de purificacion de la
peroxidasa de palmera Chamaerops excelsa (CEP).
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4.4.2.CARACTERIZACION DE LA PEROXIDASA DE PALMERA
Chamaerops excelsa

4.4.2.1. ANALISIS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad peroxidasa se puede medir utilizando una gran
variedad de sustratos tales como: ABTS, guayacol, o-dianisidina y o-
fenilendiamina. E1 ABTS y el guayacol son los sustratos mas cominmente
utilizados ya que el ABTS es un cromégeno de uso comun en el ensayo de
inmunoadsorcién ligado a peroxidasas (ELISA) y por otro lado el guayacol
es un antihistaminico y uno de los cromégenos mas utilizados para la
medida de actividad de las peroxidasas. De este modo se podran comparar
unos resultados con otros. Los productos de oxidacidn de estos substratos
absorben en la regidn visible del espectro a diferentes longitudes de onda
(Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Caracteristicas de los sustratos utilizados para medir la actividad
peroxidasa. Los datos de concentraciones dptimas son los correspondientes a la
peroxidasa de palma real (Zamorano, 2009). Los parametros indicados son la longitud de
onda de medida (), el coeficiente de extincién molar (g), la concentracién de sustrato
reductor (AH:) y la concentracién de peréxido de hidrégeno (H:0;). Todas las medidas
fueron efectuadas a temperatura ambiente (20-25 °C) en un intervalo de tiempo de 2-3
minutos.

[AH;] (mM) | [H;0:] (mM)
-———

5200

-———
45 11100 15

La actividad peroxidasa se determina espectroscopicamente. Una
alicuota de soluciéon enzimatica (1-20 pL) se adiciona a 2 mL de tampo6n
fosfato 20,0 mM, pH 6,0 que contiene 18,0 mM guayacol y 4,9 mM H;0:
como sustratos. Los cambios de absorbancia debidos al producto de

oxidacién del guayacol se siguen a 470 nm durante 2 min y 25 °C.
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Una unidad de actividad peroxidasa se define como la cantidad de
enzima que oxida 1 pmol de guayacol por minuto (€470 = 5200 M1 cm1). 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 As470 (t). Los ajustes de regresion
lineal poseen sus mejores coeficientes de correlacion cuando los valores

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

En el calculo de la actividad peroxidasa hay que tener en cuenta: el
volumen de la alicuota de la enzima, el volumen de la mezcla de reaccidn,
un factor de conversiéon 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 variaciéon en las

medidas suelen ser de ~ 7%.

4.4.2.2. ANALISIS DEL CONTENIDO PROTEICO EN SOLUCION

Existen varios métodos para determinar la concentracion de una
proteina en solucién (Stoscheck, 1990). Los mas empleados son el método
de Bradford y de Lowry, en los cuales se observan cambios en las
propiedades colorimétricas de una sustancia (Bradford et al., 1976; Lowry
et al, 1951). Estas metodologias implican realizar experimentos con
tiempos de incubacién determinados, curvas patrones, y consumo de la

proteina, siguiéndose espectrofotométricamente en la zona visible.

Experimentalmente, en primer lugar, se construye una recta de
calibrado a partir de una disolucién madre de BSA 1 mg mL-1 (M = 66 kDa,
€280 = 43824 M1 cm1), con cantidades que oscilan entre 0 y 150 pg (0-150
uL) de la proteina BSA, para que la linealidad sea éptima. Una vez
construida esta recta patrén, se determina el contenido proteico en las
distintas muestras por triplicado. Cada muestra proteica se lleva a un
volumen final de 400 pL con agua MiliQ. Sobre este volumen se adicionan
2 mL de reactivo de cobre alcalino (1 mL de CuSO4 al 1% (m:v), 1 mL de

tartrato sodico al 2% (m:v) y 98 mL de Na2CO3 al 2% (m:v) en 0,1 M
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NaOH), se agita en el vortex y se incuba durante 10 min a 25 °C. Pasado
este tiempo, sobre cada muestra se adicionan 100 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu, se agita en el vortex y se incuba durante 30 min. A continuacién,
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.

4.4.2.3. ANALISIS DE LA PUREZA POR ELECTROFORESIS EN GEL DE
POLIACRILAMIDA

Cuando se purifica una proteina, se calcula el grado de pureza para
estimar la eficacia del proceso de purificacién. Ademas, si se quieren
realizar estudios que requieren instrumentacidon biofisica, asi como,
calorimétricos y espectroscdpicos, se requiere que las muestras de

proteina tengan un grado de pureza lo mas elevado posible.

La pureza de muestras bioldgicas 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 monoméricas tiene 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 entre 10 y 90 kDa. Al trabajar en condiciones
desnaturalizantes debido al uso del SDS, las proteinas se encuentran en
forma de bastdn, cargadas negativamente. La cantidad de SDS unido a la
proteina es directamente proporcional a su tamafio, por ello, en el gel
poroso las proteinas se van a separar en funcién de su peso 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 migracidn en el gel,
se puede construir una recta de calibrado, representando la movilidad
relativa (Rf = 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
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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 resolucién, 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 4.3). Se trabaja

con unas concentraciones finales de proteina ~0,5 mg mL1 y las

disoluciones utilizadas para realizar este tipo de electroforesis son las

siguientes:

Tabla 4.3. Protocolo para

Proteogel: 30% acrilamida + 0,8% bisacrilamida

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

Soluciéon amortiguadora del gel separador (solucién
B): TRIS 1,5 M, pH 8,8.

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

Tampén 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).

la separacidn de los geles concentrador y separador

Gel concentrador 4% | Gel separador 12%

Proteo-Gel

H,0 MiliQ

Soluciéon B

1500 pL 2500 pL
1250 pL

3uL 5 uL
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La tincion del gel se lleva a cabo en tres pasos:

Fijacion: con una disolucién que contiene acido acético al 10%
(v:v) y etanol al 50% (v:v) en agua (Solucién I). Se cubre el gel con
50-100 mL de Solucién I, se calienta en el microondas hasta que

hierve y se deja enfriar con agitacion constante.

Tincién: Se preparan dos disoluciones, una de acido acético al
7.5% (v:v) y etanol al 5% (v:v) en agua (Solucién II) y otra de azul
de Coomasie al 0,25% (m:v) en etanol (Solucién III). Sobre 50-100
mL de la Solucién II, se afiaden 5-10 mL de la Solucion III,
cubriéndose con ello el gel. A continuacién, se clienta 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 coloracién mas rapida, se puede
lavar varias veces con una soluciéon de acido acético:etanol:agua
(1:3:6 v:viv).

Las condiciones eléctricas para llevar a cabo la electroforesis son:

en el gel concentrador 100 V, en el gel separador 200 V.

4.4.2.4. DETERMINACION DE PUNTO ISOELECTRICO

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 proteinas en
funcién de su punto isoeléctrico (pl), es decir, 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 los anfolitos sometido a la acciéon de un campo eléctrico uniforme.

Las condiciones de trabajo son las siguientes: 100 V (15 min) + 200
V (15 min) + 450 (40 min).
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La tincion del gel se realiza mediante el kit te tincién de plata. La
utilizaciéon de este mecanismo béasico de tinciéon de geles con plata es
relativamente sencilla de entender. La deteccién de la proteina depende de
la unién de los iones de plata a las cadenas de aminoacidos, grupos
primarios de sulfidrilos y carboxilicos de proteinas (Switzer et al, 1979;
Oakley et al.,, 1980; Merril et al., 1986), seguido de la reducciéon de metal
libre de plata (Rabilloud, 1990; Rabilloud, 1999). Las bandas de proteinas
se visualizan como puntos donde ocurre la reduccién y como resultado, la
imagen de la distribucion de la proteina sin el gel se basa en la diferencia
de potencial de oxidacién-reduccién entre el area del gel ocupado por
proteinas y los sitios adyacentes libres. Un nimero de alteraciones en el
procedimiento de tincion de plata puede originar un equilibrio de
oxidacion-reduccion de modo que las proteinas del gel separadas seran
visualizadas como bandas tefiidas tanto positiva como negativamente
(Merril et al., 1986).

La tincion del gel se llevara a cabo del siguiendo el protocolo

siguiente:

- Fijacion: 30 min en una solucién de acido acético al
5% y metanol al 50%.

- Lavado: 15 min en una solucion de metanol al 50%.
15 min en agua MilliQ.

- Sensibilizacion: 1 min en una solucién de tiosulfato
sodico al 0,01%.

- Lavado: 2 lavados de 1 min con agua MilliQ.

- Tinci6n: Nitrato de plata al 0,1% durante 20 min a 4
°C.

- Lavado: 2 lavados de 1 min con agua MilliQ.

- Revelado: Solucion de carbonato sodico al 2% en
formalina (formol al 35%) al 0,04%.

- Fijacion: 5 min en una solucién de acido acético al
5%.

- Conservacién: A 4 °C en acido acético al 1%.
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Todas las soluciones se prepararon en el momento de uso con agua

MilliQ y con especial cuidado para evitar la contaminacién con queratinas.

4.4.2.5. 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 funciéon de su diferente tamafio
molecular. Por tanto, mediante esté método, las proteinas son facilmente
separables en 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 (Sephadex) 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 funcién 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 saldran 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 menos sea una molécula, mas retenida estara en los poros del gel y
su volumen o tiempo de eluciéon serd mayor. Se puede relacionar el
volumen de elucién con la masa molecular, usando previamente un Kit de
calibracién que contenga proteinas con masa moleculares conocidas. Se
pasaran individualmente por duplicado, cada una de las proteinas del Kit a
través de la columna, midiendo el correspondiente volumen de elucidn.
Con estos datos, se construird una recta de calibrado. Finalmente
pasaremos en las mismas condiciones la proteina de interés, e

interpolando en la recta se podra conocer su masa molecular.
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Para llevar a cabo este estudio, se utiliza una columna de
Superdex™ 200 10/300 GL, equilibrada con tampén fosfato 20 mM, 150
mM NacCl, pH 7,05. Se inyectan volimenes de 100 pL a una velocidad de
flujo de 0,5 mL min-1. Se trabaja con un equipo AKTAgpLc. Como sistema de
calibracion se utiliza el Kit de gel-filtracion de GEHeathcare LMW (Tabla
4.4).

Tabla 4.4. Caracteristicas de las proteinas del Kit de calibracion de gel-filtracion de
GEHeathcare LMW.

Proteina M Origen Concentracion
DE] mg mL-!

-—_
13500 Pancreas bovino
-—_
43000 Huevo de gallina
-—_

La conoalbuimina, la ribonucleasa y la anhidrasa carbénica, pueden
formar dimeros y oligdmeros en pequefia proporcion. Datos que se usaran

para construir la recta de calibrado.
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4.4.3.ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA DE PALMERA
Chamaerops excelsa

4.4.3.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO

La calorimetria diferencial de barrido (DSC: Differential Scanning
Calorimetry) 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, 1980; Shnyrov et al, 1997; Mandelman et al,
1998), acidos nucleicos (Privalov, 1978) y biomembranas (Mabrey y
Sturtevant, 1978; Bach y Chapman, 1980). Es la técnica mas adecuada para
caracterizar termodindmicamente sistemas macromoleculares y realizar
estudios de desnaturalizaciéon térmica de proteinas y de los factores que
determinan su estabilidad (Privalov, 1979, 1982; Sanchez-Ruiz, 1995;
Freire, 1995; Kurganov et al., 1997; Zamorano et al., 2008).

La DSC registra de manera continua la capacidad calorifica de una
disolucion de proteina u otra macromolécula bioldgica en funcién de la
temperatura, obteniéndose un termograma. Este estad caracterizado por
una banda de absorcion debido a una transicién inducida térmicamente,
por lo que, de acuerdo con el segundo principio de la Termodindmica,
corresponderia a un proceso endotérmico. El tratamiento de este
parametro permite caracterizar la transicion termodinamica y, asi
determinar los parametros como cambios entalpicos (AH), entropicos
(AS), de energia libre de Gibbs (AG) y en la capacidad calorifica (ACy)
asociados a la transicion térmica y la funcién de particiéon, que permite

averiguar la existencia de estados intermedios.

Las caracteristicas comunes a todos los microcalorimetros

diferenciales de barrido son:

= Medida de la diferencia de capacidad calorifica
entre dos células lo mas semejantes posibles
(gemelas), una de referencia y otra de muestra.
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» Barrido de temperatura continuo, lo cual es una
desventaja, debido a la dificultad de la muestra
a encontrarse en todo momento en equilibrio
quimico, con lo cual la velocidad de barrido
utilizada no puede ser muy alta (2,0 °C min-1).

» Sistema adiabatico, consiguiéndolo a través de
un recubrimiento con dos corazas concéntricas,
una interna y otra externa, de las células.

» Bloque calorimétrico fijo. Permite una mayor

reproducibilidad de los datos experimentales.

= Sistema de presurizacion. Permite trabajar a
temperaturas iguales o superiores a las de
ebullicion.

» Ausencia de agitacion mecanica. Evita el calor
producido por el efecto Joule, lo cual produciria
una perturbacién térmica.

4.4.3.1.1. MICROCALORIMETRIA DSC DE PROTEINAS

En la etapa inicial de su uso, el método DSC se aplic6é por primera
vez para estudiar proteinas pequefas con transiciones térmicas
reversibles. Este trabajo proporciona informacién fundamental sobre las
propiedades termodinamicas de las moléculas proteicas: entalpias
correctas y entropias del proceso térmico de desnaturalizacion, las
contribuciones de varias interacciones moleculares de la estabilidad de las
proteinas, las correlaciones entre la termodinamica y las caracteristicas
estructurales de las proteinas, los principios fundamentales de Ia

energética de las proteinas y asi sucesivamente.

Principales condiciones para la cantidad de capacidad calorifica absoluta

de una proteina:

- Una depende solo de la estructura primaria de una
proteina y contiene contribuciones de las
frecuencias vibracionales que surgen de los modos
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de tension y flexion de cada banda de valencia y
rotaciones internas (hasta 85%)

- Una que contiene las contribuciones de
interacciones no covalentes que surgen de las
estructuras secundarias y terciarias (sobre 3%); y

- Una que contiene las contribuciones de hidratacién
(15a40%).

El cambio en la capacidad calorifica en el desplegamiento es
principalmente determinado por el aumento en el término de hidratacion,
aunque, en mucha menor medida, también por la pérdida de interacciones

no covalentes (hasta 5%) (Shnyrov et al., 1997).

4.4.3.1.2. ANALISIS DE LA DESNATURALIZACION TERMICA
REVERSIBLE

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

termodinamicos.

e Modelo de equilibrio de dos estados

En la desnaturalizacién 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 termodinamico-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 cuantitativamente
mediante el modelo de equilibrio de dos estados, que se esquematiza de la

siguiente forma:
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(4.1)

K

N«—D

Los dos estados N y D se encuentran en equilibrio en todo

momento. La constante de equilibrio aparente de desplegamiento, Kb,

viene dada por.

Ky =1
[ (4.2)

Y la fraccidn de proteina que se encuentra en estado D, Xp, sera:

D] _ K
] (4.3)

TIN+D] T 1+ Ko

Los valores termodindmicos, entalpia, entropia y energia libre de

Gibbs, de este proceso se calcularan, respectivamente, del siguiente modo:

AHY = H(D)-H(N) (4.4)
ASY =5S(D)-S(N) (4.5)
AGY =G(D)-G(N) (4.6)

El exceso entdlpico y el exceso de capacidad calorifica, son datos

que se calculan teniendo en cuenta las ecuaciones de van’t Hoff

onK, OH
oT  RT? (4.7)
y Kirchoff
L
oT (4.8)

que definen la dependencia de la Kp y la entalpia del proceso con respecto

a la temperatura, respectivamente.
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OAS, AC,
oT T (4.9)
(H) =xyHy +xpHy (4.10)
o(H D J?
C, :_§T> =XpACR, + Ko (AHN) (4.11)

(1+K,) RT?

La temperatura de desnaturalizaciéon (T1/2) 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
desnaturalizacion de dos estados de una proteina monomérica, las
transiciones predichas son practicamente simétricas y el valor de Ti,2
calculado estd cerca de la temperatura correspondiente al maximo de
capacidad calorifica (Tm). El primer término de la dltima ecuacién (8)
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 desnaturalizacion.
El drea comprendida entre la transiciéon y la linea base proporciona el
cambio de entalpia total del proceso, y se conoce usualmente como
entalpia calorimétrica. Cuando T = T1/2, xp = %, y por ello, Kp = 0 y la
energia de Gibbs de desnaturalizacion es cero. Por consiguiente, el cambio

de entropia de desnaturalizacion a esa temperatura es:

(4.12)

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

pueden calcular utilizando las ecuaciones termodinamicas habituales:
AH(T)=AH(T,)+AC,(T -T,) (4.13)

(4.14)

o

AS(T)=AS(T, )+ ACpln(Tij
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AG(T)=AH(T, )+ AC,(T T, )-TAS(T, ) - TACpln(ij
L) (a15)

donde T, representa una temperatura de referencia.

Todos estos parametros son funciones de estado, es decir, sus
valores s6lo dependen de la naturaleza de los estados inicial (nativo) y
final (desnaturalizado). Otro pardametro 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 transicion:

ACT
AH' =4RT{ i }

AH(T,) (4.16)

donde AC;" es la variacién de la capacidad calorifica a la temperatura Tp.

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 AH""/AH? 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 los estados (Privalov, 1979). Cuandor < 1
existiran estados intermedios significativamente poblados y puede exigir
agregacion durante el proceso de desnaturalizacion, lo que suele ocurrir
en el caso de las proteinas multiméricas. En estos casos, la Tn si depende

de la concentracion de proteina utilizada (Sturtevant, 1987).

En la desnaturalizacion térmica de una proteina, la dependencia de
AGp con la temperatura se denomina curva de estabilidad (Figura 4.4).
Varios trabajos han destacado las propiedades mas importantes de dicha
curva (Becktel y Schellman, 1987; Schellman, 1987). Su pendiente viene

dada por la expresién
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_dAG, _ AS,
dT (4.17)

Y muestra un Unico maximo de temperatura Ts en la que ASp = 0.
Ademas se define la temperatura Ty como la T a la cual la entalpia es nula
(Tw es ligeramente menor que Ts). Por otra parte, su curvatura viene dada

por

d’AG, _ AC,

dT’ T (4.18)

Y so6lo adquiere valores negativos, dado que el AC, de
desnaturalizacion es siempre positivo. El maximo de AGp se presenta a
temperaturas bajas, ya que en esas condiciones esta favorecido el estado
nativo; este valor a 25 °C 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 desnaturalizaciéon, Tm. El punto de
corte a bajas temperaturas, Tt, es el resultado de la extrapolacion de la
curva, por lo que podria esperarse que hubiera una desnaturalizacion
proteica en frio. Este fenomeno fue predicho por Brants (1964) y se
posteriormente Privalov (1986) lo demostré experimentalmente. La
desnaturalizacién fria es una propiedad comin de muchas proteinas
globulares (Griko et al., 1988; Tamura et al., 1991; Azuaga et al., 1992).

600 40
A B
400 -
20 1
200 | T T
5 AH el f m
£ £ o
2 AG | 2
1]
Ty Ts
TAS -20 4
-200 4
=400 T T T T T -40 T T T T T
40 20 0 20 40 B0 80 40 20 0 20 40 60 80
T(°C) T(°C)

Figura 4.4. A. Efecto de la T sobre AH, AS y AG asociados al plegamiento proteico. B.
Ampliacién de la Figura 4.4A, que muestra las principales caracteristicas de la
curva de estabilidad (perfil de AG frente a temperatura). Se sefialan las temperaturas
de desnaturalizacion caliente (Tw) y fria (Tf), asi como las temperaturas de inversién de la
entalpia y entropia.
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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 k] mol-1.

4.4.3.1.3.ANALISIS DE LA DESNATURALIZACION TERMICA IRREVERSIBLE

La desnaturalizaciéon térmica irreversible de proteinas es muy
frecuente, como demuestra la ausencia de efectos térmicos en un barrido
en el calentamiento de la muestra. La irreversibilidad de proteinas,
generalmente se atribuye a alteraciones (autolisis, agregacion,
alteraciones quimicas de residuos etc. (Klibanov et al, 1987)) que
bloquean a la proteina en un estado (el estado final: D’) que es indeseable
en el despliegue a la estructura nativa. Las alteraciones irreversibles son
fundamentalmente procesos cinéticos que deben ser escritos por
ecuaciones de velocidad. En el pasado, a menudo se asumia que las
alteraciones irreversibles eran lentas y que ellas no tenian un lugar
significativo durante el comparativo corto tiempo que la proteina pasaba
en esa region; en realidad, la simulacidon teérica de los modelos de Lumry-
Eyring (Lumry y Eyring, 1954) sugieren que en algunos casos, las
transiciones DSC de calorimétricamente irreversible pueden ser
susceptibles de un analisis de equilibrio termodinamico. Sin embargo, el
trabajo experimental indica que las transiciones irreversibles DSC son a
menudo muy distorsionadas por alteraciones proteicas irreversibles,
como lo demuestran los efectos de la velocidad de barrido y la correlacién
entre el efecto térmico detectado por el DSC y el grado de
desnaturalizacién medido por otros métodos. En realidad en muchos
casos, datos de los experimentos se encuentran para la conformacion de
un modelo simple cinético en el cual solo los estados nativo (N) y
desnaturalizado irreversible (D) son significativamente populares y el
proceso de desnaturalizacion puede ser descrito completamente por una
ecuacion de primer orden: N—X 5D y d[N]/dt = -kt, donde el valor de la

constante de primer orden (k) depende de la temperatura y por lo tanto, a
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tiempo para los experimentos DSC, los cuales implican un cambio en la

temperatura con el tiempo de acuerdo a dar una velocidad de barrido.

=  Modelo simple de dos estados
Es el modelo mas simple que se conoce. La desnaturalizaciéon
consiste en una transformaciéon unimolecular de la proteina desde el

estado nativo (N) al estado desnaturalizado (D), siguiendo una cinética de

primer orden, con una constante de velocidad k:

N—K5D (4.19)

Este modelo indica que la constante de velocidad es dependiente de

la temperatura segun la ecuacion de Arrhenius
E E
k=Aexp — & |= A[l—lJ
RT R \T* T

donde A es el término pre-exponencial, Ea es la energia experimental de

(4.20)

activacion, T es la temperatura absoluta, T* es la temperatura a la cual k =

1 min-L.

La ecuacidén de velocidad para este modelo es:

dT (4.21)

Si la temperatura es un parametro variable y su cambio en funcién
del tiempo es constante (dT/dt=V , t es el tiempo), la ecuacién adquiere la

siguiente forma:
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(4.22)

La integracién d esta ecuacién permite calcular la proporcion
relativa del estado N, yn, como funcion de la temperatura (yy = [N]/[N]o )
donde [N]o es la concentracion de proteina en estado nativo a la

temperatura inicial del experimento, To):
=exp _E-jexp E i_l dT
I V3 R\T" T
Tomando el estado nativo como estado de referencia, se tiene que:

d(AH) 1 E,(1 1 1t JE (1 1
Co = =~ AHexp{—A| = -= = Al = ||dT
PdT v eXp{R(T* Tj}exp{ vToeXp{R[T* TH }

(4.24)

(4.23)

Asumiendo que AH (entalpia de desnaturalizaciéon) es constante
durante la transicion, es decir, con perfiles obtenidos utilizando la linea

base quimica (Kurganov et al., 1997)

Estudios tedricos (Sanchez-Ruiz, 1992) muestran que este “modelo
irreversible de los dos estados” es en realidad un caso limite del modelo
mas complejo de Lumry-Eyring. Esto es interesante ya que el método
cinético has sido empleado por Miles et al. (1995) en el andlisis de curvas
DSC correspondiente a la desnaturalizacion térmica irreversible de fibras
de colageno y posteriormente por este grupo de trabajo (Zamorano et al,

2008) con peroxidasas de palmera real.
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4.4.3.1.4. EXPERIMENTO CALORIMETRICO

Para registrar las curvas de desnaturalizacion térmica de la CEP se
ha utilizado un microcalorimetro diferencial de barrido de alta resolucion
MC-2 (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA), que posee dos células de
disco circular constituidas por una aleacion de talanto y niobio de 1,22 mL
de volumen. Se trabaja con una sobrepresiéon 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, con unas concentraciones proteicas

comprendidas entre 0,1y 4,0 mg mL-1.

La muestra suele ser una solucién mas o menos diluida de proteina
(con un elevado grado de pureza ~ 2.8 y conocimiento de la concentracién
con exactitud), mientras que la referencia es Unicamente una solucién
amortiguadora en la que esta disuelta la proteina. Las muestras y
soluciones amortiguadoras de trabajo (previamente filtradas vy
desgasificadas) deben inyectarse con sumo cuidado para evitar la
formacion de burbujas de aire, las cuales pueden interferir en la
determinacion de los datos experimentales. En primer lugar, hay que
realizar un lavado de las células del calorimetro con agua MiliQ o
utilizando una mezcla 1:10 (v:v) acido férmico:agua, seguido de un lavado
intensivo con agua miliQ. Después se llenan las dos células con la
disolucién tampén y se registra la linea base instrumental. En realidad las
dos células del calorimetro no son exactamente iguales y, por ello, es
importante registrar la linea base que representara la sefal introducida
por esa asimetria y por otros factores instrumentales, ella sera la
referencia que permitird eliminar del termograma la contribucion
instrumental. Se registran varios barridos de la linea base con los mismos
parametros (temperatura inicial y final del barrido, velocidad del barrido y
tiempo de equilibrado final de un barrido e inicio del siguiente) hasta que
su reproducibilidad esté dentro del rango de la especificaciones del

instrumento.
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Una vez adquirida la linea base, se llena una célula de tampdn
(célula de referencia) y otra de disolucion proteica (célula de muestra), y
se registra el termograma. Este suele ser una curva con un pico
endotérmico, que se debe a la absorciéon de calor asociado a la
desnaturalizacion de la biomacromolécula inducida por la temperatura.

Las dos células se calientan simultaneamente 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 d la
célula 8como la desnaturalizaciéon de la biomacromolécula), se observa
una sefnal 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 (uW = pcal s1) son, tras
haber sido normalizados en funcién de la velocidad de barrido,
transformados en diferencia de capacidad calorifica entre las dos células
(kcal K-1 mol1) 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 biolégica es
menor que la del agua que se 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 transicidn calorimétrica (Figura 4.5)

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 funciéon del
porcentaje del area bajo la curva que se recupera en el segundo barrido.
Esto es importante para el analisis posterior, ya que, si la transicion es

reversible, se analiza un analisis termodinamico considerando que existe
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un equilibrio quimico entre los estados de la proteina significativamente
poblados. En cambio si la transicién 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.

Una vez finalizado cada experimento, se lavaran las dos células
exhaustivamente con agua MiliQ, para evitar los depdsitos proteicos sobre

las paredes.

19 |
pH 4 AH
1.5 1=
C pH 20 CP desnaturalizada

cal/gp e AT C nativa /

0.7 +—

,_IZ'__','____:__’:_} ACp

i LBq\ximica

| | |
20 30 40 50 60 70 80 80

T (°C) T

m

Figura 4.5. Parametros termodinamicos que se pueden obtener directamente de un

desnat
CP

termograma (Privalov y Khechinashvilli, 1974). (T): capacidad calorifica de la

biomacromolécula en estado desnaturalizado, Cp*'°(T): capacidad calorifica de la
biomacromolécula en estado nativo, LBauimica; capacidad calorifica intrinseca ACp:

variacion de capacidad calorifica entre los dos estados de la macromolécula biolégica, AH:
entalpia calorimétrica y Tm: temperatura a la aparece el maximo de la curva.

4.4.3.2. FLUORESCENCIA DE PROTEINAS

La fluorescencia es un proceso de emision de radiaciéon en la cual
las moléculas son excitadas por la absorcion de radiacién
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 electrénica de absorciéon. No
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obstante, los métodos de fluorescencia se aplican mucho menos que los
métodos de absorcion debido al numero 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 relajacién vibracional (colisiones entre
las moléculas excitadas y moléculas de disolvente) o la conversion interna
(relajacién entre el nivel vibracional superior de otro estado electrénico).
También existen formas de relajaciéon radiantes como la fluorescencia. El
camino mas probable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza

el tiempo de vida media del estado excitado.

4.4.3.2.1. ESTRATEGIAS GENERALES DE FLUORESCENCIA EN EL
ESTUDIO DE LAS PROTEINAS.

El método de fluorescencia intrinseca de proteinas puede ser usado

con varios propdésitos:

e Puede proporcionar informacion estructural sobre las proteinas,
aunque esta informacién es local, ya que reflejan la estructura y
propiedades del entorno inmediato de los cromoéforos de las
proteinas.

e Realizando cambios en la fluorescencia inducida por diversos
efectores, se pueden sacar conclusiones sobre el caracter de los
cambios estructurales causados por estos.

e Algunos parametros fluorescentes se pueden usar para determinar
varias caracteristicas fisicas y fisico-quimicas de las proteinas
(dinamica e interacciones moleculares de las especies).

En el primero de los casos, el nimero de croméforos en las proteinas
no debe ser demasiado grande para facilitar la interpretacion de los

resultados experimentales.
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Cabe senalar, que la fluorescencia intrinseca de proteinas puede
estar lejos de la sensibilidad a todos los sucesos en una proteina. Pueden
darse situaciones cuando los residuos de aminoacidos aromaticos, los
cuales proporcionan informaciéon luminiscente, que estén localizados en
regiones en donde la estructura y movilidad de la cual no estén afectados

por incidentes en otras partes de las proteinas.

Para comenzar con el estudio de una nueva proteina por el método
de fluorescencia, se debe elucidar su estabilidad a la acciones de tales
factores como la temperatura, el pH y la fuerza iénica y encontrar posibles
cambios estructurales en la temperatura, pH y fuerza iénica inducida. En
ausencia de dicha informacién nos podriamos encontrar en una situaciéon
en la que todas las demas medidas se llevaran a cabo en los valores de los
parametros indicados de tal manera que la proteina estd pasando de un
lugar a otro, es decir, en una mezcla de diferentes estados proteicos. Esto
podria complicar y enredar la interpretacion de los datos experimentales

obtenidos.

Después de obtener informacion como los efectos de la
temperatura, pH y fuerza idnica sobre los parametros de fluorescencia de
la proteina, uno puede empezar a estudiar efectos sobre varios factores
especificos sobre la estructura de la proteina. Estos pueden ser varios
iones metalicos, alta o baja masa molecular, compuestos activos
bioldgicamente, otras proteinas etc. La eleccion de los factores depende de
la informacién disponible sobre las funciones de la proteina dada. Si la
fluorescencia de la proteina es sensible a estos factores, se puede intentar

medidas de parametros de interacciones con la proteina.

A veces con el fin de obtener informacion sobre la estructura de la
proteina, es Util, para estudiar su estabilidad frente a la accion de diversos
desnaturalizantes, como por ejemplo la urea o el clorohidrato de

guanidina, y de disolventes tales como alcoholes y dioxano.

Cabe sefialar que a fin de obtener informacién cuantitativa sobre
los parametros de cambios de conformacién de una proteina o para medir

los parametros de sus interacciones con otros compuestos, se debe usar
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parametros sobre la fluorescencia, que se relacionan linealmente con la
fraccion de conversion de un estado a otro. Por otra parte, se debe ser
capaz de detectar los posibles estados intermedios de la proteina en el

curso de su transicion de un estado a otro (Permyakov, 1993).

4.4.3.2.2. FLUORESCENCIA INTRINSECA DE LAS PROTEINAS

Las sondas fluorescentes intrinsecas de las proteinas son los
aminodacidos aromaticos (Trp, Tyr y Phe). Es posible que los cambios en
algunas proteinas no estén localizados en los dominios que se encuentran
estos aminoacidos, en cuyo caso la técnica no seria util. Cuando una
proteina contiene Trp, la contribucién del resto de los aminoacidos al
espectro de emision de fluorescencia es pequefia, ya que la contribucion
del resto de aminoacidos al espectro de emision de fluorescencia es
pequena, ya que la Tyr y la Phe tienen rendimientos cuanticos (qr) muy
inferiores a los del Trp (Tabla 4.5). El mayor rendimiento cuantico 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 fluoréforos, por excelencia,
de las proteinas, sean triptéfanos y que estos residuos dominen sus
espectros de emisién. S6lo las proteinas que carezcan de triptéfanos y
contengan tirosinas tendran un espectro de emision tipico de la tirosina.
La posicion del maximo de emision de fluorescencia de las proteinas que
contienen Trp puede varias desde 307 nm (azurina) hasta 353 nm
(glucagén), valores que dependen del grado de exposicion del Trp al
disolvente, siendo mayor la longitud de onda a mayor exposicion (Tabla
4.5). Dependiendo de la longitud de onda de excitacién, los aminoacidos
aromaticos contribuiran mas o menos al espectro de emision de
fluorescencia. Asi, si se excita a 280 nm, sb6lo habra emisiéon de
fluorescencia por parte del Trp y de la Tyr, en cambio, si se excita a
longitudes de onda superiores a 295 nm, solo habra emisién de

fluorescencia por parte del Trp.
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Tabla 4.5. Parametros de absorcion y fluorescencia de los residuos aminoacidos
aromaticos.

Residuo Sensibilidad

aminoacido Amax €max Amax 0 Emax Pr
Excitacion M-1cm! Emision
280 5600 348 0,2 1100

. 274 1400 303 014 200
[ Phe | 257 200 282 0,04 8

La desnaturalizacion de proteinas genera un espectro de emision
de fluorescencia que puede tener mayor o 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 informaciéon de los cambios en el
entorno de fluoréforo. En algunas ocasiones existe una atenuacion 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, Cl, O, etc), que proporcionan informacién util
sobre la localizacién de los grupos fluorescentes en la estructura de una
proteina. Este fenémeno depende de la accesibilidad que tenga el

fluoréforo al “quencher”.

Las peroxidasas son enzimas que tienen como grupo prostético un
grupo hemo que actia 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).

4.4.3.2.3. EXPERIMENTO DE FLUORESCENCIA

Los espectros de emisién de fluorescencia se registran con un
espectrofluorimetro Hitachi F-4010 (Hitachi Co., Ltd. Tokio, Jap6n). Se fija
como longitud de onda 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 entre los monocromadores de excitacion y emision
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de 5 nm. Se trabaja con soluciones proteicas que tienen una absorbancia a
280 nm inferior a 0,2. Los pardmetros que se registran son la intensidad
maxima de fluorescencia (Imax) y la longitud de onda del maximo de
fluorescencia (Amax) en funcién 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-l. Ademas la temperatura se controla por inmersiéon de una
sonda de temperatura en la celda de muestra a medida que ocurre la
desnaturalizacién térmica. Se trabaja con una solucién proteica de

concentracion 10 uM en tampoén universal 10 mM, pH 7,0.

Los datos obtenidos experimentalmente se transforman en fraccion
de proteina desnaturalizada utilizando un ajuste de regresion no lineal por

minimos cuadrados segun indica la siguiente ecuacion:

F, = (Y_YN)
(Vo -yn) (4.25)

donde y,=a,+a,x e y,=Db, +b,x representan respectivamente los
valores medios de los parametros de la proteina nativa y desnaturalizada,
parametros obtenidos por regresion de las lineas bases pre- y post-

transicion siendo el x el pardmetro variable (en este caso Ira 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 regresion

.
Fy :1—exp{—%Tj exp{%(%—%ﬂﬂ}

donde Fq es la fraccién de proteina desnaturalizada. Con este ajuste de

no lineal:

(4.26)

regresion, se puede llegar a determinar los valores T* y Ea del proceso de

desnaturalizacion.
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4.4.3.3. DICROISMO CIRCULAR

El dicroismo circular (CD) es una técnica de espectroscopia de
absorcion electronica basada en el cambio de la configuraciéon electrénica
molecular de un estado fundamental a un estado excitado, debido a la

absorcion de radiacion electromagnética polarizada.

Cuando la luz quiral, circula polarizada, atraviesa una muestra
Opticamente activa (molécula con un centro de asimetria), sus
componentes de luz absorben en distinta magnitud a derecha que a
izquierda (ep#ei), lo que genera una luz elipticamente polarizada. Por ello,
los espectros de DC miden la elipticidad molar [0] frente a la longitud de
onda (Kuwajima, 1995).

El crom6foro mas importante presente en las proteinas en el UV-
lejano (180-250 nm) es el grupo amida del enlace peptidico, ya que posee
un Ca 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. Las estructuras
secundarias formadas por los enlaces peptidicos son asimétricas y tienen

espectros CD caracteristicos (Tabla 4.6)

Tabla 4.6. Maximos y minimos que aparecen en los espectros CD de las proteinas en
funcion de su estructura secundaria. En la estructura mixta (a+f) predominan las
bandas de a-hélice sobre las de 3-lamina. A veces, puede aparecer un hombro entre 210-
220 nm, por el solapamiento de estructuras.

Estructura secundaria Bandas + (nm) | Bandas - (nm)

1191-193  222y201-210
190-200 215-218
1190-195  222y208-210
212 195
220230 200
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4.4.3.3.1. APLICACION DE CD A PROTEINAS

La CD es una técnica muy utilizada para el estudio conformacional
de las proteinas. En las ultimas tres décadas, varios métodos se han
desarrollado para el andlisis de espectros CD de proteinas, basados
principalmente, en las caracteristicas espectrales de las estructuras
secundarias de las proteinas (Greenfield y Fasman, 1969; Chen y Yang,
1971; Manavalan y Johnson, 1987;, 1994a; Sreerama et al., 1999). El DC
aplicado a péptidos y proteinas permite estimar el contenido de las
diferentes estructuras secundarias canoénicas (hélice a, lamina (3 paralela,
al azar, etc.) que presenta en disolucion (Kakanishi et al., 1994), y para
determinar si algin tratamiento (7, pH o agentes quimicos) alter6 su
estructura terciaria (no se pueden determinar, pero se pueden observar

las modificaciones) (Venyaminov y Vassilenco, 1994; Yang et al., 1996).

La estimacion se realiza a partir de la deconvolucién del espectro
de nuestra proteina problema como suma de varios espectros canonicos y
en este proceso se utilizan programas (Sreerama y Woody, 1993) que, a
partir de los espectros de CD de las estructuras canénicas o bien una serie
de proteinas, permite calcular la contribucion especifica de las estructuras
basicas en la proteina incégnita (el espectro observado es la suma de las
diferentes estructuras basicas multiplicadas por una constante). Estos
programas, utilizan estructuras predeterminadas similares a las

mostradas en la Figura 4.6. para realizar sus calculos.
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40000 -
30000 -
20000 -

10000 4|

-10000 4 A\ \

[Blu=w (deg-cm idmol)

o000 4/ /" —Heélice alfa
——Lamina heta
-30000 4 ~— 4 ——Giro beta

—— Random coil

-40000 - Longitud de onda (nm)

Figura 4.6. Espectros candnicos de dicroismo circular de cuatro conformaciones
basicas (Yang et al., 1986). [6]mrw indica elipticidad media por residuo (mean residue
weight, MRW)

4.4.3.3.2. EXPERIMENTO DE CD

Para realizar espectros CD en la region del UV-lejano hay que
seleccionar con sumo cuidado las disoluciones amortiguadoras, las sales y
otros aditivos que pueden absorber en este intervalo de longitudes de
onda. El mejor tampon es fosfato 10 mM, si bien TRIS-HCI, perclorato y
borato a bajas concentraciones, también se puede utilizar. Para modificar
la fuerza idnica se recomienda utilizar KF en vez de NaCl, ya que el i6on

cloruro absorbe en el UV-lejano.

Los espectros se registran con un espectropolarimetro Jasco-715
(JASCO Inc., Easton, MD, USA) en el UV-lejano (190-250 nm). Se trabaja
con un paso de banda de 2 nm, con células de 1 mm de paso 6ptico y
concentraciones de proteina que oscilan entre 0,1-0,2 mg mL-l. Cada
espectro es el promedio de cuatro, los cuales se registran con una
velocidad de barrido de 50 nm min-1y se corrigen restandoles la linea base
(espectro de la disolucién amortiguadora), convirtiéndose las sefiales en

valores de elipticidad molar.

Se registra el espectro de CD a 25 °C de la proteina nativa y de la

desnaturalizada a pH 3,0 en tampén HEPES 20,0 mM, siguiéndose el
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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-1.

La curva de desnaturalizacion se transformdé en fraccién de
proteina desnaturalizada por ajuste de regresion no lineal por minimos

cuadrados.

Cuando la desnaturalizacién térmica indica una transicién
irreversible cooperativa hacia el estado desnaturalizado (perfil
sigmoideo), se pueden analizar esos datos usando un ajuste de regresién
no lineal por minimos cuadrados. 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
andlisis de los espectros de CD tiene diferentes grados de exactitud en
funcion de la estructura que se esta determinando. Si la estructura es de a-
hélice (97% de exactitud), lamina  (75%), giros (50%) y en caso de tener
otro tipo de estructura (89%) (Manavalan y Johnson, 1987). Para
determinar la estructura de la proteina a partir de su espectro CD, se
utilizan bases de datos de espectro CD de proteinas de referencia,
compuestas de elementos de estructura secundaria conocida. Se combinan
resultados procedentes de varios programas que utilizan varias funciones
matematicas para construir el grupo de proteinas de referencia (Johnson,
1990; Greenfield, 1996). Los programas usados son SELCON3 (Sreerama y
Woody, 2000), CDSSRT (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
determinaciéon con una exactitud superior al 90% de la concentracion

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

a+B y un 75% si es toda 3 (Venyaminov y Vassilenko, 1994)

4.4.4.ESTUDIOS CINETICOS Y MECANISMO CATALITICO

El estudio de la cinética y de la dinamica quimica de una enzima
permite explicar los detalles de su mecanismo catalitico, su papel en el
metabolismo, cémo es controlada su actividad en la célula y como puede
ser inhibida su actividad por farmacos o venenos o potenciada por otro

tipo de moléculas.

La importancia del estudio de la cinética enzimatica reside en dos
principios basicos. En primer lugar, permite explicar cémo funciona una
enzima y, en segundo lugar, permite predecir como se comportara esa
enzima in vivo. Las constantes cinéticas son los pilares fundamentales a la
hora de intentar comprender el funcionamiento de las enzimas en el

control del metabolismo.

4.4.4.1. CINETICA DEL ESTADO ESTACIONARIO

El uso de la cinética del estado estacionario es mucho mas
extendido que el uso del estado transitorio. Una razén es obvia: una
investigacion cinética del estado estacionario se puede realizar en un
espectrofotometro convencional, mientras que la mayoria de los
experimentos de estado transitorio se necesita un espectrofotémetro de
stopped flow. Los ensayos de actividad normales son cinéticas de estado

estacionario.

Los tres pasos basicos de un ciclo convencional de peroxidasa son

los siguientes:
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Pnativa[Fe(III)]+ Hzoz L)CO' + HZO
Col + AH, ——Coll + AH"
Coll+ AH, —<—P_..[Fe(lll)]+ AH"

nativa[

Esquema 4.2. Etapas del ciclo catalitico de las peroxidasas.

donde Pnaiiva €s la enzima en su forma nativa, que se oxida mediante un
paso monoelectronico al denominado Compuesto I (Col). El Col acepta un
protén y un electrén del sustrato reductor (AH:), dando lugar a su
correspondiente radical libre (AH*) y a una forma enzimatica distinta
denominada Compuesto II (Coll). 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*. De este modo la

reaccion global del ciclo catalitico es de la forma:

H,0, + 2AH, —fme_32H 0O+ 2AH"

desde que un H20; reacciona con dos AHz, la expresién de velocidad de la
reaccion, v, debe reflejar la estequiometria

dH,0,] d[AH,]

V=- — -

dt 2dt (4.27)

La ecuacion de velocidad de estado estacionario correspondiente al

ciclo catalitico de las peroxidasas es la siguiente:

v oo 1
26, 1 1
leZOZ kS[AHZ]

(4.28)

La cinética del estado estacionario esta generalmente controlada
por dos constantes de velocidad, ki y k3, las constantes de formacion de
Col desde la enzima en forma nativa y la oxidacion del sustrato peréxido

de hidrégeno, y la velocidad de reduccion del Coll, que regresa a la forma
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nativa de la enzima por reduccién del sustrato AHz. La reduccion de Col es

generalmente tan rapida que la concentracién del estado estacionario de
Col es despreciable. Por otro lado, la concentracién total de enzima se
reparte principalmente entre los estados de la enzima nativo y Coll. Si la
concentracion de peroxido de hidrégeno es baja, entonces la formacién de
Coll es de velocidad controlada y la enzima nativa es la especie
predominante en el estado estacionario. Si la concentracién de sustrato

reductor es baja, entonces el Coll es dominante en el estado estacionario.

4.4.4.1.1. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES MICROSCOPICAS

Un modo adecuado para la determinaciéon de ambas constantes k1 y
ks es el reordenamiento de la ecuacion del estado estacionario a la

siguiente ecuacion hiperbolica (Dunford, 1990):

v _ k[AH,]JH,0,]

= (4.29)

2B Ks[an,]+[H,0,]

L _ _AlH,0,] 210
B+[H,0,] (4.30)

donde A = 2[E]wt k3 [AH2] v B = (k3/k1)[AHz]. La representacion de los
dobles reciprocos (1/v vs 1/[H202]) nos permite calcular los valores de Ay
B para cada concentracién de sustrato. A partir de la linea recta formada
(A = 2[E]k1B) es posible calcular el valor de k1 (contante de formacion del

Col) para la reaccién de oxidacion de la peroxidasa.

Del mismo modo la relacion de v frente a AH> se puede definir, quedando

por lo tanto:

v _ k[aH,]H,0,] (4.31)
2[E]iot I;[Hzoz]-i‘[AHz]
Y A[AH, | 432
B+[AH, ] (*+:32)
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donde A = 2[E]wt k1 [H202] y B=(k1/k3)[H202]. La representacion de los
dobles reciprocos (1/v vs 1/[AHz] nos permite calcular los valores de Ay B
para cada concentraciéon de Hz02 durante la oxidaciéon del sustrato. A
partir de la linea recta (A =2[E] k3 B) es posible calcular el valor de k3
(constante de reduccion del Coll) para la reaccién de la oxidacion de la

peroxidasa mediada por el sustrato AHo.

A partir de la ecuacién (4.31), la eficacia catalitica para la

utilizaciéon de H20; deberia venir dada por:

kcat — 2k3[AH2] — 2k1
obs
T an,]
K, (4.33)

cat

Mientras que la eficacia catalitica (—

obs

jpara la utilizaciéon de
M

sustratos viene dada por:

Kea _ 2kl[H 202] = 2k,
obs
W Ko,
Ky (4.34)

4.4.4.1.2. DETERMINACION DE LAS CONSTATES MACROSCOPICAS

Las peroxidasas siguen el clasico mecanismo bisustrato de reacciéon
Ping-Pong Bi Bi (Figura 4.7). La caracterizacién de este comportamiento
cinético bi-sustrato fue descrito por R. Alberty (1953) y recibid el nombre

de mecanismo ping pong por W.W. Cleland (1969).

HzOz Hzo AHZ AH'

[

Pnativa E'HZOZ Col Coll Pnativa

Figura 4.7. Esquema del mecanismo Ping Pong Bi Bi para la peroxidasa. Siendo los
sustratos implicados en el proceso H,0; y AHa.

Nazaret Hidalgo Cuadrado



[V.- MATERIALES Y METODOS

La mayoria de las peroxidasas oxidan sustratos siguiendo el

esquema 4.2. El perfil de la velocidad de reaccién frente a la concentracion
de sustrato se ajusta bien a una cinética Michaeliana. Si al hacer las
representaciones de dobles inversos (1/v vs 1/C, siendo C Ila
concentracion de sustrato) para cada concentracién del otro sustrato
constante se obtiene un conjunto de rectas paralelas, este hecho indicaria
que la enzima sigue un mecanismo Ping-Pong. Los ajustes lineales de
dobles inversos se basan en la ecuaciéon de Lineweaver-Burk (Lineweaver
y Burk, 1934):

m

1Ky 1, 1
v Vmax [S] Vmax (435)
Asi mismo, otros ajustes lineales aplicados se basan en las ecuaciones de
Hanes-Woolf (Hanes, 1932) y de Eaddie-Hofstee (Eaddie, 1942; Hofstee,
1952):

[S1_ Ky  [E

=00 4 = 4.36
v V V, ( )

max max

\Y
v:-Kmﬁ+VmaX (4.37)

La ecuacién de velocidad para la enzima que cataliza la reaccién segun el

mecanismo Ping Pong con dos sustratos H202 y AH; es

. V....[H,0,1[AH,]
H,0 AH
K2 2 [AH, ]+ K™ [H,0,]1+[H,0,1[AH,] (4.38)

que puede transformarse en una hipérbola rectangular para valores fijos
de [AHz] (Everett et al., 1990):

__VH0,] _1_1 K 1
K+[H,0,]1 v V V[H,0,]

(4.39)
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donde
Ve Vew 11 +K:;“2 1
1+ KII;HZ V Vmax Vmax [AHZ] (440)
[AH;]
K 102 1 1 KA 1
K:m—AH:_: mo, T }To
+Km2 K K, K.,"*[AH;] (4.41)
[AH;]

Al representar la ordenada en el origen (1/V) de las anteriores rectas
paralelas (ecuacion 4.39) y la inversa del parametro (1/K) frente al
inverso de la concentracién de sustrato constante [AH:] se obtienen
relaciones lineales, de cuyos ajustes de regresién se pueden determinar
los parametros cinéticos constantes de Michaelis para ambos sustratos
(Km(AH2) y Km(H202)), y la velocidad maxima a la que transcurre la
reaccion enzimatica (Vmax). A partir de estos datos, se calcula el nimero de
recambio o turnover (kcat=Vmax/[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 (ecuaciones 4.40 y 4.41).

4.4.4.2. INHIBICION COMPETITIVA POR SUSTRATO

Generalmente en las reacciones que siguen un mecanismo Ping
Pong se observa inhibicion competitiva por sustrato a altas
concentraciones de los mismos. La inhibicién por sustrato resulta del
enlace del sustrato a una forma errénea de la enzima que aborta la
formacién del complejo binario. Cuando se varia la concentraciéon de un
sustrato a concentraciones inhibitorias del otro, al hacer la representacién
de dobles inversos (1/v vs 1/[H20:], variando [AH:]), se obtiene 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 (Kj).
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La aparicion de la inhibicion competitiva por sustrato para ambos

sustratos en el mecanismo de reaccion significa que en el denominador de
la ecuacién de velocidad (4.38), el término K *®*[AH,] puede ser
multiplicada por el término (1+[AH,]/Ks " |y el término K2 [H,0,]por
1+[H,0,]/K* ) donde KAy K* son las constantes de disociacién
de AH: a partir de EAHz y de H20: a partir de los complejos ColH202y / o
Coll H202, respectivamente, (4.42)), y se dara la doble inhibicion
competitiva por sustrato cuando se varien las concentraciones de AHz y
H20; son variadas. Por lo tanto, la ecuacién de velocidad correspondiente

seria:

_ v[H,0,JAH, ]
Y= K0 TaH, 1+ [AH, VK& )+ K2 [H,0, J1+ [H,0, /K )+ [H,0, JAH ]

(4.42)

A valores inhibitorios constantes de las concentraciones de AH>, los datos
v vs [H202] se ajustaron a la siguiente ecuacion de velocidad de inhibicién

competitiva:

Vmax [HZOZ]

Ko [1 v [1?1;’22]} [H:0,]

IS

V=

(4.43)

Para una inhibicién competitiva, la K y V de la ecuacion (4.39) estan

definidas por:

Vmax
V= P (4.44)
1+ —=
[AH;]
K 52 [1+[A£IHZ ]J
K- Kis (4.45)
KAHZ
1+
[AH, |
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Entonces, haciendo los dobles inversos de la ecuacion (4.43), las
representaciones de 1/v vs. 1/[H202] a valores constantes de [AHz] seran

lineales y se cortaran sobre el eje y.

Ademas, las representaciones de K/V vs. [AHz] seran lineales ya que:

= + (4.46)

K K2 K% [AH,]
Vv v K"V,

De esta dltima ecuacién se puede determinar el valor de la constante de

inhibicién competitiva para el sustrato inhibidor, Kis(AHz).

4.4.4.3. INACTIVACION POR SUSTRATO SUICIDA

La peroxidasa de palma reacciona con una gran variedad de
sustratos reductores, utilizando H20, como agente oxidante (Watanabe et
al., 2010; Sakharov et al., 2002; Sakharov, 2004). En ausencia de sustratos
reductores, un exceso de H20, conduce a la inactivaciéon de la enzima, el
H202, en este caso, actia como sustrato suicida de la enzima (Arnao et al.,
1990; Hiner et al., 1995).

La inactivacion oxidativa de las peroxidasas es el mecanismo base.
El mecanismo molecular que subyace a esta inactivacién mediada por el
perdxido de hidrégeno es extraordinariamente compleja por el hecho de
que una multitud de reacciones pueden ocurrir después de la reacciéon del
hierro hemo con el hidroperéxido. A pesar de las peculiaridades de las
diferentes peroxidasas, se puede proponer un mecanismo de inactivaciéon
comun que comprende varias etapas. En ausencia de sustrato, o cuando se
expone a altas concentraciones de peréxido de hidrégeno, las peroxidasas
muestran un comportamiento cinético de inactivacion suicida, en el que el
perdxido de hidrogeno es el sustrato suicida que convierte al Coll en un
radical libre de porfirina peroxo-Fe(Ill) altamente reactivo denominado

compuesto III (Colll) (Nakaijima et al., 1987). El Colll no es parte del ciclo
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de la peroxidasa, sino que se produce bajo la exposicion excesiva del Coll
protonado a las especies reactivas de oxigeno en una reaccién mediada

por el radical libre superéxido (Adediran et al,, 1987).

4.4.4.3.1. DETERMINACION DEL NUMERO DE RECAMBIO (r) PARA LA
INACTIVACION POR H:0-

Utilizando las representaciones de la actividad residual en tanto por ciento
para cada sustrato frente a la relacién [peroxido]/[enzima], la proporcion
requerida en cada caso para la inactivaciéon del 100% puede obtenerse a
partir de la interseccion de la linea de regresion con el eje x. A partir de
este valor, el nimero de recambio r se puede calcular utilizando la

siguiente ecuacion:

A _,_ 1 [H04]
A, 1+r [CEP] (4.45)

donde Ar es la actividad residual; Aty A, son las actividades a tiempo (t)
(final de la reaccidn) y cero respectivamente; (r) es el nimero de recambio
(niimero de ciclos dados por la enzima antes de la inactivacion) y [H202] y
[CEP] son las concentraciones de H202 y de enzima. Los valores actuales de
r se obtienen teniendo en cuenta el consumo de 2 moles de H20; en cada

ciclo catalitico.

4.4.4.3.2. CINETICA DE INACTIVACION POR H.0

La inactivacion se sigue a lo largo del tiempo para la enzima por H20; en
un rango de diferentes concentraciones. La representacion de los
logaritmos de los porcentajes de actividad residual (In Ar) frente al tiempo
se ajusta a lineas rectas, con pendientes equivalentes a las constantes

observadas de velocidad de primer orden de inactivacion (kobs):
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(4.46)

La naturaleza hiperbolica de los graficos de kobs frente a la concentracion
de H202 que se observa en el proceso apunta a una cinética de saturacion.
De este modo, para el calculo de las constantes de inactivacién se usa la

siguiente ecuacion:

kianpac[HZOZ]

obs = oM o~ 1

K +[H,0,] (4.47)
donde los valores de kobs (constante de velocidad de primer orden) (Arnao
et al., 1990) se obtienen del ajuste por regresion lineal a los dobles
reciprocos de la ecuacién 4.47, asi como los valores de k', constante de

primer orden de inactivaciéony K*, constante de unién al inhibidor.

El modelo es en realidad una simplificacién del enfoque cinético completo
desarrollado previamente por Arnao y coautores (Arnao et al., 1990; Hiner
et al., 1996), pero ofrece una aproximacion razonablemente adecuada a

efectos comparativos como se requiere.

4.4.4.3.3. MODELO DE INACTIVACION

En ausencia de sustrato, o cuando se expone a altas concentraciones de
H202, las peroxidasas muestran un comportamiento cinético de
inactivacién suicida, en la que el per6xido de hidrégeno es el sustrato
suicida, que convierte a Coll en una especie altamente reactiva
denominada compuesto III (Colll) (Camino 1 en la Figura xxx6). El Colll no
es parte del ciclo de la peroxidasa pero se produce en condiciones de
excesiva exposicion del Coll protonado a especies oxidativas en una
reaccion parcialmente mediada por un radical libre superoxido (Adediran
y Lambeir, 1989; Nakajima y Yamazaki, 1987; Keilin y Mann, 1937).
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La adicion de un exceso de sustrato reductor se opone a la inactivacion
suicida al competir con el H202 por el Coll (Hiner et al., 2000; Hiner et al.,
1995). Una vez formado el Colll, se podrian dar las tres alternativas de

descomposicion (vias 2, 3 y 4, Figura 4.8).

0 0
E” --n” +Fe(IIN)

Hemo Destruccion

H,0, H,0 o AH, AH+H,0,

0 4
llg'lelv Qg 42 Flem k é Felll
——— ——— ————
Compuesto II Compuesto III H Oxidacion de
la proteina

OXidaCi(')l'l de__ .OH <«— «— ‘OOH cil Felll
la proteina

Figura 4.8. Vias alternativas para la inactivaciéon suicida por H,0; a partir de la
formacion del compuesto intermedio denominado compuesto III (CollI).

En primer lugar, dada la proximidad de los radicales peroxilo del
ColII del anillo porfirina, es razonable sospechar que una vez formadas
estas especies reactivas se llega a una estructura tetrapirrolica y se oxida
la porfirina (via 2 en la Figura 4.8) (Hiner et al., 2000; Nagababu y Rifkind,
2000; Catalano et al., 1989; Spector et al., 2000; Lambeir y Dunford, 1985;
Mahy et al, 1994; Chang et al, 1999). Los compuestos hemos son
particularmente susceptibles a sistemas de anillos de biliverdina por
ataque oxidativo en las posiciones meso, y la dependencia de este proceso
con el peroxido exdgeno se ha demostrado (Sigman et al, 2001). La
oxidacién conduce facilmente a la ruptura o eliminacién de los puentes de
carbono unidos a anillos tetrapirrélicos y resulta en la escisiéon del
macrociclo de porfirina y forma una estructura de silla abierta
tetrapirroélica (Nakajima y Yamazaki, 1987; O’Carra, 1975; Brown, 1976).
La liberacion del hierro hemo durante la formaciéon de estas especies

confirma que éstas estan asociadas con la degradacion.

En segundo lugar, el Colll puede regresar al estado fundamental

después de la catdlisis oxidativa de la proteina, produciendo un grupo por
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el lado de la cadena del aminoacido oxidado (via 3 en la Figura 4.5) (Cai y
Tien, 1989). Alternativamente, el electron donado puede ser de una
molécula de sustrato, en cuyo caso la porfirina seria reparada y resultaria
un estado fundamental (Dordick et al., 1986).

Por ultimo, la liberaciéon espontadnea de los radicales libres por
descomposicion unimolecular de Colll es factible porque el radical peroxil
no esta covalentemente unido a la porfirina. Esta propuesta se comprueba
experimentalmente en presencia de exceso de H20; y en ausencia del
sustrato reductor, el Colll se comporta irreversiblemente debido a la
formacién de especies reactivas de oxigeno (Hiner et al., 1995; Bayton et
al., 1994; Arnao et al., 1990; Adediran, 1996; Ximenes et al., 2001). Una vez
liberado, dos moléculas de radicales libre supero6xido se puede reordenar
espontaneamente en especies tetradxido de corta vida que se
descomponen en dos moléculas de radicales libres hidroxilo y una de
oxigeno (Adediran, 1996). Los radicales hidroxilo libres son mas reactivos
que los peroxilo, y son mas solubles y potencialmente mas oxidantes sobre

las cadenas laterales de los aminodacidos.

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

La importancia de los métodos de difraccion de rayos-X en
Enzimologia no sera nunca suficientemente exaltada. No sdlo han
proporcionado la base experimental de nuestro conocimiento actual sobre
la estructura de las proteinas, sino que son uno de los factores mas

importantes en la investigacion de los mecanismos enzimaticos.

Los rayos X son dispersados al golpear los electrones de los atomos
en una forma similar a como las ondas luminosas son dispersadas por las
lineas de una red de difraccidn. El reticulo regular de un cristal actiia como
una red de difraccién tridimensional frente a un haz monocromatico de
rayos-X, produciendo un patrén de rayos difractados en direcciones en las

que los rayos dispersados se refuerzan y no interfieren destructivamente.
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La estructura del cristal, o mas precisamente, la distribucién de su
densidad electrénica puede calcularse a partir de un patrén de difraccion
mediante la transformacién de Fourier. Esto requiere el conocimiento de
las intensidades y direcciones de los rayos difractados, que pueden
medirse facilmente como un patrén de manchas sobre la pelicula
fotografica o con un difractobmetro, y también de sus fases. La
determinacion de la fase de cada rayo difractado (un requisito esencial
para la transformacién de Fourier) es el problema mas dificil. Soluciones
para obviar este problema, que fueron utilizadas para estructuras
cristalinas sencillas, no pudieron aplicarse a proteinas. La soluciéon del
problema de las fases fue el obstaculo que frend la cristalografia de
proteinas hasta que Perutz y sus colaboradores aplicaron el método del
reemplazamiento isomdrfico en 1954. En este método, un atomo metalico
pesado se une a sitios especificos en el cristal sin modificar su estructura o
empaquetamiento. El metal dispersa los rayos X mas fuertemente que los
atomos de la proteina y adiciona su poder de dispersién a cada rayo
difractado por las proteinas a partir de cambios de intensidad, segiin sean
reforzados o disminuidos por la dispersion del &tomo pesado. Se necesitan
varias sustituciones isomorficas diferentes para proporcionar una

determinacion precisa de las fases (Fersht, 1980)..

La cristalografia de proteinas es la técnica lider para la
determinacion de estructuras tridimensionales a nivel molecular, sin
embargo, la extrapolacion de la funcién de la proteina a partir de las
coordenadas atomicas dista de ser sencilla. Las caracteristicas del cristal
como el contenido de solvente, el pH, la fuerza i6nica, los contactos
cristalinos, la dosis absorbida, la resolucién, etc., deben ser
meticulosamente analizados para poder sustentar hipotesis con
implicaciones biolégicas y/o funcionales. Tradicionalmente se ha
considerado que las coordenadas atémicas generadas después de resolver
el problema de las fases y de construir un modelo sobre la densidad
electronica, es la Unica informacién generada a partir de los datos
cristalograficos. No obstante, estas coordenadas son un promedio espacial

y temporal de todas las moléculas que conforman al cristal, de manera
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que, el modelo final contiene también informacién sobre la variabilidad
conformacional dentro del cristal (representada o contenida en los
parametros de desplazamiento atoémico). Diferentes métodos de
refinamiento toman en consideraciéon esta variabilidad (e.g. modelos
isotrépicos, anisotropicos y TLS) Esta informaciéon conformacional puede
ser extraida, analizada y transformada en “movimientos” (informacién
dindmica) de la estructura proteica. El analisis de los parametros de
desplazamiento atoémico se ha aplicado a estructuras cristalograficas de
enzimas que exhiben comportamientos cinéticos cooperativos. Los
resultados muestran que los movimientos de las proteinas estan
claramente relacionados con el mecanismo catalitico o la transicién

alostérica de ciertas enzimas (De la Mora Lugo y Rudifio Pifiera, 2008).

4.4.5.1. CRISTALIZACION DE Chamaerops excelsa

La CEP (purificada y liofilizada) fue resuspendida en 50 mM de
tampon Tris a pH 8,0 a una concentracién de 10 mg mL-1. El muestreo de
cristalizacion se llevd a cabo automaticamente con el robot de
cristalizacion Honeybee 931 (Genomic Solutions Inc) usando una variedad
de muestreadores comerciales (Qiagen). Se formaron gotas de 2 pL de
volumen final (1:1 relacién de la proteina y soluciéon madre) utilizando la
técnica de difusion de la gota colgante y manteniendo la temperatura a
291 K. El grupo de cristales crecié en una solucién que contenia sulfato
amonico, tampon Tris, polietilenglicol, éter monomérico (PEG MME) 2000
y glicerol como precipitante. Los intentos de optimizacion de cristalizacion
se llevaron a cabo ambos en placas para la gota colgante (24-well Linbro
plates) (Textor et al., 2011).

4.4.5.2. RECOGIDA DE DATOS Y PROCESADO

El conjunto de cristales de las placas se separa mediante una aguja
de acupuntura y un unico cristal de CEP se traslado6 al crioprotector de

composicion similar a la solucién de crecimiento de cristales, aunque con
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un 20% de glicerol en su lugar. El cristal de proteina se recogié con un

crio-loop y se congelaba directamente en corriente de nitrégeno antes de
la recogida de los datos de rayos-X. Los datos de difraccion se recogieron
sobre la linea MX2 en el laboratorio Synchrotron Light Source LNLS,
Campinas (Brazil) usando un detector MAR CCD (Guimaraes et al., 2009).
Se obtuvo un conjunto de datos de 108 grados de cobertura con una
longitud de onda de 1,46 A usando el método de oscilacién con un rango
angular de 0,4°. La integracion de los datos y el escalado se llevaron a cabo
con el programa XDS (Kabsch, 2004). El reemplazamiento molecular se
efectud con el programa Phaser (McCoy et al.,, 2007) y la construccién del
modelo y el refinamiento con el programa Coot (Emsley et al., 2010) y

Refmac5 (Vagin et al., 2004), respectivamente (Textor et al., 2011).
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5.1. PROCESO DE PURIFICACION DE LA PEROXIDASA DE
PALMERA Chamaerops excelsa

Para llevar a cabo el proceso de purificacion se ha seguido el
esquema desarrollado por Zamorano y co-autores (2008, 2009) para la
peroxidasa de palma real, con ciertas modificaciones que han mejorado
notablemente el proceso (Textor et al, 2011; Hidalgo Cuadrado et al,
2011). Se han introducido un paso intermedio entre la cromatografia
hidrofébica y la de intercambio iénico y un proceso de filtracién en
gradiente para eliminar restos de impurezas y para que de este modo la
proteina entre mas limpia en el proceso de intercambio i6nico. Ademas, el
proceso anterior utilizaba como resina de intercambio i6nico DEAE-
Toyopearl 650 M (Tosoh Co., Tokyo, Japan), resina que ha sido sustituida
por TSK-gel DEAE-5PW (Tosoh Co., Tokyo, Japan) que es mucho mas
selectiva y que proporciona una resolucién mayor debido a que el tamafio
de particula es de 20-40 pm comparada con los 40-90 um de la resina

anterior (http://www.separations.us.tosohbioscience.com).

5.1.1. CROMATOGRAFIA HIDROFOBICA

La cromatografia hidrofobica se realiza con un equipo de baja
presion sin conexidn alguna a un sistema de medida de absorbancias. Por
ello, el inico modo de hacer un seguimiento proteico en el eluido es a
través de la medida de la actividad enzimatica en cada una de las
fracciones recogidas (15,0 mL) (Figura 5.1) Con este proceso se elimina

gran cantidad de proteinas diferentes y de pigmentos.

La fase mdvil (Fm) que se utiliza es el tampon fosfato 100 mM, pH
6,5, 1,7 M (NH4)2S04. La peroxidasa se retiene en la fase estacionaria (Fs)
Phenyl-Sepharose CL-4B (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden) mediante una interacciéon de tipo hidrofébico y, cuando se ha
saturado, se eluye reduciendo de forma drastica la concentracién salina
con fosfato 100 mM, pH 6,5 0,2 M (NH4)2SOs4. De este modo, el

cromatograma, cominmente denominado pool, es mas estrecho que el que
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aparece cuando se utiliza un gradiente salino lineal. La peroxidasa suele
encontrarse entre las fracciones 7-16 (~100-250 mL de volumen de
elucién). En comparacién con los 60 mL de volumen de elucién de la
peroxidasa de palma real Roystonea regia (Zamorano, 2009), la enzima

aparece mas tarde. La velocidad de flujo es de ~ 1mL min-1.

1,0 o _

0,8 |-

0,6 |-

04 |

Actividad total (U)

0,2

0,0 ARSI MR PO AP I MPEN AS R RPO s
12 3 456 7 8 91011121314 1516 17

Numero de fraccion

Figura 5.1. Cromatograma hidrofébico registrado por medidas de actividad
enzimatica. Se usan como sustratos guayacol y perdxido de hidrégeno. Cada fraccion
tiene un volumen de 15,0 mL.

5.1.2. CROMATOGRAFiA DE INTERCAMBIO IONICO

La cromatografia de intercambio i6nico se lleva a cabo con un
equipo AKTAFf.p, utilizando como Fs la resina TSK-gel DEAE-5PW. Se utiliza
como Fu tampén TRIS-HCI 5,0 mM, pH 9,3. La peroxidasa a este pH de
trabajo se encuentra cargada negativamente (pl = 6,6 + 0,1), por lo que se
retiene en la columna, uniéndose su forma anidnica a los grupos DEAE
(dietilaminoetil) cargados positivamente. La proteina se eluye con un
gradiente lineal de NaCl 0-300 mM utilizando tampén TRIS-HCI 5,0 mM,
pH 9,3, 1,0 M NaCl. Este equipo tiene un detector que permite registrar las

absorbancias a diferentes longitudes de onda durante el proceso. Se eligen
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280 nm (banda caracteristica de las proteinas, debido a la presencia de
aminodcidos aromaticos) y 403 nm (banda Soret en las peroxidasas de
clase III, 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 30 y los 32 mL (Figura 5.2).

Es una cromatografia muy sensible y una conductividad superior a
3 mS cm, durante la inyecciéon de la muestra, no permite la unién de la

proteina a grupos DEAE. Se recogen fracciones de 500 pL.
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Figura 5.2. Cromatograma FLP. Cromatografia de intercambio iénico con TSK-gel
DEAE-5PW.
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5.1.3. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

La cromatografia de exclusion molecular se realiza en un equipo
AKTAFp, utilizando como Fs Superdex 200 10/30 HR, y como Fy tampén
TRIS-HCI 5,0 mM, pH 9,3. Se trabaja a una velocidad de flujo de 0,5 mL
min-1. Se inyectan volimenes de 400 pL y se recogen fracciones de 250 pL.
Las fracciones que forman el cromatograma se identifican por seguimiento
de la absorbancia a 280 y 430 nm y, al igual que en la cromatografia
anterior, también se registra la actividad de las fracciones. Como pool

cromatografico se toman las fracciones B-6 a C-3.
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Figura 5.3. Cromatografia de exclusion molecular con Superdex 200.
Cromatograma FLP. Registrado por medidas de actividad (linea negra). La linea
discontinua y la linea de puntos representan las absorbancias 403 y 280 nm,
respectivamente.

5.1.4. RENDIMIENTO DE LA PURIFICACION

En la tabla de rendimientos se puede observar la efectividad de
cada una de las etapas usadas durante la purificaciéon de la peroxidasa
(Chamaerops excelsa) (Tabla 5.1). En un proceso de purificaciéon que parte

de material vivo, un rendimiento de un 33% y un grado de pureza de un
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3,5 son muy buenos valores. Normalmente en el caso de purificaciones
vegetales con tal grado de pureza suele darse un rendimiento alrededor de
un 10-20%. Hay que afiadir que se esta purificando un proteina, que como
todas, se desnaturaliza con el tiempo y que el proceso de purificacion es
bastante largo (15 dias). Ello es debido a que para obtener una masa
proteica adecuada para realizar el resto de experimentos se requiere
iniciar el proceso con una gran cantidad de masa vegetal. Aunque algunas
etapas se realizan en cdmara fria (4-5 °C) para proteger la enzima, otras en

cambio funcionan mejor a temperatura ambiente.

Tabla 5.1. Rendimientos en el proceso de purificacion de la peroxidasa de palma
Chamaerops excelsa (Zamorano et al., 2009). Siendo, V el volumen, Cp, cantidad de
proteina, Ar, la actividad total, Ag la actividad especifica, Fp el factor de purificacion y R el
rendimiento.

Etapa Fp

Homogenado
PEG+(NH4)2S04 2750 9466 199898 21,1
Phenyl-Sepharose ______
TSK-gel 5PW 2,5 27 79879 29259 380
Superdex 200

Alo largo de este estudio, se han realizado, en diferentes épocas del afio, 4

purificaciones de peroxidasa de Chamaerops excelsa. Los rendimientos has
oscilado entre 30-40%. Cuando se ha purificado en otofio-invierno, el

rendimiento ha sido menor que cuando se hace en primavera-verano.
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5.2. CARACTERIZACION DE LA PEROXIDASA Chamaerops
excelsa

5.2.1. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR MEDIANTE
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Cuando se purifica, 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 es la electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), con la que ademas de poder determinar el
grado de pureza, 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 al 10% seria suficientemente

resolutiva.

Figura 5.4. SDS-PAGE al 12%. 1: bandas de las proteinas del marcador de masas
moleculares de Page Ruler™ prestained Proein Ladder (Fermentas, Berkshire, UK). 2-7:

peroxidasa de palma Chamaerops excelsa en las distintas purificaciones.
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En la Figura 5.4 se puede observar que es una técnica bastante
fiable para determinar la masa molecular de la proteina, ya que en las
diferentes purificaciones realizadas a lo largo del afio, la linea se mantiene
constante, lo cual indica que su masa molecular es 54 + 3 kDa. La Unica
diferencia observable en la figura es el grosor de la banda que
corresponde con la concentracidén de proteina empleada en el ensayo. Este
valor de masa molecular es caracteristico de peroxidasas, ya que si la
comparamos con la de palma real es un valor bastante parecido, siendo
éste de 48 + 3 kDa (Zamorano, 2009).

5.2.2. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

Con la técnica del isoelectroenfoque (IEF) se puede determinar el
punto isoeléctrico (pI) de una proteina y saber si una muestra presenta
diferentes isoenzimas, es decir, diferentes formas de una misma enzima
que suelen catalizar la misma reaccion pero presentan diferencias en sus
propiedades cataliticas, cinéticas, a veces en su cadena polipeptidica, su
carga eléctrica neta nula. Es un dato muy importante para la elecciéon de
los pH’s de trabajo en las diferentes etapas del fraccionamiento
cromatografico, asi como para realizar diferentes estudios cinéticos y de
estabilidad.

Figura 5.5. IEF con tincién con el Kit Silver Stain Plus. 1. Bandas de las proteinas de pl
de IEF Standars (Bio-Rad Laboratories, Inc.) 2. Banda de la peroxidasa Chamarops excelsa
aunplde6,8.
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5.2.3. DETERMINACION DEL ESTADO DE AGREGACION MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR.

Con este método se determinara la masa molecular de la peroxidasa CEP
en estado nativo. Conocido el volumen o tiempo de elucién de los
marcadores de masa molecular, se podra determinar 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
CEP, mediante SDS-PAGE, presenta una unica banda de 54 * 3 KkDa,
debiéndose esta elevada masa molecular al elevado porcentaje de
glicosilacion de la proteina. El volumen de elucién de la CEP indica que la
proteina se encuentra en forma dimérica en disolucion. Estos dimeros

tienen una masa molecular de 109 = 3 kDa (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Cromatograma de filtraciéon en gel utilizando Superdex 200 HR 10/30
(Zamorano et al., 2009). La velocidad de flujo a la que se ha trabajado es de 0,4 mL min-
1. En el grafico, la linea continua y la linea discontinua corresponden a las absorbancias a
403 y 280 nm, respectivamente. El cuadro inserto en la figura es la recta de calibrado
utilizada para la determinacién de la masa molecular de CEP. CEP tiene una masa
molecular, estimada con este método, de 109 kDa.
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5.3 ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA DE PALMA
Chamerops excelsa

5.3.1 DESNATURALIZACION INDUCIDA POR EL pH

La estabilidad estructural y la actividad enzimatica de las
peroxidasas dependen del pH de la disoluciéon (Tams y Welinder, 1996;
Pina et al., 2001; Zamorano et al., 2004, 2008). 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 enzimatica (usando guayacol como
sustrato) y sobre la fluorescencia intrinseca del triptéfano en CEP (Figura
5.7). Se puede observar que CEP es una enzima que muestra estabilidad en
el rango de pH de 2,5 a 6,0 sin cambios significativos en su actividad

catalitica y en sus parametros fluorescentes.

Uno de los pardmetros mas significativos, debido a su utilidad, del
espectro de fluorescencia de una proteina es la posicion del maximo (Amax),
que refleja el grado de accesibilidad de las moléculas del disolvente a los
cromodforos (Permyakov, 1993). Se observa que dicho parametro
permanece constante (con una variaciéon de * 0,2 nm) en un rango de pH
comprendido entre 2,8 y 6. Esto indica que la accesibilidad de las
moléculas de agua a las cadenas laterales de los tript6fanos de la proteina
permanece inalterada en este rango de pH. La intensidad de fluorescencia
tampoco se ve alterada en este rango de pH (Figura 5.7B). De este modo, el
rango de pH de 3 a 6, caracterizado por la ausencia de cambios evidentes
en los parametros fluorescentes y en la actividad enzimatica, parece ser el

rango correcto a elegir para la caracterizacion quimico-fisica de la CEP.

La acidificacién de la solucién de proteina hasta un pH inferior a 2
provoc6 un cambio de 36 nm en el rojo del espectro de fluorescencia,
seguido por un desplazamiento al azul por debajo de pH 1,5, producida
por la agregacidon de proteinas y un marcado aumento (mas de cuatro

veces) en la intensidad de fluorescencia. La comparaciéon de los
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parametros fluorescentes con los cambios en la actividad enzimatica
indican que so6lo la intensidad de fluorescencia esta relacionada con la
desnaturalizaciéon acida de CEP, mientras que la posicién del maximo del
espectro de fluorescencia, que refleja la polaridad de la cadena lateral del
triptéfano, no es relevante para la funcion enzimatica de CEP (Zamorano
etal, 2009).
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Figura 5.7. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica (A) y sobre los parametros de
fluorescencia (B) de la CEP (Zamorano et al. 2009). Las medidas se llevaron a cabo en tampdn
universal 10 mM (CH3COOH, H3PO4, H3BO3-NaOH) con una concentraciéon de proteina de ca. 10 pM.
A. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica de CEP a 25 °C. La actividad se llevé a cabo junto con
guayacol. B. Efecto del pH sobre los parametros de fluorescencia de CEP a 25 °C. Los circulos
abiertos en representa la intensidad de fluorescencia (en unidades arbitrarias) a 350 nm, la cual es
proporcional a la cantidad de producto formado, y los circulos cerrados corresponden a la posicién
del maximo del espectro de fluorescencia Amax. La longitud de onda de excitacion fue 296 nm.

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
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desnaturalizacion acida va acompafiada de un incremento de la intensidad
de fluorescencia y una reduccién de la absorbancia a 403 nm (lo que es
igual a una reduccion de la actividad enzimatica); la peroxidasa anidénica
de cacahuete (Zamorano et al,, 2004) es estable en un rango comprendido
entre 3,0 y 11,0, la desnaturalizacion acida y basica provoca reorientacion
del grupo hemo con respecto de los aminoacidos aromaticos, aumentando
la intensidad de fluorescencia, pero en cambio la posicién del maximo
permanece practicamente constante; la peroxidasa de palma real
(Zamorano et al., 2008) es estable en un margen de pH comprendido entre
2,0 y 13,0, la desnaturalizacion acida es debida también a una
reorientaciéon del grupo hemo con respecto de los aminoacidos
aromaticos, la polaridad de éstos no se ve alterada, ya que el maximo de
emision permanece constante. Todas las peroxidasas de plantas son

estables en rangos de pH bastante amplios.

5.3.2. DESNATURALIZACION TERMICA MEDIANTE CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE BARRIDO

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 registrara el perfil calorimétrico de CEP a pH 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 desnaturalizacién térmica.

La sintesis en condiciones éptimas para el medioambiente o
“sintesis verde” del polielectrolito polianilina se realiza a pH 3,0
(Caramyshev et al., 2005). De este modo, encontrar las peroxidasas mas
estables a este pH mejoraria el rendimiento de este proceso. Este es uno
de los motivos por los que se realizan estudios de desnaturalizacion a este
pH concreto. Otro de los motivos son los pares idnicos, ya que contribuyen

en gran medida a la estabilidad de las proteinas con grupo hemo. Cuando

Tesis Doctoral. Departamento de Quimica Fisica. Universidad de Salamanca



Caracterizacion Quimico-Fisica de la Palma Chamaerops excelsa

se estudia la desnaturalizacion a pH acido, estos pares idnicos desaparecen
por protonacién y de ese modo se determina la contribucién de estas

estructuras a la estabilidad proteica.

La desnaturalizaciéon térmica de CEP a pH 3,0 dio lugar a
transiciones DSC bien definidas, cuyas temperaturas con maximos del
exceso de capacidad maxima (Tm) dependen de la velocidad de barrido.
Este efecto se puede observar en la Figura 5.8, la cual muestra las

transiciones de CEP a cuatro velocidades diferentes de barrido.
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Figura 5.8. Dependencia con la temperatura del exceso de capacidad calorifica de
CEP a diferentes velocidades de calentamiento (Zamorano et al., 2009). 29,7 K h'!
(cuadrados), 45,5 K h'1 (tridngulos), 59,3 K h! (circulos) y 87,5 K h! (diamantes) en
tampdn citrato 20mM, pH 3,0. Las lineas sdlidas representan el mejor ajuste de cada
curva experimental usando la ecuacion (4.24). La concentracién de la proteina fue 23,9
uM.

La desnaturalizacion de CEP en estas condiciones experimentales
fue siempre calorimétricamente irreversible ya que en un segundo
calentamiento de la soluciéon de la enzima no se observaron efectos
térmicos. Todo esto indica claramente que las transiciones térmicas
observadas caracterizan procesos irreversibles cinéticamente controlados.
Tras los datos de cromatografia de exclusion que concluian que la CEP

forma dimeros en solucién, la desnaturalizacién inducida térmicamente

Nazaret Hidalgo Cuadrado



V.- RESULTADOS Y DISCUSION

debe ir acompafiada de su disociaciéon en subunidades, la cual deberia
producir una dependencia de Tm con la concentracién (Manly et al., 1985;
Freire, 1989; Sanchez-Ruiz, 1992). De hecho, se encontré que los valores
de Tm y AHca para la desnaturalizaciéon térmica de CEP a pH 3,0 son
dependientes de la concentracién de proteina en un rango entre 0,4-2,6
mg mL-1 (datos no mostrados), Tm se incremento6 en 1,1 grados, y AHca en
un 2%. La relaciéon entre las entalpias de van’t Hoff y calorimétrica
obtenidas a diferentes concentraciones y diferentes velocidades de
barrido dio un valor promedio de 1,36 * 0,08, bastante cerca de los valores

calculados con la ecuacion:

AH 4 2n

AH(T,) n+1 (5.1)

que es valida para el caso en el que la desnaturalizacion de las proteinas
oligomeéricas esta acoplada a un proceso de disociacion-desnaturalizacion
de sus monomeros (Freire, 1989). Esta relacion de entalpias toma el valor
de 1,333 para dimeros. En consecuencia, a pesar de las pequenas
variaciones en los pardmetros cinéticos de la desnaturalizacién de CEP con
la concentracién, en todos los experimentos realizados a este pH se ha
usado la misma concentraciéon de proteina para estar seguros que los
resultados obtenidos en los diferentes experimentos sean independientes
de la concentracion. El analisis de las transiciones DSC en estas
condiciones se base en el modelo simple de dos estados (ver materiales y
métodos). Cabe sefialar que un modelo realista de la desnaturalizacién de
las proteinas, en este caso, debe incluir dos pasos: una disociacién
reversible (desplegamiento) del dimero en monémeros, seguido de una
alteracion irreversible de esos mondémeros hasta un estado
desnaturalizado final desde el que no puede retornar al estado nativo. Este
esquema, generalmente conocido como el modelo de Lumry-Eyring
(Lumry y Eyring, 1954) en el caso de proteinas diméricas, puede ser

descrito como:
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donde Nz es el dimero nativo, U es el monémero desplegado. D es el
monodémero desnaturalizado en el proceso irreversible, k1 y k.1 son las
constantes de velocidad de las reacciones directa e inversa de
desplegamiento acompanado de disociacién y kp es la constante de

velocidad de la desnaturalizacidn irreversible de los monémeros.

La utilizacion del modelo completo de Lumry-Eyring para una
descripcion cuantitativa de la transicidon inducida por la temperatura es
muy dificil porque el sistema de ecuaciones diferenciales no tiene solucion
analitica a varias temperaturas. Por ello, es necesario aplicar un modelo
mas simple, que serd un caso particular del modelo de Lumry-Eyring.
Consistira en un Unico paso irreversible, donde el dimero nativo dara lugar
a los mondémeros desnaturalizados. Esta aproximaciéon es posible
suponiendo que la desnaturalizacién del monémero es un paso muy
rapido en comparacion con la disociacién del dimero y la asociacién de los
monoémeros desplegados: kp >> ki y kp >> k.1. 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, —* D

donde N es el dimero nativo, D es el monémero desnaturalizado y k es la
constante de velocidad efectiva del proceso de desnaturalizacién que varia

con la temperatura de acuerdo con la ecuacion de Arrhenius (4.20).

Las funciones obtenidas para el exceso de capacidad calorifica
obtenidas para CEP se analizaron mediante el ajuste de datos al modelo
irreversible de dos estados (4.24), ya sea individualmente o de forma
global, utilizando el tipo de analisis como una variable adicional. Los
resultados del ajuste se muestran en la Figura 5.8 (lineas sélidas) y en la
Tabla 5.2. Los intentos de incluir diferentes modelos irreversibles de
desnaturalizacion para la CEP - modelo de Lumry-Eyring, con un primer
paso de equilibrio rapido, y el modelo que incluye dos pasos irreversibles

consecutivos, no mejoraron la bondad de los ajustes, lo que indica que el
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modelo irreversible de dos estados es suficiente para describir
cuantitativamente la cinética de la desnaturalizaciéon de CEP. Esta
conclusion fue confirmada por nuestra investigacion espectral sobre la

desnaturalizacion térmica de esta enzima.

Tabla 5.2. Parametros estimados de la ecuacion de Arrhenius para el modelo

irreversible de dos estados en la desnaturalizacién de CEP a pH 3,0 (Zamorano et

al,, 2009). El coeficiente de correlacién (r) se calculé como: r:\/l—i(y-—y-cal]z/zn:(y- ~
i=1 i=1

Yy
1

cal

donde yi e yf® son respectivamente los valores experimentales y calculados de C§*; yi"

es la media de los valores experimentales de Cg* y n es el nimero de puntos.

Temperatura de velocidad de barrido (K h-1)

Parametro 1 Ajuste global
29,7 45,5 59,3 87,5
AU OBN 1194+1,6 1284+19 1302+19 131,1+21
T (K 1345001 3448102 345101 3448102 3450£02

Ea (kcal mol-! 107,3+1,2 1039+1,4 1033+1,3 1048+1,4 106,2 + 1,6
r

Esta claro que el equilibrio termodindmico no se puede aplicar
directamente a la desnatualizacion de CEP a pH 3,0 porque es de
naturaleza cinéticamente controlada. Sin embargo, es posible obtener
datos termodinamicos utiles en la extrapolacion de los parametros de la
transicion a velocidad de calentamiento infinito (Privalov y Potekhin,
1986). Los parametros termodinamicos obtenidos de este modo para la
desnaturalizacion térmica de CEP a pH 3,0 se muestran en la Tabla 5.3. Si
se tiene en cuenta que en el rango de pH acido, los pares i6nicos, que es
conocido aportan estabilidad al contenido hemo de las peroxidasas de
clase III (Tams y Welinder, 1996), han desaparecido debido a Ila
protonacion, se puede suponer que el valor de la variaciéon de energia libre
para CEP a pH neutro puede ser mas alto en 10-5 kcal mol-! (Zamorano et

al., 2008; 2009), demostrando que la enzima es extremadamente estable.
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Tabla 5.3 Parametros termodinamicos para la desnaturalizacion de CEP a pH 3,0
(Zamorano et al., 2009). El desviacidn estandar para los valores de Ty T1/2es 0,2 K; la
entalpfa de desnaturalizaciéon se determina por extrapolacién de los parametros de
transicién determinados experimentalmente para una velocidad de calentamiento
infinita con una desviacion estandar de +0,5%; T, es el valor de la temperatura a la cual el
cambio de energia libre estandar AG°(T)=AH (Ty2)A=T/Te) = AC,[(To —T)+TIn(T /)] =0 ¥

AC, = 2,4 + 0,3 kcal K mol! se obtuvo por diferencia entre la capacidad calorifica de los
estados nativo y desnaturalizado de la proteina en el punto medio de la transicion. Ts es la
temperatura del maximo de estabilidad.

AH(Tw) AG(Ty)

kcal mol-! kcal mol-!
71,8 70,4 80,7 131,2 21,7 13,6

5.3.3. EXPERIMENTOS DE DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular (CD) de CEP desnaturalizada e
intacta a pH 3,0 se muestran en la Figura 5.9A. Un andlisis de la estructura
secundaria detallado del espectro CD se realizé6 usando el paquete de
Software CDPro (Sreerama et al, 1999). Los datos experimentales se
trataron en un rango de 190-240 nm mediante tres tipos de software -
SELCON3, CDSSTR, y CONTINLL- usando como referencia el SP43 (para las
proteinas intactas) y SDP48 (para las proteinas desnaturalizadas). La
menor desviacion cuadratica media (RMSD) entre los valores
experimentales y las curvas tedricas producidos por los programas con
estas referencias se obtuvo con CDSSTR, y por ellos los resultados
obtenidos con SELCON3 y CONTINLL se omitieron. Los resultados del
analisis se dan en la Tabla 5.4. Los valores obtenidos para la CEP nativa
son caracteristicos para las diferentes hemo-peroxidasas (Banci, 1997). Se
debe hacer notar que las estimaciones de [(-lamina y giros 3 son
generalmente peores que las estimaciones de a-hélice porque la
intensidad de los elementos de la estructura 3 son mas bajos que los de la

a-hélice (Venyaminov y Yang, 1996).
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Tabla 5.4. Elementos de estructura secundaria (%) determinados por el analisis
del espectro CD para la proteina nativa y desnaturalizada de CEP a pH 3,0. N, es la
proteina ordenada, D es la distorsionada.

i a-hélice B-lamina Giro3 Desordenada
Proteina
N D Total N D Total
Nativa 20 18 38 0 7 7 22 33
Desnaturalizada

Cuando la proteina se desnaturaliza térmicamente, la forma del
espectro de CEP cambia, apuntando a un incremento de la estructura
desordenada, principalmente a expensas de la estructura de a-hélice (ver
Tabla 5.4). El incremento de la cantidad de [3-ldmina que también ocurre
en la desnaturalizacion de CEP indica que la forma de la enzima apunta a
una agregacion proteica, probablemente de caracter intramolecular, al no
haberse podido detectar un aumento de la turbidez en el proceso de

desnaturalizacion.

) : |
= i 1
U - —
£ i |
(6]
o i |
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E — —
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‘?o | i
- 1 1 1 " 1 " 1
190 200 210 220 230 240 50 60 70 . 80
Longitud de onda (nm) Temperatura ("C)

Figura 5.9. Desnaturalizacion inducida térmicamente para CEP estudiada por
espectroscopia optica CD en el UV-lejano (Zamorano et al., 2009). A. Espectro CD de
UV-lejano para la CEP nativa a 25 °C (circulos abiertos) y térmicamente desnaturalizada a
80 °C (circulos cerrados) a pH 3,0 a una concentracién de proteina de 10,2 pM. Las lineas
sélidas que atraviesan los simbolos son los mejores ajustes a los datos experimentales
con el programa CDSSTR, usando SP43 para la proteina nativa y SDP para la proteina
desnaturalizada. B. Fraccion de proteina CEP desnaturalizada en funcién de la
temperatura a pH 3,0, registrada por cambios de elipticidad molar a 222 nm, obtenidos
con una velocidad de calentamiento constante de 60,3 K h-1. La linea continua representa
la curva tedrica del ajuste de los datos experimentales al modelo irreversible de dos
estados (4.24).
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La desnaturalizacion térmica de la CEP se siguié por cambios en la
elipticidad molar a 222 nm, longitud de onda en la que los cambios son
significativos cuando se produce la desnaturalizacién de la enzima. Con un
incremento en la temperatura (Figura 5.9B), ocurre una transicién
cooperativa irreversible en el estado desnaturalizado, la cual se analiz6
usando el ajuste de regresion no lineal por minimos cuadrado (linea a
través de los puntos en la Figura 5.9B) (4.26), obteniéndose los valores de
344,4+0,3 Ky 103,2+1,7 kcal mol}, para la T" y la Ea, respectivamente, los

cuales son similares a los obtenidos por DSC (Tabla 5.2).

5.3.4. EXPERIMENTOS DE FLUORESCENCIA

Los cambios en el entorno de los aminoacidos aromaticos se deben a
cambios en la estructura terciaria de la proteina, los cuales pueden ser
detectados por espectroscopia de su fluorescencia intrinseca. La Figura
5.10A muestra el espectro de fluorescencia de la proteina CEP en estado
nativo (linea solida) y térmicamente desnaturalizada (linea discontinua) a
pH 3,0 y para una longitud de onda de excitacion de 293 nm. La emision de
fluorescencia de CEP en estado nativo tiene un bajo rendimiento cuantico
debido a la transferencia de energia al grupo hemo, que actda de quencher.
Cuando la proteina se desnaturaliza térmicamente se comprueba existe un
aumento en la intensidad de fluorescencia (Figura 5.102), que es debido a
un cambio en la orientacion relativa y/o alejamiento entre el grupo hemo
y el triptéfano, reduciendo el quenching (Hill et al, 1986). Para la
visualizacion de los resultados, se introdujeron cambios en la intensidad
de fluorescencia para analizar el efecto de calor sobre la desnaturalizacion
de CEP. Incrementando la temperatura (Figura 5.10B), ocurre una
transicion cooperativa irreversible al estado desnaturalizado, el cual se
analiza por ajuste no lineal de minimos cuadrados a la ecuacion (4.26).
Este ajuste (linea soélida en la Figura 5.10B) proporcion6 los valores de
T'=343,9+0,4.K y Ex=102,9+2,3kcal mol!, los cuales estin de modo

satisfactorio de acuerdo con los obtenidos por los experimentos DSC y CD.
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Figura 5.10. Desnaturalizacion térmicamente inducida de CEP seguida por
espectroscopia optica de fluorescencia (Zamorano et al., 2009). A. Espectro de
fluorescencia de CEP nativa a 25 °C (linea sdlida) y térmicamente desnaturalizada (linea
discontinua) a pH 3,0 y concentracion de proteina 179 pM. La longitud de onda de
excitacion es de 296 nm. B. Fraccion de proteina CEP desnaturalizada durante el proceso
de desnaturalizacidon 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-l. La linea continua
es el mejor ajuste de los datos experimentales a la ecuacion (4.26).

5.4. MECANISMO CATALITICO Y ESTUDIOS CINETICOS

5.4.1. ECUACION DE VELOCIDAD DE ESTADO ESTACIONARIO Y
PARAMETROS CINETICOS PARA LAS REACCIONES DE
OXIDACION CATALIZADAS POR CEP

En un sistema enzimatico de dos sustratos, como es el caso, son
posibles dos mecanismos generales para la interaccion de los sustratos
con la enzima: un mecanismo secuencial o un mecanismo ping-pong. En un
mecanismo secuencial, ambos sustratos se combinan con la enzima para
formar un complejo ternario antes de que ocurra la catalisis. Los sustratos
se pueden combinar de forma aleatoria (Ramdom Bi-Bi) o en un orden
obligatorio (ordenada Bi-Bi) para formar el complejo ternario. Los
productos formados a partir de la reaccién por lo tanto, pueden ser
liberados de forma ordenada o aleatoria. Sin embargo, en un mecanismo
Ping Pong Bi-Bi el primer sustrato se combina con la enzima para formar

un intermedio sustituido de la enzima. El segundo sustrato, que
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interacciona con el intermedio de la enzima sustituida para formar el

segundo producto, se regenera en la forma nativa de la enzima.

A pH 3,0 la representacion de dobles reciprocos de velocidades
iniciales de oxidacion del ABTS frente a la concentracion de perdxido de
hidrégeno (0,1 a 2,1 mM) fijando constante la concentracion de sustrato
reductor ABTS, ofrece un conjunto de lineas aproximadamente paralelas,
como se muestran en la Figura 5.11. Un comportamiento grafico similar de
los dobles reciprocos de los datos se obtuvo al estudiar el efecto de las
concentraciones de ABTS sobre las velocidades iniciales de oxidacion a
diferentes concentraciones constantes de H;0: (datos no mostrados).
Comportamientos similares a las lineas paralelas de los dobles reciprocos
también se observaron a pH 7,0 para los sustratos reductores guayacol, o-
dianisidina y o-fenilendiamina. Las tendencias lineales paralelas obtenidas
en tales representaciones apuntan a un mecanismo Ping Pong
involucrando dos formas independientes de la enzima (formas de la

enzima separadas por etapa irreversible).

35 T T v T T T T T T T
T T T T T T 4 T T T T T T
30 4t (a) . (b) —
0 s 5l i
g / E ?
25| <2t ! < 4
2I0 2I2 2I4 2I6 2’8 3:'0 32 0 2I0 2I2 2‘4 2IG 218 3I0 32
20 F 1/[AH,] (mM) 1IAH,] (mM) o
z |
2 15 W
10 k- 2
Q
Sz 3 -
1 1 X 1 1 1 I 1 X 1
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
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Figura 5.11. Representacion de dobles reciprocos de la velocidad inicial de la
oxidacion de ABTS como funcién de la concentracion de perdxido de hidrégeno a
concentraciones fijas de ABTS (Hidalgo Cuadrado et al., 2011a). Las concentraciones
de ABTS son 0,032 mM (o), 0,04 mM (o). 0,05 mM (A). Los graficos insertos en las figuras
corresponden con las representaciones de 1/V vs. 1/[ABTS] (a) y de 1/Kvs. 1/[ABTS] (b).
Las disoluciones se llevaron a cabo a pH 3,0.
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La representacion de la interseccién (1/V) de las lineas anteriores y
del inverso del parametro K frente al reciproco de la concentraciéon del
sustrato fijo dan lineas rectas (intersecciones de la Figura 5.11 para el caso
del ABTS). Los valores de K!:°2, K"z, Vinax ¥ kcat Se determinaron a partir

de los correspondientes ajustes lineales de las ecuaciones (4.40; 4.41).

Tabla 5.5. Parametros cinéticos obtenidos para la oxidacion mediada por el
H:0: de los sustratos y catalizada por CEP (Hidalgo Cuadrado et al., 2011).
Todas las disoluciones de los sustratos se llevaron a cabo en tampén universal 20
mM, 25 °C, pH 7,0, excepto para el ABTS que fue a pH 3. La concentracién de la
enzima fue 9,19-10-8 M. La concentracioén fija para los sustratos empleados ABTS,
Guayacol, o-dianisidina y o-fenilendiamina fueron 0,032, 18, 3,0, 2,0 mM,
utilizando como medio de activacion 1,12, 4,9, 0,1, 0,75 mM de H:0,,
respectivamente.

H,0. AH. H,0. AH
sz 2 Km 2 Vmax kcat kcat/ sz z kcat/ Km 2

Sustrato (M s1) (s1)

ABTS
Guayacol 3,58-103 9,25-103 8,39-10* 9,13-103  2,55-10° 9,87-10°

GRIELIDLEEN 325-103  6,77-10° 32410+ 352108  10510°  1,08:10°

SR 0 26.104 303103 506104 551103 596106 1,82-106
diamina

El valor mas alto para su constante catalitica kca: y por lo tanto para
su numero de recambio fue con el sustrato guayacol, seguido de la o-
fenilendiamina, la o-dianisidina y el ABTS. La mayor afinidad de la enzima
(1/Km) fue para el ABTS, seguido de la o-fenilendiamina, la o-dianisidina y
guayacol. Sin embargo la mayor constante de especificidad o eficacia
catalitica de la enzima (kcat/Km) se observo para el ABTS, seguido de la o-
fenilendiamina, o-dianisidina y guayacol. Para los casos de las peroxidasas
de palmera Africana (Sakharov et al., 2002) y de palmera real (Watanabe

etal, 2010) se encontraron reactividades similares con estos sustratos.
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5.4.2. CONSTANTES DE VELOCIDAD MICROSCOPICAS

Para calcular las constantes microscépicas (ki y k3) para la
oxidacion de sustratos por la accion de CEP, se ajustaron las velocidades
de oxidacion de los sustratos a cada concentracion del sustrato reductor
(AHz) y H202, asumiendo la aproximacion del estado estacionario y
considerando que k2 > k3. La representacion de los dobles reciprocos (1/v
vs. 1/[H202]) nos permite calcular los valores de A y B para cada una de las

concentraciones de AH».
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Figura 5.12. Graficos secundarios de los parametros A (nmol s1) vs. B (mM)
obtenidos por la variacién de las concentraciones de H,0; (Hidalgo Cuadrado et al.,
2011a). Las medidas se llevaron a cabo en tampdn universal 20 mM a pH 3 y 25 °C A.
Representacién para tres concentraciones de ABTS 0,032, 0,04, 0,05 mM B.

Representacion para tres concentraciones de H202: 1,2, 1,6, 2,1 mM.
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La Figura 5.12A muestra la representacion de los valores de A
frente a los de B (4.32) para las tres concentraciones de ABTS. De la linea
recta obtenida es posible calcular el valor de ki (constante de formacién
del compuesto I) para la oxidacion del ABTS mediante la reaccion
catalizada por la peroxidasa CEP. Los valores obtenidos se muestran en la
Tabla 5.6. Del mismo modo, se representan los dobles reciprocos (1/v vs.
1/[AHz]) que nos permite calcular los valores de A y B para cada una de las
concentraciones de H20; para la reaccién de oxidacion del ABTS catalizada
por CEP. La Figura 5.13B muestra la representaciéon de A frente a B para
tres concentraciones de H20; en la oxidaciéon del ABTS. De la linea recta
obtenida es posible calcular el valor de k3 (constante de formacion del
compuesto II) para la reaccion de oxidacion de ABTS por la accién de CEP.
El valor obtenido, al igual que para el resto de los sustratos estudiados,

guayacol, o-dianisidina y o-fenilendiamina, se encuentra en la Tabla 5.6.

Tabla 5.6. Valores de ki (uM1 s1) y k3 (uM-1 s'1) a 25 °C para la oxidacién mediada
por H20; de los sustratos por acciéon de CEP (Hidalgo Cuadrado et al., 2011a).

Sustrato k1 ks
ABTS

Guayacol 0,45 0,01

o-dianisidina --

B DMSiGIE o IEN 0,19 0,05

Estas representaciones de A frente a B permiten el calculo de la
verdadera constante de reaccion, ki, de las medidas de la velocidad de
oxidaciéon del estado estacionario, evitando la dependencia con la

concentracion del sustrato (Rasmussen et al., 1995).

De los valores de la constante de velocidad, ki, que se muestran en
la Tabla 5.7, se puede deducir que CEP es capaz de oxidar sustratos
fenolicos y aminas aromaticas. Los datos obtenidos muestran que el mas
reactivo de los sustratos para CEP fue el ABTS, seguido de las aminas
aromaticas o-dianisidina y o-fenilendiamina, siendo el guayacol el sustrato
menos reactivo. La alta reactividad del ABTS es debido al elevado ntimero

de atomos aceptores de enlaces de H, porque los valores mas altos de las
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constantes de reactividad son para sustratos con mas atomos aceptores de

enlaces de H (www.chemicalregister.com). El ABTS tiene diez atomos

aceptores de enlaces de H, la o-dianisidina cuatro, la o-fenilendiamina dos
y el guayacol dos. En cuanto a los sitios dadores de enlaces de H -ABTS, o-
dianisidina, o-fenilendiamina - cada uno tiene dos sitios dadores de enlace

H donadoras y el guayacol s6lo uno (Hidalgo Cuadrado et al., 2011a).

Estudios similares se han llevado a cabo determinando los
parametros cinéticos y las constantes microscopicas de peroxidasas de
palma Africana (Sakharov et al, 2002) y palma Real (Watanabe et al.,
2010) y revelan que estas enzimas presentan una mayor actividad frente
al acido ferulico y ABTS, seguido de las aminas aromaticas o-dianisidina, o-
fenilendiamina y, por ultimo, los sustratos fenolicos con uno o dos grupos
hidroxilo en sus estructuras quimicas. Por el contrario, tanto la soja como
el cacahuete poseen peroxidasas mas reactivas con guayacol que con las
aminas (Sakharov et al., 2002; Gazaryan et al., 1996). Se ha informado que
tanto la peroxidasa de rdbano picante como la peroxidasa de tabaco
poseen la misma reactividad para el guayacol y la o-dianisidina y de 10-15

veces menos reactiva que para la o-fenilendiamina (Zamorano, 2009).

Los estudios de especificidad por sustrato de peroxidasas se
realizan generalmente con la presencia de un unico sustrato, junto con el
H202, en la mezcla de reaccion; es decir, sin ningun tipo de sustrato
alternativo capaz de someterse a la misma reaccion. Esto se debe a que la
presencia de sustratos que compitan tiende a complicar el andlisis sin dar
mucha mas informacién de la que se obtendria mediante el estudio de los
sustratos por separado. Sin embargo, esto implica una diferencia
importante entre la practica experimental y las condiciones fisiologicas en
las que las enzimas suelen existir. En este sentido, la mayoria de las
enzimas no son del todo especificas para un solo sustrato y, a menudo, se
debe de elegir entre varios que se encuentran disponibles de forma
simultidnea. Por lo tanto, para ser fisiolégicamente significativa la
especificidad enzimatica se debe definir en términos de lo bien que la
enzima puede discriminar entre los sustratos presentes en la misma

mezcla de reaccion. Esto no significa que no puede determinarse a partir
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de los parametros cinéticos de la enzima por sustratos por separado, pero
significa que estos parametros deben ser interpretados correctamente y

no de manera ocasional (Cornish-Bowden, 1995).

5.4.3. INHIBICION POR SUSTRATO

Con el fin de verificar ain mas el mecanismo cinético de las
reacciones de oxidacién por sustrato con CEP, se llevaron a cabo estudios
de inhibicion. Uno de los rasgos caracteristicos de los mecanismos Ping-
Pong es la existencia de inhibicién competitiva por sustrato para ambos
sustratos (Cleland, 1970).

En los mecanismos de reaccién Ping-Pong, ya que las tres formas de
la enzima - E (enzima en estado nativo), Col (compuesto I) y Coll
(compuesto II)- son tan similares, es razonable sospechar que AH; tiene
alguna afinidad por E asi como por Col y Coll, y si los sitios activos en Col y
Coll no estan demasiado ocupados para la adsorciéon de H202, también el
H20; mostrara algo de afinidad por Col y Coll (Cleland, 1979). En las
peroxidasas, se han comprobado la formacion de un complejo no
productivo o complejo dead-end entre el AH; y E y la reaccién a altas

concentraciones de H202 con Col aportando H202 y O (Hiner et al., 2004).

A partir de los dobles reciprocos de la ecuacién (4.42), las
representaciones de 1/v vs. 1/[H202] a concentracion de sustrato AH:
constante deberian de ser lineales cruzandose sobre el eje y. Este
comportamiento grafico se observa a concentraciones inhibitorias y fijas
de ABTS (Figura 5.13). En este sentido, la Figura 5.13 muestra la
representacion lineal para el ABTS. Para los otros sustratos estudiados, se

observa un comportamiento similar (datos nos mostrados).
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Figura 5.13. Representaciéon primaria de los dobles reciprocos para las velocidades
iniciales de oxidacion del ABTS en funciéon de la concentracion de peroéxido de
hidrégeno a concentraciones inhibitorias fijas de ABTS (Hidalgo Cuadrado et al.,,
2011a). Las concentraciones de ABTS fueron 1,1 (o), 4,2 (o), 6,75 (A) mM. El cuadro
interno muestra la representacion secundaria de K/V frente a la concentracion de ABTS.

Alternativamente, a valores fijos de concentracion de H202, la
representacion de v frente a la concentracion de AHz, da lugar a una serie

de ecuaciones que se han indicado en la seccion de materiales y métodos.
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Figura 5.14. Representacion primaria de los dobles reciprocos para las velocidades
iniciales de oxidacion del ABTS en funcién de la concentraciéon de ABTS a
concentraciones inhibitorias fijas de perdxido de hidrégeno (Hidalgo Cuadrado et
al., 2011a). Las concentraciones de H,0; fueron 0,032 (o), 0,4 (o), 0,5 (A) mM. El cuadro
interno muestra la representacion secundaria de K/V frente a la concentracion de H;0,.
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En consecuencia, las correspondientes representaciones de 1/v vs.
1/[AH2] son también lineales e intersectan en el eje y y las
representaciones de K/V vs. [H202] deberian ser también lineales. Este
comportamiento grafico se obtiene para el ABTS a concentraciones fijas de

H202 (Figura 5.14) y también para el resto de los sustratos estudiados.

Se comprob6 inhibicion competitiva por sustrato para las
reacciones de oxidacibn mediada por H20; de ambos sustratos y
catalizadas por CEP, como era de esperar para un mecanismo Ping-Pong.
Las correspondientes constantes de inhibicién obtenidas, K> y K&,

para los sustratos estudiados se muestran en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Constantes de inhibicion competitiva por sustrato (Hidalgo Cuadrado et
al., 2011a). Las concentraciones de ABTS, guayacol, o-dianisidina y o-fenilendiamina fijas
empleadas fueron 0,032, 18, 3,0, 2,0 mM, respectivamente con una concentracion de H;0;
fija para cada sustrato de 1,2, 4,9, 0,1, 0,75 mM, respectivamente. Los rangos de
concentraciones variables para cada uno de los sustratos siguiendo el mismo orden
serian, 40-500, 30-500, 30-200, 30-200 mM de H;0.. El pH de trabajo fue 7,0 para todos
los sustratos excepto para el ABTS que fue pH 3, y la temperatura 25 °C.

Sustrato

ABTS
Guayacol 4,39-10-3 1,31-10-3

K5 (M)  Kg™ (M)

o-dianisidina R FBIEE R

o-fenilendiamina [RNATIE 4,56-104

Por lo tanto, los resultados combinados de velocidad inicial de
reaccion y de inhibicion por sustrato excluyen un mecanismo secuencial
ordenado o al azar, y solo son compatibles con un mecanismo Ping-Pong
Bi-Bi, segtn la notacién de Cleland (1970), como modelo cinético minimo
para las reacciones de oxidaciéon de sustratos mediadas por Hz0: y

catalizadas por la peroxidasa CEP,.

También se han comprobado cinéticas Ping-Pong para otras
oxidaciones catalizadas por peroxidasas y mediadas por el Col. Los
resultados de los estudios de velocidad inicial de oxidaciéon mediada por
perdxido de hidrogeno del guayacol catalizada por la peroxidasa de nabo

(Hosoya, 1960), del ferrocitocromo c catalizada por la peroxidasa de
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rabano (HRP) (Santimone, 1975) y por la peroxidasa citocromo c
(Yonetani y Ray, 1966) son consistentes con un mecanismo Ping-Pong. Los
estudios de velocidad inicial de oxidacién del ferrocitocromo c¢ por la
citocromo c¢ peroxidasa de Pseudomonas aeruginosa produjeron
intersecciones en las representaciones que fueron inicialmente
interpretadas como indicacién de un mecanismo de reaccién secuencial
(Ronnberg y Ellfolk, 1975). Sin embargo estudios posteriores demostraron
que las intersecciones de las representaciones surgieron de la formacién
de un complejo inactivo enzima-peréxido de hidrégeno, y el mecanismo de
la reaccion fue reinterpretado como una modificaciéon de un mecanismo
Ping-Pong (Ronnberg et al., 1981). Recientemente, se ha encontrado que la
peroxidasa de palmera real también exhibe un mecanismo Ping-Pong Bi-Bi
en las reacciones de oxidacion de sustratos tales como guayacol, o-
dianisidina, o-fenilendiamina, acido ferulico y catecol catalizadas con la

mediacion del H202 (Zamorano, 2009).

5.4.4. INACTIVACION POR SUSTRATO SUICIDA

5.4.4.1. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION (r)
PARA LA INACTIVACION DE CEP POR PEROXIDO DE
HIDROGENO.

Segin la ecuacion (4.45), representando los porcentajes de
actividad peroxidasa residual para cada sustrato frente a la relacion
[perdxido]/[enzima], se puede obtener a partir del ajuste de regresiéon
lineal de los datos y mas concretamente de la interseccion de la recta de
ajuste con el eje x la relacion requerida en cada caso para un 100% de

inactivacion se puede.
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Figura 5.15. Sensibilidad a la inactivacién de la CEP a diferentes relaciones
[H20:]/[CEP](Hidalgo Cuadrado et al, 2011b). CEP se incubd con exceso de
concentraciéon de H;0; en tampdn universal 10 mM, pH 3,0. Cuando se completa la
reaccion, a las 18-24 h de incubacidn, el porcentaje de actividad residual se midié con
ABTS y otros sustratos.

La Figura 5.15 muestra la representacion del porcentaje de
actividad residual frente a la relacion [H202]/[CEP] para el sustrato ABTS,
comportamiento que es representativo de los resultados obtenidos para
los diferentes sustratos estudiados. Teniendo en cuenta que se consumen
dos moléculas de H202 en cada ciclo catalitico, una para la formacién del
Col y otra para la inactivacién o la catalisis, los valores de r calculados a

partir de estas representaciones se muestran en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8. Constantes cinéticas aparentes calculadas para la inactivacion de la
peroxidasa CEP por H:0: (Hidalgo Cuadrado et al., 2011b). r, es el numero de

app

recambio; K.,

la constante de velocidad de inactivacién; K{*P, la constante de
disociacion del complejo [Col- H202]; 1/K{¥P, la constante de afinidad de la enzima y el

. . . P al al . . . . . .z
H205; k&P / K{™P, la eficiencia de catalisis y Kior, / K", 1a eficiencia de la inactivacién.

ke K™ 1/KP™ KSP KESY /K ke /KPP
(s1) M-1 (s1) s1 M1 (s1M1)

ABTS
Guayacol 3711 3,85 204

LR ENDGIEN 051 12711 (189,67 125,210 11209

2147 1,79 87,1 11,5 3839 44076 20,55
diamina

4,90

14287 70034 18,87
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5.4.4.2. CINETICA DE INACTIVACION POR EL PEROXIDO DE
HIDROGENO

La inactivacién de la enzima por H20; en un rango de diferentes
concentraciones se siguié a lo largo del tiempo (los resultados para el

ABTS se muestran en la Figura 5.16)

100
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75 |
70 |
65 |
60 |
55 |
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1 i 1 i 1 BN i 1 3 1

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Tiempo (s)

Figura 5.16. Cinéticas de inactivacion de la CEP por H;0, (Hidalgo Cuadrado et al,,
2011b). La CEP (136 nM) se incub6 con H;0; a concentraciones de 40 (m), 75 (o), 250
(), 350 (o), 500 (A) mM.

Al representar los logaritmos de los porcentajes de la actividad
peroxidasa residual frente al tiempo, se obtienen lineas de regresién
rectas (Figura 5.17) que permiten el calculo mediante su ajuste de la
constante de inactivacion, kobs. La inactivacion de CEP por H202 muestra
una cinética de saturacion, como se puede observar en el ajuste de los
datos a una hipérbola de saturaciéon al representar kobs frente a la

concentracion de H20; (Figura 5.18).
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Figura 5.17. Representacion semilogaritmica y los correspondientes ajustes de
regresion lineal de los porcentajes de actividad residual en funcién del tiempo a
diferentes concentraciones de H;0 (Hidalgo Cuadrado et al., 2011b). La inactivacién
de CEP se siguié a lo largo del tiempo. CEP (136 nM) se incub6 con H;0; a
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concentraciones de 40 (m), 75 (), 250 (®), 350 (o), 500 (A) mM.

La inactivacion de la CEP, a diferencia de la inactivacion de HRP
(Arnao et al., 1990; Hiner et al., 1995; Hiner et al., 1996) y de la peroxidasa
de palma real (Zamorano 2009) con H20; para diferentes sustratos, exhibe

una cinética en una sola fase y no una cinética bifasica (una cinética rapida

y corta seguida de una cinética lenta y prolongada en el tiempo).
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Figura 5.18. Curva cinética de inactivaciéon (Hidalgo Cuadrado et al., 2011b).
Representacién directa y de los dobles reciprocos (grafico inserto) de kobs (constante de
inactivacion de primer orden) frente a las concentraciones de H;0,.

Las representaciones de dobles reciprocos de velocidad frente a
concentracion de inhibidor se utilizan con frecuencia como herramientas
para examinar la formaciéon de complejos entre el inhibidor y la enzima
(Bayton et al., 1994). Las constantes cinéticas aparentes calculadas de la

enzima se presentan en la Tabla 5.8.

En ausencia de sustratos reductores y en alta concentracion de
H202, el CEP se inactiva con el tiempo en un proceso que depende de la
concentraciéon de H»0,, exhibiendo una cinética de inactivacién suicida
basada en un mecanismo de inactivaciéon. Un comportamiento similar ha
sido observado por otros autores (Arnao et al, 1990; Hiner et al., 1995;
Hiner et al, 1996; Bayton et al, 1994) en estudios de inactivacion
enzimatica mediada por H202, en similares condiciones experimentales de
temperatura, pH, y concentraciones de enzima y H202. Sin embargo existen
diferencias en los perfiles de las curvas de inactivacidon, en las magnitudes
de las velocidades de inactivacién a concentraciones especifica de H202, y
en la velocidad maxima de inactivaciéon k*’, en comparacion con los

resultados presentados en este estudio.
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El proceso de inactivacion (Figura 5.17 y Tabla 5.8) implica la
participacién de dos vias: una reversible y otra irreversible, que pueden o
no funcionar independientemente una de otra y cuya contribucién
individual al proceso global de inactivacion parece depender de la
concentracion de H20;. Para la inactivacién de la enzima se requiere una
segunda molécula de perdxido de hidrégeno, no para la inactivaciéon en si
misma sino para la formaciéon del Compuesto IIl. Una vez formado el
Compuesto III, un porcentaje de su poblacién se transformarian en otra
especie no activa. Una interpretacién alternativa seria que una vez la
molécula de Compuesto III se ha formado, tendria cierta probabilidad de
decaer en una especie no activa frente a decaer en una especie activa que

entraria de nuevo al ciclo catalitico (Hidalgo Cuadrado et al,, 2011).

Varios autores (Arnao et al., 1990; Hiner et al., 1995; Hiner et al,
1996) han propuesto la existencia de una particiéon entre de las dos vias
para el compuesto I. Su modelo, basado en estudios a altas
concentraciones de Hz02, invoca una particién adicional entre estas dos
vias de inactivacién y sugiere la existencia de una reaccidén catalitica en la
que el H202 se consume causando relativamente poco dafio sobre la

enzima (Bayton et al., 1994).

La accesibilidad del sustrato al sitio reductor de unién en el grupo
hemo y su afinidad por el producto son factores importantes para la
actividad enzimatica, como se observé para la o-dianisidina. La
especificidad por sustrato se puede alterar por cambios que afecten al sitio
reductor de unién (Smith et al., 1992) y puede ser posible ajustar atin mas
la especificidad y el nivel de actividad de la CEP por cambios apropiados

en esta region.

La glicosilacion de CEP parece ser importante en la proteccion de la
enzima de la inactivacion para los diferentes sustratos. Sin embargo, la
CEP es la mas activa de todas las peroxidasas actualmente conocidas, lo
que sugiere que el centro activo de la enzima ha evolucionado no sélo para
mejorar la eficiencia catalitica sino también para impedir la inactivaciéon

por el altamente reactivo sustrato H20; (Hidalgo Cuadrado et al., 2011b).
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5.5. CRISTALIZACION Y ESTUDIOS PRELIMINARES
CRISTALOGRAFICOS DE LA PEROXIDASA Chamaerops
Excelsa

Se han logrado varios éxitos de cristalizacién de la enzima
probando mas de 800 condiciones de deteccion diferentes. Sin embargo,
s6lo en condiciones que suponian un depdsito de sulfato de amonio se
pudieron producir cristales con propiedades de difracciéon de rayos X. En
este sentido, se obtuvieron cristales de buen tamaifio con sulfato amdnico
1,7 M en 0,085 M Tris, pH 8,0, 17% PEG MME 2000 y 15% de glicerol, y a
pesar de su delgada morfologia (Figura 5.19), estos cristales fueron

adecuados para la recogida de datos por difraccién de rayos-X.

V.3

Figura 5.19. Cristales de CEP. El crecimiento de los cristales se llevé a cabo en tampé6n
sulfato amoénico 1.7 M, Tris 0,085 M, pH 8,0, PEG MME 2000 17% y glicerol 15% , usando
como técnica la difusidn de la gota colgante. La linea negra equivale a 100 pum.

El conjunto de datos completo de la proteina nativa se recogid
sobre una linea de luz MX2 (LNLS, Brasil) con una resoluciéon de 2,6 A.
(Figura 5.20). El analisis de datos clasifica a los cristales de CEP dentro del

sistema ortorrémbico con grupo espacial P212121 y con unos parametros
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de celdaa=70,2 &, b=100,7 &, c=132,3 A. De acuerdo con el coeficiente
2,11 A3Da!l de Matthews (Matthews, 1968), el contenido de solvente del
cristal es del 42%, considerando dos moléculas en la unidad asimétrica
(Textor et al., 2011). Los datos recogidos y su procesamiento estadistico

estan recogidos en la Tabla 5.9.

Tabla 5.9. Parametros estadisticos del andalisis de difraccién preliminar de los
cristales de CEP (Textor et al., 2011). Los resultados entre paréntesis corresponden al

nivel de mas alta resolucién. 1 Rmerge =Z|Ij—<1>|/z<lj>, donde [j es la intensidad

observada de la reflexion individual y </> es el promedio de la intensidad de reflexion.

Datos obtenidos por difraccion
de rayos X para CEP

Parametro de difraccion de rayos X

Linea de luz

Longitud de onda (A) 1,46
Grupo espacial

Parametros de la celda unidad (A) a=70,2,b=100,7,c=132,3
Rango de resolucién (A)

Numero de reflexiones tnicas 29525 (5779)
Multiplicidad 4,3 (4,3)
Integridad (%)

Rimerget (%) 10,1 (55,3)
1/c1 (1)

Figura 5.20. Mapa de difraccién de rayos X de los cristales de CEP (Textor et al.,
2011). Laresolucién maxima es de 2,6 A.
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La determinaciéon de la estructura de CEP se llevé a cabo por
sustitucién molecular usando como modelo de buisqueda la estructura de
la peroxidasa de palma real Roystonea regia (PDP code 1hdl, Watanabe et
al, 2010). Para ello, el modelo de busqueda fue manipulado de manera
que los hidratos de carbono unidos covalentemente, el grupo hemo y los
atomos no enlazados no se consideran en la busqueda durante la rotaciéon
y la traslacion. Se obtuvo una tnica solucién con obtencion de LL de 1193
y una puntuacién de Z de 46 en la unidad asimétrica. Ademas en la
inspeccion de la densidad electroénica, los ciclos iniciales del cuerpo rigido
y el refinamiento han permitido la solucién primaria con un factor R de
36,5%, R libre de 34,8% y la figura de mérito (FOM) de 0,6, valores de
28,6%, 32,8% y 0,66, respectivamente, lo cual indica que son buenos para
la determinacidn en solucién. La construccidon de modelos de refinamiento
para la identificacién de las uniones N-glicosiladas y los centros de calcio

se encuentra actualmente en estudio (Textor et al., 2011).

5.6. SITIOS DE INTERACCION DEL SUSTRATO EN LA
REDUCCION DE LOS COMPUESTOS 1Y II

Se ha estudiado el poder oxidante del alto nivel oxidacién del
estado intermedio de las peroxidasas de plantas por medidas de sus
potenciales redox. En el caso de la HRP-C, los potenciales redox de ambos
compuestos Col y Coll se han determinado son muy préximos a +1 V a pH
cercanos a la neutralidad (Hayashi y Yamakazi, 1979). Esta demostracion
de que los potenciales de ambas parejas redox eran similares fue un
resultado importante, ya que se habia pensado previamente que el Col,
mas reactivo, seria necesariamente un oxidante mas fuerte que el Coll. Las
diferencias de reactividad entre Col y Coll pueden ser interpretadas en los
términos de las teoria de Marcus de transferencia electrénica, donde la
distancia relativa entre el sustrato reductor y el mas alto estado

intermediario de oxidacion es un factor critico (Folkes y Candeias, 1997).
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Es evidente que la distancia de transferencia electréonica desde la
reduccion de sustrato para el m-cation radical de la porfirina del Col es
menor que la del &tomo de hierro hemo oxoferril del Coll (Veitch, 2004).
Se deduce, pues que accederle acceso de un sustrato voluminoso al sitio de
interaccion esta limitado pudiendo mostrar una baja reactividad sobre el
centro activo debido al incremento de la distancia de transferencia
electrdnica. En los casos donde la distancia de transferencia electronica se
asume como constante, por ejemplo en las series estructurales parecidas
de los derivados del fenol o del indol que acceden al mismo sitio de
interaccion del sustrato, la velocidad de reducciéon de Col se correlaciona
bien con los potenciales de los productos radicalicos (Candeias et al.,
1997).

Estudios preliminares sobre la peroxidasa de palma CEP revelan
que la composicion del centro activo de la enzima es la caracteristica de las
peroxidasas de Clase III (descrito en la introduccion bibliografica), y mas
concretamente igual que la de la peroxidasa de palma real (RPTP)
estudiado por nuestro grupo (Watanabe et al., 2010). Por ello, podemos
inferir que existe un lado distal y un lado proximal constituido por el

mismo tipo de atomos.

Teniendo en cuenta la composicion del centro activo, el
funcionamiento del mecanismo del ciclo catalitico de las peroxidasas y el
acceso al centro activo por parte de los sustratos, proponemos un
mecanismo explicativo del ciclo de la peroxidasa de palma (Figuras 5.21y
5.22), en el cual la descomposicion del peréxido de hidrégeno se logra a
través de la division heterolitica de H202 para formar una molécula de
agua. El ciclo se presenta para el sustrato ABTS, que es el que presenta

mayor afinidad por la enzima.
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Figura 5.21. Mecanismo del lado distal (Hidalgo Cuadrado et al., 2011c). En base a
que el compuesto Col (formado a través del mecanismo de Poulos y Kraut) esta en el lado
distal y teniendo en cuenta los enlaces contenidos en la estructura, el sustrato (ABTS)
entrard a través de la segunda molécula de agua (w2), cediendo protones a w2 (que se
estabiliza por la Pro139 y el hidrégeno de la molécula de agua w1). Ademas, el sustrato se
estabiliza por puentes de hidrégeno formados entre la Arg38 conservada en la parte
distal, lo que dara un electrén en un proceso redox caracteristico de las peroxidasas de
Clase III. Se producira una reaccién intermedia, que se traducira en un reordenamiento
sigmatropico de H pertenecientes a la molécula de w2, que luego seran transferidos al
anillo imidazol de la His42, por lo que se puede acidificar. Por lo tanto, la molécula de
agua w2 acepta el hidrégeno de la molécula de sustrato y permite que este hidrégeno se
aproxime en forma de radical (como se muestra en los mecanismos propuestos para las
peroxidasas de Clase III), lo que conduce a la formacién del denominado compuesto Coll.
Luego, otra molécula de ABTS (en el mismo lado) entra a través de una reordenamiento
de H que permitird que el H 4cido del anillo imidazol de His42 esté como producto
oxigenado en el hierro del centro activo, regenerandose asi el hierro en su estado de
oxidacion inicial y la formacién de una molécula de agua y otra molécula del sustrato en
forma radical.
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Figura 5.22. Mecanismo en el lado proximal (Hidalgo Cuadrado et al., 2011c). En el
lado proximal ocurre un proceso analogo al que se produce en el lado distal. Aqui la
molécula de sustrato, cuando entre, se estabiliza por puentes de hidrégeno con Leu222 y
el grupo H-SOsH del ABTS, que serd donado a la molécula de agua w3. Esta molécula de
agua (w3) se estabiliza por puentes de hidrégeno con la Asp248, conservada en la
estructura, por la formacién de puentes de hidrégeno con el NH del lado proximal de la
His169 y por un reordenamiento del H.
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VI.- CONCLUSIONES

A. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA PEROXIDASA CEP

v Al igual que el resto de las peroxidasas, CEP presenta una masa
molecular de 54+3 kDa caracteristica de este tipo de enzimas,

siendo por ejemplo, 48+3 kDa para RPTP.

v" La CEP posee una Unica isoenzima acida, con un pl de 6,8, siendo

algo superior al de RPTP que es de 5,3.
v" La CEP es una enzima dimérica en disolucion

v' Como cualquier peroxidasa de la superfamilia de plantas, la CEP
presenta en su espectro un maximo de absorcién a 403 nm (banda
Soret), que tiene una intensidad tres veces superior a la de la banda
280 nm, y las bandas caracteristicas a y 3, que aparecen a 485-490

y 630-635 nm, respectivamente.

B. ESTABILIDAD DE LA PEROXIDASA CEP

v' La desnaturalizaciéon térmica de la CEP a pH 3,0 es un proceso
irreversible controlado cinéticamente. Se registra por medidas de
fluorescencia, dicroismo circular y calorimetria diferencial de
barrido, ajustdndose el proceso, en todos los casos, a un modelo
irreversible de desnaturalizacion simple de dos estados. Los
pardmetros cinéticos Ea y T *, obtenidos por las tres metodologias,
son: 102,9 * 2,3 kcal mol-1 y 343,9 + 0,4 K (Fluorescencia), 103,2 *
1,7 kcal mol-ly 344,4 + 0,3 K (DC) y 106,2 + 1,6 kcal mol-1 y 345,0 +
0,2 K (DSC). La extrapolacién de estos datos, a velocidad de
calentamiento infinita, permite determinar algunos parametros

termodinamicos del proceso de desnaturalizacion térmica a pH 3.0.

v El valor de la energia de activacién para la CEP (105,1+1,7 kcal
mol-1) esta muy proximo al de la AOPTP (103+6 kcal mol-1) y es un
poco menor que el de la RPTP (129,1+0,8 kcal moll) y
significativamente mas alto que los de HRP-C (38,2+0,5 kcal mol-1)
y la aPrX (37,9+0,5 kcal mol-1).
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v" Comparando los parametros cinéticos de la estabilidad a pH 3,0 de
la CEP con los correspondientes a otras peroxidasas (Pina et al,
2001; Rodriguez et al., 2002; Zamorano et al., 2004; Zamorano et
al., 2008), es evidente la elevada termoestabilidad de la CEP, ya que
es sustancialmente mayor que la de la isoenzima c de la peroxidasa
de rabano picante (HRP-C), que la peroxidasa anidénica de
cacahuete (aPrX), y practicamente la misma que las de las
peroxidasas de palma africana Elaeis guineensis (AOPTP) y de
palma real Roystonea regia (RPTP) (Zamorano et al., 2009). Asi
pués, las peroxidasas de hojas de palmeras tienen valores mas altos
de E4 y son estructuralmente y funcionalmente las peroxidasas mas
estables, apuntando a su potencial uso en diferentes aplicaciones

biotecnolégicas (Zamorano et al., 2009).
C. ESTUDIOS CINETICOS DE LA PEROXIDASA DE PALMA CEP

v' La peroxidasa de palma Chamerops excelsa, CEP, en presencia de
H202, oxida a un determinado nimero de sustratos organicos
estudiados (ABTS, guayacol, o-dianisidina, o-fenilendiamina)
siguiendo un mecanismo Ping-Pong Bi-Bi. En cuanto a su
especificidad por sustratos, presenta mayor afinidad por los
sustratos con mas atomos aceptores de enlaces por puente de H, asi
tiene mayor afinidad para el sustrato ABTS que para el resto de los
sustratos estudiados, debido a sus 10 atomos aceptores (Hidalgo
Cuadrado et al,, 2011a).

v' En el caso de la inhibicién competitiva comprobada para ambos
sustratos, siempre es mas rapida para el peréxido de hidrégeno que
para el sustrato reductor (~12000 para ABTS, ~ 3 para el guayacol,
~2 para la o-dianisidina y ~20 para la o-fenilendiamina mas rapida

para el perdxido que para el sustrato correspondiente).

v La cinética de inactivacion de CEP por el perdxido de hidrégeno
para la oxidacion de los sustratos estudiados muestra el
comportamiento clasico de inactivacién suicida de la mayor parte

de las peroxidasas de su clase (Arnao et al., 1990; Hiner et al., 1995,
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Hiner et al., 2000; Hernandez-Ruiz, et al., 2001). A partir de los

parametros de inactivacion, se puede observar la buena resistencia
de la enzima a la inactivacién para cualquiera de los sustratos
utilizados a diferentes pH’s. Ademads, se ha observado la alta
capacidad de trabajo de la enzima a pH 3,0 con el ABTS, pH al que la
mayoria de las enzimas no son capaces de funcionar
cataliticamente, realizando un recambio de moléculas de H202 de
4844 y una constante de inactivacion de 15694 s1 (Hidalgo
Cuadrado et al., 2011b).

v La cinética de inactivaciéon de CEP por el perdxido de hidrégeno
para la oxidacion del resto de los sustratos estudiados fue seguida a
pH 7,0, determinandose nimeros de recambio de 3711, 951, 5147 y
valores de la constante de velocidad de catalisis de 14287 s'1, 1209
s'1, 3839 s'1 para el guayacol, o-dianisidina y o-fenilendiamina,
respectivamente. Estos valores parecen indicar que la CEP presenta
una notable resistencia frente a la inactivacion por peréxido de
hidrégeno, lo que abre una linea para estudios posteriores
relacionados con los mecanismos de intercambio de peréxido de

hidrégeno en las peroxidasas (Hidalgo Cuadrado et al., 2011b).

D. ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA CEP

v La CEP tiene una estructura secundaria en la que predominan las o-
hélices (38%) sobre las hojas B (7%) y las estructuras
desordenadas (33%). Cuando la enzima se desnaturaliza
térmicamente a pH 3,0, se reduce mucho el contenido de las a-
hélices (10%) a favor de las estructuras desordenadas (47%) y las
hojas B (28%). El analisis de difraccion revela la existencia de 15 a-

hélices.

E. CRISTALOGRAFIA DE LA CEP

v Los resultados experimentales indican que la CEP esta fuertemente

glicosilada, al igual que otras peroxidasas de Clase III. Sin embargo,
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la calidad de los cristales que se obtuvieron en condiciones
saturantes de sulfato amonico permitié conseguir los datos de
difraccion de rayos-X de la enzima nativa , que se obtuvieron con
una resolucién de 2,6 A. Se encontr6 una solucién de
reemplazamiento y el analisis de la estructura esta esperando a la
construccion del modelo final y de refinamiento (Textor et al,
2011).

MECANISMO CATALITICO DE LA CEP

Estudios preliminares revelan que la composicién del centro activo
de la CEP es la caracteristica de las peroxidasas de Clase Il y mas
concretamente igual que la de RPTP descrita por nuestro grupo
(Watanabe et al., 2010). Teniendo en cuenta la composicion del
centro activo, el ciclo catalitico de las peroxidasas y el acceso al
centro activo por parte de los sustratos, se propone un mecanismo
explicativo del ciclo catalitico de la peroxidasa CEP, en el cual la
descomposicion del peréxido de hidrogeno se logra a traveés de la

division heterolitica de H202 para formar una molécula de agua.
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APENDICE

Nomenclatura de los aminoacidos esenciales con las abreviaturas de

tres y una letra (Alberts, 1994).

Aminoacidos y su nomenclatura

A Ala Alanina No polar
C Cys Cisteina No polar
D Asp Acido aspartico Acido

E Glu  Acido glutamico Acido

F Phe  Fenilalanina No polar
G Gly Glicina No polar
H His Histidina Basico

I lle [soleucina No polar
K Lys Lisina Basico

L Leu Leucina No polar
M Met Metionina No polar
N Asn  Asparagina Polar

P Pro Prolina No polar
Q Gln Glutamina Polar

R Arg Arginina Basico

S Ser Serina Polar

T Thr  Treonina Polar

vV  Val Valina Polar

W Trp  Triptéfano No polar
Y Tyr  Tirosina Polar
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