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RESUMEN

El Citocromo P-450 (CYP-450) es un complejo multienzimatico de gran
importancia para el organismo ya que participa en el metabolismo de
xenobioticos durante la etapa de biotransformacién de fase |. Entre los
principales CYP-450 metabolizadores de xenobiéticos en humanos se encuentra
CYP3A4, CYP2C9 y CYP2E1 localizadas en el reticulo endoplasmico liso
(R.E.L.) de higado, por lo anterior estas enzimas han sido de las mas estudiadas

junto con CYP2B4 obtenida de higado de conejo.

Son diversas las reacciones por las cuales las enzimas del CYP-450
biotransforman los xenobidticos, produciendo en algunas ocasiones metabolitos
activos o inclusive toxicos, por esta razén durante muchos afios se han hecho
estudios de biotransformacion de farmacos in vitro empleando enzimas de CYP-
450, NADPH vy citocromo P-450 reductasa (CPR: enzima transportadora de
electrones entre el NADPH y CYP-450) con el objetivo de conocer como seran
biotransformados en el organismo. Sin embargo, el uso de CPR en reacciones in
vitro con enzimas del CYP-450 purificadas suele resultar costoso, por lo que, en
este trabajo se propuso evaluar la actividad catalitica de CYP2B4 inmovilizada
en un material mesoporoso del tipo MCM-41 en ausencia de CPR. Este material
fue descubierto recientemente y tiene caracteristicas que lo han hecho atractivo
para su uso en la inmovilizacion de enzimas como son: area especifica alta
(~1000 m?/g), una estructura porosa hexagonal altamente ordenada, el diametro
de poro es controlable (20-500 A). Ademas se ha reportado que este material
modificado con aluminio (AI-MCM-41) y cobre (Cu-MCM-41) puede participar en
la transferencia de electrones con carotenoides, lo cual implicaria una gran
ventaja en las reacciones de biotransformacion in vitro ya que esto evitaria el
uso de CPR cuando CYP2B4 es inmovilizada en AI-MCM-41 o Cu-MCM-41, por
lo tanto la posible transferencia de electrones entre CYP2B4 y el material fue

evaluada mediante resonancia paramagnética electrénica (EPR).
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Los resultados obtenidos muestran que el CYP2B4 inmovilizado mediante
adsorcion mantuvo cerca de la mitad de su actividad catalitica. El espectro EPR
de CYP2B4 inmovilizado sobre AI-MCM-41 usando anilina como sustrato y
NADPH como donador de electrones mostré dos sefiales. La primera de ellas,
con un valor de g de 2.2442 la cual fue debida al hierro del grupo hemo de
CYP2B4, en el cual el atomo de hierro tiene una valencia de +3 y un estado de
bajo espin (S=1/2). La segunda senal con un valor de g =1.98 se asign6 a
cambios en el ambiente quimico de la porfirina, debida a la formacion y/o ruptura
de algunos enlaces cuando CYP2B4 y AI-MCM-41 interactuan; dando origen a
defectos puntuales en el material. La transferencia de electrones fue observada
cuando la sefial con g=1.98 se incrementd al mismo tiempo que la sefal con g
=2.2442 disminuy6 debido a la adicion de NADPH a CYP2B4 inmovilizado,
indicando que el atomo de hierro se reduce de un estado de oxidacion de +3 a
+2. Por lo tanto, es posible que el AI-MCM-41 participe en la transferencia de
electrones en procesos bioldgicos y asi sea posible evaluar la biotransformacién

de farmacos y de nuevas moléculas con actividad bioldégica a un menor costo.

La transferencia de electrones también puede ser modulada mediante
modificaciones en los grupos hemos de las hemoproteinas. En este trabajo la
geometria molecular y las energias HOMO-LUMO de derivados de hemos fue
optimizada haciendo calculos de la teoria de funcionales de la densidad (DFT).
Los resultados obtenidos mostraron correlacidn con datos experimentales
obtenidos en reportes previos. La densidad LUMO en el atomo de hierro y en los
carbono sp® de los grupos propidnicos de los hemos incrementa cuando los
grupos vinilicos y propionicos son sustituidos por grupos electroatractores,
mientras que su densidad HOMO incrementa cuando grupos electrodonadores
son sustituidos en las mismas posiciones. Cuando los grupos propidnicos son
modificados con grupos electroatractores o electrodonadores, la densidad
electrénica es mantenida sobre sus carbonos hibridos sp® evitando la

transferencia de electrones del sustituyente al atomo de hierro. Por lo tanto, es
XI
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posible que existan diferentes interacciones también entre el sustrato y los
carbonos con hibridacién sp®. Con cisteina como quinto ligante, hay cambios en
la geometria de los derivados de hemos, induciendo coplanaridad entre los
anillos pirrdlicos e impidiendo la interaccion entre grupos vinilos y los nitrofenilos
localizados en las posiciones C-2 y C-7 respectivamente. Por lo tanto,
modificaciones en el grupo hemo con moléculas electroatractoras, permitiran
mejorar la actividad catalitica de enzimas del citocormo P-450 como CYP2B4 de
tal forma que estas enzimas no solo sean usadas en procesos de
biotransformacion de farmacos sino también en otras reacciones de sintesis

organica.
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ABSTRACT

The cytochrome P-450 (CYP-450) is a multienzimatic complex of great
importance due to it biotransform a wide variety of xenobiotic. The CYP3A4,
CYP2C9 and CYP2E1 are the most important isoforms. They are located in the
smooth endoplasmic reticule in the human liver. These enzymes together
CYP2B4 (from rabbit liver) have been the most studied.

CYP-450 enzymes catalyze a great amount of reactions by which biotransform
the xenobiotic in some occasions active or toxic metabolites are produced, for
this reason during several years have been carried out studies on the
biotransformation of drugs with CYP450 enzymes using reconstituted systems
with CYP-450, NADPH and cytochrome P-450 reductase (CPR). In order to know
how the drugs will be biotransformated in the organism. However, the use of
CPR in vitro reactions with isoforms of CYP-450 purified are expensive, therefore
in these work was proposed to evaluated the CYP2B4 catalytic activity
immobilized on a mesoporous material, Mobil Crystalline Material in the absence
of the CYP P450 reductase. This material has some chemical characteristics that
do it attractive for the enzyme immobilizations such as uniform hexagonal
arrangement, a pore diameter of 2-10 nm and a surface area of about 1000 m?/g.
Also have been reported that this material can be modified with aluminum (Al-
MCM-41) and cupper (Cu-MCM-41) which can participate during the electron
transfer which could be of great importance in the in vitro biotransformation
reaction because it could avoid the use of CPR when CYP2B4 is immobilized on
Al-MCM-41 and Cu-MCM-41, therefore the possible electron transfer between
CYP2B4 and the material with aluminum and cupper was studied by electron

paramagnetic resonance.
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The results obtained showed that when CYP2B4 was immobilized by adsorption,
it's maintained near of 50% of its catalytic activity. Therefore the reaction was
studied by EPR. The EPR spectrum of CYP2B4 immobilized on AI-MCM-41,
using aniline as substrate and NADPH as electron donator showed two signals:
the first, with a g value of 2.2442 was assigned to the iron atom of CYP2B4,
which has a spin of '2; the second, with a g value of 1.98, could be due to
changes in the electronic environment of the porphyrin or perhaps to the
formation and rupture of some bonds when CYP2B4 and AI-MCM-41 interact.
The electron transfer was observed when the signal with a g = 1.98 was
increased at the same time that the signal with a g value of 2.2442 decreased
showing that Fe*® was reduced to Fe*?, both effects caused by to the addition of
NADPH at CYP2B4 immobilized on AI-MCM-41, therefore, it is possible that Al-
MCM-41 participates in the electron transfer process in biological systems, it is
important because may allow to carried out biotransformation reactions at low

cost.

The electron transfer can also be modulated by modifications in the heme groups
of the hemeproteins. Therefore, the molecular geometry of the heme derivatives
and their HOMO-LUMO energies were calculated. This data shows correlation
with the experimental data reported in the literature. The LUMO density at the
iron atom and sp® carbons of the heme increases when its vinyl and propionic
groups are substituted by electron withdrawing groups, while their HOMO density
increases when electron donating groups are substituted in the same positions.
When the propionic groups are modified with electron withdrawing or electron
donating groups, the electronic density is maintained at their sp® carbons,
avoiding electron transfer from the substituent to the iron atom. Consequently, it
is possible that different interactions also exist between the substrate and the sp®
carbons. There is a change in the geometry of the heme derivatives, when
cysteine is substituted at the 5™ ligand, inducing a coplanarity among the four

pyrrolic rings and avoiding the interaction between the vinyl and nitrophenyl
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groups located at the C-2 and C-7 positions, respectively. Therefore modification
in the heme group with electrodrawing molecules will allow to improving the
catalytic activity of cytochrome P-450 enzyme as CYP2B4 in order these
enzymes not only be used in biotransformation processes but also in other
reactions.
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1. INTRODUCCION

El citocromo P-450 (CYP-450) es un complejo multienzimatico formado por
diversas isoformas, es decir proteinas con actividad catalitica (enzimas) que
tienen diferente secuencia de aminoacidos pero que catalizan las mismas
reacciones . Hasta 1995 se habian identificado cerca de 220 isoformas del CYP-
450, la nomenclatura que se ha empleado para designar a cada una de estas
isoformas consiste en usar las letras (CY) para indicar que pertenece al sistema
de citocromos, la P para referir el pico caracteristico para estas enzimas en el
espectro visible a 450 nm, el primer numero indica la familia a la cual pertenece,
la siguiente letra indica la subfamilia y el ultimo numero a la forma individual de
citocromo; ejemplo CYP2C9 2. Las isoformas del CYP-450 se localizan en el
reticulo endoplasmico (R.E) liso de diferentes tejidos como higado, rifion, pulmén
y cerebro. Entre las isoformas que destacan por su participaciéon en el
metabolismo de xenobidticos se encuentran CYP2E1, CYP3A4 y CYP2C9 de
humano, sin embargo una de las isoformas de CYP450 que ha sido mas

estudiada es CYP2B4 obtenida de higado de conejo™*.

Para que las enzimas del CYP-450 puedan llevar a cabo su catalisis requieren la
participacion de otra enzima localizada también en el R.E liso conocida como
citocromo P-450 reductasa (CPR), la funcién de esta enzima es transferir dos
electrones al CYP-450 a través de sus cofactores flavinadenin dinucleotido (FAD)
y flavin mononucleotido (FMN), de hecho CPR es la unica enzima conocida que
contiene ambas coenzimas en igual proporcion como cofactores . Los
electrones transferidos por la CPR al CYP-450 provienen del cofactor
nicotinamida adenindinucleétido fosfato reducido (NADPH). Durante la
transferencia de electrones de CPR a CYP450; la molécula de FAD recibe dos

electrones a partir del NADPH y los transfiere a la molécula de FMN la cual los
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transporta hacia el CYP450 [ Por lo tanto, es importante mencionar que las
enzimas del CYP-450 mantienen actividad catalitica in vivo e in vitro cuando todos
estos componentes (CYP-450-CPR-NADPH) estan juntos.

Las enzimas del CYP-450 son de gran importancia debido a que estan
involucradas en el metabolismo de sustancias enddgenas y muchos xenobiéticos.
Estos compuestos son transformados por el CYP-450 principalmente mediante

reacciones de oxidacion I,

Tanto CYP450 como CPR han sido empleadas durante muchos afios para el
estudio de la biotransformacién de farmacos in vitro, sin embargo el uso de CPR
es costoso, por lo cual, se ha utilizado peroxido de hidrogeno (H,O;) como
oxidante evitando asi el uso de CPR, ademas, recientemente, se ha publicado
que CYP2B4 puede ser inmovilizada en Mobil Crystalline Material con aluminio
(A-MCM-41) conservando su actividad catalitica en ausencia de CPR®,
sugiriendo que el material AI-MCM-41 puede llevar a cabo la transferencia de

electrones debido a sus propiedades acido-base ©

, las cuales pueden ser
modificadas a través de la incorporacion de metales como Al ['% cy*2 M T+
M2y v M3 La incorporacion de estos metales modifica la transferencia de

electrones entre el material y las moléculas inmovilizadas !'*.

Aunque el
mecanismo aun no es claro, se ha propuesto que MCM-41 puede actuar como

aceptor de electrones mediante sus sitios acidos de Lewis [°°],

La transferencia de electrones en diferentes sistemas tanto fisicos como
biolégicos puede ser estudiada mediante resonancia paramagnética electronica
(EPR) I"": ya que con esta técnica es posible detectar radicales libres y especies
paramagnéticas, es decir, especies que tienen electrones desapareados como es
el caso de algunos metales de transicion, los cuales pueden existir en mas de un
estado de oxidacién, haciéndolos indispensables para procesos bioldgicos que

requieren la transferencia de electrones, como sucede en diversos procesos
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biolégicos como la cadena respiratoria y la transferencia de electrones entre
proteinas. Por esta razén, dichos metales se encuentran en el sitio activo de un
gran numero de proteinas, como en el CYP-450 debido a que éste esta
involucrado en la transferencia de electrones con CPR !"®l. El metal de transicion
que se encuentra en las enzimas del CYP-450 es el hierro localizado en el grupo
hemo. Cabe mencionar que dicho metal tiene un papel fundamental durante la

catalisis [,

Lo anterior se debe a que el hierro es capaz de encontrarse en dos estados de
oxidacion Fe?* ([Ar] 3d° 4s) y Fe*® ([Ar] 3d° 4s). En estos estados de oxidacion, el
hierro tiene vacios el orbital 4s, los orbitales 4p y varios orbitales 3d. Para un
entorno con geometria octaédrica como en el caso del grupo hemo "%, estos
cinco orbitales monoelectrénicos d se desdoblan en un triplete y un doblete,
siendo la energia del triplete menor que la del doblete (Fig 1) '"\. El ion Fe*® posee
cinco electrones en los orbitales 3d. Si el efecto de repulsion interelectronica es
mayor que el debido a la interaccion con el entorno entonces, se disponen tres
electrones en los orbitales tyg y dos electrones en los orbitales e4 todos ellos con
espin paralelo (Fig 1a). En este caso el espin total es S= 5/2 (alto espin). El Fe*
en configuracion de bajo espin, todos los electrones se disponen en orbitales tyqg

quedando unicamente un electrén desapareado. El espin total es s = V2, (Fig 1b).

Dado que el CYP-450 es un complejo multienzimatico, en él se hallan enzimas
con Fe*y s = 1/2 es decir hierro en bajo espin como CYP2B4 y con Fe*y s =
5/2; es decir hierro en alto espin como CYP1A2 ?°!. E| estado de espin en el cual
se encuentre el hierro en estas enzimas es independiente de la especie de la cual
provengan o del érgano en el cual se encuentren. Lo anterior es de gran
importancia en este tipo de enzimas ya que aunque ambas hidroxilan al sustrato
lo hacen en diferentes posiciones, produciendo en algunas ocasiones, alguna de
ellas metabolitos téxicos, por lo tanto, cuando se evalua la biotransformacion de

algun farmaco es conveniente hacerlo con varias de las isoformas.
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Figura 1. Niveles de energia de los electrones 3d en un campo cristalino octaédrico.
Configuraciones de alto y bajo eespin para Fe™. El estado fundamental (#¢ ) esta constituido por
orbitales d,y, d,x y d,, mientras que los orbitales d,”,” y d,”son la base del doblete e, 17,

El CYP450 tiene gran importancia en el metabolismo de farmacos por esta razon
una gran cantidad de estudios han sido llevados a cabo in vitro empleando estas
isoformas. En éste trabajo se propone inmovilizar CYP2B4 en MCM-41 con
aluminio y cobre, para su uso en reacciones de biotransformacion de farmacos,
empleando como reaccion modelo la biotransformacién de anilina, ya que es
probable que al incorporar algunos de estos metales en MCM-41 mejore también

la transferencia de electrones con hemoproteinas inmovilizadas.

A su vez, es posible que al realizar modificaciones sobre el grupo hemo de
CYP2B4, ya sea en los grupos vinilicos o en los propidnicos sea posible modular
la transferencia de electrones, ya que estudios realizados con P450nor ",
P450BM3 %23 citocromo bs ¥ y mioglobina ' muestran que los grupos
propionato y los grupos vinilicos juegan un papel importante en la regulacion del
potencial redox del grupo hemo; el cual es incrementado mediante la sustitucion
de los grupos 2,4 vinilicos por moléculas electroatractoras, las cuales a su vez
disminuyen la densidad electronica del hemo e incrementan el estado de bajo
espin (s=1/2) del Fe*>, lo cual lleva a una mayor transferencia de electrones. Por

lo tanto, en este trabajo se propone modificar el grupo hemo de CYP2B4 para
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evaluar la densidad electronica en el atomo de hierro mediante estudios de
funcién de la densidad. Todo esto tiene el propdsito de mejorar la transferencia de

electrones y con ello la actividad catalitica de la enzima, en ausencia de CPR.
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1.1. CITOCROMO P-450

Las primeras evidencias sobre las enzimas del citocromo P-450 fueron
descubiertas en 1955 por Axelrod y Brodie®®*?" quienes las aislaron vy
caracterizaron a partir del reticulo endoplasmico liso de higado de rata y

demostraron que son capaces de oxidar diversos compuestos.

En 1957 mientras Martin Klingenberg®®® estudiaba la reaccion de reduccion
catalizada por citocromo bs en microsomas de higado de rata, encontrd otro
pigmento capaz de enlazar monodxido de carbono (CO) el cual al estudiarlo por
UV-VIS dié un pico en 450 nm (Figura 2); a éste pigmento en 1960, Omura y

Sato?*3% |e dieron el nombre de citocromo P 450.

0.3 F

0.2}

Absorbancia

400 459 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectro UV-Visible del complejo formado por citocromo P-450 de higado de rata
reducido con ditionita de sodio y CO (curva A) y curva B sin CO [28]
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1.1.1. SITIO ACTIVO Y CICLO CATALITICO

Durante muchos afios se tuvo gran interés en conocer la estructura del citocromo

1331 | os estudios realizados con tal

P-450, particularmente su sitio activo
propésito, evidenciaron que el sitio activo esta constituido principalmente por un
grupo hemo (protoporfirina IX y hierro), en donde el hierro se encuentra
hexacordinado, formando cuatro enlaces con los atomos de nitrégeno de los
anillos pirrélicos; como quinto ligante un atomo de azufre proveniente de un

residuo de cisteina y como sexto ligante una molécula de agua (Figura 3).

Figura 3. Sitio activo del citocromo P-450 protoporfirina IV constituido por 4 anillos pirrélicos

(gris) un atomo de fierro (azul) y un residuo de cisteina (amarillo) unido al 4&tomo de fierro

Como se muestra en la figura 4, el ciclo catalitico de las enzimas del citocromo P-
450 se inicia mediante la unidn del sustrato al hierro, provocando el
desplazamiento de la molécula de agua cambiando el espin del hierro de un
estado de bajo espin a uno de alto espin. Con ello el hierro pasa de un estado
hexacoordinado a uno pentacoordinado®>% (1). El enlace del sustrato facilita la
reduccion del hierro del grupo prostético hemo al estado ferroso y origina un

cambio conformacional de la enzima (2).
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La reduccion se lleva a cabo mediante la transferencia de un electron a partir del
NADPH por la enzima citocromo P-450 reductasa, ésta enzima también forma
parte de la membrana y utilia como coenzimas flavin mononucleotido (FMN) y

por flavinadenin dinucleotido (FAD) como se muestra en la figura 5.

i1
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Figura 4. Ciclo catalitico de las enzimas del complejo multienzimatico citocromo P-450 341,
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En la tercera etapa del ciclo catalitico (figura 4) una vez que se ha reducido el
hierro este se enlaza, al oxigeno molecular dando origen a un complejo di-oxigeno

ferrico [Fe™- O,] muy inestable B (

4), que sufre una rapida conversion a un
compuesto estable, mediante la transferencia de un electron (e”) (6) a partir del

NADPH transportado por citocromo P-450 reductasa o por citocromo bs.

Esta reaccion depende del sustrato o de la especie de citocromo P-450
involucrada, ya que existen algunas isoformas, en las cuales se estimula su
actividad cuando la transferencia es a través de citocromo bs y otras que son
inhibidas *%*"1. La segunda reduccion origina el complejo [Fe*3-0,7], el cual (6)
reacciona con dos protones (7-8), rompiendo el enlace O-O generando agua vy el

complejo [Fe- O] 381,

En la ultima etapa (8) el atomo de oxigeno se transfiere al sustrato dando origen
al producto hidroxilado que finalmente se libera del sitio activo de la enzima la

cual regresa a su estado inicial (1).

MADPH P-450 Reductasa

Figura 5. Mecanismo de transferencia de electrones de CPR al CYP-450.
(www.agnet.org/library/image/tb1591t.html)
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1.1.2. CITOCROMO P-450 REDUCTASA

La transferencia de electrones de CPR al CYP450, es uno de los principales
pasos durante su ciclo catalitico. El CYP450 bacterial y mitocondrial reciben los
electrones a partir de una pequefa proteina hierro azufre soluble. Sin embargo, la
pareja redox para CYP450 microsomal es la citocromo P-450 reductasa (CPR).
En la CPR (Fig. 6), el FAD sirve como un aceptor de electrones a partir de
NADPH y la molécula de FMN interactua con el CYP450 reduciéndo el hierro del
grupo hemo de Fe™ a Fe™. El reconocimiento, interaccion y transferencia de
electrones entre CPR y P450 es uno de los problemas mas importantes en el area
de CYP450. Actualmente se ha demostrado que la interaccion entre CPR y

CYP450 se lleva a cabo mediante fuerzas electrostaticas e hidrofébicas. 2244

Figura 6. Citocromo P450 reductasa (dimero). Esta enzima es una flavoproteina que contiene una
molécula de FAD (verde) y FMN (morado).(www.pdb 1AMO)

10
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La CPR es el donador de electrones mas importante para el CYP450, ademas de
ser el componente limitante en los microsomas 2. La interaccién de CYP450 con
la CPR puede ser el factor determinante de la actividad funcional del CYP450.
Recientemente, se ha demostrado que la interaccion entre diferentes especies de
CYP450 y su correspondiente reductasa son importantes en los mecanismos

funcionales y regulatorios de las monooxigenasas microsomales #3441,

La formacion del complejo entre CYP450 y sus donadores de electrones es
importante ya que modifica el espin del atomo de hierro del grupo hemo, la
afinidad por los sustratos y el grado de acoplamiento entre la hidroxilaciéon del
sustrato y la oxidacion del NADPH. ¥**! Aunque la interaccién de CYP450 con
CPR y citocromo bs ha sido extensivamente estudiada, el mecanismo de

formacion del complejo entre estas proteinas no es totalmente claro.

La existencia de interacciones electrostaticas en la formacion del complejo entre
CYP450 y sus parejas redox ha sido extensivamente discutida en la literatura en
la pasada década. En el caso de la interacciéon de CYP450 con citocromo bs se ha
establecido que la interaccién entre las proteinas es por pares de cargas o
electrostatica *® *8°1. Sin embargo, aunque en la literatura existe contradiccion
acerca del reconocimiento entre CYP450 y CPR, Wang 2 et. al. mostraron que la
interaccion entre estas dos enzimas es por atraccion electrostatica entre residuos
de aminoacidos cargados, sugiriendo la participacion de al menos dos a tres
pares de cargas en el complejo. Comparando la estructura del dominio de FMN
de CPR con el de P450BM-3, Sevriukova et al °® sugiere que un fuerte potencial
negativo sobre la superficie de CPR alrededor de FMN facilita la formacion del
complejo entre la CPR y el CYP450 (figura 7), aunque algunos estudios proponen
que la region cargada alrededor del FMN sobre la superficie de CPR no es
importante para la interaccién de la flavoproteina con CYP2B4.* Sin embargo,
comparando la distribucion de los residuos cargados en la secuencia de

aminoacidos de CYP2B4 y BMP, un analisis preliminar revel6 grandes diferencias

11
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entre estas hemoproteinas mediante el balance del numero total de residuos
cargados positiva y negativamente; mostrando que la carga total de CYP2B4 es +
6 mientras que para BMP es de —11; por lo tanto existen diferencias en las
interacciones electrostaticas entre estas hemoproteinas y sus reductasas; de
hecho se ha observado que las diferencias en los mecanismos de interaccion
entre las hemoproteinas y sus reductasas depende de la composicion o

caracteristicas de las primeras.

CYFP450

é}- dipolo = |

+

Sitie de union
a la membrana

Figura 7. Interaccion electrostatica entre CPR y CYP450. CPR tiene un potencial electroestatico

negativo alrededor del la molécula de FMN, el cual interacciona con la region positiva de CYP450.
(www.uky.edu/pharmacy/ps/poster/CPR_enzymology.htm)

1.1.3. REACCIONES CATALIZADAS POR EL CITOCROMO P-450

El sistema citocromo P-450 esta involucrado en el metabolismo de varios
endobidticos y xenobidticos ademas, posee por lo menos tres diferentes

31 |5 primera se conoce por su actividad como

actividades cataliticas
monooxigenasa; en esta reaccion, la enzima solo transfiere un atomo de oxigeno

al sustrato mediante reacciones de hidroxilacion y epoxidacion (Figura 8).

12
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La segunda forma de biotransformacion del citocromo P-450, es la liberacion de
especies de oxigeno reducidas ®°°7 en la cual se involucra la transferencia
directa de un electron a partir del citocromo P-450 a la molécula de oxigeno con la
formacion de radicales anion superéxido (O,”) y posteriormente peroxido de
hidrégeno (H,0,). La tercera actividad del sistema citocromo P-450 se refiere a su

actividad como reductasa.

Algunas de las reacciones llevadas a cabo por el CYP450 se muestran en la

figura 8.

Hidroxilacion OH

PN /\)\

Epoxidacién

2 — O
(0]
(0]

NN —— /\I}\

N-hidroxilacion OH

R-NH-CO-CH; —— RNCO-CH,

O-desalquilacién

o R-OH + CH,O

Figura 8. Reacciones de monooxigenacion catalizadas por citocromo P-450 [,

Una de las principales reacciones de citocromo P-450, es la monooxigenacion;

entre los sustratos que son biotransformados se encuentra la anilina. Esta

sustancia es ampliamente utilizada en varios procesos industriales, como en la

elaboracion de plasticos %, como intermediario en la sintesis de ciertos farmacos

como la benzocaina, el acido 5-aminosalicilico etc. Sin embargo, la anilina ha sido

clasificada como un posible carcinégeno en humanos 'y es reconocida por el
13
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Nacional Institute for Occupational Safety and Health como un agente

neurotoxico®?,

Entre el 15-60% de la anilina absorbida, es oxidada por el citocromo CYP-450 a p-
aminofenol (Figura 9), el cual es excretado en la orina principalmente como
glucuronido y conjugados con sulfato; ©'% menos del 1% es excretada sin

cambio ©°1.

NH,

NH,
+ 2 NADPH + CIP2B4 (Fe®)+ CPR ~ ———» + NADP + CIP2B4 (Fe™) + CPR
OH

Figura 9. Oxidacion de anilina a p-aminofenol catalizada por el CYP450

1.2. INMOVILIZACION

Las enzimas son catalizadores biolégicos (biocatalizadores) muy especificos lo
cual los hace atractivos para su uso en diversos campos como: sintesis quimica
fina, farmacéutica, biosensores, biorremediacién, biologia molecular (PCR) figura
10; estos biocatalizadores exhiben alta selectividad y reactividad bajo condiciones
normales es decir bajo condiciones Optimas de pH y temperatura, pero son
sensibles a desnaturalizacion o inactivacion por pH y temperaturas extremos,
solventes organicos y detergentes. Su corta vida bajo estas condiciones presenta
limitaciones, por lo tanto mejorar la estabilidad de la enzima puede reducir la
cantidad de enzima empleada, prolongar su vida util de tal forma que la enzima
pueda ser reutilizada o mantener buena sefial cuando estas son empleadas en la
fabricacion de biosensores °®. Existen varios métodos utiles para mejorar la
estabilidad de las enzimas como: inmovilizacién, modificacion quimica vy
modificacion genética. La inmovilizacion de enzimas representa la unién o

14
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incorporacion de las moléculas de enzimas sobre o dentro de grandes

estructuras, ya sea por simple adsorcion, union covalente o encapsulaciéon (671,

Biotransformacion
de farmacos

Sintesis de
Farmacos

Fabricacion de
Biosensores
Enzima (biocatalizacor) Inmovilizacion

Bioremediacion

Figura 10. Inmovilizacion y aplicacion de las enzimas inmovilizadas

Ademas, la inmovilizacion se ha definido como un proceso que permite fijar la
enzima en una region del espacio °® para dar lugar a sistemas insolubles, que
mantengan su actividad catalitica y que pueden ser usados repetidamente, siendo

ésta su principal ventaja.

El proceso de inmovilizacién presenta algunos inconvenientes como: a) cambios
en la conformacion de la enzima con respecto a su estado nativo; b) pueden
existir distintas fracciones de proteina inmovilizada con diferente numero de
uniones al soporte debido a la gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte; y
c) se puede perder la actividad enzimatica durante la inmovilizacién. En ocasiones
se observa un incremento en la estabilidad de las enzimas después de su
inmovilizacién, debido principalmente a una estabilizacion conformacional
originada por la existencia de uniones multipuntuales enzima-soporte. La
estructura terciaria de la enzima adquiere una mayor rigidez y se hace mas

resistente a la desactivacion térmica o quimica.
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La inmovilizacion puede llevarse a cabo por diversos métodos, los cuales se han
clasificado en dos categorias: retencién fisica, entre los que se encuentra el
atrapamiento e inclusion en membranas y unidén quimica que tiene lugar cuando la
enzima se enlaza a soportes mediante procesos de adsorcion o formacién de
enlaces covalentes. La adsorcion es uno de los métodos mas sencillos en el cual
la enzima se une al soporte sin funcionalizar mediante interacciones idnicas,
fuerzas Van der Waals y por puentes de hidrogeno. Los principales factores que
influyen en la adsorcion son: el pH del medio, la fuerza iénica y el diametro de

poro. 6]

Mediante el método de adsorcion los aminoacidos de la enzima que pueden
interaccionar con el soporte para la formacion de enlaces son: la lisina, la cisteina,
la tirosina y la histidina, y en menor medida la metionina, el triptéfano, la arginina,
el acido aspartico y glutamico. Los otros aminoacidos, debido a sus grupos con
caracter hidrofébico, no se encuentran expuestos hacia el exterior de la

superficie proteica, por lo que no intervienen en la union.

Se ha utilizado una gran variedad, de materiales como soportes para la
inmovilizacion de numerosas enzimas. Estos materiales difieren en tamano,
densidad, porosidad y forma, aunque generalmente los hay en forma de cilindro,
hojas, fibras y también en forma de esferas. Debido a sus diferentes
caracteristicas los soportes se dividen en: soportes organicos (como polimeros
naturales y polimeros sintéticos) y soportes inorganicos, dentro de este ultimo
grupo hay una gran variedad de soportes que pueden ser naturales como la
bentonita, piedra pémez, silice etc. o materiales manufacturados (6xidos de
metales y vidrio con tamafo de poro controlado, vidrio no poroso, alumina,

ceramicas, gel de silice, etc.).

Recientemente, fueron reportados una nueva serie de materiales mesoporosos

los cuales muestran un gran potencial para varias aplicaciones en diferentes
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areas entre las que cabe mencionar, cinética enzimatica (inmovilizacion de
enzimas) y medicina (regeneracién de tejidos) %, Estos materiales ofrecen
propiedades interesantes como alta area especifica comportamiento hidrofébico e
hidrofilico e interacciones electrostaticas, un arreglo hexagonal ordenado, asi
como resistencia mecanica, haciéndolos atractivos para la inmovilizacion de

enzimas [©°,

Entre los materiales mesoporosos se encuentra MCM-41, el cual posee un area
especifica alta (~1000 m?g), una estructura porosa hexagonal altamente
ordenada, su didmetro de poro es controlable (20-500 A) '®. MCM-41 ha sido
utilizado como soporte de compuestos organometalicos y enzimas para catalisis.
La figura 11 esquematiza la inmovilizacion de enzimas en materiales con arreglo
hexagonal. La inmovilizacion de enzimas en MCM-41 fue reportada por primera

vez por Diaz y Balkus 1996 [,

Reportando la inmovilizacion de enzimas
globulares como citocromo c¢ (corazén bovino), papaina (papaya), tripsina
(pancreas bovino) en MCM-41. La adsorcion fisica de estas enzimas en MCM-41
con un diametro de poro de 40 A mostré clara dependencia sobre el tamafio de la
enzima. Encontrando que enzimas grandes como perooxidasa de rabano
(molécula esférica con diametro: 4.6nm) eran poco adsorbidas sobre el material
MCM-41 (tamafio de poro: 4 nm). Concluyendo que los materiales del tipo MCM-
41 son utiles para inmovilizar enzimas pequefias. Ademas encontré que la
adsorcion de las enzimas era dependiente también del pH reportando que la
inmovilizacién de papaina y tripsina era favorable a un pH menor de 7, mientras
que para citocromo c¢ fue mas eficiente a un pH mayor de 7 y fue menos

susceptible a cambios de pH.
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Figura 11. Estructura hexagonal de MCM-41 a) inmovilizacion de enzimas (verde-rojo) en sus
poros, b) interaccion de la enzima con la superficie del
material.(www.technet.pnl.gov/sensors/biological/projects/Es4Enzimmob.stm)

Al igual que Diaz and Balkus, Takahashi et. al.l’”? reportaron que el tamafio del
poro del material mesoporoso es uno de los factores que afectan la inmovilizacion
de enzimas, como se mencion6 anteriormente esto puede afectar la adsorcion de
la enzima e incluso puede ocasionar que la enzima que queda adsorbida se

desprenda del material y que enzimas grandes no sean adsorbidas.

En el 2001 Yiu Humphery et al. * Inmovilizaron tripsina a partir de pancreas
bovino en diferentes materiales mesoporosos en los cuales se incluia MCM-41,
SBA-15 ambos materiales con un arreglo hexagonal de sus poros. MCM-41 con
diametro de poro de 35 A el cual era ligeramente menor al diametro de tripsina
(38 A) por lo cual, la cantidad de enzima inmovilizada en éste material fue menor

en comparacion con SBA-15 (56 A ).

Con estos primeros estudios se llego a la conclusion de que para el proceso de
inmovilizacibn de enzimas en materiales mesoporosos es importante que el
diametro de la enzima sea semejante al diametro de poro del material. Otro factor

importante para la inmovilizacion de enzimas en materiales mesoporosos es la
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interaccién entre cargas, ya que si la carga neta en la superficie de la enzima es
opuesta a la carga del mesoporo, esto facilitaria no solo la adsorcion de la enzima
sino también contribuir a la estabilidad de la enzima debido a la atraccion entre
cargas opuestas, sin embargo, cuando la carga de la enzima y el material son las
mismas es poca la enzima adsorbida y la estabilidad de ésta debido a la repulsion
entre cargas. Las cargas en la enzima y el material pueden ser controladas
cambiando el pH del buffer " funcionalizando el material con grupos amino y
carboxilo o mediante modificaciones hidrofobicas con octiltrietoxisilano, ya que
Blanco et al 2004 demostrd que las interacciones hidrofébicas pueden estabilizar

fuertemente a la lipasa I"®.

MCM-41 también ha sido empleado para la inmovilizacion de la penicilina acilasa
en ese trabajo los autores usaron dos métodos de inmovilizacion uno por simple
adsorcion fisica y otro por unién covalente usando glutaraldehido " Encontrado
que la actividad de la penicilina acilasa era cinco veces mayor cuando se
inmovilizaba por simple adsorcion mas que cuando se inmovilizd por unidn
covalente usando glutaraldehido. Por lo tanto se han estudiado diversas formas
de modificar la superficie de los materiales MCM-41 mediante funcionalizacion
con diversos grupos como son —SH y —COOH ya que este tipo de modificaciones
puede aumentar las interacciones de la enzima con el soporte mediante fuerzas
fisicas como puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones
hidrofobicas e interacciones electrostaticas, estas modificaciones han hecho aun

mas interesantes el uso de estos materiales para la inmovilizacién de enzimas.

Otra de las enzimas inmovilizadas en MCM-41 es la lipasa pancreatica porcina
esta enzima fue inmovilizada gracias a la formacién de puentes de hidrogeno
entre los grupos hidroxilos del soporte y la enzima, sin embargo
viniltrimetoxisilano fue utilizado para modificar el material y evitar el
desprendimiento de la enzima, con esta modificacion la enzima pudo ser

reutilizada [®
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A pesar del gran uso que han tenido los materiales mesoporosos para el la
inmovilizacién de enzimas también han sido utiles para la inmovilizacion de
zimogenos que si bien son proteinas que carecen de actividad catalitica estas
pueden ser activadas por hidrolisis de los enlaces peptidico inclusive una vez
inmovilizadas en MCM-41. En el ano 2003 Fadnavis et al reportaron la

inmovilizacién del a-quimiotripsinogeno sobre MCM-417°],

El zimégeno fue
inmovilizado por simple adsorcion fisica con alto rendimiento (170 mg/g sélido).
Posteriormente el zimégeno fue activado con tripsina obteniéndose o-
quimiotripsina inmovilizada en MCM-41. Esto fue de gran relevancia ya que los
métodos comerciales por los cuales se obtiene a-quimiotripsina inmovilizada dan

muy bajo rendimiento en comparacion con el método reportado por Fadnavis.
1.2.1. MATERIAL MESOPOROSO DEL TIPO MCM-41

De acuerdo a la definicidon de la IUPAC, los materiales porosos se han divido en
tres clases: microporosos (< 2 nm), mesoporosos (2-50 nm) y macroporosos (>50
nm). Asi por ejemplo, las zeolitas son materiales microporosos que han mostrado
tener excelentes propiedades cataliticas. Sin embargo, su aplicacion es limitada
debido al tamafio de poro ®% por lo cual se han sintetizado materiales con
tamanos de poro mas grandes entre los que se encuentra el Mobil Crystalline
Material (MCM-41).

Este material pertenece a la familia M41S integrada por MCM-41, MCM-48 y
MCM-50. La MCM-41 fue el primer solido mesoporoso sintetizado en 1992 por
miembros de la compaifiia Mobil ", quienes demostraron que tiene un arreglo
hexagonal ordenado como se muestra en la figura 12. Debido a que se puede
modificar el diametro del poro y la acidez, se ha puesto gran interés en la
caracterizacion, en el mecanismo de formacion y en la sintesis de nuevos

materiales mesoporosos del tipo MCM-41.
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Figura 12. Representacion del arreglo hexagonal de la MCM-41 [80]
1.2.1.1. CARACTERIZACION

Para la caracterizacion de MCM-41 se han empleado diversas técnicas: a)
difraccion de rayos-X (DRX), b) microscopia electrénica de transmision (MET) y c)

analisis de texturas.
1.2.1.1.1. DIFRACCION DE RAYOS X

El proceso de difraccidbn puede visualizarse como una refraccién debida a los
planos cristalograficos (hkl) separados por una distancia dy . El haz difractado
corresponde a una reflexion para un angulo 6 particular entre el haz incidente y el

plano cristalografico para el cual se tendra:
nA=2 dhkl sen O

donde A es la longitud de onda, n el orden del haz difractado, 6 el angulo de
difraccion y dng la distribucion interplanar. Esta expresion se conoce como la ley

de Bragg.

Bragg al estudiar la reflexion de los rayos X % sobre la cara exfoliada de halita
(CINa) comprobé que:
1) La reflexidon de los rayos X tenia lugar al incidir sobre solidos cristalinos,

esto es, a un angulo de incidencia 6 correspondia otro angulo de reflexion6 .
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2) A diferencia con el fendmeno de la reflexién de la luz, los rayos X se
reflejaban sélo en una minima proporcion.
3) La reflexiébn tenia lugar uUnicamente a valores discretos de 6 que
dependian de:
LaA de los rayos X utilizados.
Del tipo de cristal empleado.

De la orientacién cristalografica del cristal.

El patron de difraccion del MCM-41, muestra de tres a cinco difracciones, desde
2° hasta 5° en una escala 20. Las difracciones se han asignado al arreglo
hexagonal de los tubos, las cuales estan en los planos (100), (110), (200), (210) y
(300), como se muestra en la Figura 13

g
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3
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£ § 100 39.2
110 22,7
o 200 19.6
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| [ t L I
2 4 6 8 10
26 f*°

Figura 13. Patron de difraccion de rayos X de MCM-41calcinada *.

Las intensidades de las difracciones del MCM-41 en relacién con el angulo de
difraccion 26 son mostradas en la figura 13; donde la intensidad del haz de rayos

X se refiere al numero de fotones por unidad de superficie y por unidad de tiempo.
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1.2.1.1.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para conocer la microestructura del material MCM-41, se emplea la microscopia
electronica de transmision (MET). Esta técnica de caracterizacién debe su nombre
a la utilizacion de electrones como elemento de interaccién con la materia; los
electrones transmitidos son los que dan origen a la imagen local del material .
Debido a que el elemento interactivo que el MET utiliza, es el electron, se puede
cambiar su energia cinética y con ello la longitud de onda del electron, con esto se

puede controlar la resolucién del microscopio.
1.2.1.1.3. ANALISIS DE TEXTURAS

Para determinar el area especifica del MCM-41 se emplea el analisis de texturas.
Este se basa en el fendmeno de adsorciéon desarrollado por Langmuir quien
consideré que la superficie del adsorbente (soélido) contiene un namero fijo de
lugares de adsorcion y cada lugar puede adsorber una sola molécula de
adsorbato (gas o vapor), sin que exista interaccion con las moléculas adsorbidas
83 | a relacion existente entre la cantidad de gas adsorbido en el equilibrio y la
presion del mismo a una temperatura dada es lo que se conoce como isoterma de

adsorcion.

Para determinar el area especifica de los materiales mesoporosos MCM-41, se
expone el area geométrica externa e interna a un gas como Nz, Oy y Ar y
mediante la isoterma de adsorcion de Langmuir, se determina la cantidad de gas

necesaria para cubrir con una monocapa adsorbida la superficie del sélido 2687,

La isoterma de adsorcidn se obtiene al graficar el volumen adsorbido contra la
relacion entre la presion de referencia y la presién del adsorbato (p/p,). De

acuerdo ala clasificacion de la IUPAC, el material mesoporoso MCM-41 con
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poros alrededor de 4 nm presenta una isoterma de adsorcion de tipo IV cuando se

emplea como adsorbato nitrégeno.

La isoterma de adsorcion del MCM-41 muestra dos caracteristicas principales, la
primera es una condensacién capilar a una presion relativa de 0.4 y la segunda
no presenta histéresis entre la adsorcion y desorcion, como se muestra en la
Figura 14. El desfasamiento entre la curva de adsorcién y desorcion del gas es lo

que se conoce como histéresis.
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Figura 14. Isoterma de adsorcion del MCM-41 con poros de 4 nm a 77 K con N, ],

La distribucion de diametro de poro, se obtiene de los datos de la desorcion del
adsorbato, ya que una vez que la isoterma de adsorcion termina, se puede
desadsorber el gas y con esto obtener la curva de desorcién. EI método
tradicional para analizar la distribucién de diametro de poros en el rango de

mesoporos es el Barrett-Joyner-Halenda (BJH) ¢!,
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1.2.1.1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSROCION EN EL INFRARROJO

La acidez es una de las caracteristicas superficiales del MCM-41. Los sitios
acidos de Bronsted en los soélidos pueden ser generados cuando un cation
trivalente esta presente en coordinacion tetraédrica con oxigeno, por ejemplo el

aluminio como se muestra a continuacion:

0 @)
N/ \ /
Si Al

/N N
o) o) Ol

Cuando el exceso de cargas negativas son compensadas por protones se forman

los grupos silanol 8288,
H

o)
\/\/
Si
/\/\
o) o) O

)

n

Los sitios acidos de Lewis pueden aceptar electrones ya que el silicio tiene una

carga positiva, como se esquematiza a continuacion:

/SI / \
O n

O
+ AN
\t/ AI/
AN

Para determinar la acidez se emplea la espectrofotometria de absorcién en el
infrarrojo (IR) con piridina (Py) ®%. La piridina puede distinguir entre los sitios
acidos de Brostend (1) y Lewis (II) en el material, ya que se originan las siguientes

especies cuando reacciona con el solido:
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Protonacién . Interaccion del par de electrones Enlace de hidrégeno
Formacién del ion piridiniumPyH del N con centros deficitarios de la red Py:L
Centros Bronsted Centros Lewis Fisisorbida

Estas estructuras tienen distintos modos vibracionales y son facilmente
identificados por espectroscopia de infrarrojo (IR . Cuando se realizan estudios de
IR con piridina en muestras de aluminosilicatos como MCM-41, se observan
bandas en 1546 y 1492 cm™ asignadas a iones piridinium formados por la
adsorcién de piridina sobre los sitios acidos de Bronsted. La banda a 1455 cm™ la
cual es parcialmente sobre puesta a la banda de 1449 cm™ indica la presencia de

sitios acidos de Lewispor la coordinacion de la piridina. #8289,

1.3. RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Muchos procesos biolégicos que se llevan a cabo en el organismo y que
involucran transferencia de electrones han sido estudiados mediante resonancia
paramagnética electronica (EPR), un ejemplo de gran importancia es la cadena
respiratoria, en la cual los electrones donados por el NADPH y el FADH son
transferidos a través de los complejos multienzimaticos, ademas, en este proceso
participan proteinas que tienen en su sitio activo atomos de hierro en un estado
de oxidacion de Fe™ y cobre en un estado de oxidacién de Cu*? estos dos
metales son especies paramagnéticas, ya que poseen electrones desapareados y
pueden originar una senal de EPR. Por lo tanto, todas aquellas proteinas que
contengan atomos con electrones desapareados y todos aquellos procesos
biolégicos que involucren la transferencia de electrones pueden ser estudiados
mediante EPR.
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Para que un sistema exhiba el fenbmeno de resonancia magnética, éste debe
estar compuesto de particulas que poseen un momento magnético y un momento

angular. Tanto los nucleos como los electrones satisfacen esta condicion.

El nucleo tiene un momento magnético miles de veces mas pequeno que el de un
electréon; consecuentemente, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
resonancia paramagnética electronica (EPR) son diferentes, ya que los
experimentos en RMN se llevan a cabo a 10°-10® Hz en el rango de radio
frecuencia, mientras que en EPR es 10'-10"" Hz en el rango de microondas
(figura 15). Mediante estas dos técnicas se obtiene diferente tipo de informacion;

sin embargo, la teoria fundamental es comtn en ambas °°.

Frecuencia en hertz
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Figura 15. Espectro electromagnético en donde se localiza los intervalos de frecuencia 10°-10° Hz
para RMN y de 10'°-10"" Hz para EPR.(http//edison.upc.edu/curs/ilum/luz/vision/luz.html)

Un atomo o molécula la cual contiene electrones desapareados tienen un
momento angular y posee su correspondiente momento magnético. Los mejores
ejemplos son los iones de los elementos de transicion con electrones

desapareados en orbitales parcialmente llenos; por ejemplo, el hierroy el cobre,
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los cuales son de gran importancia en diferentes enzimas como la hemoglobina,
la cloroperoxidasa, el CYP-450 y la citocromo oxidasa esta ultima enzima
contiene ambos metales en su sitio activo. Por lo tanto, estas enzimas al igual que
el material MCM-41 modificado con algun metal de estos pueden ser estudiados
por EPR. El principio basico de la resonancia se basa en lo siguiente: si un dipolo
magnético es situado en un campo magnético uniforme externo Hy, el vector del
momento magnético va a precesar (es decir a girar sobre el mismo eje) en

direccion de Hy con una frecuencia angular o, dada por:

®o= g1, (e/2mc)H ¢ ec. 1

donde o, corresponde a la clasica frecuencia de precesion de Larmor, g, es el
factor de Landé (g .= 1, para un momento orbital puro y g, = 2 para el espin de un

electrdn libre).

Para el caso de un i6n en un cristal, el comportamiento es modificado por el
ambiente y el factor g podria diferir a partir del valor de Landé. El factor g es

conocido como factor espectroscopico 1.

Si un campo magnético oscilante polarizado circularmente es aplicado al sistema
para que este rote cerca de Hp en el mismo sentido y con la misma frecuencia
angular como el vector del momento precesor, éste podria ejercer un
acoplamiento sobre el dipolo invirtiendo su direccién con respecto a Hg, lo cual
origina un intercambio de energia entre el campo oscilatorio y el sistema
magnético. Esto ocurre solo cuando la frecuencia de oscilacion coincide con la
frecuencia de precesiéon de Lamor de acuerdo a la ecuaciéon 1, o, es referida a la

frecuencia resonante ',
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Un campo polarizado linealmente puede estar compuesto por dos componentes
polarizados circularmente rotando en sentidos opuestos, solo uno de ellos es
capaz de inducir transiciones en el sistema magnético. Este caso podria ser
entendido considerando un solo electron libre con espin s=1/2 y momento
magnético:

u= pB= eh/ (4mxmc) ec. 2

donde B es el magneton de Bohr (B= ek2mc=0.927x10?° erg gauss™; donde k es
la constante de boltzmann). En un campo Hop, u podria ser alineado paralela o
antiparalelamente a dicho campo Hp. Por lo tanto, una grafica de la energia
magneética contra el campo magnético consiste en dos lineas rectas una para
cada estado de energia permitido, estas son referidas como niveles de energia.
Un electrén en su nivel energético mas bajo puede ser excitado al siguiente nivel;
para que éste electron pueda cambiar de nivel energético, debe absorber un

cuanto de energia del campo oscilatorio, tal que:
hVO= E2 - E1 = ZMHO ec.3
hvo= gBHo ec. 4

donde el factor g para un electron libre es tomado como 2. Si el valor eh/(4wmc)
es sustituido por B la ecuacion 3 es idéntica a la ecuacion 4. Es conveniente
reemplazar h y § con valores numéricos y las condiciones de resonancia pueden
ser escritas:

Ho (kG)= (0.71449/g) v, (GHz)
(1 GHz = 10° Hz).

Con esta ecuacion podemos calcular el valor de g si conocemos la frecuencia (v,)
y el compo (H,) o el campo si tenemos el valor g y la frecuencia. Para un valor de

g=2y Vv, =10 GHz el campo magnético es cercano a 3.5 kG.
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En general los trabajos experimentales son llevados a cabo a frecuencias en el
rango de 1-100 GHz donde pueden ser usadas técnicas estandar de microondas.

Las frecuencias mas usadas son de 9 GHz (Banda X), 35 GHz (Banda Q).

El procedimiento experimental consiste en colocar la muestra en la cavidad
resonante, la fuente de microondas es sintonizada a la frecuencia de la cavidad
resonante y mantenida constante, mientras que la magnitud del campo se varia
hasta que se cumple las condiciones de resonancia de la ecuacion 4. Esto puede
ser detectado midiendo el cambio en el factor Q de la cavidad resonante cuando

la energia de microondas es absorbida por el sistema magnético 2.

1.3.1. EQUILIBRIO TERMICO

Cuando un sistema consiste de un gran numero de dipolos magnéticos en un
campo a la frecuencia resonantg la probabilidad de absorcion de un cuanto
radiante de energia es exactamente igual para la de emision (de acuerdo a leyes
de radiacion de Einstein). Entonces la velocidad de transicion de un nivel de
menor energia a otro de mayor energia y viceversa son proporcionales al numero
de iones en el estado 1 de menor energia (N4) y al numero de iones en el estado
2 de mayor energia (N2) respectivamente. La velocidad de absorcion o emision es
determinada por la diferencia entre las transiciones del estado base al primer

estado excitado y viceversa.

Bajo condiciones de equilibrio térmico, las poblaciones son determinadas por la

funcién de distribucion de Boltzmann:
N1/N2 =exp ((E2-E1)/KT) = exp (hvo)/KT

donde T es la temperatura absoluta del sistema cuya unidad es el Kelvin (K) y k

es la constante de Boltzmann. Entonces bajo equilibrio térmico, N1>N; resultando
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en un exceso de transiciones de un nivel del estado base al primer estado exitado
y la absorcién neta de energia a partir del campo. Sin embargo, tal evento puede
conducir obviamente a un incremento en Nz es decir una mayor poblacién en el
estado excitado lo cual podria continuar hasta que N, sea igual a Ny y la
absorcidn de energia neta tienda a cero. Entones el sistema magnético no puede

absorber mas energia (potenciale microondas ) y se dice que esta saturado.

La saturacion del sistema magnético no ocurre de forma general debido al
acoplamiento entre el sistema magnético (generalmente referido como el ‘sistema
espin’) y la red cristalina contiendo especies magnéticas. Esta ‘relajacion espin-
red cristalina’ provee una via alternativa mediante la cual los iones excitados
pueden regresar al estado base y como estces un proceso no radiactivo, no es

gobernado por las leyes de radiacion. Un fuerte acoplamiento espin-red cristalina
permite al sistema espin perder energia hacia el cristal tan rapidamente como el
campo suministra energia, en equilibrio térmico los valores de N{ y Nz son
mantenidos y la energia es absorbida permanentemente hasta que las
condiciones de resonancia son alcanzadas. Un acoplamiento débil permite la
saturacién a bajas potencias de microondas, mientras que un fuerte acoplamiento
podria ser superado solo incrementando el campo en la cavidad por ejemplo
aumentando la potencia. La saturacién debe ser normalmente evitada porque esta

reduce la sefial observable y distorsiona la forma de la linea de absorcién.

Finalmente, una forma de obtener el numero efectivo de espines en un
experimento de resonancia, es:
Ni- N2 =N
Ni1—N>=n
n = N((exp(hvo/kT)-1)/((exp(hvo/KT)+1)

Si se asume que hv,<<kT, lo cual es usualmente una buena aproximacion a bajas

temperaturas (4 K), entonces podemos escribir:
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n~1/2 N (hvo)/kT)

A temperatura ambiente y una frecuencia de 10'° Hz, n~N/1000. Excepto a
temperatura en el rango de helio liquido, n es una pequefa fraccion del numero

total de iones magnéticos presentes.
1.3.2. ION DE HIERRO

Para un ion particular, los electrones desapareados casi siempre estan en un solo
orbital y tienen energias apropiadas de acuerdo a éste. Tanto el hierro como el
cobre tiene electrones d en el orbital 3d sin llenar, estos electrones estan
involucrados en las reacciones de oxido-reduccion. Por lo tanto, es importante
describir las densidades electrénicas, por ejemplo las funciones de onda
(orbitales). La dependencia angular de los orbitales ortogonales 3d se muestra en
la figura 16. Los orbitales d,y, dx;, dy, son llamados orbitales toq 0 dg, mientras que
d.? y d,2,? son llamados orbitales ey o d,. En el ion libre, la energia de los cinco
orbitales es la misma ya que son orbitales degenerados. El punto importante del
campo cristalino es que el efecto del ambiente cristalino no es el mismo sobre
todos los orbitales d y por lo tanto se rompe la degeneracion de los cinco

orbitales.

Una vez establecido el orden de los niveles de energia, los electrones son
distribuidos en ellos. Es energéticamente favorable poner a cada uno de los
electrones en cada orbital. El hierro (+2) tiene seis electrones d y el hierro (+3)
tiene cinco electrones d para ser acomodados. El cobre (+2) tiene nueve
electrones d y el valor de espin es igual a 'z, no asi para el cobre (+1) en donde

su valor de espin es igual a 1
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Figura 16. Orbitales del 4&tomo de hierro: dyy, dy,, dy, son llamados también orbitales t, 0 dg; d} y
dxz_y2 son llamados también orbitales € 0 dy.(http//edison.upc.edu/curs/ilum/luz/vision/luz.html)

En un complejo octaédrico regular, los primeros tres electrones pueden ser
colocados con sus espines paralelos en los orbitales ty4. El cuarto electrén, con su
espin paralelo a los tres anteriores es colocado en el orbital e4. Esto puede ser
energéticamente ventajoso dependiendo del valor de A. Si el valor de A es muy
grande, uno habla de campo cristalino alto en el cual los orbitales tog estan llenos;
resultando un compuesto de bajo espin. Para pequefios valores de A, se tiene un
campo cristalino bajo, resultando en un compuesto de alto espin. Los posibles

valores de espin para Fe*? y Fe*® se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 1.Distribucién de los electrones en los orbitales d del Fe’ y Fe*.

Alto Espin Espin intermedio Bajo espin

Campo bajo Campo intermedio Campo alto

Cinco

S=5/2 S=3/2 _  _ S§=12
electrones d _ L

Seis ++S=2 _LSZI - ———  $5=0

electrones d

N S T YR S T T
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2. JUSTIFICACION

Una de las principales enzimas en el metabolismo de fase | es el complejo
multienzimatico citocromo P-450, del cual las familias CYP1, CYP2 y CYP3 son
las encargadas principalmente del metabolismo de farmacos. Entre CYP3A4 y
CYP3A5 metabolizan cerca del 50% de éstos. El proceso de biotransformacion es
uno de los mas importantes para la eliminacién de los farmacos ya que las
enzimas del CYP-450 convierten las moléculas hidrofébicas en hidrofilicas,
generando en algunas ocasiones metabolitos inactivos o metabolitos con potente

actividad bioldgica.

Muchos estudios sobre metabolismo de farmacos son llevados a cabo in vitro,
empleando microsomas obtenidos de higado de rata o de humano y NADPH, sin
embargo con este sistema es dificil conocer cual de las isoformas es la que
metaboliza el compuesto que se desea evaluar. Por tal motivo, se han hecho
estudios empleando isoformas de citocromo P-450 puras como CYP3A4 y
CYP2C9 obtenidas de muestras de higado humano y sistema regenerador de
NADPH con glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, lo cual resulta costoso y en

algunas ocasiones dificil de obtener.

Una alternativa a estos problemas es el uso de isoformas del citocromo P-450
inmovilizadas y nuevos sistemas regeneradores de NADPH 3!, La inmovilizacion
de citocromo P-450 permitiria tener sistemas aislados con cada una de las
isoformas y conocer cual de las enzimas metaboliza una mayor cantidad del
compuesto y cual de ellas origina un metabolito que pudiera ser téxico. Todo esto

con la gran ventaja de que estos sistemas puedan ser reutilizados.

Diversos trabajos sobre la inmovilizacion de citocromo P-450 han sido llevados a

cabo; en 1980 se llevd a cabo la inmovilizacibn de microsomas conteniendo
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citocromo P-450, citocromo P-450 reductasa y glucoroniltransferasa sobre
sefarosa activada !°¥, para estudiar el metabolismo de farmacos en la fase | y Il al
mismo tiempo. La actividad de la enzima se incrementd cerca de un 40 % sin
embargo, en éste sistema no se tuvo actividad sin NADPH, ni en ausencia de la

citocoromo P-450 reductasa.

En 1993 se inmovilizaron los microsomas obtenidos de higado de rata pretratada
con fenobarbital en membranas Romicon PM. 10 ¥ en este estudio se compard
la actividad de la preparacion microsomal libre e inmovilizada, reteniéndose tan

solo el 20 a 25 % de la actividad en la forma inmovilizada.

De las isoformas del citocromo P-450 que han sido inmovilizadas se encuentra
CYP71B1 de planta, estd se ha inmovilizado junto con la citocromo P-450
reductasa empleando una técnica coloidal (CLAs) ' la eficiencia de Ila
inmovilizacién fue mayor del 85% y la actividad fue 10 veces mayor que la
enzima libre. Otra de las isoformas de citocromo P-450 que se han inmovilizado
es CYP105D1 a partir de Streptomyces griseus expresada en Escherichia coli

utilizando DE52 y un sistema regenerador de NADPH 7!,

Como puede observarse se ha hecho un gran esfuerzo en obtener un sistema con
citocromo P-450 inmovilizado para su aplicacion en estudios de
biotransformacién, sin embargo, isoformas puras del citocromo P-450 microsomal
no han sido inmovilizadas. Ademas de que en estudios anteriores el uso de
NADPH vy citocromo P-450 reductasa han sido necesarios para mantener la

actividad catalitica.

Por lo tanto, en este trabajo se plantea la posibilidad de inmovilizar CYP2B4 una
isoforma del citocromo P-450 obtenida de higado de conejo, la cual ha sido
ampliamente estudiada y comparte relacion estructural y catalitica con CYP3A4.

Para la inmovilizacion de la enzima se propuso usar como soporte MCM-41 un

36



Estudio de la actividad catalitica y transferencia de electrones de CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con cobre y
aluminio

material mesoporoso, debido a que este tipo de materiales han tenido una gran
aplicacién en biologia y medicina ®®, ademas de que MCM-41 ha sido empleado
para la inmovilizacion de otras enzimas como citocromo c, papaina, tripsina entre
otras, debido a que este material tiene una area especifica elevada alrededor de
1000 m?/g, ademas sus caracteristicas superficiales pueden ser modificadas
mediante la incorporacién de metales como aluminio, cobre, vanadio y titanio
entre otros. Estas modificaciones son importantes ya que modulan la acidez y
basicidad de MCM-41 y estas pueden ser de gran interés en la inmovilizacion de
enzimas ya que el material puede participar en la transferencia de electrones
gracias a la formacion de sitios acidos de Lewis y Bronsted. Por lo tanto, al usar el
material MCM-41 modificado con aluminio (AI-MCM-41) y cobre (Cu-MCM-41) e
inmovilizar en éste la enzima CYP2B4 es posible que no sea necesario el uso de
CPR para la transferencia de electrones. Por consiguiente este sistema de
CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41 y Cu-MCM-41 permitiria evaluar la
biotransformacién de farmacos y nuevos compuestos a un menor costo, obtener
este tipo de sistemas con diferentes isoformas del citocromo P-450, asi como
evaluar su posible reutilizacion ya que se ha demostrado que otras enzimas
inmovilizadas en este tipo de materiales mantienen su actividad catalitica!®.
Ademas es posible que la transferencia de electrones pueda ser modulada de
forma mas eficiente mediante la incorporacion de metales en MCM-41 o la
modificacion del grupo hemo de CYP2B4, ya que algunos estudios con
hemoglobina "® han mostrado que la actividad de esta enzima se incrementa
cuando el grupo hemo es modificado con grupos electroatractores en las
posiciones de los vinilicos y propionicos, esto quiere decir que modificaciones de
este tipo en el grupo hemo de CYP2B4 podrian incrementar su actividad
catalitica, esto seria de gran importancia ya que las enzimas del citocromo P-450
catalizan una gran variedad de reacciones y por lo tanto podrian ser usadas no
solo para el estudio de biotransformacién de farmacos sino también en sintesis

organica y en procesos de bioremediacion.
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3. HIPOTESIS

Si varias enzimas muestran actividad catalitica inmovilizadas en MCM-41, es
posible que CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con aluminio y cobre tenga
actividad catalitica. Ademas, si este material participa en la transferencia de
electrones con carotenoides, es probable que también realice dicho proceso con

CYP2B4 inmovilizada, sustituyendo asi el uso de CPR.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Explorar la actividad catalitica y la transferencia de electrones entre CYP2B4 y
MCM-41 modificada con aluminio y cobre, en ausencia de CPR, utilizando como
reaccion modelo la oxidacién de anilina. Lo anterior, con la finalidad de obtener un
sistema que permita llevar a cabo reacciones de biotransformacién de farmacos in
vitro a menor costo. Ademas evaluar la influencia que ejercen las modificaciones
en el grupo hemo de CYP2B4 mediante estudios de orbitales frontera, con el
proposito de encontrar las modificaciones que permitan incrementar la actividad
de CYP2B4.
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

—

. Obtener y cuantificar citocromo P-450 de higado de conejo.

2. Purificar la isoforma CYP2B4.

3. Sintetizar el material mesoporoso MCM-41 con aluminio (Al**) y cobre (Cu*?).

4. Identificar el material mesoporoso MCM-41 por difraccion de rayos X, analisis

texturales y microscopia electronica de transmision

5. Inmovilizar CYP2B4 sobre MCM-41 con aluminio y cobre.

6. Determinar la actividad de CYP2B4 inmovilizada sin emplear citocromo P-450

reductasa.
7. Detectar la transferencia de electrones mediante estudios EPR.
8. Evaluar mediante estudios de orbitales frontera, modificaciones en el grupo

hemo especialmente en las posiciones donde se localizan los grupos vinilicos

y propionicos.
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1. INDUCCION Y OBTENCION DE CITOCROMO P-450.

5.1.1. ADMINISTRACION DE FENOBARBITAL. Se emplearon 6 conejos
machos New Zeland con un peso de 2-2.5 Kg, los cuales fueron dividos en dos
grupos de 3 conejos, un grupo sirvié como testigo a éste se le administré solucién
salina y al otro grupo se les administré fenobarbital via intraperitonial (120 mg/Kg
en solucién salina 0.9%) por 10 dias %",

5.1.2. EXTRACCION Y DISECCION DEL HiGADO. Al onceavo dia de
tratamiento, los conejos se sacrificaron y el higado se prefundié in situ, por la

vena cava inferior con 100 mL de solucién fisiologica fria ['°",

5.1.3. OBTENCION DE LOS MICROSOMAS. Se extrajo el higado, se
mantuvo en hielo seco y se homogeneizo con 20 mL de sacarosa 0.25 M usando
un homogenizador Dispergierstation T 8.10 (5 min, velocidad 4). La fraccion
microsomal se obtuvo por una modificacion del método de Manno 921931 E|
homogenizado se centrifugd a 8 500 rpm por 16 min a 4 °C utilizando una
centrifuga Eppendorf 5804R. Al sobrenadante se le adiciond cloruro de calcio
hasta alcanzar una concentracién final de 8 mM, se agité y se centrifugdé a 19 500
rom por 28 min a 4 °C. El sobrenadante se descarté y los microsomas contenidos
en el precipitado se resuspendieron en 15 mL de una solucién de KCI 0.15 M, se
agitd y centrifugd nuevamente a 19 500 rpm por 28 min a 4 °C. Finalmente, los
microsomas se resuspendieron en buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 con 20% de

glicerol y se almacenaron a -80 °C.
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5.1.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA. Se empleo el

(% bara determinar el contenido de proteina en la suspension

método de Lowry
de microsomas. Primero se hizo una dilucion 1/10 (suspension microsomas/buffer
de fosfatos pH=7, 0.1 M) de la muestra. Posteriormente se prepar6 cada una de
las siguientes soluciones: A) carbonato de sodio 0.1 % p/v en hidroxido de sodio
0.5 N; B) sulfato de cobre pentahidratado al 1 % p/v; C) tartrato de potasio 2 %
p/v. Posteriormente, se prepard una mezcla que contenia 25 mL de la solucion A,
0.75 mL de la solucién B y 0.75 mL de la solucién C. Los tubos conteniendo 10 uL
de la suspension diluida de microsomas, se mezclaron con agua hasta 0.5 mL, se
les adicionaron 0.5 mL de la mezcla preparada anteriormente y se dejaron
reposar a temperatura ambiente por 15 min. Finalmente, se les adicionaron 1.5
mL del reactivo de folin (10% v/v) se mantuvieron a temperatura ambiente por 45
min y después se determino la absorbancia a 540 nm. Para la curva estandar se

utilizo albumina de suero bovino.

5.1.5. DETERMINACION Y CUANTIFICACION DEL CITOCROMO P-450.
Una vez obtenidos los microsomas se determiné el contenido de citocromo P-450
a través del método de Omura y Sato ¥ Se diluyd 1 mL de la solucidon de
microsomas en 9 mL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. Se adicionaron 90 pug
de ditionita de sodio para reducir el hierro del grupo hemo; se tomé una muestra
de 3 mL la cual sirvid de testigo y el resto se burbujeo con monéxido de carbono
de ultra alta pureza. Se realizd un barrido a la muestra desde 200 hasta 900 nm
en un espectrofotometro Cintra 5 UV-Visible para observar el pico caracteristico
en 450 nm. Para calcular la cantidad de citocromo P-450 en la muestra se empleo

un coeficiente de extincion de 91 cm™ mM™.
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5.2. PURIFICACION DE CYP2B4

Una vez obtenidos los microsomas se resuspendieron en buffer de fosfatos de
potasio (0.1 M pH 7.25, 20% de glicerol, 0.6 % p/v de colato de sodio, 1 mM de
EDTA y 1 mM de ditiotrehitol) hasta una concentracion de 1.5 mg de proteina por
mL.. La suspension fue agitada ligeramente durante 30 min y centrifugada a
77,000 g por 2 h. La purificacién de CYP2B4 se realizé con base a lo reportado
por Imai 1980 ['°"],

El sobrenadante se aplico a una columna de w-aminooctil sefarosa (Figura 17);
esta es una columna de interaccion mixta, ya que tiene una parte hidrofébica y
una parte con carga (grupo amino). Para eluir la proteina de esta columna se uso

Igepal CO-720 (detergente no polar).

Figura 17. Columna de w-aminooctil sefarosa empleada durante la purificaciéon de CYP2B4.
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El eluyente de la columna de w-aminooctil sefarosa se introdujo a una columna de
hidroxiapatita la cual es una columna de interaccion electrostatica. Para eluir la
enzima se incremento el contenido de sales, para debilitar la interaccién entre la
enzima y la columna. Finalmente, el eluyente de la columna de hidroxiapatita se
adsorbié sobre una columna de CM-sefadex, esta columna es de intercambio
cationico y al igual que en la columna de hidroxiapatita la elusidon se condujo
mediante un incremento en el contenido de sales. Esta ultima columna se empleo
para eliminar el detergente (Igepal CO-720) de la muestra. Una vez obtenida la
isoforma pura, se concentré en una celda de ultrafiltracion y el CYP2B4 puro se
almacené a -80 °C para realizar posteriormente la electroforesis, la cual se corrid
en geles de policrilamida (10%) por 100 min a 88V. Posteriormente los geles
fueron fijados por 1 h en una solucién de metanol: acido acético: agua (50:10:40).
Transcurrido este tiempo el gel se introdujo en una solucion de azul de coomassie
durante 1 h y finalmente se lavd con una solucion destenidora de metanol: acido
acético: agua (5:7:88) el gel en el que se corridé el marcador no se trato con azul
de coomassie. La enzima purificada fue codificada para este trabajo como

CYP2B4 pura y la enzima comercial como CYP2B4 sigma.
5.3. SINTESIS DEL MATERIAL MESOPOROSO DEL TIPO MCM-41

El material MCM-41 se obtuvo por sintesis hidrotérmica y a temperatura ambiente
con diferentes relacidnes Al/Si y Cu/Si. Para la sintesis hidrotérmical'®%"! se
emplearon 9 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTABr) como templete, el cual
se mezclé con 43 mL de agua destilada en una autoclave con recipiente de teflén
a 65 °C. Bajo agitacion durante 30 min se adicionaron 4.5 g de acido silicicoy 1.2
g de hidréxido de sodio en seguida se cerro la autoclave y se aumento la
temperatura hasta 95 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo se adicioné el
nitrato de aluminio (de acuerdo a la relacién silicio/aluminio empleada) y se dejo
nuevamente a 95 °C por 24 h. El material obtenido se lavé con agua desionizada

y se calcin6 a 650 °C por 24 h.
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Para la sintesis a temperatura ambiente se emplearon 3.6 g de CTABr a los
cuales se les adicionaron 75 mL de agua y 18 mL de hidroxido de amonio, gota a
gota se adicionan 5.5. mL de tetraetilortosilicato (TEOS) y se deja agitar durante
48 h. Después se filtra y el filtrado se lava con agua destilada se deja secar y el
polvo obtenido se calcina en las mismas condiciones que el material obtenido
mediante sintesis hidrotérmica. Las relaciones Al/Si empleadas fueron de 0.01 (la
unica obtenida mediante sintesis hidrotérmica) 0.04, 0.08, 0.16 y 0.32 obtenidas a
temperatura ambiente. Las relaciones Cu/Si obtenidas fueron las mismas que

para Al/Si obtenidas a temperatura ambiente.

5.3.1 CARACTERIZACION DEL MATERIAL MCM-41

El material sintetizado MCM-41 con aluminio y cobre se caracterizé por difraccion
de rayos-X, microscopia electrénica de transmision (MET), analisis texturales.
Mediante estos analisis, se determind la estructura del material, el area

especifica, volumen y didmetro de poro.

5.3.1.1. DIFRACCION DE RAYOS X. Los difractogramas de rayos-X de MCM-41
sintetizados con diferente relacion Al/Si y Cu/Si fueron obtenidos en un
difractobmetro Siemens D5005 con un monocromador de grafito, en la region a
bajo angulo de 1.5° a 20° en una escala de 20. La identificacion de las fases se
realizd mediante la comparacion de los difractogramas obtenidos con el

difractograma ya reportado como se observa en la Figura 10

5.3.1.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION. Mediante el uso de
eésta técnica se pudo corroborar el arreglo de los poros obteniéndose las

micrografias para algunas de las MCM-41 sintetizadas.

5.3.1.3. PROPIEDADES TEXTURALES. Dichas propiedades se determinaron
mediante un analizador de area superficial y porosimetria Micrometrics ASAP

2405 empleando como adsorbato N».
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5.4. INMOVILIZACION DE CYP2B4

La inmovilizacion se realizé por adsorcion ", empleando 0.9 mL de una solucion
9 uM de enzima (CIP2B4) y 50 mg de MCM-41, se emplearon las mismas
cantidades con todas las muestras de material MCM-41 sintetizado. Se agit6 el
material en la solucion de enzima a 4 °C por 2 h; una vez transcurrido este tiempo
las muestras se centrifugaron a 5000 rpm a 4 °C por 20 min y al sobrenadante se

le determind la cantidad de proteinas.

El material precipitado se lavé con agua destilada y se centrifugd nuevamente a
5000 rpm a 4 °C por 20 min. Al sobrenadante obtenido en esta segunda
centrifugacion también se le determind el contenido de proteina. EI material se
filtr6 y secd para ser empleado en la reaccion, con el fin de determinar si la

enzima que se fija al material tiene actividad catalitica.

5.5. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA UNIDA A
MCM-41

La determinacion de proteinas antes y después de la inmovilizacién se realizd

empleando el método de BCA 108109

, debido a que la concentracién de la
solucion de enzima es baja y este método es mucho mas sensible que el de
Lowry. El método de BCA permite determinar desde 0.2 hasta 50 ug de proteina
en 500 ul. Para la curva estandar, se empleo albumina de suero bovino. Los

reactivos para el ensayo fueron adquiridos de la casa sigma.
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5.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para llevar a cabo la reaccion con la enzima libre e inmovilizada se emple6 como
sustrato anilina en un intervalo de concentracion de 0.2 a 6.4 mM , 1TmM de
NADPH, 1nmol de CYP450 puro, todo esto en un volumen final de 0.5 ml
utilizando buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4. En el caso de las reacciones en las que
se empled peroxido de hidrogeno (H20), la concentracion fue de 2mM. La mezcla
de reaccion fue incubada a 37 °C por 30 min, se finalizé con la adicién de 100 L

de acido tricloroacético.
5.6.1. CUANTIFICACION DE p-AMINOFENOL

Una vez concluida la reaccion, las muestras fueron centrifugadas a 5000 rpm por
10 min. 0.5 ml del sobrenadante fueron colocados en tubos de ensaye para
realizar la cuantificacién de p-aminofenol. A la muestra se le adicionaron 0.25 ml
de NayCOs3 (20 % p/p) y 0.75 ml de fenol (2 % p/p) posteriormente fue incubada a
37 °C por 30 min. El coeficiente de extincion molar del producto coloreado es de

10 mM'em™ a 630 nm [M10-111],

5.7. DETECCION DE LA TRANSFERENCIA DE ELECTRONES
MEDIANTE RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Las mediciones EPR se llevaron a cabo empleando una frecuencia de 9.2 GHz
(Banda X) con un espectrometro de EPR Varian E-12 (Universidad de Alabama),
el campo magnético fue medido con un gausometro Bruker EPR 0.035M vy la
frecuencia de microondas con un contador de frecuencia modelo HP-5245L. En
este trabajo también se utiliz6 un espectrometro JEOL JES-RES 3X (IPN México).
En este equipo se realizaron ademas mediciones a temperatura variable las

cuales fueron hechas empleando un dispositivo elaborado en la escuela superior
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de fisica y matematicas (ESFM-IPN). Los valores de g fueron calculados a partir
de las mediciones del campo magnético con una resolucion de + 0.01 mT,

empleando la frecuencia de microondas y utilizando DPPH como marcador.

Las muestra fue colocada en un tubo para EPR, a su vez el tubo con muestra fue
colocada en un dewar con nitroégeno liquido y por ultimo el dejar fue introducido en
la cavidad resonante. Durante las mediciones se circul6 alrededor de la cavidad
nitrdgeno gas para evitar la condensacion de agua, lo cual impide las mediciones,

debido a que ésta absorbe las frecuencias de microondas.

5.8. MODIFICACION DEL GRUPO HEMO

Las modificaciénes del grupo hemo se realizaron en las posiciones R2, R3 y R6,
R7 correspondiente a los grupos propionicos y vinilicos respectivamente (figura
18). Los grupos modificados se muestran en la tabla 2. Para evaluar su posible
actividad se calcularon sus energias de orbitales frontera, las cuales nos permiten
conocer la energia que predomina en el atomo de hiero del grupo hemo. Para
dicha evaluacion se utilizaron sustituyentes electroatractores y electrodonadores
es decir, aquellos que disminuyan e incrementen la densidad electronica en el
atomo de hierro respectivamente. Cuando un sustituyente es un electroatractor se
espera que la energia del orbital de menor energia desocupado (LUMO) sea
mayor que la del orbital de mayor energia ocupado (HOMO) y con sustituyentes
electrodonadores la energia de LUMO sea menor que la del HOMO en el atomo
de hierro. Por lo tanto, al sustituir los grupos vinilicos y propionicos en el grupo
hemo se espera que la energia de LUMO sea mayor, lo cual indica que el atomo
de hierro tiene menor densidad electronica y por lo tanto se incrementa su

potencial redox y por consiguiente la transferencia de electrones.

47



Estudio de la actividad catalitica y transferencia de electrones de CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con cobre y
aluminio

Tabla 2. Modificaciones en el grupo hemo.

Hemos | Rl R2 R3 R4 RS R6 R7 RS
1 CH; CHCH, CH; CHCH, CH; (CH,),CO,H (CH,),CO,H CH;
2 CH; H CH; CHCH, CH; (CH,),CO,H (CH,),CO,H CH;
3 CH; CHCH, CH; H CH; (CH,),CO,H (CH,),CO,H CH;
4 CH; COCH; CH; COCH; CH; (CH,),CO,H (CH,),CO,H CH;
5 CH; CHCH, CH; CHCH, CH; p-nitrofenol p-nitrofenol  CH;

5-Cys | CH; CHCH, CH; CHCH, CH; p-nitrofenol p-nitrofenol  CH;
6 CH; CHCH, CH; CHCH, CH; p-aminofenol p-aminofenol CHj;

6-Cys | CH; CHCH, CH; CHCH, CH; p-aminofenol p-aminofenol CHj;

Para realizar estos calculos se optimizé la energia de los hemos empleando
calculos de la teoria de la funcion de densidad (DFT) usando un nivel de calculo
B3LYP/3-21G* y las energias HOMO-LUMO fueron obtenidas empleando un nivel
de calculo B3LYP/6-31G*. Todo esto empleando el programa Gaussian 98

facilitado por el IMP.

Figura 18. Estructura del grupo hemo con los grupos vinilicos (R2, R4) y los propiénicos (R6,R7)
susceptibles de ser modificados.
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6. RESULTADOS

6.1. OBTENCION Y CUANTIFICACION DE CITOCROMO P-450

Se obtuvieron los microsomas a partir de conejos pretratados con fenobarbital.
Los resultados obtenidos de la cuantificacién de proteinas totales y CYP-450
muestran que si hubo induccién del CYP-450 al tratar los conejos con
fenobarbital, tal y como ha sido reportado!™" (tabla 3). El peso del higado de los
conejos tratados con fenobarbital incremento cerca del doble en comparacién con
el peso del higado de los conejos que no fueron inducidos. Por lo tanto, al tener
una mayor cantidad de CYP-450 nos permitirda obtener una mayor cantidad de
CYP2B4 pura, ya que esta es la principal isoforma inducible de conejo con

fenobarbital ("%,

Tabla 3. Contenido de proteinas totales y CYP450 en microsomas de higado de conejos
tratados con fenobarbital.

Muestra Proteinas totales Citocromo P-450 Peso del
(2) (nmoles) higado (g)

Control 0.372£0.31 708 £ 115 64+£3.5
Fenobarbital 0.914+0.1 1277 £ 125 120 £ 1.52

6.2. PURIFICACION DE CYP2B4

Una vez obtenido el contenido de CYP450 y el de proteinas totales en cada una
de las muestras, éstas se solubilizaron hasta tener 1.5 mg/mL en buffer
conteniendo 0.6% p/v de colato, 1 mM de ditiothreitol (DTT), 1 mM EDTA.

Posteriormente la muestra solubilizada se pasé por las columnas descritas en
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metodologia y se obtuvo el CYP2B4 puro, el cual se observé mediante geles de
policrilamida utilizando como referencia CYP2B4 puro de Sigma (figura 19a) carril
a. En esta figura se observa que la enzima adquirida de sigma tiene mas de una
banda, lo cual indica la presencia de otras proteinas. En el carril b de este gel
donde se corri6 la enzima purificada en donde se observa que una de las bandas
corresponde a una del carril a, por lo tanto esta podria corresponder a CYP2B4.
Sin embargo, no es una sola banda. Por esta razén otro lote de microsomas fue
purificado y la electroforesis se realiz6 nuevamente con diferentes cantidades de
proteina (partiendo de una solucién que contenia 198 ug/100 uL). En cada pozo
se depositaron 2.5, 5, 10 y 15 uL (Figura 19b). Se empled también un marcador
de peso molecular. En dicho gel se observdé una sola banda para todas las
concentraciones de proteina empleada, encontrandose correlacién entre la
intensidad de la banda y el contenido de proteina. Esta banda corresponde a un
peso molecular entre 85 000 y 38000 Da, lo cual indica que se trata de CYP2B4 la
cual tiene un peso de 54 000 Da. Es importante mencionar que cuando la
concentracion de proteina se incrementé no se observd ninguna otra banda

adicional, por consiguiente podemos concluir que la enzima se encuentra pura.

Figura 19. (A) Electroforesis en gel de policrilamida de a) CYP2B4 pura de Sigma, by ¢) CYP2B4
purificada; (B) Electroforesis con diferentes cantidades de CYP2B4 y marcador de peso molecular.
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6.3. SINTESIS DE MCM-41 IMPREGNADO CON ALUMINIO Y
COBRE

La figura 20 muestra el patréon de difraccion de rayos X (DRX) de MCM-41 con
relacion Al/Si = 0.04 (AI-MCM-41) el cual muestra un intenso pico de difraccion
(100) y dos picos bien definidos (110) (200), el material con relacién Al/Si = 0.01
mostré un patrén de difraccion semejante al igual que los materiales con relacion
Cu/Si=0.04 y 0.08 (Cu-MCM-41), lo cual indica que todos los materiales

sintetizados tienen una estructura hexagonal ordenada.

17000

MCM-41 Al/Si 0.04

Intensidad (U.A.)

MCM-41 Cu/Si 0.08

v—/LM MCM-41 Cu/Si 0.04

o - , ; , ; , " .
2 4 6 8 10
2

Figura 20. Patrén de difraccion de rayos X (DRX) de MCM-41 impregnada con aluminio y cobre.

Las relaciones Cu/Si y Al/Si fueron determinadas por EDS dispersion de energia
de rayos X en el MEB, para los materiales sintetizados a temperatura ambiente,
los resultados se muestran en la Tabla 4. Como se puede observar en dicha tabla
cuando las relaciones Al/Si y Cu/Si tedricas son bajas estas son muy semejantes
a las experimentales, sin embargo, a medida que va incrementando la relacion
tedrica, la relaciéon experimental no se ve incrementada. Esto se debe a que la

superficie del material se satura y ya no hay intercambio con el metal.
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Tabla 4. Relaciones Al/Siy Cu/Si en MCM-41.

Relacion teorica Cu/Si

0.04 0.08 0.16 0.3
Elemento  Peso Elemento Peso Elemento peso Elemento  peso
(79) (79) (79) (%)
o 51.16 0O 50.05 O 46.32 o 44.24
Si 42.52 Si 44.94 Si 47.1 Si 46.93
Cu 3.31 Cu 5.01 Cu 6.58 Cu 8.83
Total 100 Total 100 Total 100 Total 100
Relacion experimental Cu/Si
0.07 0.11 0.14 0.19
Relacion tedrica Al/Si
0.04 0.08 0.16 0.3
Elemento peso Elemento peso  Elemento peso Elemento Peso
(79) (79) (%) (79)
OK 44.41 OK 47.43 OK 48.72 OK 44 .4
AIK 2.39 AIK 2.21 AIK 5.67 AIK 8.02
SiK 53.2 SiK 50.36 SiK 45.61 SiK 47.58
Total 100 Total 100 Total 100 Total 100
Relacién experimental Al/Si
0.04 0.044 0.12 0.17

De todas los materiales sintetizadas a temperatura ambiente e impregnados con
el metal se eligieron las relaciones de Cu/Si y Al/Si de 0.04 para inmovilizar la

enzima y estudiar la transferencia de electrones, debido a que la concentraciéon

del metal no se incremento en el material a pesar de que esta fue incrementada
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en la solucion, ademas estudios semejantes han empleado esta relacion para el

estudio de transferencia de electrones con carotenoides.

Para el material obtenido mediante sintesis hidrotérmica se eligio la relacion Al/Si
=0.01 con base en estudios anteriores!®. Por lo tanto durante el trabajo los
materiales se designaron como Al-MCM-41a y Cu-MCM-41a para los materiales
que fueron sintetizados a temperatura ambiente y con relacion Al/Siy Cu/Si = 0.04
respectivamente. AI-MCM-41h para el material obtenido mediante sintesis
hidrotérmica con relacién Al/Si = 0.01

Mediante analisis de texturas se obtuvo el area especifica asi como el diametro y
volumen de poro de AI-MCM-41h y de Cu-MCM-41a datos confinados en la tabla
5.

Tabla 5. Caracteristicas texturales de AI-MCM-41h y Cu-MCM-41a .

Cu/Si=0.04 Al/Si = 0.01
Area especifica (m”/g) 511.63 1056.72
Diametro de poro (A) 34.45 51.6
Volumen de poro (cm’/g) 0.4407 1.47

Como puede observarse en la tabla 5, AI-MCM-41h tiene mayor area especifica,
diametro y volumen de poro que Cu-MCM-41a. Esto es debido a que durante la
sintesis hidrotérmica el aluminio es intercambiado por atomos de silicio; sin
embargo, cuando el metal es afiadido al material después de que este fue
sintetizado como es el caso del método de impregnacién, el metal queda en la
superficie reduciendo el diametro y volumen de poro y por consiguiente area
especifica. Aunque resulta obvio el interés de tener materiales para inmovilizaciéon
de enzimas con mayor diametro y volumen de poro puede ser también interesante
tener materiales cuya superficie sea modificada de tal forma que la enzima pueda

interaccionar con ésta, quedando la enzima en la superficie, lo cual representaria
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algunas ventajas como puede ser una mayor interaccién de la enzima con su

sustrato.

6.4. INMOVILIZACION DE CYP2B4 EN MCM-41 MODIFICADO CON
COBRE Y ALUMINIO

La cantidad de CYP2B4 inmovilizada fue del 95%, determinada por el método de
BCA. Esto se debe a que el area especifica de AI-MCM-41h es grande asi como
su diametro y volumen de poro, lo cual permite que suficiente cantidad de
CYP2B4 sea inmovilizada. En Cu-MCM-41a la cantidad de enzima inmovilizada
fue semejante a la inmovilizada en AI-MCM-41h a pesar de que este material
tiene menor area, diametro y volumen de poro. Esto se debe a que la enzima
tiene regiones con diametro de 31 A por lo cual podria penetrar en el poro o bien

la enzima puede interaccionar con la superficie del material'®.

El contenido de proteina en el sobrenadante después de que CYP2B4
inmovilizada en AI-MCM-41h y Cu-MCM-41a fue agitada durante 30 min en buffer,
muestra que la unidn entre la enzima y ambos materiales es estable, ya que solo

un 7% de proteina fue encontrada en dicho sobrenadante.

6.5. ACTIVIDAD CATALITICA DE CYP2B4 INMOVILIZADA EN
MCM-41 MODIFICADA CON COBRE Y ALUMINIO

La actividad catalitica de CYP2B4 pura y CYP2B4 purificada sin inmovilizar, se
determind utilizando como oxidante peroxido de hidrégeno (H,O2) a diferentes
concentraciones. Como se muestra en la grafica 1, la actividad de CYP2B4 sigma
fue mayor con una concentracion de 2 mM de H,O,, sin embargo, se puede
observar que la actividad catalitica de la enzima utilizando 4 y 6 mM no es
diferente, por esta razén y con base en experimentos ya reportados (131 ge

decidié emplear una concentracion de H,O, de 2mM. Esta concentracion de H,0;

54



Estudio de la actividad catalitica y transferencia de electrones de CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con cobre y
aluminio

fue la que se empleo para realizar la cinética con el sustrato (anilina) del cual se
emplearon concentraciones de 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 y 6.4 mM. La actividad
catalitica de CYP2B4 sigma sin inmovilizar y empleando las concentraciones
mencionadas de sustrato se muestra en la grafica 2. Cabe mencionar que la
actividad de CYP2B4 pura fue mayor empleando las mismas concentraciones de
sustrato, como se observa en la grafica 3.
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Grafica 1. Actividad catalitica de CYP2B4 sigma a diferentes concentraciones de peroxido de
hidrégeno y anilina (SmM).
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Grafica 2. Actividad catalitica de CYP2B4 sigma (1nmol) a diferentes concentraciones de anilina.
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Posteriormente se determind la actividad catalitica de CYP2B4 sigma inmovilizada
en AI-MCM-41h, AI-MCM-41a y Cu-MCM-41a. CYP2B4 sigma inmovilizada en Al-
MCM-41a y Cu-MCM-41a no tuvo actividad catalitica contrario a cuando fue
inmovilizada en AI-MCM-41h. Como puede observarse en la grafica 4, la cinética
para la enzima inmovilizada en AI-MCM-41h con relacién de 0.01 no es semejante
a la de la enzima libre; esto puede deberse a que la inmovilizacion en el material
es muy heterogénea. Por esta razon, la actividad de la enzima inmovilizada fue
comparada con la de la enzima libre solo a una concentracion de sustrato y ésta

fue aquella que esta por arriba del valor de Km para la enzima libre (1.6 mM).
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Grafica 3. Actividad catalitica de CYP2B4 purificada (1nmol) con diferentes concentraciones de

anilina.

La actividad de CYP2B4 sigma sin inmovilizar con una concentracién de anilina
1.6 mM fué de 0.23 + 0.009 nmoles de p-aminofenol/nmol de enzima por min y
para CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41h fue de 0.12 + 0.008 nmol de p-
aminofenol/nmol de enzima por min, lo que indica que el CYP2B4 inmovilizado
mantiene cerca de la mitad de su actividad catalitica. Los mismos experimentos
fueron realizados inmovilizando mayor cantidad de CYP2B4 en el material, con la

finalidad de incrementar la conversion de anilina. Sin embargo, la actividad no se
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incrementd sino por contrario se vio disminuida. Esto puede deberse a la
formacion de agregados de enzima en la superficie del material o a la formacion

de monocapas y por consiguiente poca difusion del sustrato a la enzima.
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Grafica 4. Actividad catalitica de CYP2B4 inmovilizada en A} MCM-41h (1.5 nmol de enzima y
diferentes concentraciones de anilina de 0.2 a 6.4 mM).

El CYP2B4 purificado tuvo el mismo comportamiento que el CYP2B4 sigma, es
decir solo tuvo actividad catalitica inmovilizada en AI-MCM-41h. La actividad del
CYP2B4 purificada inmovilizada en este material fue de 0.12 + 0.007 nmol de p-
aminofenol/nmol de enzima por min, muy semejante a la obtenida con CYP2B4
sigma inmovilizada. Sin embargo, comparada con el CYP2B4 purificada sin
inmovilizar esta mantuvo solo una décima parte ya que la actividad de la enzima
pura fue de 1.5 + 0.07 nmol de p-aminofenol/nmol de enzima por min, lo cual
podria indicar que se requiere mayor cantidad de aluminio en MCM-41 ya que no

es suficiente cuando la actividad de la enzima es mayor.

El hecho de que CYP2B4 sigma y CYP2B4 purificada tengan actividad solo en el
material AI-MCM-41h y no en AI-MCM-41a y Cu-MCM-41a a los cuales se les
impregno el metal, puede ser debido a la interaccion entre el CYP2B4 y el metal

en la superficie del material lo cual impide que el metal participe durante el
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proceso catalitico. Por lo tanto, es importante que para la catalisis el metal no se
una a la enzima para que este pueda participar en la transferencia de electrones
como sucede durante la reduccion del Cu*®> a Cu'en reacciones con

carotenoides!®.

6.6. TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DE CYP2B4
INMOVILIZADA EN MCM-41 MODIFICADA CON COBRE Y
ALUMINIO

Con el objetivo de explorar si existe transferencia de electrones entre AI-MCM-
41h y CYP2B4 durante la transformacion de anilina a p-aminofenol se hicieron
estudios de resonancia paramagnética electrénica (EPR). Primero se caracterizé
CYP2B4, encontrando un espectro rémbico con valores de g= 2.4205, 2.2442 y
1.9165 el cual se muestra en la figura 21 y es caracteristico de hierro en bajo
espin para CYP2B4 "4,

La figura 22 muestra el espectro EPR de NADPH, a diferencia de AI-MCM-41h y
anilina, éste fue el unico componente de la reacciéon que mostré senal, la cual es
un singulete, caracteristico de un radical libre con valor g = 2.0180. El ancho de la
sefal '0.86 mT es debido a la interaccion hiperfina no resuelta, que se origina
posiblemente por la interaccion entre los electrones del anillo de isolliazida de las
moléculas de NADPH.
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Figura 21. Espectro EPR de CYP2B4 (120 uM) con valores de g,=2.4205, g,= 2.2442, g.=1.9165
caracteristicos del atomo de hierro en bajo espin (s = '2): el espectro fu¢ obtenido a 77 K,
frecuencia de microondas, 8.8582 GHz; potencia de microondas, 25 mW; frecuencia, 100 kHz;
ganancia 2 x 1000.
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Figura 22. Espectro EPR de NADPH el cual muestra un singulete caracteristico de un radical libre
con un valor de g =2.01; el espectro fué obtenido a 77 K, frecuencia de microondas, 9.400 GHz;
potencia de microondas, 1 mW; frecuencia, 100 kHz; ganancia 6.3 x 100.
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6.6.1. TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DE CYP2B4 INMOVILIZADA
EN MCM-41 MODIFICADA CON ALUMINIO

Cuando los experimentos EPR se hicieron con CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-
41h, se observo en el espectro EPR una sefal con valor de g= 2.2442, esta sefial
se debe a el rasgo principal del espectro EPR de CYP2B4; sin embargo debido a
que la concentracion de CYP2B4 es baja, los otros dos rasgos del espectro
rombico con valor de g= 2.4205 y 1.9165 no aparecen (Figura 23a). En este
espectro podemos observar otra sefal con g= 1.98, la cual es asignada a defectos
puntuales en la estructura del material, dichos defectos son producidos por
esfuerzo mecanico. Cabe mencionar que la sefial con g = 1.98 ha sido identificada
cuando AI-MCM-41 es irradiada (figura 24), por lo tanto AI-MCM-41h fue irradiada
por 2 min con una lampara tungsteno a 200 W y se obtuvo una sefal con valor de
g semejante debida a la formacion de centros V (defectos puntuales),la sefial con
g= 2.25 en el mismo espectro, fue asignada a CYP2B4. Debido a que la enzima
posee algunas regiones con un diametro mayor que el diametro del poro del
material. Se pueden producir defectos en el material, sin embargo éstos no
fueron observados mediante DRX ya que el patrén de DRX es el mismo antes y

después del proceso de inmovilizacion ',

Cuando a la misma muestra se le adicion6 anilina (20 mM), en el espectro EPR
aparece la sefial correspondiente a CYP2B4 con valor de g=2.2442, sin embargo,
es importante mencionar que como se muestra en la figura 23b, la intensidad de
esta sefal se incrementa 1.5 veces. Esto se debe a que la anilina es un substrato
tipo Il y causa un aumento en el contenido de hierro en bajo espin '"*!. Por lo
tanto, podemos observar que la anilina causa el mismo efecto en el hierro del

grupo hemo a pesar de que CYP2B4 esta inmovilizada sobre AI-MCM-41h.

60



Estudio de la actividad catalitica y transferencia de electrones de CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con cobre y
aluminio

r T T T T T
2600 2800 3000 3200 3400

b
! I ' I ' I ' I ' I}
2600 2800 3000 3200 3400
C
! I ' I ' I ' I ' I}
2600 2800 3000 3200 3400
Gauss

Figura 23. Espectros EPR de CYP2B4 a) CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41h, b) CYP2B4

inmovilizada en AI-MCM-41h mas anilina (20mM), ¢) CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41h

mas anilina y NADPH. El espectro fue obtenido a 77 K, Frecuencia de microondas, 9.096 GHz;
potencia de microondas, 20 mW; frecuencia, 100 kHz; ganancia 4 x 10",

Finalmente, al anadir el NADPH a la misma muestra, se observo un incremento
en la sefal con valor de g=1.98, esto es debido a la transferencia de electrones en
la reaccién, ya que en la misma reaccion fue posible observar disminucion en la
senal con g = 2.2442 correspondiente al hierro de CYP2B4 lo que corrobora que

el Fe* se reduce a Fe*? debido a la transferencia de electrones (figura 23c). En el
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espectro de la figura 23c en g=1.98, es posible observar otra sefial sobrepuesta,

la cual es debida a NADPH remanente.

! 1 ! | ! | ! | ' | ! 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600

Gauss

Figura 24. AI-MCM-41h irradiada por 2 min a 200 W con una lampara tungsteno.

Utilizando temperatura variable durante los experimentos EPR y analizando la
reaccion después de 15 minutos de iniciada, fue posible observar a 120 K tres
sefales bien resueltas (figura 25). La primera, una sefial con g= 4.3 que es
caracteristica de hierro con espin de 5/2, esto se debe a que durante el ciclo
catalitico de CYP2B4 el hierro del grupo hemo puede estar cambiando de bajo a

alto espin %34,

En g= 2.24, se observd un conjunto de sefales las cuales son asignadas a
cambios en el ambiente quimico de la porfirina durante la reaccion. Por ultimo la
tercer senal en este espectro, aparece en g=2.03, ésta fué asignada a hierro no
hemo, ya que durante la inmovilizacién y la reaccion parte del hierro del grupo

hemo podria desprenderse de la porfirina debido a la tensién mecanica !''".

62



Estudio de la actividad catalitica y transferencia de electrones de CYP2B4 inmovilizada en MCM-41 con cobre y
aluminio

g=2.24

g=2.24

Figura 25. Espectro EPR de la reaccion de CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41h (3 nmol);
NADPH vy anilina. El espectro fue recorrido a 120 K, frecuencia de microondas, 8.8616 GHz;
potencia de microondas, 25 mW; frecuencia, 100 kHz; ganancia 2 x 1000.

6.6.2. TRANSFERENCIA DE ELECTRONES DE CYP2B4 INMOVILIZADA
EN MCM-41MODIFICADA CON COBRE

Para estudiar la transferencia de electrones entre CYP2B4 y Cu-MCM-41a, se
obtuvo el espectro EPR de Cu-MCM-41a el cual es mostrado en la figura 26a.
Este espectro muestra una sefial con valores de gx= 2.07, 9y,=2.13 y 9,,=2.49
las cuales son semejantes a los reportados para Cu (Il) ortorémbico !,
Posteriormente, se obtuvo el espectro para CYP2B4 inmovilizada en Cu-MCM-
41a (figura 27a). En este espectro aparece una sefal con valor de g=1.99
nuevamente. Esta sefial indica la interaccidn entre cobre y NHz a partir de
aminoacidos como lisina y arginina, los cuales se encuentran en la superficie de la
enzima. Este tipo de interaccién ha sido observada cuando el amoniaco es

adsorbido sobre Cu-MCM-41 formando complejos tipo [Cu(NH3)J**.
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Esto indica que la unién entre Cu-MCM-41a y CYP2B4 se lleva a cabo mediante
los residuos amino de las cadenas laterales de CYP2B4 al igual que sucede
durante el reconocimiento entre CPR y CYP2B4. Esto puede ser importante para

"7y Nadler '"® han reportado que

la transferencia de electrones ya que Tamburi
la unién entre CPR y CYP-450 es a través de interacciones electrostaticas, entre
los grupos carboxilos provenientes de acido glutdmico y aspartico de CPR, los
cuales se unen a nitrégenos protonados como los de lisina y arginina que se
encuentran en la superficie de CYP-450 y sirven para unir y orientar las dos
proteinas, mientras que las interacciones hidrofébicas entre los aminoacidos no
polares, (leucina, triptofano, valina etc) sirven para mantener las dos proteinas lo

suficientemente cerca para la transferencia de electrones.

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3B00 0 3800
Gauss

Figura 26. Espectro EPR de a) Cu-MCM-41a y b) Ca MCM-41a mas NADPH.
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Cuando a CYP2B4 inmovilizada en Cu-MCM-41a se le adiciono anilina (figura
27b), se mantuvo la misma senal. Cuando NADPH fue adicionado a la misma
muestra (figura 27c¢) la sefial disminuyo, lo cual indica que Cu*? coordinado con
grupos amino se redujo a Cu®. La figura 26b muestra la reduccién del cobre por
NADPH. Durante estos experimentos no fue posible observar la sefal
correspondiente a CYP2B4, debido a que se encuentran a igual campo que la
sefal de cobre y esta ultima es muy intensa en comparacion con la sefal de
CYP2B4.

T ' T ' T ' T
2500 3000 3500 4000

GAUSS

Figura 27. Espectro EPR de a) CYP2B4 inmovilizada en Cu-MCM-41a, b) CYP2B4 inmovilizada
en Cu-MCM-41a mas anilina, ¢) CYP2B4 inmovilizada en Cu-MCM-41a mas anilina y NADPH.
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Dado que no se observo actividad catalitica con CYP2B4 sigma y CYP2B4
purificada inmovilizadas en Cu-MCM-41a, es posible que no exista transferencia
de electrones entre el material, el metal y CYP2B4. Esto es debido a que la
interaccién entre los grupos amino de CYP2B4 y el Cu*? son mas fuertes que la
interaccién entre el cobre y los grupos silanol (O-Si) del material, ya que ha sido
reportado que el enlace entre el Cu*? a MCM-41 es débil y que la adsorcién de
moléculas polares como los grupos amino rompen los cuatro sitios de
coordinacion entre el cobre y el material originando la coordinacién sélo entre el
cobre y la molécula adsorbida '"®. Por lo tanto, pueden existir interacciones entre

la enzima y el material e interacciones entre el cobre y los grupos amino.

Para elucidar si la senal con valor de g=1.99 originada cuando CYP2B4 es
inmovilizada en Cu-MCM-41a se debe a la interaccion entre Cu y los residuos
amino de los aminoacidos como arginina, lisina etc, se realizaron experimentos
empleando 1,8 diaminooctano, el cual tiene en ambos extremos 2 grupos amino.
Los espectros obtenidos muestran la misma senal que aquellos obtenidos cuando
la enzima es inmovilizada en el material con cobre sugiriendo que la interaccion

es a través de los grupos amino (figura 28).

Dado que en el espectro se observan dos senales se realizaron experimentos con
saturaciéon de potencia para corroborar si son dos senales diferentes o solo una.
Ademas, se realizaron experimentos utilizando acido succinico el cual tiene 2
grupos carboxilo en sus extremos para descartar que la sefial encontrada en el
espectro EPR de la enzima inmovilizada en Cu-MCM-41a sea debida a
interacciones entre el cobre y grupos carboxilicos de aminoacidos como aspartico
y glutamico. Con estos experimentos no se observd ninguna sefial (figura 29), lo
cual confirma que la sefial encontrada en el espectro EPR con 1,8 diaminooctano
en Cu-MCM-41a se debe a interacciones entre el cobre y grupos amino y no a

interacciones entre el cobre y grupos carboxilo.
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Figura 28. Espectro EPR de 1,8, diaminooctano inmovilizado en Cu-MCM-41a.
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Figura 29. Espectro EPR del acido succinico inmovilizado en Cu-MCM-41a.
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6.7. ENERGIAS HOMO-LUMO DE HEMOS MODIFICADOS

Debido a que es importante estudiar tanto la geometria como las propiedades
electrénicas de los grupos hemo, los cuales juegan un papel importante durante la
catalisis de muchas hemoproteinas; en este trabajo se pretendia sintetizar dos
derivados de hemos uno con electroatractores en los vinilicos y otro en los
propidnicos, una vez sintetizados estos serian intercambiados en CYP2B4 por su
grupo hemo. Sin embargo esto no nos fue posible debido a que la enzima dejo de
ser comercializada un afo y medio después de haberse iniciado este trabajo, y su
purificacion requiri6 de mucho tiempo, obteniéndose cantidades muy pequefas
(150 nmol) de enzima. Sin embargo, con la informacién recopilada y analizada, se
desarrollo un trabajo tedrico del cual los resultados obtenidos se describen a

continuacion.

Tomando en cuenta la importancia de las propiedades electronicas de los grupos
hemo, para este trabajo se decidid calcular la energia del orbital molecular
ocupado de mayor energia (HOMO) y la energia del orbital molecular desocupado
de menor energia (LUMO), de los derivados enlistados en la tabla 2. Los
principales cambios consistieron en modificaciones en los grupos vinilicos
originando los hemos 2,3,4 y propionicos obteniéndose 5, 5-cis, 6, 6-cis a partir
de 1. Primero se calculé la energia de HOMO-LUMO para 1. Como puede
observarse en la figura 30 (izquierda) el orbital HOMO es localizado
principalmente en C-7 y C-4, como resultado de su efecto electroatractor sobre el
atomo de hierro, lo cual a su vez causa un incremento en la energia LUMO en el
atomo de hierro (Figura 30; derecha). Por lo tanto, este resultado puede explicar
porqué el grupo hemo 1 puede llevar a cabo reacciones de oxido-reduccion
mediante un reconocimiento LUMO del atomo de hierro del grupo hemo, el cual
es deficiente en electrones, con el HOMO del sustrato. Ademas, cuando la
energia LUMO en el atomo de hierro es alta, su potencial redox se puede

incrementar.
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Figura 30. Estructuras en tercera dimension de las energias HOMO (izquierda) y LUMO (derecha)
de 1.
Lee et al. ""®! encontré que al modificar los grupos funcionales de 1 originandose
2 y 3 los potenciales redox cambiaban, concluyendo que el grupo vinilo de la
posicion 4 tiene una influencia electroatractora sobre la estructura de la porfirina,
mientras que el mismo grupo en la posicién 2 tiene un menor efecto juzgado, por
sus potenciales de reduccién, los cuales fueron de -38 + 1.7 mV; - 7.6 + 2.7 mVy
-1.9+ 1.6 mV para 3, 2 y 1 respectivamente. Como puede observarse en la figura
31, el derivado 3 tiene mayor energia HOMO en el atomo de hierro que 1y 2. En
esta figura podemos observar que 2 tiene mayor densidad HOMO en la posicion
4, lo cual es debido al efecto electroatractor del grupo vinilo un efecto que no fue
observado para el mismo grupo en la posicion 2 de 3 a pesar de que el grupo
vinilo, en la posicion 4 fue eliminado. Por lo tanto este resultado confirma que el
vinilo localizado en la posicién 4 juega un papel importante como un grupo
electroatractor. Lo anterior nos permite concluir que el grupo vinilo localizado en la
posicion 2 tiene efectos electrénicos sobre la estructura de la porfirina, mientras
que el grupo en la posicidn 4 tiene efectos electronicos sobre el atomo de hierro a

través de un fendmeno de resonancia.
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Figura 31. Estructuras en tercera dimension de las energias HOMO de 2 (izquierda) y 3 (derecha).

Se realizaron modificaciones en los grupo propiénicos con base en lo reportado
por Torres et. al. "% quien modifico los grupos propidnicos de la hemoglobina
mediante esterifiaciones con p-aminofenol (electrodonador) y p-nitrofenol
(electroatractor), los cuales fueron empleados en este trabajo obteniéndose los
derivados 5 y 6. Al realizar los calculos con estos hemos modificados, la regién
que tiene el anillo de p-nitrofenol interacciona con el grupo vinilico localizado en la
posicion 2, por lo tanto a éstos derivados se les adiciond el residuo de cisteina
(Cis) como quinto ligante para evitar la interaccion. Como se muestra en la figura
32, una vez que el residuo de cisteina, se adiciono el grupo propionico esterificado
ya no se plego sobre el grupo vinilo. Contrario a lo esperado, la sustitucién con p-
nitrofenol incremento la densidad LUMO sobre los enlaces sp® localizados en los

grupos propionicos en lugar de incrementarla en el atomo de hierro.
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Otro hemo explorado fue 6 el derivado que tiene una esterificacion con p-
aminofenol. Con esta sustitucion se observa un incremento en la densidad HOMO
en las posiciones 2 y 6, con lo cual se evita que estas interaccionen. Ademas ésto
permite que la mayor densidad esté alejada del atomo de hierro y por lo tanto su
densidad LUMO sea mayor favoreciendo asi la actividad catalitica al incrementar

su potencial de reduccion.
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Figura 32. Energias de LUMO de 5 (derecha) y de 5-Cis (izquierda)

Por lo tanto, los derivados los cuales han sido reportados que incrementan la
actividad catalitica de algunas hemoproteinas, mostraron una mayor densidad
LUMO en el adtomo de hierro o en los carbonos sp® debido a que estos poseen
grupos electroatractores. La modificacion del grupo hemo con un grupo
electrodonador o la sustitucion de un grupo vinilo de la posicion 4 por un H
incrementan la densidad HOMO en el atomo de hierro, dando a estos derivados
menor potencial de reduccién y por lo tanto disminuyendo la actividad

catalitical'?".
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Dado que existe correlacion entre los calculos tedricos obtenidos y la actividad
reportada para algunas hemoproteinas con estos hemos modificados; los hemos
con mayor densidad LUMO podrian dar una mayor actividad a las enzimas del
CYP450, ademas otros sustituyentes podrian ser evaluados con el objetivo de

incrementar la densidad LUMO.
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7.- DISCUSION

CYP2B4 una isoforma del complejo multienzimatico citocromo P-450 fue
inmovilizada en MCM-41, el cual ha tenido una gran aplicacion para la
inmovilizacién de enzimas. Primeramente MCM-41 fue modificado con aluminio
(AI-MCM-41) y con cobre (Cu-MCM-41) obteniéndose un material con suficiente
area especifica (500-1000 m? /g) y didmetro de poro aceptable (34-51 A) para la
inmovilizacién de enzimas!’""® datos mostrados en la tabla 5. Por lo tanto, Al-
MCM-41 y Cu-MCM-41 resultaron ser unos buenos materiales para la
inmovilizacién de CYP2B4, como lo ha sido para la inmovilizacién de papaina,
tripsina, citocromo c entre otras, ya que el 95% de CYP2B4 contenido en la

solucién inicial (9 uM) fue inmovilizado.

Dos rutas de sintesis para la obtencion de MCM-41 fueron empleadas; la primera,
mediante sintesis hidrotérmica se obtuvo AI-MCM-41h, en donde el metal se
incorporo en la estructura del material. La segunda sintesis fue llevada a
temperatura ambiente en donde el metal se une a la superficie del material una
vez que éste ha sido sintetizado obteniéndose AI-MCM-41a y Cu-MCM-41a. La
ruta de sintesis fue de gran importancia ya que tanto CYP2B4 sigma como
CYP2B4 purificada so6lo mostraron actividad catalitica cuando fueron
inmovilizadas en el material obtenido mediante sintesis hidrotérmica y no cuando
fueron inmovilizadas en los materiales obtenidos a temperatura ambiente. El
hecho de que CYP2B4 sigma y CYP2B4 purificada tuvieran actividad catalitica
solo en el material obtenido por sintesis hidrotérmica se debe a que en el material
obtenido a temperatura ambiente el metal queda en la superficie e interacciona
con la enzima que va a ser inmovilizada y por lo tanto la enzima impide que el
metal quede libre para participar durante el proceso catalitico. Para Cu-MCM-41a

y AI-MCM-41a con el metal en la superficie ha sido reportada su participacion en
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procesos cataliticos con carotenoides, en donde el metal se encuentra en la
superficie y entra en contacto con la molécula de carotenoide. Sin embargo no
sucede lo mismo con el material de aluminio obtenido mediante sintesis
hidrotérmica en donde el metal se encuentra incorporado en su estructura y no en
la superficie. Por lo tanto, al igual que ha sido reportado para otros materiales la

ruta de sintesis les confiere propiedades diferentes!®®.

Mediante los analisis de EPR se obtuvo el espectro que corresponde a CYP2B4
(Fig 21) en el cual se observé una sefal rémbica con valores de g = 2.4205,
2.2442 y 1.9165 caracteristica de hierro (+3) en bajo espin esta sefal ha sido
reportada también para otras isoformas del citocromo P-450 que tienen hierro (+3)
en bajo espin como CYP3A4, la cual es una de las principales isoformas en el

metabolismo de farmacos.

Cuando CYP2B4 fue inmovilizada en AI-MCM-41h en el espectro EPR se
observaron 2 sefiales (Fig. 23a); la primera con un valor de g = 2.2442, la cual fue
asigada a la senal principal de CYP2B4, las otras sefales que conforman la

sefial rdbmbica no fueron observadas debido a que la cantidad de CYP2B4
inmovilizada es baja y por consiguiente la cantidad de hierro, sin embargo, esta
sefal mostrd que la enzima se encuentra inmovilizada en el material ya que con el
material sélo no fue observada. La segunda sefial de este espectro tuvo una g=
1.98 como un singulete, esta senal fue asignada a cambios en la coordinacion del
hierro ya que ha sido reportada cuando el hierro pierde la molécula de agua que
posee como sexto ligante y se une al sustrato [''¥. Ademas, una sefial con valor
de g semejante a sido asignada a centros V originados en el material cuando es
irradiado, esta sefal es generada ya que el atomo de oxigeno tiene un electron
libre ['2Y por lo tanto, es posible también que centros de este tipo sean generados
por esfuerzos mecanicos, lo cual nos indica que la interaccion entre CYP2B4 y Al-

MCM-41h produce cambios tanto en la enzima como en el material y que estos
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cambios pueden contribuir a la catalisis durante la transformacion de anilina a p-

aminofenol.

Al adicionar anilina a la reaccion con CYP2B4 inmovilizada la sefial principal de
CYP2B4 (g=2.2442) se incremento indicando su union al grupo hemo de CYP2B4
ya que ha sido reportado que cuando se adiciona anilina se incrementa el
contenido de hierro en bajo espin y eso hace que la sefial se incremente; por lo
tanto anilina interacciona con el grupo hemo de CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-
41h. (Fig. 23b) Al adicionar NADPH a la reaccién se observé un incremento en la
sefal con g= 1.98, esto es debido a la transferencia de electrones durante la
reaccion, ademas la senal principal de CYP2B4 proveniente del hierro en bajo
espin con g= 2.2442 disminuyd, indicando que el Fe* fue reducido a Fe*? ya que
el hierro en este ultimo estado de oxidacion no es una especie paramagnética y
por lo tanto no origina una sefial EPR. Aunque con estos experimentos fue posible
determinar que existe transferencia de electrones entre CYP2B4, AI-MCM-41h y
NADPH, no fue posible determinar si algiun aminoacido participa en dicha

transferencia.

Experimentos de EPR a temperatura variable también permitieron identificar
cambios durante la reaccion (Fig. 25), ya que en un espectro obtenido a 120 K se
observé un cambio en el espin del atomo de hierro de CYP2B4 de bajo a alto
espin, esto es importante ya que ha sido reportado que durante el ciclo catalitico
de citocromo P450 se originan cambios en el estado del espin de hierro %,
ademas a esta temperatura (120K) se lograron observar cambios en la estructura
de la porfirina ya que la sefal con g=2.2442 se convirti6 en un grupo de senales

las cuales son debidas a cambios en el ambiente cristalino de la porfirina.

Los estudios de EPR empleando Cu-MCM-41a demostraron que parte del cobre
que es impregnado en el material puede interaccionar con grupos amino o

guanidino de los residuos de aminoacidos como lisina, arginina etc, ya que se
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observa una sefal con g=1.99, la cual ha sido encontrada cuando amoniaco es
adsorbido sobre Cu-MCM-41a "%, esta interaccién es muy importante ya que son
los grupos amino de la superficie de CYP2B4 los que interaccionan con la
superficie de CPR y por lo tanto se podria obtener una interaccién semejante, sin
embargo CYP2B4 inmovilizada sobre Cu-MCM-41a no tuvo actividad catalitica
esto es debido a que el enlace entre el cobre y el material es debilitado debido a
la interaccién entre el cobre y los grupos amino de CYP2B4. Por lo tanto la sefal
obtenida mediante EPR y los datos de actividad, sugieren que el cobre se
encuentra unido a los grupos amino de la enzima y no a la superficie del material
evitando que se lleve a cabo la transferencia de electrones entre el material y la

enzima, tal y como ha sido reportado para Cu-MCM-41a y carotenoides ['??),

Estos resultados muestran que AI-MCM-41h resulté ser el mejor material para
inmovilizar CYP2B4 manteniendo su actividad catalitica en ausencia de CPR
debido a que el material participa en la transferencia de electrones corroborado
mediante estudios de EPR. CYP2B4 inmovilizada tendria aplicacion en estudios
de biotransformacion de farmacos o de nuevos compuestos con actividad

biolégica ya que seria posible llevar a cabo estas reacciones a un menor costo.

Ademas este trabajo muestra que la actividad de CYP2B4 puede ser mejorada,
mediante modificaciones en los grupos propionicos y vinilicos del grupo hemo
evaluado mediante estudios tedricos de orbitales frontera. Los resultados
muestran que al sustituir el grupo vinilico de la posicién 4 por un H, la densidad
electronica en el atomo de hierro se incrementa y esto ocasiona que su potencial
redox disminuya. (Fig. 30) Esto no fue observado al sustituir el grupo vinilico de la
posicion 2 con el mismo grupo lo cual confirma que el grupo de la posicion 4

ejerce un efecto electroatractor.
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Modificaciones en los grupos propidnicos con moléculas electroatractoras y
electrodonadoras muestran que la densidad LUMO en el atomo de hierro y en los
carbonos sp° de los grupos propionicos se incrementa con electroactractores (Fig.
32), esto significa que al modificar el grupo hemo con moléculas electroatractoras
el potencial redox del hierro se incrementa y puede originar que la actividad
catalitica mejore, al igual que ha sido reportado para otras hemoproteinas como la

hemoglobina.
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8. CONCLUSIONES

CYP2B4 puede ser inmovilizada sobre AI-MCM-41h y Cu-MCM-41a ya que el
area especifica de estos materiales es grande y logran inmovilizar cerca del 95%

de la enzima contenida en la solucion inicial (9 uM).

CYP2B4 inmovilizada en AI-MCM-41h tuvo actividad catalitica contrario a lo
observado con AI-MCM-41a y Cu-MCM-41a lo cual sugiere que la ruta de sintesis
de los materiales es de gran importancia ya que el material en el cual la enzima
tuvo actividad catalitica fue el que se obtuvo mediante sintesis hidrotérmica, en
donde el metal es incorporado en la estructura del material, contrario a los
materiales obtenidos a temperatura ambiente en donde el metal se encuentra en
la superficie. Lo cual indica que en AI-MCM-41h la enzima entra en contacto con
los defectos puntuales producidos, mientras que en los materiales AI-MCM-41a y

Cu-MCM-41a la enzima interacciona con el metal en la superficie.

Existe transferencia de electrones entre CYP2B4, AI-MCM-41h y NADPH
corroborado mediante estudios de EPR en donde fue posible observar el
incremento en la sefal a g=1.99 debido a la transferencia de electrones y la
disminucién de la sefal g=2.2442 debido a la reduccion del Fe™ a Fe'?

confirmando la participacion del material en dicha transferencia.

A pesar de que existe entre CYP2B4 y el material con cobre una interaccion
semejante a la de CYP2B4 con CPR, CYP2B4 inmovilizada en Cu-MCM-41a no
tuvo actividad catalitica, debido al rompimiento de enlaces entre el cobre y el

material.
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Las modificaciéon del grupo hemo con sustituyentes electroatractores permite
incrementar la densidad LUMO en el atomo de hierro, es decir, disminuir su
densidad electronica, incrementando asi su potencial de reduccion y por

consiguiente su actividad catalitica.
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9. PROPUESTAS

Sintetizar materiales con cobre incorporado en la estructura del material e

inmovilizar y evaluar la actividad catalitica de CYP2B4.

Identificar nuevamente la sefial entre la enzima y el material con cobre para
estudiarla mediante técnicas de resonancia doble de electron y nucleo (Electrén
Nuclear Double Resonance: ENDOR)

Modificar los residuos de aminodacidos lisina, arginina, histidina de la superficie de
CYP2B4 e inmovilizarla en Cu-MCM-41 para observar que sucede con la senal
obtenida en EPR.

Modificar in vitro el grupo hemo de CYP2B4 purificada con el propdsito de
incrementar su actividad catalitica y correlacionar estos resultados con los

estudios teodricos realizados en esta tesis.
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Abstract Mobil Crystalline Material (MCM-41)
can be used for the immobilization of enzymes
and the investigation of electron transfer in
biological systems. Electron transfer between
MCM-41 with aluminum (Al-MCM-41) and cyto-
chrome P-450 (CYP2B4) was observed using
electron paramagnetic resonance (EPR). When
CYP2B4 was immobilized by adsorption, it cat-
alyzed the conversion of aniline to p-aminophe-
nol. The electron transfer was evidenced when
the signal with a g value (also called g-factor or
spectroscopic manifestation of the magnetic mo-
ment) of 1.98 increased at the same time that the
signal with a g value 2.24 decreased due to the
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addition of NADPH to CYP2B4 immobilized on
AI-MCM-41, indicating that Fe'"! was reduced to
Fe''. Therefore, it is possible that AI-MCM-41
participates in the electron transfer process in
biological systems.

Keywords Cytochrome P-450 - Electron
transfer - Electron paramagnetic resonance -
Mesoporous materials

Introduction

The cytochrome P-450 (CYP450) enzyme family
encompasses heme proteins that catalyze mo-
nooxygenation, epoxidation and heteroatom oxi-
dation of a wide variety of organic molecules
(Seurioukova et al. 1999).

Electron transfer from a redox partner to the
CYP450 is a important step during its catalysis
(Guengerich and Johnson 1997; Lu and Coon
1968; Morgan and Coon 1984). Interest has been
focused on the molecular basis of functional
complex formation between CYP450 and its
redox partners such as cytochrome P-450 reduc-
tase (CPR) (Tamburini and Schenkman 1986). In
this complex, both electrostatic and hydrophobic
forces in protein—protein interactions are in-
volved (Shen and Strobel 1992).

Most of the studies on the biotransformation of
drugs with CYP450 enzymes have been carried
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out by using reconstituted systems based on a
redox partner such as CPR. Recently, we re-
ported that cytochrome P-450 2B4 (CYP2B4) still
has catalytic activity when immobilized on a
mesoporous material, Mobil Crystalline Material
with aluminum (AI-MCM-41), in the absence of
the CYP P450 reductase using NADPH as an
electron source (Rosales et al. 2005). This system
could be useful for determining how electron
transfer occurs between CYP450 and its redox
partner, as well as for biotransformation studies
in vitro.

MCM-41 has a uniform hexagonal arrange-
ment, a pore diameter of 2-10 nm and a surface
area of about 1,000 m*g (Kresge et al. 1992).
This material can be modified with different
metals such as Cu'l, Ti'V, A" etc., which give
to it additional properties during the process of
electron transfer (Jeevarajan et al. 1993; Kon-
ovalova and Kispert 1998).

Although it has been proposed that the acidic
sites of the MCM-41 framework act as an electron
acceptor, the nature of electron acceptor centers
is still unclear.

In the present work, we have examined the
electron transfer between AI-MCM-41 and
immobilized CYP2B4 by using EPR analysis
and employing aniline as a substrate. The
results showed that the electron transfer occurs
when NADPH is added to CYP2B4 immobilized
on AI-MCM-41, since the reduction of Fe'l
to Fe'' from CYP2B4 was observed by EPR
measurements.

Methods
Synthesis and characterization of AI-MCM-41

MCM-41 was obtained as previously reported
(Rosales et al. 2005). The MCM-41 obtained was
used to prepare the AI-MCM-41 (Si/Al = 100).
Identification of the phases was determinated
by X-ray diffraction with a Siemens D-5005 X-ray
diffractometer  using nickel-filtered CukK,
(4 = 1.5406 A) radiation. The scanning range
was from 260 = 1.5-20° and the step size was
0.02°. The nitrogen adsorption isotherms at 77 K
were measured on a Micrometrics ASAP 2405

@ Springer

instrument. The specific surface area was
calculated by the Brunauer-Emmett-Teller
(BET) method using the adsorption data from
P/P,=0.06 to 0.2. The pore size was calculated
by the Barrett-Joyner-Halenda (BJH) method.
The morphology of MCM-41 particles was deter-
mined on a Jeol 100CX-II electron microscopy.

Immobilization of CYP2B4

CYP2B4 from rabbit liver was purchased from
Sigma-Aldrich and was used as received without
further purification. The enzyme immobilization
was based on the Diaz and Balkus (1996) method.
The solid support (0.025 g) was suspended in
0.5ml 9 uM CYP2B4 solution at pH 7.4 in a
0.1 M KH,PO,/K,HPO, buffer for 2 h at 4°C
under constant stirring. The supernatant was
separated from the solid materials by filtration.
The amount of enzyme immobilized on the solid
supports was determined by using the bicinchon-
inic acid protein assay (BCA) measuring the
protein concentration.

Enzymatic activity measurement

The oxidation of aniline to p-aminophenol was
used to assess the activity of the immobilized and
free enzymes. The reaction was carried out for
30 min at 37°C in 0.5 ml containing 100 mM
KH,PO4/K,HPO, buffer pH 7.4, 1 mM NADPH
and aniline from 0.2 mM to 6.4 mM. When the
reaction was done with the free enzyme, 1 nmol
CYP2B4 and 2 mM H,0, were used. The same
amount of the enzyme was used when it was
immobilized. The reaction was stopped by
the addition of trichloroacetic acid to give 7.5%
(w/v). The reaction mixture was centrifuged at
1840g. Afterwards, the p-aminophenol determi-
nation was carried out according to the method
reported by Kanaeva et al. (1992).

EPR measurements

EPR measurements were carried out at X-Band
frequency (9.2 GHz) with a Varian E-12 EPR
spectrometer (University of Alabama, USA) and
a JEOL JES-RES 3X spectrometer (Mexico)
operating at 100 kHz field modulation. The
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magnetic field was measured with a Bruker
(Billerica, MA) EPR 035 M gaussmeter and the
microwave frequency was measured with an HP-
52451 model frequency counter (both done at the
University of Alabama). The EPR X-band spec-
tra were recorded at variable temperatures from
room temperature to 77 K. Variable temperature
EPR measurements were recorded employing a
home-made device using liquid nitrogen. The g
values were calculated from measurements of the
magnetic field with a resolution of +0.01 mT by
using microwave frequency parameters and a
DPPH marker.

Results and discussion
Characterization of MCM-41

The X-ray diffraction patterns of AI-MCM-41 are
depicted in Fig. 1. The patterns of MCM-41 with
a Si/Al ratio of 100 and without aluminum are
typical of well-ordered specimens. Al-MCM-41
displayed an intense (100) diffraction peak and
two higher ordered (110) (200) hexagonal struc-
tured peaks. AI-MCM-41 has a BET surface area

30000

Arbitary Units

20

Fig. 1 X ray diffraction pattern of: (a) MCM-41 without
aluminum and (b) MCM-41 with Si/Al = 100

of 1056 m%g, a diameter of 54 A, and a pore
volume 1.47 cm’/g.

Enzyme adsorption and catalytic activity
of immobilized CYP2B4

According to the BCA assay, the amount of
immobilized CYP2B4 was 90%, due to the fact
that AI-MCM-41 has a sufficiently large area
where the enzyme can be adsorbed. The catalytic
activity of the free enzyme was 0.23 nmol p-
aminophenol formed/nmol enzyme per min, using
H,0, as an oxidant agent and 1.6 mM aniline
(Km = 1 mM). For the immobilized enzyme on
Al-MCM-41 (1.5 nmol) the catalytic activity was
0.13 nmol p-aminophenol/nmol enzyme per min
using the same concentration of aniline. Further
experiments were carried out by immobilizing
3 nmol enzyme on the material to achieve a more
extensive transformation of aniline to p-amino-
phenol; however, the enzyme converted
0.07 nmol p-aminophenol/nmol enzyme per min,
indicating a decrease rather than an increase in
the catalytic activity.

EPR spectroscopy

EPR studies were carried out in order to know
whether an electron transfer occurs between Al-
MCM-41 and CYP2B4 during the transformation
of aniline to p-aminophenol. For each of the
reaction components EPR measurements were
recorded with the aim of checking for the
presence of EPR signals before the reaction.
The free enzyme spectrum shows a single rhom-
bic line with g tensor values of g, = 2.4205,
gy = 2.2442, g, = 1.9165, shown in Fig. 2, charac-
teristic of low spin iron (s =1/2) in CYP2B4
(LeLean et al. 2000). NADPH showed a singlet
signal characteristic of a free radical with g = 2.01
and T' = 0.86 mT (Fig. 3). The linewidth of this
signal is due to unresolved hyperfine interactions
with the isoalloxazine ring of the NADPH mol-
ecules. Neither AI-MCM-41 nor aniline showed
an EPR signal, even under extreme conditions of
potency and temperature.

In the EPR experiments employing immobi-
lized CYP2B4 on AI-MCM-41 with Si/Al 100, an
EPR signal appeared at g = 2.25 (Fig. 4a) from
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Fig. 2 EPR spectra of CYP2B4 (120 uM) with g tensor
values of g, = 2.42, g, = 2.24, g, = 1.91 characteristic of low
spin iron (s = 1/2). The spectra was obtained at 77 K,
microwave frequency, 8.8582 GHz; microwave power,
25 mW; modulation frequency, 100 kHz; gain, 2 x 1,000

g=2.01

|
| T T 1 | T T T I
3350 3400
Gauss

Fig. 3 EPR spectra of NADPH shows a singlet signal
characteristic of a free radical with g = 2.01. The spectra
was carried out at 77 K, microwave frequency, 9.400 GHz;
microwave power, 1 mW; modulation frequency, 100 kHz;
gain, 6.3 x 100

CYP2B4. The g, and g, values were not well
defined due to the low concentration of CYP2B4.
In the same spectrum, there was a signal at
g = 1.98, which could be due to the formation of
point defects in the structure of AI-MCM-41, as a
similar signal has been observed in irradiated
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Al-MCM-41. Due to the fact that this signal was
assigned by Prakash et al. (1998) to V centers, in
this work a 200 W Hg lamp at a distance of 20 cm
was used to irradiate AI-MCM-41. In the EPR
spectrum a strong signal appeared at g = 1.99,
similar to that obtained with CYP2B4 immobi-
lized on AI-MCM-41 (data not shown).

The point defects in AI-MCM-41 could be
produced by mechanical stress because the
enzyme has some areas where its average diam-
eter is larger than the pore diameter of AI-MCM-
41 (Kittel 1996). By X-ray diffraction (XRD) it
was not possible to detect changes in the structure
of the AI-MCM-41, given that the spectrum was
the same before and after the immobilization
process (Rosales et al. 2005). However, structural
changes in AI-MCM were found by using EPR.

In addition, the signal at g = 1.98 could be
attributed to a removal of the sixth coordination
of the iron atom, originally occupied by a water
molecule. This allows for the relaxation of the iron
atom, thus lowering the rhombic distortion to the
octahedral field (LeLean et al. 2000). Since the
signal at g =191 was shifted to 1.98 during
the experiments with immobilized CYP2B4, we
can infer that the immobilization process causes
great changes in the electronic environment of
porphyrin. Also, during the immobilization the
enzyme could take on a different conformation.

Aniline in buffer was added to CYP2B4
immobilized on MCM-41 as a substrate (Fig. 4b)
in order to assess the catalytic activity. The EPR
spectrum with aniline showed the same signal at
g = 2.25 as for CYP2B4 without aniline, but with
a 1.5-fold greater intensity, due to a well known
property that aniline is a substrate type II and
thus causes an increase in the low-spin iron
content (Rein et al. 1977). Thus, we can conclude
that aniline produces the same effects on the
heme group, even though CYP2B4 is immobilized
on AI-MCM-41. Then, NADPH was added to the
same sample (Fig. 4c), which produced the reduc-
tion of Fe™ to Fe!! atom from CYP2B4, as shown
by the decrease in the intensity of the EPR signal
at g=2.25. In addition, the EPR signal at
g = 1.98 increased (Fig. 4c), indicating that an
electron transfer took place; also, an overlapping
signal appeared due to residual NADPH. There-
fore, the electron transfer occurs from NADPH
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Fig. 4 EPR spectrum of (a) CYP2B4 immobilized on Al-
MCM-41 showed two signal, one at g =2.25 which
corresponds to the iron from CYP2B4 and the other one
signal at g = 1.98 which could be due to either removal the
Fe™ atom sixth coordination or the formation of point
defects in the AI-MCM-41 structure, (b) CYP2B4 immo-
bilized on AI-MCM-41 using aniline as substrate, the signal
at g = 2.25 increase due to that aniline produce a change in
the heme group, (¢) CYP2B4 immobilized on AI-MCM-41
using aniline as substrate and NADPH as cofactor, the
signal at g = 2.25 decrease due to the reduction of Fe™™ to
Fe™ atom from CYP2B4; the spectrum were recorded at
77 K, microwave frequency, 9.096 GHz; microwave
power, 20 mW; modulation frequency, 100 kHz; gain,
4 x 10*

to the iron atom through AI-MCM41. However, it
is not possible to identify which aminoacids are
involved in the electron transfer because signals
from these were not observed.

Given that EPR experiments at 77 K did not
show changes in the signal from iron, EPR
measurements were carried out at a higher
temperature 15 min after the reaction was
started. The components of the reaction were
the same as the experiments measured at 77 K
(NADPH, aniline and 3 nmol of CYP2B4 immo-

I 1 I I T | | | | |
2000 3000
Gauss

Fig. 5 EPR spectra of reaction contained NADPH,
aniline and 3 nmol of CYP2B4 immobilized on Al-
MCM-41. The spectra was recorder at 120 K, the signal
at g = 4.3 is due to iron with spin 5/2, the group of signals
at g =224 could be due to structural changes in the
porphyrin and the signal at g = 2.03 corresponds to iron no
heme; microwave frequency, 8.8616 GHz; microwave
power, 25 mW; modulation frequency, 100 kHz; gain,
2 x 1,000

bilized on AI-MCM-41). Various signals appeared
in the EPR spectrum recorded at 120 K (Fig. 5):
one at g = 4.3 which is characteristic of iron with
a spin of 5/2, a group of signals at g = 2.25 which
was caused by structural changes in the porphyrin
during the catalytic transformation, and one at
g = 2.032 which was assigned to the non-heme
iron (Peisach and Blumberg 1970).
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