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RESUMEN

Después de la celulosa y la hemicelulosa, el almidén es uno de los polisacéridos de reserva
mas abundante en el planeta, sin olvidar otros polisacaridos también importantes como la
quitina, pectina y la inulina. Esta formado por dos tipos de polisacaridos: la amilosa y la
amilopectina, los cuales constan inicamente de mondmeros de D-glucopiranosa unidos por
enlaces a-1,4 o a-1,6. Para que la hidrolisis enzimatica del almidon sea mas eficiente se
requieren al menos tres tipos de amilasas: La a-amilasa (EC 3.2.1.1) la cual, realiza una
endohidrdlisis al azar en el enlace a-1,4 de la amilosa y la amilopectina. Los productos de la
hidrolisis de la amilosa son la maltosa, maltotriosa y oligosacéaridos superiores, mientras que
la hidrdlisis de la amilopectina genera maltosa, glucosa y dextrinas limite. La f-amilasa (EC
3.2.1.2) es una exoenzima que rompe el enlace a-1,4 en el extremo no reductor para producir
el disacarido B-maltosa, siempre y cuando, la cadena contenga un numero par de unidades de
glucosa y en el caso de tener un nimero impar, se libera glucosa. La y-amilasa (EC 3.2.1.3),
también llamada glucoamilasa, rompe el enlace a-1,4 de la amilosa y la amilopectina, algunos
glucanos y el enlace a-1,6 de la amilopectina para producir glucosa, maltosa, maltotriosa y
oligomaltosa. En el presente estudio se purificd y caracterizé a una amilasa del molusco
marino Megathura crenulata. La enzima se purificd por cromatografia de afinidad utilizando
agar como matriz de union, seguida de una exclusion molecular. Por espectrometria de
masas se determind que tiene una masa de 6.4 kDa. Esta enzima mostr6 indicios de ser una
a-amilasa, mostrdé una fuerte tendencia a oligomerizar, este comportamiento puede estar
favorecido por la presencia de 5.4 % de glicosilacién en su estructura. La actividad de la
amilasa mostré un optimo a pH 6 y 35 °C. Fue inhibida por completo en presencia de Cu*"y
Hg®" mientras que el Co*', Ni**, Ca?" aumentan su actividad. La amilasa mostro
termoestabilidad media, su Ty fue de 70 °C, su estabilidad se incrementa en amortiguador
de acetatos 50 mM pH 6 y en presencia de acetato de praseodimio, calcio, galactosa,
espermidina y glutation reducido. Los estudios de dicroismo circular en el ultravioleta lejano
demostraron que se trata de una proteina intrinsecamente desestructurada y que en presencia
de galactosa adquiere estructura donde predominan las hélices. Tiene actividad de lectina y

su especificidad es por galactésidos.
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ABREVIATURAS

BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albumina de suero de bovino
CMI: Concentracion minima inhibitoria
Da: Daltones

DC: Dicroismo circular

DHB: Acido 2,5-Dihidroxibenzoico
DNS: Acido dinitrosalicilico

DSF: Fluorometria Diferencial de Barrido (Por sus siglas en inglés, Differential scanning
fluorimetry)

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ECF: Eritrocitos de conejo formalinizados

kDa: kilo daltones

MALDI-TOF: Espectrometria de masas mediante ionizacion-desorcion por laser asistidas

por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo
nm: Nanometros

PEG: Polietilenglicol

PID: Proteinas intrinsecamente desordenadas

rpm: Revoluciones por minuto

RT PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (Por sus siglas en inglés,
Real Time Polymerase Chain Reaction)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de docedil sulfato de sodio

Stper DHB: mezcla de acido 2,5-dihidroxibenzoico con 4cido 2-hidroxi-5 metoxibenzoico

en una relacion 9:1



U: Unidad de actividad

UV: Ultravioleta



1.0 INTRODUCCION

El almidon es uno de los polisacaridos mas abundantes en el planeta después de la celulosa
y la hemicelulosa, los cuales se producen en las hojas de las plantas verdes, semillas, frutas,
tallos, raices y tubérculos. El almidon se compone de dos tipos de polisacaridos: amilosa y
amilopectina, compuestos exclusivamente de residuos de D-glucosa con enlaces a-(1,4) en
el caso de la amilosa y enlaces a-(1,4) y ~5% de ramificaciones con enlaces a-(1,6) en la
amilopectina, ambos combinados en un granulo insoluble en agua que es parcialmente
cristalino y cuyo tamaio, forma y morfologia dependen de su fuente biologica. Las amilasas
son las enzimas capaces de hidrolizar este polisacarido para formar productos compuestos

por diversas unidades de glucosa.! %>

Las amilasas son enzimas muy importantes en la industria biotecnologica, con
aproximadamente el 25% del mercado en la industria alimenticia. La degradacion enzimatica
del almidén por accion de la a-amilasa a escala industrial, ha sido practicada por muchos
afios y ha reemplazado considerablemente los procesos tradicionales de catdlisis acida. Se
estima que cerca del 75% de los jarabes y dextrosa solida son producidos mediante procesos
enzimaticos, es decir, una nueva tecnologia se ha acentuado en el area de la degradacion del
almidon por la accion de las amilasas, entre las que se encuentran la a-amilasa, B-amilasa,
amiloglucosidasa y pululanasa obtenidas principalmente de bacterias y hongos. Estas

enzimas actiian sobre el almidon hidrolizando enlaces glicosidicos a-(1,4) y/o a-(1,6).

El espectro de aplicacion de las amilasas es muy amplio, como la medicina, quimica clinica
y analitica, en la sacarificacion y licuefaccion del almidon para la produccion de bebidas
alcohdlicas, produccion de jarabes, en la industria textil, en alimentacion animal, industria
azucarera y en el tratamiento de aguas residuales, entre otras. Es por esto que se continta
con la busqueda de nuevas fuentes de amilasas como es el caso de los organismos marinos,
en los cuales se ha observado que presentan caracteristicas de actividad y estabilidad muy
interesantes para su aplicacion industrial. Por lo antes mencionado, en el presente estudio se
purifico y caracterizd a una amilasa termorresistente del tracto digestivo del molusco marino
Megathura crenulata, con el fin de profundizar en el conocimiento de las caracteristicas

bioquimicas y estructurales de la misma.



2.0. GENERALIDADES

2.1. Polisacaridos

Los polisacaridos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden tener una
funcion de reserva como el almidon, glucogeno, algunos B-D glucanos, fructanos y algunos
galactomananos; pueden tener una funcidn estructural, clasificdndose en: fibrosos como la
celulosa, quitina, 1,3-B-D mananos y de matriz, que se caracterizan por su capacidad de
formar geles (agar, carragenano, alginato, etc.) o bien, pueden actuar como sustancias de
reconocimiento celular (polisacaridos extracelulares antigénicos e inmunogénicos). Estos
polimeros (celulosa, quitina, etc) también llamados glicanos, se clasifican por los
carbohidratos que los forman, el tipo de enlace que los une, la longitud de sus cadenas y el
grado de ramificacion. Los homopolisacaridos estdn constituidos por un solo tipo de
monosacarido, mientras que los heteropolisacaridos estan constituidos de diferentes tipos de
monosacaridos. Pueden estar unidos por enlaces glicosidicos tipo alfa o beta. Los enlaces
alfa son mas débiles, se rompen y forman con gran facilidad, por lo que se encuentran en los
polisacéridos con funciones de alimentos de reserva, como el almidon o el glucogeno. El
enlace tipo beta es mucho mas estable y resistente, por lo que es caracteristico de
polisacaridos con funcion estructural, como es el caso de la celulosa. A diferencia de las

proteinas, los polisacaridos generalmente no tienen pesos moleculares definidos' % ¢

2.1.1 Almidon

Este polisacarido de reserva, se deposita en forma de granulos altamente ordenados de
diferentes formas, tamafios y composicion, segun su origen. El almidon es semicristalino,
insoluble en agua y estd empacado densamente en un pequefio volumen. A pesar de esta
insolubilidad el almidon estd accesible para una despolimerizacion enzimatica y puede ser
degradado por enzimas metabdlicas. Temporalmente se puede almacenar en los cloroplastos
de las hojas durante el periodo de luz. Los amiloplastos, tanto en semillas, granos o
tubérculos, sirven para almacenar y proveer de glucosa por largos periodos durante la
germinacion para el crecimiento y desarrollo de semillas y raiz."* La mayoria de los
almidones estan compuestos de dos clases de polisacaridos, uno lineal formado por glucosas

unidas por enlaces a-(1,4) y que se conoce como amilosa y otro formado por glucosas unidas
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por enlaces a-(1,4) con 4.2-5.9% de ramificaciones en a-(1,6) y que se conoce como

amilopectina (Figura 1)°.

 CHOH . CH,OH

Amilopectina: Puntos de ramificacion a-(1-» 6)-
glucano. Para las cadenas exteriores a = 12-23.

Para cadenas interiores b= 20-30. Tanto a como b
varian dependiendo de la fuente.

Figura 1. Estructura de los componentes del almidon. En el caso de la amilosa
(arriba) estd formada por unidades de D-glucopiranosa unidas por enlaces a-1,4 y
en el caso de la amilopectina (abajo), las unidades de D-glucopiranosa estan unidas

por enlaces a-1,4 y a-1,6 (Tomado de Tester et al, 2004)°

2.1.2. Amilosa

La amilosa es un polisacarido formado por una cadena lineal de unidades de a-D-
glucopiranosa unidas por enlace glicosidico a-1,4 (20-30%), su grado de polimerizacion es
aproximadamente de 1600 unidades. Actualmente se conoce que tiene un porcentaje bajo de
ramificacion mediante enlaces glicosidicos a-1,6 (0.1%). Cominmente forma una estructura
helicoidal de 6 unidades de anhidroglucosa, en donde los grupos hidroxilos son orientados
hacia el exterior de la hélice permitiendo interacciones polares y/o puentes de hidrégeno con
hélices de amilosa vecinas, lo que es de gran importancia para la estructura del granulo de
almidon. Las moléculas de amilosa tienen una tendencia a orientarse de manera paralela entre

ellas mismas mediante puentes de hidrogeno, mientras tanto, en el interior de la hélice hay
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condiciones hidrofobicas, lo que permite la incorporaciéon de acidos grasos libres,

monoglicéridos, fosfolipidos o alcoholes alifaticos, formando complejos de inclusion.>?

2.1.3. Amilopectina

La amilopectina es el polisacarido que se presenta en mayor proporcion en el almidon (70-
80%); estd formado por cadenas de residuos de a-D-Glucopiranosa unidos mediante enlace
glicosidico a-1,4, el grado de polimerizacion es de 6000 a 8000 unidades. Estd compuesto
por una estructura molecular altamente ramificada (5-6%) mediante enlace glicosidico a-1,6.

(Figura 2A).%3

Los modelos actuales que describen la arquitectura de la amilopectina estan basados en la
identificacion experimental de tres diferentes cadenas de unidades de D-Glucopiranosa, las
cuales se denominan A, B y C. La cadena exterior y mas pequena es la A, alrededor de 6-15
residuos, que no contiene ramificaciones y es unida a través de su extremo no reductor con
la cadena B mediante un enlace simple a-1,6. La cadena B se puede dividir en subcadenas
B1 (15-25 residuos), B2 (40-50 residuos) y B3 (> 50 residuos), en donde se unen dos o mas
cadenas A o B. La cadena sencilla C une cadenas B y es la que contiene el residuo D-
Glucosido terminal no reductor. La relacion de cadenas A y B varia dependiendo el origen
del almidon, las cadenas individuales presentes en la molécula de amilopectina son

empacadas en grupos densamente ramificados llamados racimos (Clusters) (Figura 2B).> 3
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Figura 2. (A) Estructura de la amilopectina en donde se observa las unidades
de D-Glucosa enlazadas mediante enlace a-1,4 y a-1,6 (B) Representacion
teorica de la arquitectura adoptaba por las ramificaciones presentes en la

amilopectina.

2.2. Enzimas que hidrolizan polisacaridos

A las enzimas capaces de hidrolizar oligo- y polisacaridos dando como producto azucares
mas simples, se les conoce como glicohidrolasas (EC. 3.2.1)!, son un grupo de enzimas
ampliamente distribuidas en la naturaleza, se encuentran en bacterias, hongos, plantas y

animales.®

1Todas las enzimas conocidas tienen un numero EC basado en las recomendaciones de la Union Internacional

de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB), esta clasificacion enzimatica se basa en dos puntos, en la

reaccion de catalisis que llevan a cabo y en su sustrato especifico.
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Las comparaciones de secuencias de aminodcidos de glicosilhidrolasas y transglicosilasas
han permitido un esquema de clasificacion para estas enzimas, basado en la estructura
terciaria, en lugar de su especificidad, >® es decir, estas enzimas han sido agrupadas en mas
de 80 familias, donde los miembros de una familia comparten una estructura tridimensional
comun y el mismo mecanismo catalitico, y pueden tener poca o mucha similitud en la
secuencia. Las familias 13, 70 y 77 contienen enzimas con estructura y funcionalidad

relacionadas, que catalizan la hidrélisis o transglicosilacion de enlaces a-glucanos.®

2.3. Amilasas

El término “amilasa” generalmente se define como la enzima capaz de hidrolizar el enlace
glicosidico del almidén y del glucoégeno (Figura 3, Tabla 1). Las enzimas que catalizan la
hidrolisis o la sintesis de enlaces glicosidicos se agrupan en la llamada familia de las a-
amilasas, representada por cuatro tipos de reacciones enzimaticas: (1) Las que hidrolizan el
enlace a-1,4, (2) las que hidrolizan el enlace a-1,6, (3) las que llevan a cabo una
transglicosilacion en el enlace a-1,4 y (4) las que llevan a cabo una transglicosilacion en el

enlace 0-1,6.°

2.3.1. a-amilasa (3.2.1.1)

A la a-amilasa también se le conoce como amilasa dextrinogénica. Esta enzima realiza una
endohidrdlisis al azar en el enlace a-1,4 de la amilosa y amilopectina. Los productos de
hidrolisis de la amilosa son la maltosa, maltotriosa y oligosacéaridos superiores mientras que
de la amilopectina son la maltosa, glucosa y dextrinas limite.®

Las oa-amilasas se pueden dividir en (1) amilasa maltogénica (1,4-0-D-glucan a-
maltohidrolasa) (EC 3.2.1.133) que produce maltosa mediante la ruptura del enlacesa-1,4 del
extremo no reductor de las moléculas de amilosa, (ii)) maltohidrolasa (1,4-0-D-
glucanmaltohidrolasa) (EC 3.2.1.116) que rompe el enlace a-1,4 del extremo no reductor de
la maltotriosa, (iii) maltotetrahidrolasa(1,4-a-maltotetrahidrolasa) (EC 3.2.1.60) que
hidroliza igual que la maltohidrolasa, pero produciendo maltotetraosa y (iv)
maltohexahidrolasa (1,4-a-D-glucanmaltohexahidrolasa) cuyo producto de hidrélisis es la

maltohexaosa.”!”
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La aplicacion de estas amilasas depende del porcentaje de hidrolisis del almidén al cual se
quiera llegar, siendo para el caso de la licuefaccion un porcentaje de 30-40% y para la
sacarificacion entre un 50-60% de hidrélisis.!! Es necesaria una buena licuefaccion para
poder tener una sacarificacion, y en caso que sea necesario, una posterior isomerizacion. En
general, la mayoria de las amilasas tienen una mejor hidrolisis en un intervalo de pH entre
6.0-7.0 y toleran mejor las condiciones alcalinas, pueden perder la actividad amilolitica con
el paso del tiempo y con un incremento en la temperatura, también se pueden inhibir con el
aumento en la concentracion de pequefios sacaridos como glucosa y maltosa.'? Dependiendo
el origen de la enzima es la concentracion de iones Ca?" que requieren para la hidrolisis.

Estos factores bioquimicos de estabilidad y actividad son muy variables entre especies.

2.3.1.1. a-amilasas de diferentes fuentes

e  Humanos y animales: En los humanos, son aisladas de la saliva (Ptialina), pancreas
(Pancreatina), higado y muisculo.'® En los animales no estin muy estudiadas este tipo
de enzimas, y mucho menos en organismos de origen marino, con base en estudios
preliminares se ha observado que las amilasas producidas por este tipo de organismos
son de gran interés biotecnologico, por ejemplo, se ha estudiado el conjunto de enzimas
producidas por el sistema digestivo de algunos gasteropodos, principalmente en
Megathura crenulata (organismo estudiado en este trabajo), otro ejemplo es la a-
amilasa aislada del kril (Euphausia superba), la cual es una mezcla de 4 tipos de
1soformas, con un peso molecular de 17 kDa, una de las pequefias reportadas a la fecha,
su 6ptimo de temperatura y pH son 35 °C y 6.4 respectivamente, dicha actividad se ve

aumentada en presencia de iones Co**, L-cisteina, glutation y 4cido tioglicélico.'

e  Plantas: Se pueden extraer de semillas, frutos, hojas, tallos y raices.'® Soya, cebada y
haba verde son cominmente utilizadas para su extraccion. La actividad hidrolitica de
las amilasas de plantas depende del tiempo de maduracidon, entre mayor grado de
germinacion tenga la planta, tendra mayor capacidad de hidrolizar el almidén.'®
Algunas plantas (principalmente cebada) pueden secretar enzimas termoestables, las
cuales tienen Optimos de actividad a 60°C, cebada es un buen productor de a-

amilasas.'”"?
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Bacterias: Algunas bacterias aerobias meso- y termofilicas, formadoras y no
formadoras de espora, pueden producir enzimas capaces de degradar el almidon.
Algunas amilasas bacterianas pueden mantener su actividad incluso por arriba de 95°C

7 1929 y por encima de 105°C por 2 horas.2! A continuacion

a valores cercanos de pH
se mencionan algunos ejemplos de a-amilasas producidas por bacterias, las cuales
presentan caracteristicas interesantes: Bacillus licheniformis es sin duda junto a
Bacillus stearothermophilus unas de las mas utilizadas industrialmente ya que
producen una o-amilasa que tiene un intervalo de hidrdlisis y de pH de 95-110 y 5-7
respectivamente y requieren una concentracion de iones Ca>" de 5 ppm,? B. coagulans
produce una a-amilasa termoestable que realiza la hidrolisis optima a 91°C y pH de
9.5, esta enzima retiene mas del 50% de la actividad original a una temperatura de
110°C? y se ve inactivada por altas concentraciones de glucosa.?* Otra o-amilasa
termoestable aislada de Bacillus subtilis, la cual es una combinacion de dos isoformas
que tienen un intervalo de hidrdlisis de temperatura y pH entre 80-85°C y 6-7
respectivamente y requiere una concentracién minima de iones Ca** de 150 ppm?
Streptococcus bovis puede romper enlaces a-1,6.2® Thermococcus profundus produce
una o-amilasa que puede hidrolizar el enlace a-1,4 del almidon y el enlace a-1,6 de
pululano (polisacarido formado por unidades de maltotriosa, también conocido como

0-1,4-a-1,6-glucano, su 6ptimo de actividad es a un pH de 5.5 y entre 80 y 90°C.?’

Hongos: 18 géneros de hongos muestran actividad amilolitica®®, pero sélo algunos
géneros como son: Syncephalastrum, Catenularia, Aspergillus, y Thamnidium
presentan alta actividad de a-amilasa.?’ La a-amilasa producida por Aspergillus oryzae
tiene un intervalo de temperatura y de pH de 55-70 °C y 4-5 respectivamente y requiere

una concentracion de iones Ca** de 50 ppm.*°

2.3.2. p-amilasa (EC 3.2.1.2)

Exoenzima que produce el disacarido B-maltosa, rompiendo el enlace a-1,4 en el extremo no

reductor, siempre y cuando la cadena del polisacarido contenga un numero par de unidades

de glucosa, en el caso de tener un numero impar, se libera glucosa.’!*> Con frecuencia, la

sacarificacion del almidon con B-amilasa constituye el segundo paso en la produccion de

maltosa, y estd precedida por la licuefaccion de almidén con a-amilasa.>
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2.2.2.1. p-amilasas de diferentes fuentes

Humanos y animales: En animales se ha encontrado dentro del intestino medio de

algunas larvas e insectos, llevando a cabo la hidrolisis de la amilosa y amilopectina.

Plantas: Soya, cebada, arroz, trigo, papa y haba verde son fuentes comunes de -
amilasa. Son encontradas principalmente en las semillas de plantas superiores, y se

mantiene en una forma inactiva hasta la germinacion y/o maduracion.®

Bacterias: Bacillus cereus, Bacillus megaterium, B. polymyxa y Bacillus circulans
son fuentes comunes de -amilasas bacterianas, las cuales pueden ser genéticamente

modificadas para aumentar su termoestabilidad.3¢

Hongos: Aspergillus oryzae es una buena fuente de f-amilasa, también se encuentran

en A. awamori 'y Syncephalastrum recemosum.>’

2.3.3. y-amilasa (EC 3.2.1.3)

También llamada glucoamilasa rompe el enlace a-1,4 de la amilosa, amilopectina, algunos

glucanos y el enlace a-1,6 de la amilopectina.®®* En general, el 6ptimo de temperatura esta

entre los 40-60°C, (mas alto que el de las a-amilasas), el optimo de pH es entre 5.0-6.5.%

Frecuentemente, los organismos que secretan esta enzima lo hacen en compaiiia de la a-

amilasa. La secrecion de una sola forma de glucoamilasa es muy poco comun. Se pueden

clasificar en glucoamilasas que pueden convertir el almidon y dextrinas-B-limites

completamente en glucosa y las que no pueden.

2.3.3.1. y-amilasas de diferente fuente

Bacterias: Se han aislado de Bacillus firmus y Bacillus stearothermophilus, algunas
especies de Clostridium y Flavobacterium, Halobacter sodamense, Lactobacilllus

brevis y Monascus kaoliang *!**+

Hongos: Sin duda, la glucoamilasa méas cominmente utilizada es la producida por
Aspergillus niger, de la cual, se han aislado dos isoformas, una de ellas es muy

dependiente de pH, fuerza idnica y temperatura, la cual tiene un intervalo de actividad
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de 55-65 °C y pH de 3.5-5, mientras que la otra es débilmente dependiente del pH y

fuerza i6nica.**

2.3.4. Otras amilasas
2.3.4.1. a-Glucosidasa (EC 3.2.1.20)

Exoenzima que actua de manera similar a la glucoamilasa, pero con la diferencia que
unicamente hidroliza sobre disacaridos, oligosacaridos y aril-glucésidos, produciendo
glucosa. Puede estar presente en animales, plantas, bacterias y hongos. Todas las plantas
tienen a-Glucosidasa como una enzima endocelular, también estd presente en cereales

germinados y no germinados.®

2.3.4.2. Pululanasa (EC 3.2.1.41)

La pululanasa tipo 1 rompe el enlace a-1,6 de amilopectina, dextrinas y pululano, y la
pululanasa tipo 2, la cual es menos especifica que la de tipo 1, hidroliza el enlace a-1,4 y a-
1,6 en almidon y dextrinas. Se puede encontrar en plantas, bacterias y menos comun en

hongos.*

La pululanasa mas utilizada industrialmente para la degradacién enzimatica del almidén es
la obtenida a partir de Bacillus acidopolluliticus, la cual tiene un intervalo de actividad de

55-65 °C y pH de 3.5-5.%

2.3.4.3. Neopululanasa (EC 3.2.1.135)

Enzima recientemente descrita, la cual, cataliza la hidrdlisis y la transglicosilacion de los
enlaces a-1,4 y a-1,6 de pululano, vinculada a un solo centro activo. Los resultados de una
serie de experimentos utilizando neopululanasa indicaron que las cuatro reacciones

mencionadas anteriormente podrian llevarse a cabo por una misma enzima.*®

2.3.4.4. Isoamilasa (EC 3.2.1.68)

Esta enzima hidroliza el enlace a-1,6 de amilopectina y dextrinas, formando los respectivos
oligosacaridos dependiendo del tamafio de la cadena lateral. Inicialmente fue identificada

como una amilosintetasa. La union a-1,6 es indispensable para esta accién hidrolitica.*’
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2.3.4.5. Glucosiltransferasa (EC 2.4.1)

Las ciclodextrinas son oligémeros de unidades de D-glucosa ciclicos, conformados por 6 o
mas unidades mediante un enlace a-1,4, los anillos de 6,7 y 8 unidades reciben el nombre de
a,B y Yy ciclodextrinas. Estas ciclodextrinas son formadas por la accién de las
ciclodextringlucosiltransferasas (CGTasas) sobre almidon, amilosa y otros polisacaridos. La
importancia de estos compuestos, es debido a que son capaces de formar complejos de

inclusion con diversas moléculas onargicas e inorganicas.>

Clasificacion general de las amilasas

En 1991, Bernard Henrissat clasifico a las glicosido hidrolasas, responsablesde hidrolizar
enlaces glicosidicos con base en la similitud de sus secuencias proteicas agrupandolas en
familias. Cada familia refleja las caracteristicas estructurales y la relacion evolutiva del
conjunto de enzimas que agrupa. A su vez, las familias se asocian en grupos denominados
clanes. Cada clan intenta agrupar a las familias de enzimas que poseen un origen comun, que
presentan similitudes significativas en su estructura terciaria y que conservan residuos y

mecanismos cataliticos.’'°

Segun Henrissat, las enzimas amiloliticas se agrupan en tres familias: familias 13, 14 y 15
(Tabla 1, Figuras 4 y 5). La familia 13, que se engloba en el clan GH-H, incluye la mayoria
de enzimas amiloliticas (a-amilasas, a-glucosidasas, pululanasas, isoamilasas y
ciclodextringlicosiltransferasas). La familia 14 contiene a las B-amilasas y no se engloba en
ningin clan. Finalmente, la familia 15, que pertenece al clan GH-L, incluye a las

glucoamilasas.
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Figura 3. Representacion esquematica de la actividad catalitica de las principales
amilasas sobre sus diferentes sustratos. (A) Amilosa (B) Amilopectina y Glucogeno y

(C) Pululano.
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Tabla 1. Esquema de las principales enzimas amiloliticas clasificadas funcionalmente

segun Henrissat (1991). Se senala la actividad catalitica que poseen y los productos que
generan.

Familia . . . Productos de
(Clan) Enzima Actividad hidrolisis
Endoamilasa.
Degrada, aleatoriamente, Oligosacaridos de
a-Amilasa enlaces a-1,4 en el interior de longitud variable.
las moléculas de almidon.
Exoamilasa.

Degrada enlaces a-1,4 desde | Residuos de glucosa,

el extremo no reductor de las | con configuracién a.
moléculas de almidon.
Enzima desramificante.

Degrada, exclusivamente,

o-Glucosidasa

Pululanasa enlaces a-1,6 desde el extremo | Oligosacaridos de
13 no reductor de las moléculas longitud variable.
(GH-H) de almidoén, pululano y
glucogeno.

Enzima desramificante.
Degrada, exclusivamente,
Isoamilasa enlaces a-1,6 desde el extremo

no reductor de las moléculas

de almidon y glucégeno
Transferasa.

Degrada enlaces a-1,4 en las

moléculas de almidon. Posee Ciclodextrinas.
la capacidad de formar nuevos

enlaces glicosidicos.

Oligosacaridos de
longitud variable.

Ciclodextrin
glicosiltransferasa

Exoamilasa. Degrada enlaces
14 B-Amilasa o-1,4 desde el extremo no Disacaridos de

reductor de las moléculas de glucosa (maltosa).

almidon.

Exoamilasa.

15 Glucoamilasa Degrada enlaces a-1,4 desde | Residuos de glucosa,
(GH-L) el extremo no reductor de las | con B-configuracion.
moléculas de almidon
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Figura 4. Representacion en forma de listones y de superficie de las principales enzimas
amiloliticas clasificadas funcionalmente segun Henrissat (Tabla 1) Donde se muestra el sitio
de union al ligando y la forma de la cavidad. (A) a-amilasa (B) a-glucosidasa (C) Pululanasa

(D) Isoamilasa 'y (E ) Ciclodextrin glicosiltransferasa
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Figura 5. Representacion en forma de listones y de superficie de las principales enzimas
amiloliticas clasificadas funcionalmente segin Henrissat (Tabla 1) Donde se muestra el sitio

de unidn al ligando y la forma de la cavidad. (A) B-amilasa (B) Glucoamilasa

2.3.5. Cocteles enzimaticos

Para la hidrolisis del almidén se pueden utilizar a las amilasas aisladas o una mezcla de ellas
(cocteles).>” Frecuentemente, en los cocteles hay un efecto sinérgico entre las hidrolasas para
llevar a cabo la digestion del almidon de manera mas eficiente. El efecto sinérgico ha sido
observado entre dos a-amilasas, una mezcla de enzimas termoestables provenientes de
Bacillus licheniformis y Bacillus stearothermophilus usadas en la licuefaccion del almidon
de maiz, la ptialina y la pancreatina, entre otras.’® También hay un efecto sinérgico de la
accion hidrolitica de la a-amilasas y de la B-amilasas. La a-amilasa junto con glucoamilasas
convierte el almidon a glucosa rapidamente en un 99%. También se ha observado un efecto

cooperativo entre glucoamilasas y pululanasas.”
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2.4. Aplicacion de amilasas

Las amilasas tienen una serie de aplicaciones biotecnoldgicas, en la industria
agroalimentaria, textil y en medicina. Son de suma importancia para diversos procesos
industriales como la preparacion de jarabes de glucosa, industria azucarera, fabricacion de
pan y cerveza, etc. Se utilizan también en productos farmacéuticos, detergentes, en el

tratamiento de aguas residuales y en alimentacion animal.

El progreso cientifico en el campo de la genética y la enzimologia ha ofrecido técnicas para
mejorar el mecanismo hidrolitico de las amilasas. La motivacion para estas manipulaciones
radica en el deseo de querer aumentar la termoestabilidad de las enzimas, su estabilidad a un
pH determinado, o bien, aumentar o disminuir la selectividad por determinados sustratos.
Tales enzimas pueden ser aisladas a partir de organismos modificadas genéticamente. Por
ejemplo, células de Saccharomyces sp. se transformaron para secretar tanto glucoamilasa de
levadura y o-amilasa de raton para mejorar la hidrolisis. Varias mutantes de a-amilasa de
Bacillus licheniformis presentan modificaciones en el entorno electrostatico de sus sitios
activos, lo que posiblemente es determinante para cambiar el patron de hidrdlisis. La
estructura de las enzimas nativas puede ser modificada por manipulacion genética o mediante
el uso de radiacion ionizante. Las modificaciones quimicas de las enzimas implican

principalmente la acilacién de sus grupos amino y puentes disulfuro.

2.5 Estructura y mecanismo de hidrdlisis de las amilasas

Avances en los andlisis cristalograficos han permitido analizar las similitudes estructurales
entre diferentes amilasas. Se ha observado que la mayoria de las amilasas que al momento se
han cristalizado poseen un sitio catalitico tipo barril (B/a)s, también llamado barril TIM, el
cual es un motivo estructural muy conservado que consiste en ocho hélices-a y ocho ldminas-

B paralelas alternadas en un tnico dominio.** ¢! (Figura 6)
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Figura 6. Estructura de la Taka-amilasa de Aspergillus spp. determinada
por difraccion de rayos X (cddigo PDB 2TAA), en donde se observa el

dominio estructural tipo barril TIM caracteristico de este tipo de enzimas.

A partir de 1980, se han reportado diversas secuencias de aminoacidos de amilasas y enzimas
relacionadas de diversos origenes, esto ha permitido la comparaciéon de las secuencias
observando la existencia de cuatro regiones altamente conservadas en once diferentes
amilasas. Estas regiones estan relacionadas con los sitios cataliticos y con la especificidad de
la amilasa.®”** De acuerdo con el modelo de unién al sustrato de la Taka-amilasa A, la a-
amilasa proveniente de Aspergillus oryzae, propuesto por Matsuura et al.%> (Figura 7) se
observa que los residuos cataliticos son el Asp-206, Glu-230 y Asp-297. También se
observna algunos aminoacidos como la Histidina que estan en el sitio de union de la enzima,

los cuales estan involucrados en el reconocimiento del ligando (Figura 8). %
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Figura 7. Interaccion de los residuos cataliticos de la a-amilasa con su

sustrato, Acarbosa (codigo PDB 7TAA).
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Enzima Origen Regidn 1 Region 2* Regién 3* Region 4*

a-emilase Aspergillus aryzae 117 DVVANH 202 GLRIBTVKH 230 VLD 292 FVENID
CQTasa Bacillus macerans 135 DFAPNH 255 GIRFBAVKH 258 BWFL 324 FIDNHD

Pululanase Klebsiella aerogenaes 600 DVVYNH 671 GFREDLMGY 704 BGWD 827 YVSKHP
Isoamilasa Lecudamonas 292 DVVYNH 371 GFRFBLASY 435 EPwA 505 FIDVED
amyloderamosq = -

Enzima ramificants Escherichia coli 335 DWVPGH 401 ALRVDAVAS 458 BEST 521 LPLSHB

Negpululanasa 242 DAVENH 324 GWRLBVANE 357 BIWH 419 LLGSED
a-Amilasa- Clostridium . = =

S i 488 DGVFNH 594 GWRLBVANE 627 ENWN 699 LLGSH

pululanasa thermakydrosulfulcum v d . L

A Saccharomye i ‘ ;
e-Glugosidasa SRR, 106DLVINE 210GFRIBraGL 276 BvaH 344 YIENHD
caribergeresis

OligoeLis- Bacillus cereus 98 DLVVNH 195 GFRMBVINF 255 EMPG 324 YWNNHB
glucosidasa s .
HEE Strent ' 98 DLVVNH 150 GFRMBVIDM 236 ETWG  30% FWNNHD

s ] | N/ !
glucosidasa 1eREOCOCEIS IUIANS. ) i NNHD

& £ o . a
Amilomaltosa Streplecoceus 224 DMWAND 291 IVRIBHFRG 332 BELG 391 YTGTHE

preumoniae
desramificante de Humanos 298 DYVYNH 504 GVRL&NCHS 334 QLFT 603 MDITHD
glucdgeno

Figura 8. Comparaciéon de 12 amilasas con cuatro regiones altamente conservadas.
Se numera la secuencia de aminoéacidos de las enzimas empezando por el extremo
amino hacia el carboxilo terminal. Se puede observar que hay residuos altamente
conservados en este tipo de enzimas, en donde se remarca en verde los residuos

cataliticos involucrados en el mecanismo de hidrolisis comun de las glicohidrolasas.

A la fecha se han propuesto dos mecanismos distintos para la reaccion catalitica de las
glicohihrolasas, el cual se puede explicar mediante una reaccion de sustitucién nucleofilica
entre el carbono anomérico C-1 y un nucleofilo. La cuestion es el elucidar si se lleva a cabo
una reaccion de Sustitucion Nucleofilica del tipo 1 (SN1) o una Sustitucion Nucleofilica del

tipo 2 (SN2).57
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Figura 9. Posible mecanismo catalitico. (a) reaccion SN1 con i6n
carbonio como intermediario. (b) reaccion SN2 mediante la formacion
del complejo enzima-glicosido mediante un enlace covalente. El extremo

reductor de la cadena glicosidica se indica con R.

En la Figura (9-a) se lleva a cabo una reaccion tipo SN1, la cual es iniciada cuando un proton
de un grupo carboxilo no ionizado ataca el oxigeno glucosidico. El fragmento del extremo
reductor del sustrato, H-O-R, sale del centro catalitico. Un grupo carboxilato promueve la
formacion y la estabilidad del ion carbonio intermedio. El ion hidroxilo del agua, ataca
nucleofilicamente al ion carbonio intermedio para finalizar la reaccion. En el tipo de reaccion
SN2 (Figura 9-b), se lleva a cabo un ataque del carboxilato sobre el C-1 como nucledfilo, y
se forma un enlace covalente entre el residuo glicosido restante y el nucleéfilo catalitico a
través de un estado de transicion con un caracter sustancial de ion carbonio. La formacion
del complejo enzima-glicosido implica una primera inversion anomeérica, a continuacion, el
ion hidroxilo del agua ataca nucleofilicamente al C-1del lado inverso de la union covalente
del complejo formado, y finaliza la reaccion. La configuracién anomérica del sustrato es

conservada en el producto por el mecanismo de desplazamiento nucleofilico doble.%%7°

La estructura terciaria del sitio catalitico de una a-amilasa mutante en presencia de su sustrato
natural, muestra que la distancia que existe entre el C-1 y el grupo carboxilo que corresponde

al nucleéfilo catalitico es de 3A, por lo que el contacto no es mediante un enlace.”!”

28



Con base a los antecedentes descritos anteriormente, Kaneko et al.’* propone que el
mecanismo catalitico de la familia de las a-amilasas es por una reaccion tipo SN1 (Figura
10). Se eligi6 a la Taka-amilasa A (Aspergillus oryzae) como una enzima tipica de la familia
a-amilasa. La compleja estructura de maltoheptaosa junto con la enzima se determiné
mediante un estudio de acoplamiento en tres dimensiones utilizando una simulacion por
computadora. La posible red de puentes de hidrogeno se caracterizé y la distancia atdmica
del complejo estaba en buena concordancia con los datos experimentales de los andlisis
cristalograficos de glicohidrolasas ya reportados, como el de la lisozima de clara de huevo.”
El Glu-230 no ionizado de la Taka-amilasa retiene el puente de hidrégeno con Asp-297 a
través de su proton, antes de la unioén con el sustrato, maltoheptaosa (Figura 10 A). Hay
muchos puentes de hidréogeno que involucran moléculas de agua alrededor de la triada
catalitica. La union del sustrato, maltoheptaosa, a la enzima excluye las moléculas de agua
de la hendidura y se rompe la red de hidrogeno original (Figura 10 B). El oxigeno glicosidico
esta situado cerca de Asp-297, mientras que el H-1 estd cerca de Asp-206 (parte inferior de
la hendidura). No habia ningun otro lugar para el almacenamiento del sustrato,
maltoheptaosa, excepto en la posicion de acuerdo con el estudio de acoplamiento.”® Los
nuevos puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobas entre el sustrato y los sitios de union
de sustrato se regeneran. Esto da como resultado el efecto de apantallamiento que debilita el
puente de hidrogeno entre Glu-230 y Asp-297, y el pKa de Glu-230 en consecuencia se
acerca al valor original. Ahora, Glu-230 libera un protoén facilmente. El proton ataca el
oxigeno glicosidico para iniciar la reaccion. El enlace glicosidico se rompe, y el fragmento
de extremo reductor se libera de la hendidura (Figura 10 C). El Asp-206 situado en la parte
inferior de la hendidura promueve la formacion del ion carbonio intermedio y su estabilidad.
La ionizacion del Glu-230 produce la fuerza electrostatica de repulsion entre el Glu-230 y el
Asp-297. Una molécula de agua viene de la parte relativamente exterior de la hendidura entre
el Glu-230 y el Asp-297 que resulta en el debilitamiento de la fuerza de repulsion mediante
la formacion de un puente de hidrogeno entre los dos sitios cataliticos (Figura 10 D). El Glu-
230 quita el proton de la molécula de agua para producir el i6n hidroxilo activado. El ion
hidroxilo del agua ataca nucleofilicamente al ion carbonio intermedio para terminar la
reaccion (FiguralO E). La molécula de agua (nucleodfilo) proviene sélo de la posicion entre

Glu-230 y Asp-297 (lado a-anomérico) y nunca viene de la parte inferior de la hendidura

29



(lado B). En efecto, el Glu-230 y el Asp-297 se encuentran en el lado relativamente exterior
de la hendidura, y el Asp-206 esta més profundo en la ubicacion de la hendidura.”® Esta es la
razoén por la que la a-amilasa hidroliza enlaces a-1,4 glicosidicos para producir s6lo mono-
y oligo- sacaridos a-anomérico. Por lo tanto, se conserva la configuracion original o-
anomérica. Se han obtenido resultados experimentales que apoyan la idea de que la molécula

de agua viene y ataca a través de la ruta de acceso entre los dos sitios cataliticos.”’
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Figura 10. Mecanismo catalitico de Taka-amilasa, basado en la prediccion de estructura

tridimensional, mediante un acoplamiento computacional del complejo enzima-sustrato.

2.6 Megathura crenulata

Megathura crenulata es un gasteropodo marino comiinmente conocido como lapa, vive en
grietas y espacios protegidos dentro de las rocas. Se encuentra en la zona intermareal baja y
del submareal, compartiendo su hébitat con abulones y otros caracoles marinos. Se distribuye
en las costas del Pacifico, desde el Condado de Mendocino en California, E.U.A. (40°N,
115°W) hasta Isla Asuncion en Baja California Sur, México (27° N, 115° W). En las costas
del Pacifico Mexicano se ha reportado a este gasteropodo como una de las especies

importantes de la fauna de arrecifes rocosos, en donde las especies de flora dominantes son
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las algas pardas Macrocystis pyrifera y Eisenia arborea, junto con algas coralinas. La fauna
que se encuentra asociada a este molusco consiste de Megastrea undosa (Caracol panocha),

Haliotis fulgens (Abulon azul) y H. corrugata.

M. crenulata es un organismo omnivoro, cuya alimentacion consiste principalmente de algas
rojas como Corallina sp., Cryptopleura sp., Pterosiphonia sp., Rhodymenia sp. y algas
pardas como Cystoseira osmundacea. Asi como también, algunas especies de animales como
son el tunicado Didemnun-Trididemnum y el hidrozoario Eudendrium. Las condiciones a las
que puede ser sometido en su habitat son temperaturas que alcanzan los 50°C en verano y

0°C en invierno, e incluso, un intervalo de pH entre 5 y 8.5.

Posicion taxonomica

Reino: Animalia
Subreino: Metazoa
Phyllum: Mollusca
Clase: Gastropoda

Subclase: Prosobranchia
Orden: Archaeogastropoda
Familia: Fissurellidae
Género: Megathura

Especie: crenulata

Figura 11. Lapa marina Megathura crenulata y su clasificacion taxonémica

Recientemente se realizo un estudio identificando las enzimas digestivas producidas por las
células epiteliales a lo largo del tracto digestivo de este organismo, encontrando una alta

actividad de a-amilasa en el saco del estilete cristalino (Figura 12).”
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Figura 12. Tracto intestinal de Megathura crenulata, el cual se retir6 de
la concha, se desenroscd y se muestran las regiones del intestino.

El intestino del gasteropodo, como la mayoria de los animales, es un es6fago que conduce
desde la boca hasta el estdbmago seguido de un intestino largo que termina en el ano. El
estomago esté incrustado dentro de una glandula digestiva que se conecta al estdbmago por
una serie de conductos. La mayoria de los trabajos de fisiologia de la digestion de los
gasteropodos se ha centrado en la glandula digestiva y su rol en la produccion de enzimas
digestivas y en la absorcion de nutrientes.’” La boca de los gasterépodos esté localizada en la
parte anterior y ventral del cuerpo, esta constituida por una cavidad en forma de saco (saco
radular) en el cual se encuentra la radula, que utilizan para alimentarse; funciona como un
raspador, cortador, agarrador y como cinta transportadora. La forma y el arreglo de los
dientes es una adaptacion al régimen de alimentacion de la especie, con lo cual se identifican
especies que pueden ser herbivoras, carnivoras, carrofieras, detritivoras, suspensivoras y

parasitas. ”’

En el laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas 3 del Istituto de Quimica, UNAM se ha
trabajado con proteinas de invertebrados marinos, particularmente moluscos y se ha
observado la riqueza en enzimas glicohidroliticas y lectinas presentes. En estos estudios se
ha observado que las proteinas de estas fuentes tienen propiedades de gran importancia para

su aplicacion biotecnoldgica como son: termoestabilidad, estabilidad en amplios intervalos
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de pH y con diferentes disolventes. Muchas de estas propiedades las adquieren gracias a

procesos de oligomerizacion que permiten proteger zonas labiles en las proteinas.’%?

3.0 HIPOTESIS

La amilasa presente en el tracto digestivo de Megathura crenulata presenta propiedades que

favorecen su aplicacion biotecnologica como son actividades altas y termorresistencia.

4.0 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Purificar y caracterizar bioquimicamente a una amilasa de la lapa marina (Megathura
crenulata).

4.2 Objetivos Particulares

1. Purificar una amilasa de la lapa marina (Megathura crenulata)
2. Determinar su pureza y masa molecular de la enzima
3. Con la proteina pura determinar:
Optimos de pH y temperatura para su actividad
Especificidad
El efecto de diversos aditivos sobre la estabilidad funcional y estructural
La termorresistencia de la enzima

4. Realizar estudios conformacionales y determinar el contenido de estructura secundaria de

la amilasa pura
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5.0 METODOS

5.1 Tratamiento del material biologico

En el presente estudio se trabajo con el molusco marino Megathura crenulata, también
conocido como lapa marina. Estos organismos se colectaron en la Bahia de Todos Santos,
Ensenada Baja California, México. Los organismos se transportaron vivos al Instituto de

Quimica, UNAM, donde se congelaron a -55 °C hasta su utilizacion.

La extraccion y purificacion de la enzima se realizo a 4 °C para evitar su desnaturalizacion.
El tracto digestivo completo (Figura 12) se homogenizé en un amortiguador Tris-HCI 50 mM
pH 7.5. El homogenado se centrifug6 a 30000 x g por 30 minutos en una centrifuga Beckman
J2-21. Al sobrenadante se le adicion6 azida de sodio a una concentracion final de 0.05%
(m/v) para evitar crecimiento microbiano. Para determinar si el extracto presentaba la
actividad amilolitica, estd se midid utilizando el método del 4cido dinitrosalicilico (DNS)

como se describe a continuacion.

5.2 Determinacion de la actividad amilolitica

La actividad amilolitica se determind mediante la cuantificacion de los azucares reductores
utilizando la técnica del DNS. Esta técnica de 6xido-reduccion se basa en la reduccion del
acido 3,5-dinitrosalicilico (color amarillo) a 4cido 3-amino-5-dinitrosalicilico (color ambar)
por la presencia de azlicares reductores en un medio alcalino (Figura 13), mientras que los
grupos aldehido de los carbohidratos son oxidados a carboxilos.®® El fundamento de esta
técnica consiste en la oxidacion de la glucosa, sin embargo, la glucosa en solucidon acuosa se
encuentra en su forma ciclica que es muy estable y por lo tanto, no reacciona. Por esta razon,
es necesario calentar la muestra para que el anillo se abra dejando expuesto el aldehido dando
lugar a una reaccion de oxidacion. La intensidad en el color ambar es proporcional al
contenido de azlcares reductores en la muestra y es leido en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 550 nm. Para que ocurra la reaccion es necesario proporcionar un medio
alcalino; esto es posible gracias a la adicion de NaOH el cual es una base fuerte. En solucion
acusa se ioniza liberando Na* y OH™ al medio, el cual se alcaliniza, permitiendo la oxidacion
de la glucosa; en esta oxidacidn, el carbono del grupo aldehido se convierte en un acido

carboxilico por la pérdida de hidrogenos y la ganancia de oxigeno, obteniéndose de esta
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forma el 4cido gluconico; por otro lado, el acido 3,5 dinitrosalicilico es reducido gracias a la
accion del tartrato de sodio y potasio y de la oxidacion de la glucosa. El &cido pierde una de
sus configuraciones 3 6 5, principalmente la 3 por ser mas reactiva, quedando acido 3-amino-
S-nitrosalicilico, el cual produce una coloracién de amarillo a rojo-café. La coloracion es

proporcional a la concentracion de glucosa.

La actividad especifica (U/mg) fue definida como los micromoles de maltosa liberados por

minuto por miligramo de proteina.

H 0 ?Ho H 0] (leOH
OH — OH OH I—OH
HO—— HO——
* | — + |
O\N NS ——OH (o ——OH
OH NH,

N
A | o
_ T H,0H 0 CH,0H
Acido 3,5-dinitrosalicilico Glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico Acido glucénico
(amarillo) (Rojo)

Figura 13. Reaccion de reduccion del 4cido 3,5-dinitrosalicilico para la formacion del

acido-3-amino-5-nitrosalicilico, el cual absorbe a una longitud de onda de 550 nm.

5.2.1. Preparacion del reactivo DNS

Se disolvieron 3.53 g de 4cido 3,5-dinitrosalicilico y 6.6 g de NaOH en 472 mL de agua
destilada. Posteriormente se adicionaron 102 g de tartrato de sodio y potasio, 2.3 ml de fenol
(fundido en bafio Maria) y 2.76 g de metabisulfito de sodio. Estos reactivos se mezclaron y

almacenaron a 4°C en un recipiente que impidiera el paso de la luz.

5.2.2 Curva patron de maltosa

Para determinar la actividad especifica de la amilasa se prepar6 por triplicado una serie de
diluciones con concentraciones conocidas de maltosa y se utilizé el método del DNS para

cuantificar los azucares reductores. El tratamiento aplicado a los estandares fue el siguiente:

Se mezcld en un tubo 1 mL de éstandar con 1 mL de reactivo DNS. Los tubos fueron puestos
en bafio de agua a ebullicioén por 10 minutos y posteriormente se dejaron enfriar a temperatura
ambiente. Las absorbancias fueron leidas a 550 nm comparando contra un blanco de solucién

amortiguadora de acetatos 50 mM pH 6.
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5.2.3 Tratamiento de la muestra

Para determinar la actividad en las diferentes muestras se utilizé almidén al 0.5% (p/v) en un
amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 como sustrato. Para cada muestra se prepararon dos
blancos, el blanco de muestra que nos permitié determinar si en la muestra ya habia azucares
reductores libres que no fueran producto de la actividad de la enzima y el blanco de sustrato
que nos permitid evaluar si habia auto hidrdlisis del sustrato ya sea por el pH o por la

temperatura.
Los tubos de reaccion se prepararon de la siguiente manera:

1. Blanco de proteina: 100 pL de muestra y 400 pL de solucion amortiguadora de acetatos

50 mM, pH 6.

2. Blanco de sustrato: 250 pL de almidén al 0.5% y 250 pL de solucion amortiguadora de
acetatos 50 mM pH 6.

3. Muestras: 250 pL de almidon al 0.5 %, 150 pL del amortiguador acetatos 50 mM pH 6
y 100 puL de enzima. El volumen total de reaccion fue de 500 pL.

Todos los tubos se incubaron a 30°C por 30 minutos. Posteriormente se adicion6 a cada tubo
500 pL del reactivo de DNS y se llevo a ebullicion por 10 min. Se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se leyd la absorbancia a 550 nm. Este valor de absorbancia se interpold en una
curva patrén elaborada con maltosa. Una unidad de actividad (U) se define como los micro
moles de maltosa liberados por minuto a 30°C. La actividad especifica se define como la

actividad entre la concentracion de proteina en la muestra (U/mg).
5.3 Cuantificacion de Proteina

Para la cuantificacion de proteina total se utilizé el método de Smith y Krohn,** el cual
emplea el reactivo BCA (Protein Assay Reagent de PIERCE), que es muy sensible en la
determinacion espectrofotométrica de la concentracion de proteina en soluciones acuosas.

Este sistema de reactivos combina la reaccion de proteinas con Cu*? en un medio alcalino

. +1 . : . ., +1
(produciendo Cu ), con un reactivo altamente selectivo y sensible de deteccion para Cu >

llamado acido bicinconinico. El color purpura del producto de la reaccion es formado por la

. -y . . N
interaccion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cu ), éste es soluble en agua y
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exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm. La cantidad de proteina contenida en la muestra se
determind interpolando el valor de absorbancia en una curva de calibracion elaborada con

albuimina de suero de bovino a diferentes concentraciones.

Para la elaboracion de dicha curva se prepard por triplicado una serie de diluciones con
concentraciones conocidas de albimina sérica bovina. Se colocaron 50 puL de cada estandar
en tubos apropiadamente marcados, utilizando 50 pL del diluyente como blanco. Se adiciono
a cada tubo 1 mL del reactivo de trabajo (El reactivo de trabajo se prepara mezclando 50
partes del reactivo A del kit de BCA con una parte del reactivo B. Este reactivo se debe
preparar el dia de su uso). Se mezcld e incub6 por 30 min a 60°C. Se dej6 enfriar y se leyd
la absorbancia a 562 nm en un espectrofotdémetro Shimadzu UV-1800. Este método permite

detectar de 5 a 250 pg/mL de proteina.
5.4 Purificacion de una amilasa de M. crenulata

5.4.1 Cromatografia de afinidad

En estudios previos en el grupo de trabajo se observo que las amilasas presentes en el aparato
digestivo de algunos moluscos marinos presentan un dominio que reconoce al agar sin
hidrolizarlo. El agar estd presente como un carbohidrato constitutivo de la pared celular de
las algas cafés, de las cuales se alimentan estos moluscos. Estructuralmente, es una compleja
mezcla compuesta por dos fracciones principales: la agarosa y la agaropectina.

Utilizando este reconocimiento por el agar, se disefid una técnica de purificacion por afinidad,
sencilla, rapida y econdmica. Se prepard agar al 2% en amortiguador de acetatos 50 mM pH
6, se calentd y dejé que gelificara. El gel se cort6 en cuadros de aproximadamente 1 cm®. Se
dej6 interaccionar el sobrenadante del extracto del hepatopancreas de Megathura crenulata
con los cubos de agar durante 20 min, posteriormente se realizaron lavados con amortiguador
de acetatos 50 mM pH 6 para eliminar las proteinas que no presentan reconocimiento por el
agar, estos lavados se realizaron hasta tener una absorbancia a 280 nm cercana a cero.
Posteriormente se realizaron eluciones con el mismo amortiguador, pero con dos
concentraciones de NaCl 1M y 1.5M para romper la interaccidon agar-proteina y se pueda
eluir, por ultimo se realizaron lavados con Tris-HCI 50 mM pH 7.5 con 0.2 M de NaCl con

la intencién de modificar el pH y eluir las proteinas que hayan tenido una interaccion muy
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fuerte con el agar y no se haya eluido con la sal. A todas las fracciones se les midio la
absorbancia a 280nm para estimar el contenido de proteina eluida y se les midio la actividad

amilolitica para determinar en que fraccion teniamos a la amilasa.

5.4.2 Cromatografia de exclusion molecular

Posteriormente se realizd una cromatografia de exclusion molecular utilizando una resina de
Ultrogel AcA 202 que separa proteina en un intervalo de masa molecular de 1-22 kDa. La
columna se equilibrd con 2 volumenes de un amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 con 0.2M

de NaCl, para evitar adsorcioén no especifica.

5.5 Determinacion de la masa molecular y pureza de la proteina mediante

espectrometria de masas MALDI-TOF

Para determinar la masa molecular de las proteinas y establecer su pureza, se utiliz6 la técnica
de espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption ionization
coupled with a time-of-flight mass analyzer/ ionizacidn laser asistida por una matriz acoplada

a un analizador de tiempo de vuelo) en un equipo Microflex Bruker Daltonics.

La espectrometria de masas es un método de ionizacion suave utilizado en la determinaciéon
de las masas de macromoléculas y se caracteriza porque la muestra estd embebida en una
matriz quimica en exceso. En esta técnica, la muestra de proteina se mezcla y seca junto con
una matriz que absorbe el calor de un haz laser usado como fuente de desorcion o ionizacion.
La luz del laser pulsado golpea la muestra sélida calentandola y vaporizandola, ionizando asi
los compuestos con una minima descomposicion, con lo que es posible observar el espectro

que caracteriza la relacion masa/carga de la muestra.

La proteina pura se mezcld con la matriz Super DHB (4cido 2,5-dihidroxibenzdico y acido
2-hidroxi-5-metoxibenzoico) disuelta en una solucion de 30% de acetonitrilo, 70% agua 'y
0.1% de acido trifluroacético v/v. El procedimiento empleado para preparar las muestras fue
el de la gota seca, en el cual 5 uL de la matriz se mezclaron con 1 pL del analito
(concentracion minima de 50 picomoles/puL) y se dejaron secar para formar un deposito

solido en la placa de lectura, misma que fue introducida al espectrometro de masas.
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5.6 Parametros optimos de actividad

5.6.1 Temperatura dptima

Para conocer la temperatura ptima de la actividad amilolitica, se utilizé el método del DNS
(Ver parrafo 5.2). Las mediciones se realizaron por triplicado, las temperaturas probadas
fueron: 4°C, 10°C, 18°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C y 90°C.

5.6.2 pH optimo

De igual manera que para el optimo de temperatura, se utilizoé el método DNS (Ver parrafo

5.2). Los amortiguadores que se utilizaron en este estudio se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Amortiguadores utilizados para determinar el

optimo de actividad de la amilasa de M. crenulata

Fosfatos SOmM 2,3y4

Acetatos S0mM 5y6

Fosfatos S0mM T7y8
Tris-NaOH 9y 10

5.7 Determinacion de la especificidad

Para determinar la especificidad de la amilasa purificada se utilizaron 3 sustratos sintéticos
(p-nitrofenil oligosacaridos cromogénicos) derivados de ciclodextrinas que son especificos
para la hidrolisis de a, B y y amilasa. La hidrolisis de estos sustratos genera la formacion de
un sacarido y del 4-nitrofenol, el cudl en condiciones alcalinas forma el fenolato que absorbe
a una longitud de onda de 405nm. Los sustratos sintéticos utilizados fueron 4-Nitrofenil-a-
D-Maltosido, 4-Nitrofenil-B-D-Maltosido y 4-Nitrofenil-a-D-Glucopirandsido que son
especificos para la o, B y y amilasa respectivamente. La hidrolisis de cada sustrato se muestra

en la Figura 14.
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Figura 14. Hidro6lisis de los diferentes sustratos especificos por las tres principales amilasas
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5.7.1 Procesamiento de las muestras

Se prepard cada uno de los tres sustratos sintéticos a una concentracion de SmM en un
amortiguador de acetatos 50 mM a pH 6. Para los blancos se mezclaron 200 pL de solucion
amortiguadora y 200 puL del sustrato sintético. A las muestras se les adiciond 200 uL de la
muestra y 200 pL del sustrato sintético. Los ensayos se realizaron por triplicado, incubando
a 30 °C durante 30 minutos. Posteriormente se agregé 200 pL. de NaCOs3 para generar el
medio alcalino y que se detenga la reaccion. La absorbancia fue leida en un espectrofotometro
a una longitud de onda de 405 nm.

Para poder conocer la concentracion del p-nitrofenol generado en la reaccion de hidrdlisis,
se utiliz6 la ecuacion de Lambert-Beer y el coeficiente de extincion molar del p-nitrofenol
(18300 M 'em™).

Ley de Lambert-Beer:

A=alc

A= Absorbancia

a=Coeficiente de extincion molar

[= Paso de luz (longitud de la celda)

C= Concentracion

La actividad especifica (U/mg) fue definida como los micromoles de p-nitrofenol formado

por minuto por miligramo de proteina.

5.8 Cuantificacion de carbohidratos totales

Para determinar si la proteina estaba glicosilada y determinar el contenido de carbohidratos
totales se utilizo el método espectrofotométrico “fenol-sulfirico”.®® La curva de calibracion
se realiz6 utilizando glucosa como estandar. La concentracion de azlicares totales se expresa
como pg glucosa/mL.

En este ensayo se mezclaron 500 puL de la enzima con 15 puL de fenol al 5%, se incubd por
10 min a temperatura ambiente y se afiadieron 1.5 mL de H2SO4 concentrado. Después de
incubar por 20 min a 27 °C se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Como blanco se utiliz6 el amortiguador de acetatos 50

mM pH 6.
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5.9. Efecto de aditivos sobre la actividad

Algunas sales, iones metalicos, azlicares, polimeros, agentes reductores, etc. pueden provocar
diversos efectos sobre la actividad amilolitica de la proteina, algunos pueden interaccionar
de manera favorable con la enzima favoreciendo la union al sustrato, mientras que en otros
casos, puede provocar inhibicion en la actividad.

El organismo de estudio (Megathura crenulata) al ser un organismo marino, se esperaria
que algunos iones tengan cierto efecto sobre la actividad amilolitica, ya que se encuentran en
las condiciones naturales en las que se encuentra la lapa marina. Ademas se probo el efecto
de un agente reductor como Ditiotreitol (DTT) el cual es capaz de reducir los puentes
disulfuro (-S-S-) presentes en las proteinas a grupos sulfhidrilo (-SH), un agente quelante
como el 4cido etilendiaminotetracético (EDTA), agentes solubilizantes como Polietilenglicol
(PEG) con un grado de polimerizacion de 3350, 400, etc. Los aditivos utilizados fueron los
siguientes: Ca?’, Zn**, Co*", Mn?*, Cu?*, Hg?" , Ba*', Ni**, AP**, Li*, EDTA, Sorbitol,
Manitol, Etanol, PEG-400 y PEG 3350 + 25% Citrato.

5.10 Determinacion de la estabilidad de la amilasa de M. crenulata

La produccion a gran escala de proteinas depende en gran medida de su estabilidad en el
medio en que cumple con su funciébn ya que una baja estabilidad conduce a bajos
rendimientos de purificacion, debido a la degradacion y precipitacion. Ademas, numerosos
estudios y aplicaciones biotecnologicas requieren que la proteina esté estable estructural y
funcionalmente bajo condiciones extremas de pH, temperatura, a altas concentraciones y por
periodos largos de tiempo. Es por esto que es necesario conocer los optimos de estabilidad

conformacional y funcional de una proteina.

5.10.1 Efecto de la temperatura en la estabilidad funcional de la amilasa de M. crenulata

Para evaluar la estabilidad funcional de la amilasa, la proteina pura se incub6 durante 1 hora
en las siguientes temperaturas: 4°C, 10°C, 25°C, 37°C, 45°C, 60°C, 70°C, 80°C y 90°C.
Posteriormente, se midi6 la actividad amilolitica por el método de DNS (Ver 5.2) aun pH de

6.0y 37°C.
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5.10.2 Evaluacion de la estabilidad de la amilasa por fluorometria diferencial de barrido

La estabilidad térmica es una caracteristica importante que necesita ser probada bajo
diferentes condiciones de pH, concentracion de sal, tipo de amortiguador y con una variedad
de aditivos. La identificacion de una solucion estabilizante aumenta la capacidad de purificar,
concentrar y cristalizar la proteina.

El ensayo de estabilidad térmica basada en la fluorescencia o fluorometria diferencial de
barrido (Differential Scanning Fluorimetry, DSF) fue desarrollado por Pantoliano y

137 y registrada como una marca comercial farmacéutica de 3

colaboradores en 200
dimensiones (3DP) pero posteriormente se le llamé comunmente termofluor. La metodologia
aprovecha el hecho de que la fluorescencia de muchos fluor6foros que se unen a proteinas de
manera no especifica se incrementa cuando la hidrofobicidad del medio aumenta. En esta
técnica, el fluoroforo interactiia con las regiones hidrofobicas expuestas generadas por el
desplegamiento parcial o total de la proteina. El fluor6foro se apaga en soluciones acuosas

pero cuando las fracciones aromaticas de los fluor6foros se intercalan en el nucleo

hidrofobico este recupera su fluorescencia.

ThermoFluor es un ensayo de estabilidad de proteinas que utiliza un fluoréforo sensible al
medio para monitorear la cantidad de proteina desplegada en solucién como una funcién de
la temperatura. Cuando la temperatura se incrementa, la fraccion de proteina no nativa se
incrementa generando una transicion cooperativa de desplegamiento. La temperatura media
de tal transicion o Tr, se define como la temperatura en la que la concentracion de proteina
nativa y no nativa es equivalente ([N] = [U]) y el equilibrio entre estas especies es Ky =
[U]/[N] =1. Debido a esto, la energia libre es cero dado que AuG(tm) = —nRT In Ky. Bajo
condiciones en las que el desplegamiento es reversible se puede tener informacion de la
entalpia de desplegamiento, AuH(tm), y de la capacidad calorifica de desplegamiento, AyCy,
proporcionando una descripcion completa de la dependencia de la temperatura en la
estabilidad de las proteinas.> Debido a la simple relacion entre Tm y AuG (T) para la energia
libre de desplegamiento de la proteina, los efectos de la composicion de la solucion en la Ty,

pueden ser directamente relacionados con los cambios en la estabilidad de la proteina.”: 8

En la DSF, la proteina se calienta mediante un instrumento de RT PCR en presencia de un

fluoréforo, para monitorear los cambios estructurales inducidos térmicamente en la proteina.
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Los fluor6foros que se utilizan son principalmente sensibles a la polaridad del disolvente y
emiten una senal de fluorescencia en un ambiente no polar como los grupos hidrofobicos
expuestos de proteinas desplegadas y se apagan o inactivan rapidamente en soluciones
acuosas. A la fecha SYPRO Orange es el fluor6foro mas utilizado debido a su alta relacion
sefal-ruido y a la alta especificidad y sensibilidad hacia regiones hidrofébicas expuestas de

las proteinas.?’

Para muchas proteinas, el incremento gradual de la temperatura tiene poco efecto en el
plegamiento de la misma, hasta que se alcanza una temperatura donde esta se despliega
rapidamente. En este punto, la proteina desplegada expondra su ntcleo hidrofébico y emitira
una sefal de fluorescencia (Figura 15). En un caso ideal, el despliegue repentino de la
proteina de la muestra dara lugar a un fuerte aumento de la sefial de fluorescencia en un
intervalo de temperatura corto. Una curva sigmoide aguda permite el célculo de la
temperatura de fusion (Tw), que corresponden a la temperatura a la que la proteina estd 50%
plegada y 50% desplegada. La temperatura de fusion también puede ser obtenida calculando
el pico de la primera derivada (Figura 15 B). Se ha observado que una curva de fusién aguda
es altamente reproducible lo que abre la posibilidad de comparar las temperaturas de fusion
entre las muestras de proteina en diferentes amortiguadores, o con diferentes aditivos, entre
otras variables. Un cambio positivo en la Tm puede relacionarse con un aumente en el orden
de la estructura y disminucion en la flexibilidad, mientras que Tm mds baja indica que la

proteina en esas condiciones pierde estructura.®’- 58

Procesamiento de la muestras
La proteina se utilizé a una concentracion de 0.15 mg/mL. A ImL de ésta se le adiciono 1

uL del reactivo SYPRO Orange (dilucion 1:1000). Se colocaron 10 pL de la muestra en cada
pozo de una placa de 96 pozos de Applied biosystems (MicroAmp Fast 96-well reaction
plate de 0.1 mL). A cada pozo se le adicionaron 10 pl de cada solucion de los tres diferentes
kits probados: pH/sales amortiguadoras, solubilidad/estabilidad y aditivos. Cada kit consta
de 96 condiciones. La placa se sellé con una pelicula 6pticamente inerte (Greiner VIEWseal
de Jena Bioscience). Posteriormente, se centrifugd la micro placa por 2 min a 300 rpm a 25
°C y se coloco en el equipo de PCR en tiempo real (Applied Biosystems StepOne). Para el

analisis se aplico un gradiente de temperatura de 25-98 °C
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Figura 15. Ensayo de desnaturalizacion térmica tipico usando termofluorescencia.
(A) Curva de fusion de la glucosa isomerasa en 100 mM de Tris-HCI pH 8.5. La
solucion de proteina se calentd en presencia de SYPRO Orange. Cuando la
proteina empieza a desnaturalizarse, la sonda fluorescente se une al nucleo
hidrofobico de la proteina incrementando la fluorescencia (eje Y derecho). La
maxima fluorescencia se obtiene cuando la proteina se despliega por completo,
después la sefial del SYPRO Orange decrece cuando el fluoroforo se disocia de la
proteina. Una sefal residual de este se explica por la interaccion con agregados de
proteina.Generalmente, la senal de fluorescencia es graficada como una funcion
de la temperatura que genera una curva sigmoide que permite determinar 1 la
fraccion de proteina desplegada (eje Y izquierdo). El punto de inflexion
corresponde a la temperatura de fusion (T ) en la cudl el 50% de la proteina esta
desplegada. En este caso la Tm fue de 81.3 °C. (B) Representacion alternativa de
la curva de fusién utilizando la primera derivada de los datos crudos — (dRFU)/dT
de los datos crudos. La T corresponde con el apice.
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5.11 Estudio conformacional y determinacion del contenido de estructura secundaria

de la amilasa mediante dicroismo circular

La aplicacion de la espectroscopia de dicroismo circular (DC), en la determinacion de la
estructura secundaria de proteinas, se basa en la quiralidad de los aminoacidos que la
conforman. La teoria de dicroismo circular fue desarrollada por Neumann y Snatzke en
1990.% Esta técnica utiliza las propiedades de la luz polarizada formada por dos componentes
polarizados circulares, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan en
fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio dpticamente activo, cada componente
interactia de manera diferente con los centros quirales de las moléculas presentes. La
interaccion de la radiacion con la muestra, induce un desfasamiento y un cambio de magnitud
en ambos componentes circularmente polarizados. Estos fendmenos provocan una rotacion
del plano de polarizacion en un dngulo a y la distorsioén de este plano genera una elipse. La
rotacion del plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente polarizados
varian de acuerdo con la longitud de onda incidente, obteniendo un espectro de la rotacion o
elipticidad contra la longitud de onda (1).%

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta
cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm), de la radiacion electromagnética. En la
region del ultravioleta cercano, los cromdforos mas importantes son los grupos aromaticos
de las cadenas laterales de triptofano, tirosina y fenilalanina. La asimetria en estos grupos
quimicos, se debe exclusivamente a su entorno ya que los residuos aromaticos se encuentran
distribuidos en toda la macromolécula. Los espectros en esta region son un reflejo de la
conformacion global de la proteina y las sefiales obtenidas son sensibles a los cambios en la
misma. Por otro lado, los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben
principalmente a los enlaces peptidicos que unen los residuos de los aminoacidos entre si. La
asimetria de estos cromoforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina,
por lo cual, las sefiales de dicroismo circular se pueden interpretar en términos del contenido
de estructura secundaria presente, es decir, del porcentaje de residuos que se encuentran en
alguna conformacion estructural (hélices alfa, hojas beta, giros y lazos (Figura 16).%

El espectro de DC se puede expresar como el grado de elipticidad (0) y normalmente se

expresa en miligrados (mdeg) debido al tamafio tan pequefio de algunas mediciones.
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Figura 16. Patron caracteristico de proteinas con determinada estructura
secundaria, en donde se observan los puntos maximos y minimos

determinantes.
El contenido de estructura secundaria de la amilasa pura se determind por sus espectros de
dicroismo circular. Dichos espectros se obtuvieron a 20 °C en un espectropolarimetro JASCO
J-700. Los experimentos se realizaron en una celda de 1 mm de paso de luz para la region
del ultravioleta (UV) lejano (185-260 nm) y las lecturas fueron registradas cada 1 nm. Las
muestras que se encontraban a una concentracion de 0.25 mg/mL se dializaron contra un
amortiguador de acetatos 10 mM pH 6.0, como blanco se realizé una corrida con dicho

amortiguador en las mismas condiciones. Los resultados se expresan como elipticidad molar

por residuo medio [0].
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5.12 Pruebas de actividad hemaglutinante

Para verificar si la amilasa tenia actividad de lectina, se realiz6 una prueba de aglutinacion
de eritrocitos de conejo formalinizados (ECF). Las lectinas son proteinas que tienen la
capacidad de aglutinar células, en especial células como los eritrocitos, esto debido a que
reconocen los azucares presentes en la membrana celular.®!#? Las pruebas se realizaron en
placas de 60 micropozos con fondo en forma de “U” por el método de dilucion seriada 1:2,
esto es, en cada uno de los pozos se colocaron 50 pL de amortiguador de acetatos 50 mM,
pH 6.0, a continuacion, en el primer pozo de cada serie se colocaron 50 uL de la solucion de
proteina, se mezcld con el amortiguador y posteriormente se tomaron 50 pL que fueron
trasladados al segundo pozo, de nuevo se mezclé con el amortiguador ya presente y se
tomaron otros 50 pL para llevarlos al tercer pozo y asi sucesivamente hasta completar la
hilera de 12 pozos o hasta donde fuese necesario para agotar la actividad. Posteriormente, se
agregaron 50 pL de la solucion de ECF al 2%, se agitaron brevemente las cajas, se taparon y
se dejaron a temperatura ambiente por 1.5 h, transcurrido ese tiempo se examinaron
visualmente en busca de hemaglutinacion. La actividad queda entonces definida como el
reciproco del titulo, que corresponde al factor de dilucion (nimero de pozo) mas alto de
proteina que presenta actividad hemaglutinante. La actividad especifica se expresé6 como

U/ug de proteina.

La actividad se midié con este método por triplicado incluyendo un blanco positivo, en el
que se utilizé una lectina comercial, y un blanco negativo, en que se sustituyeron las muestras
por amortiguador de acetatos 50 mM pH 6.0. El patron de sedimentacion de los eritrocitos
que indica hemaglutinacion es una capa uniforme de eritrocitos en la base de los pozos
mientras que un patrdn negativo, que indica que no hay actividad hemaglutinante, es un
agregado de eritrocitos al fondo de los pozos rodeados de una zona clara y concéntrica de

igual tamafio que la del blanco negativo (Figura 17).

2. 2% %9 9

a) b)

Figura 17. Pruebas de actividad hemaglutinante donde a) indica que no existe
actividad mientras que b) muestra la presencia de actividad hemaglutinante
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5.13 Determinacion de la especificidad

Para determinar la especificidad de la lectina se realizaron pruebas de inhibicion, probando
qué carbohidratos eran capaces de inhibir la actividad hemaglutinante de la lectina sobre los
ECF. Dichas pruebas se realizaron con diluciones seriadas de los carbohidratos para asi
probar un amplio margen de concentraciones. Se utilizaron placas de 60 micropozos en los
que se colocaron 25 pL. de amortiguador de acetatos 50 mM pH 6.0. A continuacion, en el
primer pozo de cada serie se colocaron 25 pL de los distintos azucares a probar y se realizaron
diluciones seriadas 1:2 de los mismos hasta llegar a 12 diluciones. Posteriormente se
agregaron 10 uL de la lectina purificada a una concentracion de 55 pg/pL. Con estas
soluciones, las cajas se taparon y se sometieron a agitacion suave a temperatura ambiente por
1 hora. Al concluir el tiempo de incubacion, se adicion6 a cada pozo 25 uL de la solucién
al 2 % de ECF. Bajo las mismas condiciones, se prepararon simultineamente un blanco
positivo y uno negativo para cada azucar, el positivo contenia 35 pL. de amortiguador de
acetatos 50 mM pH 6.0, 25 pL de cada dilucion de aztcar a probar y 25 puL. de ECF al 2 %,
mientras que el negativo contenia 50 uLL de amortiguador de acetatos S0mM pH 6.0, 10 puL

de la solucion de lectina y 25 pLL de ECF al 2 %, los ensayos se realizaron por triplicado.

Se probaron 55 azucares (monosacaridos, oligosacéridos y polisacaridos) se considerd que la
diluciéon minima inhibitoria de la actividad era el Gltimo pozo en el que visualmente el
sedimento de eritrocitos al fondo de los pozos y la zona clara y concéntrica alrededor de
estos, era de igual tamafio que la del blanco positivo; la concentracion minima inhibitoria

(CMI) se defini6 como aquella presente en dicho pozo.
6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Purificacion

Se estandarizd un método para la purificacion de una amilasa del tracto digestivo de
Megathura crenulata. La purificacion se pudo hacer en un solo paso uniendo la amilasa a
agar polimerizado, utilizando la propiedad que tiene esta proteina de poseer un dominio de
reconocimiento a dicho polisacarido. La proteina se une fuertemente al agar y s6lo después
de lavar con 2 M de NaCl pudo ser eluida. Este resulté ser un método muy sencillo y de bajo

costo para purificar a la amilasa y para poder mantenerla estable. Es importante sefialar que
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por métodos convencionales de purificacion, esto es, por cromatografias de intercambio
ionico, etc, la proteina perdia la actividad en muy poco tiempo, se agregaba y precipitada.
Sin embargo con estd técnica, la proteina se mantiene estable y con una de las actividades
especificas mas altas reportadas a la fecha (41,500 U/mg) para este tipo de enzimas.

La cuantificacion de la proteina se realizé con la técnica del BCA como se describi6 en los
métodos y utilizando la curva de calibracion que se muestra en la Figura 18. Para la
cuantificacion de la actividad especifica se elabord una curva patréon con maltosa (Figura 19)

(ver secciones 5.2 y 5.3).
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Figura 18. Curva de calibracion de proteina obtenida con el método del BCA
y utilizando albiimina de suero de bovino como estandar en un amortiguador

de acetatos 50 mM a pH 6.
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Figura 19. Curva estandar de maltosa para la cuantificacion de azicares reductores.

La proteina eluida del agar se aplicé a una columna de exclusidon molecular Ultrogel AcA
202 que separa proteina en un intervalo de masa molecular de 1-22 kDa. En la Figura 20 se
muestra el perfil de elucion donde se pueden observar dos fracciones. A ambas fracciones se
les midio6 la actividad amilolitica observando que la Fraccion 1 era la mas activa, con 40,135
U/mg mientras que la fraccion 2 mostrd una actividad de 10,220 U/mg, sin embargo, al
verificar su masa por espectrometria de masas MALDI-TOF notamos que era la misma
proteina con una masa de 6.4 kDa, lo que indicaba que esta se estaba oligomerizando y que
los oligémeros de mayor tamafio eran mas activos. Este debe ser el mecanismo por el cuél la
amilasa de M. crenulata presenta actividades tan altas, mayores a las reportadas para amilasas
de otras fuentes ya que al oligomerizar exponen un mayor niimero de sitios cataliticos’*2,

Este fue el primer indicio de que la proteina tendia a oligomerizar.
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Figura 20. Perfil de elusion de la cromatografia de exclusion molecular. Se
utiliz6 una resina de AcA 202 equilibrada con amortiguador de acetatos 50 mM

pH 6 con 0.2 M de NaCl para evitar adsorcion no especifica.

6.2 Determinacion de la masa molecular y pureza de la proteina

Para verificar que la proteina se encontraba pura, se realizd una espectrometria de masas
MALDI-TOF donde observamos un solo pico con una masa de 6.4 kDa lo que demuestra la
pureza de la proteina y ademas, que se trata de una de las amilasas mas pequefias reportadas
a la fecha (Figura 21, Tabla 3). Incluso su masa estd por debajo de las amilasas producidas
por bacterias no formadoras de esporas, las que se considera que tienen las masas mas
pequetias (aproximadamente 25 kDa). La a-amilasa aislada de Euphausia superba, krill
presente en los océanos Atlantico y Pacifico tiene una masa de 17 kDa, y es una de las

amilasas mas pequefias reportadas a la fecha.

Tabla 3. Principales organismos productores de a-amilasas

Codigo Masa molecular
Fuente de la a-amilasa
PDB (kDa)
Amilasa pancratica de cerdo (PPA) IDHK 55.357
Aspergillus oryzae (TAKA) 6TAA 52.490
B. subtilis (BSUA) 1BAG 68.421

52



B. amyloliquefaciens (BAA) 1E43 58.843

B. licheniformis (BLA) IBLI 58.274

Euphausia superba 17.0

6.4 (presente
M. crenulata

estudio)

Es interesante sefialar que para este ensayo se utilizaron dos matrices: el acido sinapinico que
es una matriz que se utiliza en general para proteinas con masa molecular arriba de 10 kDa,
y el acido a-ciano-4-hidroxicinamico para masas menores a 10 kDa, sin embargo, no se
obtuvieron resultados por lo que se probaron diferentes matrices, siendo la de DHB (4cido
2,5-dihidroxibenzoico) y la siper DHB (mezcla de acido 2,5-dihidroxibenzoico con 4cido 2-
hidroxi-5 metoxibenzoico en una relacion 9:1) con la que se obtuvo la mejor sefial. Cabe
sefialar que estas matrices generalmente se utilizan cuando la proteina esta glicosilada®!, por
lo que decidimos determinar si la amilasa de M. crenulata era una proteina con azlcares en

su estructura.”’
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Figura 21. Espectro de masas MALDI-TOF. Se utilizé una matriz de Super DHB
disuelta en una solucion de acetonitrilo (30%), agua (70%) y TFA (0.1%)
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6.3 Cuantificacion de azucares totales

Para determinar si la amilasa pura estaba glicosilada utilizamos el método del fenol-
sulfarico® y la curva de calibracion que se muestra en la Figura 22. Este analisis nos indicé

que se trataba de una glicoproteina que poseia 5.4% de azucares en su estructura.

Es importante senalar que en muchas proteinas glicosiladas, mientras mas alto es el grado de
glicosilacion es mayor su tendencia a oligomerizar debido a que se establecen interacciones
azUcar-proteina O azlicar-aziicar entre los mondmeros de proteina, induciendo la
oligomerizacion de la misma. Este mecanismo se ha observado en proteinas extremofilas ya

que al oligomerizar protegen zonas labiles de la proteina haciéndolas mas estables.”>1%
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Figura 22. Curva de calibracion para la determinacion de
azucares totales por el método del fenol-sulfurico. Se utilizd

glucosa como estandar.
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6.4 Parametros 6ptimos de temperatura y pH para la actividad de la amilasa de M.

crenulata

Se evaluaron los 6ptimos de actividad contra pH y temperatura mediante la cuantificacion de
azucares reductores por el método del DNS (ver métodos). Se observo que los valores
Optimos para la actividad de la amilasa son a 30 °C y a pH de 6 (Figura 23). La mayoria de
las a-amilasas tienen un pH optimo en un intervalo de 6-7 y los dptimos de temperatura se
han reportado en un intervalo entre 30-45 °C.!°! La a-amilasa aislada de Euphausia superba,
krill presente en los océanos Atlantico y Pacifico tiene un pH y temperatura 6ptimos de 6.4

1

y 35°C respectivamente, '> que son muy parecidos a los optimos de la a-amilasa de

Megathura crenulata reportados en este trabajo.
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Figura 23. Optimos de actividad de la amilasa de M. crenulata (A) Efecto de la
temperatura 37°C (B) Efecto del pH 6.0

6.5 Determinacion de la especificidad

Con el fin de determinar la especificidad de la amilasa purificada se probaron diferentes
sustratos sintéticos especificos para cada familia de amilasas. Se observd que la amilasa
reconocia preferentemente el 4-Nitrofenil-a-D-Maltdsido lo que implica que lleva a cabo la
hidrélisis como una a-amilasa (E.C. 3.2.1.1), el resultado anterior es preeliminar ya que s6lo
con sustratos sintéticos no podemos concluir que lleva acabo una endo hidrolisis al azar de
los enlaces a-1,4 en polisacaridos como almidon, glucogeno y oligosacaridos. El anterior

resultado concuerda con los estudios realizados por Martin, C., et a/,”’ donde hace un analisis
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de la presencia de enzimas hidroliticas presentes en el tracto digestivo de Megathura
crenulata. Este autor detecta la presencia de la actividad de a-amilasa en el estilete cristalino
que es una estructura transparente y gelatinosa compuesto de mucoproteinas y que es
conocido por la secrecion de enzimas digestivas como la a-amilasa en los bivalvos. Sin
embargo, esta amilasa también reconocié aunque en menor proporcion el 4-Nitrofenil-a-D-

Glucopiranoésido, lo que implica que también tiene actividad de y-amilasa.

6.6. Efecto de diferentes aditivos en la actividad de la amilasa de M. crenulata

Muchas sustancias modifican la actividad de una enzima, estos aditivos por lo regular se
denominan activadores o inhibidores.!” La mayoria de las amilasas conocidas son
dependientes de iones metélicos.!*"1% Diferentes estudios muestran que la presencia de un
ion metalico a altas concentraciones puede competir con otro metal presente a menor
concentracion y remplazarlo en el sitio de unién a metal, incluso cuando la afinidad sea
menor.'® Como se observa en la Figura 24 los iones Ni**, Ca*", Co*" y Ba** exhiben un
marcado incremento en la actividad enzimética, siendo el Ni*>* el que mostré un mayor efecto
aumentando mas del 100% la actividad enzimatica. Estos resultados son congruentes con lo
obtenido en la caracterizacion de la amilasa del copépodo Heliodiaptomus viduus (organismo
presente en el zooplancton acudtico) en donde se observa un efecto similar con estos iones. "’
Los iones Zn**, Mn?*, AI’** y Li" mostraron un moderado incremento en la actividad
enzimatica de la amilasa de M. crenulata, el efecto del ion Zn?" cambia mucho entre
diferentes amilasas, en el caso de la a-amilasa de Schwanniomyces alluvius actia como un
potente inhibidor.!* Se reporta el mismo efecto de estos iones sobre la actividad de la amilasa
de soya.'” Se han reportado diferentes amilasas que requieren el ion Ca®" para ser estables y
funcionales y que son inhibidas por agentes quelantes como el EDTA, %! sin embargo, la
amilasa de Megathura crenulata no no se inhibié con EDTA, al igual que la amilasa de soya,
este resultado sugiere que no es una metaloenzima y es fuertemente resistente a la accion de
agentes quelantes. Este resultado sugiere que puede tener una gran aplicacion en la industria
de detergentes, ya que los agentes quelantes como el EDTA son indispensables en las

formulaciones de productos para esa industria.'%

En presencia de los iones Cu®*" y Hg?", se observo una inhibicion total de la actividad de la

enzima. Se ha reportado que los iones Hg?", Cu?" y Pb** tiene un potencial efecto inhibitorio
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en la actividad de algunas amilasas de bacterias y hongos.'!? Se sabe que el grupo tiol de las
cisteinas puede coordinar iones metalicos, ''* por lo que el efecto inhibitorio del ion Hg**
sobre las amilasas nos puede indicar la existencia de una necesaria para la catalisis o bien
que sea estructural favoreciendo la estabilidad de la misma. Se ha observado que en proteinas
que poseen en su sitio catalitico grupos tiol o sulfidrilos libres, estos interaccionan con el
mercurio formando mercaptidos impidiendo que funcione el sitio catalitico de la enzima. El

ion Cu?" inhibe completamente la amilasa de Bacillus subtillis JS-2004.'14

Mediante la adicidon de polioles como Sorbitol y Manitol, y polimeros como el PEG-400 y
PEG-Citrato se observo un incremento en la actividad enzimatica, siendo el caso del Manitol
y PEG-400 los que tuvieron un efecto mayor. Se ha establecido que el PEG interactia con
las proteinas mediante interacciones hidrofébicas, favoreciendo un plegamiento estable que
le confiere una mayor actividad a la enzima.!'>!'® Este resultado concuerda con la evaluacién
de la activacidn, inhibicion y estabilizacion de 10 amilasas de la familia de a-amilasas
[Porcine Pancreatic a-amylase (PPA), Human Salivary a-amylase (HSA), Aspergillus oryzae
a-amylase (AOA), Bacillus amyloliquefaciens a-amylase (BAA), Bacillus licheniformis a-
amylase (BLA), B-amylase (B-A), Aspergillus niger glucoamylase (GA), Bacillus
acidopullulyticus  pullulanase (PUL) 'y Bacillus macerans Cyclomaltodextrin
glucanyltransferase (CGTase)]'!” en donde se observo que todas las amilasas presentan una
activacion en presencia de PEG, desde PEG-400 hasta PEG-8000. La activacion de las
enzimas muestra diferente especificidad para los distintos grados de polimerizacion del PEG,
lo que depende completamente del tipo de amilasa y la reaccion estereoquimica que llevan a
cabo durante la hidrolisis de su sustrato especifico. Para el caso de los polioles, su uso es muy
comun en formulaciones enzimaticas ya que ayuda a que no haya pérdida de actividad y evita

la agregacion de las proteinas, principalmente por interacciones solvofébicas.'!”

57



1400001

D) 120000

U/m

-
o
o
o
[=]
o

80000

]
o
o
o
o

40000

Actividad especifica

20000

Aditivo

Figura 24. Efecto de diferentes aditivos en la actividad de la amilasa de M.

crenulata

6.7 Estabilidad de la amilasa de M. crenulata

La caracterizacion de proteinas puras en muchas ocasiones constituye un reto dificil de
vencer, esto debido a que una vez que se extraen de la célula, son aisladas del medio que las
mantiene estables por lo que muestran pérdida de estabilidad y actividad en los
amortiguadores generalmente utilizados. Es por esto que es necesario encontrar las
condiciones necesarias para recuperar la integridad y actividad de las proteinas. Muchas
veces estas condiciones pueden ser inferidas dependiendo de la naturaleza de la proteina,
pero en muchos casos estas son desconocidas. Por lo anterior, es necesario probar una gama
de condiciones como pH, tipo de amortiguador, fuerza idnica, aditivos, etc.

A la fecha, no es suficiente con tener a las proteinas puras y activas, sino que ademas es
necesario tenerlas en estado monodisperso y estable para lograr un analisis mas preciso de
sus caracteristicas. Los estudios estructurales son particularmente demandantes porque las
proteinas deben mantenerse estables en condiciones un tanto extremas, por ejemplo, para
cristalizarlas se requieren altas concentraciones y mantenerlas a 18 °C hasta que cristalicen

y muchas proteinas no son estables en estas condiciones. Por esto es de vital importancia
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determinar la estabilidad de las proteinas bajo diferentes condiciones, para esto se pueden
utilizar diferentes técnicas como son el dicroismo circular acoplado a un gradiente de
temperatura que puede utilizarse para seguir la pérdida de estructura secundaria como una
sefial de desplegamiento a elevadas temperaturas; con dispersion dindmica de luz podemos
ver la agregacion al aplicar un gradiente de temperatura, o por calorimetria diferencial de
barrido, sin embargo en todos los casos se requiere mucho tiempo y grandes cantidades de
proteina para probar diferentes condiciones. La termofluorescencia ha demostrado ser una
técnica util para evaluar la estabilidad térmica de una manera sistematica y que permite
ensayar simultdneamente una gran cantidad de condiciones con cantidades relativamente
pequefias de muestra.

La amilasa de M. crenulata muestra una fuerte tendencia a la oligomerizacién, esta
caracteristica dificulta su concentracion, debido a lo anterior es muy probable que se
encuentre en forma polidispersa y se vea favorecida una precipitacion, lo que impide obtener
cristales adecuados para posteriores estudios de difraccion de rayos X. Es por esto que se
decidio6 evaluar la estabilidad de la proteina bajo diferentes condiciones. Se utilizaron 3 kits
utilizados frecuentemente en estudios de cristalizacion. Primero se observo el efecto del pH

y de las sales amortiguadoras.

6.7.1 Efecto del pH y sales amortiguadoras

Fue interesante notar que el control mostré una T de 70 °C lo que la clasifica como una
proteina de termoestabilidad media, en comparacion con otras enzimas homoélogas (Tabla 4)
de termoestabilidad alta como las producidas por Bacillus licheniformis y Pyrococcus
furiosus. Esto implica que en las condiciones en que estamos trabajando a la proteina esta es
muy estable, sin embargo muchas proteinas logran su estabilidad mediante mecanismos de
oligomerizacion que les permiten proteger zonas labiles, lo que puede implicar que es este el
mecanismo por el cual logra su estabilidad y por esto no podemos concentrar. De las 96
condiciones en 4 de ellas se observaron resultados interesantes. Se observo que la proteina
es muy sensible al pH (Figura 25), cuando este se incrementa, la proteina pierde estabilidad
lo que se refleja en una Tm mas baja. El mismo efecto se observd a pH acidos, siendo el

optimo a pH 6 que es como la habiamos estado trabajando (control).
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Figura 25. Efecto del pH y de sales amortiguadoras en la estabilidad

de la lectina de M. crenulata.

Tabla 4. o-amilasas de las que se conoce su estructura terciaria y sus propiedades de

estabilidad térmica

Peso No. de
Origen Codigo | No.de molecular No.de | Otros puentes Tm
& PDB residuos (kDa) iones Ca** | iones | disulfuro (°C)
(No. Cys)
Alteromonas
haloplanctis (AHA) 1AQH 453 49.358 1 1CI 4(8) 44
psicrofila
Pig pancreatic (PPA) | e | 496 55.357 1 1CI 4(12) 65
mesofila
Aspergillus oryzae
(TAKA) meséfila 6TAA 478 52.490 2 - 409) 71
Bacillus subtilis
(BSUA) mesofila IBAG 619 68.421 3 - 0(1) 83
Bacillus
amyloliquefaciens
(BAA) termofila- 1E43 483 58.843 4 1 Na 0 86
mesofila
Bacillus
licheniformis (BLA) 1BLI 483 58.274 3 1 Na 0 102
termofila-mesofila
Pyrococcus
woesi/furiosus Zn,
(PWA)/(PFA) IMXG 435 50.175 1 3 Mg 2(5) 110
hipertermofila
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6.7.2. Efecto de diferentes iones en la estabilidad de M. crenulata

Se evaluo el efecto de diferentes iones en la estabilidad de la proteina pura. Se probaron las
96 condiciones del kit de iones de Hampton Research, observando que 6 condiciones
favorecian la estabilidad de la proteina pero de diferente manera (Figura 26). Es interesante
notar que iones como el Ca>" y el praseodimio favorecieron su estabilidad. Ya antes habiamos
mencionado que el Ca®" era necesario para la actividad de diversas amilasas (Tabla 5) y
observamos que para la amilasa purificada también favorece su estabilidad. La afinidad de
las amilasas por iones divalentes varia considerablemente dependiendo de la fuente de la
enzima, estudios realizados con la a-amilasa de BAA!!” revelaron que tiene 17 posibles sitios
de unién a Ca*" y 25 a Co?". La actividad de esta enzima se vio favorecida al aumentar la
concentracion de iones Co**, sin embargo, la temperatura de desnaturalizacion disminuye,
por lo tanto, se cree que los iones divalentes actiian en conjunto, uno como estabilizador y el
otro como activador, para el caso de la a-amilasa de Megathura crenulata el ion Ca** parece
favorecer la estabilidad térmica de la enzima mientras que el Co?" actia como un activador,

incrementando considerablemente su actividad amilolitica.

El ion que favorecio mas la actividad fue el praseodimio, llevando la Ti, a un valor de 74.5°C.
Dicho ion pesado se utiliza cominmente para derivatizar a las proteinas y determinar su
estructura terciaria por técnicas como MAD, SAD, o reemplazo isomorfico. Basicamente se
une a la proteina coordinandose con aminoéacido acidos e incrementando la capa de
solvatacion y en muchas ocasiones estabilizando asas muy moéviles que al mantenerse mas
rigidas se evita la agregacion de las proteinas. Es interesante notar que la galactosa estabiliza
también a la amilasa, esto explica porque cuando se purifica con agar (que estd formado por
agarosa y agaropectina y ambos constituidos por galactosas) la proteina se mantiene estable,
algo que antes no se habia logrado ya que la proteina se desestabilizaba en cuanto se iniciaba
la purificacion por las técnicas convencionales (intercambio idnico o exclusion molecular),
perdiéndose la actividad en cuestion de horas y precipitando, sin lograr llegar a la purificacion
total antes de que esto ocurriera. Por otro lado, el efecto estabilizante del polipropilen glicol
y del dioxano nos habla de la naturaleza hidrofobica de la proteina. Estos aditivos favorecen

las interacciones no polares.'!8
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Figura 26. Efecto de diferentes iones en la estabilidad térmica de la
amilasa de M. crenulata.
Tabla 5. En esta tabla se observa el efecto del Ca** sobre la
estabilidad térmica en a-amilasas con aplicacion industrial. Las

abreviaturas son las mismas de la Tabla 4.

Enzimas Tm (°C) satzlirada Tm (°C) Sin Ca** | ATw (°C)
con Ca

AHA 44 44 0
PPA 65 48 17
TAKA 71 57 14
BSUA 83 46 37
BAA 86 38 48
BLA 102 52 50
PWA/PFA ~110 n.d. n.d.

6.7.3. Efecto de diferentes agentes solubilizantes en la estabilidad de la amilasa pura

Finalmente en los resultados obtenidos con las 96 soluciones del kit de solubilidad y
estabilidad, se observdo que cuatro de ellas favorecieron su estabilidad (Figura 27).
Observamos que los aditivos que aumentaron la estabilidad térmica de la amilasa fueron la
Espermidina (+20.4 °C) y el Glutatién reducido (+21.5°C). En estudios anteriores se ha

observado el efecto protector del GSH en este tipo de enzimas, por ejemplo contra
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compuestos como aldehidos saturados e insaturados presentes en el humo de cigarro, los
cuales modifican estructuras biolodgicas actuando como agentes oxidantes, pro-inflamatorios
y carcindgenos, estos compuestos tienen una actividad inhibitoria de la a-amilasa presente
en la saliva humana, se ha observado que el GSH (1mM) tiene un efecto protector sobre la
actividad enzimatica, lo que puede sugerir que el GSH ofrece proteccion contra la oxidacion,
en especial de algunos grupos -SH de la enzima, los cuales, probablemente se encuentren en
el sitio activo, una posible explicacion para el caso de la oxidacion con aldehidos es que el
GSH acttia como donador de grupos tioles, en lugar de las cisteinas presentes en la enzima.
Se cree que los puentes disulfuro estabilizan la mayoria de las proteinas a través de un efecto
entropico, por la disminucion de la entropia de estado desplegado de la proteina. Este efecto
entropico de los puentes disulfuro se incrementa en proporcion al logaritmo del nimero de
residuos que separan las dos cisteinas en cada puente. Para el caso de la a-amilasa de
Megathura crenulata, al haber un aumento en la actividad enzimadtica y un aumento en la
estabilidad térmica, nos indican dos cosas, que hay cisteinas importantes cerca del sitio activo
y que hay cisteinas estructurales. Por lo regular, las enzimas homologas tiene de 1 a 8
cisteinas en su secuencia de aminoacidos, sin una relacion aparente entre el numero de
cisteinas y su estabilidad térmica, de hecho, las a-amilasa de BLA y BAA no tienen residuos
de cisteina y tienen una Tr, de 106°C y 82°C respectivamente (la estabilidad térmica de la a-
amilasa de Bacillus licheniformis se ha debe principalmente a puentes salinos adicionales
con residuos especificos de lisina), mientras que la amilasa de BAA tiene un solo residuo en
su estructura, en el caso de la a-amilasa de PWA, cuatro de los cinco residuos de cisteina
estan implicados en puentes disulfuro, uno de ellos muy cerca del sitio a union a metales, la
unica cisteina (C166) que no estd involucrada en la formacion de puentes disulfuro ayuda a
la coordinacién en el sitio de unién a metal (Zn"). Para poder evaluar la relacion que tiene
la presencia de cisteinas con la termoestabilidad, en la misma a-amilasa de PWA se hicieron
estudios de mutagénesis dirigida y se sustituyo la cisteina 166 por serina, lo cual, condujo a
la pérdida de la termoestabilidad. Lo que indirectamente sugiere que el papel de los iones
metalicos es muy importante en la termoestabilidad (ver mdas abajo). Por otra parte, se
esperaria que al tener un mayor nimero de residuos de cisteina y por ende, mayor nimero
de puentes disulfuro la termoestabilidad fuera mayor, siendo que no es asi, para el caso de la

a-amilasa de AHA tiene 8 residuos de cisteina y 4 puentes, la de PPA tiene doce residuos de
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cisteina y 4 puentes disulfuro, pero su comportamiento térmico no es estable a altas
temperaturas. Por lo que se puede concluir que el numero de puentes disulfuro no es
directamente proporcional a la estabilidad térmica, pero la presencia de cisteinas libres para
unirse a iones metalicos, podria estar relacionado a una mayor estabilidad térmica. Por otro
lado, la espermidina increment6 la T 20.4 °C, esta poliamima presente en casi todos los
organismos vivos, aumenta en gran medida la solubilidad de muchas enzimas evitando la

agregacion. '%°
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Figura 27. Efecto de agentes solubilizantes en la estabilidad de la amilasa de M. crenulata

6.8 Estudios de dicroismo circular en el UV lejano

Con el fin de analizar el contenido de estructura secundaria de la amilasa pura se corrié un
espectro de dicroismo circular en el ultravioleta lejano. El espectro obtenido corresponde a
una proteina intrinsecamente desestructurada (PID) (Figura 28 A). Estas proteinas existen y
funcionan aun sin una estructura terciaria bien definida, lo que desafia el paradigma clasico
de la estructura-funcion que establece que una proteina no es funcional hasta que adquiere su
estructura terciaria''®1?2. Las PID pueden llevar a cabo funciones esenciales que incluyen la
regulacion de la transcripcion y la traduccion, la transduccion de la sefial celular,
fosforilacion de proteinas, el almacenamiento de pequefias moléculas, como chaperonas y la
regulacion del auto-ensamblaje de grandes complejos multiprotéicos tales como el flagelo

bacteriano y el ribosoma. Las proteinas intrinsecamente desordenadas generalmente
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funcionan por reconocimiento molecular en donde motivos pequefios o segmentos
desordenados son los que se utilizan en el reconocimiento de un determinado ligando
induciéndose la formacion de estructuras ordenadas aunque en muchas ocasiones las
estructuras desordenadas se mantienen o se ordenan muy poco.!?*>"?® Se ha observado que
este tipo de proteinas debido a su gran flexibilidad estructural, pueden reconocer diferentes
ligandos resultando en proteinas que pueden realizar diferentes funciones (proteinas

promiscuas).'?’

6.9 Actividad de Lectina

Un aspecto interesante de resaltar fue el método como se purific a la amilasa, es decir por
medio de su interaccion con el agar. Este comportamiento nos sugirié que podria tener una
funcién de lectina por lo que decidimos probar dicha actividad dando positivo y ademas
mostrando una actividad especifica muy alta. Para determinar su especificidad como lectina
se probaron 55 azucares mono y oligosacaridos, observando que reconocia a la galactosa con
una concentracion minima inhibitoria de 2 mM, lo que implica que es muy afin a ella. Esto
explica el porqué de que se haya unido al agar. Uno de los papeles mas probables de lectinas
de invertebrados marinos es la de actuar como factores humorales en el mecanismo de
defensa, al igual que las inmunoglobulinas en los vertebrados. Estas lectinas pueden
desempetiar un papel importante contra las infecciones bacterianas o enemigos naturales.
Una lectina con actividades bioldgicas tales como actividades mitogénicas y quimiotacticas
se ha encontrado en el veneno de la pedicelarios (espinas) de Toxopneustes pileolus (erizo de
mar), lo que sugiere su implicacion en la accidn toxica. Otras funciones de las lectinas de
invertebrados marinos de tipo C son las siguientes: cristalizacién de carbonato de calcio (la
bellota de mar, Megabalanus rosa), la morfogénesis (tunicado, Polyandrocarpa
misakiensis), y la lisis capa vitelina (el mejillon azul, Mytilus edulis). Estas sugieren que
puede haber varias lectinas con diferentes papeles fisiologicos.

Fue muy interesante notar que la amilasa tenia actividad de lectina, que aglutinaba eritrocitos
de conejo formalinizados y que tenia especificidad por galactosidos, compuesto que ademas
se vid que favorecia su estabilidad térmica. Por lo anterior decidimos probar el efecto de este
azucar en la conformacion de la amilasa y observamos que en presencia de galactosa la

proteina se estructura (Figura 28 B y Tabla 6)
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Figura 28. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de la amilasa de M. crenulata A)
Proteina en amortiguador de acetatos 10 mM pH 6 B) proteina en presencia de 5 mM de
galactosa
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Tabla 6. Contenido de estructura secundaria de la amilasa de M. crenulata

en presencia de galactosa

Hélices (%) Laminas (%) Giros (%) Desestructurada (%)
44 18 17 21
7.0 CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré la purificacion de una amilasa del tracto digestivo del molusco
marino Megathura crenulata. Lo anterior se logré con un método sencillo y econdémico que

permite mantener a la proteina activa y estable.

La proteina mostré una masa molecular de 6.4 kDa lo que la ubica como la amilasa mas
pequeia reportada a la fecha. Mediante pruebas de especificidad con sustratos sintéticos, se
sabe que puede tener actividad de o-amilasa. La enzima mostr6 una fuerte tendencia a
oligomerizar, este comportamiento puede estar favorecido por la presencia de 5.4 % de
glicosilacion.

La actividad de la amilasa mostr6 un 6ptimo a pH 6 y 35 °C y fue inhibida por completo en

presencia de mercurio y cobre mientras que el niquel, calcio y el cobalto la aumentaron.

La amilasa de M. crenulata es termoestable con una Tm de 70 °C, su estabilidad se vio
incrementada en amortiguador de acetatos 50 mM pH 6 y en presencia de acetato de

praseodimio, calcio, galactosa, espermidina y glutation reducido.

Los estudios de dicroismo circular en el ultravioleta lejano demostraron que se trata de una
proteina intrinsecamente desestructurada y que en presencia de galactosa adquiere estructura

donde predominan las hélices.

Tiene actividad de lectina y su especificidad es por galactosidos, debido a esto se pudo

purificar uniendo al agar y se estabiliza en presencia de su ligando (galactosa).
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