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RESUMEN

Se purificaron y caracterizaron 7 glicohidrolasas del hepatopéncreas del abulén azul; tres de
ellas mostraron actividad celulolitica, dos alginolitica y dos agarolitica. Estas fueron
denominadas Cel I, Cel II, Cel III, Alg I, Alg II, Ag [ y Ag II, respectivamente. Todas son
proteinas &cidas con puntos isoeléctricos de 4.9, 4.0, 3.6, 4.3, 4.9, 4.2 y 3.0. Las masas
moleculares que presentaron fueron de 17 900, 22 500, 30 300, 25 000, 23 500, 29 000 vy 32
500 Da, respectivamente. ILas alginasas, agarasas y dos de las celulasas (Cel II y TII) son
glicoproteinas. Segun los estudios de especificidad, Cel I es una endocelulasa, Cel 1I es una
endo y exocelulasa mientras que Cel III tiene actividad de endo, exo y [ glucosidasa. Alg I
despolimeriza alginatos no acetilados, mientras que la Alg II tiene actividad sobre alginatos
no acetilados y acetilados, siendo mayor su actividad sobre los no acetilados. Ademas, Alg 1
mostrd preferencia por alginatos ricos en bloques de f-D-manuronato, por lo que podria ser
clasificada como poli(M) liasa. Por otra parte, Alg I actué preferentemente sobre bloques de
o-L-guluronato, aunque también hidrolizé los de $-D-manuronato, y de acuerdo a esto podria
ser clasificada como poli{G) y (M) liasa. AgI actud como [ agarasa, mientras que Ag If como
o agarasa. El 6ptimo de actividad para las celulasas fue obtenido a 45 °C y pH 5.5 utilizando
carboximetilcelulosa y salicina como sustratos, mientras que utilizando papel fue de 37 °C y
pH 8. En el caso de las agarasas e] dptimo de actividad se encontré a 45 °C y pH 5.5. Las
alginasas mostraron un optimo de actividad a 45 °C y pH §. El contenido de aminoacidos fue
muy similar entre las diferentes glicohidrolasas, predominando los aminodcidos 4cidos e
hidrofébicos. Los tres tipos de glicohidrolasas mostraron una fuerte tendencia a agregarse,
como se observd con los estudios de dispersién dinamica de la luz. Dicha agregacién se evitd
con la adicidn de aditivos como el polietilénglicol 6000, manitol y NaCl. Sin embargo, los
estados agregados mostraron ser mds activos. Por otra parte. s¢ observo que para algunas de
estas enzimas, los cambios en la agregacién daban lugar a cambios conformacionales. Tai es
cl caso de las agarasas y alginasas, en las que se observo que un icremento cn ia agregacion
producia cambios en el contenido de estructura secundaria, determinada por dicrofsmo
circular.  Analizando los espectros de CD se observé que en las 3 celulasas habia un
predominio de hoja B, perteneciendo a la clase [, mientras que las agarasas y alginasas

pertenceen a fa clasc o/, Los tres grupos de enzimas mostraron un efecto sinérgico al
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mezclarlas, lo que puede indicar que estas enzimas trabajan en sistemas multienziméticos para

hidrolizar sustratos complejos tales como la celulosa, el agar y el alginato.
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SUMMARY

In this work we purified and characterized 7 glycohydrolases from the hepatopancreas of the
blue abalone, Haliotis fulgens; three of them showed cellulase activity, two alginase and two
agarase activities. They were named Cel I, Cel I, Cel III, Alg I, Alg II, Ag I and Ag II,
respectively. All of them were acidic proteins with isoelectric points of 4.9, 4.0, 3.6, 4.3, 4.9,
4.2 and 3.0. Their molecular masses were of 17 900, 22 500, 30 300, 25 000, 23 500, 29 000
and 32 500 Da, respectively. The alginases, agarases and two cellulases (Cel I and II)
showed to be glycoproteins. According to specificity studies, Cel I showed endocellulase
activity, Cel II had endo and exocellulase activities, while Cel III showed endo, exo and B
glucosidase activities. Alg I depolymerized deacetylated alginate, while Alg Il depolymerized
deacetylated and acetylated alginate, but preferred the deacetilated one. Alg I also showed
preference for B-D-manuronato-rich alginates and therefore could be classified as a poly(M)
lyase. On the other hand Alg II preferred o-L-guluronato-rich alginates, although it also
hydrolyzed B-D-manuronato; accordingly it could be classified as poly(G) and (M) lyase. Agl
showed activity of P agarase and Ag 1l of « agarasa. The optimum activity for the cellulases
was obtained at 45 °C and pH 5.5 over carboximethylcellulose and salicin, while for paper was
of 37 °C and pH 8. The agarases had an optimum of 45 °C and pH 5.5. The alginases showed
optimum activity at 45 °C and pH 8. The amino acid content was very similar among the
different glycohydrolases, prevailing the acidic and hydrophobic residues. The dynamic light
scattering studies showed that the three groups of glycohydrolases had a strong tendency to
form aggregates. This aggregation was avoided with the addition of polietilenglicol 6000,
manitol and NaCl. However, the aggregate forms showed to be more active. On the other
hand, we observed that the agarasas and alginasas suffer significant conformational changes
upon aggregation. These aggregation produced changes in the sccondary structure content,
determined by circular dichroism techniques. The CD spectra indicated that the three
cellulases belong to the P class, while the agarasas and alginasas belong to the o/ class. The
threc groups of enzymes showed synergistic interactions, indicating that to hydrolyze complex
substrates such as cellulose, agar and alginate, they could probably work in muliicnzymatic

systecms.
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ABREVIATURAS

A Angstrom

Agl: Agarasa 1

Ag II: Agarasa 2

Alg I: Alginasa 1

Alg II: Alginasa 2

BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albimina de suero de bovino

CD: Dicroismo circular

Cel I: Celulasa 1

Cel II: Celulasa 2

Cel III: Celulasa 3

CMC: Carboximetilcelulosa

DEAE: Dietilaminoetil

DLS: Dispersion dindmica de luz

DNS: Acido 3,5 dinttrosalicilico
EDTA: Acido etilendiamino tetracético
g: Fuerza centrifuga relativa

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucién
IEF: Enfoque isoeléctrico

A: longitud de onda

PAGE: Electroforests en gel de poliacrilamida
PEG: Polietilénglicol

SDS: Dodecil suifato de sodio

Tris: Tris (hidroximeti]) amino-metano
UV: Ultravioleta

pNPC: p-Nitrofenil B-D-celobidsido
pNPL: p-Nitrofenil B-D-lactésido
pNPG: p-Nitrofenil B-D-glicopirandsido
M: B-D-manuronato

G: o-L-guluronato
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INTRODUCCION

Polisacdridos.

Los polisacaridos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, pueden actuar
como materiales de reserva como el almdoén, glicdgeno, algunos B-D glucanos, fructanos y
algunos galactomananos. Estos también pueden tener una funcién estructural, clasificandose
en: fibrosos como la celulosa, quitina, 1,3-B-D xilanos y 1,4-f-D mananos y de matriz, los que
se caracterizan por su capacidad de formar geles (agar, carragenano, alginato, etc.), o bien,
pueden actuar como sustancias protectoras (polisaciridos extracelulares antigénicos e
inmunogénicos). Ademds, diversas macromoléculas que contienen unidades de carbohidratos,
estdn ampliamente distribuidas en organismos vivos e incluyen a) polisacdridos; b)
glicoproteinas, proteoglicanos y peptidoglicanos; ¢) glicolipidos y lipopolisacaridos; d) acidos
tedicos y macromoléculas relacionadas que contienen unidades de oligosacaridos con enlaces
fosfodiéster y e) dcidos nucleicos [1].

Los polisacaridos pueden estar formados por un solo tipo de residuo (homopolisacérido), tal es
el caso de la celulosa, cuya estructura consta de unidades de B-D-glucosa. Sidos o mds clases
de residuos estin considerados, el polimero es un heteropolisacirido. En contraste con las
proteinas y los dcidos nucleicos, los cuales son de una longitud definida, las cadenas de

polisacaridos pueden crecer hasta tamafios indeterminados [2].

Polisacdridos algales

I.as algas marinas, principal alimento del abulén, constituyen una fuente importante de
polisacaridos. Estos se encuentran distribuidos en los 11 phyla algales reconocidos a la fecha
[3]. Las macroalgas poseen una pared celular, quimica y estructuralmente mads compleja y
heterogénca que la de plantas terrestres, la que esta compuesta por mezclas de polisaciandos
ramificados y sulfatados los cuales estin asociados a proteinas y a iones como el calcio y el
potasio. L.os principaies polisacéridos presentes en la mayoria de las macroalgas son la

celulosy, el dcido alginico, el carragenano y el agar [4].
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Celulosa

La celulosa es el polimero méas abundante en la biosfera, esta formada por residuos de glucosa
unidos por enlaces B-1,4 v es el constituyente principal de la pared celular de las plantas. Esta
puede estar presente en un estado relativamente puro o en asociacion con otros compuestos
como la hemicelulosa y las ligninas. También se encuentra como constituyente de las algas y
tunicados y es sintetizada por algunas bacterias como Acetobacter xylinum y por hongos [5].
La despolimerizacion de este polisacdrido tiene una gran importancia ecoldgica, industrial y

econdmica,

H CH [ CHZC}H H CH,0H
/ OH
RN
OH H ,
ffH
H oH

Figura 1. Estructura de la celulosa

Acido alginico

El alginato es un copolimero de o-L-gulurcnato (G) y su C35 epimero 8-D-manuronato (M)
Todos los alginatos estdn compuestos de cuatro elementos estructurales: bloques de residuos
consecutivos G o poliguluronato [poli(G)], bloques M o polimanuronato [poli(tM)], o bien
pueden estar alternados [os bloques GM o como un arreglo aleatorio heteropolimérico G/M.
Aunque algunos alginatos pueden existir predominantemente como un tipo de bloque, todos
los upos de bloques pueden estar presentes dentro de una molécula de alginato. Sélo los
polimeros que contengan bloques G arriba de una cierta longitud son capaces de formar geles
16nicos. La fraccion de M en tales geles afecta la elasticidad y tamafio de poro del gel [6-9].

El algimato se encuentra en gran abundancia como parte de la pared celular y como maternial
intracelular en algas cafés. La mayoria de los alginatos usados comercialmentc son obtenidos
de 3 géneros, Macrocystis, Laminaria y Ascophylium. El alginato también es producido por

dos familias de bacterias heterotréficas, Pscudomonas y Azotobacter. En contraste con los
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alginatos producidos por algas, los bacteriales pueden estar acetilados en la posicion 2 y/o 3
del residuo M, esta acetilacién afecta las propiedades del polimero [10.7]. Como los residuos
M prefieren una conformacién *C, mientras que los residuos G prefieren la conformacion Cy,
la cantidad relativa y distribucién de los residuos G tienen un gran efecto en la estructura y
propiedades de los polimeros. Los alginatos algales contienen los tres tipos de bloques, y la
cantidad y distribucién de cada tipo varfa con la especie y con la parte del alga de donde se
extraiga [8]. Los alginatos de Pseudomonas no contienen bloques G y debido a esto no
pueden formar geles idnicos [10). Azotobacter vinelandii produce alginato capsular que
contiene mayor cantidad de blogues M y MG.
El alginato es ampliamente utilizado en la industria de los alimentos, farmacéutica, textil y del
papel debido a su capacidad para formar soluciones viscosas, su facilidad para formar geles
termoestables con cationes divalentes y para unir agua. Es también usado para la
inmovilizacion y encapsulacién de células y enzimas, como transportador de farmacos y mas
recientemente como soporte para el cultivo de células especificas como condrocitos {7,11-15].
Su habilidad para formar geles se incrementa con la presencia de iones divalentes como el
*[7,13,15]. No obstante sus aplicaciones, al alginato también se le ha asociado un efecto
patégeno cuando es producido por la bacteria P. aeruginosa. Este efecto incluye: adhesién de
mucoide al epitelio traqueal, interferencia en la penetracién efectiva de antibidticos contra las
bacterias e interferencia con los leucocitos polimorfonucleares. También incrementa la
resistencia a la fagocitosis; suprime los mecanismos de defensa del huésped, afectando las
funciones de neutrdfilos y linfocitos, e incrementa la capacidad epifitica. Ademas, el alginato
ha sido implicado en Jos sintomas conocidos como “remojamiento”, en donde tejidos

mntercelulares de plantas infectadas comienzan a lienarse de agua. {13-18].

cO0H H ‘T‘ ?OOH

H/' \F T/OH oE\\T E” \f_o“
\OH OH f[ \COOH /L_ _J\OH OH/[

I
1—§4 & H H H

Figura 2. Estructura del dcido alginico



Agar

Este es un nombre genérico que se aplica a una familia de galactanos extraidos de algas rojas
(Rodofitas) como son Gelidium, Gracilaria, Pterocladia, etc. Este polisacarido constituye uno
de los mds ampliamente caracterizados, con una estructura que consiste de residuos alternados
de o(1-4)-3,6-anhidro-L-galactosa y B(1-3)-D-galactosa, con pequefias cantidades de ésteres
sulfatados, piruvato acetales y metil ésteres; los cuales afectan las propiedades del polimero.
El agar tiene una composicién heterogénea, con dos fracciones principales: la agarosa
(polimero neutro), que constituye la fraccién gelificable y la agaropectina (polimero 4cido) que
no gelifica. Presenta ademas 6-O-metil-D-galactosa en una proporcidn que varia con relacién

a la agarosa, segtn el tipo de agarofita analizada [19-23].
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Figura 3. Estructura del agar

Enzimas que hidrolizan carbohidratos.

A las enzimas que hidrolizan polisacdridos se les conoce como glicohidrolasas,

glicanhidrolasas o glicanasas. Estas hidrolizan los enlaces glicosidicos, liberando agua.

Celulasas.

En general, tres categorias de enzimas forman los sistemas celuloliticos: 1) endocelulasas
{endoglucanasa o 1,4-B-D-glucan 4-glucanohidrolasa; E.C. 3.2.1.4), 2) exocelulasas {celulosa
1,4-B-D-cclobiosidasa o 1,4-B-D-glucan celobiohidrolasa: E.C. 3.2.1.91) y 3) fB-D-
glucosidasas (3-D-glucosido glucohidrolasa; E.C. 3.2.1.21.) [24-206].

Endo-14-B-glucanasas

Las endo-1,4-f-glucanasas rompen los enlaces glicosidicos internos de la celulosa en forma

aleatoria, lo que provoca una rapida disminucion en la longitud de la cadena de los B-glucanos,
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con un incremento lento de los grupos reductores [27]. Las endoglucanasas han sido
clasificadas en familias de acuerdo a sus propiedades hidrofébicas [28) y a su dominio
catalitico [29]. Sus sustratos in vitro incluyen a la carboximetilcelulosa y a la celulosa amorfa

tratada con H3PO, o dlcali. La celobiosa es el principal producto de la reaccién [26].

Exo-1,4-B-glucanasas

Las exo-1,4-P-glucanasas, también llamadas celobiohidrolasas, actian cortando la celobiosa
en el extremo no reductor de la cadena. El porcentaje de hidrélisis de la celobiosa y de
celooligosacéridos de cadenas largas se incrementa con el grado de polimerizacion de las

mismas [26].

B-glucosidasas

En el caso de las B-glucosidasas, no se habla propiamente de celulasas. No obstante, son
componentes muy importantes de los sistemas celuloliticos, ya que completan la hidrélisis
hasta glucosa de la celobiosa, liberada por la accién de otras celulasas. ILos sisternas
celuloliticos con niveles bajos de P-glucosidasa tiemen una baja actividad, debido a la

mhibicion de las endoglucanasas y las celobiohidrolasas por la celobiosa [26].

Alginasas.

Las alginasas, también conocidas como alginato liasas o alginato despolimerasas, hidrolizan el
alginato por medio de un mecanismo de eliminacién f3, provocando la formacién de un doble
enlace entre C-4 y C-5, la eliminacién del enlace glicosidico 4-O y la produccidn de 4-desoxi-
o-L-eritro-hex-4-enepiranosiluronato en el extremo no reductor. Este mecanismo aun no esta
completamente estudiado. Las alginasas se diferencian por sus caracteristicas individuales,
por su preferencia por alginatos acetilados o no acetilados y por el tipo de bloque que
hidrolizan con mayor facilidad M o G [7,9,30,31]. Si prefieren alginatos ricos en bloques M,
se clasifican como EC 4.2.2.3, poli (M) liasa [(1-4)-B-D-manuronan liasa], si prefieren los G,
se clasifican como EC 4.2.2.11, poli (G) liasa [(1-4)-o-L-guluronan hasa]. Aunque la mayoria
dc los organismos producen solo una alginasa con una especificidad definida, algunos
invertebrados marinos y bacterias producen dos o mas enzimas y por 1o menos una bacteria,

Alteromonas sp. H-4 produce una hasa con multiples cspecificidades |7].



Agarasas.

Las agarasas son enzimas capaces de hidrolizar el agar. Estan clasificadas en dos grupos
segim su modo de accidn sobre agarosa; las - agarasas rompen el enlace o-1,3 de la agarosa y

las B-agarasas hidrolizan los enlaces {3-1,4 [20-22,32].

Descripcion del abulon azul Haliotis fulgens

El abulén azul, Haliotis fulgens, es un gasterépodo marino herviboro que habita en aguas poco
profundas (de 3 a 7 m), aunque pueden localizarse entre los 17 y 20 m de profundidad (Figura
4). Se distribuye desde Point Conception, California, EUA, hasta Bahia Magdalena, Baja
California Sur, México; llega a medir hasta 25 cm de longitud, aunque la mayoria de los
individuos oscilan entre 12.5 y 20 cm. La concha es oval, gruesa y la superficie tiene
numerosos bordes. El borde de la concha es muy delgado, tiene generalmente un color verde
oliva o caf€ con 5-7 orificios abiertos y con una banda roja a lo largo de los poros respiratorios
[33,34]. Segin Ortiz y Ledn [35] existen 5 especies comerciales cada una con caracteristicas
propias, aunque presentan semejanzas considerables. Estas especies varian en su preferencia
por un determinado intervalo de temperatura, profundidad, hébitat fisico y alimento, siendo el
abuldn azul el que ocupa el primer sitio en capturas, con porcentajes por arriba del 80 % [36].
En el medio natural su dieta consiste de algas, siendo el alga café Macrocystis sp. la que mis
consume. [37]. Casi el 100 % de la produccion de abuldn se destina al proceso de enlatado y
el 97 % de éste se destina a exportacién. Las visceras son eliminadas durante e] proceso de
enlatado y exportacién. Sin embargo, éstas contienen una gran cantidad de enzimas

hidroliticas que pueden ser utilizadas en diferentes areas de la investigacion y de la industria.

Reino: Animalia

Phylum: Mollusca

Clase: Gasteropoda

Subclase: Prosobranchia
Orden: Archeogastropoda
Suborden: Zygobranchia
Superf{amilia. Pleurotemariacea
Familia: Haliotidae

Género: Haliotts

Figura 4. Clasificacion sistemdtica del abulén azul, Haliotis fiellgens [33].



ANTECEDENTES

En general las glicohidrolasas presentan 3 dominios, uno catalitico, uno que se une al sustrato
y un dominio de enlace, que une al catalitico y al de unién al sustrato, el que esté formado por
un péptido flexible. En muchos casos estos péptidos son facilmente reconocidos porque son
ricos en prolina y treonina, serina o glutamina. Estos dominios se han encontrado en amilasas,
celulasas, quitinasas y xilanasas.

Todas las glicohidrolasas estudiadas a la fecha presentan un sitio activo que contiene varios
sitios de unién para azlicares monoméricos. Estas enzimas parecen utilizar mecanismos que
involucran dos cadenas laterales carboxilicas con valores de pKa diferente. Se piensa que uno
de estos grupos carboxilo dona un protén al azdcar, mientras que el otro, que esta ionizado,
estabiliza el ion carbonio presente en el estado de transicidn, o bien, forma un enlace covalente
con ¢l resto del sustrato. En algunas enzimas, el agua puede reemplazar a uno de los grupos
carboxilos en este mecanismo [38].

Los polisacaridos como la celulosa, el alginato y el agar son degradados por enzimas
celuloliticas, alginoliticas y agaroliticas, respectivamente. En general estas enzimas han sido

aisladas en su mayoria a partir de microorganismos como bacterias y hongos [20-22,26,39,40].

Celulasas

De estas enzimas, las mds estudiadas han sido las celulasas. Aunque la unidad repetitiva de la
celulosa es un disacarido (celobiosa), esta molécula esta organizada en un complicado estado
paracristalino y. debido a esta complejidad estructural, una sola enzima no puede degradarla
[24,25].

Los microorganismos que crecen en celulosa producen diferentes celulasas las cuales actdan
sinérgicamente en un sistema celulolitico llamado celulosoma. La interaccidn sinérgica entre
celulasas se ha estudiado en diversos sistemas celuloliticos de bacterias y hongos [24,25]. El
concepto de sinergia en la despolimerizacién cnzimaética de la celulosa fue introducido por
primera vez en 1950 por Reese ef «f. [41]. En 1954, Gilligan y Reese [42] proporcionan una
cvidencia expcrimental de este fenomeno utilizando mezclas de celulasas de hongos vy
cuantificando los azdcarcs reductores, producto de la hidrélisis de la celulosa. A partir de
entonces, numerosos estudios se han realizado, incluyendo la interacctdn sinérgica entre endo

y exo cclulasas homologas, es decir, producidas por ¢l mismo organismo: la sinergla cruzada

17



obtenidos de varias especies de aigas cafés, incluyendo a Laminaria digitata, Pelvetia
canaliculata y Undaria pinnatifida. Esta actividad también ha sido detectada en la gldndula
digestiva de Turbo cornutus, el hepatopancreas de Litforina sp y Dollabella auricola, en el
estilete cristalino de los moluscos marnnos Chromytilus meridionalis y Perna perna [7].
También han sido aisiadas de una variedad de bacterias incluyendo bacterias marinas [55-57],
Bacillus circulans [58], Sphingomonas sp [59,60], Klebsiella sp [61] y Pseudomonas sp
[13,30]. Davidson et al. [62] describen una alginasa de la bacteria Azorobacter vinelandii, la
cual tiene preferencia por sustratos ricos en bloques M. Posteriormente Kennedy et al. [63],
reportaron la purificacion de una alginasa periplasmica de A. vinelandii y A. chroococcum, la
que también preficre alginatos ricos en bloques M. Este tipo de enzimas también se han
reportado en hongos marinos [64] y en moluscos [65]. En 1999, se reporté la primer
estructura cristalina de una alginasa proveniente de Sphingomonas sp [31] y recientemente, un
gen de alginasa fue encontrado asociado con el virus Chlorella sp [ 7). Sin embargo, a pesar de
que han sido identificadas en numerosas fuentes, sélo se han caracterizado unas cuantas y de

moluscos y hongos, ninguna.

Agarasas

Las agarasas han sido estudiadas més superficialmente que las celulasas y alginasas. Diferentes
tipos de 3 agarasas han sido encontradas en especies de Cyrophaga sp [66], Pseudomonas
atlantica [67], Vibrio sp [21,22,68], Streptomices sp [69], Littorina mandshurica [70] y
moluscos marinos [71]. Las & agarasas sélo han sido reportadas para Alferomonas agariyticus
[32]. No obstante que se han reportado en los organismos ya mencionados, P. atlantica y A.
agarolyticus son los Gnicos en los que se ha estudiado con mas detalle a estas enzimas. A la
fecha, no se¢ ha logrado purificar o caracterizar agarasas de fuentes diferentes a la bacteriana.
En el caso de moluscos, se determiné actividad agarolitica en un extracto; sin embargo, no se
logré purificar a la enzima ya que perdia su actividad en un tiempo muy corto {70].

En 1993, Gémez y Garcfa [71] midieron la actividad alginolitica, celulolitica y agarolitica de
extractos crudos de algunos ficéfagos que degradan la pared celular de algas, incluyendo al
abulén (J{alioris sp). Sin embargo, solo trabajaron extractos.

El aslamiento, caracierizacién y determinacién de [a estructura molecular de estas

¢glicohidrolasas tiene una gran importancia debide a la aplicacidn tan amplia que pueden tener
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[32]. No obstante que se han reportado en los organismos ya mencionados, P. atlantica y A.
agarolyticus son los Gnicos en los que se ha estudiado con mis detalle a estas enzimas, A la
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En el caso de moluscos, se determiné actividad agarolitica en un extracto; sin embargo, no se
logré purificar a la enzima ya que perdia su actividad en un tiempo muy corto [70].
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ghcohidrolasas tiene una gran importancra debido a la aplicacidn tan amplia que pueden tener
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en dreas como la acuacultura, la industria del reciclaje de papel y del algodén, el tratamiento
de desechos, en la determinacién estructural de polisacdridos y en estudios biosintéticos.
Ademads, estas enzimas, son utilizadas en el aislamiento y produccién de protoplastos, como
herramienta de diagndstico en muchas 4reas de la ciencias biomédicas, en el tratamiento de
enfermedades como la endocarditis y las infecciones pseudomonales entre otras. Por otro
lado, el estudio de proteinas relacionadas que catalizan diferentes reacciones es de gran
importancia para el entendimiento de la evolucién natural de las enzimas y de sus rutas
metabdlicas. Ademés, es muy poco lo que se sabe de las agarasas y alginasas, no existe a la
fecha ningin estudio de comportamiento en scolucién, conformacién y las actividades
agaroliticas y alginoliticas de origen diferente al bacteriano y de hongos sélo han sido
detectadas en extractos, sin llegar a la purificacidén y caracterizacién de las mismas. Todo
esto, unido al hecho de que se trata de un molusco marino de los més primitivos en forma y
estructura, hace que la caracterizacién fisicoquimica y molecular de este tipo de enzimas tenga

una gran relevancia.

OBJETIVO GENERAL:

Purificar y caracterizar fisicoquimica y estructuralmente a tres tipos de glicohidrolasas

presentes en el hepatopancreas del abulén azul, H. fulgens.

OBJETIVOS PARTICULARES:

a) Caracterizar bioquimicamente a las glicohidrolasas del abuldn, esto es, determinar
peso molecular, punto isoeléctrico, cstabilidad a diferentes temperaturas y valores
de pH, andlists de aminodcidos, [a cspecificidad por ¢l sustrato y el tipo de enlace

que rompen.

b)Y Realizar analisis conformacionales de las enzimas en solucidn utilizando la téenica

de dicroismo circular.
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¢) Realizar estudios del comportamiento de las enzimas en solucién por técnicas de

dispersion dindmica de luz.

d) Determinar las condiciones optimas de cristalizacion de las hidrolasas, para futuros

estudios cristalograficos.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y almacenamiento

Se colectaron las visceras de 20 abulones de la especie H. fulgens en Isla Magdalena, Baja
California Sur, esto gracias a la colaboracion del Instituto Nacional de la Pesca y su delegacién
regional CRIP de La Paz, B.C. Estas visceras se congelaron a -25 °C para su traslado al
Instituto de Quimica de la UNAM, donde se mantuvieron a -30 °C en un congelador Forma

Scientific Modelo 8419, hasta su uso.

Extraccion de glicohidrolasas

Con el fin de evitar la desnaturalizacion y evitar alteraciones del comportamiento en solucién
de las proteinas, todos los pasos descritos a partir de esta seccidén fueron realizados a 4 °C.
Los hepatopancreas de los abulones se molieron en un amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8
con un homogenizador de tejidos Ultra-Turrax TP 18/10 §2 durante § min, con intervalos de 1
min de descanso por 1 de molienda para evitar la desnaturalizacion de las enzimas por calor.
Para inhibir a las proteasas presentes en el hepatopancreas [72], se adiciond un coctel de
inhibidores (Complete de Boeringher). Con el fin de eliminar los residuos sélidos, el
homogenado se centrifugd a 30 100 x g durante 30 min en una centrifuga Beckman Modelo
J2-21 y el sobrenadante se filtré para eluminar la capa de lipidos formada en la superficie. Con
el sobrenadante filtrado se realiz6 una precipitacién fraccionada con sulfato de amonio sélido.
Prnimero sc llevé a una saturacion de 0-35 % (194 g/1), sc dejo reposar por 10 h y s¢ separ¢ el
precipitado por centrifugacion bajo las condiciones ya descritas. El sobrenadante obtenido se
ilevd a una saturacion de 35-65 % (184 g/1), se dejé reposar por 12 h y se separd el precipitado

por centrifugacion. El sobrenadante obtenido, sc llevo a una saturacion de 65-100 % (244 g/1).
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Los precipitados se resuspendieron con el amortiguador Tris y se dializaron por 8 h contra
agua destilada para eliminar el sulfato de amonio. Posteriormente se continué con la didlisis
contra un amortiguador Tris-HCl 0.05 M, pH 8 por 10 h. Debido a que la actividad
celulolitica era muy grande y provocaba el rompimiento de las membranas de didlisis, fue
necesario cambiar dichas membranas cada 2 h. Las membranas empleadas fueron Spectrapor

con una retencidn de pesos moleculares de 3500.

Determinacion de la actividad celulolitica

Con el fin de determinar la familia a la que pertenecian las celulasas del abulén, se cuantificé
la actividad sobre diferentes sustratos. Para esto se midieron los azicares reductores liberados
por la hidrélisis sobre carboximetilcelulosa (CMC), salicina y papel filtro Whatman No. 1.
Para la cuantificacion de los azucares reductores se empled la técnica del DNS (acido 3,5
dinitrosalicilico) segiin Wood y Bhat [26]. La reaccién fue realizada utilizando 0.95 ml de
substrato al 1.0 % p/v para CMC y salicina o tiras de papel filtro (4x1 cm). Después de la
adicidn de 50 wl de enzima, las muestras se incubaron por 20 min a 45 °C para CMC y salicina
y 37 °C para papel filtro. La concentracién de azdcares reductores liberados fue determinada
con una curva de calibracién de glucosa. Una unidad de actividad (U) fue definida como la
cantidad de enzima gue produce un pumol de giucosa por minuto a 45 °C y pH 5.5. La
actividad especifica es definida como U/mg de proteina. Asimismo, se probaron sustratos
sintéticos cromogénicos para poder determinar con mayor precision la familia a la que
pertenecia cada celulasa purificada. Asf, la hidrélisis de pNPC, pNPL y pNPG fue
cuantificada con métodos espectrofotométricos a 410 nm por la liberacién de p-nitrofenol

[73], utihzando amortiguador de acetatos 0.05 M, pH 5.5.

Determinacion de la actividad alginolitica

Para cuantificar la actividad alginolitica se utilizaron 3 diferentes métodos reportados en la
literatura:

[) Método del pertodato-tiobarbiturato. Se incubaron 0.1 ml de alginato de sodio 1.2 %, 0.1
ml de KC1 0.5 M, 0.3 ml de Tris-HCI 1.0 M, pH 7.5 y la enzima hasta dar un volumen de 1 ml

por 8 min a 35 °C. Una unidad de actividad alginolitica fue definida como la cantidad de



enzima requerida para liberar lumol de p-formilpiruvato por minuto por ml (0.01 pmol
produce un incremento en la densidad éptica de (.29 a 545 nm) [55].

2) Incremento en la densidad dptica.

La cuantificacién de la actividad alginolitica se puede realizar midiendo el incremento en la
densidad 6ptica a 235 nm. En este caso, la enzima se incuba con el alginato de sodio 0.5 % en
presencia de MgCl, 10 mM y fosfato de sodio 10 mM, pH 8.0 y 37 °C. Una unidad de
actividad causa el incremento de 0.001 unidades de densidad dptica a 235 nm, por minuto a
37 °C [58].

3) Ademds, se cuantificaron los azicares reductores producto de la hidrdlisis del alginato de
sodio (alginato de sodio 0.5 % en Tris-HCl 0.05 M, pH 8), utilizando el DNS [26]. La
concentracién de aztcares liberados fue determinada con una curva de calibracion, utilizando
dcido galacturénico como estindar. Una unidad de actividad (U) fue definida como la
cantidad de enzima que produce un pumol de acido galacturénico por min a 45 °C. Con el fin
de determinar la especificidad de las alginasas, se hicieron pruebas de actividad sobre alginato
de sodio sin acetilar (de Macrocystis pyrifera) y con alginato acetilado (de Pseudomonas sp).
Ademds se probaron las actividades con alginato donde predominan los bloques M y donde

predominan los bloques G.

Determinacion de actividad agarelitica

Para determinar la actividad agarolitica se cuantificaron los azlcares reductores producto de fa
hidrélisis del agar (agar 1.0 % en amortiguador de acetatos pH 5.5), con la técnica del DNS
[26]. La reaccion fue realizada en 0.95 ml de substrato al 1.0 % p/v. Después de la adicién de
50 wl de enzima (0.8 mg/ml), las muestras se mcubaron por 20 min a 45 °C. La concentracién
de aziicares reductores liberados fue determinada con una curva de calibracion de galactosa.
Una unidad de actividad (U) es definida como la cantidad de enzima que produce un umol de
galactosa por minuto a 45 °C y pH 5.5. La actividad especifica cs defimda como U/mg de
protefna. Para determinar la especificidad de las agarasas, se probaron los sustratos sintéticos:
p-nitrofenol o-galactdsido y p-nitrofenol f-galactdsido. La hidrélisis de estos sustratos fue

cuantificada espectrofotométricamente a 410 nm por la liberacion de p-nitrofenol [32].



Estudios de sinergia

Se conoce que en celulasas de origen bacteriano y de hongos hay un efecto sinérgico entre
ellas [24,25]. El término sinergia implica ia accion conjunta de diferentes enzimas para
hidrolizar un determinado sustrato complejo. Dicha actividad es mayor que la suma de las
actividades individuales de las enzimas involucradas. De manera estricta, este término se
aplica para enzimas semejantes, es decir que hidrolizan el mismo tipo de enlaces. En cuanto a
la sinergia entre glicohidrolasas, este término ha sido aplicado para enzimas que hidrolizan de
manera diferente un sustrato, tal es el caso de la sinergia entre celulasas, donde por ejemplo, se
evalua el efecto sinergico entre endo y exocelulasas. En este trabajo se manejo el término
sinergia segln este Ultimo criterio. Para determinar si las glicohidrolasas del abuldn tienen
este comportamiento, se realizaron estudios de sinergia entre cada grupo de enzimas
purificadas. Con este fin, se determiné la actividad de cada enzima por separado y después de
la mezcla de ellas (ver la determinacién de las actividades celulolitica, alginolitica y

agarolitica).
Purificacion de las glicohidrolasas del abulon azul, H. fulgens

Cromatografia de intercambio aniénico de baja presion

El extracto correspondiente al precipitado de 35-60 % de saturacién de sulfato de amonio, y
que contenia las actividades glicohidroliticas, se dializé y aplicé en una columna de
intercambio aniénico de DEAE-Sepharose (57 x 1.6 cm), equilibrada con amortiguador Tris-
HC1 0.05 M, pH 8. La cromatografia se llevd a cabo en un sistema LKB que consiste de: Un
colector Ultrorac II, una bomba penistéltica Varioperpex, un monitor de absorbancia con {iltro
para 280 nm modelo Uvicord S y un registrador Pharmacia REC 2. La muestra se eluyd con
un gradiente lineal de NaCl de 0.0 a 1.0 M en el mismo amortiguador, a una velocidad de flujo
de 9.5 mi/h, colectandose fraccioncs de 3 ml. Se siguid el mismo procedimiento con el

precipitado de 65-100 % de saturacion.

Cromatografia de alta resolucion
Para la dgltima etapa de purificacion se empleé un cromatégrafo de liquidos de alta resolucioén

(HPLC) en un equipo Hewlett Packard 1100. Las fracciones con actividad glicohidrolitica que



se separaron por la columna de DEAE-Sepharose se aplicaron a una columna de intercambio
aniénico POROS H/Q (4.6 x 100 mm) equilibrada con amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8.
Para la elucién se usaron los gradientes de NaCl apropiados. I.a velocidad de flujo se ajusté a

3 mi/min.

Caracterizacion de las enzimas purificadas

Cuantificacion de proteinas

Se utilizé el método de Smith et al. [74], el cual emplea el reactivo BCA Protein Assay
Reagent, que es muy sensible en la determinacion espectrofotométrica de la concentracién de

proteina en solucidénes acuosas, siguiendo el protocolo de PIERCE. Este sistema de reactivos
. .. . . . . +1
combina la reaccién de proteinas con Cu™ en un medio alcalino (produciendo Cu ), con un

. . . .. +1 . . .
reactivo altamente selectivo y sensible de deteccion para Cu  llamado 4cido bicinconinico.
Este reactivo es estable y compatible con detergentes iénicos y no idnicos. El color plrpura

del producto de Ia reaccion es formado por la interaccién de dos moléculas de BCA con un ion

+1 . .
cuproso (Cu ), este es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm.
ILa cantidad de proteina contenida en la muestra se determiné interpolando el dato de
absorbencia en una curva tipo elaborada con estandares de albimina de bovino a diferentes

concentraciones.

Determinacion de los valores éptimos de pH y temperatura para cada glicohidrolasa

Para determinar el pH optimo de cada glicohidrolasa purificada, se construyeron curvas de
actividad sobre diferentes sustratos a diferentes valores de pH (2.5-10.0 con intervalos de 0.5
de unidad). Debido a que se observé que Cel I tenia mas afinidad por CMC, Cel II por papel
filtro y Cel Il por salicina, los sustratos utilizados fueron CMC, papel filtro y salicina para Cel
I, 11, y III respectivamente y alginato de sodio y agar para las alginasas v agarasas. L.os
amortiguadores empleados fueron: glicina-HCI (pH de 2.5-3.5), citrato de sodio-acido citrico
(pH 3.0-6.0), Tris-HCI (pH 7.0-8.0) y glicina-NaOH (9.0-10.0). Después, se obtuvo una curva
de actividad versus temperatura a los valores de pH 6ptimos encontrados. Los tiempos de

incubacion utilizados fueron de 20 min.

t2
A



Determinacion del peso molecular

El peso molecular de las enzimas puras se determind por electroforesis en microgeles
homogéneos de SDS-poliacrilamida al 20 %, siguiendo el protocolo de Pharmacia. Para
obtener la curva de calibracion se emplearon patrones con masas moleculares conocidas desde
14,400 hasta 94,000 daltones (Pharmacia electrophoresis calibration kit). El procedimiento
para fijar, teflir y destefiir fue el reportado por Neuhoff ez al. [75]. La absorcion y posicién de

las bandas se ley6 en un densitémetro modelo GS-690 de Bio-Rad.

Espectrometria de masas

Los espectros de masas de las diferentes glicohidrolasas fueron obtenidos por la Dra.
Catherine Stacey de la compaiiia Bruker Daltonics Inc, Billirica, MA., U.S.A., utilizando la
técnica de nanoelectroespray en un espectrémetro de masas de trampa de iones Esquiere
(Brukers-Flanzen Analytical Gmbh) como se describe en Jensen ef gl. [76]. De esta manera,
se obtuvieron las masas moleculares de las glicohidrolasas y la secuencia de los primeros 29

residuos de Alg L.

Determinacion del punto isoeléctrico

Se utilizaron geles de poliacrilamida (0.35 x 0.43 x 50 mm) con gradiente de pH de 3-9 en un
equipo de electroforesis Phast System de Pharmacia. Para obtener la curva patrén se
emplearon patrones con puntos isoeléctricos conocidos de 3-9 (Pharmacia electrophoresis
calibration kit). La absorcién y posicién de las bandas se determind en un densitdmetro

modelo GS-690 de Bic-Rad.

Analisis de carbohidratos

El contenido de azidcares de las enzimas puras fue estimado por el método del fenol-acido
sulfirico descrito por Dubois et al. [77]. El fenol en presencia de acido sulfirico puede ser
utilizado para la microdeterminacién colorimétrica de azdcares y sus derivados metilados,
oligosaciridos y polisacaridos. Este método ¢s particularmente til para la determinacion de
pequetias cantidades azicares. La cantidad de color producido a una concentracién de fenol

constante ¢s proporcional a la cantidad de azucar presente



Determinacién de la composicién de aminodcidos

Los residuos presentes en las enzimas se determinaron por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) en un equipo Hewlett Packard, utilizando una columna ODS-DABS C-18
(dp 5 m y4.6 mm x 25 cm). Las muestras se hidrolizaron con HC1 6 N y 1 % de fenol (para
evitar la degradacion de la tirosina) a 110 °C por 24 h en una camara de hidrélisis (Beckman),
cerrada al vacfo en presencia de argén.

A las muestras secas se les realizd la dabsilacién con los protocolos y reactivos de Beckman
(Dabs-Amino Acid Kit, Fullerton, CA, USA.) para anélisis de aminoacidos por cromatografia
de fase reversa. Con este método, la asparagina y glutamina son cuantitativamente
hidrolizados hasta 4acido aspértico y 4cido glutamico ademas de existir una pérdida de serina y
treonina de 10 % y 5 % respectivamente. Debido a que el triptofano es destruido por una
hidrolisis acida en HCI, para su determinacién se realizé paralelamente una hidrélisis con

4dcido metanosulfénico 4 M en presencia de triptamina.

Determinacion de la estructura secundaria

La estructura secundaria de las glicohidrolasas puras se determind por sus espectros de
dicroismo circular (CD). Dichos espectros se obtuvieron a 25 °C en un espectropolarimetro
JASCO J-700, el cual se calibré con acido (+)-10-canforsulfénico [78]. Los experimentos se
realizaron con soluciones cuya concentracién era de 0.25 mg/ml, en una celda de I mm para la

region del ultravioleta (UV) lejano (183-260 nm). La elipticidad por residuo medio [J], se

calcul$ utilizando una masa molecular de 110 g mol-l por residuo. Se obtuvieron curvas
miiltiples independientes, variando el estado de agregacién de las enzimas, para evaluar el
efecto de este en la conformacién y contenido de estructura secundaria de las glicohidrolasas
purificadas. Los espectros fueron analizados por medio de dos programas de desconvolucién:
1) CCA {algoritmo de constrefiimienio convexo)[79] y 2) Henessey-Johnson [80], esto con ¢l
fin de estimar la composicion de estructura secundaria de las enzimas y para determinar la

clase de estructura terciaria se utilizo el programa DEFCLASS [81].

Estudios de dispersion dindmica de la luz

Las particulas cn solucidn se desplazan debido a movimientos brownianos. Esta movilidad

esta relacionada con el coeficiente de difusion y éste con el radio de 1a particula. Huminando
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la particula con un rayo ldser, la intensidad de la luz dispersada a un angulo dado puede ser
seguida en el tiempo. Como la particula se mueve, la sefial medida fluctuard. Midiendo las
fluctuaciones y el camino ¢en el cual ellas cambian, €l coeficiente de difusién de las particulas
y, a partir de éste, el radio de la particula pueden ser determinados con la ecuacién de Stokes-
Einstein. La dispersién dindmica de la luz (DLS) es una técnica que permite medir el
coeficiente de difusidn traslacional (D) de una molécula o agregados en solucién [82]. La
dispersion de luz monocromadtica causada por las particulas en movimiento presentara
fluctuaciones en su intensidad debido al movimiento browniano de las moléculas o agregados
en solucion.

El analisis del decaimiento de la funcidén de autocorrelacidén esto es, una medicion de las
fluctuaciones de la intensidad en funcién del tiempo correspondiente a Ia sefial de la intensidad
dispersada, proporcionard informacién cuantitativa acerca del comportamiento en solucién de
los agregados molecuiares. Dy se relaciona con el radio hidrodindmico (Ryg) a través de la
ecuacion de Stokes-Einstein :

Dr :kBT/6TEn Ry

Donde kg es la constante de Boltzmann, 1 es la viscosidad de la solucién, T es la temperatura
absoluta y Ry el radio hidrodinamico [83-85].

Ademas, es posible determinar el peso molecular por medio de la ecuacién de Mark Houwink
Dt = AoM" Esta considera la relacién directamente proporcional del coeficiente de difusién
traslacional con el peso molecular M, elevado a una potencia especifica. Asi, la constante de
proporcionalidad que surge de esta ecuacién toma en cuenta las propiedades del disolvente y
se representa por Ap. Esta ecuacidn requiere de una estimacion adecuada del factor de
estructura (v), que para el caso particular de proteinas esféricas tiene un valor de 0.33 y se
aplica también a modelos quasi-esféricos [86].

De esta manera, con téenicas de DLS es posible determinar: ¢l coeficiente de difusion, el radio
hidrodinamico, el peso molecular y la pohdispersidad (pureza) de la proteina.

En este estudio se evalud el comportamiento de las diferentes glicohidrolasas, a fin de
caracterizar su comportamiento en solucion, analizando los cambios en polidispersidad y en el

peso molecular con respecto a factores como son pH, temperatura, concentracién de la



proteina y el efecto de diferentes agentes como son el polietilénglicol 6000 (PEG-6000),
sorbito] y manitol. Para este tipo de estudios se utilizé un equipo de dispersidén dindmica de
tuz DynaPro-801 (Protein Solutions, Co.) y el paguete computacional Dynamics. Cada una de
las enzimas puras (300 ul), en diferentes condiciones de concentracién, pH y con diferentes
aditivos como el PEG-6000, manito! y sorbitol, se inyectaron a través de filtros Anotop 10 de

0.02 um (Wathman) en el equipo mencionado.

Cristalizacion de las glicohidrolasas

Para el analisis estructural por rayos X se requiere que la molécula sea purificada a un alto
grado de homogeneidad y sea cristalizada en forma adecuada para la obtencién de datos. Esto
es, se requiere obtener cristales mayores a 0.2 mm, que difracten adecuadamente los rayos X y
que posean la suficiente estabilidad para que sus patrones de difraccién no decaigan durante el
tiempo que dura el experimento. De hecho, la obtencién de los cristales es la etapa mas critica
para la determinacion de la estructura tridimensional de proteinas por €l método de difraccion
de rayos X.

Para inducir la cristalizacién es necesario llevar muy lentamente el sistema soluto-disolvente a
un estado de solubilidad minima y asf alcanzar un grado limitado de sobresaturacién [87].
Para lograr esto es necesario considerar todas las variables que afectan la cristalizacién como
son: concentracién de la proteina, temperatura, pH, fuerza idnica, presencia de aditivos
especificos y de agentes precipitantes. Estos Gltimos pueden ser de tres tipos, 1) sales como el
sulfato de amonto, 2} precipitantes orginicos de volatilidad baja como el 2Z-metil-2, 4~
pentanodicl (MPD) y 3) polietilénglicol de diferentes pesos moleculares.

El método de difusion de vapor es el mas popular y ha demostrado ser el mas atil para el
estudio de numerosas condiciones con cantidades minimas de proteina. Existen dos técnicas
que utilizan la difusion de vapor: la de la “gota asentada” y la de la “gota suspendida” {88].
Esta dltima fue la que sc empled para intentar la cristalizacion de las hidrolasas. Con este
método, la solucion de proteina y el agente precipitante se colocan en cubreobjetos
siliconizado. Por otro lado, a un pozo o recipiente pcqueio (generalmente sc usan cajas
Limbro) se agrega 1 ml de la solucidén de agente precipitante a una concentracidn del doble de
la que se encuentra cn la solucién de proteina y se le aplica grasa de vacio en la parte superior

del pozo. El cubrcobictos sc coloca arriba del pozo. de tal forma que la gota de proteina gueda
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suspendida en el interior y finalmente se sella con la grasa. Al llegar a un equilibrio de
presiones de vapor, la solucién conteniendo a la proteina tiende a alcanzar un grado limitado
de sobresaturacion [89]. Estas condiciones pueden modificarse a fin de optimizarlas y lograr
obtener cristales apropiados para los estudios de difraccion de rayos X.

Las pruebas de cristalizacién de las diferentes glicohidrolasas se montaron utilizando una
concentracién de proteina de 2.5 mg/ml. Se colocaron gotas de 7 pl las cuales no contenian
agente precipitante, lo cual permitié que la saturacién fuera mdés lenta. Ademds, s6lo se
colocaron 450 pl del agente precipitante, en el recepticulo inferior, con el fin de aumentar ain
mads el tiempo en que se alcanzd la saturacidén. Estas pruebas se colocaron a 18 °C, en cdmaras

de temperatura controlada.

RESULTADOS Y DISCUSION
Purificacion

Celulasas

Las celulasas de bacterias y hongos han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, muy
recientemente se empezaron a estudiar enzimas capaces de hidrolizar celulosa de otras fuentes
como son los érganos digestivos de insectos [90] y moluscos [91,92]. En 1999, Xue y
colaboradores describieron la purificacién parcial de una celulasa del herviboro marino Cherax
guadricarinatus [93].

En un intento por profundizar en el conocimiento de este tipo de enzimas, en este trabajo se
estudiaron las celulasas presentes en el hepatopancreas del abuldén azul, H. fuigens. Después
de realizar la precipitacién fraccionada con sulfato de amonio, se observé que la fraccién de
35-65% de saturacidon contenia la actividad celulolitica. Esta fraccién se aplicd en una
columna de intercambio anidnico, obteniendo el perfil de elucion que se muestra en la Figura
5. La actividad celulolitica sobre CMC se encontré en 3 fracciones, las que se nombraron Cel
I, Cel 'y Cel III. Posteriormente, estas {racciones fueron purificadas por cromatografia de
tercambio anidnico, utilizando columnas de perfusién. Para obtener fas fracciones puras, fue
nceesario recircular las fracciones en la misma columna, la Figura 7 muestra el perfil obtenido

después de dicha recirculacion. Cada cclulasa purificada mostré una sola banda cn los geles



suspendida en el interior y finalmente se sella con la grasa. Al llegar a un equilibrio de
presiones de vapor, la solucidn conteniendo a la proteina tiende a alcanzar un grado Iimitado
de sobresaturacion [89]. Estas condiciones pueden modificarse a fin de optimizarlas y lograr
obtener cristales apropiados para los estudios de difraccién de rayos X.

Las pruebas de cristalizacién de las diferentes glicohidrolasas se montaron utilizando una
concentracion de proteina de 2.5 mg/ml. Se colocaron gotas de 7 ul las cuales no contenian
agente precipilante, lo cual permitié que la saturacion fucra mas lenta. Ademas, sodlo se
colocaron 450 pl del agente precipitante, en el recepticulo inferior, con €l fin de aumentar atin
maés el tiempo en que se alcanzé la saturacion. Estas pruebas se colocaron a 18 °C, en cimaras

de temperatura controlada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion

Celulasas

Las celulasas de bacterias y hongos han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, muy
recientemente se empezaron a estudiar enzimas capaces de hidrolizar celulosa de otras fuentes
como son los Organos digestivos de insectos [90] y moluscos [91,92]. En 1999, Xue y
colaboradores describieron Ja purificacion parcial de una celulasa del herviboro marino Cherax
quadricarinatus [93].

En un intento por profundizar en el conocimiento de este tipo de enzimas, en este trabajo se
estudiaron las celulasas presentes en el hepatopédncreas del abulon azul, A. fulgens. Después
de realizar la precipitacién fraccionada con sulfato de amonio, $e observd que la fraccién de
35-65% de saturacion contenfa la actividad celulolitica. Esta fraccion se aplicé en una
columna de intercambio anidnico, obteniendo el perfil de elucidn que sc muestra en la Figura
5. La actividad celulolitica sobre CMC sc encontrd en 3 {racciones, las que se nombraron Cel
I, Cel Iy Cel III. Posteriormente, estas (racciones fueron purficadas por cromatografia de
mmtcrcambio anidnico, utilizando columnas de perfusion. Para obtener las fracciones puras, fue
necesario recircular las {racciones en la misma columna, Ja Figura 7 muestra el perfil obtenido

después de dicha recirculacién. Cada celulasa purificada mostré una sola banda en los geles



de SDS-PAGE (Figura 13A).

La Tabla 1 muestra los rendimientos y las actividades especificas en los diferentes pasos de
purificacién. El rendimiento fue similar para las tres celulasas y la cantidad (mg) obtenida de
cada una fue alta comparada con las reportadas para celulasas de otras fuentes [94,95]. Las
tres celulasas mostraron actividad sobre CMC, sin embargo, Cel T mostrd la mayor afinidad
por este sustrato. En general, estas enzimas mostraron actividades especificas que fueron de 2
a 10 veces mayores que las mds altas reportadas para celulasas de otros organismos [94-96]. A
las tres celulasas se les verificé su pureza por SDS-PAGE y enfoque isoeléctrico, donde una
sola banda fue observada para cada una de ellas. Cel II presenté una segunda banda muy
diluida en el gel de SDS-PAGE con una masa molecular que corresponde al dimero (Figura

13A y 13B). La homogeneidad fue comprobada posteriormente por DLS.
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Figura 6. Cromatografia de intercambio anidnico (DEAE-Sepharose) de la precipitacién con sulfato
de amonio (35-05 % de saturacion), del extracto del hepatopancreas del abulén. Se encontraron tres
fracciones con actividad sobre CMC (Cel 1, Cel 1Ty Cel I11).
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Figura 7. Purificacion de las celulasas Cel I (A), Cel II (B) y Cel HI (C) por cromatografia de
intercambio anidnico en una columna POROS HQ/H (4.6 x 100 mm). Los perfiles de elucién
corresponden a la recirculacion de cada una de la enzimas en la misma columna, pero variando el

gradiente de NaClL

Tabla 1. Purificacién de las tres celulasas del abulén azul, H. fulgens.

Paso de purificacion Proteina total Actividad Rendimiento
(mg) especifica” (%)
(U/mg)
Extracto crudo 1240 14.8 100
Precipitacidén con sulfato de amonio 720 233 91.5
(35-65 % de saturacidn)
DEAE-Sepharose
Cel ] 110.3 53.3 32.0
Cel II 2304 204 25.61
Cel N1 239.6 13.7 17.86
HPLC-POROS HQ/H (recirculacién)
Cel I 8.0 4333 18.9
Cel 1 17.4 187.3 17.8
Cel III 20.2 102.6 13 |

“Una unidad fue definida como la cantidad de enzima que produce 1 pmol de glucosa por
minuto a 45 °C. Las actividades fueron determinadas usando CMC como sustrato.
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Alginasas

En el caso de las alginasas, éstas se han empezado a estudiar muy recientemente con mayor
detalle debido a su amplia aplicacién; sin embargo, son muy pocos los estudios que existen a
la fecha sobre ellas y todas de origen bacteriano. Las alginasas de origen diferente al
bacteriano sélo se han estudiado en extractos crudos, o con proteinas parcialmente purificadas
[64,65].

En este estudio, se purificaron y caracterizaron fisicoquimica y estructuralmente 2 alginasas
del hepatopancreas de H. fulgens. lLa actividad alginolitica se detectd en la fraccién de 35-
65% de saturacion de sulfato de amonio y en la de 65-100 %. Las Figuras 8 y 9 muestran los
perfiles de elucion obtenidos después de aplicar cada extracto en una columna de intercambio
anidnico. Se encontré una sola fraccién con esta actividad en cada extracto, a las que se
nombrd Alg I (a la extraida de la precipitacién de 35-65 %) y Alg II (a la obtenida con el
precipitado de 65-100 %). Posteriormente, estas fracciones se purificaron por cromatografia
de intercambio anidnico utilizando columnas de perfusién (Figura 10). Cada alginasa
purificada mostré una sola banda en los geles de SDS-PAGE (Figural4A) después de haber
sido recirculada en la misma columna. En la Tabla 2 sc puede observar que los rendinientos
fueron altos. La actividad especifica es la mayor reportada a la fecha para alginasas de
cualquier fuente, siendo €sta hasta 10 veces mayor que las alginasas de bacterias terrestres
[10,58,59] y 2 veces mayor que la de la bacteria marina Bacillus sp [55]. Cabe sefialar, que en
ausencia de NaCl presente en el amortiguador de elucidn, era necesario adicionar sorbitol al
2%, de lo contrario la actividad se perdia en un periodo de 20 h a temperatura ambiente, y de
10 h a4 °C, en el amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8. Dicha pérdida de actividad era debida

a fuertes fendmenos de agregacidén (ver estudios de dispersidn dindmica de Ja luz).
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Figura 9. Cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-Sepharose) de la precipitacion con
sulfato de amonio (100 % de saturacidén). Se encontréd una {raccién con actividad sobre
alginato de sodio (Alg 11).
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una columna POROS HQ/H (4.6 x 100 mm). Los perfiles de elucién corresponden a la recirculacién
de cada una de ellas en la misma columna.

Tabla 2. Purificacitn de las alginasas del abuldn azul H. fulgens.

Paso de purificacién Proteina total Actividad Rendimiento (%)
{mg) especifica’
(U/mg)
Extracto crudo 1240.0 50.6 100.0
Precipitacidn con sulfato de amonio 720.0 60.2 55.0
(35-65 % de saturacion)
Precipitacién con sulfato de amonio
{65-100 % de saturacién) 410.0 72.4 43.0
DEAE-Sepharose
Alg 1 174.5 400.2 30.5
Algll 148.9 523.5 35.4
HPL.C-POROS HQ/H
Alg 1 39.1 8134 254
Algll 28.0 910.0 22.1

“Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida para producir un umol de
B-formilpiruvato por min a 45 °C. Las pruebas de actividad se realizaron utilizando como sustrato

alginato de sodio sin acetilar.
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Agarasas

Dentro de las glicohidrolasas purificadas en este trabajo, las agarasas son las menos
estudiadas. A la fecha solo existen algunos reportes de este tipo de enzimas y sélo las de
Pseudomonas atlantica, Alteromonas agarolyticus y Vibrio sp han sido estudiadas mds
profundamente [18-20,30,60). Las agarasas de origen diferente al bacteriano sélo han sido
estudiadas en extractos crudos debido a la pérdida de actividad agarolitica en tiempos muy
cortos. En el presente estudio, las agarasas de H. fulgens, fueron purificadas a partir del
extracto de la precipitacion de 35-65 % de saturacion con sulfato de amonio. Las agarasas
fueron purificadas en presencia de sorbitol debido a que se agregaban fuertemente y perdian la
actividad en 4 h a 4 °C en el amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8. En la Figura 11 se
muestra el perfil de elucién obtenido después de aplicar el extracto en una columna de
intercambio anidénico. Se encontraron dos fracciones con actividad agarolitica las cuales se
nombraron Ag Iy Ag Il. Estas fracciones fueron purificadas posteriormente por cromatografia
de intercambio anidnico en columnas de perfusién. Fue necesario recircular las fracciones en
la misma columna para obtenerlas puras. La Figura 12 muestra los perfiles de elucion de
dichas recirculaciones. l.as agarasas purificadas mostraron una sola banda en los geles de
SDS-PAGE (Figura 15A), después de haber sido recirculadas en la misma columna. En la
Tabla 3 se puede observar que los rendimientos fueron bastante altos. ILa actividad especifica
es la mayor reportada a la fecha para agarasas de otras fuentes, siendo esta hasta 4 veces mayor
que las agarasas de origen bacteriano [20,22,32,68].

En general, podemos decir que en cuanto a rendimiento y actividad especifica, los tres tipos de
glicohidrolasas del abulén, presentan valores altos, lo que las hace muy importantes desde el
punto de vista de su aplicacién y explotacién. Es importante notar que para los cédlculos de la
tabla de rendimiento de éstas glicohidrolasas, se utilizd el hepatopancreas de un sélo abulon,
por lo que sc pucden obtener grandes cantidades de estas enzimas de los desechos del

procesado de este molusco tan preciado.
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Tabla 3. Purificacion de las agarasas de H. fulgens.

Paso de purificacién Proteina total Actividad Rendimiento
{mg) especifica’ (%)
{U/mg)
Fxtracto crudo 1240.0 0.6 100.0
Precipitacion con sulfato de amonio 720.0 24 85.0

(35-65 % de saturacion)
DEAE-Sepharose

Agl 187.7 7.8 32.2

Ag Il 938 8.6 43.2
HPLC-POROS HQ/H (recirculacién)

Agl 29.9 680.0 234

Agll 16.8 810.0 32.2

“Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima requerida para producir
un Mmol de galactosa por min a 45 °C. Las pruebas de actividad se realizaron utilizando
agar como sustrato.

Cuaracterizacion

Determinacién de la masa molecular y punto isoeléctrico

El peso molecular de las glicohidrolasas purificadas se estimé por diferentes métodos. Cabe
sefialar que para determinar este pardmetro utilizando DLS fue necesario hacer primero los
estudios de desagregacién. Como puede observarse en la Tabla 4, los valores de peso
molecular obtenidos con las diferentes técnicas son muy similares. En el caso de la filtracién
en gel es necesario adicionar NaCl (0.3 M) al amortiguador, ya que de lo contrario las enzimas
forman agregados de pesos moleculares muy elevados. Debido a esta agregacidn, fue
imposible determinar el peso molecular de las agarasas y alginasas por éste método. Los
valores de peso molecular, de estas enzimas son comparables a los obtenidos para celujasas de
otros organismos [97-101]. Sin embargo, Cel I tiene uno de los pesos moleculares mas bajos
reportados a la fecha (17 300 Da).

Los valores de masa molecular de las alginasas son de los mas pequefios reportados, aunque
comparables con los obtenidos para Sphingomaonas sp [59]. De igual manera, los valores de
masas molecular de las agarasas (29 200 y 33 300 Da para Ag 1 y II respectivamente) son
comparables a los obtenidos para agarasas de origen bacteriano [20,32,68], aunque estan cntre
los mas pequefios reportados a la fecha. Asi mismo, se puede observar en esta Tabla que las 7

glicohidrolasas resultaron ser dcidas. Los puntos isoeléctricos de las celulasas son semejantes
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a los reportados para celulasas de hongos [94,95,97]. En el caso de las agarasas los valores de

punto isoeléctrico son semejantes a los de bacterias [20,32].
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Figura 13. A) SDS-PAGE de las celulasas purificadas de H. fulgens B) Enfoque isoeléctrico. Los
carriles 1 y 4 corresponden a los estdndares de masa molecular conocida. FLos carriles 2, 3 y 5

contienen Cel 1(0.9 ug), Cel IT (1.5 ug) y Cel I (1.25 pg) respectivamente.
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Figura 15. A) SDS-PAGE de las agarasas purificadas, B) Enfoque isoeléctrico. Los carriles 1 y 4
corresponden a los estandares. Los carriles 2 y 3 contienen Ag I con concentraciones de 2.1 vy 3.2 ug
respectivamente. 1.os carriles 5 y 6 contienen Ag II en las mismas concentraciones.

Tabla 4. Punto isoeléctrico y masa molecular de las enzimas purificadas determinados por
diferentes métodos

Enzima Punto Masa molecular (Da)
isoeléctrico | SDS-PAGE Filtracion Dispersién Espectrometria
en gel dinamica de luz de masas
(HPL.C)

Cell 4.9 +0.2 17900 +100 | 17 500 +120 18 000110 17 300 20
Cel I 4.0 0.2 22 500 £100 { 22 700 £120 22 600110 21400 £20
Cel III 3.6 20.2 30 300 £100 | 30 600 =120 30500+110 ND
Algl 4.3 0.1 26 000 =110 ND 26 500120 25 500 £20
Alg 11 4.9 +0.1 24 500 =110 ND 24 600120 23 700 £20
Agl 4.2 +0.2 29500 115 ND 29 500115 29 200 £20
Agll 3002 33500 =115 ND 34 000115 33 300 20

ND: No se determinéd

Pruebas de especificidad

Para analizar la especificidad de las celulasas purificadas, se probaron diferentes sustralos
incluyendo polisaciridos naturales de origen marmo. Como ya sc menciond antes, las tres
celulasas mostraron actividad sobre CMC (43344, 1873 y 102+3 U/ing para Cel 1, Cel 1l y

Cel I, respectivamente). Ademas. Cel 11 presentd actividad sobre papel filtro (10243 U/mg),
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pNPC (95.5+£3 U/mg) y pNPL (74.5%2 U/mg). Estos valores son similares a otros reportados
para exocelulasas. Por otro lado, Cel III es activa sobre CMC, papel filtro (202 U/mg),
salicina (954 U/mg), pNPC (32322 U/mg) y pNPG (52.5+£3 U/mg). Con base en estos
resultados, podemos decir que Cel I es una endocelulasa (endoglucanasa). Cel I y Cel HI
mostraron una menor especificidad, Cel II tuvo actividad de endo y exocelulasa, mientras que
Cel Il puede ser considerada como una endo, exo y 3 glucanasa [24,71].

La especificidad de las alginasas se evalu¢ midiendo su actividad sobre alginatos acetilados y
sin acetilar. Alg I mostrd actividad sélo con alginato sin acetilar (813£3U), mientras que Alg
I mostré actividad tanto sobre alginato desacetilado (910+4U) y en menor grado sobre el
acetilado (110+3U). Ademds, Alg I mostré una preferencia por bloques M, por lo que se le
considera una poli (M) liasa. mientras que Alg Il por los G, aunque también mostro actividad
sobre los M, siendo esta menor por lo que se considera que tiene actividad de poli (G) liasa y
de poli (M) liasa. A este respecto, sOlo existen estudios con Azotobacter vinelandii v A.
chroococcum [60,61], donde existe una preferencia por los blogques M, y de otra alginasa
tambien de A. virnelandii, la cual hidroliza los bloques M-M y M-G [§].

Para evaluar la especificidad de las agarasas purificadas, se realizaron pruebas de actividad con
los sustratos sintéticos: p-nitrofenol o-galactdsido y p-nitrofenol fB-galactésido. Ag I mostrd
actividad sobre p-nitrofenol [-galactésido, mientras que Ag II sobre el sustrato cromogénico
con enlace a. De esta manera se determiné que Ag I es una [} agarasa, mientras que Ag Il es
una ¢ agarasa.

Por otro lado, al mezclar las enzimas purificadas, se observd un efecto sinérgico, igual al que
se ha reportado en celulasas de origen bacteriano y de hongos [22,23]. En la Tabla 5 se
observa quc mezclando los tres tipos de celulasas, se obtiene la mayor cantidad de azicares
reductores, ain mds que las sumas individuales. Cabe scfiatar, que Cel Iy Cel If sélo muestran
aclividad hasta una cierla cantidad de azicarcs reductores, esto ¢s, porque la celobiosa
formada por la hidrélisis de 14 celulosa, es un fuerte inhibidor de las endo y exocelulasas. Al
adicionar Cel HI, la cual puede hidrohzar la celobiosa, hasta giucosa, la actividad se
incrementa, va que ademds de hidrolizar la celobiosa, permute que Cel Ty Cel I vuclvan a
activarse. En esta misma Tabla se observa cl efecto sinérgico entre las agarasas y alginasas.

De esta manera se observa que 7. fulgens cuenta con sistemas enzimaticos muy clicientes para

4t



la hidrdlisis de los principales polisacaridos presentes en las macroalgas. Lo que le permite
asimilarlos. Esto es de suma importancia, si consideramos que su principal fuente de
alimentacion son las macroalgas, las cuales contienen altas cantidades de celulosa, agar vy
alginato.

En una revision realizada en 1996 por Warren [45], se menciona que sistemas
multienzimaéticos semejantes a los de las celulasas se han reportado para agarasas, en donde se
requiere de ]a actividad de las dos enzimas para la hidrélisis completa del agar. No se sabe si
estas se encuentran en un complejo parecido al celulosoma o si se encuentran libres formando
sistemas multienzimaticos. Sin embargo, su tendencia a agregarse puede damos un indicio de

que trabajan como sistemas multienzimaticos.

Tabla 5. Sinergia entre las glicohidrolasas purificadas.

Enzima Actividad especifica
(U/mg)
Cell 350 +4
Cel IT 170 £3
Cel 11l 93 +£3
CellyCelll 590 +2
Cel 1y Cel Il 518 +3
Cel Iy Cel IIT 307 22
Cell, Cel Iy Cel Il 845 +2
Algl ] 813 +3
Alg I 910 +4
Algly Algll 2015 +3
Agl 680 +4
Ag Il 810 =3
Aglly Agll 1890 +3

Las pruebas de actividad se realizaron utilizando
celulosa microcristalina, algmato de sodio sin acetilar
¥ agar como sustratos para las actividades celulolitica,
alginolitica y agarolitica. respectivamente.

Efecto de la temperatura y pH en la actividad de las glicohidrolasas purificadas

Cuando se analizé el efecto del pH en la actividad de las glicohidrolasas, se encontré que
utilizando CMC como sustrato, las 3 celulasas tienen un éptimo de actividad a pH 5.5. Este
valor fue ¢l mismo cuando Cel II hidrolizé salicina.  No obstante, cuando se probé la

actividad de Cel II sobre papel, ¢l éptime fuc de 8.8. Esto puede deberse a que, en estas
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condiciones, este sustrato insoluble es mas susceptible a hidrélisis. En la Figura 16 se puede
observar que cuando se disminuye el pH por debajo de 5.5 para Cel 1 y II1, y de 8 para Cel 11, 1a
actividad disminuye dristicamente, esto ocurre debido a que nos estamos acercando al punto
1soeléctrico de las enzimas. Ademas, correlacionando estos estudios con los de dispersion
dindmica de luz (ver adelante), en estas condiciones, las enzimas estin excesivamente
agregadas e incluso se precipitan por dicha agregacién. Por otro lado, cuando se evalud el
efecto de la temperatura en su actividad, se observé que las tres enzimas muestran mayor
actividad celulolitica a 45 °C utilizando CMC y salicina como sustrato, mientras que sobre
papel el optimo fue a 37 °C (Figura 16).

Estudios similares se realizaron con las alginasas y agarasas. En el caso de las alginasas, estas
tienen un Optimo a pH 8.0 y 4.0 para Alg I y IT respectivamente. Los valores de actividad a
diferentes valores de pH reportados para alginasas, estan cercanos al pH neutro, aunque hay un
intervalo bastante amplio de valores desde 4 hasta 8.5 [7]. La temperatura 6ptima a estos
valores de pH fue de 45 °C para las dos alginasas. En otras especies, estos valores oscilan

entre 30 y 45 °C. Las agarasas fueron mds activas a una temperatura de 45 °C y pH de 5.5.
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Figura 16. Efecto del pH y la temperatura en la actividad especifica de las 3 celulasas purificadas. A)
Efccto del pH, B) Efccto de la temperatura. En ambos casos, el tiempo de incubacidén fue de 20 min.



Contenido de carbohidratos

Al cuantificar el contenido de carbohidratos de 1as enzimas puras, se determind que Cel IT, Cel
I, las dos agarasas y las dos alginasas son glicoproteinas. El contemdo de carbohidratos de
estas enzimas fue de 3.8, 4.5, 7.0, 10.0, 9.0 y 15.0 % para Cel II, Cel III, Alg 1, AlgIl, Agly
Ag II respectivamente. Cel I no contiene carbohidratos. En general, las glicoproteinas
contienen oligosacdridos unidos covalentemente, estos se pueden encontrar en cantidades
variables pudiendo tener cantidades tan altas como 60%. Una gran cantidad de glicohidrolasas
contienen carbohidratos dentro de su estructura. El contenido de carbohidratos de las
glicohidrolasas de H. fulgens es muy similar a los de otras glicohidrolasas. Estos
carbohidratos podrian estar favoreciendo la agregacidn de estas enzimas al interaccionar unos

con otros.

Estimacion del contenido de aminoacidos

En la Tabla 6 se presenta la composicién de aminoacidos de las tres celulasas purificadas y una
comparacion con dos enzimas relacionadas, pero de otra fuente. En esta se puede observar que
Cel I, I y III son muy similares y que en los tres casos, los aminoacidos 4cidos e hidrofébicos
son los mas abundantes. No obstante, Cel I difiere de Cel II y III con respecto al contenido de
Gly, Phe y GIx. Las tres celulasas de H. fulgens difieren de otras de diferente fuente
principalmente en su contenido de cisteina, metionina, prolina e histidina [99.92]. Ademas, se
muestra el contenido de aminodcidos de las dos alginasas y las dos agarasas. Las
glicohidrolasas del abulén azul mostraron en general contenidos muy similares, predominando
siempre la glicina y la prolina. Esta semejanza en el contenido de aminoacidos puede dar un

indicio de que ¢estas enzimas pertenecen a familias muy relacionadas.



Tabla 6. Composicion de aminodcidos como porcentaje molar de las glicohidrolasas de H.

Sfulgens.
Aminodcidos | CelI | Celll | Cellll | EG' |E2* |AlgI |AlgIl | Agl |Agll
Lys 4.3 3.5 2.1 2.6 1.7 4.1 3.0 4.3 3.5
His 3.3 4.4 3.1 2.8 24 3.1 34 3.2 32
Arg 2.8 4.0 4.5 3.6 34 2.9 4.4 2.8 4.0
Asx 9.9 9.1 12.0 [2.8 {11.9 |85 6.6 9.8 9.1
Thr 5.0 6.2 6.0 5.8 8.6 54 5.6 53 6.2
Ser 6.2 6.0 3.7 8.8 8.4 6.3 5.5 6.2 5.5
Glx 6.5 94 9.9 7.5 7.6 5.3 6.0 5.4 8.4
Pro 10.3 10.1 10.6 4.1 8.5 10.5 | 9.0 10.3 1103
Gly 14.5 8.0 7.6 9.8 9.9 133 143 145 | 8.0
Ala 7.3 0.3 9.1 126 138 174 7.2 6.2 6.3
Cys 4.5 3.5 2.7 1.3 1.1 5.0 4.5 4.5 4.0
Val 4.6 5.7 5.2 4.5 6.0 6.3 5.8 4.6 5.7
Met 2.8 3.1 3.5 L5 2.0 3.0 4.4 2.8 3.1
Ile 5.7 4.5 5.2 2.1 5.8 4.7 5.5 5.8 5.5
Leu 6.0 5.1 4.1 9.0 3.9 5.0 4.0 6.0 4.1
Tyr 2.6 4.3 1.4 53 2.4 2.5 3.3 2.6 3.3
Phe 3.7 6.8 73 3.8 2.7 3.7 4.5 3.7 6.8
Trp ND ND ND 24 ND [3.0 3.0 2.0 3.0

! Endoglucanasa de Cherax gquadricarinatus [99]
* Endoglucanasa de Thermomonospora fusca [92]

Por otro lado, se cuenta a la fecha con la secuencia de los primeros 29 residuos del extremo
amino terminal de Alg I, donde se observé que no se encontraba bloqueado. Este fragmento

de la secuencia fue obtenido por espectrometrfa de masas:

D-A-G-V-Q-W-§-P.L-G-R-Q-Q-D-A-V-T-A-L-Y-G-R-T-K-A-D-K-S-S

Utilizando  las  herramientas dec  ExPASy (Expert Protein  Analysis  System
http://www.expasy.ch/tools/), se llevé a cabo un estudio de similitud de este fragmento de
secuencia con esa base de datos. Se encontré un 84 % de similitud con una proteina extraida
de las semillas de cebada, que inhibe la fase de elongacidn en la sintesis de proteinas, tiene
actividad antifingica y es una glicohidrolasa que hidroliza el enlace N-glicosidico de una

adenosina especifica en el 285 rRNA.
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Estudios de dispersion dinamica de la luz

El comportamiento en solucién de las glicohidrolasas purificadas fue analizado con técnicas de
DLS, se estimé la masa molecular y la distribucion de tamafios medida como polidispersidad.
La agregacion de las enzimas se investigé como una funcion de tres par@metros: concentracion
de proteina (1.5-10.0 mg/ml), concentracién de manitol (0.1-5.0 %), y concentracién de PEG-
6000 (1-25 %). Los resultados revelaron que las 7 enzimas tienden a agregarse fuertemente en
solucién. Cuando dicha agregacion es excesiva, pierden su actividad y precipitan. Las
agarasas son las enzimas que se agregan mas fuertemente, de hecho €stas pierden su actividad
en un periodo de 4 h a 4 °C, en un amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH 8, mientras que a la
misma temperatura las alginasas pierden la actividad en 10 h. Las celulasas, a pesar de que
también se agregan fuertemente, son mas estables que las agarasas y alginasas, manteniendo su
actividad hasta por 4 dias a 4 °C en el mismo amortiguador.

En el caso de las celulasas, a concentraciones de proteina entre 1.5 y 2.5 mg/ml en el
amortiguador Tris, las enzimas forman multimeros (~160 a 200 kDa). A concentraciones
arriba de 5, 8 y 10 mg/ml para Cel I, Il y III, respectivamente, las enzimas formaron agregados
muy grandes (1.0-2.3 10° kDa) e inestables, que al cabo de unas horas precipitaron de manera
irreversible. A juzgar por las mediciones de polidispersidad, la distribucién de tamafios de los
agregados disminuye cuando se incrementa {a concentracion de proteina. Resultados similares
se obtuvieron con las agarasas y alginasas, con la diferencia que estas soportan mayores
concentraciones que las celulasas sin precipitar (6, 7, 6 y 12 mg/ml para Alg I Alg I, Agly
Ag II respectivamente). Tratando de disminuir la agregacion de las diferentes glicohidrolasas,
se evalud el efecto del pH, encontrando que las celulasas y agarasas, tienen una menor
agregacién a valores de pH entre 5.5 y 6.5, mientras que las alginasas en valores de pH
cercanos a 8. Estos valores coinciden con las condiciones en que se tiene la actividad éptima
Sin embargo, con ninguna de las glicohidrolasas se observaron mondmeros a ninguna
concentracion de proteina o valor de pH.

Con el fin de evitar la agregacién de las glicohidrolasas purificadas y obtener la forma
monomérica y monodispersa de las diferentes enzimas, se probd el efecio del PEG-6000,
manitol y sorbitol en la agregacidén de las proteinas. En general, alcoholes polihidricos y

azucares sc han adicionado cn el medio con ¢l fin de estabilizar macromoléculas bioldgicas en
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solucion [102]. EIl sorbitol no disminuyé la agregacién, pero logré detener este proceso. El
manitol y el PEG-6000 por el contrario, afectaron fuertemente el comportamiento en solucién
de estas enzimas. El PEG-6000 modificé el estado de agregacién de Cel I, Cel I Alg I, AlgII,
Ag Iy Ag II. El manitol afecté a Cel IlI, a las agarasas y alginasas. En el caso de las dos
ultimas, se obtuvo en forma inmediata el estado monomérico siendo éste inactivo. En la
Figura 17, se observa que, a bajas concentraciones de los aditivos, las celulasas forman
oligbmeros mds pequefios que aquellos observados en una solucién libre de cosolutos. El
estado monomérico empieza a predominar para Cel I y Cel H a concentraciones de PEG de
2.0-3.0 % y 0.5 % respectivamente, mientras que para Cel III a una concentracion de manitol
de 0.1-0.2 %. Bajo estas condiciones, la solucién proteica estd basicamente monodispersa. Si
se incrementa la concentracién de los aditivos ya mencionados, 1as enzimas empiezan a
agregarse nuevamente. Un estudio similar se realizé con las alginasas y agarasas (Tabla 7),
donde se encontrd que variando la concentracién de PEG-6000, se pueden obtener diferentes
estados de agregacion y soluciones monodispersas.

Los resuitados de DL.S indicaron que para las 7 enzimas estudiadas existen varias especies
antes de la formacidn de grandes agregados. Estos resultados son muy dtiles para poder
encontrar las condiciones apropiadas de cristalizacidn de estas proteinas. Respecto a la
actividad de éstas en diferentes estados de agregacién, se observé que las tres celulasas eran
més activas cuando estaban agregadas (1.5 mg/ml de proteina) (435+3, 1853 y 100£3 U/mg
para Cel I, I y III, respectivamente), siempre que dicha agregacion no sea demasiada para
provocar la precipitacién de las enzimas. En la forma monomérica, obtenida con la adicién de
PEG-6000 v manitol en las concentraciones sefialadas con anterioridad, la actividad especifica
de estas enzimas fue menor (20+3, 35+2, y 26+2 U/mg). Las alginasas y agarasas tambien
fueron més activas en forma agregada (102+3, 15044, 6804 y 810+3 para Algl, AlgIl, Agly
Ag II respectivamente} que en la menos agregada 45£2 y 38+2 para Alg I y Alg II en forma
trimérica y tetramérica respectivamente y 2203 y 15042 para Ag 1y Ag Il respectivamente,
en sus formas tetraméricas). Las formas monoméricas fueron inactivas. Resullados como éste
han llevado al reciente incremento en el estudio de la influencia del volumen excluido en
solucioncs con alta concentracién y del efecto del agrupamicnto molecular, “macromolecular

crowding”, en diferentes tipos de reacciones que conducen al ensamblaje de proteinas y
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complejos de protefnas.
estructura de la proteina nativa y favorece la formacion de complejos funcionales.

embargo, un sobreagrupamiento (“overcrowding’)

agregados no funcionales [103].

En general, el agrupamiento de macromoléculas estabiliza la
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Figura 17. Efecto de la concentracién de manitol y de PEG-6000 en la

agregaciéon de las celulasas purificadas.

La concentracion de las

muestras fue de 1.5 mg/ml. Cel I y Cel IT fueron solubilizadas con PEG

y Cel III con manitol.

Tabla 7. Efecto del PEG en la agregacion de las alginasas y agarasas de H. fulgens.

Porcentaje de PEG-6000 (p/v)

0% 1% 3% 3% 10% 15% 20% 25%
Algl  Agr Trimero Tr}mero;’ Dimero Monomero Agi Agr Agr
dimero
Tetramero/ . .
Algll  Ag ?)r smero Dimero Dimero Mondmero Agr Agr
i imero N Agr
i /
Asl  Agr Agr Tetramero Dimero Dm?ero Mondmero Agr Agr
mongmero
. Tetra / .
Apll  Agr Agpr Agr Tetrdmero 3:;;2::0 Dimero Mondmero Agr

Agr: Agregado
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Estudios conformacionales

El espectro de dicroismo circular de una protefna en la regién comprendida entre 183-260 nm
(UV lejano) es debido basicamente a la conformacion secundaria de su cadena polipeptidica
[80]. Ademas, segiin Manavalan y Johnson {104], las caracteristicas de la curva de DC de una
proteina permiten establecer, en forma relativa, el patrén de plegamiento de la macromolécula.
Dicho plegamiento es uno de los aspectos mds importantes en estudios de estructura y funcién.
Sin embargo, son muy pocos los estudios que se han realizado sobre la influencia de
cosolventes organicos en el plegamiento [105].

Los espectros que se muestran en la Figura 18 corresponden a las celulasas purificadas a pH &.
Los espectros comparten una caracteristica en comuin que es la presencia de una banda
negativa cercana a 210 nm y una positiva cercana a los 200 nm. Las mediciones que se
realizaron en presencia de los aditivos empleados para desagregar a las enzimas fueron muy
similares a las que se presentan en la Figura 18. Esto indica que las celulasas no sufren
cambios conformacionales significativos con la agregacidn o disociacion.

Como se muestra en la Tabla &, los espectros de DC de las tres celulasas son consistentes con
un alto contenido de hoja § (aproximadamente 50 %)} v un modcradamente bajo contenido de
hélice o. Ademas, estos espectros de DC se analizaron con el programa DEFCLASS [81] para
determinar la clase de estructura terciaria. Segtin estos andlisis, las tres enzimas pertenecen a
la clase 3, coincidiendo con las estimaciones de estructura secundaria. Entre las celulasas de
hongos de estructura terciaria conocida, s6lo aquellas que pertenecen a los clanes GH-B
(glicosil hidrolasa B) y GH-C (glicosil hidrolasa C) y a la familia 45 [48], tienen un contenido
de estructura [ comparable a las celulasas del abulén. Sin embargo, no se pudieron realizar
comparaciones con celulasas de invertebrados debido a que no hay informacién acerca de su

estructura,
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Figura 18. Espectros de dicroismo circular de las celulasas de Haliotis fulgens a pH 8. A) Cel 1, B) Cel I
y C) Cel IIL

Tabla 8. Contribucidn de estructuras secundarias a las curvas de DC de las celulasas de H. fulgens,
estimada por dos métodos.

Enzima  Método Hélice 0 Hojap  Giro Otras Prediccién de la
clase
ccaA' 113 48.2 14.1 26.4 Beta
Cel I Henessey-Johnson®  12.4 48.1 05.3 342
CCA 20.7 40.8 05.3 334 Beta
Cel Il Henessey-Johnson 18.0 42.0 15.0 26.0
CCA 20.5 352 16.8 27.5 Beta
Cel ITI Henessey-Johnson  24.9 32.8 05.3 37.0
791
“[80]

Las agarasas y las alginasas mostraron espectros muy similares. Sin embargo, a diferencia de
las celulasas, si hubo cambios en sus espectros de CD en los diferentes estados de agregacion
(Figura 19 y 20). Dependiendo del estado de agregacidn ¢l espectro de CD se medifica
notablemente, llegando en el estado monomérico a casi perderse los dos minimos negativos
que sc observan en estados agregados (cercanos a 209 y 225 nm). Esto nos indica que las
proteinas sufren cambios conformacionales en los diferentes estados.  Analizando los
espectros con el programa de desconvolucion de Hennessey-Johnson [80], para poder estimar

la composicién de estructura secundaria de las enzimas (Tabla 9), los espectros de DC de las
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cuatro glicohidrolasas son consistentes con un alto contenido de hoja f (aproximadamente 40
%) en el estado mas agregado. Ademas, estos espectros de DC se analizaron con el programa
DEFCLASS [81] para determinar la clase de estructura terciaria. Segilin este analisis, las
cuatro enzimas pertenecen a la clase o/f3.

En la Tabla 9, se puede observar la disminucion en el contenido de hojas  y aumento de
hélice aconforme las enzimas se desagregan. Un efecto similar fue reportado por
Goodenough e al. [106]. Estos investigadores presentaron un estudio de DC con diferentes
glicohidrolasas, variando Ia concentracién de proteina.  Ellos observaron que una
endoglucanasa bacterial, que en su estado nativo formaba parte de un complejo
multienzimético (celulosoma), tendia a agregarse y dependiendo de su estado de agregacidn, la
enzima presentaba entre un 50 y un 100 % de hélice o. La explicacion que ellos propusieron
para este comportamiento es que cuando la enzima forma parte de un celulosoma, los cambios
podrian deberse a fendmenos de asociacién y disociacion entre las proteinas del complejo.
Esta explicacién podria aplicarse al comportamiento de las alginasas de H. fulgens, las cuales
pudieran estar actuando como sistemas multienzimaticos, de ahi su mayor estabilidad y
actividad en estado agregado. No se pudieron realizar comparaciones con otras alginasas o
agarasas, ya que no existen estudios de este tipo.
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Figura 19. Espectros de dicroismo circular de la Alginasa I de H. fudgens en
diferentes estados de agregacion.
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concentracién de PEG-6000 para obtener diferentes estados de agregacion.

280

Espectros de dicroismo circular de Ag Il de H. fulgens variando la

Tabla 9. Contenido de estructura secundaria de Alg I, Alg IT, Ag Iy Ag 1T de H. fulgens en diferentes
estados de agregacion, derivado de los espectros de dicroismo circular y expresado en porcentaje.
Los espectros fueron analizados con el programa de desconvolucién de Hennessey-Johnson [81].

Hélice o Hoja p Giros B Otros
Mondmero 62.0 20.2 13.2 4.6
Algl Dimero 60.2 25.5 12.3 2.2
Trimero 46.1 28.3 13.1 12.5
Agregado 284 37.1 26.5 8.5
Monémero 28.0 25.0 24.0 23.0
Alg 11 Dimero 27.5 35.0 24.5 13.0
Agregado 22.0 40.0 24.5 13.5
Mon6mero 19.8 254 24.2 30.6
Dimero 23.1 20.3 23.1 24.5
Agl Trimero 28.2 334 14.1 243
Agregado 310 41.2 12.0 15.8
Mondmero 23.1 30.9 21.0 25.0
Agll Dimero 252 35.8 [9.5 19.5
Agregado 32.5 44,2 20.5 2.8
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Cristalizacién de las glicohidrolasas

Se montaron pruebas de cristalizacion de las glicohidrolasas purificadas probando diferentes
técnicas y condiciones, siendo la de la gota suspendida, la que mostré mejores resultados. A la
fecha se han obtenido cristales muy pequefios de Cel I y Il (Figura 21); Algly Alg II (Figura
22y y Ag I y Ag II (Tigura 23). En la mayoria de las condiciones probadas, se observaron
agregados que si bien eran cristalinos, no alcanzaban a formar cristales, esto debido a que la
saturacién se alcanzaba muy rapidamente ya que las proteinas se encontraban agregadas en ¢l
amortiguador Tris-HCI 0.05 M, pH & y no era posible alcanzar un arreglo ordenado que
permitiera la formacion de cristales. Los cristales que a la fecha se han obtenido utilizando el
kit Il de Hampton. Los cristales de Cel I y Cel II crecieron con la solucién 22 que contiene
polietilénglicol 20000 al 12 % p/v en 0.1 M MES pH 6.5. Los cristales de Alg Iy II crecieron
en las condiciones 31 y 38 del kit mencionado, las cuales contienen 20 % v/v de Jeffamina M-
600 en HEPES 0.1M, pH 7.5 y 20 % p/v de polietilénglicol 10000 en HEPES 0.1 M, pH 7.5
respectivamente (Figura 21).

En el caso de las agarasas, éstas formaban precipitados amorfos casi instantdneamente en
practicamente todas las condiciones; sin embargo, de dichos precipitados surgieron los
cristales. Las soluciones en las cuales se obtuvieron cristales fueron la 22 que contiene
polietilénglicol 20000 al 12 % p/v en 0.1 M MES pH 6.5 y la 38, la cual contiene 20 % p/v de
polietilénglicol 10000 en HEPES 0.1 M, pH 7.5. También se montaron pruebas utilizando el
kit de PEG; con este kit, se obtuvieron cristales muy pequefios practicamente en todas las
condiciones.

Los cristales obtenidos a la fecha de las diferentes glicohidrolasas son adn muy pequefios, por
lo que se necesita optimizar las condiciones para lograr obtener cristales apropiados para los
estudios de difraccién de rayos X. Para lograr esto, seria conveniente poner pruebas de
cristalizacion con el kit de PEG de la compafifa Hampton, ya que en presencia de PEG es
como sc han obtenido los cristales. También se podria disefiar otro factorial en el que se
hicieran modificaciones mas {inas alrededor de las condiciones en donde se obtuvieron dichos

cristales.



(A) ®)

Figura 21. Cristales de dos de las tres celulasas purificadas. A) Cristal de Cel I, obtenido con
polietilénglicol 20000 al 12 % p/v en 0.1 M MES pH 6.5 y B) Cristal de Cel I obtenido con
polietilénglicol 20000 al 12 % p/v en 0.1 M MES pH 6.5. La concentracién de proteina en las pruebas
de cristalizacién fue de 2.5 mg/ml.

(A) (B)

Figura 22. Cristales de las alginasas de H. fulgens. A} Alg T crecido con 20 % v/v de
Jeffamina M-600 en HEPES 0.1 M, pH 7.5, B)Alg Il crecido con 20 % p/v de polietilénglicol
10000 en HEPES 0.1 M pH 7.5, como agente precipitante.



(A) (B)

(&)

Figura 23. A) Cristal de Ag I obtenido con 20 % p/v de polietilénglicol 10000 en HEPES 0.1 M, pH
7.5 como agente precipitante, B) Cristal de Ag Il obtenido con polietilénglicol 20000 al 12 % p/v en
0.1 M MES pH 6.5 como agente precipitante, C) Cristal de Ag II obtenido con polietilénglicol 5 % en
citratos pH 5. :

DISCUSION GENERAL

Las glicohidrolasas estin ampliamente distribuidas en la naturaleza, donde catalizan [a
hidrélisis de los enlaces glicosidicos en glicésidos. ohigosacdridos y polisacardos.  Estas
enzimas sc han clasificado segin su especificidad por el sustrato de acuerdo con ¢l sistema de
numeracion de la Unidn iternacional de Broquimica y Biologia Molecutar.  No obstante,
muchas glicosido hidrolasas son capaces de hidrolizar diferentes sustratos.  Aunque la
especificidad por ¢l sustrato continua siendo la base para la clasificacién de las enzimas, son

claramente necesarios otro tipo de criterios adicionales para poder identificar relaciones
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evolutivas y funcionales entre las glicohidrolasas. Es por esto que el uso de informacién
estructural se ha incrementado notablemente para discriminar entre enzimas o para
clasificarlas en grupos [107].

En cuanto al estudio de enzimas de origen marino, estas han sido muy poco estudiadas y son
una fuente potencial de informacién evolutiva muy importante. Esto debido a que el medio
marino es mas estable que el terrestre, en donde los cambios climéticos son mds drasticos, lo
que favorece que en los océanos se puedan encontrar organismos evolutivamente muy
primitivos que pueden ser una fuente importante de informacién en este aspecto.
Anteriormente se pensaba que las bacterias y hongos eran la dnica fuente de celulasas,
alginasas y agarasas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que otro tipo de
organismos también las pueden sintetizar, como es el caso de algunos insectos (como la
cucaracha y la termita) [90] y moluscos marinos como el abulén [91]. Este organismo es
particularmente importante por su posicion en la escala evolutiva, ya que se¢ trata de uno de los
moluscos més primitivos en forma y estructura. Sus habitos alimenticios le han permitido
desarrollar una serie de adaptaciones para sobrevivir los cambios en el medio que han llevado
a otras especies a extinguirse.

Como se menciond en la introduccidn, las algas marinas poseen una mezcla de polisacaridos,
entre los que destacan el agar (algas rojas), el alginato (algas cafés) y la celulosa (algas
verdes). En este trabajo se determiné que H. fulgens posee diferentes enzimas que le permiten
hidrolizar los polisacarido presentes en las algas marinas, de tal manera que si escasean las
algas pardas, las cuales son las que preficre, también puede alimentarse de las rojas o las
verdes. Esto constituye un mecanisme adaptativo muy importante.

Por otro lado, las enzimas purificadas del hepatopancreas de esle orgamismo poseen
caracteristicas muy peculiares, entre las que sobresalen de manera especial: 1) la actividad
especifica, la cual es mucho mayor a las reportadas a la fecha para este tipo de enzimas, pero
de otras fuentes y 2) los fendmenos de agregacion que llevaban a la pérdida de actividad en
periodos muy cortos de tiempo (en algunos casos como con las agarasas, 4h} y que habian
impedido la purificacion y caracterizacion de estas enzimas. Esta podria ser una de las razones
por las cuales a la fecha hay muy pocos repories de cstas glicohidrolasas de invertcbrados y en

casi todos ellos, se trabajé con extractos crudos.



Encontrar las condiciones que evitaran la agregacion de estas enzimas fue uno de los aspectos
cruciales de este estudio, ya que nos permitid caracterizarlas y determinar algunas propiedades
relevantes como la actividad especifica, su comportamiento en solucién y los cambios
conformacionales que la agregacién provocaba, etc.

En este contexto, observamos que el pH y la concentracién de protefna tenian un efecto muy
notorio en la agregacién de las diferentes enzimas. Analizando lo que podria ocurrir en el
organismo, ¢l hepatopancreas del abulén tiene un pH cercano a 6.5 (se midié
experimentalmente), pero cuando se alimenta de algas cafés (pH ~8), se crea un ambiente
basico. Las alginasas, que tienen sus 6ptimos de actividad y muestran una menor agregacion a
pH cercanos a 8, se activan e hidrolizan al alginato, que es uno de los principales
constituyentes de las algas cafés. Si por el contrario, el abulén consume algas rojas (pH ~6),
éstas acidifican el medio activando a las agarasas. Por lo tanto, podriamos pensar que el pH
estarfa funcionando como une de los mecanismos de regulacién de la actividad.

Las glicohidrolasas puras mostraron mayor actividad en forma agregada. Las alginasas y
agarasas fueron inactivas en la forma monomérica. Numerosos grupos de investigacion se han
dado a la tarea de tratar de explicar el por qué ciertas proteinas presentan una mayor actividad
biolégica cuando se encuentran formando multimeros. Su teoria, conocida como la teoria del
volumen excluido, trata de explicar la influencia de dicho volumen en soluciones con alta
concentracién de proteina y del efecto del agrupamiento molecular en diferentes tipos de
reacciones. Estos investigadores encuentran que en general, el agrupamiento de ciertas
macromoléculas estabiliza la estructura de la proteina nativa y favorece la formacién de
complejos funcionales [103]. Sin embargo, cuando existe un agrupamiento excesivo puede
incrementarse la formacion de agregados no funcionales. Ambos efectos fueron observados en
las glicohidrolasas de H. fulgens. Esto es, una activacién en el estado agregado y la formacién
de agregados no funcionales cuando la agregacidén se excede de ciertos limites que varian para
cada enzima estudiada.

También observamos que cambios ¢n la agregacién provocaban cambios en el contentdo de
estructura secundaria y por lo tanto en la conformacién. Estos cambios conformacionales
pucden ser un mecanismo de las enzimas del abulon, para hidrelizar los difcrentes

polisacaridos de una manera eficiente. La obtencién de cristales adecuados para flevar a cabo



estudios estructurales de estas enzimas, utilizando técnicas de difraccién de rayos X, nos
ayudaria a entender algunos de los fendmenos observados.

Por otro lado, fue interesante observar que estas enzimas se comportan de manera similar a
algunas celulasas que trabajan en sistemas multienzimaéticos, no sabemos si formando
estructuras semejantes a los celulosomas 0 como enzimas libres que forman sistemas
complejos.

En conclusién, el abulén azul constituye un ejemplar idoneo para realizar estudios que
permitan conocer y comprender la evolucién natural de estas enzimas asi como sus

mecanismos de accion.

CONCLUSIONES

Del presente estudio, surgen una serie de conclusiones como son:
o El abuldn azul, [1. fulgens constituye una fuente muy rica en glicohidrolasas, debido a
que su principal fuente de alimentacién la constituyen las macroalgas, las cuales poseen
una mezcla de polisacaridos. Estas hidrolasas mostraron actividades varias veces mayores
a las reportadas para otros organismos de origen no marino, lo que las hace particularmente
interesantes.
e Todas las glicohidrolasas tienen una fuerte tendencia a agregarse: dicha agregacién
puede ser evitada mediante la incorporacién de aditivos como el PEG-6000 y el manitol.
Sin embargo, las formas agregadas son mads activas. Esto es debido probablemente a que
el agrupamiento de 1as proteinas estabiliza su estructura nativa y favorece la formacién de
complejos funcionales. La agregacion de estas enzimas puede dar un indicio de que se
encuentran trabajando como sistemas multienzimdticos, que podrian estar en forma libre o
bien formando complejos parecidos a los celulosomas reportados para celulasas.
e las enzimas purificadas actdan de manera sinérgica para hidrolizar a la celulosa, el
alginato y el agar, lo que permite la hidrélisis eficiente de dichos polisacéridos.
+ Un incremento en la agregacion de estas enzimas, provocé cambios conformacionales
y en el contenido de estructura sccundaria de las agarasas y alginasas, no asf para las
celulasas; esto puede ser un mecanismo para lograr una conformacion adecuada y formar

complejos funcionales estables.



estudios estructurales de estas enzimas, utilizando técnicas de difraccidn de rayos X, nos
ayudarfa a entender algunos de los fendmenos observados.

Por otro lado, fue interesante observar que estas enzimas se comportan de manera similar a
algunas celulasas que trabajan en sistemas multienzimaticos, no sabemos si formando
estructuras semejantes a los celulosomas o como enzimas libres que forman sistemas
complejos.

En conclusién, el abulén azul constituye un ejemplar idéneo para realizar estudios que
permitan conocer y comprender la evolucién natural de estas enzimas asi como sus

mecanismos de accion.

CONCLUSIONES

Del presente estudio, surgen una serie de conclusiones como son:
e El abulén azul, H. fiulgens constituye una fuente muy rica en glicohidrolasas, debido a
que su principal fuente de alimentacidn la constituyen las macroalgas, las cuales poseen
una mezcla de polisacaridos. Estas hidrolasas mostraron actividades varias veces mayores
a las reportadas para otros organismos de origen no marino, lo que las hace particularmente
interesantes.
e Todas las glicohidrolasas tienen una fuerte tendencia a agregarse; dicha agregacién
puede ser evitada mediante la incorporacidn de aditivos como el PEG-6000 y el manitol.
Sin embargo, las formas agregadas son mas activas. Esto es debido probablemente a que
el agrupamiento de [as proteinas estabiliza su estructura nativa y favorece la formacién de
complejos funcionales. La agregacidn de estas enzimas puede dar un indicio de que se
encuentran trabajando como sistemas multienzimaticos, que podrian estar en forma libre o
bien formando complejos parecidos a los celulosomas reportados para celulasas.
e Las enzimas purificadas actian de manera sinérgica para hidrolizar a la celulosa, el
alginato y el agar, lo que permite la hidrdlisis eficiente de dichos polisacaridos.
¢ Un incremento en la agregacion de estas enzimas, provocd cambios conformacionales
y en el contenido de estructura sccundaria de las agarasas y alginasas, no asi para las
celulasas; esto puede ser un mecanismo para lograr una conformacion adecuada y formar

complejos funcionales estables.
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¢ las celulasas purificadas pertenecen a la clase 3, mientras que las alginasas y agarasas
ala o/P.

* Los estudios del comportamiento en solucidn de las enzimas purificadas pueden dar la
pauta para enconirar las condiciones éptimas de cristalizacion de dichas enzimas y lograr
determinar la estructura tridimensional de ellas, lo cual seria de gran utilidad para poder
realizar estudios de estructura-funcién a este tipo de enzimas con tan amplia aplicacion.

e El abulén azul constituye uno de los moluscos més primitivos en forma y estructura,
por lo que es un ejemplar idéneo para realizar estudios evolutivos de enzimashidroliticas
las cuales estén presentes en cantidades apreciables.

* FEl conocimiento de enzimas de invertebrados marinos es muy escaso, por lo que este
estudio aportard informacién muy relevante sobre las celulasas, agarasas y alginasas.
Ademas, abre toda una linea de investigacién en esta drea de la ciencia.

» Conseguir las condiciones necesarias para mantener estables a estas enzimas, permitird

continuar estudios posteriores con ellas.

PERSPECTIVAS

Las glicohidrolasas de origen marino no habian logrado purificarse v caracterizarse debido a la
pérdida de actividad en periodos muy cortos de tiempo. Sin embargo, en este estudio se
encontraron las condiciones adecuadas para poder caracterizarlas. De esta manera, este trabajo
abre una nueva linea en la investigacion de glicohidrolasas de origen marino, las cuales
presentan caracteristicas muy peculiares e importantes.

En el futuro seria de suma importancia realizar estudios de cinética enzimdtica y
correlacionarlos con los estructurales. Asimismo, el estudio del efecto de los cambios
conformacionales y en el estado de agregacion en la especificidad de las diferentes enzimas,
darfa informacion muy relevante.

Por otro [ado, considerando que se trata de enzimas con actividades varias veces mayores a las
reportadas de otras fuentes, determinar la estructura tridimensional de este tipo de hidrolasas y
hacer comparaciones con glicohidrolasas de diferente orrgen aportaria informacién rclevante

sobre los mecanismos cataliticos y relaciones estructura-funcién. Para lograr esto, ¢s necesario



continuar la bisqueda de condiciones apropiadas para la obtencién de cristales apropiados para
realizar los estudios de difraccién de rayos X.

Hasta hace algunos afios, se tenfa la creencia de que estas enzimas s6lo podian ser sintetizadas
por bacterias, pero recientemente se comprobé que también otro tipo de organismos las podian
sintetizar, como es el caso de algunos insectos y moluscos marinos, por lo que el abuién azul
H. fulgens constituye un excelente especimen para estudiar la evolucién de enzimas, debido a
su riqueza en glicohidrolasas y a que es de los moluscos més primitivos.

En general, es muy poco lo que se sabe de este tipo ‘de enzimas por lo que hay una gran
cantidad de estudios que seria de suma importancia realizar y que permitirian conocer y aplicar

de manera eficiente este tipo de enzimas en diferentes areas de la ciencia.
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Abstract: Three proteins that showed activity over cellulosic substrates were isolated from the hepatopancreas
of the blue abalone Haliotis fulgens. The purified cellulases are acidic with molecular weights between 17 900
and 30 300. Activity experiments indicated that they are endo-, exo- and P-glucanases. These proteins form
large aggregates as demonstrated by means of DLS experiments, which can be dissociated in the presence of
polyethylene glycol and mannitol, The circular dichroism spectra in the far UV indicated that the enzymes
belong to the B-P family.

INTRODUCTION

Cellulose is the most abundant polysaccharide on earth and it is composed of 1,4-linked B-D-glucose units.
Effective hydrolysis of this polysaccharide requires a collection of free cellulases and/or multiple component
complexes called cellulosomes [1,2]. The major sources of glycohydrolases are cellulolytic microorganisms,
including bacteria and fungi that utilize cellulose as their energy source. These organisms produce different
cellulolytic enzymes, which have been classified into three types: endoglucanases {(B-1,4-D-glucan 4-
glucohydrolase, EC 3.2.1.4), exoglucanases (B-1.4-D-glucan cellobiohydrolase, EC 32.1.91), and f-
glucostdases (B-D-glucoside glucohydrolase, EC 3.2.1.21) [3]. Crystaliine cellulose is efficiently hydrolyzed by

the synergistic action of the three types of cellulases.
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fractions were further purified by means of HPLC with a POROS HQ/H column (4.6 x 100 mm) installed in a
Beckman equipment. Bound proteins were eluted with a linear gradient of 0.0-1.0 M NaCl (0.02 M min") in the
same buffer. The fractions showing cellulase activity were rechromatographed once under the same conditions.
Enzyme characterization

Molecular weight and isoelectric point were determined by SDS-PAGE electrophoresis and isoelectric focusing
(Phast Gel IEF 3-9 slabs), tespectively, using a Phast System (Pharmacia LKB) and protocols from that
company. Gels were developed according to Neuhoff [7]. To confirm the homogeneity and molecular weight,
nanoelectrospray mass spectra were acquired on an Esquire ion trap mass spectrometer (Brukers-Flanzen
Analytical Gmbh) as described by Jensen et al., [8].

To determine the optimum pH for the enzymes, curves of activity over three different substrates vs. pH (2.5-
10} were done. CMC, paper and salicin were used for Cel I, Cel IT and Cel III, respectively. Glycine-HCl was
used in the pH range 2.5-3.5, sodium citrate buffer for 3.0-6.0, Tris-HCI for pH 7.0-8.0 and glycine-NaOH
buffer in the pH range 9-10 (in all cases the buffer concentration was 0.05M). Then, a curve of activity vs.
temperature was obtained at pH 5.5 for Cel I (CMC) and Cel I (salicin) and 8 for Cel II (filter paper).

Amino acid composition was analyzed by reversed-phase HPLC of the dabsyl derivatives after complete
hydrolysis with 6 M HCI at 110 °C for 22 h, as described by the protocols from the company (Dabs-Amino Acid
Kit, Fullerton, CA, USA). We used an Ultrasphere-dabsyl C-18 column (250 x 4.6 mm} on the Beckman
HPLC. Tyrosine protection was achieved by adding 0.1% phenol (1 mg/ml) to the hydrolysis reagent.

Protein aggregation measured as estimated molecular mass and size distribution (poiydispersity) was
determined by dynamic light scattering (DLS). Measurements were performed using a2 DynaPro-801 Instrument
(Protein Solutions, Co.) and the software Dynamics. Samples in 0.05 M Tris-HCl, pH 8.0 were injected through
Whatman Anotop 0.02 pum filters. Multiple measurements were obtained for the different enzymes varying
protein concentration (1.5-10 mg/ml). To investigate the reversibility of the aggregation, compounds such as
polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) and mannitol were used.

Circular dichroism (CD) data were recorded at 25°C on a Jasco J-700 spectropolarimeter. Measurements
were made in the far-ultraviolet region (190-260 nm), employing protein solutions of 0.25 mg/mt in 2 0.1 ¢m
pathlength cell. Samples were first dialyzed against a 0.01 M sodium phosphate buffer, pH 8.0. CD values are
reported as mean residue ellipticity, [@], which was calculated by using Mr 110 per residue. Multiple

independent curves were obtained by varying pH or in the presence of mannitol and PEG.

RESULTS AND DISCUSSION

Fungal and bacterial glycosyl hydrolases have been thoroughly studied. However, it was until very recently that
enzymes from the digestive organs of insects [9] and mollusks [10,11], capable of hydrolyzing cellulose began
to be studied. Last year, a partially purified cellulase from a marine herbivore, the crayfish Cherax
quadricarinatus, was described [5]. In an effort to get deeper insight into the properties of this type of enzymes,
here we describe the purification and physicochemical characterization of three glycohydrolases from abalone

hepatopancreas.  Figure 1 shows the elution profile obtained after ion-exchange chromatography. The
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enzymes. The three cellulases showed to be acid proteins. Their isoelectric points were 4.9 (Cel I), 4.0 (Cel ID)
and 3.6 (Cel III), resembling fungal cellulases in this respect [12,13,15].

Table 1. Purification of the three cellulases from the blue abalone, H. fulgens. One
hepatopancreas (83g) was used for these calculations

Purification step Volume Total protein  Specific activity” Yield
{ml) (mg) (U/mg) (%)
Crude extract 400 1240 14.8 100
Ammonium sulfate 35- 240 720 233 91.5

65% fraction
DEAE-Sepharose

Cel I 86 110.3 533 320

Cel II 135 230.4 20.4 25.61

Cel I 120 239.6 13.7 17.86
HPLC-POROS HQ/H

Cel 20 8.0 4333 18.9

Cel I 31 17.4 187.3 17.8

Cel I 27 20.2 102.6 11.3

‘One unit was defined as the amount of enzyme that produces lpmol of glucose per min at
45°C. Activities were determined over CMC.

To find the substrate specificity of the three enzymes, several substrates were tested, including natural
polysaccharides from marine sources. However, none of these enzymes showed activity over polysaccharides
lacking the B-1,4 linkage. As mentioned above, the three enzymes showed activity over CMC (43314, 18743
and 10243 U/mg for Cel I, Cel 1I and Cel IH, respectively). Besides, Cel II presented activity towards filter
paper (10213 U/mg), and over pNPC (95.5+3 units/mg) and pNPL (74.5+2 units/mg). These values are similar
to others reported for exocellulases. On the other hand, Cel-III is active over CMC, filter paper (20£2 U/mg),
salicin (9514 U/mg), pNPC (32.3+2 units/mg) and pNPG (52.5+3 units/mg). According to these results, Cel I is
an endocellulase (endoglucanase). Cel II and III displayed less specificity; Cel II has endo and exocellulase
activity, and Cel III could be considered as endo, e'xo and B glucanase [3].

When we analyzed the effect of pH on cellulase activity over CMC, we found that the three enzymes had an
opumum of 5.5, and this value was the same when Cel IIl hydrolyzed salicin However, when Cel I acted upon
filler paper, the optimum value was 8.5, maybe because in this condition this insoluble substrate is more
susceptible to hydrolysis. On the other hand, the three cellulases showed maximal cellulolytic activity at 45°C
over CMC and salicin, and at 37°C when filter paper was used

The amino acid compositions of the three purified enzymes and a comparison with two related enzymes
from other sources are listed in Table 2. It is evident that Cel I, II and Il are very simifar. Acidic and
hydrophobic amino acids are the most abundant 1n the three cases. Nevertheless, Cel I differs from Cel I and
i1 with respect to Gly, Phe and Gix content. A comparative analysis of the amino acid composition of
cellulases from H. fulgens to equivalent enzymes from other sources (Table 2}, revealed that the three enzymes

differ from others, mainly with respect to cysteine, methionine, prolire and histidine [12,20].
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The solution behavior of the enzymes was analyzed by means of DLS, a technique that allows measuring
the diffusion coefficient (D) of a macromolecule undergoing Brownian motion in solution [19]. Using the
Dynamics data software, we estimated the molecular weight and polydispersity. Aggregation of these enzymes
was investigated as a function of three parameters: protein concentration (1.5-10 mg/mi), mannitol
concentration {(0.1-5%), and PEG-6000 concentration (0.5-15%). DLS experiments revealed that the three
cellulases tend to strongly aggregate in solution. At protein concentrations between 1.5 and 2.5 mg/m! in the
Tris buffer, the enzymes form multimers (160 to 200 kDa). At protein concentrations above 5, 8 and 10 mg/ml
for Cel I, II and I, respectively, the enzymes formed very large aggregates (1-2.3 10° kDa). These large
multimers precipitated after a few hours. As judged from polydispersity measurements, the size distribution of
the aggregates broadens as protein concentration is raised, Monomers were not observed at any protein
concentration. In an attempt to obtain the monomeric species of the cellulases, the effect of the additives
mannitol and PEG-6000 on protein aggregation was tested. In general, polyhydric alcohols and sugars have
been introduced into the solvent mediam in order to stabilize biological macromolecules in solution [21]. The
two cosolutes strongly affected the solution behavior of the enzymes. PEG-6000 was found to modify the
aggregation state of Cel I and Cel II, while mannitol affected that of Cel Il. As shown in Figure 2, at low
additive concentrations the cellulases form oligomers smaller than those observed in a cosolute-free solution.

Table 2. Amino acid composition, as mole percent,

of cellulases from Haliotis filgens.

Amino Cel]l Celll CelIl EG EZ 560 F [—s— et o~ {,—‘ i
acids By [ {—=— eIl ,/// ,rl 1
Lys 43 35 21 26 17 Q40| cm x C
His 33 44 31 28 24 400

Arg 28 50 45 36 34 4 '

Asx 99 96 120 128 ng 5307

Thr 50 62 60 58 86 < 20

Ser 62 .60 57 88 84 3

Glx 64 106 9.9 75 16 5 160

Pro 103 113 106 41 85 = g0t

Gly 145 80 7.6 98 99

Ala 71 63 91 126 138 0 o . P p

Cys 45 5.0 27 13 1t

Val 46 57 52 45 60 PEG-6000 (% w/v)

Met 28 51 35 1.5 20

Tle 57 55 52 21 58 - —
Leu 60 51 490 90 39 0.0 0.1 0.2 0.3 04 05
Tyr 25 43 14 33 24 Mannitol (% w/v)

Phe 37 88 73 38 27

ITE ND ND ND - 24 ND Figure 2. Effect of PEG and manaitol concentration on the aggregation
Endoglucanase from Cherax guadricarinatus [24] of the purified cellulasss. The sample concentration was 1.5 mg/ml

? Endoglucanase from Thermomonospora fusca [12] %1 and It were solubilized with PEG and Cel IIf with mannitol.
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The monomer becomes the predominant state for Cel I and Cel II at PEG concentrations of 2-3% and 0.5%,
respectively, while for Cel IIT at mannitol concentrations of 0,1-0.2%. Under these conditions, the protein
solutions appear fundamentally manodisperse. Higher additive concentrations Iead the enzymes to aggregate
again. The results of DLS indicate that, for the three enzymes, several species exist before the formation of
large aggregates. These results could be useful in finding appropriate conditions for crystallization of some of
these enzymes. Regarding the activity of these enzymes in different aggregation states, we found that the three
of them were xﬁore active when they were aggregated (1.5 mg/ml of protein in the Tris buffer) (435£3, 1853
and 100+3 U/mg for Cel I, II and ITI, respectively). In the monomeric form, obtained after adding PEG-6000
and mannitol in the appropriate concentrations for each enzyme, we found that the activity was lower (20+3,
3522, and 2642 U/mg). These results may indicate that the enzymes are unstable in monomeric form.

Figure 3 shows the far-UV CD spectra of the three purified enzymes at pH 8.0. The spectra share as a
common feature the presence of both a negative band centered around 210 nm, and a positive band below 200
nm. Measurements obtained in the presence of different concentrations of the additives were virtually identical
to those in Figure 3, indicating that the enzymes do not suffer significant structural changes upon aggregation or
dissociation. CD spectra were analyzed by means of two different deconvoluting programs to estimate the
secondary structure composition of the enzymes. As shown in Table 3, the CD spectra of the three cellulases
are consistent with a high content of f—sheet (approx. 50%) and a moderate to low content of o-helix. CD
spectra were also analyzed by means of the program DEFCLASS [22] to determine the tertiary structure class.
According to this analysis, the three enzymes belong to the P—f class, in agreement with the estimations of
secondary structure. Among the fungal cellulases of known tertiary structure only those belonging to the clans
GH-B and GH-C and to the family 45 [23], have a content of B structure comparable to the ones obtained for
the abalone cellulases. However, no comparison can be done with any invertebrate cellulase due to the lack on
information regarding their structure. Further investigations on the amino acid sequence and conditions for

crystallization of these abalone enzymes are in progress.

Table 3. Fraction contribution of secondary structures to CD curves of cellulases from H.
Julgens, estimated by two methods.

Enzyme Method o—Helix —Sheet Turn Other  Predicted class

CCA' 0.113 0482 0141  0.264 Beta-Beta
Cel I HCHCSSG!'JOhHSODz 0.124 0481 0.053 0.342

Cca 0.207 0.408 0.053 0.334 Beta-Beta
Cel IT Henessey-Johnson  0.180 0.420 0.150 0.260

CCA 0.205 0.352 0.168 0.275 Beta-Beta

Cel I Henessey-Johnson ~ 0.24% 0.328 0.053 0.370

'124], ’[25)
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Figure 3. CD spectra of the cellulases from H. fulgens, at pH 8.0. A) Cel I, B) Cel 11 and C) Cel I
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