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RESUMEN
En esta tesis se investigd el efecto de la conjugacion en la enzima lacasa (EC 1.10.3.2) con

polietilen glicol (PEG) y de su estabilidad frente al calentamiento con diferentes solventes, como
el agua y sus mezclas con el metanol, etanol y propanol comparandola con la enzima sin
conjugacion. La enzima lacasa nativa fue extraida y purificada a partir del polvo Deni Lite IIs,
comercializado por la empresa Novo Nordisk y producida a través de la expresion heteréloga del
gen de la lacasa del hongo termofilico Myceliophthora thermophila (MtL) en el hongo Aspergilius oryzae
(Berka y col. 1997). La enzima fue conjugada a través del acoplamiento covalente de cadenas de
metoxi polietilen-glicol (PM=5000) (mPEGy,,) y se etiquet6 como MtL-PEG,,. La enzima
nativa tuvo un PM de 80 kDa, que fue determinado por cromatografia de filtracién en gel y de
110 kDa por SDS-PAGE. La dimerizacion oxidativa del 2,6 dimetoxifenol (DMP), para producir

la correspondiente dibenzoquinona, fue catalizada por MtL en una forma comparable a las
reacciones controladas por difusion (&,./Ky=10° M' s y E =18 kJ/mol). Por titulacién de los

grupos €-amino en los residuos de lisina con el acido picril sulfénico (TNBS), en la enzima MtL-
PEG,,, se cuantific6 que se encuentran bloqueados con mPEGy,,, 54% de los grupos, con lo
cual sus propiedades hidrodinamicas y de carga fueron diferentes a las mostradas por la enzima

MtL. La eficiencia catalitica (£,/K,;) de la enzima conjugada fue similar a la que se determiné en

cat
la enzima original, utilizando como sustrato enzimatico el compuesto 2,6-dimetoxifenol (DMP);
sin embatgo, £../K,; disminuyo 2 veces para la reacciéon de oxidacién catiénica con dcido 2°,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS). El valor de la energia de activacion (E,) fue
similar en ambas preparaciones cuando se utiliz6 como medio de reaccién un amortiguador de
fosfatos 50.0 mM a pH 6.0. La velocidad de inactivacion térmica, £, de la enzima sigui6 la ley de
Arrhenius (£=£"exp "/*"). La enzima conjugada fue mucho mas estable (& y E,, menores), que la
nativa, cuando se ensay6é en una soluciéon de amortiguador y también resisti6 mejor el efecto
desnaturalizante de los alcoholes de cadena corta (metanol, etanol y propanol). Dichas diferencias
de estabilidad, siguen la secuencia: propanol>etanol>metanol. En los espectros de dicroismo
circular (CD) en la regiéon UV-lejano, el comportamiento fue similar para MtL y MtL-PEG;,,

siendo consistente con el de una proteina rica en estructura de hoja tipo B y con poco contenido

de estructura a-hélice. Se present6 un ligero cambio del espectro DC en la region UV-cercano de
la enzima conjugada respecto a la enzima nativa, que fue equiparable con la disminucién de la

polaridad de las cadenas laterales de los residuos de tirosina cuando se efectud la conjugacion. De
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forma similar, existié un desplazamiento del espectro del CuT,, de una A ~ 610 nm para MtL

hacia una A ~ 575 nm para MtL-PEGy,. La calorimetria diferencial de barrido (CDB) muestra
que las entalpfas de desnaturalizacién son pequefias (6.3 y 7.5 | g, para MtL y MtL-PEG,
respectivamente), indicativo de una alta estabilidad de los plegamientos tipo hoja B en las lacasas.
Sin embargo la enzima conjugada mostr6é una mayor estabilidad, ya que el valor de la temperatura
media de desplegamiento, que fue 2 °C mas alta que la de la enzima MtL. En alcoholes al 30%, la
lacasa pegylada mostr6 una ligera disminucion en la constante de inactivacion &, comparado con
la enzima original. Este comportamiento fue causado por una disminucién en la entropia de
activacion de la reaccion de desnaturalizacion. Los resultados pueden ser explicados a través de
una estabilizacién entrépica por el PEG debida a restricciones en la movilidad de las cadenas

laterales de lo residuos de aminoacidos, lo que provoca un sitio activo mas estable.
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ABSTRACT
In this thesis we investigated the effect of the different solvents, such as methanol, ethanol and

propanol, on the thermal stability on the enzyme laccase (EC 1.10.3.2), native and conjugated with
poly (ethyleneglycol). The native laccase was extracted and purified from the dust Deni Lite IIs,
commercialized by the company Novo Nordisk and produced through the heterologous
expression of the gene of laccase from the thermophilic fungus Myceliophthora thermophila (MtL) in
Aspergillus oryzae (Berka et al.,, 1997). The enzyme that was conjugated through the covalent
binding of chains of poly(ethylene glycol) (M, = 5000) (mPEG;,,) was labeled PEG;,,-MtL. The
native enzyme was found to have a molecular mass of 80 kDa, as determined by gel filtration, and
110 kDa, by SDS-PAGE. The oxidative dimerization of 2,6-dimethoxyphenol (DMP) to produce
the corresponding dibenzoquinone was catalyzed by MtL in a manner comparable to that for a
diffusion-controlled reaction (&,/Ky = 10° M"' s" and E, = 18 kJj M™"). PEG-MtL was found, by
TNBS titration, to have blocked 54% of lysine groups; its hydrodynamic and charge properties
were different from those of MtlL. Catalytic efficiency (£../K,) of PEG,,-MtL was similar to
that of Mt with DMP as substrate; however, £_/K,; was 2-fold reduced for the reaction in
which 2’,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) is oxidized to form a radical
cation. Iz, values were similar in both enzyme preparations when assayed in buffered solutions.

Far-UV CD spectra were similar for MtL and PEG-MtL and consistent with a protein rich in £

sheet structure with negligible content of a-helices. A blue shift of near-UV CD spectrum for
PEGy,-MtL as compared to MtL was consistent with the decreased polarity of the tyrosyl side
chains upon PEG conjugation. Also the blue band of the copper active site was shifted from
A~610 nm (MtL) to A~575 nm (PEG-MtL). Scanning microcalotimetry showed small
denaturation enthalpies (6.3 and 7.5 ] g for MtL and PEG,,-MtL, respectively), indicating the
high stability of the S-sheet folding pattern of laccases. However, PEGy,,-MtL proved to be
mote stable, its half-denaturation temperature being 2 °C higher than that of MtL. In 30%
alcohol, pegylated laccase showed slower enzyme-activity decay rates than the unmodified
enzyme; this behavior was caused by a decrease in the activation entropy of the denaturation
reaction. Results can be explained by entropic stabilization by PEG conjugation because of the
restricted motion of some surface amino acid side chains, which results in a more stable active

site.
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CAPITULO I:
INTRODUCCION
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La Catalisis Enzimatica en Solventes Organicos

Se ha reconocido por muchos anos, el tremendo potencial de las enzimas como catalizadores y en
particular, se ha incrementado la explotaciéon de estas biomoléculas en sus diversas fuentes, a
través de diversas aplicaciones, lo que ha propiciado que su demanda industrial aumente. Existen
datos de una gran cantidad de compuestos que podrian ser sustratos de las enzimas y que son
insolubles en agua y por ello su transformacion se dificulta, ya que la gran mayorfa de las enzimas
son principalmente solubles en agua. Sin embargo el agua ain en cantidades bajas, es un
ingrediente esencial para la catilisis enzimatica, ya que les permite a las enzimas tener
movimientos conformacionales indispensables para interaccionar con el sustrato y que se realice la

catalisis.

Cuando el agua se intercambia por solventes organicos hidrofébicos como medio de reaccion,
ocurren muchos problemas, porque la actividad catalitica de las enzimas se reduce. Klibanov
(2001), ha indicado que en ese caso se requiere de formar una capa acuosa limitante, esencial para

la actividad catalitica de las enzimas.

De acuerdo con este concepto, existe una relacion entre el nivel de hidratacién de una enzima, su
movilidad y su actividad enzimatica, que es dependiente de la composiciéon de la proteina en
términos de la polaridad de las cadenas laterales de algunos residuos de aminoacidos. De manera
que hay enzimas que son capaces de llevar a cabo reacciones enzimaticas con cantidades de agua
inferiores a las que necesitarfan otras, es decir diferentes enzimas tienen distintos requerimientos
de agua asociada para mantener una actividad catalitica apreciable en el medio organico. La
polaridad del solvente que rodea a la enzima, establece una determinada capacidad de remover
agua en una enzima y por lo tanto influye en su hidratacién; aunque por otra parte las enzimas
tienen la capacidad de ligar fuertemente una cierta cantidad de agua, la cual no es removida por
solventes; estd agua fuertemente ligada a la proteina cuando se encuentra en el medio organico no
es intercambiable con el agua menos ligada o el agua libre y es la que mantiene la conformacion

catalitica de la enzima.

La contribucion de las interacciones débiles interrelacionadas con la estabilidad de las proteinas, se

puede entender, fundamentalmente a través de las propiedades del agua.
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En el seno de una solucién acuosa proteica, existe una compleja red de moléculas de agua unidas
por puentes de hidrogeno. La optimizacién y el acomodo de los enlaces de hidrégeno, alrededor
de una molécula con un nuicleo hidrofébico, como es la proteina, tiene como resultado la
formacion de una capa externa de solvatacion de agua altamente estructurada en la vecindad
inmediata, lo que produce un ligero descenso en la entropia del agua. La asociaciéon entre grupos
polares o hidrofébicos induce la reducciéon de esta capa de solvatacion estructural y por lo tanto
se producira un aumento favorable hacia la entropia, por esta razéon las cadenas laterales
hidrofébicas de aminoacidos tienden a empaquetarse en el interior de la proteina evitando su

interaccion con el medio acuoso.

También, las interacciones hidrofébicas juegan un papel importante en estabilizar la
conformaciéon de las proteinas, ya que dentro de éstas se forma un nicleo densamente

empaquetado donde concuerdan una cantidad considerable de cadenas laterales hidrofébicas.

La contribucién aparente de un solo enlace hidrégeno en la estabilidad de la estructura nativa
enzimatica es pequefa. Pero, la presencia de un unico grupo con potencial de formacion de
puente de hidrégeno, sin la pareja adecuada en el interior hidrofébico de la proteina, puede ser tan
desestabilizante como para provocar que las conformaciones que presentan estos grupos, sean a
menudo imposibles de adoptar termodinamicamente. Por ello la gran cantidad de los “puentes de
hidrégeno”, son importantes para la estabilidad de las enzimas en solucién y en solventes

(Klivanov, 2001).

De ahi que la mejor forma de establecer el nivel de hidratacion de una enzima sea a través del
parametro termodinamico llamado actividad del agua (ay) y no como el contenido total de agua
en el sistema y por definicion la ay, determina el equilibrio de la distribucién de agua entre los
componentes del sistema, ademas la estabilidad de una enzima es fuertemente dependiente de su

nivel de hidratacion, correlacionado claramente con el valor de ay.

Esto refuerza el hecho de que el nivel de hidratacién de una enzima sea altamente dependiente de
su capacidad de ligar agua, de acuerdo a la composicion de las cadenas laterales de los
aminoacidos expuestos en la superficie de la proteina y la correlacion entre ay, (o sus parametros

asociados como es la presion parcial de vapor o humedad relativa).
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La cantidad de agua absorbida por una proteina, ha sido establecida para diferentes proteinas
desde hace muchos afios y probablemente la enzima que mas se ha estudiado en términos de su

hidratacién es la lisozima (Bull, 1944).

Las isotermas de adsorcion de agua tipicas de las proteinas tienen formas sigmoidales y pueden
dividirse en tres regiones, que corresponden a los estados relativos de ligamiento del agua. En la
primera region de la curva ascendente, el agua esta fuertemente ligada a la proteina, en esta region
se encuentra la llamada monocapa de agua fuertemente ligada (BET), que de acuerdo a las
interpretaciones de este parametro termodinamico para la hidratacién de las proteina,
corresponde a la cantidad de agua adsorbida necesaria para completar la primera etapa de
hidratacion y a partir de ésta se produce un cambio importante en el calor especifico de adsorcion
de agua (AH) que esta relacionado con la siguiente capa. Ademas la movilidad de agua es 100
veces menor que en el agua libre, no existe en esta etapa actividad enzimatica; porque el agua esta
tan fuertemente ligada a la proteina de manera que no puede ser removida por solventes, ni aun
por los mas polares como el etanol. Esta agua no se reparte hacia el solvente y tampoco se
intercambia con el agua menos ligada de los niveles superiores de hidratacién, cuando la enzima
esta en un solvente organico. En la segunda region de la curva continua, que también es
ascendente, se forman y crecen agregados de moléculas de agua hasta cubrir por completo los
grupos polares de las cadenas de aminoacidos de la superficie de la proteina. En esta region la
movilidad de la proteina aumenta con el grado de hidratacion y para lisozima la actividad empieza
a manifestarse a partir de un nivel de hidratacién de 0.20 ¢ H,O/g proteina a niveles més altos de
esta etapa. En la dltima etapa, correspondiente a un nivel de hidrataciéon de 0.38 ¢ H,O /g
proteina se forma una monocapa verdadera de agua que cubre la superficie de la proteina. A partir
de este nivel ocurre la hidratacion maxima o completa, el agua va adquiriendo configuracion
idéntica al agua libre al igual que su capacidad calorifica, y la movilidad de la proteina es total, es
decir, despliega movimientos de dominios, los cuales son cruciales para la actividad enzimatica

mediante eventos que originan fuerzas fluctuantes entre la proteina y el sustrato.

Por lo tanto existen tres estados, que cortesponden: al agua fuertemente ligada, que es relativamente
rigida e inmévil y no se intercambia con el agua del medio como ocurre con un medio totalmente
acuoso. En contraste, el agua débilmente ligada y el agna libre si se intercambian en la proteina en

medio organico. Por otro lado, la capacidad catalitica de la enzima se incrementa con el nivel de
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hidratacién en el medio organico no solo por el incremento de la flexibilidad de la proteina sino

también por un aumento en la polaridad del sitio activo.

Por otra parte, el solvente influye en el nivel de hidratacion de la enzima de acuerdo a sus
caracteristicas de polaridad(Tabla 1). Pero solo a los niveles altos de ay, (mas alla de la zona donde
el agua esta fuertemente ligada a la enzima, donde el solvente es incapaz de removerla); asi, los
solventes no polares incrementan la cantidad de agua ligada a la enzima, mientras que los
solventes polares la reducen para un mismo valor de ay,. El agua afectada corresponde a las capas
secundarias de hidratacién, mas alld de la monocapa BET (Halling, 1990).

Tabla 1. Descripcion y parametros de niveles de hidratacion de una proteina, basado en la

lisozima.

Hidratacién Hidratacién Hidratacién
Comentarios

(gH20/g Proteina) | (mol H2O/mol Protein)a % H20 (p/p)

Agua estructural. Parte critica de la estructura
<0.01 <8 1.0 <0.02 .
de la proteina

Transicién de agua en la superficie ordenada
0.01-0.07 8-56 1.0-6.5 0.02-0.2 | a desordenada. Ligada a grupos polares. No

disponible como solvente

Aglomeracién del agua alrededor de grupos

polares, dependiente de la composicion de

0.07-0.25 56-200 6.5-20 0.2-0.75
cadenas de aminodcidos. Muchas enzimas
despliegan actividad
Formacién de monocapa verdadera vy
0.25-0.38 200-304 20-27.5 0.75-0.85 | posterior formacién de multicapas. Actividad
de lisozima 10% de enzima diluida
>0.38 > 304 >27.5 >0.85 Agua libre (no ligada)

(Fenema, 1996)

De este modo, la cantidad de agua ligada a una enzima en un medio organico esta determinada
por la ay, en cualquier solvente, mientras que la actividad catalitica de la enzima se relaciona con el
agua ligada a la enzima independientemente del solvente. La capacidad de solvatar a otras especies

quimicas, como por ejemplo el sustrato, también varia con la ay, (Bell y col.,, 1997).

Es por ello, que se han desarrollado un niumero de aplicaciones para las enzimas en solventes

organicos, particularmente en procesos quimicos, por ejemplo la sintesis de intermediarios
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Opticamente activos, reacciones de trans-esterificacion, procesos relacionados con la elaboracion
de alimentos y saborizantes (Tabla 2).

Tabla 2. Causas de la baja actividad enzimatica en solventes organicos

Causa Observacion Remedio

Limitaciones difusionales | Frecuente Agitaciéon vigorosa de las
suspensiones enzimdticas:  Utilizar

particulas pequenas de enzimas

Bloqueo del sitio activo Responsable de una reducida | Usar particulas  cristalinas  para

actividad enzimdtica inmovilizar enzimas

Cambio conformacional | Ocurre en la liofilizacién y en | Usar lioprotectantes y conjugados
otros procesos de | con PEG

deshidratacién enzimdtica

Energia de solvatacion|Es  severo  con  sustratos | Seleccione el solvente hidrofébico
desfavorable del sustrato | hidrofilicos, puede ser|adecuado para producir la
responsable de la disminucion |interaccion  favorable entre el

de la actividad en 100 veces sustrato y solvente

Estado de fransicidon | Considerable si el estado de |Seleccione el solvente adecuado

inestable fransicion enzimdtica que se|para  producir la interaccién
desea es favorecido | favorable con el estado de
parcialmente por el solvente fransicion.

Movilidad Es severo si se usan solventes | Optimizar la actividad de agua

conformacional anhidros e hidrofébicos, debido | (aw); hidratar el solvente, usar

Reducida a la exclusion de la capa de|aditivos o  cosolventes  con
agua limitante de la enzima pequenas cantidades de agua.

pH no dptimo Puede ser responsable de la|Use amortiguador a pH &ptimo

reduccion de la actividad de al [ con fase orgdnica para aumentar

menos 100 veces la actividad enzimdtica

La tabla se pueden aplicar como medida de prevencién hipotética en preparaciones proteicas
liofilizadas, enfrecruzamiento enzimdtico cristalino, enzimas inmovilizadas, enzimas suspendidas en
solventes orgdnicos, (Klivanov, 1997).

Las nociones que se tenian sobre la enzimologia no acuosa eran escasas, porque las enzimas son
menos activas en solventes organicos. Algunas causas comparativas de baja actividad enzimatica
en solventes organicos respecto a la catalisis acuosa se mencionan en la Tabla 2. Cabe senalar,
que generalmente las enzimas son solubles en agua, pero insolubles en la mayoria de los solventes

organicos.
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Esto conduce a usar a la enzima en agua, en solventes organicos y en muchas ocasiones, el
resultado es una inherente disminucion de la actividad enzimatica, que puede deberse a las
limitaciones difusionales sobre el sustrato o al cambio conformacional del sitio activo o por

impedimento estérico.

La energfa de unién entre la enzima y el sustrato, es la mayor fuerza motriz para la catalisis
enzimatica, pero en medios organicos puede ocurrir la desolvatacion del sustrato debido al efecto
hidrofébico. Aqui el agua actiia como lubricante, siempre y cuando la enzima exhiba la requerida
movilidad conformacional para una catalisis Optima. Las propiedades de un solvente que
contribuyen a su capacidad de estabilizar los iones por solvatacion, no se comprenden del todo,
pero sin duda estan relacionadas con la polaridad del solvente. Los solventes polares como el
agua, metanol, dimetil sulféxido y otros, son eficaces para solvatar los iones, pero la mayoria de

los éteres e hidrocarburos son muy deficientes para ello.

La polaridad de los solventes suele expresarse en términos de la constante dieléctrica (&), que mide
la capacidad de un solvente de actuar como aislante de cargas eléctricas. En general, los solventes
con baja constante dieléctrica, como los hidrocarburos, son no polares, mientras que solventes

con alta constante dieléctrica, como el agua, son polares.

Cuando se tienen 2 especies electroliticas, dependen de su carga opuesta en solucién, con ello

existira una fuerza de atraccion entre ellas, que es inversamente proporcional a la &

Los solventes en general acomodan una pequefia cantidad de agua, a causa de su baja constante
dieléctrica; lo que permiten formar multiples puentes de hidrégeno. Con ello se forman fuertes
interacciones electrostaticas, aportando como resultado una mayor rigidez en la proteina, de aqui

que estas sean menos activas en solventes anhidros e hidrofébicos.
El Polietilen glicol (PEG)
Proporcionalmente el agua ligada a las enzimas puede ser reemplazada por compuestos o

moléculas que puedan interaccionar con una mayor fuerza de unién 6 que incrementen el nimero

de interacciones cosoluto-proteina y con ello mimetizen el efecto del agua. Estos compuestos
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pueden ser por ejemplo el glicerol y el etilen glicol, que también pueden formar mdaltiples puentes
de hidrogeno. Otras estrategias de tipo metodoldgicas para prevenir la desnaturalizaciéon de
proteinas durante la deshidratacién, es la liofilizacion en presencia de lioprotectantes: como
azucares, PEG, sales inorganicas (KCl), formar enlaces con éteres o inclusive, complejos de
enzimas con detergentes, que coexistan solubles en solventes a través de moléculas anfifilicas, por
medio de las cuales las enzimas adopten conformaciones similares a las nativas, pero ahora con
estos complejos. Ejemplo de este ultimo tipo de complejos es la conjugacion o derivatizacion

enzimatica con PEG, motivo de esta investigacion.

El PEG es un polimero hidrofilico biocompatible y no téxico, de férmula general
H(OCH,CH,),OH. Su peso molecular varia entre los 200 a 20000 Da y por ello tiene un amplio
rango de solubilidades, dependiendo del tamafio de su cadena hidrocarbonada (Zalipsky, 1995). Se
ha demostrado que la conjugacién con PEG en su forma monometoxilada con proteinas y/o

péptidos, incrementa significativamente su duracién como agente biolégico.

Este compuesto es un polimero similar a los carbohidratos de una glucoproteina. El PEG provee
una cubierta protectora que incrementa el tamafio de la molécula, y también reduce su
degradacion metabdlica. L.a modificacion de las proteinas con polimeros anfifilicos como el PEG,
ya es usada ampliamente para impartir nuevas propiedades a las proteinas, como, aumentar la
solubilidad en solventes organicos. También se ha utilizado ampliamente en el campo de la
farmacéutica como acoplante protector de farmacos en la sangre, ya que reduce la
inmunogenicidad, antigenicidad y no es biodegradable, pues se conserva por un largo tiempo en
plasma y permite que los productos sean transportados a través de las membranas de la célula.

Pero una vez asimilado el farmaco el enlace se hidroliza y el PEG es rapidamente excretado

(Greenwald y col., 1996).

St se aplica el PEG, para el caso de las proteinas, el grupo ¢-amino de los residuos de la lisina en
las proteinas, es generalmente el sitio blanco de los procesos de conjugaciéon del PEG. Estos
grupos amino son los mas reactivos a valores de pH alcalinos, que es una condicién para que se
realice la reacciéon de conjugacion; el pKa del grupo amino permite que éste se encuentre
desprotonado a un pH elevado. La proteina empleada y su estabilidad dictan el pH al cual puede

llevarse a cabo la conjugaciéon. A pH elevado, la reaccion se puede realiza con mayor rapidez, pero
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el i6n hidréxido en estas condiciones es un nucledfilo competitivo y el PEG activado puede
hidrolizarse antes de que ocurra la amindlisis, lo que compromete la generacion del conjugado

(Greenwald y col., 1996).

Para efectuar la conjugacion, el PEG debe estar activado a través de un “agente pegilante”, éste es
un grupo funcional en el PEG, capaz de reaccionar con algunos grupos funcionales de la proteina.
También es llamado “agente entrecruzante o aclopante”. Se han utilizado moléculas de PEG
activados con agentes entrecruzantes, como el succinimidil carbonato y el ester de N-
hidroxisuccinimidilo, derivados del PEG halo-sustituidos, ésteres sulfonatados de PEG, grupos
hidrazido, mercapto-PEG, y los cianuril cloruro derivados, entre otros que son menos especificos

y menos estables (Zalipsky, 1995).

El PEG preferentemente se usa en su forma monometoxilada (mPEG) y de tamafio 5000 Da
(Veronese y col., 2003), aunque se han usado moléculas de PEG que varia en un intervalo de peso
molecular de 6000 Da a 20000 Da, con una estabilidad mayor que produce conjugados similares
en solucion. Para lleva a cabo la conjugacion, primeramente se sintetiza el intermediario activo,
pot ejemplo el 2-O-mPEG-4,6-dicloro-S-triazina (Figura 1), por medio de la reaccién del grupo
hidroxilo del mPEG con cloruro cianturico. Este intermediario mPEG activo, es el que puede
entonces reaccionar en proporciones apropiadas y de una manera mas selectiva con la proteina
(Zalipski, 1995), para formar el conjugado con un grado promedio de modificaciéon deseado

(Chung-Ja y col., 1987).

|
Cl N-}Ovoalbumina

N N
mPEG—o—</ _\<N mPEG-0—( _\<N
N=<C| N=<C|

2-0-MPEG-4, 6-dicloros-triazinc n

OA(MPEGh

H

o} Q N—PEG
| \ /
SO,
CH;%-0O CH,CH,%$0O O—N o)
n
Succinimidil carbonato de PEG _ 7
@) N\
@]

camforquinona-10-sulfonil-PECG

Figura 1. Derivados PEG- activados para la modificacién de proteinas
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Las funciones y estrategias de conjugacion tienen un fin, dependiendo del uso del producto final

de la modificacién (Tabla 3).

Tabla 3. Varias clases de conjugados con PEG y sus aplicaciones

Conjugados de Propiedades y aplicaciones

5 Solubilidad mejorada, permeabilidad controlada a través de barreras
rogas L : s
biologicas, liberacion controlada.

) o Uso en sistemas de particion de dos fases en la purificacion y andlisis
Ligando de afinidad . o ;
macromoléculas bioldgicas y células.

Cofactores Biorreactores continuos y reciclaje de cofactores moleculares

Péptidos Aumento de solubilidad y andlisis conformacional

Resistencia a la protedlisis, reducida inmunogenicidad y antigenicidad,
Proteinas liberacién controlada en sangre. Usos: terapéuticos, solubilidad en

solventes orgdnicos, biorreactores

Sacdridos Biofransportadores de drogas

Oligonucléoftidos y andlogos | Resistencia a nucleasas y permeabilidad en la membrana celular

Lipidos Preparacién de injertos de liposomas

Liposomas y particulas Liberacién controlada en sangre

Biomateriales Trombogeneicidad reducida, proteinas reducidas y adhesidn en células
(Zalipski, 1995)

Se han conjugado un gran numero de biomoléculas (Tabla 3), aunque este tipo de reacciones para
la estabilizacion de biomoléculas se ha empleado amplia y preferentemente en las enzimas
(Abuchowski, 1977; Chung-Ja y col., 1987; Varalakshmi y col., 1995; Greenwald y col., 1996;
Garcia-Arellano y col., 2002; Vandertol-Vanier y col., 2002), ya que aumenta la versatilidad
enzimatica de los procesos cataliticos del tipo no acuoso, lo cual ha incrementado el interés por
explorar un vasto nimero de enzimas, que se puedan utilizar en los procesos biotecnoldgicos

novedosos.

En este campo, los hongos y en particular los macro y micromicetos, son fuente atractiva para la
produccién y obtenciéon rapida de las enzimas, gracias a su gran velocidad de crecimiento en
invasion sobre materia organica. L.os hongos pueden ser clasificados de acuerdo al modo de
asimilacion de los nutrientes como saprofitos, parasitos y simbidticos, de los cuales los hongos

mas utilizados son los primeros. Otra clasificacién aplicada al reino fungi, relaciona su crecimiento
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con la temperatura, dividiéndose en psicrofilos, meséfilos y termofilos. Los hongos termofilicos
son interesantes por su crecimiento a temperaturas altas y es por ello que actualmente son los mas
importantes para las aplicaciones biotecnolégicas, porque pueden producir enzimas con las

mismas propiedades de termoestabilidad, lo que facilita los procesos de catalisis.

Los Hongos Termofilos

Pocas son las especies de hongos que tienen la capacidad de crecer entre los 45 a 55° C y producir
enzimas termotolerantes. Quizas a causa de su grado moderado de termofilidad y su habitat, son
poco comunes. Considerando que una vasta mayoria de eucariontes no pueden sobrevivir a una
exposicion prolongada a temperaturas entre los 40 a 45 °C; la habilidad de solo 30 especies de

50,000 registradas, es una propiedad que merece la atencién (Tabla 4).

Estos hongos constituyen un grupo fisiolégicamente heterogéneo de varios géneros: ficomicetes,
ascomicetes, hongos imperfectos y micelio invasivos (Maheshwari y col., 2000). La produccion
enzimatica por cepas de diferentes microorganismos ha hecho posible, que la busqueda sea menos
tediosa. Un ejemplo de ello, es la seleccion de microorganismos termofilos, que provean de

proteinas termo tolerantes a la industria (Wiegant, 1992).

En este rubro el hongo termofilico Myceliophthora thermophila (telemorfo= Thielavia heterothallica),
pertenece a estas 30 especies de hongos termofilicos (Tabla 4). El hongo M. thermophila descrito
por Apinis en 1963, también con el nombre de Sporotrichum thermophile, se conoce como productor
de enzimas como la celulasa y la enzima xilanasa, proteinas con una pronunciada resistencia

térmica.

Actualmente, se sabe que el gen que codifica a la enzima lacasa extracelular termo tolerante de
este hongo, fue expresado de forma heteréloga en el hongo micromiceto Aspergillus oryzae (Berka y
col., 1997), hongo con alta velocidad de crecimiento miceliar y clasificado como meséfilo. Este
buen proceso biotecnolégico fue patentado para aumentar la producciéon de enzima lacasa en una

forma comercial llamada Deni Lite IIs.
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Tabla 4. Clasificacion taxonémica y temperaturas registradas en hongos termofilicos

Hongos (Nomeclatura) Otros nombres Torr (°C) Tmax (°C)

Canariomyces thermophyla (Guarro&
Samson
Chaetomium mesopotamicum (Abdullah & 45
Zora)
Chaetomium thermophile (La Touche) C. thermophilum, C. thermophilium 45-55 58-61
Coonemeria aegyptiaca (Ueda & | Thermoascus aegyptiacus. Paecielomyces 40 55
Udagawa) Mouchacca aegyptiaca
Coonemeria crustacea (Apinis & Chesters) | Thermoascus  crustaceus,  Paecielomyces 40 <60
Mouchacca crustaceus
Coonemeria verrucosa (Yaguchi, Someya et | Thermoascus crustaceus 30-40 55
Udagawa)
Corynascus thermophilus (Fergus & Siden) Thielavia thermophyla, Myceliophthora 50 60
fergusii
Dactylomyces thermophilus Sopp Thermoascus  thermophilus Thermoascus 40-45
aurantiacus
Malbranchea cinnamomea (Oorschot & de | Trichothecium cinnamomeum, ;albranchea 45 57
Hoog) pulchella var. sulfurea
Melanocarpus  albomyces (Cooney & | Thielavia o Myococcum albomyces 45 57
Emerson)
Melanocarpus thermophilus (Abdullah & Al- | Thielavia minuta var thermophyla 35 50
Bader)
Myceliophtora hinnulea (Awao & Udagawa) 40-45 >50
Myceliophthora thermophila (Apinis) van Sporotrichum thermophilum/thermophile, 45-50 55
Oorschot Chrysosporium thermophilum,
Myceliophthora
indica, Corynascus heterothallicus
Myriococcum thermophilum (Fergus) van 45 53
der Aa
Paecilomyces varioti Bainierb 50 55
Rhizomucor miehei (Cooney & Emerson) Mucor miehei 35-45 57
Schipper
Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper Mucor pusillus 35-45 55
Scytalidium thermophilum (Cooney & Torula thermophila, Humicola grisea var. 40 58
Emerson) thermoideqa, Humicola insolens
Stilbella thermophila Fergus 35-50 55
Thermoascus aurantiacus Thermoascus aurantiacus sensu Cooney & 49-52 61
Emerson (misapplied name)
Thermomyces ibadanensis Apinis & Eggins 42-47 61
Thermomyces lanuginosus Tsiklinskaya Humicola lanuginosa 45-50 60
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Tabla 4. Clasificacion taxonémica y temperaturas registradas en hongos termofilicos

(continuacion)

Hongos (Nomeclatura) ‘ Otros nombres ‘ Torr (°C)  Tmax (°C)
Thermomyces stellatus (Bunce) Apinis Humicola stellata 40 50
Thielavia terrestris (Apinis) Malloch & Cain Allescheria terrestris, Acremonium 40-45 52

alabamensis
Talaromyces byssochlamydioides Stolk & Paecilomyces byssochlamydioides 40-45 >50
Samson
Thielavia australiensis Tansey & Jack 35-40 50
Thielavia pingtungia Chen K.-Y. & Chen Z.-C. 40 >50
Talaromyces emersonii Geosmithia emersonii; Talaromyces duponti 40-45 55
Talaromyces thermophilus Penicillium duponti 45-50 60

(Maheshwari y col., 2000)
La Enzima Lacasa

Las enzimas lacasas son cuproproteinas que catalizan la oxidaciéon de una variedad de compuestos
fendlicos, concomitantemente a la reduccion de O, hasta H,O. Esta enzima (EC. 1.10.3.2),
pertenece al grupo de las oxidasas de polifenoles (Thurston, 1994) y se encuentra presente en
plantas superiores, tales como Rhus vernicifera, Rhus suceddnea, Lactarius piperatus y Prunus persica, en
cultivos de tejidos vegetales de Acer pseudoplatanus y en el xilema del pino Pinus taeda (Sato y col.,
2001). En familia de los hongos tales como Polyporus versicolor, Pholiota, Podospora anserina Neurospora
crassa, Aspergillus nidulans y oryzea, en Coprinus cinereus, hongos de pudricion blanca y Pyricularia oryzae
(Gardiol y col., 1998) y en hongos del género Pleurotus, Agaricus y Lentinula. Algunos reportan la
presencia de lacasas en insectos, por ejemplo la enzima presente en la hemolinfa del mosquito
Anopheles stephensi, aunque esto se ha tratado con precauciéon ya que probablemente no sea una
lacasa (Sidjanski y col., 1997). La enzima lacasa puede excretarse al medio donde crecen las hifas,
que agrupadas forman colonias del hongo llamadas micelio del hongo y degradar la lignina de la
madera, en ausencia de las enzimas lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa, enzimas que
generan H,O,, producen moléculas altamente reactivas y por lo tanto téxicas (Heinzkill y col,,
1998), por lo que el micelio del hongo debe protegerse, funcion también asociada con la lacasa,

promoviendo la polimerizacion estos compuestos antes de que entren a las hifas del hongo.
Por lo anterior la enzima lacasa es una de las mas investigadas, desde el punto de vista evolutivo,

porque tiene una actividad ligada a tres diferentes sitios con cobre que poseen diferentes estados

de oxidacién.
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El sitio catalitico con un proceso evolutivo temprano, en las enzimas lacasas, proveniente de
diversas fuentes fingicas, muestra mucha divergencia y muchos investigadores las agrupan con
base en sus sitios cataliticos, aunque todavia existe discordancia en su clasificacién. El sitio
catalitico en las enzimas lacasas de muchos hongos parece conservado, aunque comparativamente
el resto de la molécula muestra una variabilidad muy amplia que se estudiara en la siguiente

capitulo.
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CAPITULO Il
ANTECEDENTES
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La Importancia de la Enzima Lacasa

La enzima lacasa pertenece a las enzimas multicipricas, en las cuales se incluyen otras enzimas
como la ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina. I.a enzima lacasa fue primeramente descrita por
Yoshida (1883) y fue caracterizada como una oxidasa metalica por Bertrand (1985), esto la coloca
como una de las enzimas mas antiguamente descritas. La enzima lacasa ha sido involucrada en
diversos procesos biolégicos y metabodlicos, como es la pigmentacion conidial (Clutterbuck, 1972),
la degradacion de lignina, la patogenicidad y la formaciéon de cuerpos fructiferos (Leatham y
Stahmann, 1981). Forma parte de las reacciones de polimerizaciéon para la construccion de las
paredes celulares en las plantas, aunque también esta vinculada con la degradacion de la pared
celular de las plantas por accién y crecimiento de los hongos, otras funciones de la enzima son la
esclerotizacion de insectos, la melanizacion bacterial y la virulencia relacionada con la melanina en
humanos (Williamson, 1994). Entre sus aplicaciones biotecnolégicas se pueden mencionar, el
bioblanqueamiento de la pulpa de papel (Reid, 1991), la detoxificaciéon de suelos y aguas
contaminadas, bioremediacién (Ruggiero y col., 1989), la clarificacién de los vinos (Lante y col.,
1992) la produccion de alcohol a través de la expresion de forma heterdloga en levaduras (Larsson
y col,, 2001), la interconversion de intermediarios quimicos (Agematu y col., 1993), la produccion
de quimicos a partir de la lignina (Sannia y col., 1986) y su uso como biosensor para el monitoreo
de la oxidacién e identificaciéon de farmacos en el organismo (Bauer y col, 1999). Se ha
documentado la presencia de lacasas en varios de los hongos, que también se han clonado,
secuenciado y depositado numerosas secuencias de enzimas lacasas en genotecas. En muchas
especies de hongos la presencia de esta enzima puede ser constitutiva o inducible. Usualmente las
lacasas se procesan en el citoplasma, pero en otras instancias biologicas se ha reportado la

secrecion y excrecion de éstas al medio.

Aunque la estructura del sitio activo parece estar conservada en todas las lacasa, existe una gran
diversidad en el resto de la estructura de la proteina y en la cadena glucosidica que la acompanan.
En la Figura 2 se muestra una representacion tridimensional. La enzima lacasa contiene cuatro
iones cobre (Cu): un Cu tipo 1 (CuT)) o azul, color que es debido a las uniones covalentes T
(Agostinelli y col., 1995) y que absorbe a una longitud de onda 600 nm, un Cu tipo 2 (CuT,) y dos

iones Cu”" tipo 3 (CuTs) acoplados binuclearmente. En sus estados oxidados los CuT, y CuT,,
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exhiben sefiales especificas en los espectros de resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por

el contrario hay dos CuT; que no son paramagnéticos.

Figura 2. (a) Representacién tridimensional de la enzima lacasa de Coprinus cinereus. La

figura estd coloreada desde el N terminal (azul) hasta el C-terminal (rojo). Los dtomos cobre
se muestran en esferas con el sitio CuTy azul y su par CuTs en amarillo (Mayer y Staples, 2002) y
(b) Representacion tridimensional de la lacasa de Rigidoporus lignosus, los cobres se
muestran en forma de esferas color azul (Garavaglia y col., 2004). c) Enzima lacasa de
Trametes versicolor, el dominio 1 estd coloreado de naranja y el dominio 2 de magenta y los

Cu en color rosa (Bertrand y col., 2002)

El CuT,, en su estado oxidado, absorbe fuertemente la luz a 610 nm (Andreasson y Reinhammar,
1976), mientras que los CuT}; lo hacen a 340 nm (Andreasson y col., 1976). El CuT), esta unido a
un atomo de azufre perteneciente a un residuo de cisteina, a dos anillos de imidazol de los
residuos de histidina y a un azufre del residuo de metionina. El CuT, esta ligado al menos a dos
grupos imidazol de los residuos de la histidina (Lu y col., 1992). Los CuT)} estan enlazados a tres
nitrégenos, de los cuales al menos uno es de un grupo imidazol del residuo de la histidina y a un

cuarto ligando que puede ser H,O u OH (Garavaglia y col., 2004) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de los centros Cu, especificando las distancias enfre cada dtomo

relevante. (a) CuT y (b) Esqguema del sitio trinuclear CuT2/Ts (Lu y col., 1992).

Mecanismo de Reaccion de la Enzima Lacasa

La enzima lacasa oxida los sustratos, removiendo un electrén a la vez y generando radicales libres,
los cuales puede polimerizarse (Bourbonnais y Paice, 1990). Estos electrones de las oxidaciones
individuales son almacenados temporalmente en el sitio activo, en su estado totalmente reducido,
que asi contiene un total de cuatro electrones. De esta forma la enzima puede transferir estos

electrones al oxigeno molecular para formar agua (Andreasson y col., 1970).

Durante la oxidacion de los sustratos, el CuT), es el aceptor primario de electrones y al menos uno
de los dos electrones procede de este sitio y que son requeridos para reducir el sitio T aceptor de
un par de electrones. La velocidad de la reaccion en el sitio CuT, es la limitante de la velocidad

total de reaccién (Andreasson y Reinhammar, 1979).
La fuerza motriz de la reaccién de oxidacion de la enzima lacasa, esta dada por un potencial redox

propio en el sitio CuT, y un bajo potencial redox del sustrato (Xu, 1996). El CuT, es necesario

para la oxidacién aerdbica del sitio CuT; reducido, ademas de que permite al sitio CuT; funcionar
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como aceptor de dos electrones. El papel del CuT), no ha sido especificado en detalle, se cree que

puede participar en la transferencia de uno de los electrones requeridos para reducir el sitio CuTs.

En el mecanismo catalitico de la enzima lacasa, se propone que el CuT, estabiliza a un
intermediario en la reduccién de O, a H,O; lo que indican que el CuT), es parte del sitio de
reduccion del oxigeno en la enzima. Esto sugiere que la inhibicién de la enzima a un valor de pH
elevado, se debe a la formacioén de un complejo de CuT,-OH'. En estas condiciones, el sitio CuT;
esta constituido por un par de Cu no paramagnéticos, que concomitantemente forman el sitio
aceptor de dos electrones. Este i6n Cu no puede permitir la reduccion del sitio CuT}, hasta que el

grupo OH’ se disocie o forme una molécula de agua.

A valores bajos de pH, una de las moléculas de H,O formadas en la reoxidacion de la enzima, que
se encuentra en estado reducido, parece enlazada al sitio CuT, y es un ligando intercambiable en
este sitio (Andreasson y Reinhammar, 1979). Algunos estudios han indicado, que durante el
funcionamiento catalitico en la enzima lacasa, el sitio CuT; se une inicialmente al O, para su

posterior reduccion con 4e” a H,O, via una reduccion del peroxido intermediario con 2e” (Penner

y col., 1984).

La enzima lacasa puede ser inhibida por halégenos (F'>Cl'>Br), porque limitan la accesibilidad a
los atomos del sitio CuT,/T;, esto también incluye al I', porque teacciona con el sitio CuT; (Xu,
1996). Existen evidencias de que el CuT,, esta involucrado en la interacciéon de O, con el sitio
CuT; (Solomon y col.,, 1996), ya que una molécula de peréxido se une a un solo Cu en el sitio
CuT; en la lacasa, y ademas que el hidroperdxido, no se une fuertemente en esta geometria sin la
presencia del CuT),, el cual aparentemente estabiliza el complejo CuTj-hidroperéxido para su

posterior reduccion a H,O.

Andreasson y sus col. (1976), plantearon que en el mecanismo de re-oxidacién de la lacasa, el
oxigeno recibe tres electrones de la enzima reducida en una reaccidon rapida y se forma un
intermediario de oxigeno, por ejemplo un radical OH". El CuT, es oxidado mas lentamente que
los otros dos donadores. La descomposicion del intermediario parece estar acoplada a la re-
oxidacion del CuT,, indicando la transferencia de electrones entre las dos especies con

subsecuente formacion de H,O.
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Se ha realizado una revisiéon sobre el mecanismo catalitico de la enzima lacasa y se ha propuesto
que la velocidad de oxidacion del sustrato, es dependiente del potencial reductor de este dltimo,
implicando que la transferencia de electrones del sustrato al sitio CuT), es la etapa que determina
la velocidad en el nimero de recambio. Existen dos posibles mecanismos propuestos (ver Figura
4): A) el CuT, transfiere su electrén al CuT), y el CuT) y se reduce nuevamente; a su vez estos dos
Cu transfieren sus electrones al CuTj; el CuT, se vuelve a reducir y transfiere su electrén al CuT,,
el CuT, se reduce nuevamente, dando finalmente como resultado la enzima en la forma
totalmente reducida. B) El grupo trinuclear es reducido secuencialmente por etapas a la
transferencia de electrones del sitio CuT; (el orden en que los tres Cu del sitio trinuclear son

reducidos no se conoce ain) (Solomon y col., 1996; Duran y col., 2002).
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transferidos por el sitio Ti. (Solomon y col., 1996 y Durdn y col., 2002).
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Sustratos y Mediadores de Oxido Reduccioén.

La lacasa es una polifenoloxidasa que tiene una amplia variedad de sustratos. La enzima ataca
polifenoles, fenoles o y p- metoxi sustituidos, difenoles, hidroquinonas, catecol, guayacol, 2,6-
dimetoxifenol (DMP), diaminas, aminofenoles, como la p-fenilendiamina y acido ascérbico,
compuestos sintéticos como la [N, N*-bis (3,5-dimetoxi-4-hidroxilbenzilideno hidrazina)] o
siringaldazina, el acido 2,2’-azino-bis (3-etilbezotialin-6-sulfénico) o ABTS, sustrato especificos de

esta enzima; asi como la oxidacion de varios compuestos con sustituyentes organicos diversos.

Otros compuestos oxidables por la enzima lacasa, como las fitoanticipinas, cucurbitacinas y
fitoalexinas, que son compuestos que actian como antibidticos y protectores, presentes en las

plantas. (Pezet y col., 1991) (Figura 5A).

Por otro lado, un mediador de 6xido reducciéon es un compuesto al cual la enzima le puede sustraer
electrones convirtiéndolo en un radical libre, que a su vez oxida otros compuestos dependiendo de
su potencial de oxido reduccidn, sin la participacion de la enzima en esta ultima reaccién. Mediante el
uso de mediadores de oxido reduccion la enzima es capaz de realizar la oxidacién de compuestos

aromaticos que no puede realizar por si sola (Bourbonais y col., 1997) (Figura 5B).
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Recientemente Majcherczyk y Johannes (2000), lograron la oxidaciéon de algunos compuestos
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), mediante la enzima lacasa de Trametes versicolor. Sin
mediador la enzima fue capaz de oxidar en cierta proporcion los siguientes compuestos, cuya
concentracion inicial fue de 25uM: acenaftileno 37%, antraceno 18%, benzo [a] pireno 19%,
acenafteno 10%, fluoranteno 10%, pireno 8%, benzo[a] antraceno 6%, criseno 10%, benzola]
fluoranteno 10%, benzo [k] pireno 10% y perileno 10%. Los compuestos que la enzima sola no logré
oxidar fueron naftaleno, fluoreno y fenantreno. Sin embargo en presencia del mediador 1-
hidroxibenzotriazol (1-HBT) (Figura 5B), la enzima oxid6 el 100% de acenaftileno, antraceno,

benzola] pireno, acenafteno, perileno y fluoreno, con un incremento de oxidaciéon de pireno de 8 a

48 % y de benzola] antraceno de 6 a 53 %.

La busqueda de procesos de oxidaciéon en donde la enzima lacasa pueda aplicarse, ha encaminado a
efectuar los procesos de oxidaciéon en condiciones complicadas de catalisis. Idealmente en solventes
organicos, donde la finalidad es la oxidacién de sustratos hidrofébicos, clasicos de esta enzima, en
presencia o ausencia de mediadores, y con ello evitar el decremento de la actividad y su

desnaturalizacion.

La Enzima Lacasa en Solventes Orgdnicos

La estabilizacion de los estados de transicion y la especificidad del sustrato para las enzimas,
dependen en gran medida de la unién de la enzima con el sustrato y de los componentes cataliticos,
que pueden ser afectados por la naturaleza del medio de reacciéon. Por ejemplo, la presencia de
solventes organicos en la mezcla de reaccién enzimatica altera el balance de interacciones
hidrofébicas, comprometiendo la unién del sustrato (ground state J estado basal). Con ello, se ve
afectada la energfa libre de unién del sustrato con la enzima, siendo la responsable de los grandes
cambios tanto en la especificidad del sustrato, como en la enantioselectividad, regioestabilidad y

quimoselectividad, que se observan en los diferentes solventes organicos.

Las interacciones entre la enzima y el agua que la rodea son cruciales para la catalisis enzimatica. En
particular cuando a la enzima se le coloca en solventes no acuosos de tipo anhidro, adquiere nuevas
propiedades, como una marcada estabilidad, y una alteracion de la especificidad del sustrato y la

habilidad de catalizar nuevas reacciones. Aunque estos aspectos son comprometedores para el
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progreso de la bioquimica y de la biotecnologia, otros progresos en la enzimologia no acuosa, estin
restringidas por la falta de conocimiento en esta area; especificamente en el papel que juega el agua

ligada y libre, asumiendo que en su ausencia, la molécula adquiere una cierta “rigidez”.

Un adecuado contenido de agua en el medio de reaccion es critico y puede optimizar la actividad
enzimatica. Esto sugiere que el efecto de los solventes organicos sobre la enzima, se debe
principalmente a las interacciones con la capa limitante de agua que la rodean y que es esencial para la
flexibilidad conformacional (Zaks y Klibanov, 1988). Otro problema se relaciona con las
interacciones hidrofébicas entre el sustrato y el solvente y son mas dificiles de medir debido al estado

hidrofébico del sitio activo de la enzima (Wangikar y col., 1995).

Una de las aproximaciones mas evidentes, es la basada en el uso de mezclas binarias de
agua/cosolventes organicos que contienen enzimas disueltas o inmovilizadas. Desgraciadamente el
uso de esta relacion se ve afectada debido a la dificultad de decidir con precisiéon que solventes se van

a usar para la implementacioén de un proceso biocatalitico.

Para ello Mozaev (1989), formul6 un criterio en la década pasada, basado en el efecto
desnaturalizante que ejercen los solventes hacia la formacion de interacciones hidrofébicas y que son
importantes para mantener la conformaciéon nativa de las proteinas, llamada la energfa libre de
micelizaciéon o AG,;.. De acuerdo a este criterio los mejores solventes de las proteinas son el agua, el
glicerol y el etilen glicol, pues otros solventes organicos actuan como desnaturalizantes fuertes. Sin
embargo este criterio es en parte creible, ya que algunos solvente, por ejemplo los alcoholes de
cadena alifatica corta, no producen la micelizacién y por ello es imposible determinar el valor de
AG,;.
Khmelnitsky (1991) formulé matematicamente el proceso de elaboracién de un nuevo criterio de
seleccion que puede tener menos limitaciones y que puede medir la hidrofobicidad por métodos
fisicos, a través del valor del coeficiente de particion (P) de las moléculas de cosolvente en un sistema

bifasico agua/octanol.

El coeficiente P es definido como la razén de concentraciones en equilibrio del solvente organico en

la fase octanol y en la fase acuosa del sistema bifasico (P=[cos0lV] .0/ [cOSOIV],,).
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La interrelacion claramente indica que valores altos de P corresponden a cosolventes organicos mas
hidrofébicos y a un grado mas bajo de afinidad entre esos cosolventes y el agua, ademas de que son

mas fuertes como desnaturalizantes.

Estos valores puede obtenerse de la literatura. Sin embargo este criterio es solo aplicable a solventes
de la misma funcionalidad, por ejemplo alcoholes y polioles. Cuando intervienen solventes de una
naturaleza diferente, la correlacion no se puede aplicar, por lo cual no puede ser un criterio universal

para la seleccion de solventes.

A partir estos estudios, se supone que tan solo con una delgada capa de agua alrededor de la
biocatalisis, es esencial para preservar la estructura tridimensional de la protefna en una forma
cataliticamente activa. lLa actividad enzimatica en sistemas no acuosos se correlaciona
matematicamente con el logaritmo del coeficiente de particiéon (log P) y cuando no, se correlaciona
con el parametro de solubilidad de Hildebrand y la constante dieléctrica. I.a solubilidad de Hildebran,
esta relacionada con la fuerza total de las interaccione de van der Waals, que se refleja a través de un
valor mas simple de la solubilidad: el paraimetro de la solubilidad de Hildebrand (0). El parametro de
la solubilidad es un valor numérico que indica el comportamiento relativo de la solvencia de un
solvente especifico. Se deriva de la densidad cohesiva de la energia del solvente, que a su vez se
deriva del calor de la vaporizacion. El calor de vaporizacion es la energfa requerida para vaporizar el

liquido.

Los valores que se derivan de densidades cohesivas de la energia son en calorfas/cm’, y una més forma
mas nueva, en unidades internacionales (SI), se deriva de presiones cobesivas. 1.a unidad del SI para
expresar la presion es el Pa y los parametros de la solubilidad en el SI de Hildebrand se expresan en
MPa (1 mega-PASCAL =1 millon de PASCAL). Este parametro va aumentando respecto al
incremento de polaridad y capacidad de vaporizacion, asi que el agua tendria el maximo valor con 48

MPa (Hildebrand, 1967).
Por otro lado, se ha notado que los solventes con un valor de log P < 2, no son favorables para los

sistemas enzimaticos, porque causan una fuerte distorsién de las interacciones agua—enzima, que son

esenciales para la actividad enzimatica. Los solventes con un log P, entre 2 y 4 distorsionan
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débilmente la capa de agua y afectan poco la actividad enzimatica. Finalmente los solventes con un
log P > 4, no son capaces de distorsionar las interacciones agua-enzima, y con ello la biocatalisis se

realiza en el estado activo (Vazquez-Duhalt y col., 1992).

Otro criterio que permite evaluar de una manera apropiada, el grado de solvataciéon de un solvente,
es el grado de deshidrataciéon del medio de reaccién llamado log C,y; donde Cy es la concentracion
promedio molar de agua residual en una mezcla desnaturalizante de agua/cosolvente organico, con
ello C, permite una comparacion de la eficiencia en la desnaturalizaciéon de enzimas con solventes de
diferente peso molecular en la mezcla y es definido como “umbral de concentracion” de cosolvente
organico a la cual se observa la mitad de la desactivacion de la enzima. Asi valores bajos de log Cs,

corresponden a los mejores cosolventes para la desactivacion de la enzima (Mozhaev y col., 1989).

Este criterio fue aplicado por Mozhaev y col. (1989), para medir la dependencia de las actividades
cataliticas de las enzimas: ai-quimotripsina, tripsina y la enzima lacasa del hongo Polyporos versicolor, en
funcién de la concentracion de diferentes cosolventes en mezcla acuosa como son alcoholes, glicoles

y formamidas.

Los resultados confirman que la enzima lacasa presentdé un C,, de desactivaciéon enzimatico
aproximado, en las mezclas agua/cosolvente (vol/100 vol), de 2.7 % en acetona, 6.2% en metanol,
5.0% en etanol, 4.4% en propanol, 5.1% en acetonitrilo, 15% en etilen glicol, cuando en las enzimas
o.-quimotripsina y tripsina, obtuvieron aproximadamente una unidad porcentual por arriba en todas

las mezclas ensayadas.

La polaridad de los solventes también suele expresarse en términos de la constante dieléctrica (€), que
mide la capacidad de un solvente de actuar como aislante de cargas eléctricas. En general, los
solventes de baja constante dieléctrica, como los hidrocarburos, no son polares, mientras que los
solventes con alta constante dieléctrica como el agua (80.4), metanol (33.6) etanol (24.3), son polares
o también llamados solventes préticos (Mc. Murry, 1993).

En términos de la constante dieléctrica, las propiedades de un solvente que contribuyen a su
capacidad de estabilizar los iones por solvataciéon no se comprenden del todo, pero sin duda estan

relacionadas con la polaridad del solvente. Los solvente polares, como el agua, metanol,
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dimetilsulféxido y otros son eficaces para solvatar iones, pero la mayoria de los ésteres e

hidrocarburos son muy deficientes para ello.

En general la actividad catalitica que muestran las enzimas en solventes organicos es mas baja que en
agua, porque los solventes hidrofébicos tienen una gran tendencia a formar una capa limitante de
agua que es poco beneficiosa para la catalisis enzimatica y porque las enzimas son insolubles en todos
los solventes organicos. Los solventes carecen de habilidad de formar multiples puentes de

hidrégeno y con ello proporcionan a las moléculas de enzima mayor rigidez y una reducida

flexibilidad estructural (Klibanov, 2001).

La reaccién en medio organico es usada para promover y controlar la oxidaciéon de sustratos
hidrofébicos. Por ejemplo, para la oxidacion del vainillol catalizada por la enzima lacasa, se han
utilizado alcoholes de bajo peso molecular, asi como dioles y cetonas, pero algunos causan la

disminucion de la actividad.

Las lacasas en estos solventes generalmente se desnaturaliza y ain asi, muchos sustratos han sido
oxidados en estas condiciones (Burton, 2003), ya que se presenta la estabilizacion del “estado basal”

del sustrato, llamado también particion favorable del sustrato.

Las investigaciones actuales se han encaminado en determinar directamente la estabilidad de la
enzima lacasa purificada en diferentes solventes, con el fin de oxidar compuestos fendlicos, aminas,
acido benzoico y sulfonatos de lignina. Compuestos como el fluoroglucinol, sulfonato de lignina y
guayacol, son los sustratos en solucién que provocan menos inactivaciéon de la enzima en solucion

(Mai y col., 2000).

Recientemente, se ha desarrollado un método para estabilizar a la enzima lacasa, mediante el uso de
un compuesto surfactante no iénico: el dioleil N-D-glucono glutamato. Con el fin de catalizar la
oxidacién del compuesto o-fenilendiamino, se han usado mediadores como el DBT y el ABTS,
logrando la catalisis oxidativa realizada en solventes anhidros como: tolueno, isopropil ester,
benceno, cloroformo, piridina, alcohol ter-amilico, tetrahidrofurano, dimetoxifenol y 1,4-dioxano. El
complejo de enzima-surfactante fue estable en tolueno e isopropil éter (Okazaki y col., 2000), en

comparacion con los otros solventes ensayados. Este estudio sugirio la formacion de conjugados con
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grupos hidrofébicos, puede ayudar a la estabilizacion enzimatica, esencialmente si se desea catalizar la

oxidacion de sustratos complejos e hidrofébicos en medio organico.

Entre los usos potenciales de la enzima lacasa esta la oxidacion de algunos compuestos toxicos que
son poco solubles como: el catecol, fenantreno, pireno, fluoreno, fluoranteno y benzo[a] pireno. Al
respecto el grupo de investigacion de Bezabel (1996), emplearon el hongo P. ostreatus, para la
degradacion de estos compuestos hasta obtener CO,, responsabilizando a las enzimas, lacasa y
manganeso peroxidasa de la oxidacion de estos compuestos. El porcentaje de mineralizacién total
atribuido a la enzima lacasa fue de 7.0% de catecol, 3.0% de fenantreno, 0.4% de pireno y 0.19% de
benzo [a] pireno, donde el antraceno, fluoreno y fluoranteno, fueron escasamente degradados, 0.2%
durante un periodo de incubaciéon de 35 dias. Otras aplicaciones efectuadas por Ichinose y su grupo
(1999), se dirigieron hacia el estudio de la bioconversion de compuestos recalcitrantes
organosulfurados del petréleo, como el 4-metil dibenzotiofeno, utilizando al basidiomicete Coriolus
versicolor, hongo responsable de la oxidacién enzimatica de éstos compuestos aromaticos hasta de un
30 %, obteniendo como producto de la reaccion enzimatica benzoquinonas, hidroxibencenos y otros
intermediarios, via la interacciéon de las enzimas lacasa, peroxidasa y quinona reductasa. Una posible
explicacién de esos bajos rendimientos de la enzima lacasa podtia ser la limitada solubilidad en agua

de estos compuestos.

Por esta razon, las reacciones se ha realizado en mezclas de solventes organicos y agua. Sin embargo
ya se ha reportado, un valor menor al 2% de actividad de la enzima lacasa en una mezcla
equivalentemente proporcional de agua-dioxano, para la oxidaciéon de ABTS. Cantarela y col. (2002),
indican que este resultado es contradictorio, ya que en la mezcla de agua-dioxano no desnaturaliza a
la enzima, sino que disminuye la estabilidad del producto monocatiénico de la reaccion, el ABTS™,
que es un producto de la oxidacién primaria del ABTS. Ellos proponen al acido 3-hidroxiantranilico
(HAA), como modelo del sustrato y como cromégeno mas apropiado, para medir la actividad

oxidativa espectrofotométricamente de esta enzima en la mezcla de solventes.
La oxidacién enzimatica de compuestos fendlicos en un ambiente no acuso, han permitido

caracterizar mejor a la enzima lacasa. Xiao y su grupo (2003), ensayaron el efecto inhibitorio del

dimetil sulfoxido y el 4cido trifluoroacético para la oxidacion de guayacol, a través de la enzima lacasa
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purificada del hongo Trametes sp., 1o que provocé una inhibicién del 3.2 y 39.5% a una concentracion

de 10 y 25 mM respectivamente, con los desnaturalizantes utilizados.

Otros modelos de compuestos hidrofébicos contaminantes insolubles en agua, como el 2,2-bis (4-
hidroxi fenil) propano o BPA, ha sido ampliamente utilizado en la sintesis de polimeros como resinas
epoxicas, resinas fenilicas, poliésteres y poliacrilatos. El BPA tiene baja biodegradabilidad y es
insoluble en agua, por lo cual, en el grupo de trabajo de Okasaki (2001), se encargo de la oxidacion
del BPA por medio de la enzima lacasa del hongo Coriolus versicolor. Mantuvieron la actividad catalitica
de la enzima en medio organico, a través de un sistema miceliar reverso, compuesto por bis(2-etil
hexil) sulfosuccinato de sodio suspendido en isooctano. El sistema enzimatico catalizé la oxidacion el
90% del BPA en 1h y en presencia de 1-hidroxibenzotriazol como mediador hasta el 100% de
oxidacién y la conformacién activa de la proteina se mantuvo. Otros compuestos oxidados por este
sistema fueron el p-nonil fenol (100%), 4-clorofenol (65%), el 2, 4-diclorofenol, el 2, 4,5- y 2, 4, 6-
triclorofenol (33%).

Otros procesos de interés son las polimerizaciones enzimaticas, la sintesis de polimeros naturales,
como la celulosa o la apertura de anillos de compuestos, ejemplo de ello, son los compuestos
clasificados como macrélidos. Ikeda R y col. (1996), desarrollaron una nueva via biosintética de
polimerizacion, catalizada por la oxidaciéon enzimatica del intermediario de la reaccion, llamado acido
siringico, utilizando la enzima lacasa de Pyenoporus coccineons, incubada en medio acuoso con solventes
organicos como acetona, acetonitrilo, 1,4 dioxano y tetrahidrofurano. El mayor rendimiento de
degradacion del macrélido poli(2,6-dimetoxi-1,4-oxifenileno) fue del 84% vy se realizé en una mezcla
enzimatica acetona y amortiguador (50:50 v/v) con una perdida del 60% de actividad de la enzima
lacasa. Los efectos de desnaturalizaciéon enzimatica en presencia de solventes son similares a los
obtenidos por la desnaturalizacién por sales i6nicas o no iénicas. El dodecil sulfato de sodio (SDS),
cianuro de sodio y la azida de sodio inhiben a la lacasa al 100%, con tan solo una concentracion 0.1
mM de estos desnaturalizantes en solucion acuosa (Xiao y col., 2003). Los efectos fueron similares
utilizando liquidos i6nicos miscibles en agua, como el 4-metil-N-butil piridinio tetrafluroborato o no
i6nicos insoluble en agua como el 1-butil-3-metil imidazolio hexafluorofosfato para la oxidacion de
antraceno, catalizada por la lacasa del hongo Trametes sp. La lacasa tuvo moderada tolerancia a
concentraciones por debajo del 50% de estos solventes ensayados, ya que su aumento causa la

precipitacion de la enzima (Hinckley y col., 2002).
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Se han efectuado otros procesos de separacion proteica a través de solventes, ya que se pueden
aprovechar sus propiedades para cambiar la hidrofobicidad del sistema, provocando un cambio en la
constante dieléctrica de la proteina en disolucién, lo que altera el ambiente interno de las proteinas y
provoca la precipitaciéon. El proceso anterior es favorable cuando se requiere una separacion facil y
rapida de las proteinas, pero tiene efectos contraproducentes, ya que la actividad y estabilidad de las
enzimas se ven disminuidas. Villasefior y colaboradores (2004), extrajeron la enzima lacasa del hongo
Myceliophthora thermophila a través de la precipitacion de un polvo comercial llamado Deni Lite 1Is. La
enzima precipitada con acetona fria al 85%, redujo en 40% la actividad relativa de la enzima. Otros
efectos obtenidos por Villasefior (2004), utilizando cosolventes en el medio de reacciéon, muestran
que la actividad relativa aumenta 27% cuando la concentraciéon de los solventes acuosos como:
metanol, etanol e isopropanol, se encuentra en un intervalo entre 5 a 15% (v/v), respecto a la
ausencia de estos disolventes. A partir de una concentracion de estos solventes por arriba del 20% y

también con acetonitrilo, la actividad relativa de la enzima lacasa disminuye 70%.

Otros estudios hechos demuestran que efectivamente el metanol, etanol, acetonitrilo y
dimetilsulféxido inhiben a la enzima lacasa, aunque no la desnaturalizan. También la hidrofobicidad
del sustrato afecta la actividad de la enzima. Aunque ya se han reportado varias estrategias para
evaluar el comportamiento de las enzimas en solventes organicos. Esas estrategias incluyen la

modificacién quimica y la inmovilizacion de las enzimas (Torres y col., 2003).

La Importancia del Polietilen glicol (PEG) y la Modificacién Enzimdatica

Las enzimas son por naturaleza hidrofilicas y un proceso quimico de modificaciéon puede
incrementar su hidrofobicidad y rigidez, con ello se puede incrementar su termoestabilidad, actividad
enzimatica, afinidad por sustratos hidrofébicos y tolerancia a los solventes organicos. Investigaciones
efectuadas por Dai y Klibanov (1999), indicaron que la liofilizacién le confiere a las enzimas una
rigidez conformacional y que utilizando este proceso la enzima presentaba una muy baja actividad
cuando fue resuspendida en solventes organicos, comparado con lo que se obtuvo si primero es
redisuelta en agua y luego en los solventes organicos. Ademas se puede minimizar dramaticamente la
inactivacion inducida por liofilizacién, cuando se involucran ciertos tipos de excipientes a la solucion

enzimatica acuosa antes de la liofilizacién. Estos excipientes pueden ser compuestos fenodlicos y
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anilina, asi como otros que se unen a la envoltura hidrofébica del sitio activo de la enzima y con ello
previenen el colapso durante la deshidratacion. Otros agentes protectores son los lioprotectores,

como polioles y polietilen glicol que aparente protegen a la enzima (Dai y Klibanov, 1999).

También se han empleado otros procesos de estabilizacion enzimatica como la inmovilizacion
aplicativa al disefio de biorreactores apropiados, aplicados a los diversos procesos biotecnolégicos.
Mediante este tipo de estrategias, se ha intentado contrarrestar la desnaturalizaciéon y aumentar la

actividad con el fin de realizar reacciones enzimaticas que en forma libre serfa imposible catalizar.

El tnico objetivo de ello es obtener una mayor estabilidad enzimatica o catalizar reacciones, donde la
difusién de un sustrato hidrofébico no sea la limitante del proceso. Se han intentado diversas formas
de estabilizacion de la enzima lacasa, con resultados bastante promisorios. Ruiz y col. (2000),
inmovilizaron a la enzima lacasa obtenida del hongo Trametes versicolor, en vidrio, silica gel y una
membrana de nylon 66 y probaron su estabilidad en solventes como dietil éter, etil acetato y cloruro
de metileno. La velocidad inicial de oxidacién usando siringaldazina como sustrato aumentd 245
veces inmovilizando en vidrio y gel de silice en los tres solventes, aunque los mejores resultados
fueron obtenidos con la membrana de nylon, sin que se presentara inactivaciéon durante 72 h en éter
dietilico y acetato de etilo, obteniendo una disminucién de la actividad significativamente en cloruro

de metileno, debido a la degradacién por la disolucion del material de soporte.

Existen diferentes formas de estabilizacion en sistemas no acuosos. Majcherczyk y Johannes (2000),
han oxidado indirectamente hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH), que fueron acoplados a
una barrera de polietilen glicol (PEG), con la ayuda de mediadores oxidados con la enzima lacasa,
ejemplo de ello es el acido 2,2-azino-bis-(3-etil benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) y el 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), donde se obtuvo hasta un 94% de efectividad en la reacciéon. Por lo cual
fue necesario plantear otra forma distinta de estabilizacién enzimatica, como lo es la conjugacion
mediante un sistema acoplado a las proteinas, por ejemplo el PEG, con la finalidad de formar
moléculas resistentes a efectos de temperatura, a los agentes caotrépicos o a los solventes organicos.
Otras formas incluyen conjugados proteicos con plasticos, entrecruzamiento con cristales,

acoplamientos a polisacaridos y la modificacion con polimeros como el PEG.
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Conviene mencionarse que la modificacién, conjugaciéon o derivatizaciéon con PEG o polisacaridos,
le confiere a las proteinas cierta termoestabilidad (desde 50 a 70 °C) y se ha demostrado que este
acoplamiento proteico con PEG, incrementa significativamente la acciéon bioldgica de péptidos y
farmacos. También se sabe que mejora la difusion del sustrato al sitio activo, ya que el conjugado
enzimatico en solucién se encuentra en forma libre y el sustrato puede tener una interacciéon mayor
sin necesidad de una agitacién vigorosa requerida en la inmovilizacién enzimatica. De esa forma, el
acoplamiento covalente de polimero anfifilico PEG a los grupos &- amino de las enzimas, puede
conferirle ciertas propiedades a las proteinas como es el incremento de la solubilidad y su actividad

en solventes organicos.

La conjugacion con PEG se establecié como una metodologia para péptidos y proteinas, a través de
los estudios de Abuchowski (1977), donde la finalidad era obtener una mayor estabilidad de proteinas
en solventes organicos y su resistencia a la temperatura por el efecto protector del PEG, gracias a
interacciones tipo amida que forma con los grupos €-amino de la lisina y con otros aminoacidos y a

su caracter anfifilico que posee la cadena hidrocarbonada de la molécula de PEG (Wieder y col,,

1979)

La estabilizacién de proteinas puede explicarse a través de la solvatacion de las moléculas limitrofes
del PEG en la enzima, ello permite la disminucién del desplegamiento de las proteinas, gracias al
cambio en el microambiente, via el incremento del nimero las interacciones del tipo “puente de
hidrégeno” alrededor de la proteina. Esta técnica fue aplicada por Chung-Ja y col. (1987), con el fin
de verificar las propiedades de conjugados de ovoalbumina, y de probar su antigenicidad; estimando
la capacidad de suprimir la respuesta inmunoldgica de los conjugados sintetizados. Los resultados
obtenidos en esta investigacion, reflejan que la eficiencia y reproducibilidad de la reacciéon de
conjugacion, depende en gran medida del tipo de agente acoplante y por otro lado, la tolerancia del
conjugado inyectado en mamiferos, se encuentra en funcién del tamano de cadena hidrocarbonada
del PEG. Es decir entre mayor sea el tamano del PEG se pueden tener mayores puntos de
interacciéon con los linfocitos en la sangre, lo que permite un intercalamiento mayor de las cadenas de
PEG en la membrana celular, y con ello un bloqueo o inactivacién mayor de las células B o T, y

activacion de las células Ti.
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El proceso de derivatizacion de proteinas, también ha sido aplicado en el campo farmacéutico a
través del grupo de investigacion de Veronese (2003), quienes investigaron la unién covalente del
PEG con el factor liberador de la hormona de crecimiento humano (hGRF), con el fin de aumentar
la disolucion de este conjugado, porque la hGRF tiene muy baja solubilidad en una solucién neutra y
alcali, condicién necesaria para la produccion de farmacos aplicados al tratamiento, prevencion y
diagnostico de desérdenes relacionados con la hormona de crecimiento. Los medicamentos son
presentados preferentemente en forma de un compuesto, mediante una forma farmacéutica
inyectable en solucién salina o soluciéon de dextrosa. Los resultados fueron satisfactorios, ya que se
encontré que el hGRF-PEG, reprime la respuesta inmune y el conjugado es liberado en sangre, lo
que permite una efectiva concentracién y una mayor eficiencia del farmaco. Como ya se resalto, la
efectividad y rendimiento de la reacciéon de conjugacion se debe en gran medida a las propiedades
reactivas del “agente acoplante” o de activacién del PEG, y también por el tamafio de la cadena
hidrocarbonada de PEG. A pH alcalino la reaccién de modificacion se realiza mas rapidamente pero
es menos efectiva, porque el i6n hidréxido de la molécula de PEG se convierte en un nucléofilo
competitivo y el PEG activado se hidroliza antes de que ocurra la amindlisis, con lo cual se

compromete la produccién del conjugado proteico.

Los subsecuentes estudios que a continuacion se indican se enfocaron a la reaccion, a la aplicacion y
uso de los “agentes acoplantes”. Para ello Greenwald y col. (1996), introdujeron diversos agentes
acoplantes, como la tiazolidina-2-tiona para activar el PEG y el conjugado fue comparado con
derivados carbonatados, los cuales forman uniones carbamato que poseen una vida media (t,,) menor
en condiciones fisiolégicas. Ejemplos de estos acoplantes son el succinimidil carbonato y el IN-
hidroxisuccinimidil ester (Zalipsky, 1995). Se confirmé que la tiazolidina forma derivados a-PEG,
que pueden ser usados en condiciones fisioldgicas, pues este “agente acoplante” forma uniones
amida con la hemoglobina bovina, que conjugada adquiere un tiempo de vida media (t,,) del doble
para su hidrélisis en sangre, respecto a los derivados carbamatados. Aunque la desventaja con estos
“agentes acoplantes” es la conjugaciéon no especifica del PEG para un residuo aminoacidico en

especial.
Tal es el caso del 2-o-metoxipolietilen glicol (mPEG) con tricloro-s-triazina y con cloruro cianurico,

agentes acoplantes, que fueron usados por el grupo de Abuchowski (1977), como método para el

acoplamiento al PEG. Estos agentes pueden reaccionar con grupos funcionales nucleofilicos, por
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ejemplo los residuos aminoacidicos de las proteinas, usualmente con los grupos amino, aunque
también con hidroxilos y sulfidrilos. Esta reacciéon acoplante, fue ampliamente utilizada para
derivatizar varias proteinas (Jackson y col., 1987; Koide y Kobayashi, 1983; King y col., 1977,
Gaertner y Puigserver, 1988; Yoshinaga y col., 1987; Eieder y col., 1979). El uso de metoxi polietilen
glicol, provocé una baja selectividad y produce una marcada pérdida de la actividad biolégica en
algunas proteinas. Por ejemplo; se ha descubierto que en el proceso de derivatizaciéon de la ligasa de
fenilalanina-amonio, no solo reaccionan los grupos amino, sino también los grupos sulfidrilo, lo que
conduce a una sustancial pérdida de la actividad enzimatica, aunque en otras proteinas como la
asparaginasa de E. co/i. Esta modificacion en la proteina, provoca que se retenga un 7% de su
actividad nativa (Ashihara Y. y Col, 1978). La desventaja de este producto acoplado, es que el “agente
acoplante” es obtenido por reemplazo de 2 de los 3 cloros reactivos del tricloro-s-triazina con
moléculas de mPEG (ver Figura 6), pues al reemplazarse el tercer cloro disponible para la
modificacion de farmacos o proteinas, se produce un reactivo derivatizado, capaz de introducir dos
moléculas de polimero por grupo amino proteico modificado. Este aspecto es importante, porque la
alteracion de las propiedades de las biomoléculas es benéfica, ya que dependeran directamente del
contenido de las moléculas de PEG que se liguen, pero la actividad residual del conjugado puede
algunas veces depender inversamente del numero de grupos amino modificados (Morfandini y

Veronese, 1998).
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residuos de aminodcido.

Otros efectos de esta reaccion de conjugacion con mPEG, fueron analizados por el grupo de
Varalakshmi (1995), quienes enlazaron covalentemente el 2-O-metoxi polietilen glicol 4,6-dicloro-s-
triazina de peso molecular 1900 y 5000, a la enzima oxalato oxidasa. El resultado fue un aumento de
la termoestabilidad de los conjugados a 60°C, con una pérdida de 45% y 30% de su actividad relativa,
respecto al incremento del peso molecular, contra un descenso del 70% en la enzima nativa a las
mismas condiciones. A 37 °C, los conjugados enzimaticos de oxalato solo perdieron el 2% de su
actividad en un periodo de 120 min, cuando la enzima nativa diminuy6 en 80%. De aqui que se
comprobara, que el PEG le confiere al conjugado enzimatico, una protecciéon ante la digestion
proteolitica, ya que solo disminuye aproximadamente el 65% de la actividad, contra el 90% para la
enzima oxalato oxidasa sin modificar, atribuyendo esta propiedad a la barrera estérica formada por el

PEG sobre la enzima.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DISOLVENTES EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LACASA MODIFICADA CON PEG 44



Por otro lado, Varalakshmi observé que el cambié en la afinidad por el sustrato, relacionado con los
cambios estructurales en la enzima, causan una baja en la interaccion del sustrato y el sitio activo de
la enzima modificada. Concomitantemente presentan una disminucion de la movilidad electroforética
en funcién del peso molecular mayor. Otros efectos estudiados por este investigador fueron, la
resistencia del conjugado a la desactivacién por azida de sodio, nitrato de sodio, glicolato, glioxilato

de sodio y metales pesados como mercurio y cobre.

El efecto protector de los conjugados de PEG, varfa respecto al peso molecular de su cadena
hidrofébica(PM: 350, 550, 750, 2000, 5000, 8000 y 10000). Este efecto también fue estudiado por
Gaertner y Puigserver (1992), sobre la actividad de la enzima tripsina modificada, utilizando como
sustrato la N-benzoil-L-argina-p-nitroanilida. La afinidad por el sustrato disminuyé conforme
aumentaba la cadena hidrofébica y también se incremento la eficiencia catalitica, ademas de que la
actividad fue de 2 a 4 veces mas que en la enzima nativa con las moléculas de PEG ensayadas. Se
examiné la homogeneidad del conjugado de tripsina por medio de la cromatografia de exclusion
molecular y se encontré que la velocidad de elusion aumentaba respecto al incremento en el tamafo
del los conjugados PEG;,-PEGy,, de la superficie de la proteina. Se obtuvo un decremento en
termoestabilidad de la enzima conjugada, cuando disminufa el tamafio de la cadena de PEG. Fsta
enzima modificada se incubé durante en un periodo de 100 min a temperatura ambiente en 0.15% de
SDS. La actividad relativa fue mayor en el conjugado de tripsina-PEGy,, incubando desde 20°C
hasta 100 °C durante 30 min, comparado con la enzima original. I.a utilizaciéon del detergente SDS a
concentracion del 0.15 %, inactivd completamente a la enzima nativa cuando en el conjugado de
tripsina solo se perdi6 el 55% de la actividad relativa. Estos resultados son similares a los
encontrados por el grupo de Garcia-Arellano y col.(2002), con la unién covalente de la enzima de
citoctomo ¢ de corazén de caballo al PEG,,, conjugaciéon que tenia la finalidad de oxidar los
compuestos llamados hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH). El espectro de absorcion
present6 alteraciones como resultado de la modificacién proteica, ya que la banda Soret se desplazo
hacia longitudes de onda cercanos al espectro UV, también se acentu6 la solubilidad en acetonitrilo al
15%, al igual que se duplicé la actividad sobre pireno, antraceno, benzo[a] pireno, tiantreno,
dibenzotiofeno y disulfuro de fenilo. La disminucién de la actividad fue de un 55% durante 7h a

80°C, aunado a la ausencia de alteraciones de la conformacién terciaria en la enzima modificada.
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Recientemente se ha hecho la conjugaciéon de la enzima lacasa con PEG. Vandertol y col. (2002),
quienes se han interesado por investigar los efectos de la conjugacion de la enzima lacasa producida
por el hongo Coriolopsis gallica con polietilen glicol de PM 5000, sobre la estabilidad enzimatica,
ademas de poder incrementar la oxidacién de 15 PAH, por el uso de mediadores ABTS y HBT. La
enzima lacasa conjugada fue estable por 24h a 60°C y 144h a 40°C en solucién amortiguadora de pH
9.0, pero el preparado enzimatico fue inhibido totalmente por azida de sodio 0.ImM y 1M de
ditiotreitol, acido tioglicdlico y cisteina. Ademas la oxidacién de los sustratos por la enzima
conjugada aument6 hasta de 3820 veces la eficiencia catalitica y hasta 1600 veces mas para el
compuesto 9-metil antraceno, en presencia de ImM de HBT en la enzima lacasa conjugada.

Tabla 5.0tras proteinas que han sido modificadas con PEG.

Enzimas Modificadas Usos Referencias

Catalasa

Farmacéutico e Inmunogenicidad

Abuchowski, 1976

Superdxido dismutasa

Estudios de ti2 en el plasma y obtener

Beauchamp., 1983

Lactoferrina una forma menos susceptible a las

o-macroglobulina proteasas.

Hormona Luteinizante Reducir la respuesta histaminica en el|Hocart, 1987
organismo.

a-quimiotripsina Aumentar la solubilidad en solventes | Kurganov y col., 1997)
orgdnicos.

Peroxidasa (rabano picante) |Estabilidad térmica y en solventes| Garciay col., 1998
orgdnicos.

Lipasa

Aumentar la selectividad sobre sustratos

racémicos comerciales.

Herndiz y col., 1999)

Adenosino fosforilasa

Generaciéon de una forma farmacéutica

Brewerton y col., 2003

a-ciclodextrina

Conjugada con una molécula de PEG

a,o-dicarboxilado.

Kitano y col., 2004

Lacasa con un copolimero poli aquilenoxido-co- | Shin-ya y col., 2005
maleico que incremento la estabilidad de
20-40 veces a 25 y 40°C, respectivamente.

Lisozima Aumentar la solubilidad en solventes y en | Lee y Park, 2003

aplicaciones farmacéuticas

Las aplicaciones de los conjugados proteicos revisados en la literatura han sido abundantes, pero

existen otros efectos de la conjugacion sobre las proteinas que necesitan analizarse (Tabla 5).
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El Analisis por Dicroismo Circular (DC) y por Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) en
Proteinas.

Cabe comentarse que la conjugacién de la enzima lacasa de Myceliophthora thermophila con PEG,
resulta interesante porque a pesar de que ya ha sido indicada como posible, poco se sabe de las
modificaciones fisico-quimicas de esta proteina expuesta a distintos solventes organicos miscibles

con agua.

Ademas esta modificaciéon permitira analizar la catalisis de oxidacién del ABTS en solventes
organicos y podemos adicionar que es atractivo hacerlo con la lacasa del hongo Myceliophthora
thermophila, ya que se encuentra clasificada como termofilica y ha sido expresada en el hongo
Aspergillus oryzae, y ha sido comercializada por la empresa Novo Nordisk en forma de un polvo (Deni
Lite IIs), con aplicaciones en el tratamiento del destefiido enzimatico de la mezclilla. De forma que la
adquisicion de diferentes propiedades de solubilidad de esta enzima conjugada, serfan atractivas con

miras a su aplicacion en procesos biotecnolégicos con solventes organicos.

Aunque la literatura se ha encaminado a analizar las propiedades oxidativas adquiridas por la
conjugacién con PEG en medio organico, muy pocas de las investigaciones, se han preocupado por
analizar los efectos y fendmenos de la modificacion en estas condiciones enzimaticas, referente a la
conformacioén secundaria y terciaria de las proteinas, por lo que el aporte de esta investigacion seria

punto de referencia para comprender ain con mayor claridad este procedimiento.

Estos estudios estan directamente relacionados con un intento para aportar datos, que faciliten mas
adelante el desarrollo de modelos sobre el plegamiento y desplegamiento de las proteinas. Por
ejemplo los analisis espectropolarimétricos obtenidos del método de dicroismo circular (DC), nos
proporcionaran informaciéon importante sobre los cambios en la estructura secundaria y terciaria de
las proteinas, porque las hélices alfa y estructuras beta, tiene propiedades distintas de orientar o

polarizar la luz en ciertos intervalos de longitudes de onda.

La teorfa de dicroismo circular (DC), fue desarrollada por Biot y Fresnel (Neumann y Snatzke, 1990).
Un rayo de luz polarizado en un plano puede considerarse formado por dos componentes
polarizados circularmente, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan en fase

y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio opticamente activo, cada componente interactia
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de manera diferente con los centros quirales de las moléculas presentes. La interaccién de la
radiacién con la muestra induce un desfasamiento y un cambio de magnitud diferenciales en ambos
componentes circularmente polarizados de la luz, y estos fendmenos provocan una rotacion del

plano de polarizacién, con lo que se provoca una distorsion de este plano, generando una elipse.

La rotacién del plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente polarizados
(dicroismo circular), varfan de acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose obtener espectros de
estos fenémenos, esto es, graficas de la rotacion o elipticidad contra la longitud de onda. Los
espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta cercano (250
a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) de la radiacién electromagnética. En la region del ultravioleta
cercano, los cromoéforos mas importantes son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de
triptéfano, tirosina, y fenilalanina, ya que la asimetrfa en estos grupos quimicos, se debe
exclusivamente a su entorno y como los residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la
macromolécula, los espectros en esta region son un reflejo de la conformacion global de la proteina.

Ademas las sefiales en esta region son extremadamente sensibles a los cambios en la conformacion.

Los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben principalmente a los enlaces
amida que unen los residuos de los aminodacidos entre si. La asimetria de estos cromoforos se debe al
arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo cual, las sefiales de dicroismo circular se
pueden interpretar en términos del contenido de estructura secundaria presentes, es decir, del
potcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacién estructural (hélices a, hojas 8

giros y otros tipos estructurales) (Neumann y Snatzke, 1990).

Por otro lado, la desnaturalizaciéon de las protefnas puede asociarse también con los cambios
espectropolarimétricos registrados, lo que permite calculo de los parametros cinéticos de
desplegamiento, cuando existe un cambio en temperatura, en presencia de diversos solventes
solventes (Tian-Zhi y col., 2000). Ademas, los cambios de conformacién de las proteinas se asocian
con cambios termodindamicos que pueden estudiados por de la técnica de calorimetria diferencial de
barrido (CDB) (Tian-Zhi y col., 2000; Fraga y Loppnow, 1998). Esta técnica es relativamente sencilla.
Mediante la CDB se mide la capacidad calorifica relativa de un sistema determinado cuando sufre
una transicion inducida por un cambio térmico. En el experimento las celdas con la muestra y la

referencia se calientan simultineamente a una misma velocidad predeterminada. LLa muestra es una
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solucién o una suspension del material que se desea estudiar y el testigo contiene solamente el
disolvente utilizado. Cuando se calientan ambas celdas y se produce una transiciéon inducida por la
temperatura (por ejemplo la desnaturalizacién de una proteina o una transicién), la muestra absorbe
parte del calor que se esta suministrando a la celda. Como resultado, la celda de la muestra tendria
una temperatura algo inferior a la celda de referencia, pero el sistema de control del equipo
suministra una potencia calorifica adicional para que ambas celdas mantengan la misma temperatura
(ver Figura 7). Esta potencia en exceso es proporcional a la diferencia de capacidades calorificas
entre las dos celdas y sus contenidos. De esta forma tan simple se obtiene la capacidad calorifica del

soluto en funcién de la temperatura (Beldarrain, 2001).

La informaciéon que se puede obtener del experimento de CDB es diferente cuando el proceso de
desplegamiento de una proteina esta en equilibrio durante el barrido de temperatura (transicion
reversible), en comparacién con un proceso controlado cinéticamente (transicion irreversible). En los
casos de reversibilidad en las desnaturalizaciones efectuadas por la CDB, se acepta, por lo general la
aplicacion de la termodinamica de equilibrio para el analisis de datos. En lo que respecta a los
procesos de no equilibrio, también se cumplen para muchas de las proteinas. Por lo tanto los
parametros termodindmicos que se obtienen mediante esta aplicaciéon pueden ser dudosos, excepto el
area bajo la curva que se genera al registrarse el desplegamiento de la proteina. Esta area bajo al curva
es la entalpia de desnaturalizaciéon del proceso. Esto, ha servido para determinar con exactitud los
factores que influyen en la estabilidad de las biomoléculas, midiendo la capacidad calorifica relativa
de un sistema determinado cuando sufre una transicién inducida por un cambio térmico (por

ejemplo la desnaturalizacion y renaturalizaciéon de una proteina (Beldarrain, 2001).
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Figura 7. Aparato de Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB). A la Izquierda: Se observan las
celdas interiores que contienen la solucidn de referencia y la solucién muestra, calentadas por
las resistencias y manteniéndose el calor por una chaqueta adiabdtica. A la derecha: Un

registro obtenido de la transicién térmica en proteinas (Harding y Chowdhry, 2001)

La técnica CDB ha sido aplicada por Tian-Zhi y colaboradores en la Universidad de Wuhan en China
(2000), sobre la enzima lacasa proveniente del arbol de la laca Rbus vernicifera y del hongo Pohporus
versicolor. La finalidad era probar diferentes sustratos, como el 3,4-dihidroxibenzaldehido, guayacol,
pirogalol y el 4acido galico, para calcular el Ky, y relacionarlo con diversos parametros fisicoquimicos.
Esta investigacion relaciono la microcalorimetria con la cinética enzimatica, proponiendo un modelo
matematico alternativo que puede ser aplicado en la enzima lacasa y que interrelaciona los
parametros termodinamicos con los cinéticos. En este contexto, conviene sefialarse que la técnica de
calorimetria de barrido es la mas eficiente, porque proporciona informacién muy precisa sobre los

parametros termodinamicos ligados a la estabilizacion de la estructura macromolecular.
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipoétesis

La modificacién con PEG,,, perturbara el efecto hidrofébico de la enzima lacasa del hongo M.
thermophyla (MtL), permitiendo que las cadenas hidrofébicas del PEG, interaccionen directamente
con un medio organico. Esto formara una capa que protegera a la enzima e impedird la
desnaturalizaciéon de la enzima en diferentes porcentajes de cosolventes (alcoholes y acetonitrilo).
Similarmente aumentara la termo tolerancia, por la estabilizacién de la configuracion terciaria, lo cual

provocara que el sitio activo conserve su configuracion original.
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Objetivo General

Estudiar el efecto de la temperatura y la presencia de diferentes disolventes organicos sobre la

actividad y estabilidad de la lacasa de M. hermophyla, conjugada con polietilen glicol (PEG).

Obijetivos particulares

Aislar, caracterizar y ademas determinar la estabilidad enzimatica, a través del efecto del
incremento gradual de los disolventes (metanol, etanol, propanol y acetonitrilo) sobre la actividad

de la lacasa libre y conjugada con PEG;,.

Analizar el comportamiento de las curvas de transicion térmica espectropolarimétrica (dicroismo
circular) de la enzima lacasa nativa y conjugada, en presencia y ausencia de cosolventes y aplicar
la técnica de la calorimetria diferencial de barrido, para estudiar el efecto de la conjugaciéon con

PEGg, sobre el proceso de desplegamiento de la proteinas utilizadas.
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CAPITULO IV:
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La Enzima Lacasa y Los Productos Quimicos

La enzima lacasa (EC 1.10.3.2) usada en esta investigacion, fue extraida y purificada a partir del polvo
Deni Lite 1Is, comercializado por la empresa Novo Nordisk, producida originalmente a partir de un
gen del hongo termofilico Myceliophthora thermophyla (MtL), expresado genéticamente en el hongo
micromiceto Aspergillus oryzae. Proceso desarrollado por el grupo de Berka en 1997. La proteina
seroalbimina bovina (SAB), el monometoxi polietilen glicol activado con cloruro cianurico
(PEGyy), el 4acido 2’2-azino-bis-(3-etil benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), 2,6-dimetoxifenol
(DMP) y el acido picril sulfénico (TNBS) fueron obtenidos de Sigma.

Extraccion y Purificaciéon de la Enzima Lacasa

Una muestra sélida de 50.0 g de polvo DeniLite IIs, fue suspendida en 200 mlL de solucion
amortiguadora de fosfatos 50.0 mM, a pH 6.0. La suspension fue agitada por 24 h, a 4.0 °C.
Posteriormente el solido, se separd por centrifugacion en tubos de 50.0 ml. usando una centrifuga
(Millipore) a 10000 rpm, durante 30 min y en frié. Se colecto el sobrenadante de dos lavados hasta
alcanzar un volumen de 250 mL. El sobrenadante fue concentrado por medio de un sistema de
ultrafiltracion con agitacion, usando una membrana (Millipore) con selectividad nominal de 10 kDa y
sujeta a una presion de N, de 5.95 bar, hasta un volumen aproximado de 5.0 mL. El concentrado
enzimatico fue dializado 4 6 5 veces con amortiguador Tris-HCI, 50.0 mM a pH 7.3 y centrifugado

nuevamente bajo las mismas condiciones.

El concentrado final fue filtrado al vacio a través de una membrana Millipore de 25.0 pm y después
fue eluido en una columna de intercambio i6nico de Q-Sepharosa (Hi-Prep 16/10 QFF, Bio-Rad,
capacidad maxima de 120 mg HSA/mL de gel), acoplada a un cromatégrafo FPLC (Bio-Rad). La
columna que se preequilibro con dos voliumenes de amortiguador de Tris-HCI, 50.0 mM, a pH 7.3 y

la muestra fue eluida con un gradiente lineal NaCl 0.5 M.

Las fracciones que presentaban actividad oxidativa de la lacasa fueron seleccionadas y nuevamente
concentradas por ultrafiltracion en las condiciones anteriormente descritas. Las fracciones con
actividad fueron acumuladas y fueron dializados dos veces con amortiguador de fosfatos 5.0 mM a

pH 6.0 en frio. La pureza fue analizada por electroforesis. Cabe aclarar que en cada etapa del proceso
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de purificacién, se midieron tanto la cantidad de proteina por el método de Bradford y la actividad

enzimatica con ABTS 0.50 mM como sustrato.

Determinacion de la Proteina Total (Proteina Unida al Colorante) Bradford

Las determinaciones de proteina se cuantificaron por el método de Bradford: tomando 800 uL de

solucién de lacasa disuelta en amortiguador de fosfatos 50.0 mM a pH 6.0 y afiadiendo 200 pL de
reactivo de Bradford (Sigma). La reaccion fue llevada a cabo en reposo por 5 minutos.
Posteriormente se determiné la absorbancia espectrofotométrica a 595 nm en celdas de cuarzo. Se
calcul6 la cantidad de proteina, tomando como base una curva patrén de seroalbimina bovina (SAB)

en solucién de amortiguador de fosfatos 50 mM, a pH 6. Las concentraciones de proteina fueron de

1.25, 2.5, 5.0, 8.3, 12.5 y 25.0 pg/ml.. Para cada una de las muestras colectadas en el proceso de

purificacion, la cantidad proteica fue estimada por interpolacion matematica a la curva patron

(Bradford, 1970).

Modificacion Quimica de la Enzima Lacasa con PEGsggo

La modificaciéon quimica de los grupos €-amino de los residuos aminoacidicos en la proteina MtL
purificada, se realizé con un exceso molar, 50 veces mayor del reactivo sobre el sustrato. Se uso
como reactivo al monometoxi polietilen glicol activado con cloruro cianarico (PEGy) y el sustrato
fue la proteina lacasa purificada. El reactivo se adicioné a 10.0 mL de una solucién amortiguadora de
boratos 40.0 mM a pH 10.0. Se uso una agitacion suave, a temperatura ambiente durante 2.5 horas.
Posteriormente la solucion de proteina modificada fue concentrada, en frio, por medio de un sistema
agitado de ultra filtracién, acoplado con una membrana Millipore con selectividad nominal de 40
kDa, utilizando una presiéon de N, de 3.95 bar, hasta alcanzar un volumen aproximado de 2.0 mL.
Entonces, la solucién fue dializada tres veces con amortiguador de fosfatos 5.0 mM a pH 6.0

(Garcfa-Arellano y col., 2002).
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Titulacion de los Grupos Amino Modificados con PEGsg00

El grado de modificaciéon de MtL-PEG, fue estimado por titulacion de los grupos amino residuales
con el reactivo acido picrilsulfénico llamado también trinitrobencen sulfénico (TNBS), a través de la
determinacion espectrofotométrica y por la formacion de grupos trinitrofenil derivados, usando el
método descrito por Habeeb (1966). Se tomaron 250 pl. de una soluciéon de SAB a concentraciones
entre 0.4 a 2.3 mg/mL. Se adicionaron a las enzimas nativa (MtL) y detivatizada (MtL-PEG), 250 pL
de una solucién al 4.0 % de NaHCO; y 250 pL de una solucién al 0.1 % de TNBS en agua. La
solucion fue incubada en tubos de ensaye a 40 °C por 2 h, con agitacion frecuente. Posteriormente se
agregaron 250 pL de una solucion al 10.0 % de dodecil sulfato de sodio (SDS) y 125 pl. de HCI 1.0
M, con agitacién constante. Las muestras fueron analizadas a una longitud de onda de 335 nm,
contra un blanco que fue tratado de la misma forma y que contenia 250ul. de agua, en vez de
solucion proteica. Se efectuaron los calculos tomando en consideracion el coeficiente de extincion

molar de 1.09 £ 0.01 x 10* M ecm™ del complejo formado (Ashihara y col., 1978).

Ensayo para Estimar las Constantes Cinéticas Km y Vmax de la Enzima Lacasa MtL
Yy MiL-PEGs000 con ABTS y DMP

Por separado se prepararon dos soluciones estandar de sustrato. La primera solucion con ABTS a
concentracion de 2.5 mM en amortiguador de fosfatos 50.0 mM y la segunda soluciéon con DMP a
1.5 mM en propanol al 10.0% en el mismo amortiguador. Posteriormente se etiquetaron tubos de
ensaye limpios y secos en una gradilla y se efectuaron diluciones sucesivas que contenfan la mitad de
la concentracion respecto al tubo anterior (Tabla 6). El volumen final de todos los tubos fue de
900uL. Se adiciono uno a la vez, 100uL. de la enzima y el tubo fue agitado. De inmediato fue
determinando el incremento de absorbancia, respecto a un testigo correspondiente en concentracion
de sustrato, pero que no contenfa enzima. Para cuantificar la actividad de la lacasa MtL y MtL-

PEGy,, las condiciones de medicién fueron las siguientes: A prs=420, €= 36000 M'cm™,

Moaip=469, €5,p= 49600 M'cm™" (Berka y col., 1997). Se efectud la lectura de la absorbancia a una
longitud de onda de 420 nm para el ensayo con ABTS y a 469 nm con DMP (Berka y col., 1997),
determinando la absorbancia cada 25 segundos durante 5 minutos, en espectrofotémetro modelo

Biomate 3 (Termospectronic). Una unidad de actividad enzimatica (UE), se definié como la cantidad
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de enzima que transforma un micromol de sustrato por minuto (umol mL"' min™). La actividad

especifica se definié como unidades de enzima por mg de proteina (UE/mg P).

Tabla 6. Ensayo para la determinacion de Km y Vmax de enzima lacasa nativa y modificada

Sustrato Enzima (8)
(L) (uL)
1 900 0 2.25 1.306
2 900 100 1.125 0.653
3 900 100 0.563 0.327
4 900 100 0.281 0.163
5 900 100 0.141 0.082
6 900 100 0.070 0.041
7 900 100 0.035 0.020
8 900 100 0.018 0.010
9 900 100 0.009 0.005
10 900 100 0.003

(B) Para elaborar testigo espectrofotométrico se adiciond amortiguador en vez de enzima

Nota: las diluciones fueron la mitad del tubo anterior por consiguiente en el Ultimo tubo se descartaron 900ul

Determinacion del Efecto del pH sobre la Actividad y Estabilidad de la Enzima

Lacasa

Se distribuyeron en tubos de ensaye diferentes cantidades la enzima nativa purificada, con el fin de
determinar el pH optimo para actividad de la lacasa con ABTS (Tabla 7). Los amortiguadores
correspondientes al pH de 3.0, 4.0 y 5.0 son de acetatos, los amortiguadores a pH 6.0, 7.0 y 8.0 son
de fosfatos y los amortiguadores a pH de 9 y 10 son de Tris-HCI-NaOH. Todos los amortiguadores
tuvieron una concentraciéon 50.0 mM. Para determinar el efecto del pH sobre la estabilidad, la enzima
lacasa nativa fue incubada durante 22 h a temperatura ambiente, en cada uno de los amortiguadores
ensayados, evaluando la actividad en diferentes tiempos durante la incubacién. La actividad se
determiné espectrofotométricamente a 420 nm con ABTS a 0.50 mM, por lapsos de 25 segundos

durante 5 minutos en un espectrofotometro modelo Biomate 3 (Termoespectronic).
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Tabla 7 . Ensayo del efecto del pH sobre la actividad de la lacasas de Novo Nordisk

H2O0 | Muestra Siringaldazina 0.5 mM

50 MM (uL) (1) (L) 6 ABTS 5.0 mM
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100
100 800 0 100
100 700 100 100

(B) Corresponde al blanco espectrofotométrico

Determinacion del Punto Isoeléctrico (pl)

La proteina purificada MtL fue disuelta en una disoluciéon de 2.0 mL de anfolitos de amplio intervalo
(pH 3.0-10.0) (Biorad) y fue complementada hasta 60.0 mL con agua desionizada. La disolucién fue
inyectada en un aparato de isoelectroenfoque Rotoford (Biorad), efectuando el corrimiento por un
periodo de 4 h a 15.0 W y hasta alcanzar un voltaje estable, a una temperatura de 4.0 °C, utilizando
como soluciones de intercambio NaOH 1.0 M y H,PO, 1.0 M (Dhugga y Ray, 1991). Las fracciones
generadas durante este proceso, fueron extraidas y colectadas al vacio y depositadas en tubos de
ensaye, determinando el pH en cada fraccién y cuantificando la actividad con ABTS 0.50 mM en
cada tubo, por periodos de 25 segundos durante 5 minutos. Concomitantemente se cuantifico la
concentracion de proteina por el método de Bradford. El ensayo para la determinacion del pl de la

enzima lacasa, se efectud por triplicado.
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Elaboracion de un gel en Condiciones Nativas y de un gel SDS-PAGE para la
Enzima Lacasa

Se prepard la solucion de polimero de acrilamida por combinacién de todos los reactivos elaborados
para la electroforesis, que son mencionados en la Tabla 10. Se necesita preparar el gel de separacion
y el gel de compactacion. Para elaborar el gel de separacion se afiadieron las soluciones en las
cantidades descritas por la Tabla 8, excepto el persulfato de amonio (PSA) (Bio-Rad) y N, N, N’, N*-
tetrametil etilen diamina (TEMED) (Bio-Rad), catalizadores que inician la polimerizacion de la

acrilamida y que se adicionaron al final de la mezcla, de acuerdo a las siguientes cantidades para un

gel al 10% (Tabla 8).

Tabla 8 . Preparacion del gel de separacion

Reactivo 12% 7.5% 10%
Aguo Destilada 3.35mL | 485mL | 3.95mL
1.5 M Tris-HCI<8.8 2.5mL 2.5mL 2.5mL
SDS al 10% (w/v) 100pL 100uL 100uL
Acrilamida/bis (30%) 4.0 mL 2.5mL | 3.33mL
PSA 10% (Fresco) 50uL 50uL 75ul
TEMED 5ul 5ul 7.5uL
Mondémero Total 10 mL 10 mL 10mL

Para hacer el PSA al 10% (disuelva 100 mg de PSA en 1 mL de agua desionizadal)

Para elaborar el gel en condiciones nativas se excluyé la solucion de dodecil sulfato de sodio (SDS)
en la mezcla y en las soluciones, adicionando el equivalente en agua desionizada. Para un gel SDS-
PAGE si se utiliz6 SDS y mercaptoetanol. Se agregaron al aparato de electroforesis, 4.0 mL de esta
mezcla para formar el gel de separacion, polimerizando en aproximadamente 45 minutos. Se debe
evitar que exista escape esta mezcla en el sistema hasta que la solucién se polimerice. Posteriormente
se prepard el gel de compactado combinado las soluciones mencionadas en la Tabla 9, se coloco el
peine y se afiadi6 esta solucién en el aparato, para que se polimerizara. Una vez polimerizado el
cuerpo del gel, se coloco en la camara de electroforesis y adicionaron 500 mL de amortiguador 1X de
corrimiento (ver solucién F en Tabla 10, se efectué una dilucién de 60.0 mL de la solucién F, que
contenia una concentraciéon 5 X, a pH 8.3 con 240 mL de agua desionizada), en almacén intermedio

de la camara, hasta un nivel mayor al de los pocillos formados y se retiro el peine.
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Tabla 9. Preparacion del gel de compactado al 4%

Reactivo 4% ‘
Agua Destilada 6 mL
1.5 M Tris-HCI<6.8 2.5mL
SDS al 10% (w/v) 100pL
Acrilamida/bis (30%) | 1.33 mL
PSA 10% (Fresco) 50uL
TEMED 10uL
Mondémero Total 10 mL

Se prepararon las muestras de proteina con una concentracién similar en una dilucién 1:4 con el
amortiguador de muestra en tubos de Ephendorf de 500 pL (solucién E en Tabla 10, para el gel en

condiciones nativas se omiti6 la adiciéon de SDS y mercaptoetanol), y se afiadieron 7.0 ul. de esta

mezcla en cada pocillo.

Para elaborar los geles para la determinaciéon proteica (SDS-PAGE), se efectuaron réplicas en
presencia de los agentes desnaturalizantes: mercaptoetanol y SDS, que fueron adicionados tanto en el
amortiguador de muestra (E), como el SDS en el amortiguador de corrida (F). Las enzimas nativa y
modificada se incubaron en un bafio Marfa a 95 °C durante 4 minutos, para que se efectuara el
desplegamiento proteico y se afiadieron con precaucion 3.0 pul. de estas muestras en cada pocillo del
gel, incluyéndose la muestra de un patron estandar de proteinas de bajo peso molecular (Biorad).
Tanto para el gel en condiciones nativas como para el gel SDS-PAGE, las condiciones de la
electroforesis fueron las siguientes: la fuente eléctrica se programé a 180 V durante 55 minutos y a
400 mA. Una vez que las muestras migraron, se desmonté el aparato y con precaucion se retiraron
las placas de vidrio, para separar el gel. Se procedi6 a lavarlo con agua desionizada y a revelar el gel

mediante la tincién con del azul de Coomassie o con la tinciéon con plata. (Laemmli, 1970).
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Reactivo Cantidad/ 50mL Cantidad/ 100mL
Acrilamida/bis (30% T, 2.67% C) 14.6 g 29.59
N, N-bis-metilenacrilamida 049 0.8
1.5M Tris-HCI pH 8.8
Tris-Base 18.15¢g 18.15
Agua desionizada ~80 mL
0.5M Tris-HCI, pH 6.8
Tris Base 69
H.Od 60 mL
10% de Dodecil Sulfato de Sodio
SDS 10g
H.Od 90 mL
40 mL Total 8 mL Total
Buffer de Muestra
. 5mL 1 mL
0.5 M Tris-HCI pH 6.8
L 19 mL 3.8 mL
H20 desionizada
. 4 mL 0.8 mL
Gilicerol
8 mL 1.6 mL
*10% w/v SDS
2mL 0.4 mL
*2 Mercaptoetanol
2mL 0.4 mL
1% Azul de Bromofenol (0.1g/10mlL)
Buffer de Corrida 5X pH 8.3 500 mL Total
Tris -Base 759 15g/L
Glicina 369 72 g/L
SDS 25¢g 5g/L
~ 450 mL agregar todos los reactivos y agitar levemente, Almacenar a 4°C. Si ocurre
precipitacién incubar a temperatura ambiente
Solucién de Revelado de Gel
Azul de Coomassie 0.1% 0.5 g/500 mL 0.1 g/100 mL
Metanol 40% 200 mL/500 mL 40 mL/ 100 mL
Acido Acético Glacial 50 mL/ 500 mL 10 mL/ 100 mL
Solucién de Destehido de Gel
Metanol 40% 200 mL/500 mL 40 mL/ 100 mL
Acido Acético Glacial 50 mL/ 500 mL 10 mL/ 100 mL

Tabla 10. Procedimiento y reactivos para la preparacion de geles de poliacrilamida (PAGE)

(Laemmli, 1970)
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Actividad Zimogrdfica de la Enzima Lacasa

Se utiliz6 el gel en condiciones nativas, el cual fue destinado a la determinaciéon zimografica de las
muestras de enzima lacasa original y modificada. Se evit6 la presencia de agentes desnaturalizantes en
todas las soluciones como son: el mercaptoetanol y SDS, asi como el calentamiento previo a la
colocacion de las muestras en los pocillos del gel. Una vez que se realizé la migracion de las muestras
enzimaticas en las condiciones descritas en la seccién anterior, el gel fue sumergido en una solucion
de actividad zimografica por 5 a 10 minutos(Tabla 11). La solucién contenia el sustrato enzimatico

con el fin de situar las bandas con actividad lacasa.

Tabla 11. Solucién de actividad zimografica para gel nativo

Cantidad

Amortiguador de fosfatos 50mM pH 6 | 1.5 mL

Agua Desionizada 12 mL

ABTS 0.5mM 1.5mL

Una vez que se generaron las bandas debido a la actividad enzimatica, el gel fue fijado en papel
celofan, primeramente suspendiéndolos en una solucion de glicerol al 10.0 % e isopropanol al 20.0%.
Posteriormente el gel fue retirado cuidadosamente de la solucién y junto con el papel celofan, se
colocaron en un cuadro extensor de acrilico, de manera que el gel quedard en medio de dos
celofanes. Posteriormente se procedi6 a secarlo por medio de un ventilador de aire caliente, durante
un tiempo de 20 minutos y una vez que se enfri6 el gel se recortaron las orillas del papel celofan, para

delimitar el gel

Estimacion de la Temperatura Optima de la Enzima Lacasa

La enzima purificada se incubé a las temperaturas de 10, 20, 30, 40, 45 50, 55 y 60 °C, en un
amortiguador de fosfatos 50.0 mM a pH 6.0 durante 2 minutos, para su inmediata determinacion
espectrofotométrica de la actividad, a una longitud de onda de 420 nm con ABTS 0.50 mM. La
medicién fue hecha en un espectrofotémetro UV-160A SHIMADZU, donde se registro la

absorbancia cada 25 segundos hasta un periodo de 5 minutos.
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La velocidad de reaccion fue calculada a las temperaturas indicadas y se determiné la constante de
activacion y desactivacion por medio de la ecuacion de Arrhenius, asi como la temperatura 6ptima de
actividad de la enzima lacasa. La ecuacion de Arrhenius es en teoria, el modelo mais frecuentemente
empleado, para relacionar la dependencia de la temperatura sobre la velocidad de reaccion en el

campo de las enzimas (Gutfreund, 1995).
A medida que aumenta la temperatura ocurren dos reacciones simultaneas:
1. La velocidad de reacciéon aumenta como sucede en la mayoria de las reacciones quimicas.

2. La estabilidad de la enzima disminuye por inactivacion térmica.

Las constantes de reaccién aumentan con la temperatura, de acuerdo con la ecuacién de Arrhenius.

Esta relacion se expresa matematicamente como sigue:

£=A exp Fa/RT

o en su forma lineal:

E, 1
log &= —+log A
23R T
La forma integrada de la ecuacion de Arrhenius es:
k, E] (T,-T))
log —= X
k23R T,T,

Donde,

k. y k= son las constantes especificas de reacciéon (activacién o desactivacion (min') a las
temperaturas T, y T,

A= factor de frecuencia o factor preexponencial (min™)

E,'= energfa de activaciéon o desactivacion (Kcal/mol)

R= constante universal de los gases (8.135 J/mol °K)

T= temperatura de incubacién (°K)
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Determinacion de la Termoestabilidad de la Enzima Lacasa en Solventes

Tanto la enzima nativa como la enzima derivatizada, se incubaron en ausencia y presencia de los
cosolutos a concentraciones de 10.0 % y 30.0 % (metanol, etanol, propanol y acetonitrilo) en un
amortiguador de fosfatos 50.0 mM a pH 6.0, determinandose la actividad de la enzima lacasa cada 30
minutos, desde 40.0 °C hasta 80.0 °C en intervalos de 10.0 °C, hasta obtenerse actividad nula e

indetectable.

La determinacién espectrofotométrica de la actividad para cada temperatura, fue obtenida en lapsos
de 25 segundos por un tiempo total de 5 minutos, a una longitud de onda de 420 nm, con ABTS 0.50

mM como sustrato enzimatico. Se estimé la constante de desactivacion £, por intrapolacion a la

s . —kit .
ecuacion de primer orden A=A, exp " alos datos experimentales.

Dicroismo Circular (CD) de la Enzima Lacasa

Las determinaciones espectropolarimétricas de la enzima lacasa se midieron en wun
espectropolarimetro marca Jasco modelo J-715 (Jasco Inc., Easton, MD), equipado con una celda
con agitacion, calentada por un controlador de temperatura, tipo Peltier (PTC-348W1) y el registro de
temperatura se efectud a través de un termopar. Las muestras de la enzima lacasa nativa y modificada
a una concentracioén de 0.2 mg/ml,, fueron disueltas en 50 mM de un amortiguador de fosfatos a pH
0.0, al igual que con etanol 10.0 % y también en una mezcla de propanol al 30.0%. Las mezclas que
fueron colocadas por separado en una celda de cuarzo de 0.10 cm de recorrido 6ptico. Se registraron
las elipticidades, como una medida de la elipticidad residual [0] (*) en los espectros de las muestras,
usando un amortiguador de fosfatos como testigo, desde un intervalo de longitud de onda de 190 nm
a 250 nm, con las siguientes condiciones: velocidad de registro 0.50 nm/min, resolucién 0.20 nm y
25.0 °C. Por otro lado se investigd el efecto de la temperatura sobre las estructura secundaria de las
muestras de proteina.

(*)La luzg polarizada en el sentido lineal puede ser desviada hacia la derecha o izquierda, cuando pasa por un
compuesto quiral. La lug que se desvia en sus componentes por la accion del compuesto, traza una elipse, siendo
elipticamente polarizada. Esta puede expresar de dos maneras, una es medir la diferencia de absorbancia de los dos

componentes. La otra es medir el vector tangente a los componentes vectoriales, para obtener la elipticidad (Fasman,

1996).
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Las transiciones térmicas de desnaturalizacion espectropolarimétrica fueron realizadas desde una
temperatura de 25.0 hasta 88.0 °C, con una resolucién de 0.20 °C, una velocidad de 1.0 °C/min, a
una longitud de onda fija de 202 nm. Se evaluaron los cambios de elipticidad en espectros antes y
después de las transiciones para investigar el efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria

de las muestras de proteina.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se trazaron endotermas calorimétricas del amortiguador de la enzima lacasa nativa y la enzima
modificada, obtenidas con un calorimetro diferencial de barrido MicroCal Inc. (Northampton, MA).
LLas mediciones se realizaron contra el testigo, que consistia en un amortiguador de citratos 5.0 mM,
a pH 5.0 y una muestra de enzima lacasa nativa y derivatizada con concentraciones similares de 2.0

mg/mlL disueltas en el mismo amortiguador.

Las muestras de proteina y amortiguador fueron desgasificados al vacio, con agitacién vigorosa.
Posteriormente, las proteinas fueron sometidas al desplegamiento desde una temperatura de 25.0°C
hasta 100.0 °C, donde la velocidad de calentamiento fue de 1 °C/min. Ambas celdas se encontraban
presurizadas con N, gaseoso y con presion de vacio en la chaqueta adiabatica de 0.0106 atm. Se
empleo el programa Origin (MicroCal), para el analisis de datos con el fin de restar la linea base de
los termogramas de un testigo y de las muestras, para el calculo de la entalpia especifica de

desnaturalizacion (Ah,,).
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CAPITULO V:
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Purificacion de la Enzima Lacasa

La enzima lacasa de M. thermophila (MtL), fue extraida del polvo Deni Lite IIs, muestra comercial que
fue adquirida a través de la empresa Novo Nordisk. El polvo fue tratado y analizado de acuerdo con

la metodologia descrita en la Figura 8.

Suspender Deni Lite lIs + Enzima, en Determinacion del
H20, agitar, 24 h, 4°C pl
1| <
\ 4 .
Centrifugar, 10,000 rpm, 30 min, pH opTlmo Y
> A O
—
Incubar 4°C, 30 min l
SDS-PAGE y
f El Sobrenadante, se filtré por | precipitado | — Zimografial0%
Membrana Millipore (0.4pum)
2y3 | <
4 Temperatura
Ultrafiltracion, (5.95 bar) N2 > Sptimay
termoestabilidad
4 | <
\4 )
. Determinacion
Intercambio idnico:100 X 16 mm > Kn Y Viax
<
v Estabilidad en
MODIFICACION CON PEGsqgo solventes
Filtracion en gel Supherdex > Dicroismo Circular
(10-600 kDa), 10-300 X 310 mm y Calorimetria

Figura 8. Proceso de extraccion a partir del polvo, purificacion y andlisis efectuados a la enzima

lacasa nativa, y modificacion de la enzima lacasa.

El proceso de extraccién fue ejecutado en frié para evitar la desnaturalizacion de la enzima. Al
disolver el polvo comercial por un tiempo prolongado, cierta cantidad de polisacaridos se redisuelve
en el amortiguador a temperatura ambiente. Estos polisacaridos se precipitan a temperaturas bajas, y
se realizé este proceso en frio para facilitar su separacion por la centrifugacion. El sobrenadante fue
concentrado por ultrafiltraciéon y por dialisis, debido a que en el extracto se encuentra el mediador
acido fenotiazin-10-propionico (AFP), originalmente presente en el Deni Lite IIs (Soares y col,

2001); este mediador puede aumentar la velocidad de oxidacion del ABTS durante la determinacion
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de la actividad. Por ello, se tuvieron dicrepancias en las determinacion de la actividad en las primeras
etapas de la purificacién (Tabla 12). El mediador AFP oxidado también es capaz de oxidar a su vez
otros colorantes (Villasefior y col., 2004), por lo que en las primeras etapas del proceso de extraccion
también fue dificil cuantificar la cantidad de proteina por el método de Bradford, ya que este reactivo
contiene azul brillante de coomassie. El AFP adquiere un color rojizo en su estado oxidado en
solucién, y es dificil de eliminar por didlisis a través del proceso de ultrafiltracion, quedando cierta
cantidad remanente en la solucidén concentrada; solo mediante la cromatografia de intercambio
i6nico fue posible separarlo (Figura 9: ver pico de adsorcién I), pues ese mediador fue colectado
en las primeras fracciones en la elucién del extracto. Durante el proceso de purificacién también se
tomaron muestras de 100 pL del extracto enzimatico (Figura 8), para estimar el factor de
purificaciéon. Es por ello que el calculo de este factor, se hizo a partir de la actividad observada

despues del proceso de centrifugacion, segin esta sefialado en la Tabla 12,

Tabla 12. Proceso de extraccion y purificacion de la lacasa

Actividad Rendimiento  Proteina Actividad Factor de
Total (U) x 103 (%) (mg) Especifica (U/mg) Purificacion
Deni Lite lIs 2.42 100 88.2 27.5

Centrifugacion 2.18 89.9 134 16.3 1.0
Ultrafiltracién 2.17 89.7 83.1 26.2 1.6
concentracion 1.75 72.1 74.6 23.4 1.4
Q-Sepharosa 1.60 65.7 59.9 26.6 1.6
Didlisis 1.51 62.5 50.9 29.7 1.8

La pérdida de enzima total al final del proceso de purificaciéon fue de aproximadamente 42.3%, sin
que se presentase disminuciéon en la actividad enzimatica especifica. Otro proceso alterno de
extraccion de la enzima lacasa, se llevé acabo por la precipitacién con acetona al 85.0 % (v/v) y fue
realizado en investigaciones efectuadas por Villasefior y col (2004). Ellos comprobaron que la
acetona afecta considerablemente la actividad de la enzima lacasa. Obtuvieron una actividad relativa

maxima del 63.0 %, recuperando el 95% de la enzima, pero con trazas de solvente.
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Figura 9. Purificaciéon de la enzima MiL. La elusidn de la proteina MiL en una columna de intercambio
ibnico de Q-Sepharosa, fue hecha usando 50.0 mM de Tris-HCL, a pH 7.3 con un gradiente de 0.50 M de

NaCl (). Se determiné la actividad ( -o-) y la absorbancia a 280 nm (- --).

La fraccién que mostré actividad oxidativa con ABTS 5.0 mM como sustrato, fue purificada en la
columna de intercambio iénico (Figura 9: pico de adsorciéon III), y concentrada por ultrafiltracion,
obteniéndose al término de este proceso un color azul intenso en la solucién, por la presencia del
cobre caracteristico del sitio activo de la enzima. Esta preparacion fue estable a temperatura de 4.0 °C
por tiempo prolongado, estando la enzima suspendida en amortiguador de fosfatos 50.0 mM, a pH
0.0. El factor de purificacién de la enzima fue aproximadamente 2 veces (Tabla 12). La pureza de la

enzima fue verificada por electroforesis SDS-PAGE con un gel al 10.0% (Figura 19).

Caracteristicas de la Enzima Purificada

Las caracteristicas principales que presento la enzima MtL purificada se describen a continuacién. Su
pl fue 3.77 (Figura 10) determinado por isoelectroenfoque, el cual discrepa ligeramente con lo
reportado en literatura (Berka y col., 1997) para la enzima lacasa recombinante rMtL obtenida de esta

misma especie el cual fue de 4.2.
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Figura 10. Electroenfoque de la enzima MtL. La determinacion del pl se efectud con anfolitos en

un gradiente de pH 3.0 a 10.0 y en las fracciones colectadas se estimd la actividad (-A-) y la

Tabla 13. Caracteristicas fisicoquimicas de algunas enzimas lacasa de hongos

Fuente Fingica ‘ pl pH 6pt. PM (kDa) Referencia
Ceriporiopsis subvermispora 3.4 5.0 71 Fukushima vy Kirk., 1995
Trametes villosa 5.0 5.5 63 Yavery col., 1996
Pycnoporus cinnabarinus 3.7 5.0 81 Eggert y col., 1996
Pleurotus eryngii, lacasa l y |l 41y 4.2 4.0 65 y61 Munoz vy col., 1997
Trametes sp PM1 (CECT 2971) 3.0 5.0 53.5 Mansur y col., 1997
Pleurotus ostreatus POXA1y POXA2 | 6.7y 4.0 7.0 54y 59 Palmieri y col., 1997
Recobinante M. thermophila 4.2 6.5 75-95 Berkay col., 1997
Coriolus hirsutus 4.0 6.0 55 Koroljova y col., 1998
Chaetomium thermophilium 3.9 nd 77 Chefetzy col., 1998
Coprinus cinereus 4.0 6.5 58 Schneidery col., 1999
Ganoderma lucidum 4.2-5.1 7.0 40-66 D'Souzay col., 1999
Pleurotus pulmonarius 3.95 5.5 70.5 Varela E. y col., 2000
Pleurotus ostreatus, var. Florida 2.9 6.5 59 Hublik y Schinner, 2000
Coriolus hirsutus 4.0 6.0 87.6 Koroleva vy col., 2001
Coriolus zonatus 4.4 5.0 85 Koroleva y col., 2001
Coriolopsis gallica 3.4 4.0 66 Vandertol y col., 2002
Rigidoporus lignosus 3.2 nd 53.4 Garavaglia y col., 2004
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La mayoria de las enzimas lacasas presentan en general un pl similar (Tabla 13), indicando que la
similitud existente en la estructura primaria. Los aminoacidos con carga pueden estar expuestos al
solvente en forma similar, estando muchos de ellos conservados entre esta clase de cuproproteinas
pertenecientes a las diferentes fuentes fungicas. Tal comparacion entre las enzimas lacasas de

diferentes hongos, se presenta en la Tabla 20 a través de alineamientos de su secuencia de

aminoacidos.
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Figura 11. Determinaciéon de la actividad de la enzima MiL respecto al pH. (A) Determinado con
ABTS 5mM (-A-) vy siringaldazina 0.5mM (-O-), como sustrato. (B) Estabilidad de la enzima MiL
incubada a pH 3.0 (m), 4.0 (1), 5.0 (A), 6.0 (¢), 7.0 (0) y 8.0 (A).

En lo que respecta a las caracteristicas cataliticas de la enzima MtL relacionadas con el cambio de
pH, esta enzima oxidé una solucién 5.0 mM de ABTS con un pH 6ptimo de 3.0, mientras que la
oxidaciéon de la siringaldazina 0.5 mM se realizo de forma 6ptima a pH de 7.0 (Figura 11 A). La
diferencia en el pH 6ptimo para la oxidacién de los dos sustratos es consistente con la hipotesis
propuesta por Berka y col. (1997), quienes estipularon que en la oxidacién de un sustrato la cinética
de transferencia de electrones en el sitio catalitico a un pH determinado, es mas importante al oxidar
los sustratos, que la afinidad por los mismos. Aunque los resultados obtenidos para esta tesis

demuestran que la oxidaciéon posiblemente difiere por baja estabilidad de la enzima respecto al pH.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DISOLVENTES EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LACASA MODIFICADA CON PEG 72



Esta enzima fue mas estable a pH de 7.0 a temperatura ambiente, con un 20% de pérdida de la
actividad relativa durante 25 h, pero a pH menor, se perdi6 la actividad relativa hasta en un 80% de
actividad inicial durante el mismo tiempo de incubacién (Figura 11 B). Los resultados fueron
drasticos utilizando amortiguadores a pH 9.0 y a pH 10.0, donde la actividad fue muy baja, por lo
cual no se graficaron. Con ello se confirma que generalmente las enzimas lacasa son del tipo

ligeramente acidofilo (Tabla 13).

Otras caracteristicas obtenidas en este trabajo para la enzima MtL, se resumen en la Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas fisicoquimicas experimentales de la lacasa MtL

pl: 3.77

Peso Molecular por Filtraciéon en Gel (Superdex)= 78.58 kDa

agMtL=124160L mol!' cm-!

indice de pureza (Azs0:Ass)=4.5
K= 49.5 uM (ABTS)
keat= 6.01x 102 571 (ABTS)

a calculado a fravés de la formula €=5540ntp+1480n1yr+134ncys (Shirley, 1995)

Conjugacion con PEGsooo de la Enzima Lacasa MiL

La enzima MtL fue modificada con 50 excesos de PEG;,, (activado con cloruro cianurico) por mol
de proteina (MtL-PEG,). El acoplamiento covalente de los grupos PEG;, activados a los grupos
g-amino de los residuos aminoacidicos de la lisina y grupos sulfihidrilos se efectué a pH 10.0 (ver
Figura 6). Las modificaciones que se efectuaron en la proteina lacasa se cuantificaron quimicamente
a través del método de los grupos amino libres con el acido trinitrobencen sulfénico (TNBS),

método aplicado por Habeeb en 1966 y descrito en los “Materiales y Métodos™.

Los resultados se exhiben en la Figura 12 e indican que se modificé el 54% de los grupos amino de
los residuos de lisina en la proteina MtL-PEG;,. Los calculos demuestran que sélo reaccionaron 15
residuos de lisina de las 16 que estarfan expuestos al medio en la enzima nativa y al mismo tiempo
reaccionaron 8 lisinas con PEG;,, en la enzima MtL-PEG,,. Estos calculos se obtuvieron al

comparar las pendientes obtenidas en los graficos de la Figura 12.
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ABS 335 nm

Se ha reportado que esta reacciéon de modificacién tiene un grado de selectivida bajo, puesto que
también existe reacciéon con grupos sulfihidrilo y que en algunas proteinas esta reacciéon con m-
PEGy, en particular (Wieder y col., 1979; Ashihara y col., 1978), conduce a una pérdida sustancial

de la actividad enzimatica. Este dltimo aspecto no se presentd en esta tésis.
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Figura 12. Curva estandar de la formacién de trinitro fenil derivados de A) SAB control interno del experimento, B)

enzima nativa (MtL) y C) enzima derivatizada (MtL-PEGsono). Se presenta la pendiente de la curva y el parametro R2.

Otra caracteristica determinada experimentalmente fue el peso molecular (PM) de la enzima MtL y
de MtL-PEGy. Esto se hizo se hizo por medio de la cromatografia de filtraciéon en gel, utilizando
una columna Superdex con limites de 10-600 kDa, equilibrada con amortiguador de acetatos 50.0
mM a pH 5.0. Las muestras se eluyeron con el amortiguador conteniendo 0.15 M de NaCl. Los

resultados para el calculo del peso molecular para las dos enzimas se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Determinacién del PM de la enzima MiL respecto a los estdndares de diferente PM.
(a) Curva estdndar de las proteinas (o) y ajuste lineal (- - -). (b) Tabla del coeficiente de elusién

de las proteinas estdndares y las enzimas lacasa nativa y modificada.

Por separado se eluyeron las muestras de enzima MtL y MtL-PEG,, y de proteinas estandar de
peso molecular conocido: citocromo ¢ (12.4 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), seroalbumina (66

kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kIDa) y amilasa (200 kDa), correlacionando el PM y el volumen de

elucion K.

La enzima lacasa MtL fue colectada entre los 12 a 17 mL, fracciones con actividad enzimatica elevada
que fueron corroboradas con ABTS 5.0 mM como sustrato y que se correlacionan con un peso
molecular aproximado de 78.5 kDa, calculado por interpolaciéon de la curva estandar. Sin embargo,
por SDS-PAGE (Figura 19) el PM determinado fue de 113 kDa Berka y col. (1997), argumentaron
que esta enzima se encuentra altamente glucosilada (entre 40-60%) y que las diferencias se deben a la
presencia de carbohidratos covalentemente acoplados a la enzima, lo que resulta en valores diferentes

del PM, comparando las técnicas de filtracion en gel y PAGE-SDS (Garcia-Arellano y col., 2002).

Es de resaltar que la mayoria de las lacasas presentan un PM promedio (Tabla 13) con un intervalo

de glucosilacion entre 30-50%, demostrando que existe una topologfa similar, caracteristica entre
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estas proteinas, conjuntamente con la propiedad de que sean excretadas por el micelio de los hongos.
La enzima lacasa MtL.-PEG,,, fue colectada entre los 10 a 12 ml. a las mismas condiciones en la
cromatograffa de filtraciéon en gel, que interpolaldo a la curva estandar (Figura 13), corresponde a un
peso molecular de 325 kDa, lo que discrepa con el PM obtenido por el método de electroforesis
SDS-PAGE al 10%, en donde la migraciéon de la enzima modificada fue similar a la enzima nativa
(ver figura 19), lo que confirman que la interaccién covalente del PEGy,, tiene un efecto sobre la
enzima lacasa. Es por ello que se calcul6 indirectamente el aumento del PM de este conjugado, a
través del método de grupos amino libres (Figura 12), obteniendo un PM de 116 kDa, lo que

corresponde a un incremento de 37.5 kDa atribuido al PEGy,.

En el analisis de los resultados para los ensayos subsecuentes, se presentan las comparaciones entre

la enzima MtL. y MtL-PEGy.

Temperatura Optima y los Pardmetros Cinéticos de MtL y MtL-PEGso00

Por lo que respecta a la temperatura, las enzimas muestran un 6ptimo de actividad a la temperatura
(Topp) de 70 °C, empleando ABTS como sustrato, lo que corrobora que la enzima MtL es termofilica
(Figura 14), resultado que es diferente al obtenido en literatura para la lacasa recombinante (rMtL) y

que fue de 60.0 °C (Berka y col., 1997).

La energfa activacién para la enzima nativa fue de 18 KJ/mol y para la enzima derivatizada de
aproximadamente 25 KJ/mol, lo que indica que la enzima MtL-PEG,,,, tuvo un 38 % mas de
activacion. La energia de desactivacion para la enzima nativa fue de —225 KJ/mol y para la enzima
modificada se obtuvo un valor de —139 KJ/mol, lo que indica que la enzima modificada de desactivo
un 62% menos respecto de la nativa, indicio sugerente de que el cambio en las propiedades cataliticas

son debidas la conjugacion.

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y DISOLVENTES EN LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LACASA MODIFICADA CON PEG 76



s LA

28 29 30 31 32 33
1/1x10°% (")

Figura 14. Determinacion de la temperatura optima de la enzima MtL (A) y ML-PEGsa00 (0). Se
muestra el ajuste de la activacién y desactivacion de las enzimas, a través del modelo tipo

Arrhenius (-----).

Para el analisis matematico de Arrhenius, las reacciones que estan controladas por la velocidad de
difusién tienen muy baja barrera de energia de activacion (20 a 40 KJ/mol), como caso de la enzima
MtL y MtL-PEGy,, (Gutfreund, 1995). Los parametros de activacion y desactivacién comparativos
se presentan en la Tabla 15. La energia de activacién fue similar en estas enzimas respecto con las
lacasas de diferentes especies fungicas, ello confirma que esta enzima es termofilica y que la

estructura primaria esta conservada en gran medida.

Para determinar los parametros cinéticos de la enzima lacasa MtL y MtL-PEG;, se utilizaron ABTS
y DMP como sustratos. Estas determinaciones fueron efectuadas a temperatura ambiente en mezclas
constituidas por diferentes concentraciones de ABTS (0 —2.5 mM) de amortiguador de acetatos 50

mM a pH 6.0, y DMP (0-1.5 mM) en propanol al 10.0%, resultados que se presentan en la Tabla 16.

Se cuantificé el incremento de absorbancia (A, ps=420, €= 36000 M'cm™

s Apyp=469, Epyp=
49600 M'em ™', Berka y col, 1997). Los datos se ajustaron a través del modelo cinético tipo

Michaelis-Menten, como se muestra en la Figura 15.
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Tabla 15. Pardmetros de activacion y desactivacion de la enzima lacasa nativa y MtlL-

PEGso000
; . Ea Ed .
Fuente FUngica Aa A Referencia
(KJ/mol) (KJ/mol)

MiLa 18 0.12 -224.3 9.6x10°%7
MtL-PEGs5000° 25 0.20 -138.5 7.8x10-24
RMtL 19 Berkay col., 1997
Coprinus cinereus 14 Schneidery col., 1999
Fomes fomentarius 17 Di Nardo y col., 2004
Curvularia sp 25 Banerjee y col., 1991
Botrytis cinerea 22 Slomczynski y col., 1995
Lentinula edodes 55 D' Annibale y col., 2000

Trametes hirsutus

Poliporus versicolor
Trametes versicolor 25-37 Fessenfeld, 1960
Pleurotus ostreatus

Rhus vernicifera

aLos pardmetros fueron ajustados por la rutina solver de Excel a fravés del modelo matemdatico de Arrhenius.
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Figura 15. Cinética tipo Michaelis-Menten a temperatura ambiente de la enzima MtL (A) y MtL-
PEGso00 (0), utilizando como sustratos (a) ABTS y (b) 2,6-Dimetoxifenol (DMP) este Ultimo disuelto
en propanol al 10.0% con amortiguador de fosfatos. También se presenta el ajuste de los datos

por a través de la rutina de Newton-Raphson, usando el programa “Solver” de Excel (----)
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Los parametros cataliticos de las enzimas nativa y modificada son diferentes a los de diversas
enzimas fungicas; estos efectos se han presentado en enzimas que se ha tratado con mutaciones
dirigidas (Xu y col., 1998) y modificadas con PEG como en la enzima lacasa del hongo Coriolopsis
gallica (Vandertol-Varnier y col., 2002). Posiblemente se presente un cierto impedimento estérico en
la interaccion del sustrato con la enzima modificada, porque las cadenas de PEG tienen un tamafio
de 5000, lo cual se refleja en una aparente disminucion de la afinidad por el sustrato si comparamos
el K, de ambas enzimas. Estos cambios pudieran deberse a una aparente modificaciéon del sitio
activo, por el impedimento estérico que provocan las moléculas de PEG y un cierto grado de rigidez
sobre la enzima. También debido al tamafio de la molécula de ABTS en comparacién con el DMP

(ver Figura 5).

Tabla 16. Constantes cinéticas de sustratos oxidados por las enzimas MiL y MtL-PEGsoo0

MtiL-PEGs000 Eficiencia
Km keat/Km Km keat/Km Catdlitica
Sustrato (uM) (s M) (uM) (sT M) Relativa
ABTS @ 6.01x10%2 | 495 1.21 x 107 3.76x102 | 71.2 5.29 x10¢ 1
DMPa 3.48x102 | 5.02 6.93 x107 8.73x 102 | 9.06 9.63 x107 1.5
ABTSP 3.7 x10¢ 0.43 8.6 x1012 8.3 x10¢ 0.25 3.3x 101 4
DMPP® 6.0 x107 3.50 1.7 x1013 1.0x108 1.60 6.2 x1013 4
SiringaldehidoP 2.7 x104 0.40 6.8 x1010 3.7 x108 0.14 2.6 x1014 3820
Por Especie fUngica
T. villosa ¢ 45.0+1.60 | 58 +8 7.7 x 10°
P. cinnabarinus ¢ | 15.3+0.83 | 18 £5 8.33x 10°
M. thermophilac | 7.33+5.0 |96 +5 4.05x 105
B. cinerea ¢ 0.38+0.03 | 288 1.36 x 104

a |os pardmetros cinéticos experimentales fueron ajustados por la rutina “solver” de Excel. P (Vandertol-Varnier y col.,

2002). < Determinado a 20 °C con ABTS (Li y col., 1999)

También es de resaltar el incremento de 1.5 veces, en la eficiencia catalitica de la enzima modificada
usando DMP como sustrato disuelto en propanol al 10.0% en amortiguador de fosfatos. Este
sustrato, clasico en la deteccién enzimatica de las lacasas, tiene propiedades aromaticas y no polares
considerables (Figura 5), y es una prueba fehaciente de que las propiedades de hidrofobicidad en la

enzima cambiaron con la conjugacion.
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La estimacién del numero de colisiones producidos entre el sustrato y la enzima muestra que, para
reacciones controladas por difusion, la constante de velocidad es de 2 x 10 * s' M (Gutfreund,
1995), por lo cual, se puede asumir que las reacciones catalizada por la enzima lacasa nativa y

modificada, para oxidar el compuesto ABTS y el DMP, estan controladas por la difusion.

Estabilidad Térmica de las enzimas MiL y MtL-PEGsoo00

Se llevé acabo el analisis de la estabilidad térmica entre un intervalo de 40-80°C, incubando la enzima
con metanol, etanol, propanol y acetonitrilo, al 10 y 30 %; los resultados se muestran en la Figura
16. Puede observarse que sélo existe un pequeno efecto de los cosolventes al 10 % sobre
termoestabilidad relativa de las dos enzimas, porque el cambio es minimo en las constantes de
estabilidad de las enzimas (Tabla 17), aunque globalmente la estabilidad es ligeramente mejor en

MtL-PEG;,, que en la enzima nativa (Tabla 18)

Este efecto protector similar a una “coraza”, ya ha sido reportado por el grupo de investigacion de
Vandertol-Varnier y Garcia-Arellano (2002), los cuales indican que las cadenas hidrocarbonadas del
PEG;, en el conjugado proteico, interaccionan con el solvente, lo que rigidiza la estructura proteica,

por el efecto de la interaccion del PEG con los solventes.

Relacionado con la estabilidad de las enzimas nativa y conjugada, se obtuvo que no existen
diferencias marcadas en la estabilidad. Aunque al efectuar la catalisis en solucién de propanol al 30%,

la estabilidad de MtL-PEG, es ligeramente mas notoria a una temperatura de 80 °C (ver Figura

16).
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Figura 16. Estabilidad térmica en un intervalo de temperaturas de 40 a 80 °C de las enzimas

lacasa MIL (A) ajustada (—) y MIL-PEGse00 (0) (---) en diferentes solventes. La estabilidad fue
estudiada a 10.0% y 30.0%
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Figura 16 (continuacion) . Estabilidad térmica en un intervalo de temperaturas de 40 a 80 °C de
las enzimas lacasa MIL (A) ajustada (—) y MIL-PEGso0 (0) (---) en diferentes solventes. La

estabilidad fue estudiada a 10.0% y 30.0%
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Tabla 17. Constantes de estabilidad en solventes al 10y 30 %
Actividad especifica (h-1)

T(°C) Nativa MtL-PEGso00 Nativa MtiL-PEGs000 Nativa MtL-PEGso00 Nativa MtL-PEGso00
Metanol 10 % Etanol 10 % Propanol 10 % Acetonitrilo 10 %
40 0.090 (£0.060) 0.03 (£0.01) [ 0.032 (+5.4x 1019 | 0.026 (+0.01) 0.21 (+0.19) 0.11 (£0.12) 0.16 (2.9 x 10?) | 0.18 (+0.01)
50 0.11 (£ 0.030) 0.10 (£ 0.04) 0.14 (+ 0.020) 0.086 (+ 0.02) 0.39 (+ 0.01) 0.24 (+ 0.06) 0.23 (£ 0.07) 0.26 (£ 0.08)
60 0.27 (£ 0.004) 0.27 (£0.01) 0.72 (£ 0.035) 0.46 (£ 0.04) 0.83 (£ 0.16) 0.50 (£ 0.02) 1.16 (£.02) 0.82 (£ 0.01)
70 1.08 (£ 0.05) 1.05 (£ 0.01) 5.93 (£ 0.037) 2.44 (£ 0.010) 433 (£1.13) 2.62 (£0.01) 5.25 (£ 0.09) 3.5(£0.01)
80 7.90 (+ 0.02) 3.32 (£ 0.01) 21.81 (+ 0.040) 25.63 (£0.70) | 24.51 (£ 1x103) | 9.34 (£1.00) | 14.68 (+2.0x109%) [ 9.7 (+0.35)
Metanol 30 % Etanol 30 % Propanol 30 % Acetonitrilo 30 %
40 0.3 (1.4x10%) | 0.05(+0.01) 0.4 (£9.1x10%) 0.22 (£0.01) 1.6 (£0.05) 0.9 (x0.10) 1.0 (1.7 x 109) 0.8 (£ 0.20)
50 0.6 (£ 0.054) 0.06 (£0.01) 1.2 (£0.01) 0.46 (£ 0.02) 1.9 (£0.43) 1.7 (£ 0.50) 2.4 (£0.01) 1.2 (£0.14)
60 2.9 (+0.56) 1.91 (+0.01) 4.7 (+0.01) 2.30 (+ 0.40) 3.2 (+1.34) 1.9 (£ 0.45) 5.3 (+.08) 2.7 (+0.03)
70 18.3 (+0.10) 8.60 (£ 0.01) 17.8 (£ 0.67) 511 (£0.11) 13.5 (£ 1.69) 5.4 (+0.90) 28.8 (£ 0.09) 5.5 (+0.03)
80 33.2 (£1.30) 11.54 (£ 0.05) 39.2 (£1.8x10%) 12.55 (£0.01) | 38.1 (+7.8x107) | 8.6 (+1.00) 23.7 (£1.70) 11.6 (£0.08)
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Figura 17. Grdficas de Arrhenius para la desnaturalizacién en mezclas de solvente orgdnico-

agua al 30%: con metanol (), etanol (O), propanol (A), acetonitrilo (¢0). A) Enzima MtL y B) MiL-

PEGs000. ki esta en min-1.
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Tabla 18. Energias de Activacion (E4') y Factores Preexponenciales (A) para la inactivaciéon
de MiL y MiL-PEGso00 €en mezclas de solventes @

I I S L

L W L 2
Amortiguador 59.9+1.8 18.9 24.03+1.0

Metanol 33.014.9 51.0 38.8+5.6 59.0
Etanol 27.241.4 42.7 23.612.6 36.2
Propanol 14.614.6 23.6 11.742.7 18.6
Acetonitrilo 20.2+1.8 32.4 14.0+1.5 22.2

a Los valores fueron determinados a través de una ecuacién de primer orden mostrada en la Figura 17.
Solventes al 30% en amortiguador de fosfatos 50 mM pHé.0.

Ed'y A representan los factores calculados con la ecuacién de Arrhenius.

En soluciones conteniendo el 30.0% de componente organico en solucién, el efecto de la
temperatura sobre £, que es la constante de desactivacién, muestra claramente una tendencia
dependiente de la naturaleza del cosolvente en solucién. Los resultados mostrados en la Figura 17
fueron obtenidos a través de la ecuaciéon de Arrhenius (In &= In A — (Ei/R) (1/T)). Los parametros se
presentan en la Tabla 18. Se aprecia que a temperaturas por debajo de los 70.0 °C, la eficiencia de la
desnaturalizacién de los alcoholes lineales se incrementa conforme el incremento en la longitud de la
cadena. El efecto de la desnaturalizacién proteica ya ha sido mostrado por el grupo de investigacion
de Mozhaev (1989), donde se atribuye este decremento a la disminucién de la fuerza de las
“interacciones hidrofébicas” en soluciones agua-alcohol y este efecto es aun mas intenso en
propanol. Cuando se emple6 acetonitrilo, la dependencia de la temperatura sobre £; fue similar a la
observada en presencia de propanol. En este caso en particular, es dificil relacionar el efecto del
solvente con las interacciones hidrofébicas, posiblemente entre en juego también la influencia del
acetonitrilo sobre los puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas importantes, alterando la
estabilidad de las enzimas. Con solventes de menor polaridad disminuye el factor de frecuencia (A),
por lo cual se hace mas lenta la inactivaciéon. También se puede observar, que con solventes de
menor polaridad disminuye la energfa de inactivacion, por lo cual el proceso se hace menos sensible

al aumento de temperatura.
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Cambios Espectrofotométricos del Sitio Activo.

El CuT, es llamado el cobre azul, y es caracteristico de las cuproproteinas como la plastocianina y la
lacasa. Este Cu absorbe a una longitud de 600 nm y es un sitio con conformacién geométrica trigonal
plana (Solomon, 1996). Se investigd el efecto de la conjugaciéon sobre este sitio catalitico de las
enzimas nativa y modificada. El acoplamiento covalente del PEG;,, en la enzima MtL motivé el
desplazamiento de la sefial de absorciéon maxima de 600 nm a 550 nm (Figura 18), reflejandose

también en el cambio de color de la enzima en solucién, de un intenso color azul a rojo.

Los cambios en la coloracion de las proteinas en solucién se han reportado en la enzima lacasa de M.
thermophila, cuando en investigaciones efectuadas por Palmer y col. (2003), fue mutado uno de los
residuos de aminoacido que estan involucrado con la estabilidad del sitio CuT). Estos investigadores
reemplazaron el residuo de leucinas; por histidina, provocando un cambio en la estructura
electrénica de este sitio importante e induciendo una distorsiéon de la conformaciéon trigonal a
tetragonal de los orbitales del Cu. La consecuencia de la mutacion en el sitio catalitico fue un cambio
de la coloracion del azul al violeta, debida al incremento en la fuerza del ligando que unen a este sitio

CuT, con el residuo de aminoacido.
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Figura 18. Espectro visible de las preparaciones enzimdticas de (A) MiL y (B) MtL-PEGsooo0. LOS
registros fueron obtenidos durante la incubacién a 70 °C durante: a) 0 h, b) 1.5h, c) 2.5, d) 3.5
hye)4.5h.
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Esto hace suponer que el acoplamiento covalente de moléculas de PEG;,, a los residuos
aminoacidicos modificados tiene un efecto sobre la totalidad de la proteina, lo que probablemente
incremente la rigidez y disminuya la movilidad estructural. Esto puede provocar un cambio en el

microambiente del Cu lo que ocasiona que la polaridad sea diferente.

Este desplazamiento espectral se observa en la Figura 18 (A y B: a), donde también se demostré el
efecto de la modificaciéon sobre la termoestabilidad de sitio catalitico. En particular se percibe una
mayor perdida de la sefial espectral maxima del sitio CuT) para la enzima original incubada a 70°C,

durante 4.5 h, respecto a MtL-PEG;,.

Efecto de la Conjugacion con PEGsoo sobre la Movilidad Electroforética y sobre la

Estimacion del Peso Molecular (PM).

Se estudio el efecto de la movilidad de las enzimas en dos tipos geles con una concentracioén de
poliacrilamida al 10.0%. Un gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y otro en condiciones
nativas. No hubo efecto de la modificacion con PEG;,, sobre la migraciéon de la enzima en un gel
SDS-PAGE, pero si en el gel de electroforesis en condiciones nativas, donde la enzima MtL-PEGy,
tuvo una menor migracion. Posiblemente el acoplamiento del PEG;,, tuvo un efecto de cambio
carga de la molécula que se reflejo en la movilidad de la protefna total. (Figura 19: Carril 1y 2).
Tocante al efecto del PEGy,, sobre el peso molecular aparente de la enzima, no se presentan
cambios apreciables en la migracion en el gel SDS-PAGE, ya que la migracion esta relacionada con el
peso molecular. Por otro lado, la determinaciéon del peso molecular de las dos preparaciones se
efectud a través de la cromatografia de filtraciéon en gel, aunque también se obtuvo una estimacion
poco confiable en la preparaciéon enzimatica modificada. Garcia-Arellano y col. (2002), atribuyen
estas discrepancias en la estimacion del peso molecular por SDS-PAGE y cromatografia de filtracion
en gel, al cambio en el volumen hidrodinamico de la proteina conjugada respecto a la proteina
original, lo que conduce a una gran reducciéon de su elucién en la columna de filtracién en gel. El
peso molecular de MtL-PEG,,, obtenido por electroforesis es de aproximadamente 113 kDa y por

cromatografia de 300 kDa.
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Figura 19. Perfiles de electroforesis SDS-PAGE (Tzquierda) y PAGE-nativo (derecha). Carril S:
marcadores de peso molecular, carril 1: enzima MIL y carril 2: enzima MtL-PEGso00 (por

duplicado)
Efectos de la Conjugaciéon con PEG Analizados por Dicroismo Circular (DC)

Los efectos de la modificacion proteica sobre la estructura secundaria y global se pueden estudiar por
el método de dicroismo circular (DC). A través de la desviacion de la luz polarizada, debida a las
moléculas quirales como son los residuos de aminoacidos en las proteinas, se pueden medir estos
cambios en la estructura secundaria y global, como una medida del parimetro de elipticidad ()
respecto a la longitud de onda. Estos experimentos se realizaron en el intervalo de longitud de onda
entre 180 nm a 250 nm, para efectuar una comparacion en la estructura secundaria de la enzima
original y la enzima modificada. El estilo de las curvas obtenidas para la proteina original y la
pegylada en amortiguador de fosfatos, se presenta en la Figura 20 D y G respectivamente,
declarandose similares a la sefial de elipticidad en dicrofsmo circular para una proteina que posee un
plegamiento rico en conformacién hoja B (Fasman D. G., 1996). Esto indican que la modificacién no

provoco cambios significativos en la estructura secundaria de las preparaciones estudiadas.

Se realizaron otros analisis por DC, en el intervalo de longitud de onda de 195-250 nm, en ausencia y
presencia de 10% de etanol y 30% de propanol (Figura 20: A-I). Los ensayos se efectuaron
registrando la elipticidad a temperatura ambiente y la elipticidad después de una transiciéon térmica a
88°C. Los resultados obtenidos en los solventes estudiados mostraron que en forma general, existen

pocas diferencias en la estabilidad en las dos preparaciones. Con amortiguador se presenta un mayor
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desplegamiento, porque las diferencias de espectros muestran una sefial mas intensa; inducidas por el
cambio térmico aplicado a las dos enzimas (Figura 20: A). Cuando se utiliz6 etanol y propanol para
estimar las diferencias espectrales (Figura 20 B y C), se observa que no existe un efecto significativo
sobre la estructura secundaria. En propanol al 30 % como cosoluto, la enzima modificada (Figura
20 F) y la enzima original (Figura 20: I), muestran poca pérdida de la estructura secundaria, pero en
la enzima MtL-PEG,, es menos marcada porque se obtuvo una sefial menos intensa a una A~215
nm. Mientras que en amortiguador (D y G) y en etanol al 10% (E y H) la pérdida de estructura

secundaria es mayor.

Por otro lado, los cambios en la estructura secundaria son notorios a una longitud de 202 nm, por
ello se efectuaron los analisis de las transiciones térmicas a través del DC a esta longitud de onda. Las
transiciones térmicas que se efectuaron en las dos proteinas se practicaron desde un intervalo de
temperatura de 20 a 90 °C (Figura 21: A, B y C). Los comportamientos registrados muestran que el
desplegamiento en las dos proteinas son similares en presencia de amortiguador y etanol al 10.0%
(Figura 21 A 'y B), pero se observé un mayor efecto de la temperatura sobre el desplegamiento para
la enzima nativa en propanol al 30.0% (Figura 21: C). Este resultado es aliciente, para comprobar
que si existe un pequefio cambio en las caracteristicas hidrofébicas y de termormotolerancia en la
enzima modificada. Otros analisis fueron efectuados a una longitud de onda de 250 a 300 nm, que
permite analizar el desplegamiento térmico por el registro de la elipticidad predominante de los
residuos de los aminoacidos aromaticos, residuos que contienen cadenas laterales que influyen
considerablemente la sefial de elipticidad y que permiten inferir los efectos sobre la estructura
terciaria en las proteinas. En la Figura 22: A se presentan los registros DC de las dos preparaciones.
Se destaca un ligero corrimiento de la banda de aproximadamente 283 nm, hacia el UV lejano en la
proteina derivatizada a temperatura ambiente. Los espectros desaparecen en los registros de DC a
temperatura de 80 °C (Figura 22: A). Los resultados indican que la modificaciéon no induce cambios
significativos en la estructura terciaria de la proteina. También se efectuaron transiciones térmicas a
una longitud de 290 nm en las dos preparaciones; el registro del DC cambi6 gradualmente desde una

temperatura de 20 °C hasta 90°C (Figura 22: B).
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Figura 20. Diferencia de espectros de DC inducida por un cambio térmico en la enzima nativa

(=) y modificada(=—) (88°C-20°C) en A) fosfatos, B) etanol 10% y C) Propanol 30%. Espectros de

la enzima MiL-PEGsoeoo (D, E, F) v MIL (G, H, 1) en amortiguador, etanol 10 % y propanol 30 %

(respectivamente), a 20 °C (==) y 88 °C (—); determinaciones efectuadas desde un intervalo de
longitud de onda de 185-250 nm.
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Figura 21. Transiciones térmicas en A) Fosfatos a pH 6.0, 50.0 mM, B) etanol 10.0 % y C) propanol

30.0 %, para la enzima nativa (-=--) y MtL-PEGs000 (=) a A =202 nm.
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Figura 22. A) Espectros DC de la enzima nativa (tridngulos) y MtL-PEGsoo (circulos) en
amorfiguador a 20 °C (marcas en blanco) y 88 °C (marcas rellenas) en un intervalo de 245-310

nm. B) Transiciones de DC de la enzima nativa (----) y MtL-PEGso00 (——) a A =290 nm.

Cambios de Entalpia entre MiL y MiL-PEGso0 por Calorimetria Diferencial de Barrido
(DSC).

Los analisis comparativos de los graficos generados por calorimetria diferencial de barrido, de la
enzima nativa y MtL-PEGy,,, nos proporcionan mayor informacioén respecto a la adquisicion de
nuevas propiedades como son la estabilidad térmica. El método DSC nos permitié investigar si la
entalpfa calorimétrica, representado por el area bajo la curva (Sturtevant, 1987), fue diferente con la
union PEG;,. El desplegamiento en los termogramas obtenidos por DSC (Figura 23), demostrd
que Abey, (por gramo de proteina) es 6 veces mas pequefio en las enzimas nativa y modificada,
respecto a la lisozima; esta dltima como proteina de comparaciéon. El parametro del proceso
endotérmico de desplegamiento (A/,;) para todas las preparaciones ensayadas fue calculado por
medio del programa computacional Origin. LLos resultados comparativos de las proteinas estudiadas

se presentan en la Tabla 19.
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Tabla 19. ParGmetros de desple

Proteina Tm (°C)
(cal/g)
Lisozima 76.15 10.8
MtL 97.6 1.8
MtL-PEGsg00 99.3 1.3

Comparativamente, el Ahg,, en las dos enzimas es semejante, aunque la temperatura de
desplegamiento endotérmico maxima (T,) para la enzima MtL-PEG,,, se encuentra 3 °C por
encima de la proteina nativa (Figura 23). Es de resaltar que el proceso de desplegamiento por
temperatura fue irreversible, con pérdida de la actividad total en la enzima nativa, aunque la

modificada solo mantuvo un 5% de su actividad original.

50 60 70 80 90 100 110
T(°C)

Figura 23. Termogrdmas de DSC de las proteinas lisozima [3 mg/mL] en un amortiguador de
glicina-HCI 0.1M, a pH 3.0 (O); enzima nativa (- - -) y MIL-PEGs000 (--—-) [3.5 mg/mL] en un
amorfiguador de citratos 5 mM, a pH 5.0. EIl Ceexr fue obtenido por referencia con el

amortiguador.
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Andlisis de Homologia de las Estructuras de las Enzimas Lacasa

La homologia entre proteinas es importante si se requiere comparar ciertos residuos de aminoacidos.

Estas comparaciones se mostran en la Tabla 13 y en las Tablas 20 y 21.

La enzima lacasa de M. thermophila es una proteina globular de 620 aminoacidos (Berka y Col., 1997),
que estructuralmente tiene 2 dominios con caracteristicas intrinsecas de termoestabilidad; sus
homologos fungicos tienen capacidades considerables de oxidacién cataliticas para compuestos

fenolicos.

Tabla 20. Secuencias de fragmentos N-terminal comparativas en las enzimas lacasas de
diferentes hongos

Hongo Secuencia
P. cinnabarinus Al GP V ADLTLTNAAV SPDGTFEFS
T. versicolor MiAl GP V ASL VVANAPVSPDGTFEFIL
Mmictr GpP v ADLTI T DAAV SPDGTFS
(|1 ¢ pPp Vv ADLTI T DAEV SPDGILS
Basidiomicete PM1 S 1 GP V ADLTI S$NGAV SP
C. hirsutus Al GPTADLTI S NAEV SP G F A
C. suvermispora Al GP VT DL EI T DAFUV SFP G P
P. radiata S 1 GP VT DFHI VNAAVSFP
A. bisporus bT - KTFNFDVNTRIL A
N. crassa G GGGGCNS PTNRQCWSP
C. neoformans X K T bES PEAVS DNYMPK
Pleurotus eryngii () |A X K K L - D F H I | NN
(MmiJ1A T K K L DF HI I NN
Pleurotus ostreatus (I) |A I G P T G D M Y | V N E
MmiA 1 G P T G NMY | V NE
(Eggert y col., 1996; Giardina y col., 1999)
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Tabla 21. Secuencias amino en el sitio catalitico de la enzima lacasa en diferentes hongos
Alineamiento de Secuencias

Hongos CUT3 CuT1 CuT3 cul cum | E° (V)
Scytalidium thermophilum S06H  C H I AW H VS G G L57]0.51
Myceliophthora thermophila |502H C H I AW H VS G G L583|047
Rhizoctonia solani %%%H C H IDW H L E A G L4071
Trametes villosa %2 C H IDF H LE A G F4|078
Polyporus versicolor 4524 C H I DF H L E A G F2|079
Ascorbato oxidasa (Zucchini) | 5%H C H I EP H LHMG M7034

(Xu y col., 1998)

Bertrand y col. (2002), investigaron el grado de similitud en las enzimas lacasas de los hongos
Coprinus cinereus, Rigidoporus lignosus y Trametes versicolor (Figura 2) y encontraron, por superposicion

espacial de las estructuras enzimaticas, una gran similitud en la estructura terciaria.

Por otro lado, las secuencias de fragmentos N-terminal se encuentran bastante conservados. Esto se
pueden observar en la Tabla 20, lo que indica la semejanza y cierto grado de identidad entre las

lacasa de diferentes especies de hongos.

Es necesario precisar también la similitud de los aminoacidos que interaccionan con dos de los tres
cobres que conforman al sitio activo de las lacasas (Tabla 21). Los aminoacidos alifaticos e
hidrofébicos dominan la estructura en la cavidad del sitio activo y se puede inferir que de sus
interacciones con los CuT, y CuT; depende en gran medida el potencial redox de las enzimas
provenientes de diferentes fuentes fungicas. Una metaloproteina similar a las lacasas, que también
posee los Cu en el sitio activo, perteneciente a la familia de las oxidoreductasas, es la ascorbato
oxidasa. Es de notarse el residuo de metionina 517 en el CuT, (Tabla 21), perteneciente a esta
enzima, ya que posiblemente la interaccién de este residuo con el cobre, disminuye el potencial

redox.

Modelamiento de la Estructura de la Enzima Lacasa de M. thermophila por Homologia

Se investigo, a través de las herramientas que nos proporciona la bioinformatica, la homologia de la
enzima MtL con otras lacasas. La Tabla 22 muestra una comparacion del porcentaje de
alineamientos idénticos de residuos de aminoacidos de la enzima lacasa MtL con otras proteinas.

La homologia mas fuerte con la lacasa MtL, la present6 la enzima lacasa del hongo Melanocarpus

albomices, cristalizada por el grupo de investigacion de Hakulinen (2002). Esta enzima es 85% idéntica
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con la enzima trabajada en esta investigacion, lo cual es de ayuda para el modelamiento
tridimensional por homologia. Aunado a esto, recientemente se han determinado las estructuras
cristalinas de otras lacasas fungicas como Coprinus cinerens en su forma suprimida del CuT, (CcL)
(Ducros y col., 1998), Trametes versicolor (IvL) (Piontek y col., 2002), Picnoporus cinnabarinus (PcL)
(Antorini y col., 2002) y recientemente la enzima lacasa codificada como 1V10 que pertenece al

hongo Rigidoporus lignosus (Garavaglia y col., 2004), proteinas reportadas con una topologia de tipo

hoja B, que esta enteramente relacionada con otras cuproproteinas como la azurina o plastocianina.

gas con la enzima lacasa MtL
Alineamientos

Tabla 22. Alineamientos* de proteinas homolo

Proteina /origen Positivos % | Idénticos @ %
Lacasa de Melanocarpus albomyces 475/559 | 85 | 419/559 | 75
Lacasa de Coprinus cinereus (CuT2-depleted) 237/512 | 46 | 169/512 | 33
Lacasa de Trametes versicolor (complejo xilidina) 242/514 | 47 | 176/514 | 34
Lacasa de Trametes versicolor (Oxidada) 228/501 | 45 | 154/501 30
Ascorbato oxidasa (Forma azidal) 120/262 | 45 72/262 27
Mutante M44L oxidasa CueO 188/493 | 38 | 112/493 | 22
Oxidasa de E. coli 187/493 | 37 | 112/493 | 22
Cota de Bacillus subtilis 157/427 | 36 | 108/427 | 25
Nitrito reductasa D92n de Alcaligenes xylosoxidans 41/85 48 27/85 31
Ceruloplasmina Humana 31/87 35 24/87 27
Hemaglutinina neuraminidasa virus influenza 43/94 45 21/94 22
C terminal Nitrito reductasa de Achromobacter 18/29 62 11/29 37
Cadena A Nitrito reductasa de Alcaligenes faecalis | 18/30 60 11/30 36
Ferredoxina 24/52 46 16/52 30

*Los alineamientos son resultados de la bUsqueda por base de datos Blast-FAQs 2.2.9
(Altschul y col., 1997)

Se encontraron un total de 6 residuos de histidina coordinados con los dos CuT); en forma simétrica
que fueron visualizados en la estructura de MtL por computadora. Ello concuerda con otras
estructuras secundarias del sitio catalitico de los homodlogos fingicos, muy posiblemente el
mecanismo de oxidacién y reoxidaciéon de sustratos esté relacionado con el propuesto en las
investigaciones por Solomon en 1996.

Debido a que se conocen los aminoacidos que conforman a la enzima lacasa de M. thermophila en esta

investigacion y a que existe alto porcentaje de similitud con la lacasa de M. albomyces, se efectué un
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modelado  tridimensional ~ por homologia a  través del programa  Swiss Model

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

Los resultados del modelado de la estructura tridimensional de la enzima lacasa MtL (Figura 24),
son similares a la conformacién mayormente de hoja B de otras enzimas lacasas, como la enzima que
producen los hongos Rigidoporus lignosus, Coprinus cinerens y Trametes versicolor (Figura 2), con dos

dominios estructurales.

Se analizaron los residuos de aminoacidos, que componen al sitio activo de la estructura obtenida por
homologfa, a través del programa Viewer Lite 5.0, proporcionado por Accelrys
(http:/ /www.accelrys.com). Los residuos aminoacidicos que interaccionan con los sitios Cu T, T, y

T, son similares a los que se presentan en la Tabla 21.

Figura 24. Representacién tridimensional de la enzima lacasa MiL. A) Se representa
esquemdticamente las regiones de estructura secundaria: El sitio catalitico de Cu, se representa
por esferas color verde, estructuras a-helice representados por cilindros color rojo y Hojas B de

color azul. B) Representacioén tridimensional de los residuos de lisina en la proteina (amarillo).
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CAPITULO Vi
CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos y discutidos en esta tesis muestran que las propiedades originales de la

enzima lacasa de Myceliophthora thermophila son alteradas por el acoplamiento covalente del PEGy,

aumentando la hidrofobicidad de la proteina y mejorandoi su estabilidad frente al calentamiento,

debido a que la:

)

b)

)

La eficiencia catalitica relativa de oxidaciéon de los sustratos clasicos de esta enzima, se
incrementé en razén de 2 veces.

En presencia de alcoholes como el metanol, etanol y propanol, se observa un efecto
estabilizante del PEG sobre la enzima. La enzima conjugada fue més estable que la
enzima nativa, cuando se ensayé con una solucién amortiguadora y también resistid
mejor el efecto desnaturalizante de los alcoholes de cadena corta (metanol, etanol y
propanol). Esta estabilizacién quizas este relacionada con el caracter anfifilico del PEG;,
y por el aumento entre las interacciones de su cadena hidrocarbonada, con las
pertenecientes al alcohol de cadena mas larga: como es el propanol.

Aparentemente la carga total de la enzima se ve afectada, probablemente por el efecto del
acoplamiento del PEGy.

El PEG;, provoca un desplazamiento de la sefial espectral maxima hacia una longitud
de onda menor del CuT,, posiblemente por un inherente aumento de la rigidez y
disminucién de la movilidad en la estructura terciaria de la proteina. La derivatizacion
patece que no tiene efectos sobre la estructura secundaria de tipo hoja B de la proteina
lacasa.

El desplegamiento térmico de la enzima modificada es menor, lo que manifiesta un
aumento considerable de la estabilidad de la enzima lacasa, en propanol al 30%

El éxito de los nucledfilos expuestos (lisina o cistenina) aparentemente se debe a la
eficiencia de la reacciéon de modificacion, ya que solo se obtuvo aproximadamente el 54
% del acoplamiento covalente de las moléculas de PEG;,, a los grupos g-amino de los
residuos de la lisina, que aparentemente porque no todos los residuos se encuentran
expuestos al solvente. Los resultados pueden ser explicados a través de la estabilizacion
entropica, porque el PEG causa una movilidad restringida de las cadenas laterales de lo

residuos de aminoacidos, lo que provoca un sitio activo mas estable.
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Quiza la reaccion de modificacion presentada en esta investigaciéon, conduzca un un modesto
incremento en la termoestabilidad y una disminucién en la desnaturalizacién causada por solventes
organicos, pero este efecto podria ser importante para aplicaciones industriales con la enzima lacasa.
Puede ser interesante probar tipos de PEG de peso molecular mayor, e inclusive otros agentes
acoplantes para incrementar la eficiencia en la conjugacion y obtener con ello una mayor estabilidad
en solventes. Esto modificara la constante dieléctrica (€) de la enzima conjugada, por la interaccion
de las cadenas laterales de PEG con solventes con una hidrofobicidad mayor. Las espectativas
podrian extenderse en el intento de exponer un nimero mayor de lisinas al solvente a través de la

mutagenesis dirigida de genes expresados y clonados en esta fuente fungica importante.

Esta investigacion sugiere que se empleen otros PEG de cadena variable, con el fin verificar el efecto
sobre el numero de lisinas modificadas, asi como utilizar otras enzimas lacasas de fuentes fingicas
diversas, para comprobar el efecto termoprotector del PEG. Ademas la expectativa de proponer un
modelo tridimensional del conjugado simulando los efectos de esta molécula sobre la proteina. El
proceso de derivatizacion como tal es un proceso mas que probado por diversos grupos de
investigacion para estabilizar enzimas y los resultados han sido variables. Debido a ello, ha
aumentado la busqueda de enzimas con propiedades atractivas para las aplicaciones de este tipo de
proceso. La aportacion de resultados de esta investigacion acerca de la modificaciéon de una enzima
termofilica, permitira avanzar sobre el empleo de la catalisis de oxidacién en ambientes no acuosos y

con solventes mas apolares como las gasolinas.
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