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RESUMEN

Se purificaron 6 proteasas del abulon azul, Haliotis fulgens, las cuales se denominaron
A, B, F,G,H y J. Estas mostraron pesos moleculares de 24000, 24000, 29000, 32000, 25000 y
17000 daltones respectivamente, puntos isoeléctricos de 7.81, 7.10, 3.72, 3.8, 402y 6.61 y
coeficientes de extincion de 3.77, 3.12, 2.78, 0.93, 1.3y 2.78.

Los resultados indicaron que las proteasas B, J, F y G tienen caracteristicas de proteasas
de la familia de las serinicas, la A es del tipo de la quimotripsina y la H es del tipo de la

carboxipeptidasa A.

Por otro lado, a partir de sus espectros de dicroismo circular en la zona del uliravioleta
lejano (183-260 nm) se pudo determinar que las protcasas A y J tienen mayor porcentaje de
hojas b antiparalelas, mientras que en las fracciones F, G y H predomina la o hélice.

Estas proteasas presentan baja especificidad ya que actian sobre diferentes sustratos y

son inhibidas por diferentes compuestos. Ademas, precipitan cuando se encuentran a altas

concentraciones.
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1.0 INTRODUCCION

1.1 Proteasas

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos que
forman la estructura primaria de las proteinas (Dixon y Webb, 1979). Se encuentran en
microorganismos, plantas y animales. En animales superiores, las proteasas estan involucradas
en varios procesos fisiologicos incluyendo la digestion, activacion de proenzimas o
prohormonas y mecanismos de defensa, como la coagulacion de la sangre y la activacion o
inactivacion de proteinas por simples eventos proteoliticos. En todos los casos, las proteasas
son responsables de la "modificacion de proteinas" (Garcia-Carrefio, 1992; Beynon y Bond,
1989). Las proteasas, también llamadas hidrolasas peptidicas, incluyen a todas las enzimas que
rompen enlaces peptidicos. Posteriormente estas fueron subdivididas en exopeptidasas (o
peptidasas), enzimas que rompen los enlaces peptidicos en los extremos amino o carboxilo, y
endopeptidasas (o proteinasas), que son aquéllas que rompen enlaces peptidicos internos. No
obstante, las proteinasas o endopeptidasas, que son el principal grupo a nivel industrial son
llamadas proteasas por simplicidad (Beynon y Bond, 1989).

La clasificacién de las proteasas difiere notablemente de la usada en la nomenclatura de
enzimas, debido a su baja especificidad por el sustrato (Garcia-Carrefio, 1992). Primeramente
se clasificaron de acuerdo a su peso molecular, carga o especificidad por el sustrato. Un
sistema maés racional de clasificacion se basa en una comparacion del sitio activo, mecanismo
de accién y estructura tridimensional. A la fecha se han reconocido cuatro clases mecanisticas
por la Unién Internacional de Bioquimica y dentro de estas clases, seis familias (Tabla I). Cada
familia tiene un grupo caracteristico de aminoacidos funcionales ordenados en una

configuracién particular para formar el sitio activo (Beynon y Bond, 1989). Los miembros de



cada familia se cree que descienden de un ancestro comin por evolucion divergente (Neurath,

1989; Polgar, 1987, Walsh y Wilcox, 1970).

TABLA L. Familias de enzimas proteoliticas (Tomado de Neurath,1989)

Quimotripsina Asp@ Ser!®5, HisY
Proteasas serinicas I Tripsina
Elastasa
Proteasas serinicas Il Subtilisina Asp2 SerZ! His™
Papaina Cys?, His!®, Asp!®
Proteasas cisteinicas Actinidina
Catepsina B y H del higado de ratzJ
Penicilopepsina AspS, Asp?D3
Proteasas asparticas Proteasas acidas
Renina
Metaloproteasas I Carboxipeptidasa A Zn, GluZ®, Tyr?®
de bovino
Metaloproteasas I1 Termolisina 7n, GluM3, HisD!

1 1 ntumero de los residuos corresponden a la secuencia de aminoécidos de la enzima remarcada con
negro.

Las proteasas serinicas tienen un residuo de serina en el sitio activo, asi como histidina
y acido aspartico, las cisteinicas se caracterizan por tener un residuo de cisteina en el centro
catalitico. Por otra parte, las proteasas asparticas presentan un residuo de acido aspartico en el
sitio activo y presentan una maxima actividad a pH acido. Las metaloproteasas poseen un
residuo de acido glutamico en el sitio activo y requieren un catién divalente como el zinc
(Zn*2), calcio (Ca*?) o magnesio (Mg*?) para catalizar la hidrolisis del enlace peptidico
(Garcia-Carrefio, 1992).

Segtin su mecanismo quimico de catélisis, las proteasas se pueden agrupar en: aquéllas
que forman complejos covalentes entre la enzima v el sitio de hidrolisis del sustrato (proteasas
serinicas y cisteinicas); y las que no forman complejos covalentes enzima-sustrato (proteasas
asparticas y metaloproteasas). Esta distincion es de particular importancia debido a que tiene

una marcada consecuencia en el mecanismo de inhibicion. Las primeras tienen aminoacidos



fuertemente nucleofilicos en su sitio catalitico, por consiguiente, sus inhibidores deben poseer

grupos altamente electrofilicos. Las proteasas que forman complejos no covalentes presentan

una catalisis general acido/base por el ataque de una molécula de agua, por lo tanto, los
residuos cataliticos carecen de una fuerte nucleofilicidad. Los inhibidores que requiere este
segundo grupo deben formar complejos que incluyan mas interacciones de enlaces secundarios

a lo largo de la hendidura del sitio activo y en los estados de transicion analogos (Dunn, 1989).

Los inhibidores a su vez pueden ser de dos tipos segin su naturaleza: (i) inhibidores de bajo

peso molecular, los cuales bloquean irreversiblemente un aminoacido catalitico en el sitio

activo o quelan el cation requerido; y (ii) inhibidores naturales (proteinas de alto peso
molecular) los cuales generalmente se comportan como pseudosustratos y trabajan en forma

reversible (Garcia-Carrefio, 1992).

Las enzimas proteoliticas son utilizadas en diversas industrias, debido a que presentan
ventajas sobre otros catalizadores quimicos, como ser biodegradables, no contaminar y porque
operan en un amplio intervalo de pH y temperatura. Ademas, pueden ser producidas en grandes
cantidades con costos relativamente bajos. Segun Towalski y Rothman (1986), las enzimas
proteoliticas tienen actualmente cuatro areas de aplicacion:

. Como herramientas en la investigacion cientifica (algunas enzimas son producidas en
pequefias cantidades y son distribuidas por especialistas para ser utilizadas como estandares
en la investigacion).

«  Para la elaboracién de cosméticos como cremas limpiadoras de la piel.

. Para propositos terapéuticos, en la elaboracion de medicamentos que ayuden a la digestion,
para la limpieza de heridas, liquidos limpiadores de lentes de contacto, etc.

«  Para usos industriales en la elaboracion de hidrolizados proteicos, vinos, productos lacteos,
saborizantes, en el tratamiento de pieles y del algodon, asi como en la sintesis de

aminoacidos, etc.



1.2 Proteasas serinicas

La familia de proteasas mejor caracterizada y fisiologicamente mas versatil es la de las
proteasas serinicas, producto de secreciones pancreaticas (Dunn, 1989; Polgar, 1987) . La
mayoria de estas enzimas pueden ser agrupadas en tres categorias muy generales en base a su

especificidad:

 Semejantes a la quimotripsina
»  Semejantes a la tripsina

« Semejantes a la elastasa

La quimotripsina hidroliza enlaces peptidicos adyacentes al grupo carboxilo de los
amino4cidos aromaticos triptofano, tirosina o fenilalanina. También ocurre la proteolisis en
aminoacidos no polares como la metionina y la leucina. La tripsina tiene especificidad por los
extremos basicos de las cadenas laterales, mientras que la elastasa presenta una preferencia por
residuos de aminoacidos pequefios (Polgar, 1987). Estas enzimas presentan en sus sitios
activos la triada catalitica Asp!® His¥, Ser'% (numeracién de la quimotripsina). El mecanismo
de catalisis procede via un estado de transicion intermedio tetrahédrico durante los pasos de
acilacion y desacilacion (Fig. 1). El mismo mecanismo de accion ocurre para las otras proteasas
serinicas. La caracteristica importante de este esquema de reaccion es la formacion de un éster
entre el oxigeno de la serina 195 y la porcion acil del sustrato, con la liberacion de la porcion
"amino" del sustrato como el primer producto (P1). El éster asi formado sera el mismo para una
serie de sustratos, los cuales difieren en sus grupos restantes. El otro elemento de importancia
en la hidrolisis del enlace peptidico por las proteasas serinicas es la presencia de 2 grupos -NH-
que estan disponibles para formar puentes de hidrégeno con el oxigeno aniénico del grupo
carbonilo que experimenta el ataque. Este efecto es dificil de evaluar sobre una base

cuantitativa debido a que los grupos -NH- son esenciales para la integridad estructural de la



proteina. La conformacion global de las proteasas serinicas es practicamente la misma: dos
dominios compactos, similarmente plegados y simétricamente dispuestos alrededor de un eje
doble de simetria. Las diferencias en la especificidad por el sustrato pueden estar relacionadas a
sustituciones de aminoacidos en el sitio de enlace primario cominmente denotado como Pj,
mientras que las diferencias menores estan relacionadas con los sitios de enlace secundario. Los
genes que codifican para la tripsina, quimotripsina y elastasa difieren en nimero y distribucion

de intrones (Neurath, 1989).
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Figura 1. Representacién esquemaética de los pasos involucrados en la catalisis por enzimas de la
familia de las peptidasas serinicas. La reacciéon procede a través de la formacién de un
intermediario tetrahédrico, seguida por la pérdida de la mitad derecha del sustrato para dar un
intermediario acilo. El rompimiento de este intermediario ocurre por el ataque de agua para dar
lugar al producto acido (Tomado de Dunn, 1989).



1.3 Proteasas cisteinicas

Esta familia de proteasas incluye varias catepsinas lisosomales de mamiferos, proteasas
citosolicas activadas por calcio (calpainas) y las proteasas de plantas, tales como papaina y
actinidina. La papaina es la mas estudiada de esta familia de proteasas. El principal aminoacido
catalitico es la cisteina 25 que actia en forma similar a la serina 195 en la quimotripsina, en
general, presentan gran similitud con las proteasas serinicas ya que también se forma un
intermediario covalente. En este caso el nucledfilo atacante es el atomo de azufre de la Cys25
(segin el sistema de numeracion de la papaina). También una histidina esté involucrada en un
puente de hidrégeno (His!3%). El mecanismo de catélisis es a través de un tiol éster
intermediario y es facilitada por la cadena lateral adyacente de histidina 159 y acido aspartico
158. Un esquema para representar el mecanismo de accion de esta familia de enzimas se
muestra en la Figura 2. Este incluye dos grupos -NH- esta vez desde los residuos Glnl? y
Cys25 de la enzima actuando como el "hueco oxianion" en perfecta analogia con la familia de

las proteasas serinicas.

1.4 Proteasas asparticas

Las proteasas asparticas incluyen a la penicilopepsina bacterial, la cual se utiliza como
modelo estructural, la pepsina de mamiferos, la renina, la quimosina y algunas proteasas de
hongos. Los aminoacidos caracteristicos del sitio activo son el acido aspartico 33 y 213 (segun
la numeracion de la penicilopepsina), los cuales estan en una proximidad geométrica. En el
intervalo de pH en el que son enzimaticamente activas (2-3), un acido aspértico esta ionizado y
el otro no. Un inhibidor de las proteasas asparticas es el pepstantin, un hexapéptido que en el
estado de transicion se parece al sustrato normal.

Este grupo de enzimas catalizan el rompimiento de enlaces peptidicos sin el uso de
atacantes nucleofilicos por un grupo funcional de la enzima, por lo tanto, el intermediario que

se forma no es por union covalente entre la enzima y un fragmento del sustrato (Fig. 3). El



sistema catalitico de las proteasas asparticas consiste de dos cadenas con extremos de acido

aspartico (residuos 32 y 215 del sistema de numeracion de la pepsina de porcino).
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Figura 2. Representacion esquematica de la hidrélisis catalizada por las peptidasas de tipo

cisteinico. La Cys catalitica esté involucrada en un equilibrio tautomérico entre las formas
neutral y zwiterionica. Se cree que el azufre anionico esta imvolucrado en el ataque

nucleofilico directo sobre el sustrato carbonilo (Tomado de Dunn, 1989).
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Figura 3. Representacion esquematica del mecanismo catalitico acido-base de las
peptidasas aspérticas. El rompimiento del intermediario tetrahédrico da origen a
un complejo que contiene ambas mitades del producto. Este esquema indica que
la disociacion de ambos puede dar un producto acilo o un amino (tomado de
Dunn, 1989).

1.5 Metaloproteasas.

Este grupo de enzimas, al igual que las asparticas, no forman estados
intermediarios covalentes. Para lograr el efecto catalitico sobre el grupo carbonilo del enlace a
romper, las metaloproteasas utilizan la coordinacién con un i6n metalico, este metal es
generalmente el zinc, aunque en algunos casos, otros metales pueden sustituirlo. El ion
metalico provee una fuerte atraccion electrofilica para ayudar en el ataque por una molécula de
agua. La enzima nativa tiene una molécula de agua coordinada al cuarto sitio tetrahédrico (los
ligandos al metal son 2 histidinas y un acido glutdmico en la carboxipeptidasa A y en la
termolisina). Esta molécula de agua puede ser desplazada del sustrato en la posicion carbonilo

al atomo de metal, pero se cree que permanece en el sitio activo (Fig. 4).
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Las metaloproteasas carboxipeptidasas A y B son exopeptidasas homologas de
estructura y sitios activos similares. La carboxipeptidasa A como la quimotripsina prefiere los
extremos C- terminal aromaticos y alifaticos de naturaleza hidrofobica, mientras que la accion
de la carboxipeptidasa B es dirigida hacia los residuos basicos arginina y lisina. La
carboxipeptidasa A es una de las proteasas mas estudiadas, sin embargo, su mecanismo de
accion todavia no esta perfectamente esclarecido. La termolisina bacterial es la tnica
representante de las metalo-endopeptidasas cuya estructura y mecanismo de accién son

conocidos.
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Figura 4. Representacion esquemitica de la catalisis del rompimiento del enlace peptidico por un
miembro de la familia de enzimas metalo-peptidasas. (Tomado de Dunn, 1989)
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1.6 Antecedentes

La mayor parte de los estudios sobre enzimas proteoliticas estan enfocados a las
proteasas serinicas. Estas ultimas estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza, sus
propiedades caracteristicas fueron reconocidas primero entre las enzimas digestivas originadas
en el pancreas de mamiferos. Mas recientemente, tales enzimas han sido encontradas en todas
las especies de vertebrados investigadas. Posteriormente se encontré que ellas no estaban
restringidas a funciones digestivas en la region intestinal, tal es el caso de la trombina y la
plasmina que estan involucradas en la formacién y disolucion de coagulos de sangre.

En vertebrados con un pancreas definido, las proteasas estan presentes en la glandula y
en jugos exocrinos como precursores inactivos o zimogenos, los cuales deben ser activados.
Todos los zimégenos conocidos de las proteasas serinicas son convertidos en enzimas activas
por la accion de la tripsina. Generalmente el rompimiento de un enlace peptidico especifico es
suficiente para esta activacion. La tripsina surge por la activacion del tripsindgeno pancreatico
mediante un mecanismo autolitico in vivo, este proceso es iniciado por la enzima intestinal
enteroquinasa.

En los peces teledsteos los cuales no tienen un pancreas definido, las proteasas serinicas
se han encontrado en el cecal pilorico pero solo en la forma activa.

En invertebrados se han encontrado en phyla tales como el Coelenterata,
Echinodermata, Arthropoda, Crustacea y Mollusca asi como en bacterias (Zwilling y Neurath,
1981; Walsh y Wilcox, 1970).

Los fluidos digestivos en moluscos son una fuente rica de una variedad de enzimas
hidroliticas, incluyendo las de tipo proteolitico (Barnett et al., 1967; Clark y Jowett, 1988; Cho
et al., 1983). En los moluscos gasteropodos pertenecientes al género Haliotis, casi todos los

estudios estan enfocados hacia su biologia, dinamica poblacional, estudios sobre cultivos,
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siembra y engorda, fecundidad y madurez gonadica (Guzman del Proo, 1992), sin embargo
poco se ha estudiado sobre diferentes aspectos bioquimicos atn cuyo se han encontrado

una amplia variedad de hidrolasas digestivas, en el abulon Haliotis iris , y en el extracto crudo
del hepatopancreas del abulén H. coccinea canariensis las cuales pueden tener una gran
aplicacion bioquimica (Clark y Jowett, 1978; Gomez-Pinchetti y Garcia Reina, 1993). En el

abulén H. discus hannai se ha reportado actividad proteolitica en el extracto crudo del tracto

digestivo (Cho et al., 1983).

1.7 Descripcion del género Haliotis

Los abulones son gasteropodos marinos herviboros, con todas las especies en un
género, Haliotis. Constituyen uno de los mas primitivos gasteropodos en forma y estructura.
Hay cerca de 100 especies en el mundo distribuidas en ambos hemisferios, con el mayor
nimero de especies en regiones templadas.(Hahn, 1989a; Fallu, 1991). Vive adherido a las
rocas de los fondos marinos y estrechamente ligado a la presencia de mantos de algas pardas
compuestos principalmente de los géneros Macrocystis, Egregia, y Eisenia (Cox, 1962,
Guzmén del Préo y Ortiz Quintanilla, 1972; Ortiz y Ledn, 1994).

El género Haliotis esta dividido en mas de 15 subgéneros. Los caracteres sobre los
cuales estan basados estos taxa incluyen la proporcion entre la concha y el tamafio del cuerpo,
esculturaciones de la concha, estructuras apipodiales y la morfologia del tremata. Los
miembros de este grupo tienen una concha dextrogira con aberturas marginales. El interior de
la concha es tipicamente nacarado y el animal posee un par de ctenidios bipectinados,
tentaculos epipodiales bien desarrollados y una radula ripidoglosada (Lindberg, 1992).

La anatomia del género Haliotis (Figs. 5 y 6) fue descrita con detalle por Crofts (1929)
e Tno (1952) (citados por Cox, 1962). El tracto alimentario esta sobre el lado izquierdo del
cuerpo, entre el musculo de la concha y el borde del epipodio. Excepto por la porcion del

esofago que pasa a través del musculo del pie en la region de la cabeza, el tracto entero y las
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visceras estan fuera de la gran masa de misculo y se mantienen en su sitio por los musculos
ventrales y dorsales. Dicho sistema consiste sucesivamente de boca, esofago, estomago
(dividido en tres o cuatro partes) y el intestino, este Gltimo, pasa por la cabeza antes de
terminar en el ano. Las especies de Haliotis son dioicas y la fecundacion externa. En casi todos
los casos, los sexos son facilmente distinguibles conforme se acercan a una madurez sexual; en

las hembras la gonada es verde grisaceo y en los

Ténticulos ceflicos
Ojo

Branquia

Manto

Epipodio
Pie
Miisculo de la concha -

Tenticulos

Gonada

Fig. 5. Anatomia interna del abulén azul, Haliotis fulgens. Vista dorsal con la concha removida

(Tomado de Cox, 1962)
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Glédndula salival derecha
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Figura 6. Vista ventral de la anatomia interna del abulon azul Haliotis fulgens (Tomado de

Cox, 1962)



machos es crema o beige. La razon de sexos observada en muestras de capturas comerciales
varia con la zona y el afio, siendo para H. fulgens de 1:2.8 (machos:hembras) (Yrade, 1980,

citado por Guzman del Proo, 1992).

1.7.1. Descripcion del abulon azul, Haliotis fulgens

En México, el género Haliotis se distribuye a lo largo de la costa oeste e islas
adyacentes de la Peninsula de Baja California, desde la frontera con EUA, hasta Punta Tosca,
ubicada en la parte sur de Isla Margarita, BCS. Segun Ortiz y Leon (1988) existen 5 especies
comerciales cada una con caracteristicas propias, aunque presentan semejanzas considerables.
Estas especies varian en su preferencia por un determinado intervalo de temperatura,
profundidad, habitat fisico y alimento, siendo el abulén azul el que ocupa el primer sitio en

capturas, con porcentajes por arriba del 80%. (Ortiz y Ledn, 1994)

Nombre cientifico Nombre comiin
Haliotis fulgens (Philippi, 1845) Abulén azul
Haliotis corrugata (Gray, 1845) Abulén amarillo
Haliotis cracherodii (Leach, 1817) Abuloén negro
Haliotis rufescens (Swainson, 1822) Abulon rojo
Haliotis sorenseni (Bartsch, 1940) Abulén chino

El abulon azul, Haliotis fulgens (Fig. 7), es un gasteropodo que habita en aguas poco

profundas (de 3 a 7 m), aunque pueden localizarse entre los 17 y 20 m de profundidad. Llega a
medir hasta 25 cm de longitud pero la mayoria de los individuos oscilan entre 12.5 y 20 cm. La
concha es oval, gruesa y la superficie tiene numerosos bordes. El borde de la concha es muy
delgado tiene generalmente un color verde oliva o café con 5-7 orificios abiertos, con una

banda roja a lo largo de los poros respiratorios (Haaker et al, 1986, Hahn, 1989a), se
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distribuye desde Point Conception, California, EEUU, hasta Bahia Magdalena, Baja California

Sur, México.

Reino: Animalia

Phylum: Mollusca

Clase: Gastropoda

Subclase: Prosobranchia
Orden: Archeogastropoda
Suborden: Zygobranchia
Superfamilia: Pleurotomariacea
Familia: Haliotidae

Género: Haliotis

Especie: H. fulgens

Haliotis fulgens (Philippi, 1845)

Fig. 7 Clasificacion sitematica del abulon azul, Haliotis fulgens (Tomada de Hahn, 1989a)
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Generalmente el epipodium es de color crema o café, moteado, los tentaculos son verde oliva.
Los individuos de esta especie desovan una vez por afio, con un grado intermedio de sincronia
con el natural (Hahn, 1989b). La capacidad reproductiva de esta especie es grande, un adulto
hembra puede producir 6.5 millones de huevos por afio. La madurez sexual ocurre en tallas
relativamente pequefias (Tegner y Butler, 1989).

En el medio natural su dieta consiste de algas siendo la que mas consume el alga café
Macrocystis sp. (Leighton, 1966), su tasa de crecimiento es muy lenta, siendo las tipicas de
aproximadamente 2-3 cm/afio, por tanto se requieren de 2-5 afios para para producir un abulon
de talla comercial (7.5 a 10 cm) (Hahn, 1989c¢).

Actualmente existe un total de 22 cooperativas que integran una flota de
aproximadamente 180 equipos abuloneros. Casi el 100% de la produccion de abulon se destina
al proceso de enlatado y el 97% de éste se destina a exportacion. El costo de la caja de 48 latas
(254g de peso drenado por cada lata) de abulén de primera es vendido por el sector productor
a un costo de aproximadamente 1200 dlls y el abulén en trozo a 650 dlls. Las conchas de los
abulones también son requeridas por ambos mercados (nacional e internacional) para su
procesamiento artesanal y trabajos de joyeria. La concha de abuldn azul de primera se cotiza
aproximadamente en 7,600 dlls la tonelada (Ortiz y Ledn, 1994).

La tasa de crecimiento lenta y su poca movilidad comparada con los organismos
nectonicos, aunada a su alto costo en el mercado lo hacen susceptible a la sobrepesca y todos
los paises productores han tenido este problema (Mottet, 1978; Hahn, 1989a; Tegner y Butler,
1989; Ebert y Houk, 1989; Davis et al., 1992; Parker et al., 1992; Salas-Garza y Searcy-
Bernal, 1992; Guzman del Proo, 1992). Todo esto aunado a los depredadores naturales como
la nutria, pulpos, langostas, rayas y algunos cangrejos (Tegner y Butler, 1992) han provocado
que la pesqueria del abulén se vea colapsada. En las costas de México, la pesqueria de abulon
ha mostrado un decremento continuo desde el inicio de su comercializacion (Rocha, 1985;

Guzman del Proo, 1992; Salas-Garza y Searcy-Bernal, 1992). Las capturas que excedian las
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2000 ton en la década de los 60's e inicio de los 70's disminuyeron a menos de 300 ton a
principios de los 80's. Una alternativa ante la disminucion en la pesqueria del abulon consiste en
el desarrollo de métodos de cultivo (Hahn, 1989a; Ramirez-Granados,1992), lo que implica
dentro de muchos otros aspectos la elaboracion de dietas artificiales para garantizar la
disponibilidad de alimento e incrementar las tasas de crecimiento. De alli la importancia de
conocer las proteasas digestivas presentes en el abulon, a fin de entender a fondo su digestion y
elegir las dietas adecuadas que logren el maximo aprovechamiento del alimento por parte del

organismo, lo cual se refleje en un incremento en las tasas de crecimiento de los mismos.
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2.0 OBJETIVO GENERAL:

Purificar y caracterizar las proteasas digestivas del abulon azul (Haliotis fulgens).

OBJETIVOS PARTICULARES:

» Disefiar las técnicas apropiadas para la extraccion, purificacion y caracterizacion de

las proteasas de las visceras del abulon azul.
 Estimar la concentracion de cada proteasa en las visceras del abulon.
+ Evaluar la sensibilidad de las proteasas encontradas con diferentes inhibidores.
 Evaluar la especificidad de las proteasas con diferentes sustratos.

» Determinar la estructura secundaria y la composicion de aminoacidos de las

proteasas encontradas.

« Conocer las enzimas digestivas presentes en el abulon para entender a fondo su

digestion y elegir las dietas adecuadas.



3.0 METODOLOGIA

3.1 Descripcion de la zona de colecta

20

Los abulones (Haliotis fulgens) fueron colectados por la Cooperativa de Bahia

Magdalena Baja California Sur, (Fig. 8) Dicha colecta se realizo en la Isla Magdalena.
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Figura 8. Zona de Colecta. Se puede observar la distribucion de las diferentes éspecies de

abulon en México.
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3.2 Colecta y almacenamiento

Se colectaron las visceras de 30 abulones de la especie Haliotis fulgens en la

Cooperativa de Bahia Magdalena, Baja California Sur (Fig. 8). Estas se congelaron a -25 °C
para su traslado al Instituto de Quimica de la UNAM, donde se mantuvieron a -30 °C en un

congelador Forma Scientific Modelo 8419, para su posterior analisis.

3.3 Extraccion de proteinas

Todos los pasos descritos a partir de esta seccion fueron realizados a 4 °C para evitar
desnaturalizacion y autohidrolisis. Los estomagos de los abulones se molieron en un
homogenizador de tejidos Bauknecht VDE 0530/66 durante 7 minutos con intervalos de 1 min
por cada 30 segundos de molienda (para evitar el calentamiento que pudiera desnaturalizar las
proteinas) en un amortiguador Tris-HC] 0.05M, 0.05M de NaCl y pH 8. El homogenado se
centrifugo a 30,100 x g durante 30 min. en una centrifuga Beckman Modelo J2-21, esto con el
fin de eliminar los residuos solidos. Posteriormente el sobrenadante se filtro para eliminar los
lipidos que se encontraban en la superficie.

Con el sobrenadante filtrado se realizd una precipitacion fraccionada con sulfato de
amonio soélido. Primero se llevé a 30% de saturacion (164 g/l), se dejo reposar por 4 hrs. y se
separ6 el precipitado por centrifugacion a 31,100 x g durante 30 min. el cual se elin;né.
Posteriormente, el sobrenadante se llevd de 30-60% de saturacion (181 g/l), se dejo reposar
por 12 hrs. y se separo6 el precipitado por centrifugacion bajo las condiciones ya descritas. Este
ultimo precipitado se resuspendio en el volumen minimo de amortiguador. Finalmente se
dializd por 8 hrs contra agua destilada con el fin de eliminar el sulfato de amonio. Las
membranas utilizadas fueron Spectrapor con una retencion de pesos moleculares de 6000-8000

daltones, las cuales se colocaron en un aparato de dialisis continua (Arreguin, 1968).
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3.4 Pruebas preliminares
3.4.1 Determinacion de actividad proteolitica.

La actividad fue determinada por dos métodos debido a que la caseina precipita a
valores de pH acidos, por lo que para poder construir la curva de pH contra actividad se
empled el método de Rinderknecht et al., (1968), mientras que para el seguimiento de la

purificacion se utilizo el método de Kunitz (1947).

Métodos de Rinderknecht et al., (1968).

Es un método colorimétrico para la determinacion de actividad proteolitica y esta
basado en el uso de un sustrato insoluble que consiste de polvo de cuero (Hide Powder Azure-
SIGMA), al cual se le ha unido covalentemente el azul brillante de Remazol. La actividad es
proporcional a la liberacion del colorante, el cual se mide a una longitud de onda de 600 nm.
En éste método a 1 mg de cuero-azure en 1.9 ml de amortiguador Tris-HCI 0.05M, pH 8 se le
adicionan 100 pl de la solucion conteniendo la proteasa. La mezcla se incuba a 37 °C durante 4
horas, se centrifuga y mide absorbencia a 600 nm. Como testigo se utiliza la misma solucion de

cuero-azure a la cual se le agregan 100 pl de agua destilada en lugar de muestra.

Método de Kunitz (1947).

En este método, a 1.9 ml de una solucion de caseina al 1% en amortiguador de fosfatos
0.05M a pH 7.0 se adicionan 100 pl de la muestra y se incuba a 37 °C durante 6 horas.
Inmediatamente se agregan 3ml de acido tricloroacético (ATC) al 5% para parar la reaccion, se
centrifuga y determina absorbencia a 280 nm. Como testigo se utiliza la misma solucion de
caseina a la cual se le agrega la muestra después del ATC. La absorbencia a 280 nm es

proporcional a los aminoacidos aromaticos liberados y representa una medida de la actividad
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enzimatica. Una unidad de actividad se define como el incremento de una unidad de absorcion,

enun minuto a 37 °C y pH de 7.
3.4.2. Cuantificacion de proteinas

Se utilizo el método de Smith et al., (1985), el cual emplea el reactivo BCA* Protein
Assay Reagent, que es muy sensible en la determinacion espectrofotométrica de la
concentracién de proteina en soluciénes acuosas. Este sistema de reactivos combina la bien
conocida reaccion de proteinas con Cu*2 en un medio alcalino (produciendo Cutl), con un
reactivo altamente selectivo y sensible de deteccion para Cu™! llamado 4cido bicinconinico.
Este reactivo es estable y compatible con detergentes ionicos y no ionicos. Elimina problemas
del método Lowry como son la mezcla de los reactivos (el reactivo de Folin se debe mezclar
inmediatamente) y el tiempo de adicion de los mismos. El color parpura del producto de la
reaccion es formado por la interaccion de dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cuﬂ),
este es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbencia a 562 nm.

El reactivo comercial (Pierce) consta del reactivo A (carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio, el reactivo de deteccion BCA vy tartrato de sodio en 0.2N de NaOH) y el reactivo B
(solucion de sulfato de cobre al 4%). El método consiste en adicionar a 2ml del reactivo C (50
partes del reactivo A con 1parte del B) 0.1 ml de de la solucion conteniendo 20 - 1200 pg de
proteina, después se incuba a 37 °C durante 30 minutos. Finalmente se lee la absorbencia a 562
nm contra un blanco de reactivos.

La cantidad de proteina contenida en la muestra se determina interpolando el dato de

absorbencia en una curva tipo elaborada con estandares de albimina de bovino a diferentes

concentraciones.
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3 43 Actividad con diferentes valores de pH, temperatura y concentracion de NaCl.

Se realizaron pruebas preliminares con el extracto obtenido en la precipitacion con
sulfato de amonio al 60% de saturacion, con el fin de establecer el pH, temperatura y
concentracion de NaCl dptimos para trabajar en base a las condiciones 6ptimas de actividad
citadas en 3.4.1. Los amortiguadores empleados para las pruebas con diferentes valores de pH

se muestran en la Tabla I, los pH probados fueron de 2-10, con intervalos de 0.5 unidades.

TABLA II. Intervalo de pH de diferentes
amortiguadores (Tomado de Harris, 1989)

NayHPQ4-Acido citrico 26-76

Glicina-HCl 22-3.6

Tris-HCl 7.0-9.0
Glicina-NaOH 8.6 - 10.6
NapHPO4-NaOH 11.0-11.9

Las temperaturas probadas fueron de -30 a 75°C, mientras que las concentraciones de

NaCl en el amortiguador variaron de 0 a 2M.

3.5 Purificacion de las enzimas

3.5.1.Cromatografia de intercambio aniénico

El extracto dializado y que contenia la actividad proteolitica, correspondiente al

precipitado de 30-60% de sulfato de amonio, se aplico sobre una columna de intercambio
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aniénico de DEAE-Sepharosa con dimensiones de 57 X 1.6 cm. La cromatografia se llevo a
cabo a 4°C en un sistema LKB que consiste de: Un colector Ultrorac II, una bomba peristaltica
Varioperpex, un monitor de absorbencia con filtro para 280 nm modelo Uvicord S y un
registrador Pharmacia REC 2. La columna se equilibr6 con un amortiguador Tris-HCI 0.05M,
0.05M de NaCl y pH 8. La muestra se eluy6 con un gradiente de NaCl de 0 a IM en el mismo

amortiguador a una velocidad de flujo de 9.5 ml/hr, colectandose fracciones de 3 ml.

3.5.2. Cromatografia de alta resolucion (HPLC)

Para la Gltima etapa de purificacion se empleé un cromatografo de liquidos de alta
resolucion (HPLC-LKB). Las fracciones A, B, F, G, Hy J separadas por la columna de DEAE-
sepharosa se aplicaron a una columna TSK-DEAE-5PW (7.5 x 0.75 cm) equilibrada con
amortiguador Tris-HCI 0.05M, 0.05M de NaCl, pH 8. Para la elucion se uso un gradiente de
NaCl de 0 a IM. La velocidad de flujo se ajusté a 0.5 m/min. La fracciones fueron detectadas

en un detector espectral 190-370 nm.

3.5.3. Concentracion de las muestras

Para concentrar las muestras se utilizo polietilenglicol 8,000 como agente desecante.
Las muestras se colocaron en membranas de dialisis Spectrapor con una retencion de pesos

moleculares de 3500 daltones.
3.6 Caracterizacion de las enzimas

3.6.1. Determinacion de actividad proteolitica

Para la determinacion de la actividad proteolitica de las fracciones purificadas (A, B, F,
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G, Hy J) se empled el método de Kunitz (1947) segun se describi6 en 3.41. La actividad

especifica sobre caseina se calculé mediante la siguiente relacion:

A280
Actividad especifica = ... S
tmin (mg de proteina)

Una unidad de actividad corresponde a un cambio de 1 unidad de absorbencia por

minuto por mg de proteina en las condiciones descritas para la actividad con caseina.

3.6.2. Determinacion del punto isoeléctrico

Se utilizaron microplacas (0.35 x 0.43 x 50mm) con gradiente de pH de 3-9 en un Phast
System de Pharmacia. Para obtener la curva patrén se emplearon patrones con puntos
isoeléctricos conocidos de 3-9 (Pharmacia electrophoresis calibration kit). La absorcion y

posicion de las bandas se ley6 en un densitometro laser LKB 2202 Ultro Scan.

3.6.3. Peso molecular

El peso molecular de las proteasas purificadas se determin6 por electroforesis en
microgeles homogéneos de SDS-poliacrilamida al 20% (0.45 X 43 X 50mm) a 250 V, 10mA y
15°C. Para obtener la curva de calibracion se emplearon patrones con pesos moleculares
conocidos desde 14,400 hasta 94,000 daltones (Pharmacia electrophoresis calibration kit). El
procedimiento para fijar, tefiir y destefiir fué el reportado por Neuhoff et al. (1985). La

absorcion y posicion de las bandas se ley6 en un densitometro laser LKB 2202 Ultro Scan.
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3.6.4. Determinacion de actividad sobre diferentes sustratos

Se probo la actividad de las proteasas purificadas del tracto digestivo de Haliotis
fulgens sobre diferentes sustratos sintéticos:N-o-benzoil-L-arginina etil éster (BAEE), Hipuril-
L-fenilalanina (HLPA), N-CBZ-L-tirosina p-nitrofenil ester, alfa- N-a-benzoil-DL-arginina p-
nitroanilida (BAPNA), N-a-p-tosil-L-arginina metil ester (TAME) y N-acetil-L-tirosina etil
éster (ATEE). Todas las determinaciones se realizaron en un espectrofotometro Varian modelo
CARY 1/3 de doble canal, equipado con chaquetas térmicas para las celdas.

La actividad sobre BAEE se determind por el método descrito por Whitaker y Bender
(1965) y Bender et al., (1964). Las dos celdas contenian 0.9 ml de de BAEE 10 mM en
amortiguador de fosfatos 0.05 M pH 7.5, se incubaron por 10 minutos a 37 °C y se les
adicion6 al blanco 0.1 ml de amortiguador y 0.1 ml de la solucion de enzimas a la otra celda.
Se mezcl6 y el decremento en absorbencia a 285 nm fué monitoreado por 10 min.

Con HLPA se utilizo el método descrito por Folk y Schirmer (1963). Se colocaron en
ambas celdas 980 pl de sustrato (1 mM de HLPA en 0.5M de NaCl en un amortiguador Tris-
HCI 0.05 M pH 7.0). Se incubaron por 10 minutos a 37 °C. Para iniciar la reacciéon se
adicionaron 20 pl de agua destilada al testigo y 20 pul de enzima a la otra celda. Se mezclaron y
se midid el aumento en la absorbencia a 254 nm durante 10 min.

Con BAPNA el método empleado fue el de Fink, Schiessler, Arnhold y Fritz (1972). En
este caso las celdas contenian 645 pl de amortiguador Tris-HCl 0.05 M, pH 7 y 350 ul de
sustrato 6.0 mM de BAPNA en agua destilada. Después de incubar a 37 °C por 10 minutos, se
afiadio 50 ul de agua destilada a la celda testigo y 50 pl de enzima a la otra celda y se midi6 el
cambio en absorbencia a 405 nm.

Con N-a— CBZ-tirosina-p-Nitrofenil éster, el método que se utilizo fué el de Silverstein
(1974). Las celdas contenian 975 pl de amortiguador de acetatos 10.0 mM, pH 4.6 y 25 ul de

sustrato 15 mM el cual estaba disuelto en una mezcla de acetonitrilo-agua (8:2). Después de
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incubar 10 minutos a 37 °C, se le adiciono al testigo 25 pl de de la mezcla acetonitrilo-agua y
en la otra celda 25 pl de enzima. En este caso se midi6 el aumento en la absorbencia a 340 nm
durante 10 minutos.

Para los experimentos de actividad con ATEE, se utiliz6 el método reportado por Chen
et al., (1988). Se adicionaron 2.8 ml de ATEE (1mM en un amortiguador de fosfatos 50 mM y
pH 7.0) a las dos celdas y se incubaron por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente se adicioné a la
celda testigo 0.2 ml de agua y a la otra celda 0.2 ml de la solucion de enzimas. El decremento
en absorbencia se midié a una longitud de onda de 237 nm durante 10 minutos.

La actividad sobre TAME se determin6 por el método descrito por Walsh (1970). A
2.6 ml de Tris-HCL 46 mM, pH 8 y 11.5 mM de CaCl,, se le adicionaron 0.3 ml de TAME 10
mM y se incubé por 10 minutos a 37 °C. Posteriormente se agregaron 100 pl de agua destilada
a la celda testigo y 100 pl de la solucion de enzima a la otra celda. La absorbencia se midio por

10 minutos a 247 nm.

3.6.5. Efecto de inhibidores

Se probaron 7 inhibidores: N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK) 1.0 mM,.
inhibidor de tripsina tipo II-S (1mg/ml), inhibidor de tripsina tipo I-S (1mg/ml), acetato fenil
mercarico 0.1mM, EDTA 1, 5 y 10 mM; 1,10 fenantrolina 0.1mM, fluoruro de fenil metil
sulfonilo 10mM, aprotinina (Img/ml) y urea 6M. Todas las determinaciones se realizaron
utilizando caseina como sustrato. En este método, a 1.9 ml de una solucion de caseina al 1% en
amortiguador de fosfatos 0.05M a pH 7.0 se adicionan 100 pl de la muestra conteniendo el
inhibidor a la concentracion sefialada en cada caso y se incuba a 37°C durante 6 horas.
Inmediatamente después se agregan 3ml de acido tricloroacético (ATC) al 5% para parar la
reaccion, se centrifuga y determina absorbencia a 280 nm. Como testigo se utiliza la misma

solucién de caseina a la cual se le agrega la muestra sin el inhibidor.
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3.6.6. Coeficiente de extincion

Una muestra de cada proteasa se dializo perfectamente contra agua destilada v se le

determiné el contenido de proteina por el método sefialado en 3.4.2. Paralelamente se le midid

Azgpnm. Para calcular el coeficiente de extincion se ocupd la relacion:
E!%9g0= Ag/[C] [1]
Donde:
El%,g0= Coeficiente de extincién a 280 nm
C= Concentracién de proteina en mg/ml

1= longitud del paso de luz en cm.

3.6.7. Dicroismo circular.

La estructura secundaria de una proteina se puede determinar por sus espectros de
dicroismo circular (CD). Existen diversos métodos para el analisis de dichos espectros. En este
caso, el método empleado utiliza una matriz simple y se basa en la construccion del inverso de
los valores individuales de la descomposicién de un grupo de espectros de CD correspondientes
a proteinas cuya estructura secundaria se conoce por cristalografia de rayos X. El espectro
correspondiente a la estructura secundaria individual anloga al espectro de CD de polipéptidos
sintéticos es generado a partir de 5 eigenvectores de CD (Compton 'y Curtis, 1986).

Los espectros de dicroismo circular (CD) se realizaron a 25 °C en un
espectropolarimetro JASCO J-500A, el cual se calibré con acido (+)-10-camforsulfonico
(Cassim y Young, 1969). Los experimentos se realizaron con soluciones de 0.12 a 0.14 mg/ml
en una celda de 1mm para la region del ultravioleta (UV) lejano (183-260nm). Las muestras
usadas para los espectros de CD fueron la A, F, G, H, y J, las cuales se dializaron contra un

amortiguador de fosfatos 0.01 My pH 7.8.
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La concentracion de las muestras se determinaron por absorcion de luz utilizando el
coeficiente de extincion (%A 0. La elipticidad por residuo medio [0], s calculé utilizando
una masa molecular de 110 g mol-Lpor residuo, de acuerdo con la relacion:

[6] = 100- 6/C - 1 (grados cm?Zdecimol)
Donde:

[6] = elipticidad molar por residuo.

0 = elipticidad

C = concentracion molar de residuos.

1 = longitud de recotrido optico en cm.

3.6.8. Determinacion de la composicién de aminoécidos

Se determiné por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en un
equipo "System Gold" de BECKMAN, el cual consta de un médulo programable de solventes
126, detector UV-visible 168, un inyector Rheodyne 7725i una columna ODS-DABS (dp Sm y
4.6 mm x 25 cm). Las muestras se hidrolizaron con HCI 6N a 110°C por 24 hrs. en tubos de
vidrio sellados (Slocum y Arrizon-Lopez, 1994). Posteriormente se neutralizaron con hidréxido

de sodio 6N y se liofilizaron (en un liofilizador EF4, Modulyo Freeze Dryer, Edwards) hasta

sequedad.
A las muestras secas se les realizo la dabsilacién con los reactivos de Beckman (Dabs-

Amino Acid Kit, Fullerton, CA, USA.) para anélisis de aminoacidos por cromatografia de fase
reversa. Las muestras secas (2-5 nmol de proteina) se disolvieron en 20 pl de amortiguador
NaHCO3-NaOH, pH 8.3. Se adicionaron 40 pl de la solucién de cloruro de dabsilo (40 pg en
40 pl de acetonitrilo), se calenté a 70 °C por 12 minutos con agitacion. Después de la

derivatizacion, las muestras fueron diluidas con 400 pl de etanol-agua (1:1) y 8 % de la muestra
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diluida fue inyectada al HPLC para su andlisis. Los condiciones cromatograficas que se
aplicaron fueron las siguientes:

Solucién A (pH final 6.5). A 100ml de citrato de sodio 0.11M (pH 6.51) se le agregaron
860 ml de agua grado HPLC y 40 ml de N,N-dimetilformamida (DMF).

Solucién B. A 300 ml de la solucién A, se le adicionaron 672 ml de acetonitrilo y 28 ml
de DMF. La velocidad de flujo fué de 1.4 ml/min. y se monitore6 a una longitud de onda de

436 nm. Las condiciones del gradiente fueron las siguientes:

Tiempo (min) Solvente Duracion (min.)
A(%)  B(%)
Inicio 71 29
0 49 51 12
12 14 86 5
20 0 100
27 71 29 0.25

35 fin.
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4.0 RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Pruebas preliminares de estabilidad
4.1.1. Actividad a diferentes valores de pH, temperatura y concentracion de NaCl.

Se determind la estabilidad del extracto crudo en base a la actividad proteolitica que
presentaba a diferentes valores de pH, temperatura y concentracion de NaCl. Los resultados se
muestran en las figuras 9, 10 y 11 respectivamente. En la figura 9 se observa que a un pH de 8
la actividad es maxima y disminuye arriba de un pH de 10 y abajo de 2. Asimismo, a un pH
entre 2 y 4.5 hay una fuerte precipitacion de proteinas, lo cual se ve reflejado en la actividad
tan baja o casi nula que se observa con estos valores. Esto se debe a que los puntos
isoeléctricos de la mayoria de las enzimas proteoliticas presentes en el extracto tienen valores
muy cercanos a 4, como se comprobd después de purificar cada enzima. Sin embargo, la
presencia de actividad, aunque sea minima, indica que también hay proteasas cuyos puntos
isoeléctricos no estan en este intervalo de pH aunque su aportacion es menor a la actividad
global del extracto. También se puede observar en esta grafica que no hay una tendencia
continua a aumentar o disminuir la actividad conforme aumenta o disminuye el pH, sino que
hay varios "picos", lo cual sugiere la existencia de diferentes tipos de enzimas con actividades
proteoliticas Optimas en diferentes intervalos de pH.

En la figura 10 se puede observar el perfil de actividad a diferentes temperaturas, siendo
el maximo a 60 °C y el minimo a 4 °C . Asimismo, se observa que a 75 °C ya no hay actividad
y a -30 °C esta es muy poca, cabe sefialar el hecho de que a una temperatura de -20 °C se
observd un incremento en la actividad proteolitica esto puede indicar la presencia de algin tipo
de enzima extremofila que se activa a bajas temperaturas. como en el caso de enzimas tipo

tripsina aisladas de organismos poiquilotermos (Gadus morhua), las cuales mostraron

adaptaciones evolutivas en medios ambientes con temperaturas muy bajas (Asgeirsson et al.,
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1989), dichas adaptaciones se ven reflejadas en diferencias en su contenido de aminoacidos,
con respecto a enzimas de organismos endotermos. Finalmente, cuando se analiz6 el efecto de
la concentracion de NaCl en la actividad proteolitica (Fig. 11), se observd que hay una gran
variedad de "picos" en donde se puede apreciar un maximo de actividad sobre caseina a una
concentracion de NaCl de 0.85M, sin embargo hay otro de mucha actividad a una
concentracion de 0.55M. Este perfil de actividad nos sugiere la presencia de diversos tipos de
enzimas proteoliticas con diferentes 6ptimos de concentracion de sal, es importante sefialar que
a partir de una concentracion de 0.65M empieza a haber precipitacion de algunas proteinas, lo
cual nos da un indicio de la hidrofobicidad de algunas de estas enzimas que precipitan con bajas

concentraciones de NaCl.
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Figura 11. Actividad proteolitica sobre cuero-
azure, del extracto obtenido de la precipitacion con
sulfato de amonio al 60% de saturacion, con
diferentes concentraciones de NaCl.
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4.1.2. Actividad sobre diferentes sustratos.

En la Tabla III se puede apreciar que el extracto presenta actividad proteolitica sobre
sustratos proteicos como son la caseina y el cuero-azure y sobre sustratos sintéticos como son,
BAEE y BAPNA (especificos para proteasas serinicas), HLPA (especifico para
carboxipeptidasa A), TAME (para enzimas de tipo tripsina), N-o-CBZ-tirosina-p-nitrofenil
éster y ATEE (especifico para quimotripsina). Esto corrobora la existencia de una gran
variedad de enzimas proteoliticas presentes en el tracto digestico del abulon azul, las que
pueden pertenecer a diferentes familias de enzima proteoliticas, o bien puede tratarse de
proteasas no especificas que actian sobre diversos sustratos. Esta poca especificidad se ha

observado también en una metaloproteasa aislada de la esponja marina (Spheciospongia

vesparia), la cual tiene actividad sobre diferentes sustratos (Arreguin et al., 1993). Esta baja
especificidad puede estar relacionada con el poco desarrollo evolutivo que presentan este tipo

de organismos, ya que tanto la esponja como el abulon son organismos muy primitivos.
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TABLA TIII. Actividad hidrolitica del extracto
obtenido de la precipitacion con sulfato de amonio
al 60% sobre diferentes sustratos.

Caseina 1% +
Cuero azure 0.5mg/ml +
BAEE! 0.37mM +
BAPNA? 2.1mM +
HPLA3 1.0mM +
TAME* 1.0mM +
N-o-CBZ-lisina-p- 0.37mM +
nitrofenil ester’

ATEES 1.0mM +

IBAEE: N- o~ benzoil-L-arginina etil éster

2 BAPNA: N- - benzoil-DL-arginina p-nitroanilida
3 HLPA: hipuril-L-fenilalanina

4 TAME :p-toluenosulfonil-L-arginina metil éster

5 N-a.-CBZ-lisina-p-nitrofenil éster:

6 ATEE: N-acetil-L-tirosina etil éster

+ Indica que si hubo actividad hidrolitica.

4.1.3. Actividad con diferentes inhibidores

Para esta prueba se utilizo el método de Rinderknecht et al., (1968). En la Tabla IV se
muestran los resultados obtenidos al determinar la actividad remanente del extracto después de
ponerlo en contacto con diferentes inhibidores. Se puede observar que diversos compuestos
inhibieron la actividad proteolitica. Esto debido probablemente a que se trata de un extracto en
el que pueden estar presentes diversos tipos de proteasas, pertenecientes a diferentes familias,
con diferentes especificidades y sensibilidad a diferentes inhibidores. De esta manera, se puede
pensar que en el extracto se encuentran presentes enzimas de tipo serinico, metaloproteasas y
enzimas cisteinicas, es por esto que en ninguno de los casos se lleg6 a una inhibicion total, con
excepcion de la urea, la que si provocd una inhibicion total, debido a que desnaturaliza a las
proteinas. Cabe sefialar que el EDTA fue el que caus6 mayor inhibicion (90%) en la actividad

del extracto, dicha inhibicion puede ser ocasionada por la remocion de un cofactor que esté
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involucrado en la catalisis enzimatica, o bien, por la separacion de un ion metalico esencial para
la estabilizacion estructural de la enzima (Arreguin et al., 1993). En el caso del extracto de
abulén parece ser que la remocion de un i6n metalico esta desestabilizando la estructura de las
enzimas ya que al agregar el EDTA hay una precipitacion casi total de dichas enzimas lo cual
nos sugiere que el extracto debe contener una proporcion mayor de enzimas que requieren
algin metal, para lograr su estabilidad y ejercer su accion catalitica. Es importante sefialar que
se verificé el pH del medio en el que se realizé la prueba de inhibicion, ya que cuando se utilizo
EDTA a una concentracion de 10 mM y 5 mM el pH bajo hasta un valor de 5 y 6.5
respectivamente, y la precipitacion de las proteasas pudo deberse también a que el medio
adquiri6 un pH cercano al punto isoeléctrico de las proteasas presentes en el extracto. Sin
embargo, esta posibilidad fue descartada debido a que cuando se utilizo EDTA 1 mM el pH se
mantuvo en 8, (ya que se trabajo con soluciones amortiguadoras que no permitieron un cambio

drastico) y el efecto fue el mismo.
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TABLA IV Efecto de diversos inhibidores en la actividad
proteolitica sobre caseina, del extracto de la precipitacion con
sulfato de amonio al 60%

EDTA 10mM +
EDTA 5mM +
EDTA 1mM 5
1,10 fenantrolina 0.1lmM +
Acetato fenil mercurico 0.lmM +
Urea 6M +
Inhibidor de tripsina II-§ 1mg/ml +
Inhibidor de tripsina I-S 1mg/ml +
TPCK ImM +
Fluoruro fenil metil sulfonilo 10mM o

+ Indica que si hubo inhibicion

4.2 Purificacidon

Al aplicar el extracto que presentaba actividad sobre caseina (precipitacion con sulfato
de amonio al 60% de saturacién) a una columna de intercambio i6nico DEAE-Sepharosa, se
obtuvo el perfil de elucion que se muestra en la figura 12. Se pueden apreciar 11 fracciones que
se denominaron A, B, C, D, E, F, G, HL Jy K, repectivamente, todas con actividad
proteolitica sobre caseina. Se seleccionaron las fracciones A, B, F, G, Hy J para continuar con
los pasos de purificacion dado que fueron las que mostraron mayor actividad y abundancia.
Este perfil varia cuando se trabajaba con organismos en estado de inanicién y cuando los

abulones habian comido. Cuando no han comido, se observa el mismo nimero de picos, pero
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con diferente concentracion, esta variacion pude ser ocasionada porque al estar alimentandose,
se producen enzimas digestivas que permiten la hidrolisis del alimento, como parte de sus
procesos digestivos. Cuando no se est4 alimentando, no es necesaria la produccion de este tipo
de enzimas, por lo que su concentracion se ve disminuida. El perfil aqui mostrado corresponde
a abulones adultos y alimentados.

Este perfil también varia dependiendo de la temperatura del medio en que se colectaron
los abulones, aun cuando se trate de organismos de la misma especie, de esta manera abulones
colectados en zonas mas frias presentan actividades especificas y concentraciones diferentes,
esto debido a que se trata de organismos poiquilotermos, es decir, su temperatura corporal
depende de la temperatura del medio y a su vez la actividad de las enzimas depende de la
temperatura. Debido a esto, a una cierta temperatura pueden estar activas un tipo de enzimas y
otras no, o bien estar activas pero con actividades muy bajas. Los abulones analizados en este

trabajo corresponden a organismos colectados en una zona caliente (Isla Magdalena).



40

B
— ABS. A280nm
3or
—%—  Conc. de NaCl (M)

=
'_|
@]
]
201 =
’ 3]
o a
o =
o [e]
hr
3
=
! &
1.0 O
=
e}
@]

00 %

0

NUMERO DE FRACCION

Figura 12. Cromatografia de intercambio io6nico DEAE-
Sepharosa. Se aplico el extracto de la precipitacion con sulfato de
amonio al 60% de saturacion. La columna se equilibro con
amortiguador Tris-HCl 0.05 M, pH 8 y se eluyd con un
gradiente de NaCl de 0 a 1 M en el mismo amortiguador. La
velocidad de flujo fue de 9 ml/min y se colectaron 3 ml por tubo.
Todas las fracciones obtenidas presentaron actividad proteolitica
sobre caseina.

Al aplicar las fracciones A, B, F, G, Hy J en una columna TSK-DEAE-5PW utilizando
HPLC, se obtuvieron los perfiles que se muestran en las figuras 13, 14, 15, 16, 17 y 18
respectivamente. Cada fraccion requiri6 ser recirculada en la misma columna, bajo las mismas
condiciones, con el fin de obtener una sola fraccion homogénea y eliminar aquellas que no
presentaron actividad proteolitica sobre caseina. Es importante sefialar que las muestras no se
podian concentrar demasiado antes de aplicarse al HPLC ya que se precipitaban, esto debido a

que al concentrarse se agregaban. Este fenomeno de agregacion es muy comin cuando se
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concentran enzimas proteoliticas debido, probablemente al incremento en las interacciones
ionicas e hidrofobicas intermoleculares, por lo que fue necesario hacer varias corridas con
soluciones diluidas a fin de obtener una cantidad suficiente de muestra para las pruebas de
caracterizacion. Cabe sefialar que las fracciones que presentaron mayor precipitacion en las
condiciones en que se trabajo fueron la A y J. Ademas, se observo cierto grado de adsorcion
no especifica de las muestras en las columnas, esto debido también a interacciones entre las
proteinas y los aziicares de la matriz del gel de dicha columna. Esta retencion también puede

deberse a la forma de la proteina (globular, alargada, etc.).
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Figura 13. Cromatografia de intercambio i6nico de alta resolucion. Muestra A. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE 5pw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibrd con amortiguador Tris-
HC1 0.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. Para la elucion se empleo un gradiente de NaCl de 0 a 1
M (B) Recirculacion de la muestra A bajo las mismas condiciones.
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Figura 14. Cromatografia de intercambio idnico de alta resolucion. Muestra B. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE Spw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibré con amortiguador Tris-
HC10.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. Para la elucion se empled un gradiente de NaClde 0 a 1
M. (B) Recirculacién de la muestra B1 (fué la que presento actividad proteolitica sobre
caseina) bajo las mismas condiciones.
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Figura 15. Cromatografia de intercambio ionico de alta resolucion. Muestra F. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE 5pw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibr con amortiguador Tris-
HC10.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. Para la elucién se empled un gradiente de NaCl de 0 a 1
M. (B) Recirculacion de la muestra F1 (fue la que present6 actividad proteolitica sobre caseina)
bajo las mismas condiciones.
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Figura 16. Cromatografia de intercambio iénico de alta resolucién. Muestra G. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE 5pw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibré con amortiguador Tris-
HCI 0.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. (B) Recirculacién de la muestra G bajo las mismas

condiciones.
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Figura 17. Cromatografia de intercambio ionico de alta resolucion. Muestra H. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE 5pw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibr6 con amortiguador Tris-
HCl 0.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. (B) Recirculacion de la muestra H bajo las mismas

condiciones.
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Figura 18. Cromatografia de intercambio ionico de alta resolucion. Muestra J. (A) pasada por
una columna TSK-DEAE Spw. La columna (7.5 x 75mm) se equilibré con amortiguador Tris-
HCI 0.05 M, pH 8 y 0.05 M de NaCl. (B) Recirculacion de la muestra J bajo las mismas

condiciones.
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Las fracciones obtenidas en las recirculaciones se aplicaron en un gel de enfoque
isoeléctrico con gradiente de pH 3-9, con el fin de verificar su pureza (Fig. 19.). Las fracciones
F, G y H mostraron dos bandas muy juntas, las que no fue posible separar lo que nos sugiere
que se trata de dos formas moleculares muy semejantes, hecho que ya se ha reportado para
otros organismos como es el caso de la carboxipeptidasa de Krill (Osnes y Mohr, 1985). Sin
embargo, solo se considerd la mas concentrada (el colorante presentd mayor intensidad) para la

realizacion de los estudios posteriores.

e

M e e e

Figura 19. Enfoque isoeléctrico en microgeles de poliacrilamida, con gradiente de pH 3-9. Los
carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 corresponden a las fracciones A, B, F, patrones, G, H, J y
patrones, respectivamente.
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Durante los pasos de la purificacién se observd que los mejores rendimientos se
obtuvieron con las muestras F, G y H, siendo esta {iltima la que lo tuvo mayor. Los menores
rendimientos se obtuvieron con las muestras A, B'y J, siendo el menor rendimiento el de la
fraccion A (TABLA V).

En términos generales, los rendimientos son buenos considerando que el volumen final
obtenido de cada (TABLA V), se¢ obtuvo con solo dos abulones. De hecho, se fueron
trabajando de dos en dos abulones ya que si se homogenizaban mas, la actividad de las celulasas
era tal que reventaba las membranas de didlisis. Aun con solo dos estomagos, era necesario
cambiar las membranas de dialisis cada 4 horas para evitar el rompimiento de las mismas y por
enide 1a pérdida de la muestra.

La actividad especifica se fué incrementando conforme se avanzaba en la purificacion,
no se llegd a superar la actividad del extracto crudo debido a que se trata de una mezcla de
enzimas y la unién de todas ellas es la que da el valor tan alto del extracto crudo, comparado
con cada una de las muestras individuales, las cuales presentan una actividad especifica baja

comparada con las de organismos ferrestres.

TABLA V Purificacién de proteasas digestivas del abulén azul (H. fulgens)

FACTOR D
TRIFICACIC

Precipitacién

con Sulfato de 237 17663 2.5 100

amonio

DEAE-Sepharose | A=209 A=83.6 A=0.013 A=0.470
B=292 B=1752 B=0.017 B=0.991
F=292 F=202 F=0.022 F=1653
G=167 G=200.4 G=0.038 1 G=1.134
H=292 _350.4 H=0.023 H=1.983
1=209 1=92.3 1=0.043 1=0.520

HPLC A=28 A=112 A=0.123 A=9.46 A=0.634
B=42 B=34 B=0.229 B=13.47 B=0.192
F=56 F=39 F=0.421 F=19.13 F=0.220
G=112 G=172 G=1.620 G=42.63 G=0.973
H=139 H=290 H=1.350 H=58.69 H=1.640
J=42 J=41 J=1872 J=4353 J=0.230




50

4.3 Caracterizacion

4.3.1. Determinacion del Peso Molecular

Los resultados obtenidos en la determinacion de peso molecular se muestran en la
Figura 20 y Tabla VI, donde se observa que los valores para las diferentes enzimas purificadas
varian entre 17,000 y 29,000 daltones. De acuerdo a Keil (1971), las enzimas tipo tripsina
tienen masas moleculares en el intervalo de 20,000 a 24,000 daltones, sin embargo, enzimas de
este tipo aisladas de organismos marinos vertebrados como invertebrados presentan pesos
moleculares que se salen de este intervalo, lo que también sucede con las proteasas del abulon.
Pesos moleculares entre 27,000-30,0000 han sido reportados para tripsina de cangrejo
(Muramatsu y Morita, 1981), krill (Osnes y Mohr, 1985), sardina (Murakami y Noda, 1981) y
capelina (Hjelmeland y Raa, 1982), lo mismo sucede con las enzimas tipo quimotripsina y
carboxipeptidasa para las cuales se han reportado pesos moleculares significantemente menores

a los reportados para las de mamiferos (Chen et al., 1988).

4.3.2. Determinacion del Punto isoeléctrico.

Los puntos isoeléctricos obtenidos para cada fraccion se muestran en la Tabla VI. Las
fracciones F, G y H mostraron dos bandas con puntos isoeléctricos muy cercanos (entre 3.7 y
4.0) como se observa en la figura 19. Esto sugiere la posibilidad de que estas enzimas estén
compuestas por dos formas moleculares similares, sin embargo, este estudio se centr6 en la que
mostré mayor concentracion (Tabla V). Este tipo de situaciones se han observado en otras
proteasas como el caso de la carboxipeptidasa de Krill (Osnes y Mohr, 1985), de hecho,
muchas enzimas que se reportaban como una banda pura, se ha demostrado que realmente

estan constituidas por formas moleculares multiples (Kramer y Whitaker, 1969). Por otro
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lado, en organismos marinos se han encontrado enzimas tipo tripsina, arboxipeptidasa,
quimotripsina y elastasa con puntos isoeléctricos muy acidos, a diferencia de sus contrapartes

de origen terrestre.

Figura 20. Electroforésis en microgeles homogéneos de SDS-poliacrilamida al 20%. Los
carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 corresponden a las fracciones A, B, F, patrones, G, H, J y
patrones, respectivamente.
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4.3.3. Coeficiente de extincion

Los valores para las muestras A, By J fueron muy altos, comparados con los reportados
para proteasas pertenecientes a las diferentes familias. Esto es debido a que probablemente la
concentracién de proteina se subevalud, ya que se utilizé albimina de bovino para construir la
curva de calibracién, y como describe Smith et al. (1985) existen variaciones en 1a sensibilidad
dol método de una proteina a otra, esto debido a la diferente composicién de aminodcidos de
las mismas (por ejemplo, la quimotripsina es subevaluada por este método). Para un célculo mas
exacto de este coeficiente se requiere secar, pesar, disolver una cantidad conocida en un
volumen dado para tener una cierta concentracion (por ejemplo 2 mg/ml) y entonces leer la
absorbencia a 280 nm. Sin embargo, en ¢ste ¢aso, la cantidad de proteina no era suficiente para

realizar con precision esta determinacion, por lo que se opt6 por el método espectrofotométrico.

Tabla VI. Punto isoeléctrico, peso molecular y coeficiente de extincion de las enzimas

F 3.72 2.78 29,000
G 3.80 0.93 32,000 |
H 402 13 25,000

6.61 2.78 17,000

ey
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4.3.4. Actividad proteolitica de cada fraccion con diferentes sustratos

La actividad hidrolitica de cada una de las enzimas purificadas se prob6 sobre 6
diferentes sustratos. Todas ellas mostraron actividad sobre caseina y cuero azure (sustratos
proteicos), mientras que con los sustratos sintéticos se observaron diferentes resultados como
se muestra en la Tabla VI. Se puede observar que la muestra A puede ser una enzima del tipo
de la quimotripsina ya que presenta actividad sobre BAEE, BAPNA y ATEE, este altimo es
especifico para este tipo de enzimas. La enzima H tiene caracteristicas de carboxipeptidasa A al
tener actividad sobre HLPA. Las fracciones B y J tienen caracteristicas de proteasas serinicas
(tipo tripsina). La muestra F no mostrd especificidad sobre ninguno de los sustratos sintéticos
probados y solo mostré actividad sobre sustratos proteicos, mientras que la muestra G tiene

caracteristicas de enzima serinica.

Tabla VII. Actividad hidrolitica de las fracciones puras sobre diferentes sustratos sintéticos

Caseina
Cuero azure
BAEE!
BAPNA?
HPLA3 +
TAME# +
ATEES +
IBAEE: N-a—benzoil-L-arginina etil éster
2 BAPNA: N- a—benzoil-DL-arginina p-nitroanilida
3 HLPA: hipuril-L-fenilalanina

4 TAME: N-oi-p-tosil-L-arginina metil éster

5 ATEE: N-acetil-L-tirosina etil éster
+ Prueba positiva sobre el sustrato referido

++|+|+
+{+ |+ ]+
-+
H{+|+]+
+
++ [+ [+

+
+
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4.3.5. Actividad proteolitica en presencia de diferentes inhibidores

Los resultados obtenidos al realizar las pruebas de inhibicion se muestran en la tabla
Tabla VII. Con estos resultados se tiene que la muestra A es tipo quimotripsina ya que es
inhibida por TPCK. Este resultado confirma los resultados obtenidos en las pruebas con
sustratos sintéticos, la B una proteasa serinica o metaloproteasa por ser inhibida por EDTAy
los inhibidores de tripsina de tipo I-S y II-S; la F una serinica por ser inhibida por los
inhibidores de tripsina I-S y II-S y por la aprotinina, la G es metaloproteasa o serinica ya que es
inhibida por EDTA, aprotinina e inhibidor de tripsina II-S. La muestra H tiene caracteristicas
de una carboxipeptidasa A (metaloproteasa) por ser inhibida par 1,10 fenantrolina y EDTA. La
muestra J tiene caracteristicas de una enzima de tipo serinico ya que es inhibida por los
inhibidores de tripsina I-S y I-S. Sin embargo, no se puede afirmar de manera contundente a
qué familia pertenecen las fracciones B, F, Gy J debido a la poca especificidad que presentan

ya que actilan sobre diferentes sustratos y ademas son inhibidas por diferentes compuestos.

TABLA VIIL Efecto de diversos inhibidores sobre la actividad
proteolitica de las enzimas purificadas.

1,10 + +
fenantrolina

Acetato +

fenil

mercurico

Inhibidor de + + + + +
tripsina II-S

Inhibidor de + + + +
tripsina I-S

Aprotinina + + *

TPCK! 4

LTPCK: N-Tosil-L-fenilalanina clorometil cetona
+Presenta inhibicion con el inhibidor referido
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De esta manera, en base a las pruebas realizadas con diversos inhibidores y sustratos ,
se observa que el abulén azul presenta una mezcla compleja de enzimas proteoliticas en sus
jugos digestivos, posiblemente para adaptarse a cambios en las condiciones del medio. Es decir,
en el medio puede haber variaciones en temperatura, tipo de alimento disponible, salinidad, etc.,
que pueden favorecer la activacion de un tipo de enzima o bien su inactivacién, por lo cual, al
tener diversos tipos de enzimas le da la posibilidad de adaptarse a estos cambios

Debido a esta mezcla de enzimas, pueden degradar una gran variedad de proteinas ya
que la eficiencia en la degradacion de proteinas debe ser resultado de la accion concertada de
proteinas que requieran las mismas condiciones para llevar a cabo su actividad. No obstante,
posiblemente la combinacién de proteinas de diferente clase catalitica no es tan eficiente en la
degradacién de sustrato debido a que las condiciones que favorecen la activacion de una clase
pueden ser inhibitorias para otra (Chénez y Pérez-Montfort, 1994), sobre todo cuando se trata
de enzimas que requieren condiciones muy diferentes para poder mantener su estabilidad y
actividad. En las visceras del abulén se encuentran tanto enzimas pertencciente a diferentes
clases cataliticas (serinicas y metaloproteasas), como pertenecientes a una misma clase (hay

varias enzimas serinicas tanto tipo quimotripsina como tipo tripsina).

4.3.6. Contenido de aminoacidos

Las protcasas analizadas mostraron diferentes contenidos de aminoacidos, mismos que
se muestran en la Tabla VIIL Se puede observar en dicha tabla que las fracciones A, JyB
contienen mas aminoécidos basicos que las F, G y H, de ahi que los puntos isoeléctricos de
estas Gltimas sean mas 4cidos. Por otro lado, se puede observar la presencia de aminoécidos
hidrofébicos como son la alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina y metionina,
los cuales varian en su porcentaje de contribucién al contenido total, pero en general estan
presentes dandole a la proteina un alto grado de hidrofobicidad, lo que provoca su gran

inestabilidad en medios acuosos v su poca solubilidad a altas concentraciones . Este problema se
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hizo patente durante todos los pasos de la purificacion y caracterizacion ya que la muestra se

precipitaba al concentrar, descongelar y en presencia de altas concentraciones de NaCl (0.8M

de NaCl).

TABLA IX. Composicién de aminoacidos de las muestras purificadas®

| c. aspartico 15 31 17 4
Ac. glutdmico 12 2 13 7
Serina 2 13 13 15 7
Treonina 3 10 3 11
Arginina 3 5 9 4
Glicina 15.51 3 65 49 63 53
Alanina 39.19 36 :
Prolina 1 22 6 30 37
'Valina 2 7 3
Metionina 13 19
Isoleucina 1 3 27
Leucina 4 1 31 4 27 40
Fenilalanina 1 39 26 2 27 14
Cisteina 2 13 6
Lisina 83 64 10 29 17 15
Histidina 36 10
Tirosina 2 11 10 3 9 4

* Los valores presentados corresponden al niimero de residuos por molécula

7) Determinacion de su estructura secundaria

El espectro de Dicroismo Circular de una proteina en la region comprendida entre 183-
260nm (UVlejano), es debido basicamente a la conformacién secundaria de su cadena
polipeptidica (Hennessey y Johnson, 1981). Ademds segin Manavalan y Johnson (1983) las
caracteristicas de la curva de CD de una proteina permiten establecer, en forma relativa, el

patron de plegamiento de la macromolécula. De esta manera, una proteina puede ser clasificada



o

estructuralmente, dentro de una de las cuatro gryes clases: clase a, clase B, clase a+B y clase a/B
(Levitt et al.,1976).

Los espectros de dicroismo circular (CD) que se muestran en las figuras 21, 22y 23
corresponden a las proteasas purificadas A, F, G, Hy J. Al hacer el analisis de dichos espectros
segiin Compton y Curtis (1986), se obtuvicron los resultados que se mucstran €n la tabla X en
donde se puede observar que las muestras A y J tienen un mayor porcentaje de hojas B
antiparalelas, mientras que en las muestras F, Gy H predomina la o hélice. Sin embargo al
realizar el analisis de estos espectros, ¢ observo, al igual que con el calculo del coeficiente de
extincién, que la concentracion de proteina estaba subevaluada lo que provocé que los valores
de [6] no tuvieran un comportamiento 16gico, mismo, que se aprecia en los valores de las
contribuciones de las estructuras secundarias por lo que es necesario hacer la determinacion mas
precisa del coeficiente de extincion, como ya anteriormente se menciond, sobre todo para las
muestras A y J. Ademds, quizis este método de analisis no es el mas apropiado para este tipo de

muestras (A y J) por lo que posteriormente seria conveniente utilizar otro método para analizar

dichos espectros.

TABLA X. Contribucién relativa de estructuras secundarias a los
espectros de CD de cada enzima purificada

A 36.3 50 12 46 60
F 50.1 18.4 4 23 25
G 17.8 12.3 6.4 15.8 20
H 22.1 19.14 6 20 32.4
] 41.4 48 - [ 373 16

! g— hélice

2 hoja B antiparalela

3 hoja B paralela

4 giro B

5 Otra estructura
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Figura 21. Espectros de Dicroismo Circular en la region del UV lejano (183-260nm) de
proteasas del abulon azul, Haliotis fulgens. (A) Proteasa A, (B) Proteasa F.
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Figura 22. Espectros de Dicroismo Circular en la region del UV lejano (183-260nm) de
proteasas del abulon azul, Haliotis fulgens. (A) Proteasa G, (B) Proteasa H.
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Figura 23. Espectros de Dicroismo Circular en la region del UV lejano (183-260nm) de la
proteasa J del abulén azul, Haliotis fulgens.
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5.0 CONCLUSIONES

Este estudi6 se enfoco hacia la purificacion y caracterizacion de proteasas digestivas del
abulén azul, Haliotis fulgens. A partir de los resultados descritos anteriormente, se concluye

que:

e Se purificaron 6 proteasas digestivas del abulon azul, Haliotis fulgens, las que se
denominaron A, B, F, G, Hy J.

e Las 6 proteasas mostraron actividad sobre sustratos proteicos (caseina y cuero-azure).

e Los pesos moleculares de las proteasas A, B, F, G, Hy J fueron de 24000, 24000, 29000,
32000, 25000 y 17000 daltones respectivamente.

o El coeficiente de extincion de las muestras A, B, F, G, HyJ fueron: 3.77, 3.12, 2.78,0.93,
1.3, y 2.8y su punto isoeléctrico de 7.81, 7.10, 3.72, 3.8, 4.02 y 7.1 respectivamente.

e El mayor rendimiento se obtuvo con las proteasas Hy G y el menor con la A
o Las enzimas que mostraron mayor actividad especifica sobre caseina fueronla G, J'y F
o Estas proteasas precipitan cuando se encuentran en altas concentraciones.

e En base a las pruebas de dicroismo circular, se observé que las fracciones A y J tienen
mayor porcentaje de hojas B antiparalelas, mientras que en las fracciones F, Gy H predomina la
o hélice, sin embargo es necesario determinar exactamente el coeficiente de extincion para
poder interpretar de manera mas eficiente estos espectros, sobre todo los de las muestras Ay

I

o En base a las pruebas de inhibicion con diferentes compuestos y de actividad sobre
diferentes sustratos se obtiene que la muestra H es del tipo de la carboxipeptidasa A, la A es
del tipo de la quimotripsina y las muestras B, J, F y G tienen caracteristicas de proteasas de la
familia de las serinicas. Todas con excepcion de la muestra F necesitan iones metalicos para
lograr su estabilidad.

e [Estas proteasas presentan baja especificidad ya que actian sobre diferentes sustratos y son
inhibidas por diferentes compuestos, esto les permite actuar bajo diferentes condiciones.
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