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Resumen.

El uso de las enzimas en la actualidad se ha extendido desde la industria hasta el
diagnostico biomédico, y el control medio ambiental. La transformacion covalente de la
glucosa oxidasa con el polimero CMC-CD mostro la efectividad de esta estrategia, en el
mejoramiento de la estabilidad bajo diferentes condiciones desnaturalizantes. La
glicosilacion de la enzima redox, con el CMC-CD podria ser una herramienta para

elevar la resistencia funcional de este biocatalizador.

Palabras claves: estabilizacion, enzimas, polimeros.

Introduccion

El uso de las enzimas en la actualidad se ha extendido desde la industria hasta el
diagnostico biomédico, y el control medio ambiental. Sin embargo, en cualquier campo
de su aplicacion, la baja estabilidad conformacional provoca una rapida disminucion en
la actividad de estos biocatalizadores. Por este motivo, se dedican grandes esfuerzos en
el estudio del mejoramiento de esta problematica en muchas enzimas (Hernandez,
2007).

La glucosa oxidasa (B-D glucosa-oxidoreductasa, EC 1.1.3.4, GOXx) es una flavoproteina
que cataliza la oxidacion de la B-D glucosa a D glucono-lactona y peroxido de hidrégeno,
para lo cual utiliza el oxigeno molecular como aceptor final de electrones (Tsuge, 1982;
Zoldak, 2004). Esta enzima es una glicoproteina dimérica, con dos subunidades idénticas,
las cuales bajo condiciones desnaturalizantes, se disocian y se libera el dinucledtido de
flavina y adenina (FAD), su cofactor catalitico.

Las aplicaciones de esta enzima son muy amplias tanto en la industria de los alimentos
(Anastassiadis y col., 2003), como en el disefio de biosensores analiticos para el
diagnostico clinico (Liu y col., 2003; Du y col., 2006; Xue y col., 2006;). La amplia
utilizacion de la GOx favorece el desarrollo de nuevas estrategias para incrementar su
estabilidad. Entre las estrategias mas efectivas para este proposito, se destacan la
modificacion covalente de su estructura proteica con polimeros hidrosolubles de baja 'y
alta masa molecular (O' Fagéain, 2003).

La glicosilacion de enzimas con CMC-CD ha proporcionado una alta estabilidad a enzimas
tales como la o amilasa (Darias y col., 2001), tripsina (Villalonga y col, 2003), superoxido

dismutasa, lo cual se le atribuye a numerosos factores tales como las interacciones idnicas-
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covalentes y supramoleculares que se establecen entre la proteina y las cadenas del
polimero.

Al considerar la amplia utilidad de la glucosa oxidasa, asi como el desarrollo de
estrategias para incrementar su estabilidad, en el presente trabajo tiene como objetivo
realizar una valoracion de los principales resultados de la glicosilacion covalente de
GOx con CMC-CD vy su influencia sobre la estructura y las propiedades cataliticas de

esta enzima redox.

Aplicaciones de las enzimas

Las enzimas en la actualidad son aplicadas como catalizadores importantes en diversos
procesos industriales (Anastassiadis, 2003), en el analisis clinico (Hosseinkhani y
Nemat-Gorgani, 2003), en el procesamiento de alimentos ( Morato y col., 2000), en la
agricultura (Belghith y col., 2001) y en la biotecnologia (Matsushima y col., 1996). Otra
aplicacion importante de estas biomoléculas lo constituye su uso como farmacos para la
enzimoterapia de numerosas enfermedades (Veronese y Morpurgo, 1999).

La funcion catalitica que desempefian las enzimas esta estrechamente relacionada con
su compleja estructura molecular, la cual define la conformacién del sitio activo de
ellas. En este sentido, la accion cooperada de diferentes factores fisico-quimicos
contribuye a estabilizar la estructura tridimensional activa de estas proteinas.
Estabilidad de las enzimas.

La estructura terciaria y/o cuaternaria de las proteinas esta determinada por un delicado
balance de fuerzas contrapuestas que puede ser facilmente roto mediante factores
quimicos y/o fisicos como: el calor, el oxigeno, los &cidos o éalcalis, los agentes
surfactantes o caotrépicos y los solventes organicos (Klibanov, 1983).

El proceso de desnaturalizacion proteica puede ocurrir en sectores locales de la
molécula o ser un proceso global que afecta a toda la estructura, lo cual puede ocurrir de
manera simultdnea o independiente. El incremento de la concentracion de agentes
desnaturalizantes o el aumento de la temperatura pueden promover selectivamente la
desnaturalizacion global de la proteina (Wang, 1999).

La inactivacién, por su parte, es un proceso irreversible que causa la pérdida completa
de la actividad bioldgica de la proteina en cuestion. Despues de la desnaturalizacion,
pueden ocurrir procesos sobre el estado desplegado de la proteina como son: la perdida

de cofactores, agregacion y precipitacion, plegamientos incorrectos, cambios quimicos y
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disociacion de subunidades; estos conllevan a un cambio irreversible en la estructura
proteica, (O"Fagain, 1995).

Estos dos procesos permiten distinguir entre dos tipos de estabilidad proteica: la
estabilidad conformacional o termodindmica referida a la resistencia de la estructura
proteica a la desnaturalizacion y la estabilidad cinética que refleja la resistencia a la
inactivacién (O"Fagain, 1995).

Estabilizacion de enzimas por modificacion con derivados de carbohidratos

El uso préactico de las enzimas se ha visto frenado por la baja estabilidad que presentan
bajo ambientes diferentes de los encontrados en el medio biolédgico. Por tal motivo, el
desarrollo de nuevas estrategias orientadas a incrementar la estabilidad conformacional,
unido a la mejora de las propiedades cataliticas de estos biocatalizadores, es una de las
mayores prioridades de investigacion de la tecnologia enzimatica.

La modificacion quimica de proteinas resulta un método rapido y econémico, pero
requiere de un control estricto de las condiciones de reaccion para lograr conjugados
con una alta retencion de la actividad biolégica. Mediante la unidén covalente de
moléculas de bajo peso molecular y polimeros hidrofilicos a la superficie de las
moléculas de proteinas se logran preparados solubles con una elevada estabilidad frente
a las altas temperaturas, la presencia de solventes organicos y de agentes caotropicos
(Gémez y col., 2001; Ramirez y col., 2002).

El empleo de carbohidratos como agentes estabilizantes de las enzimas se basa en la
induccion de nuevas interacciones que favorezcan los mecanismos mediante los cuales
las proteinas mantienen su estabilidad conformacional en la Naturaleza. Tal es el caso
de la formacion de entrecruzamientos intramoleculares covalentes, el incremento del
grado de hidrofilidad superficial de estos polipéptidos, la induccion de puentes de
hidrogeno, asi como la creacion de interacciones electrostaticas superficiales en los
casos que se empleen derivados de carbohidratos ionicos (Villalonga y col., 2000).

La glicosidacion quimica de polipéptidos se presenta como una metodologia que
permite obtener conjugados, denominados neoglicoenzimas, que mimetizan a las
glicoenzimas naturales en cuanto a la actividad bioldgica y su marcada estabilidad
estructural y funcional (Mislovicova y col.,, 2002b). Entre las propiedades
fisicoquimicas y terapéuticas de las proteinas que pueden ser mejoradas
significativamente estan:

1) El aumento de su unién a los blancos bioldgicos mediado por receptores

especificos para carbohidratos (Masarova y col., 2001; Mislovicova y col., 2002a).
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1) La alteracion de las propiedades inmunoldgicas y alergénicas de las proteinas.
1) El mejoramiento de las propiedades farmacoldgicas debido a que aumentan la
persistencia de las proteinas en el organismo (Pérez. y col, 2005).

V) La alteracion de la estabilidad debido a la prevencion de la agregacion no
especifica, resistencia al ataque de proteasas y aumento de la estabilidad
conformacional.

V) Un incremento de la solubilidad en solucién acuosa y en los fluidos bioldgicos
(Khmelnitsky, 2004).

Los polisacéridos utilizados en la estabilizacion de proteinas presentan una gran
heterogeneidad estructural. Se ha reportado la estabilizacién de la tripsina mediante
polimeros anidnicos como la carboximetilcelulosa (Villalonga y col, 2000), derivados
de ciclodextrina (Fernandez y col., 2002; Fernandez y col., 2003; Villalonga y col,
2005a), entre otros.

La alta solubilidad en agua, la baja toxicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad de
muchos carbohidratos son propiedades que han favorecido su amplio uso como agentes
modificantes para enzimas. Asi mismo, la naturaleza polihidroxilica de estas moléculas
ofrece la posibilidad de su activacion y conjugacién multipuntual con las proteinas,
factor que constituye la estrategia basica para la estabilizacidn de estos biocatalizadores
(Marshall, 1978).

Carboximetilcelulosa.

La carboximetilcelulosa (CMC) es un copolimero formado por unidades de D- glucosa
no sustituidas, mono- sustituidas (2-,3- y 6-mono-O-carboximetil-D-glucosa), di-
sustituidas (2,3-, 2,6- y 3,6-di-O- carboximetil- D- glucosa) y tri- sustituidas (2, 3, 6-tri-
O- carboximetil -D- glucosa) (Heinze y col., 1994). Por constituir un polimero no
toxico, biocompatible y biodegradable, ha encontrado innumerables aplicaciones en la
industria farmacéutica (Rossi y col., 1999), procesadora de alimentos (Wang y col.,
1999), entre otras.

Este polisacarido fue empleado en la obtencion de conjugados enzimaticos de invertasa
y tripsina, los cuales resultaron mucho més estables que sus contrapartes nativas frente a
condiciones desnaturalizantes (Villalonga y col., 1999; Villalonga y col., 2000).

Ciclodextrinas.
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Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos de a-D-glucopiranosa unidos
mediante un enlace a-(1,4), presentan una cavidad central hidrofobica y una superficie
exterior hidrofilica. La conformacion de silla que poseen las unidades de glucosa que
forman las CDs, permite que estas presenten una estructura de cono truncado, donde los
hidroxilos primarios o unidos al carbono 6 estan ubicados en los bordes de la parte
estrecha del cono y los hidroxilos secundarios o unidos a los carbonos C-2 y C-3 estan
ubicados en los bordes de la parte ancha del cono como se puede apreciar en la Figura
1 (Zhuy col., 2007).
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Figura 1. Estructura de la B ciclodextrina.

La molécula de CD posee una cavidad central esencialmente apolar y un exterior con
grupos hidroxilos disponibles para la interaccion hidrofilica por formacidn de puentes
de hidrogeno. Las dimensiones de la cavidad, que dependen del nimero de unidades de
glucopiranosa, son tales que ellas pueden hospedar a una molécula organica de tamafio
adecuado (Fragoso y Cao, 1995). Entre las moléculas que pueden ser reconocidas
molecularmente por las CDs se encuentran las proteinas (Kamphorst y col., 2004).
Las CDs tienen multitud de aplicaciones en la industria farmacéutica, tecnologia de
alimentos, cosmética, quimica analitica, tecnologia medioambiental y otros (Matsuda y
col., 1999; Kaewpresert y col., 2002). Los derivados de caracter polimérico de las
ciclodextrinas han sido muy utilizados en la separacion cromatografica y en la
solubilizacion de farmacos (Valdivia y col., 2006).
Los nuevos materiales poliméricos derivados de este compuesto tienen diversas
aplicaciones, entre las que podemos citar:

# Aplicaciones en tecnologia de alimentos como son: la preparacién de nuevos

materiales de envasado y la formulacion de alimentos exentos de alguno de los

componentes naturales.

+ Aplicaciones en la sintesis y aislamiento de productos quimicos, en particular de

productos enantioméricos.

¢ Extraccion de aromas de fuentes naturales.

# Extraccion de productos toxicos de aguas residuales.

¢ Aplicaciones farmacologicas como la dosificacion controlada de medicamentos.
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Recientemente, las CDs y sus derivados han sido utilizados para modificar la superficie
proteica de varias enzimas, ya sea por modificacion quimica como a traves de la
induccion de asociaciones supramoleculares. En este sentido, Fernandez y col. (2003)
informaron el incremento de las propiedades funcionales de la tripsina de pancreas
bovino por modificacion de su superficie proteica con derivados monoaminados de la -
ciclodextrina. Los conjugados obtenidos por esta via, a pH 9.0, fueron mucho mas
estables que la enzima nativa frente a condiciones desnaturalizantes de altas
temperaturas y degradacion autolitica (Fernandez y col., 2003).

Glucosa Oxidasa

La glucosa oxidasa (EC1.1.3.4, GOXx) es una flavoproteina que cataliza la oxidacion de la
R-D-glucosa en &cido glucdnico con la utilizacion del oxigeno como aceptor de electrones
(Fig 2). Durante la reaccién se produce H,O, que se transforma en O, y H,O por accién de

la catalasa, la cual constituye el principal contaminante de las preparaciones enzimaticas.
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Fig. 2. Reaccion catalizada por la glucosa oxidasa.

La enzima esta unida al FAD, como cofactor, de forma no covalente para oxidar el
azlcar a lactona. El cofactor reducido (FADH °) es reoxidado por el oxigeno molecular
en el mecanismo cinético Ping Pong (Gibson y col., 1964). Los sustratos de la enzima
se pueden separar en dos grades grupos: los donadores de electrones en la primera reaccion
de reduccion, y los aceptores en la segunda mitad de la reaccion de oxidacion. La D
glucosa se considera el mejor de los sustratos de la primera reaccion mientras que el
oxigeno se destaca entre los mejores en la segunda reaccion (Leskovaca y col., 2005)
Estabilizacion de la glucosa oxidasa con el polimero CMC-CD.

En investigaciones realizadas en el Centro de Estudios de Tecnologia Enzimatica de la
Universidad de Matanzas, el polisacarido carboximetil celulosa ciclodextrina-ciclodextrina
(CMC-CD) se unio covalentemente a los grupos aminos localizados en la superficie

proteica de la enzima GOXx, para lo cual se utilizd una carboimida soluble en agua como
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agente acoplante. Después de la purificacion del conjugado se estudiaron sus propiedades
estructurales y su estabilidad.

La enzima modificada contenia 244 mol del carbohidrato por mol de proteina, lo cual
representa 0.78 mol de polisacarido por mol de enzima, con un promedio de 21 mol de
grupos aminos modificados en el conjugado GOx-CMC-CD. El grado de entrecruzamiento
intramolecular del complejo fue de 27 mol de grupos aminos por mol de polimero, en cada
mol de proteina modificada.

La enzima retuvo el 67% de su actividad especifica después de la conjugacion, la Km de la
forma nativa fue de 29.4 uM, mientras en la enzima modificada fue de 32.7 uM. Esta
reduccion de la catélisis en la enzima modificada puede justificarse por la baja
accesibilidad del sustrato a los sitios activos de la GOx, debido al impedimento estérico
causado por las cadenas del polimero unidas a la superficie de la enzima. Efectos similares
se han informado para otros conjugados enzimaticos unidos a polisacaridos (Villalonga y
col., 2005; Darias y col., 2001; Fernandez y col., 2004; Gémez y col., 2001).

En el estudio del espectro de emision de fluorescencia de la Gox y la GOx-CMC-CD,
antes y después de la incubacion a 55°C, ambas formas mostraron un maximo de emisién
de fluorescencia a 340 nm, lo cual es caracteristico de los residuos de triptéfano en la parte
hidrofobica de la estructura proteica. Sin embargo, después del tratamiento a 55°C, hubo
un incremento en la intensidad de la fluorescencia en la enzima nativa. Similares
resultados se han descrito anteriormente para la GOX, lo cual puede deberse a la liberacién
del cofactor FAD de la estructura proteica. Esta enzima posee posee 7 residuos de
triptéfano, cercanos a la molécula FAD en la estructura nativa, y la intensidad de la
fluorescencia de la molécula proteica es mediada por la transferencia de energia Foster
desde los residuos de triptéfano hacia el grupo flavina del cofactor (Haouz y col., 1998).

El espectro de emision de fluorescencia del conjugado mostré una banda secundaria a
longitudes de onda menores, lo cual es caracteristico en la conjugacion de enzimas con
derivados de la ciclodextrina. Este resultado sugiere la formacion de estructuras proteicas
méas compactas debido a la formacion de complejos supramoleculares entre el receptor
molecular (CD) y los residuos de aminoacidos aromaticos de la enzima (Villalonga col.,
2007). L respuesta de la fluorescencia en el conjugado no se incrementd después del
tratamiento a 55°C, lo cual sugiere que los entrecruzamientos con el polimero le pudieran
conferir estabilidad a la enzima y evita la liberacion de la molécula de FAD.

La modificacién de la GOx-CMC-CD increment6 la Tsy desde 45°C hasta 51°C, asi como

mejord su estabilidad térmica, ya que increment6 5 veces el tiempo de vida media de la
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enzima al compararla con la nativa a 40°C. Por otra parte, hubo una retencion de la
actividad enzimética de 75% en presencia de agentes surfactantes como SDS después de su
incubacion durante 3 horas, asi como se incrementd su estabilidad a diferentes valores de
pH.

Estos resultados sugieren que la glicosilacién de la enzima brinda estabilidad a la
conformacion nativa de la proteina cuando se expone a diferentes condiciones de
inactivacion/desnaturalizacion. La estabilidad puede estar asociada con el
entrecruzamiento intramolecular que muestra el conjugado, debido a las uniones
multipuntuales de las cadenas del polimero a la estructura de la proteina (Villalonga y col.,
2005; Darias y col., 2001; Fernandez y col., 2004). También las interacciones anionicas y
supramoleculares de la enzima y la CMC-CD pueden brindar estabilizacion, tal como se ha
descrito para otros neoglicoconjugados (Villalonga y col., 2003; Darias y col., 2002).
Conclusiones

La transformacién covalente de la glucosa oxidasa con el polimero CMC-CD mostro la
efectividad de esta estrategia, en el mejoramiento de la estabilidad bajo diferentes
condiciones desnaturalizantes. La glicosilacion de la enzima redox, con el CMC-CD

podria ser una herramienta para elevar la resistencia funcional de este biocatalizador.
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