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Resumen

Numerosos procesos biolégicos se encuentran mediados por interacciones proteina-glicanos. Por ello,
alteraciones en los patrones de glicosilacion celular se traducen en diversas patologias entre las que se
encuentran enfermedades infecciosas o inflamatorias cronicas y el cancer. Las exoglicosidasas son herramientas
Utiles para la elucidacion tanto de la estructura como del rol de los glicanos biolégicos. Las a-manosidasas en
particular adquieren relevancia en funcion del rol que cumplen los glicanos manosilados en procesos tumorales
y de infeccién parasitaria o viral.

En un screening de actividad a-manosidasa realizado en nuestro laboratorio en 19 cepas bacterianas se identifico
dicha actividad extracelular en el Bacillus sp 12.22.

En este trabajo nos enfocamos en el disefio de una estrategia de purificacion de la a-manosidasa de este
microorganismo. Se realizaron cultivos en un medio liquido utilizando extracto de levadura 2% como inductor y
se crecieron durante 24 horas a 30°C. Dado que esta descripto en bibliografia que la actividad de las o-
manosidasas es dependiente de la presencia de iones metalicos, se realiz6 un estudio de la actividad enzimatica
en presencia de distintos iones (Zn?*, Ca?*, Mg?", Co?*, Mn*?, K* y Nal*) en concentraciones 1-10 mM,
determinandose una mayor actividad en presencia de MgCl: 10 mM. A los efectos de concentrar la -
manosidasas presente en el sobrenadante del cultivo se estudiaron dos estrategias diferentes: i) precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio y ii) precipitacion con solventes organicos. Si bien la primera estrategia fue
efectiva para realizar una purificacion parcial, se observé pérdida de la actividad enzimatica. La precipitacién con
solventes organicos fue efectiva utilizando tanto acetona como etanol o isopropanol al 65%, pero siendo mayor
la actividad recuperada en el caso de isopropanol. Se optimizd la concentraciéon de isopropanol a utilizar
obteniéndose los mejores resultados con una concentracion de 35%. Se continué el proceso de purificacion
mediante intercambio anidnico utilizando columnas High trap Q HP a PH 6.5 y eluyendo con una concentracion
de NaCl 0.8 M. El analisis electroforético (SDS-PAGE) de las fracciones eluidas permitié identificar una banda
relativamente pura con un PM de 66 kDa. Sin embargo, la enzima purificada demostré una baja estabilidad
perdiendo rapidamente su actividad por lo cuél no fue posible escalar su produccién. Por tal motivo se procedi
a la realizacién de un nuevo screening de actividad a-manosidasa en 9 cepas de hongos, obteniéndose actividad
extracelular en cuatro cepas de los géneros Aspergillus, Fusarium,Trichoderma y Penicillum. Actualmente se
esta trabajando en la optimizacién de las condiciones de cultivo para proceder a la purificacion de las mismas.

Pagina 88

Agradecimientos:
Universidad de la Republica, PEDECIBA, ANII

iy
Ste

» U ©
UNIVERSIDAD : !

gg'g//‘iﬁ?:gég ) UNIVERSIDAD )
CATOLICA pe 3 NIVERSIDAD : ALY
DE CHILE VALPARAISO DE CHILE  MAYOR \ UNIVERSIDAD

para espiritus emprendedores



